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INTRODUCTION

La couleur du pelage est I’'un des caracteres morphologiques présentant le plus de
variations chez nos carnivores domestiques, le chien et le chat, mais aussi chez un grand
nombre d’autres espéces sauvages. Dans la nature, ces variations ont plusieurs réles adaptatifs
importants comme le camouflage, 1’échappée aux prédateurs, la communication et la
régulation de certains processus physiologiques. Chez le chien et le chat, les robes sont
extrémement variées car la couleur de la robe est un caractére de grand intérét sélectionné
dans I’¢levage des animaux domestiques. Cette variété fournit un modeéle efficace pour étudier
la complexité des interactions entre génes, leur fonctionnement, les voies de signalisation
cellulaire, les facteurs de transcription et I’interaction des genes avec 1’environnement.

La génétique des couleurs de pelage est étudiée depuis le balbutiement de la génétique
mendélienne chez les Mammiféres. Certains auteurs suggérerent méme que Mendel, le
fondateur de la génétique moderne, aurait développé les principes de la génétique en étudiant
les croisements de souris et les phénotypes en résultant dans sa chambre de monastere, puis
confirmé ces principes par les études connues sur les petits pois (O’Brien et al., 1986). Le
locus albino de la souris a été le premier caractére des mammiféres a étre analysé suite a la
redécouverte des lois mendéliennes dans les années 1900. A ce jour, plus de 90 génes ont été
identifiés chez la souris comme impliqués dans la détermination de la couleur de la robe.
Dans ces génes, une mutation ponctuelle peut parfois mener a une modification radicale du
phénotype, notamment lorsqu’elle concerne un géne majeur de la pigmentation.

La premiére partie de ce manuscrit est constituée par 1’étude bibliographique des génes et
mutations identifiés a ce jour comme impliqués dans la couleur de la robe chez le chien. La
deuxiéme partie est consacrée au chat et dans une troisieme partie nous avons présenté les
applications pratiques en élevage des connaissances acquises sur le déterminisme moléculaire
de la pigmentation des carnivores domestiques. Ce manuscrit se veut un support facilement
accessible aux éleveurs, présentant les avancées en la matiére, et permettant de comprendre la
plupart des robes de nos carnivores domestiques, pour faciliter la mise en place de
programmes d’¢levage adaptés.
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PREMIERE PARTIE

GENES ET MUTATIONS IMPLIQUES DANS LA COULEUR
DE LA ROBE CHEZ LE CHIEN

Chez les Mammiferes, la coloration du pelage est due a la présence de pigments, les
mélanines, produits dans des organites appelés les melanosomes. Ces organites sont
synthétisés par les cellules spécialisées que sont les mélanocytes (Ortonne et Benedetto,
1981). Les mélanocytes sont présents dans les follicules pileux, la peau et diverses autres
structures comme la stria vascularis de 1’oreille interne, 1’iris et choroide de I’eil, le cceur et
les méninges (Yamaguchi et Hearing, 2014).

C’est donc a la fois le développement des mélanocytes, puis leur capacité a produire les
différents types de pigments au sein des mélanosomes, qui vont aboutir a la coloration unique
du pelage, des yeux et des muqueuses (truffe notamment) de chaque animal.

L'analyse génétique de la pigmentation, en particulier chez la souris, a permis d'établir
I'existence de nombreuses mutations (plus de 140), qui affectent les différents loci (> 60)
impliqués plus ou moins directement dans la détermination génétique de la couleur du pelage.
Certaines de ces mutations alterent seulement la pigmentation et/ou les autres rbles des
mélanocytes, alors que d'autres ont des effets marqués sur le développement de I'animal
(Bouchard, 1993).

Chez le chien, le nombre de mutations identifiées est bien moindre et ces mutations ont
rarement des effets autres que la modification de la robe, puisque dans cette espéce, les
mutations aux effets délétéres marqués sont vite éliminées par contre-sélection.

Nous allons détailler les mutations identifiées chez le chien qui modulent la couleur de son
pelage et nous ne ferons que citer, pour information, les loci non élucidés a 1’échelle
moléculaire.

Il'y a deux types de pigments, produits dans les mélanocytes, qui déterminent la couleur du
pelage du chien et du chat, ainsi que celle de la plupart des mammiferes : I’eumélanine et la
phéomélanine. Des genes déterminent :

- la répartition des melanocytes dans le poil,

- la nature et la concentration des pigments produits par ceux-ci.

Ceci aboutit aux robes plus ou moins complexes que nous connaissons. L’eumélanine a une
couleur qui varie du brun au noir (Figure 1) et la phéomélanine a une couleur qui varie du
jaune pale au rouge (Figure 2).
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Figure 1 : Couleurs d'eumélanine (Source : www.doggenetics.co.uk)

¥ -x

Figure 2 : Couleurs de phéomélanine (Source : www.doggenetics.co.uk)

1. Genes et alleles déterminant la répartition des deux types de pigments (d’aprés Schmutz et

Berryere 2007)

1.1.  Geéne ASIP —-Locus A (Agouti)

Détails des alléles et phénotypes associés

Le locus Agouti détermine la répartition de la phéomélanine et de I’eumélanine, dans
I’espace et le temps. Il existe chez le chien quatre alleles connus du géne présent a ce locus,
dans I’ordre de dominance suivant : A'>a" > a'> a.

A" : pelage fauve ou sable plus ou moins charbonné (Figure 3C). Le museau et les yeux
sont colorés par I’eumélanine. La robe est essentiellement phéomélanique mais il peut y avoir
présence de poils eumélaniques en plus ou moins grande quantité sur les zones dorsales.

a" : pelage gris-loup (Figure 3A) avec une phéomélanine claire et la présence de poils
agoutis foncés, zonés d’eumélanine et de phéomélanine. Cet alléle agit différemment chez le
chien, qu’il ne le fait chez le lapin ou la souris, car contrairement a eux, les poils zonés ne
sont pas présents sur tout le corps de I’animal mais limité a certaines régions ; les régions
plutdt dorsales : dessus de la téte, dos, haut des pattes. Les zones ventrales sont trés claires.
Ce sont surtout les races nordiques qui ont conserve cet allele (Spitz, Elkhoud, etc .), et les
races trés proches du loup.

a': détermine la robe noir-et-feu (Figure 3B), ou noire marquée de feu, ou I’eumélanine
est présente en majeure partie du corps, et ou la phéomélanine se retrouve sur 1’extrémité des
pattes, le poitrail, les cotés de la gueule, les sourcils. Comme il est récessif par rapport aux
alleles A et @, les individus qui expriment ce phénotype sont homozygotes a‘/a’. Les deux
races les plus connues avec ce phénotype sont le Dobermann et le Rottweiler. Cependant il a
été montré que la couleur de robe fauve a manteau noir (saddle tan en anglais, Figure 3E),
du Berger Allemand par exemple, est également attribuée a cet alléle. Les chiots fauves a
manteau noir naissent avec une couleur proche du noir-et-feu et avec 1’age le noir régresse et
les zones phéomélanique s’¢élargissent. Le terme plus exact pour désigner la robe noire-et-feu
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serait eumélanique-et-feu puisque les parties eumélaniques ne sont pas obligatoirement noires
mais fonction de la couleur de 1’eumélanine.

a: absence de production de phéomélanine, I’animal est enti¢rement de la couleur de
I’eumélanine. Le phénotype associé est trés rare du fait de la faible fréquence de cet allele,
que I’on ne rencontre que dans certaines races (Berger Allemand, Berger des Shetland,
Samoyede par exemple). On parle de noir récessif (Figure 3D).

Figure 3 : Exemples de robes déterminées par le locus A (d’aprés Dreger et Schmutz,
2011)

A — Un Spitz Loup de phénotype gris-loup
associé a l’alléle a". Le génotype est a"/a" ou
a"/a' ou plus rarement a"/a.

B — Un Pinscher noir-et-feu, associé a
l'alléle o'. Le génotype est aY/a' ou trés
rarement a’a.

C — Un Berger des Shetland fauve, associé a
lalléle A’. N’importe quel génotype avec un
exemplaire de AY aboutit a ce phénotype, si la
série A peut s’ exprimer.

D — Un Berger Allemand de couleur noire
récessive, associée a une homozygotie a/a.

E — Un Basset Hound montrant une robe
fauve a manteau noir, variante du noir-et-feu
associée a l'alléle a'.

Géne Agouti ou ASIP

Bultman et al. en 1992, ont montré que le géne présent au locus A est le géne qui code la
protéine Agouti Signaling Protein (ASIP). La protéine ASIP est un antagoniste de I’a-MSH
(a Melanocyte stimulating hormone) sur le récepteur MCI1R (Melanocortin 1 receptor)
présent a la surface des mélanocytes. ASIP empéche I’activation de MCI1R et oriente la
production de mélanine vers la phéomélanine. En présence d’a-MSH, le récepteur MC1R est
activeé et cela oriente vers la production d’eumélanine (Figure 4).
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Figure 4 : Schéma simplifié de I'action de MCI1R et ASIP dans la synthése des
mélanines (Naoum, 2014)
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Lorsque la protéine MSH se fixe sur son récepteur MC1R, elle oriente la production de mélanine
dans le mélanocyte vers une production d’eumélanine sombre (grace aux enzymes appelée TYR
(tyrosinase), TYRP1 (tyrosinase related protein 1) et DCT (dopachrome tautomerase). Lorsque la
protéine Agouti se fixe sur MC1R, elle bloque le récepteur et la production de mélanine est déviée vers
de la phéomélanine claire.

Chez le chien, comme chez les autres mammiferes étudiés, le gene Agouti est composé de
4 exons et 3 introns. Le premier exon n’est pas transcrit, seuls les exons 2, 3 et 4 codent la
protéine ASIP. Le géne se situe en région centrale du chromosome 24.

Chez la souris, il a été montré que divers exons 1 existent, non transcrits également, mais
chacun entrainant une expression différente de la protéine Agouti. Vrieling et al. (1994) en
ont décrit quatre, dont deux (appelés 1A et 1AIA’) sont associés a une production
uniquement ventrale de phéomélanine, alors que les 2 autres (1B et 1C) sont associés a une
production de phéomélanine dépendante du cycle pilaire, ce qui produit les poils agoutis
zonés. Chez le chien, aucune variation dans I’exon 1 n’a été décrite jusqu’alors, 1’exon 1 du
chien étant orthologue a I’exon 1A de la souris. Cependant, il est probable que des
modifications dans les régions régulatrices en amont de la région codante, puissent étre en
partie responsables des nombreux phénotypes observés pour un méme alléle s’exprimant au
locus A.

L all¢le sauvage du géne produisant ASIP est a". Il entraine I’apparition de poils avec des
bandes d’eumélanine entourant une bande de phéomélanine subapicale sur les poils des
régions dorsales, et des poils entierement phéomélaniques, avec une phéomélanine claire sur
le ventre. Les différences de répartition de ces poils supposent le fait qu’il existe des régions
régulatrices pour ce gene, qui ne s’exprime pas en permanence, et pas de facon homogeéne
dans le pelage.

Alléle a — Mutation R96C (Kerns et al., 2004)

En 2004, la mutation a ’origine de ’allele a a été découverte, en utilisant le Berger
Allemand, dont le phénotype de robe noire apparait de maniére récessive. L’étude portait sur
une fratrie de huit chiots et leurs parents de couleur noir-et-feu, dont cinq étaient noir-et-feu et
trois était entierement noirs (Figure 5).
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Figure 5 : Identification de la mutation de I'allele a (Kerns et al., 2004)

?2? 27
A 11 22
al- aa

21

T

t/13

a

= 1 A : Pédigrée utilisé pour le génotypage
® @ d’) ‘ ‘ - des trois marqueurs DBarl, DBar2 et AHT

g =N
W WN -

Ta
Ta
G-

ggrf: f? 3; 3; f; 3; f; ;; ;; ;; 125. afin de carto i i
Auﬁ{& 11 13 13 13 13 33 33 33 33 ! graphlerlalnutaUOn a. Un
Apal: Wd. s da Hw; ¥a dn gw a4 am seul recombinant pour le marqueur AHT125
i (8‘) black (a) a été identifié. _
B : Comparaison de la séquence du géne
" Agouti entre les différents génotypes
aboutissant a [’identification de la mutation
dans le codon 96, qui consiste en un
5 N " = remplacement de la cytosine 427 par une
¢ 9 e thymine, et meéne au remplacement de
l'arginine 96 par une cystéine dans la
| /\ [\ ' [ \ séquence protéique d’ASIP.
i ]_j b L/ 1) AR
allat atla ala
95 96 97

Thr Arg Asn
ACT CGC AAC

at

ACT TGC AAC
Thr Cys Asn

La mutation est présente dans I’exon 4 et consiste en la substitution de la cytosine en
position 427 du géne Agouti, en une thymine. Cela aboutit dans la protéine ASIP a un
remplacement de 1’arginine en position 96 par une cystéine, dans I’extrémité C-terminale
riche en cystéines. Cette extrémité correspond a la portion qui interagit avec le récepteur
MCIR et forme normalement le motif nceud a cystéines inhibiteur. L’ajout d’une cystéine
pourrait altérer les ponts entre cystéines et ainsi changer la structure tertiaire du peptide, le
rendant incapable de se lier a MC1R. ASIP n’est donc plus capable d’inhiber I’activation de
MCIR, ce qui a pour effet de favoriser la production d’eumélanine. C’est ainsi qu’est produit
le phénotype noir récessif, lorsque 1’individu est homozygote a/a. On comprend également
qu’un tel phénotype ne peut apparaitre que si le reste du génome de I’individu permet la
production d’eumélanine, par un récepteur MC1R fonctionnel par exemple.

Alléle AY — Double-mutation A82S R83H (Berriere et al., 2005)

L’allele A, a ’origine du phénotype couleur fauve, a été identifié et caractérisé par
Berryere et al. (2005). 1l s’agit d’un alléle présentant deux mutations faux-sens A82S et
R83H. L’équipe a étudié des individus de races Colley et Berger des Shetland dont les robes
étaient soit fauves plus ou moins marquées de blanc, soit noir-et-feu ou tricolores. Les chiens
a pelage fauve présentaient tous les deux mutations : une thymine (T) remplagant une guanine
(G) en position 244 de I’ADN complémentaire du géne (ADNCc) et une adénine (A)
remplacant une guanine (G) en position 248, mutations situées dans I’exon 4 du géne Agouti,
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et aboutissant au remplacement de I’alanine 82 par une sérine et de 1’arginine 83 par une
histidine dans la protéine ASIP. A D’inverse, les chiens noir-et-feu ou tricolores ne
présentaient jamais ces deux mutations. Ces deux mutations présentent un déséquilibre de
liaison complet, c’est-a-dire qu’elles surviennent toujours ensemble chez tous les chiens
testés. Le testage de nombreuses autres races par la suite a confirmé 1’association entre la
double mutation et le pelage fauve. L’¢tude des génotypes a permis de montrer que les
individus possédant un exemplaire du géne muté (TA) et un exemplaire du géne non muté
(GG) sont de couleur fauve donc I’alléle AY, présentant les deux mutations, est effectivement
dominant sur les autres alléles.

La couleur déterminée par D’alléle AY présente une variabilité importante, ce qui suppose
que d’autres génes interviennent dans la répartition des poils sombres, sur cette robe
essentiellement phéomélanique, ou que des régions régulatrices interviennent en amont
(exemples en Figure 6).

Figure 6 : Différentes robes de chiens homozygotes AY/AY (Berryere et al., 2005)

Tous les individus présentés sont
homozygotes AY/A. 1l existe donc des
variations importantes tant dans la répartition
et la quantité de poils eumélaniques que dans
Uintensité de couleur de la phéomélanine.

L’équipe ayant caractérisé I’allele A’ étant sensiblement semblable a celle ayant caractérisé
un an plus tot 1’allele a, précédemment décrit (Berriere, Kerns, Barsh, Schmutz. 2004, 2005),
ils étudiérent la liaison entre la substitution R96C identifiée pour ’alléle a et les deux
substitutions A82S et R83H identifiées pour 1’allele AY. 1l est apparu que la substitution R96C
était intervenue sur une protéine A82 et R83 ne présentant pas les mutations de 1’allele A
(Tableau 1).
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Tableau 1 : Variations des sequences protéiques d'ASIP en fonction des alléles Agouti
(Berriere et al., 2005)

Sequence variants (codons)

Allele Phenotype 82 83 96

White-bellied Agouti, a* [aka a5 Banded dorsal hairs and pale A R R
Ventral hairs; + sable markings

Fawn-sable, a* Yellow-tan; + sable markings 5 H R

Black-and-tan, a Black with yellow/tan points A R R

Nonagouti, a Black A R C

Les différentes analyses de cette étude aboutirent a caractériser les alleles Agouti en
fonction de la séquence protéique d’ASIP qui en résulte. On voit que les alléles a et A se
différencient des deux autres par les mutations faux-sens intervenant dans I’exon 4,
aboutissant respectivement aux substitutions R96C et A82S - R83H. A I’inverse, Berryere et
al. (2005) n’ont pas trouvé de différence de séquence dans I’exon 4 des alléles a” et a'.

Il est peu probable que la double mutation S82 H83 soit la mutation causale de I’allele AY.
En effet, ’effet de la présence de cet alléle sur la robe du chien est une extension de
I’expression d’ASIP par rapport a I’alléle sauvage a":

- soit temporelle : expression d’ASIP durant toute la phase anagéne, et donc poil
entiecrement phéomélanique a la place des poils agoutis ou I’expression est réduite a
une courte période et donc ou la phéomélanine ne se dépose que sur une bande
subapicale,

- soit spatiale : ’expression d’ASIP dans les follicules pileux ventraux, permanente et
non dépendante du cycle pilaire, atteint les zones dorsales de la robe.

Dans les deux cas, il est plus probable que la mutation causale de I’alléle A’ se trouve dans
la région régulatrice du gene ASIP et non dans sa partie codante. La double mutation S82 H83
n’en demeure pas moins un marqueur de I’allele, puisqu’elle est en complet déséquilibre de
liaison avec sa présence.

Il est possible que les populations sauvages de canidés ayant donné naissance aux chiens
domestiques d’aujourd’hui aient porté deux différents alléles sauvages a" : I’'un codant ASIP
avec A82 et R83, 'autre codant ASIP avec S82 et H83. Le premier aurait pu subir une
mutation dans la région régulatrice de la transcription ayant mené a Dalléle A’, et le second
aurait subi la mutation R96C a I’origine de I’all¢le a ainsi qu’une autre mutation a 1’origine de
I’alléle a'. Cela expliquerait que I’alléle A’ soit en parfait déséquilibre de liaison avec la
double mutation S82 H83 malgre que celle-ci n’explique pas le phénotype associé.

La découverte de cette double-mutation a quand méme pour avantage de permettre la
détection simple de I’allele A” d’un point de vue pratique.

Allgle a' — Insertion SINE (Dreger et Schumtz, 2011)

Dans le contexte de la recherche de différences, non pas dans la région codante d’ASIP,
mais dans la région non codante potentiellement regulatrice en amont du gene, Dreger et
Schmutz (2011) ont génotypé une région de 35 kilobases (kb) comprenant 1’exon 1 et I’exon
2 d’ASIP, chez 201 chiens de 35 races différentes. Les chiens étaient génotypés pour 1’alléle
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A ainsi que pour I’alléle a quand cela était justifié, étant donné la rareté de celui-ci. Cette
étude a permis de noter la présence de deux insertions d’¢éléments rétrotransposables de type
SINE (Short Interspersed Nuclear Element) dans I’intron 1 d’Agouti : une insertion variable
d’un SINE de 239 paires de bases (pb) dans le sens inverse (sens 3°-5 ) et une autre insertion
SINE de 239 pb dans le sens normal (sens 5°-3”) qui était elle présente dans le génome de tous
les chiens, 215 pb aprés 1’élément SINE variable (Figure 7). Les alléles pouvaient donc étre
différenciés entre les fragments longs (ceux possédant les deux insertions SINE) et les
fragments courts (ceux possédant uniquement I’insertion SINE dans le sens 5°-3’), par
électrophorese.

Pour les 48 chiens fauves A’ et 57 chiens gris-loup a" génotypés, tous possédaient au
moins un exemplaire du fragment court. Les races présentant pour seul phénotype la couleur
gris-loup (Husky sibérien, Malamute d’Alaska, Vallhund Suédois, Chien d’Elan Norvégien
gris et Spitz Loup) étaient toutes homozygotes pour le fragment court.

La méme opération a été reproduite pour 30 chiens noir-et-feu a/a' et neuf chiens noir
récessif a/a. Tous présentaient une homozygotie pour fragment long, avec les deux insertions
SINE (Figure 7).

Figure 7 : Localisation des insertions SINE dans I’intron 1 du géne Agouti (Dreger et
Schmutz, 2011)

Exon 14 Exoin 2
11.% kb 23 kb

205 bp 230 bp 215 bp 230 bp 245 bp
sl = ] N

205 bp 215 bp 230 b 245 b
sl O E—

Les insertions SINE sont indiquées en gris foncé et les positions des exons 1A et 2 sont
indiquées par des fleches aux extrémités du graphique. Chez les chiens portant les alléles a' et
a, les deux insertions étaient présentes alors que chez les chiens portant les alleles A’ et a",
seule une insertion était présente.

L’insertion du SINE variable était présente dans le sens 3’-5 et pourrait fournir, comme
I’ont montré Wang et Kirkness (2005), un site d’épissage supplémentaire dans le transcrit de
ASIP. Chez la souris, la transcription de I’exon 1B ou 1C, qui se situe apres ’exon 1A ou 1A’
a Dorigine de la production «cycle pilaire » dépendante de phéomélanine, annule la
régulation «cycle pilaire » dépendante. L’insertion SINE variable est située dans la région
homologue de celle porteuse des exons 1B et 1C de la souris. Il est donc probable qu’elle
puisse affecter la régulation « cycle pilaire » dépendante au méme titre que les exons 1B et 1C
de la souris. Cela empécherait 1’existence de poils zonés et expliquerait qu’on ne retrouve que
des poils entiérement eumélaniques ou entiérement phéomélaniques avec les alléles a' et a,
qui tous deux possédent la 2™ insertion SINE. Les poils agoutis du phénotype sauvage
seraient donc entiérement eumélaniques dans le phénotype noir-et-feu, mais les poils
phéomélaniques du phénotype sauvage seraient conservés et expliqueraient la présence des
marquages feux de la robe noir-et-feu.
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Dreger et Schmutz ont également montré dans cette étude que le phénotype de robe fauve a
manteau noir était en fait une variante de la robe noir-et-feu, avec une extension des poils
phéomélaniques plus grande que chez les chiens noir-et-feu, qui fait que seuls les poils du
manteau sont eumélaniques. Ces chiens étaient en effet de génotype a‘/a' ou a'/a, comme le
sont les chiens de robe noir-et-feu.

Aprés 1’étude de Dreger et Schmutz (2011), Ciampolini et al. (2012) publiérent une étude
qui consistait elle aussi a caractériser la région transcrite non traduite en 5° (5’unstranslated
region = 5> UTR) du gene ASIP. En effet comme nous 1’avons vu, Dreger et Schmutz ont
identifié une insertion SINE en déséquilibre de liaison complet avec les alléles a' et a, qu’ils
supposent étre la mutation causale de a' par altération de 1’épissage des transcrits d’ASIP,
aboutissant a I’abolition de la régulation « cycle pilaire » dépendante de 1’expression d’ASIP.

Ciampolini et al. étudiérent les séquences 5° UTR des transcrits d’ASIP issus de :

- la zone distale des pattes : poils rouges d’un Dobermann noir-et-feu,

- la zone dorsale : poils noirs du méme Dobermann.

Dans les zones rouges du Dobermann noir-et-feu, le transcrit traduit était du méme type
que le transcrit portant I’exon 1A de la souris, alors que dans les zones noires, il était du type
du transcrit portant I’exon 1C de la souris. Chez la souris, les transcrits avec 1’exon 1A sont
trouvés dans les zones ou la production d’ASIP est « cycle pilaire » dépendante, alors que les
transcrits avec I’exon 1C annulent cette régulation « cycle pilaire » dépendante (Vierling et
al., 1994). De facon intéressante, le transcrit des zones feux du Dobermann correspondait au
transcrit du renard roux. Cela prouvait que la différence de pigmentation des zones feux et des
zones noires du Dobermann noir-et-feu était effectivement liée a une différence de la région
5’UTR des transcrits. Le plus probable était donc I’existence de promoteurs alternatifs
d’ASIP, menant a différents transcrits en fonction de la région du corps.

L’insertion SINE décrite par Dreger et Schmutz n’est pas dans la région promotrice d’ASIP
mais dans la région S’UTR de la séquence transcrite d’ASIP. Elle intervient entre les exons
1A et 1C décrit chez le Dobermann par Ciampolini et al. Méme s’il reste possible qu’elle
altére 1’épissage du transcrit d’ASIP, il est plus probable qu’elle soit en déséquilibre de liaison
avec une mutation située dans la région des promoteurs d’ASIP et qui serait la mutation
causale (Ciampolini et al., 2012) tout comme il est plus probable que la double mutation S82
H83 de l’allele A’ soit en déséquilibre de liaison avec une mutation causale dans la région
promotrice d’ASIP.

Bien que les mutations causales ne soient pas toutes identifiées pour le locus A, chaque
alléle est a présent caractérisé par une(des) mutation(s) en deséquilibre de liaison complet, ce
qui permet de déterminer le génotype de chaque chien au locus A par :

- recherche de I’insertion SINE variable pour les all¢les a'eta,

- puis recherche de la mutation R96C pour I’all¢le a,

- recherche de la double mutation A82S R83H pour I’all¢le A’

Les tests génétiques permettent donc aujourd’hui de différencier les quatre alléles du géne
Agoulti.

L’étude de Dreger et Schmutz (2011) leur a également permis de rechercher les quatre
all¢les dans 35 races différentes. Seul 1’Eurasier porte les quatre alléles du locus A, les autres
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races ne sont porteuses que de un a trois d’entre eux. Les résultats de cette étude sont
présentes en Annexe 1.

Schmutz et Dreger (2014) ont proposé un schéma d’évolution des alléles du gene Agouti a
partir de 1’alléle sauvage a", présenté en Figure 8.

Figure 8 : Proposition d'évolution des alleles du gene Agouti (Schmutz et Dreger,
2014)

Ce diagramme montre

- la probable évolution des
ay o alleles Agouti a partir de
lallele  sauvage  a",
donnant un phénotype
illustré par un chien de
N av Berger Suédois gris-loup.
Le phénotype fauve donné
par A, additionné d’un
masque mélanique est
illustré par un Carlin. Un
Hovawart noir-et-feu
illustre le génotype a'/a
(ou aYa, rare). Enfin, un
Berger Allemand noir
illustre [’homozygotie a/a.

AB82S R83H

SINE insertion

A partir de I’all¢le sauvage, 1’insertion SINE précédemment décrite affecterait la régulation
« cycle pilaire » dépendante de la production de phéomélanine, rendant impossible les poils
agoutis, ce qui méne au phénotype gouverné par I’alléle a' noir-et-feu ou fauve & manteau
noir, ou les poils sont colorés d’un pigment (eumélanine dans les parties noires ou
phéomélanine dans les parties feux) mais jamais des deux (agouti). La mutation faux-sens
R96C altére la protéine ASIP, ce qui empéche la production de phéomélanine, menant a
lallele a du noir récessif. La double mutation A82S R83H différencie I’allele A’ de I’alléle
sauvage mais n’est trés probablement pas causale de 1’extension de 1’expression d’ASIP
conférée par allele AY.

Le Tableau 2 résume les mécanismes moléculaires concernant le locus A.
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Tableau 2 : Résumé des mécanismes moléculaires impliqués dans le locus A du chien

Locus A
Geéne ASIP ou Agouti
Protéine o . . .
codée Agouti Signaling Protein (ASIP) ou Agouti
Role Ligand inhibiteur de MC1R (locus E)
Alleles (par W o
ordre de A’ 2au(\€;1.':1lee|§ a' a
dominance) g
noir-et-feu ou
fauve N i
fauve a manteau noir (ou autre
) (ou autre couleur de . .
Phénotype AT gris-loup noir (ou autre couleur
phéomélanine) plus , o
. . couleur d’eumélanine)
ou moins charbonné , R
d’eumélanine)
Non connue mais Insertion SINE
probablement dans .
PR . en sens inverse
région régulatrice - entre exons 1A et
Mutation double mutation 2 ou mutation Mutation faux-
responsable faux-sens A82S o sens R96C
. dans la région
R83H en parfait .
PP promotrice non
desequilibre de
L connue
liaison
Inhibition de
Extension de MC%:nR I\(/;thle Inr;:éb'lgll(;?igﬁ la Altération de la
. I’expression d’ASIP piete, gutatio liaison 8 MCL1R,
Action : « cycle pilaire » | « cycle pilaire » .
spatiale ou . . empéchant son
dépendante sur | dépendante des U
temporelle inactivation
les zones zones dorsales
dorsales
1.2.  Gene RALY (Dreger et al., 2013)

La robe fauve a manteau noir (saddle tan en anglais) est présente dans un nombre limité de
races incluant des terriers (exemple : Airedale, Fox), des chiens de chasse courants (exemple :
Beagle, Basset Hound) et certains chiens de bergers (exemple : Berger Allemand, Welsh
Corgi Pembroke). Certaines races sont fixées pour ce phénotype (Saint-Hubert, Yorkshire),
d’autres, comme le Welsh Corgi Pembroke et le Basset Hound peuvent étre noir-et-feu ou
fauves a manteau noir.

C’est une robe qui évolue avec 1’dge du chien : les chiots naissent avec une robe trés
proche du noir-et-feu, puis les zones feux s’étendent a mesure que le manteau eumélanique
régresse. Adulte, les zones phéomélaniques (téte, queue, pattes, zones ventrales) sont plus
étendues que le manteau eumélanique (zones dorsales) (Figure 9).
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Figure 9 : Caracteristiques de la robe fauve a manteau (Dreger et al., 2013)

A L’extension du manteau noir se réduit
avec l’dge. Les images montrent le méme chien
Welsh Corgi Pembroke a différents &ages.
Avant huit semaines, la robe du chiot parait
noire panachée de blanc. A partir de huit
semaines, la région eumélanique a assez
rétrocédée pour que la phéomélanine soit
visible autour de la panachure, notamment sur
la téte. A cing ans, le manteau est tres limité.

_ 9 . A ; B: Welsh Corgi tricolore (noir-et-feux
11 Months 5 Years panaché de blanc). La robe n’évolue pas avec

I’dge. Les marquages feux sont bien délimités
et caractéristiques de la robe. La panachure
blanche masque les marquages feux du poitrail
et en partie des pattes.

C: Pigmentation de la téte. Le premier
chien fauve & manteau noir adulte a une téte
entiérement colorée par la phéomélanine. Sur
le deuxieme chien, des marques eumélaniques
sont encore présentes sur la téte (chien dit
« capped »), mais plus limitées que chez le

Red-headed Capped Black-and-Tan

Saddle Tan Saddle Tan troisiéme chien, noir-et-feux.
+/+ or +/dup +/dup dup/dup

Day : jour. Week : semaine. Red-headed Saddle Tan : fauve a manteau a téte fauve. Capped Saddle
Tan : fauve & manteau a téte noire. Black and Tan : noir et feu.

La découverte de la mutation responsable du phénotype noir-et-feu chez le chien (insertion
SINE en sens inverse dans la région régulatrice d’ASIP ; Dreger et Schmutz, 2011) a permis
de s’apercevoir que les chiens fauves & manteau avaient le méme génotype au locus A (a'/a"
ou trés rarement a'/a) que les chiens noir-et-feu. Cela a entrainé la supposition de I’existence
d’un géne modificateur élargissant les zones feux du noir-et-feu (ou limitant les zones noires)
pour aboutir au phénotype fauve a manteau.

L’étude d’une famille de Basset Hound présentant des robes noir-et-feu ou fauves a
manteau a révélé le mode de transmission de ’alléle responsable du fauve a manteau qui
semble autosomique dominant (Dreger et al., 2013)

L’équipe de Dreger et al. (2013) a procédé a un criblage du génome par marqueurs afin
d’identifier la région associée au phénotype fauve a manteau. Cela leur a permis d’identifier
une région contenant plusieurs genes, en amont du gene ASIP. Le géne heterogenous nuclear
ribonucleoprotein (hnRNP) associated with letal yellow (RALY) en faisait partie. Chez la
souris, une délétion entrainant la troncature d’une partie de RALY et du gene en aval, se
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traduit par un pelage jaune lors d’hétérozygotie lors d’homozygotie, probablement parce que
le promoteur de RALY peut alors avoir une action sur le gene ASIP situé environ 134 kb en
aval de RALY. Cela en faisait un bon candidat a étudier pour la modification de pigmentation
observée entre les robes noir-et-feu et fauve a manteau. La Iétalité en cas d’homozygotie
résulte quand a elle de la disparition d’un gene situé entre RALY et ASIP, indispensable lors
du développement embryonnaire précoce.

Le séquencage de ce gene chez des individus noir-et-feu et fauves a manteau a révélé une
duplication de 16 pb présente a I’état homozygote chez les individus noir-et-feu, et jamais en
deux exemplaires chez les individus fauves a manteau noir, dans les races Welsh Corgi
Pembroke et Basset Hound. La recherche de cette mutation chez 10 loups et un coyote a
montré I’absence de duplication dans ces espéces, suggérant que 1’all¢le sauvage est 1’allele
sans duplication +, associé¢ a la robe fauve a manteau, et que I’allele muté est celui avec
duplication dup, associé a la robe noir-et-feu. Les Bassets et les Welsh Corgis noir-et-feu sont
de génotype dup/dup, alors que ceux fauves a manteau noir sont de génotype +/dup ou +/+.

Malheureusement, ces conclusions ne sont valables aujourd’hui que pour les races citées.
Le génotypage de 95 chiens d’autres races a robe noir-et-feu, mais pas fauve a manteau, a
montré que les individus peuvent étre des trois génotypes concernant cette insertion, mais le
phénotype noir-et-feu demeure.

Il est donc possible que cette duplication soit seulement en déséquilibre de liaison avec la
mutation causale du phénotype fauve a manteau dans les races Welsh Corgi Pembroke et
Basset Hound.

Le génotypage de 61 chiens de races variées pour les génes ASIP (locus A), MC1R (locus
E), CBD103 (locus K) et RALY a confirmé que les chiens fauves a manteau ont un génotype
a'/a' au locus A (a'/a possible mais rare). Le fauve & manteau est masqué en cas de génotype
ele au locus E ou K®/- au locus K. L’expression du phénotype fauve 2 manteau nécessite donc
un génotype EM/- ou E/- au locus E, K¥/k’ au locus K et a'a' (ou a/a) au locus A. Chez le
Welsh Corgi Pembroke et le Basset Hound, il faut en plus un génotype RALY +/+ ou +/dup.
Il est probable qu’un géne modificateur permette 1’expression du fauve a manteau, en plus
d’un génotype comportant 1’alléle RALY +, dans les autres races.

1.3.  Gene MCI1R - Locus E (Extension)

Comme nous I’avons vu précédemment, le récepteur MCIR a un rdle clé¢ dans la
mélanogénése. En effet, lorsqu’il est activé, la mélanogénese est orientée vers la production
d’eumélanine, alors qu’en cas d’inhibition ou de récepteur MC1R non fonctionnel, la
production d’eumélanine est impossible. Le géne codant ce récepteur a été identifié au locus E
(pour Extension).
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Détails des alléles du locus E

Il existe quatre alléles, dans I’ordre de dominance suivant ;: EM> E> E9> e.

EM : un masque de poils foncés (eumélanine) est présent de facon plus ou moins étendue
sur le museau, autour des yeux, sur I’ensemble de la face, sur les oreilles, voir jusqu’au
poitrail et au ventre.

E : la couleur n’est pas influencée par le locus E. La production d’eumélanine est possible.

E?: allele retrouvé chez les Saluki et les Lévrier Afghan. Il commande les couleurs
grizzle et domino. L’expression visible de cet alléle requiert le génotype a'/a’ au locus A.

La couleur grizzle correspond a une robe comprenant un pelage foncé, présent deés la
naissance et tout au long de la vie, sur le haut du corps et les flancs, ainsi que le coté latéral
des pattes, de la téte au bout de la queue, sur une base plus claire (Figure 10). Une ligne de la
méme couleur est présente entre les yeux, jusqu’a la truffe, contrastant avec la face qui est
claire. La couleur foncée du pelage peut varier du noir au marron. La base claire varie du
rouge au creme.

La couleur domino est retrouvée chez les Lévrier Afghan de facon rare. Elle ressemble a la
robe grizzle du Saluki, mais le poil foncé peut étre bien moins étendu. La bande entre les yeux
est la aussi une constante.

Ces robes n’autorisent pas I’apparition d’un masque, d’ou la supposition que 1’alléle
responsable était au méme locus, mais récessif, par rapport a 1’alléle responsable du masque.

Figure 10 : Robe grizzle du Saluki (d'apreés Dreger et Schmutz, 2010)

Notez | 'extension des zones phéomélaniques par rapport a un chien noir-et-feu.

e : effacement de I’eumélanine dans tous les poils sans exception. Le phénotype n’apparait
que pour des individus homozygotes et est appelé fauve ou rouge récessif, la couleur du
pelage n’étant plus déterminée que par la phéomélanine. La truffe et les yeux restent colorés
par I’eumélanine. Le chien sera de couleur de base sable a fauve rouge.

Le gene présent au locus E code le récepteur de la mélanocortine de type 1, MCI1R.
L’activation de ce récepteur aboutit a la production d’eumélanine.

Une étude de Newton et al. (2000) a permis de localiser le géne codant MC1R chez le
chien, sur le chromosome canin n° 5 (CFADS) et de caractériser sa structure.
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Alléle e — Mutation R306ter (Newton et al., 2000)

Dans le cadre de 1’étude de Newton et al. (2000), ’amplification et le séquencage d’une
séquence de 1,3 kb portant la séquence transcrite de MC1R de plusieurs chiens supposé e/e
(un Setter Irlandais, quatre Golden Retriever, trois Labrador fauves) et E/E (quatre
Dobermann, quatre Terre-Neuve, un Flat-coated Retriever et trois Labrador noirs) ont mis en
évidence de nombreux polymorphismes dont six substitutions d’un nucléotide (SNP : single
nucleotide polymorphism) dans la séquence de MCIR, parmi lesquels seulement quatre
changeaient le produit traduit (codons 90, 105, 159 et 306) (Tableau 3). Parmi elles, seule la
mutation non-sens R306ter, qui aboutit & la suppression de 12 des 17 résidus composant le
domaine C-terminal intracellulaire de MCI1R, présentait une corrélation parfaite
génotype/phénotype puisqu’elle a été retrouvée chez tous les individus a robe phéomélanique
supposés ele mais qu’elle ne 1’a jamais été chez les individus noirs et les Dobermann
supposés E/E (Tableau 3). Cette suppression est due au remplacement d’une cystine par une
thymine en position 916 de la séquence codante de MC1R, dans le codon 306, qui induit la
traduction d’un codon stop au lieu d’une arginine. La suppression des 12 acides aminés
terminaux du domaine C-terminal intracellulaire de MC1R rendrait le récepteur non
fonctionnel.

Tableau 3 : Génotype des alleles de MC1R pour six SNP (d'aprés Newton et al, 2000)

Proposed McIr genotype (codon; amine acid)

Genotype
Breed (Color) at Exten.. 17 90 105 159 306 311
Doberman E/E ACTT AGCS GCC A* CCGP CGAR GAAE*
Newfoundland E/E ACTT GGC G ACCT CAGQ CGAR GAAE
Flat-coated retriever E/E ACCT GGC G ACCT CAGQ CGAR GAGE
Labrador (Black) E/E ACTT GGC G ACCT CAGQ CGAR GAGE
Labrador (Yellow) ele ACTT GGC G ACCT CAGQ TGA ter GAGE
Golden Retriever ele ACCT AGCS GCC A CAGQ TGA ter GAGE
Irish Setter ele ACCT AGCS GCC A CAGQ TGA ter GAGE

Pour chaque chien, le codon (zrois lettes) et I'acide-aminé correspondant sont indiqué (une lettre en
gras).

* Au codon 105, un Dobermann était homozygote A/A, un était homozygote T/T et ['autre était
hétérozygote A/T. Au codon 311, trois Dobermann étaient homozygotes E/E (GAA) et les trois autres
étaient homozygotes E/E (GAG).

La suite de 1’étude a consisté a génotyper les chiens de 20 classes phénotypiques, dont SiX
phéomélaniques (du rouge au sable) et 14 eumélaniques ou mixtes, pour cette mutation
R306ter. Parmi les 14 classes non phéomélaniques, aucun des 25 individus testés ne présentait
une homozygotie pour la mutation R306ter, bien qu’un exemplaire de 1’alléle muté ait pu étre
porté a I’état hétérozygote. Dans cinq des six classes phéomélaniques, les 165 individus testés
étaient homozygotes pour cette mutation. Seuls deux Chow-chow, entiérement
phéomélaniques, ne portaient pas cette mutation, suggérant que leur couleur pourrait étre
déterminée par un autre locus, le locus A par exemple, avec une homozygotie AY/AY. Cela
prouvait donc que la mutation R306ter était bien responsable de I’all¢le e du rouge récessif.

La méme année, une autre équipe (Everts et al., 2000) a décrit la méme mutation et a
aboutit aux mémes conclusions que 1’équipe de Newton et al. En plus du Labrador fauve et du
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Golden Retriever, ils testéerent 17 races dans lesquelles le phénotype fauve récessif
n’apparaissait jamais. Aucune de ces races ne portait la mutation R306ter.

Allele EM — Mutation M264V (Schmutz et al., 2003)

La mutation responsable de I’allele EM a été identifiée par Schmutz et al. (2003). Le

séquengage complet d’une portion du chromosome CFAS5 portant la séquence codante de
MCI1R a d’abord été effectu¢ sur 11 chiens, porteurs de masques ou non. En plus des
mutations déja identifiées par Newton et al. (2000), qui n’avaient pas inclus de chien portant
un masque dans leur étude, Schmutz et al. repérérent une substitution de I’adénine en 1°°
position du codon 264 par une guanine, chez les chiens portant un masque. Cette mutation
faux-sens entrainait le remplacement de la méthionine 264 par une valine (M264V).
Ils ont alors génotypé 43 chiens pour les mutations M264V et R306ter. Sur les 17 chiens
portant un masque de fagon évidente, tous étaient hétérozygotes ou homozygotes pour 1’all¢le
V264. A Dinverse, les 19 chiens ne portant clairement pas de masque étaient tous
homozygotes pour M264, donc non porteur de la mutation. Sept chiens étaient difficiles a
classer parmi les masqués ou non (deux essentiellement blancs, trois portant une robe
uniformément eumélanique, et deux Lévrier Ecossais chez qui le masque peut étre difficile a
distinguer car ils sont bringés et a poils longs) ; parmi eux deux chiens ne portaient pas la
mutation.

Cette mutation semble donc effectivement trés fortement associée a I’alléle EV. Cependant,
elle ne prédit pas un effet évident sur le récepteur MC1R. Le résidu 264 se trouve a la liaison
entre le 6™ domaine transmembranaire et la 3*™ boucle extracellulaire de MCIR. L’effet de
la mutation M264V pourrait étre :

- une inhibition de la liaison d’ASIP sur MC1R localisée a la face,

- une augmentation du nombre de récepteurs MC1R par unité de surface sur les

mélanocytes de la face.

M264V pourrait également étre en deséquilibre de liaison avec la mutation causale de
Iallele EM. Cela semble peu probable car cette mutation a été retrouvée chez des races
phylogéniquement trés éloignées (comme 1’Akita Inu et le Lévrier par exemple), ce qui
signifie que ce polymorphisme est trés ancien et donc qu’il serait resté en déséquilibre de
liaison avec la mutation causant 1’apparition du masque sur des centaines de générations. Or,
aucune autre mutation proche de M264V et corrélée a la présence de masque n’a éte retrouvée
dans cette étude. Cependant, EV est un alléle de MC1R qui provoque une distribution trés
localisée de MC1R. Une différence de la séquence codante de la protéine mature de MC1R
peut difficilement expliquer cela, et une telle distribution serait plus probablement due a une
mutation affectant la signalisation du récepteur, le nombre de melanocytes par follicule pileux
ou le ratio mélanocytes sur cellules du mésenchyme sécrétant ASIP dans le follicule pileux.

Exclusion du supposé alléle e (Schmutz et al., 2003)

Dans la méme étude que celle ayant identifiée la mutation M264V, Schmutz et al. (2003)
étudiérent une famille de chiens de race Dogue Allemand fauves et bringés. Le bringé
présente une transmission autosomique dominante. Jusqu’a cette étude, sous la suggestion de
CC. Little (1957), il était supposé qu’il existait un alléle e, récessif sur EM et E, qui était
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responsable du bringé. Le pédigrée étudié comprenait les parents (une femelle fauve non
porteuse de bringe, Jewel et un male bringé hétérozygote pour le bringé, Banjo) et les six
petits (Figure 11). L’utilisation du marqueur microsatellite ZuBeCa®6, lié a MC1R a montré
que tous les petits avaient hérité du méme chromosome portant le locus E de leur pere. lls
possédaient donc tous le méme allele paternel au locus E. Puisque quatre des chiots étaient
fauves, cet alléle ne pouvait pas étre responsable de la couleur bringé porté par Banjo. Il y
avait deux petits bringés et quatre non bringés, tous n’avaient visiblement pas hérité du méme
chromosome portant 1’allele bringé. Cela démontre que, dans ce pédigrée, le géne MCI1R et
I’alléle bringé ne sont pas liés, donc a fortiori, 1’alléle bringé ne peut pas étre un alléle de
MCI1R.

Figure 11 : Pédigrée d'une portée de Dogues Allemands pour étude de I'allele bringé
(Schmutz et al., 2003)
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Alléle EY — Mutation G78V (Dreger et Schmutz, 2010)

L’étude de Dreger et Schmutz (2010) portait sur les robes grizzle du Saluki et domino du
Lévrier Afghan. Elle a consisté en un séquencage du gene MCIR afin d’identifier une
mutation responsable de I’alléle E, supposé déterminer ces phénotypes.

Le séquengage du géne MC1R a réveélé chez de nombreux Saluki grizzle la présence d’une
mutation jusqu’alors non identifiée qui consistait en la substitution de la guanine 233 par une
thymine. Cette mutation faux-sens aboutit dans le récepteur MC1R au remplacement de la
glycine 78 par une valine, G78V. L’étude du génotype de nombreux chiens Saluki et Lévrier
Afghan a montré que tous les chiens grizzle ou domino présentaient la mutation G78V.
Cependant tous les chiens présentant G78V ne sont pas forcément grizzle et domino. En effet,
ces robes ne s’expriment que sur les chiens noir-et-feu (homozygotes a'/a' au locus A).
D’autre part, les chiens portant un masque donc porteur de 1’alléle EM, ne sont jamais grizzle
ou domino. Cela suggére que la mutation G28V est responsable des robes grizzle et domino et
agit le plus probablement comme un modificateur du noir-et-feu, en étendant les parties
phéomélaniques. Des exemples des pédigrées utilisés sont donnés en Figure 12.
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Figure 12 : Exemples de pédigrées de Lévriers Afghans incluant la robe domino
(Dreger et Schmutz, 2010)
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Dans la famille A, tous les chiens sont a'/a' au locus A. Cela permet d’établir la relation de
dominance entre 3 des alléles du locus E : EM>E’>E.

Dans la famille B, seuls les individus homozygotes a'/a’ expriment la couleur domino conférée par
lalléle E°.

Ces relations de dominance sont probablement 1’explication a la rareté de la robe domino
chez le Lévrier Afghan, alors que la robe grizzle est fréquente chez le Saluki. En effet, 1’alléle
EM est trés commun chez le Lévrier Afghan et masque probablement la présence de 1alléle
EY. L’alléle EM est moins commun dans la race Saluki.

L’acide aminé 78 de MCIR est trés conservé au travers des espéces et correspond le plus
souvent a une cystéine. Cependant, chez la plupart des chiens, cette cystéine est remplacée par
une glycine. La mutation faux-sens considérée ici, aboutit au remplacement de cette glycine
par une valine. Le résidu 78 se situe en derniére position de la 1°® boucle intracellulaire de
MCIR, juste avant le 2°™ domaine transmembranaire. La substitution par une valine
entrainerait une modification importante de la maturation de la protéine MCI1R. Il est
probable que cela affecte la répartition des bandes eumélanine/phéomélanine sur les poils. Les
auteurs suggérent que 1’alléle E? minimalise I’extension de I’eumélanine de la robe noir-et-
feu, ce qui étendant les zones phéomélaniques ventrales et sur la face et autorise la formation
de poils zonés, non présents habituellement dans la robe noir-et-feu.

Le Tableau 4 résume les mécanismes moléculaires concernant le locus E.
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Tableau 4 : Résumé des mécanismes moléculaires impliqués dans le locus E du chien

Locus E
Geéne MC1R
(I:Dorgézlne Récepteur de la mélanocortine de type 1 (MC1R)
Role Activateur de la synthése d’eumélanine
Alleles (par M E (allele | E®— Génotype a'/a’ requis au
ordre de E e
. sauvage) locus A
dominance)
Phénotvoe masaue fonce voir autres | grizzle du Saluki et domino du fauve
yp g loci Lévrier Afghan
Mutation Mutation faux- . Mutation non-
responsable sens M264V Mutation faux-sens G78Y sens R306ter
Cfonce,ntra_tlon de MCI1R Modification importante de la Recepteur MCIR
I'eumélanine sur ; . non fonctionnel —
. fonctionnel, maturation de MC1R — .
Action la face — . X e ) Production
réagissant a | Pourrait limiter I’extension de , R
Processus non . , . . d’eumélanine
ses ligands | 1’eumélanine du noir-et-feu . .
connu impossible

1.4. Gene p-défensine 103 — Locus K (blacK)

Emergence du locus K et de ses alléles (Kerns et al., 2003)

Durant de nombreuses années, des auteurs ont supposé, en accord avec la proposition
initiale de C. C. Little (1957) qu’il existait un autre alléle au locus A, permettant d’expliquer
le phénotype noir dominant, et appelé A°. Mais en 2003, Kerns et al (2003) ont montré que le
phénotype noir ne pouvait pas étre le fruit d’un alléle au locus A (ni méme au locus E), en
réalisant une étude de pédigrées. Le séquencage de la région codante d’Agouti n’a montré
aucune variation entre chiens noirs et fauves, aussi une étude de liaison avec trois marqueurs a
été mise en place pour comprendre la transmission du noir. Les auteurs ont a nouveau exclu le
locus Agouti comme candidat au noir dominant. Cela a permis de supposer ’existence d’un
nouveau locus : le locus K (pour blacK) portant 1’alléle « noir dominant », particularité du
chien non retrouveée chez les autres mammifeéres étudies.

Apres la preuve de 1’existence d’un autre locus que A ou E responsable du noir dominant
par Kerns et al (2003), les recherches du méme groupe se portérent sur I’identification de ce
locus. L’équipe a génotypé 19 animaux avec 155 marqueurs polymorphes pour rechercher
une liaison avec le noir dominant. Trois marqueurs ont ainsi été identifies comme liés au noir
dominant, dont le marqueur FH2155, présent sur le chromosome 16 du chien (CFA16) et qui
présentait la liaison la plus forte. L’analyse d’autres pédigrées a confirme cette forte liaison.
Une autre étude de pédigrées a permis ensuite a 1’équipe de montrer qu’un marqueur tres lié
au locus K (Kerns et al., 2003), présentait également une coségrégation parfaite avec 1’allele
responsable du bringé, d’ou la suggestion que la bringeure était déterminée par un allele lui
aussi présent au locus K, k" (Kerns et al., 2007).
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Détails des alléles et phénotypes associés

L’étude de Kerns et al. (2007) a suggeéré que trois alléles étaient présents a ce locus, dans
I’ordre de dominance suivant : K®> kB'>k.

KB : c’est lalléle responsable du phénotype noir dominant. Il entraine donc, dés qu’une
copie de cet allele est portée par un individu, une robe entierement eumélanique (noire,
marron, beige, ou bleue), avec seule production d’eumélanine.

kB : le phénotype associé est la robe dite bringée. L’expression de cet alléle ne se fait que
dans les zones phéomélanique, déterminée au locus A. Toutes les zones initialement
phéomélaniques seront bringées, c'est-a-dire que des bandes de poils plus sombres,
eumélaniques, se surajouteront aux zones phéomélaniques. Typiquement, ces bandes forment
un «V» sur le dos et un «S» sur les flancs mais les variations de motifs sont tres
importantes.

k ou K : les individus homozygotes a ce locus auront un phénotype déterminé par les
autres locus, sans que le locus K ne le modifie. Le ¥ a été choisi car cet allele autorise
I’apparition de la couleur fauve (yellow), ainsi que toutes les couleurs de la phéomélanine.

Le locus K est épistatique sur le locus A puisque lorsqu’un chien porte 1’alléle K2, sa robe
est entiérement eumélanique, et que lorsqu’un chien porte I’alléle k', sans Palléle KB, les
zones phéomélaniques déterminées par le locus A portent de nouveau des poils eumélaniques
dans les bringeures (Kerns et al., 2007). Bien que 1’on parle souvent de noir dominant pour
désigner I’allele K®, il faut retenir que la robe ne sera pas forcément noire unie mais peut étre
de toutes les couleurs de I’eumélanine (noir, bleue, marron, beige).

Relations entre les locus A, E et K

Dans I’étude de Kerns et al. (2007), non seulement la localisation du locus K a été réalisée
mais également 1’étude des relations entre les génes Agouti, MC1R et le locus K a été
effectuée. Pour cela, I’analyse de pédigrées a été associée au génotypage de nombreux
animaux de multiples races. Ceci aboutit a établir les relations d’épistasie entre les trois loci
(Tableau 5).
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Tableau 5 : Relations épistatiques entre Agouti, K et MC1R (Kerns et al., 2007)

Agouti Klocus Melr Phenotype Example

did Kk +/+  Black and tan German shepherd dog
did  kk ele  Yellow Afehan hound

a'ld kbr I.'b "o Black, brindle points  Staffordshire bull terrier
did T ee vellow French bulldog

did  KBED <+  Black Black Labrador retriever
did KPKE ee vellow Yellow Labrador retriever
&l Kk +/+  Yellow Boxer

&l kk ele  Yellow Afehan hound

& la kbr I.'b " +/+ Brindle Boxer

Fid T ee vellow Afehan hound

&l KBED <+  Black Great Dane

i KPKE ele vellow Poodle

Dans un souci de simplicité, seuls les homozygoties sont présentés ici. Le phénotype décrit ne tient
pas compte des éventuelles modifications par les génes modifiant I'intensité et la couleur des pigments
ou induisant de la panachure blanche.

Pour le géne MCIR, l'alléle e désigne le fauve récessif, le + désigne tout autre alléle fonctionnel.
Le fauve récessif est épistatique sur les deux autres loci. MC1R est donc épistatique sur Agouti et K.

Lorsque e est absent, le noir dominant K® est épistatique sur Agouti. L alléle k*" I’est également
puisque les bringeures s’expriment sur les zones initialement exclusivement phéomélaniques
déterminées par Agouti. Par contre, I’alléle k (= K’) responsable du jaune au locus K est hypostatique
sur Agouti puisque le génotype a'/a' K'/K' autorise I’apparition du noir dans la robe noir et feu.

Le locus K est propre aux chiens, il n’a pas été retrouvé chez les autres mammiféres
étudiés. Les relations d’épistasie entre les trois loci Agouti, MC1R et K, ainsi que le fait que
les alleles Agouti ont un ordre de dominance (fauve>noir) opposé a ceux du locus K
(noir>fauve), avec les alleles « noirs » de K épistatique sur les alléles « fauves » d’Agouti, et
inversement, ont permis de supposer deux mécanismes d’action pour le géne au locus K
(Figure 13) :

- soit le produit du gene K inhibe I’action d’Agoulti,

- soit le produit du géne K interagit directement avec le récepteur MC1R pour stimuler la

production d’eumélanine, s’opposant ainsi a I’effet d’Agouti (Kerns et al., 2007).
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Figure 13 : Schématisation des actions possibles du produit du locus K, avant
découverte du gene associé par Kerns et al. (2007)
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Géne du locus K et mutation de l'alléle K° (Candille et al., 2007)

Le géne présent au locus K a été identifié par Candille et al. (2007). 1l s’agit du géne
CBD103 (beta defensin 103) sur le chromosome 16 du chien. Une délétion de trois paires de
bases (GGG) dans le 2°™ exon de CBD103, menant & la délétion d’une glycine en 23°™
position dans la protéine mature (AG23) a été identifiée pour Ialléle K®. Le génotypage de
454 chiens pour cette mutation a montré une corrélation parfaite de sa présence avec la robe
noire, sauf pour 13 cas dont la couleur a pu étre expliquée par les alléles aux locus A ou E.
Des expériences réalisées a I’aide de souris transgéniques ont montré qu’il était trés probable
que CBD103 non mutée soit responsable de 1’activation de MCIR, menant a la production
d’eumélanine en I’absence d’ASIP. La mutation AG23 entrainerait une plus grande affinité
pour le récepteur MCL1R, et potentiellement une augmentation de la quantité disponible de
CBD103. Ainsi CBD103 est un agoniste de MC1R et donc un compétiteur de ASIP (Figure
11B).

Des tests génétiques permettent de distinguer ’alléle K® et 1’alléle kY par recherche de cette
délétion.

Allgle K

Comme nous ’avons vu, Kerns et al. (2007) ont montré que 1’alléle responsable de la
bringeure était fortement lié au locus K, ce qui a entrainé la supposition que 1’alléle
responsable de la bringeure était un alléle du locus K, k®". Ciampolini et al. (2012), ainsi que
Oguro-Okano et al. (2011) ont montré une association chez le Boxer, le Dogue Allemand et
I’ Akita-Inu de la délétion AG23 non seulement avec alléle KB, mais également avec Ialléle
k®", puisque tous les individus bringés testés étaient de génotype CBD1034G23/CBD103. Ils
portaient donc tous la mutation AG23 a 1’état hétérozygote.
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Cet allele pourrait étre un all¢le instable qui agirait selon les cellules soit comme 1’all¢le K,
soit comme alléle KB, 1 est donc trés difficile de trouver un test génétique pour détecter
allele kP, et les chiens testés avec les tests commercialisés pour le locus K sont
aléatoirement K® ou K’. Le mécanisme aboutissant a cette expression en mosaique n’est pas

connu a ce jour.

Le Tableau 6 résume les mécanismes moléculaires concernant le locus K.

Tableau 6 : Résumé des mécanismes moléculaires concernant le locus K du chien

Locus K
Geéne CBD103
Protéine codée B-defensine 103 (CBD103) - ligand activateur de MC1R
Role Ligand activateur de MC1R
Alléles (par B Br k ou K (allele
. K k
ordre de dominance) sauvage)
Phénotvoe noir (ou autre couleur de bringé expression du locus
yp I'eumélanine) g A
Mutation responsable Délétion AG23 Non connue
Augmentation de .
, . PR Mosaique :
I'expression et de lI'affinité de B A
zones ou K~ est Activation de
. CBD103 pour MC1R — L .
Action o y \ exprimé et MCI1R en I'absence
Inhibition de I’action d’ ASIP <Ly ,
. fare: zones ou k’ est d’ASIP
par liaison compétitrice sur exDrimeé
MC1R P

2. Geénes et alleéles déterminant la couleur et P’intensité des pigments

2.1. Géne TYRP1 - Locus B (Brown)

Détails des alléles et phénotypes associés

Comme nous I’avons vu, I’eumélanine peut étre noire ou brune. En 1957, C.C. Little
postulait ’existence du locus B (Brown), qui déterminerait la couleur de 1’eumélanine. Il
supposait I’existence de deux all¢les a ce locus, ou B domine b :

B : eumélanine noire. La couleur des poils peut varier du noir au bleu (= gris) en fonction
de la dilution des pigments.

b : eumélanine marron. La couleur des poils varie de brun (marron, foie, chocolat) au
beige, si les pigments sont dilués. La couleur de la truffe est également modifiée, ainsi que
celle des yeux qui devient ambre (Figure 14).
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Figure 14 : Jain, labrador noir porteur de I'allele B et et Jax, labrador chocolat b/b
(Photo de Amandine Prélot)

Gene TYRP1 (Schmutz et al., 2002)

Chez la souris, la coloration brune de I’eumélanine peut étre due a des mutations du géne
Tyrpl codant I’enzyme TYRP1 (Tyrosinase related protein 1) ou DHI-oxydase intervenant
dans la syntheése de I’eumélanine. Le géne TYRP1 était donc le candidat le plus probable au
locus B du chien. Schmutz et al. (2003) ont localisé le locus B sur le chromosome 11 du chien
et identifié plusieurs variations dans TYRP1 effectivement associées a une eumélanine brune

plutdt que noire.

Variants de TYRP1 associés a la coloration brune de I’eumélanine — Alléles b®, b°, b

Le séquencage de la partie de TYRP1 codant pour les 512 premiers acides aminés de la

protéine a réveélé les polymorphismes suivants (Tableau 7) :

Tableau 7 : Polymorphismes de TYRPL1 chez le chien (Schmutz et al., 2002)

Wild type

Alternate

Dogs Coat color Exon . . Vanant Effect

= codon codon

Kilmor Brown 2 TGT CGT 541C cysteine replaced
Dove Brown 5 CAG TAG Q331X premature stop
Frisket Brown 5 CCT --- 345delP deleted prolne
Tyke Brown 5 TGT CGoT 5336C cysteine replaced
Nigel Black 2 TCC TTC S58F serine replaced
Cora Black 5 TTA TCA L3415 leucine replaced
Riley Red 5 GCT GCC A322A no change

Jura Black 7 ACT ACC T456T no change

Comme on le voit dans le Tableau 7, il y a 4 mutations différentes qui interviennent chez

les chiens bruns :

- S41C (exon 2) : substitution d’une thymine par une cytosine dans le codon 41,
aboutissant au remplacement d’une cystéine par une sérine,
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- Q331X (exon 5) substitution d’une cytosine par une thymine dans le codon 331,
aboutissant a un codon stop qui tronque la protéine TYRP1,

- 345delP (exon 5) : délétion du codon 345 et donc de la proline 345 dans la protéine
TYRP1,

- S336C (exon 5) : substitution d’une thymine par une cytosine dans le codon 336, qui
entraine le remplacement d’une cystéine par une sérine.

Les auteurs ont réalisé ensuite la recherche des ces mutations chez 100 chiens, dont 48
avaient une eumélanine brune. Parmi ceux-ci, 41 étaient homozygotes pour le variant 345delP
ou pour Q331X, ou hétérozygotes 345delP/Q331X ; six étaient homozygotes pour S41C, et le
dernier était hétérozygote S41C/Q331X. En résumé, tous les chiens bruns portent deux alléles
mutés comportant I’'une de ces mutations. A I’inverse, les chiens a eumélanine noire ne sont
jamais porteurs de deux alleéles mutés. Ces trois mutations sont donc susceptibles d’étre
responsables de trois formes différentes d’alléle b. Les mutations S41C et 345delP peuvent
intervenir sur un méme alléle mais ce n’est pas obligatoire.

Ces trois mutations sont susceptibles d’affecter TYRP1 de facon marquée puisque :

- S41C concerne une cystéine, acide aminé qui forme des ponts disulfures avec ses
semblables, ce qui participe fortement & la structure tertiaire de la protéine, nécessaire a
son bon fonctionnement. Dans TYRP1, il y a 4 ponts disulfures. La cystéine 41 est
accolée a une autre cystéine et seulement 1’une des deux peut participer a la formation
de ces ponts. D’apres une étude précédente, c’est la cystéine 41 qui y participe, donc
celle qui est substituée avec la mutation S41C. Il est donc trés probable que, bien que la
deuxiéme cystéine persiste, le pont disulfure soit modifié et donc, que la structure
tertiaire de TYRPL1 soit modifiée elle aussi.

- La mutation Q331X raccourcit la protéine de plus de 200 acides aminés. L’effet sur sa
fonction est donc important.

- La délétion 345delP concerne 1’une des prolines d’une paire de prolines trés conservées
chez les Mammiferes a cette position. Trés souvent, la conservation des acides aminés
entre les espéces reflete leur importance fonctionnelle.

La mutation S336C du Braque de Weimar Tyke (Tableau 7) n’a pas été retrouvée chez
d’autres chiens dans cette étude. Cependant, comme nous ’avons vu, elle entraine le
remplacement d’une cystéine par une sérine. Or, cette cystéine est impliquée dans 1’un des 4
ponts disulfures participant a la structure tertiaire de TYRP1. Son remplacement a donc pour
effet d’abolir la formation de I'un de ces ponts. Il est fort probable que ceci altére de fagon
marquée la fonction que TYRP1 et donc que cette mutation soit causale d’un autre alléle b
plus rare.

Cette étude démontre donc qu’il n’y a pas un alléle b, responsable de la couleur brune,

mais au moins trois alléles avec des mutations causales différentes : b° est causé par S41C, b°
est causé par Q31X et b? est causé par la délétion 331delP.

37



Coloration de la truffe et des coussinets (Schmutz et al., 2002)

Les chiens génotypés pour les mutations de TYRP1 ne portaient pas de masque foncé et

n’étaient pas de race Saluki ou Lévrier Afghan. Schmutz et al. déterminérent leur génotype
pour MC1R par recherche de la mutation R306X. Comme attendu, tous les chiens fauve rouge
a jaune étaient homozygotes pour R306X donc de génotype e/e. Les chiens bruns ne 1’étaient
pas, ce qui est cohérent avec le fait qu’ils produisent de 1’eumélanine.
De facon intéressante, les chiens e/e peuvent garder une coloration noire de la truffe et des
coussinets, malgré I’effacement de I’eumélanine partout sur leur pelage. Cela suggére que le
récepteur MCIR n’est pas nécessaire a la coloration de ces zones. Les chiens au pelage brun
ont une truffe et des coussinets bruns, jamais noirs. L’altération de TYRPI, a I’inverse de
MCI1R, affecte donc aussi ces zones. Ainsi, les chiens e/e porteurs de deux alléles mutés au
locus B ont une coloration brune de la truffe, de part leur génotype au locus B et non au locus
E (Tableau 8).

Tableau 8 : Corrélation entre les génotypes aux loci E et B avec la couleur du pelage,
de la truffe et des lévres (Schmutz et al., 2002)

MCIR Genotype TYRPI Genotype Homozygote or

Homozygote of: Compound Heterozygote of: Coat Color Nose/Pad Color
wild type wild type Black Black

R306X wild type Red or yellow or gold Black

wild type 541C, Q331X, or 345delP Brown or liver Brown

R306X S41C, Q331X, or 345delP Red or yellow or gold Brown or “sell™

MC1R wild type = alléle E ; MC1R R306X = alléle e ; TYRP1 wild type = B, TYRP1 muté = b

Les individus E/E B/B produisent une eumélanine noire qui colore le pelage, mais aussi la truffe
(«nose » et les coussinets (« pad »). Les chiens e/e et B/B n’ont pas d’eumélanine dans leur pelage
mais conservent une coloration noire de la truffe et des coussinets. Les chiens b/b ont tous une
coloration brune de la truffe et des coussinets. Si certains éleveurs parlent de truffe « self-coloured »
pour désigner la truffe brune des chiens e/e, ce qui sous entend que la truffe serait de la méme couleur
gue le pelage, ce sont en fait deux mécanismes différents qui interviennent puisque la truffe est colorée
par 'eumélanine brune alors que le pelage est colore par la phéomélanine.

Le Tableau 9 résume les mécanismes moléculaires concernant le locus B.
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Tableau 9 : Résumé des mécanismes moléculaires concernant le locus B du chien

Locus B
Geéne TYRP1
Protéine codée Enzyme tyrosinase-related protein 1 (TYRP1)
Réle Enzyme catalysant la derniére étape avant polymérisation de
I’eumélanine
Alléles (B domine B (alléle s ¢ d
N b b b
les 3 autres alleles) sauvage)
. eumélanine A
Phénotype noire eumelanine brune
Mutation Mutation non- . Délétion
responsable sens Q331ter Mutation faux-sens S41C AP331
Altération de pont o
. TYRP1 Enzyme,TYRPl disulfure modifiant la Alteration
Action : tronquée, non - de
fonctionnel . structure tertiaire de
fonctionnelle TYRP1 TYRP1

2.2.  Geéne MLPH - Locus D (Dilution)

Détails des alléles et phénotypes associés

D : n’affecte pas la couleur du pelage, des yeux et du nez

d: pigment dilué. Les zones noires deviennent bleues (= grise) et les zones chocolat (=
foie ou marron) deviennent beige (= lilas ou isabelle) (exemple en Figure 15). Les zones
fauves (feu) sont également éclaircies mais cela est difficile a apprécier (couleur plus mate du
fauve). La truffe et les yeux sont également affectés. Les yeux s’éclaircissent en une couleur
ambre.

L’existence d’un alléle d' est supposée pour expliquer le déterminisme génétique de la
maladie CDA (Colour Dilution Alopecia). Elle correspond a une alopécie des robes diluées,
Elle est également connue sous le nom de syndrome du Dobermann bleu, les Dobermann
faisant partie des races touchées par la dilution. Cependant, aucune étude ne confirme
I’existence de cet allele (voir plus loin).

3éme

Figure 15 : Dobermann bleu-et-feu comparé au Dobermann noir-et-feu (Philipp et al.,
2005b)

Le chien présenté en A présente une dilution des zones noires et feu de la robe noir-et-feu,
présentée en B. Le phénotype en résultant est nommé bleu-et-feu.
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Geéne responsable de la dilution chez le chien et alléle d, G22A

Le gene responsable de la dilution chez le chien a été identifié par Philipp et al. (2005a). 11
s’agit du géne de la mélanophiline (MLPH) impliqué dans le transport intracellulaire des
mélanosomes au sein du mélanocyte (Philipp et al. 2005b).

En 2007, Drogemdller et al. identifient une association forte entre une mutation appelée c.-
22G>A et située dans une région non codante de MLPH et I’all¢le d par le génotypage de 935
chiens appartenant a 20 races et comportant des individus a robe diluée. Les 122 individus a
robe diluée étudiés étaient homozygotes pour 1’alléle A22. Cela ne permet pas d’affirmer que
la mutation c.-22G>A est la cause de I’apparition d’une robe diluée mais elle est en parfait
déséquilibre de liaison avec le phénotype robe diluée dans de nombreuses races, ce qui
indique vraisemblablement qu’une mutation ancestrale est responsable de la dilution de la
couleur du pelage chez tous les chiens domestiques d’aujourd’hui (Welle et al., 2009).

La séquence présente chez les individus a robe non diluée (Wild type) ressemble beaucoup
a une séquence donneuse d’épissage décrite chez ’homme. La séquence mutée des individus
a robe dilué comporte un nucléotide différent dans cette séquence, nucléotide particulierement
conservé dans les séquences donneuses d’épissage humaines (84% de G), ce qui pourrait étre
a Dlorigine d’erreur d’épissage, en diminuant ’efficacit¢é de ce site donneur d’épissage
(Tableau 10). La simulation de I’effet du remplacement de A par G dans deux logiciels
prévoyant les altérations d’épissage a SUPposS€ que les transcrits normaux de 1’alléle muté
pourraient représenter moins de 12% des transcrits de 1’alléle sauvage.

Tableau 10 : Comparaison des séquences donneuses d'épissage sauvage et mutée chez
le chien avec une séquence donneuse d'épissage connue chez I'homme (Drogemduller et
al., 2007)

Wildtype sequence: C CGg t gag
Mutated seq. (c-22G>A): C C A g t g a g
Consensus splice donor:  Cy; Ay Gy, 9440 Yino 360 376 9

Les nombres a coté des nucléotides de la séquence consensus représentent la fréquence de chaque
nucléotide dans les séquences donneuses d’épissage de [’homme. Le nucléotide G, remplacé par un A
dans la séquence mutée pourrait étre de grande importance car il est relativement conservé chez
I’homme (84%). Wildtype : sauvage. Mutated : mutée, présente chez les chiens dilués. Consensus
splice donor : séquence consensus du site donneur d’épissage chez I’homme.

Une deuxiéme partie de 1’étude de Drogemiiller et al. (2007) a consisté a déterminer le
niveau d’expression des ARMm de MLPH dans la peau de trois Beagles a robe diluée,
comparé a celui de 10 Beagles a robe non diluée, en fonction de leur génotype D/D, D/d et
d/d. Le nombre d’animaux était trop faible pour réaliser une analyse statistique significative,
mais globalement, les individus D/D présentaient les niveaux en ARNm les plus hauts, les
individus d/d avaient les plus bas et les niveaux des individus D/d étaient intermédiaires. En
moyenne, les individus d/d avaient 25% des transcrits (en quantité totale) des individus D/D.
L’étude était trop peu standardisée et possédait un nombre trop faible d’animaux pour
conclure de fagon certaine mais il est possible que la dilution de la couleur du pelage soit
effectivement due a une mutation affectant le niveau d’expression des ARNm. La mutation C.-
22G>A est celle qui a le plus de probabilité d’altérer 1’épissage des ARN et donc d’altérer
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I’expression de MLPH, par exemple en accélérant la dégradation des ARN. Cependant, les 13
mutations en déséquilibre de liaison complet avec c.-22G>A identifiées dans 1’étude et
précédemment ne peuvent pas étre exclues en tant que mutation causale de la dilution
(Drogemdiller et al., 2007).

La mutation c.-22G>A est de toute fagon un marqueur fiable de 1’alléle d permettant sa
détection par un test génétique.

CDA (Color Dilution Alopecia) et BHFD (Black Hair Follicular Dysplasia)

La CDA est un syndrome comprenant une perte de poils progressive, trés souvent associée
a des folliculites récidivantes. La peau exposee par la perte de poils est seche et squameuse, et
plus sensible au soleil et au froid extréme. L’alopécie se forme suite a la fracture de
nombreuses tiges pilaires dans les zones pigmentées. La maladie se déclare cliniquement en
général entre 3 et 12 mois, puis les 1ésions s’aggravent avec 1’age. Classiquement, la partie
dorsale du tronc est la plus touchée. C’est une maladie particuliérement présente chez le
Dobermann, ou elle touche plus de 80% des individus a robe diluée. La BHFD est
phénotypiquement similaire a la CDA et touche les zones noires des chiens tachetés. Elle est
en g@énéral cliniquement visible dés les premiéres semaines de vie de 1’animal.
Histologiquement, les lésions sont les mémes dans les deux maladies. De larges groupes de
granules de pigments sont accumulés dans les mélanocytes des follicules pileux, dans les
racines du poil et dans la tige pilaire. Ces tiges finissent par se fracturer, ce qui provoque la
chute du poil, qui laisse souvent des débris dans le follicule, probablement a 1’origine des
folliculites fréquemment observées. L’expression de la maladie est trés variable d’une race a
une autre, et méme d’un individu a ’autre. Pour la méme quantité de granules de pigments
accumulés, certains chiens présentent de graves signes cliniques alors que d’autres ne sont pas
atteints par la maladie. Seulement environ 25% des chiens a robe bleue/grise toutes races
confondues ont des signes cliniques, et ceux-ci sont d’intensité trés variable allant d’une
discrete alopécie a une folliculite sévere. L’age de déclaration des symptomes est lui aussi tres
variable. Certaines races ont une prédisposition a la déclaration de la maladie, par exemple le
Grand Epagneul de Miinster, alors que d’autres n’ont jamais ces maladies, ou ont des signes
cliniques tres discrets, comme le Braque de Weimar (Welle et al., 2009).

L’étude par Welle et al. (2009) de 45 biopsies de peau a consisté a caractériser les lésions
histologiques de 45 chiens soupgonnés d’étre atteints de CDA ou BFHD. Comme attendu, les
Iésions histologiques étaient les mémes pour les chiens suspectés de CDA et ceux suspectés
de BHFD. Elles comprenaient de facon systématique la présence d’agrégats de mélanine dans
les follicules pileux. Les autres l€sions, qui n’étaient pas présentes chez tous les chiens,
étaient la présence de poils fracturés, d’infundibulums folliculaires dilatés avec un contenu
fait de kératine, de fragments de poil et/ou d’agrégats de mélanine, un pourcentage
anormalement élevé de poils en phase télogene et parfois, une pigmentation périfolliculaire de
degré variable. Des signes de pyodermite secondaire étaient présents chez les chiens les plus
atteints.

Chez les 45 individus testés, 38 étaient homozygotes pour ’allele A22, deux étaient
hétérozygotes et cingq étaient homozygotes pour ’alléle G22, non muté. Les sept individus
non homozygotes pour 1’alléle A22 présentait comme unique Iésion les agrégats de mélanine
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dans les follicules, qui ne sont pas spécifique de CDA/BHFD puisqu’ils apparaissent aussi
dans d’autres dystrophies folliculaires comme conséquence d’une induction catageéne
préterminale. Parmi les 38 chiens homozygotes pour I’alléle A22, neuf n’étaient en fait
vraisemblablement pas atteints de CDA/BHFD au vu de I’anamnese (faisant par exemple
plutbt penser a une alopécie saisonniere des flancs ou un trouble endocrinien). Finalement, 29
chiens avaient un diagnostic de CDA/BHFD confirmé. Parmi eux, 22 présentaient a la fois
des agrégats de melanine dans les follicules pileux (cas des 45 chiens étudies), mais
également de tels agrégats dans I’épiderme (spécifiques a ces 22 chiens). L’étude a conclu que
les agrégats de mélanine ne sont pas spécifiques a la CDA/BHFD mais que s’ils sont présents
dans 1’épiderme, la spécificité semble importante. Concernant la génétique, 1’homozygotie
pour I’alléle A22 de MLPH semble un facteur de risque important, mais non suffisant, pour la
CDA/BHFD. 1l serait donc intéressant de rechercher d’autres facteurs génétiques impliqués
dans le déterminisme de ces maladies.

Le Tableau 11 résume les mécanismes moléculaires concernant le locus D.

Tableau 11 : Résumé des mécanismes moléculaires concernant le locus D du chien

Locus D
Géne MLPH
Protéine codée Mélanophiline (MLPH)
Réle Fait partie du complexe transporteur des mélanosomes au sein du
mélanocyte

AIIeI_es (par ordre de D (alléle sauvage) d
dominance)
Phénotype robe non diluée robe diluée
Mutation Mutation d’épissage ? €.-22G>A
responsable

MPLH exprimé & un niveau Alteratlon d'épissage - Diminution

. importante de la quantité de MLPH

Action permettant  le  transport foncti I

normal des mélanosomes onctionnetle

Favorise CDA et BHFD

2.3.  Gene SLC45A2 et albinisme

Albinisme du Dobermann — Délétion dans [’exon 7 du gene SLC4542 (Winkler et al.,
2014)

Le premier Dobermann blanc a été enregistré par 1’American Kennel Club en 1976. Cette
couleur est transmise de fagon récessive a la descendance. Le phénotype de ces chiens
ressemble fortement a I’albinisme oculo-cutané (oculocutaneous albinism — OCA) humain et
les cliniciens notent une prevalence élevée pour la présence de masses pigmentees sur ces
chiens, comme c’est le cas chez les humain albinos. Les Dobermann blancs présentent un
pelage créme tres clair, une photophobie (ils ne supportent pas bien la lumiére,

Figure 16), leur iris est bleu pale, la truffe, le contour des yeux et les levres sont roses.
Toutes les structures de I’ceil sont globalement dépigmentée (Figure 17).
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Figure 16 : Apparence typique des Dobermann blancs (Winkler et al., 2014)

\

Robe créme typique. Notez que les trois chiens ne peuvent pas ouvrir les yeux face a la lumiere du
Soleil (photophobie). C’est le cas de tous les Dobermann blancs.

Figure 17 : Phénotype oculaire des Dobermann blancs (Winkler et al., 2014)
A : ® CD

La ligne du haut comporte des images de Dobermann albinos, alors que celle du bas comporte les
images normales. Les images A et E permettent de mettre en évidence la paleur du Dobermann
albinos (A) par rapport au Dobermann coloré (E). Les lévres, la truffe et le contour des yeux sont
roses. Les images B et F permettent la comparaison de la couleur de [’iris. Chez le Dobermann
albinos, elle est d’un bleu extrémement pale (B). Les fibres du ligament pectiné de [’iris sont elles
aussi dépigmentées (images C et G). La zone du tapis du Dobermann albinos a un reflet jaune
anormal (D) sur un fond d’eil. L’ épithélium pigmenté de la rétine (zone rouge sur ['image D) est
largement hypopigmenté chez le Dobermann albinos, puisque comme, on le voit sur l'image H, il est
censé est opaque.

L @il du Dobermann albinos est donc globalement dépigmenté.
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L’albinisme du Dobermann blanc est transmis sur un mode autosomique récessif. Il y a 7
génes associés a 1’albinisme chez I’humain et les autres espéces. Parmi eux se trouve le géne
SLC45A2 (solute carrier family 45, member 2), qui code potentiellement pour un transporteur
transmembranaire de sucre, puisque sa séquence est proche de tels transporteurs chez les
plantes et chez les drosophiles. Il est fort probable que ce transporteur participe a
I’acidification des mélanosomes, nécessaire au bon fonctionnement enzymatique lors de la
mélanogénese. L’équipe de Winkler et al. (2014), a procédé a une étude de liaison entre 4 des
genes impliqués dans ’albinisme chez I’Homme et la souris, et la présence de 1’albinisme
chez le Dobermann. Cela leur a permis de démontrer une liaison entre le géne SLC45A2 et
I’albinisme. Chez les Dobermann blancs, une délétion de 4081bp entraine la délétion de
163bp de I’exon 7, dernier exon, du géne SLC45A2, ainsi que de la séquence en aval de ce
géne. Cela cause la délétion de 50 acides aminés composant des domaines transmembranaires
dans la protéine SLC45A2, qui sont remplacés par 191 nouveaux acides aminés. Le niveau
d’ARNm de SLC45A2 dans la peau de chien blanc est significativement inférieur a celui
observé dans la peau de chien coloré. Cela est trés probablement di a une instabilité de
I’ARNm transcrit a partir du gene muté.

Des mutations délétéres du géne SLC45A2 entrainent chez I’Homme et dans d’autres
espéces 1’albinisme oculo-cutané de type 4, comportant une hypopigmentation globale et des
anomalies oculaires, comme c’est le cas chez le Dobermann blanc. Cette mutation est donc
trés probablement causale de 1’albinisme du Dobermann.

NB : Comme chez I’humain, la dépigmentation de la peau et du pelage du Dobermann
blanc augmente le risque vis-a-vis du risque de tumeurs de type mélanome, du fait de
I’exposition plus importante aux UV.

Albinisme du Lhassa Apso, du Spitz nain et du Pékinois — Mutation faux-sens G1478A
(Wijesena et Schmutz, 2015)

En mai 2015, Wijesena et Schmutz ont identifié une autre mutation au gene SLC45A2. En
effet, ils recherchent la délétion identifiée chez le Dobermann et s’apercoivent qu’elle
n’intervient pas chez un Lhassa Apso albinos (Figure 18). Ils recherchent donc une autre
mutation dans ce gene, susceptible de causer I’albinisme de cette femelle. Cette Lhassa Apso
albinos est homozygote pour un alléle muté comportant une mutation faux-sens ou la guanine
1478 est remplacée par une adénine (G1478A) dans I’exon 7 du géne, ce qui aboutit a la
substitution de la glycine 493 par un acide aspartique dans la protéine. A I’inverse, cette
mutation n’est pas trouvée chez les Lhassa Apso et autres races testées non albinos. Un
Pékinois albinos, deux Spitz nains et un chien albinos de race mixte (petit, a poils longs)
étaient également homozygotes pour I’alléle muté A1478. La ségrégation de la mutation dans
les pédigrées d’une Lhasso Apso et des 2 Spitzs nains suit le mode de transmission récessif de
I’all¢le albinos. Par contre, cette mutation n’¢tait pas retrouvée chez un Carlin albinos.
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Figure 18 : Lhassa Apso albinos (Wisejena et Schmutz, 2015)

L’effet prédictif de cette mutation est 1’altération de la structure du 11*™ domaine
transmembranaire de la protéine SLC45A2. Les auteurs suggeérent donc que cette mutation
soit la mutation causale de I’albinisme dans certaines races, notamment chez le Lhassa Apso,
le Pékinois et le Spitz nain. Elle devra étre recherchée dans les autres races ou 1’albinisme est
présent afin d’étendre éventuellement le nombre des races concernées.

Actuellement, un test génétique est disponible pour les trois races citées (Antagene).

2.4. Geéne PMEL17 - Locus S (Silver)

Détails des alléles et phénotypes associés

Le locus M (Merle) détermine le phénotype merle qui correspond a une dilution des
pigments par patchs sur la robe du chien, causant ainsi une alternance de patchs de pigments
non dilués avec des patchs de pigments dilués. La robe merle fait partie des robes standards
de plusieurs races, notamment le Berger des Shetland, le Berger Australien, le Welsh Corgi
Cardigan et le Teckel (ou la robe est nommée « dapple », qui signifie « tacheté » dans les
pays anglophones). Chez le Dogue Allemand, la robe merle n’est pas recherchée dans le
standard mais la robe arlequin, qui est une modification de la robe merle, I’est.

La couleur merle est héritée de facon autosomique dominante a pénétrance incompléte.
Cela signifie qu’un chien de génotype merle peut ne pas présenter le phénotype associé, de
facon rare. Ces individus sont appelés merles cryptiques. Souvent, ils portent quand méme
une ou deux zones tres limitées de merle, mais apparaissent essentiellement non dilués.

M : allele responsable de la robe merle (Figure 20 B). Cet alléle entraine, la dilution du
fond de robe mais en laissant des patchs non dilués. Sur base noire, le chien est appelé bleu
merle. Su base marron, il est appelé rouge merle. L’homozygotie M/M, appelée double
merle, entraine une prédominance de blanc dans la robe, avec des zones merle tres limitées
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(Figure 20 C). Elle est associée a des troubles de 1’audition et de la vision. Il est donc
fortement conseillé de ne pas marier deux chiens merles, afin de ne pas risquer d’obtenir de
chiots double merles dans la descendance.

m : cet alléle récessif ne modifie pas la robe du chien.

Geéne MITF (Clark et al., 2006)

Clark et al. (2006) ont génotypés 41 chiens de race Berger des Shetland (neuf merles et 32
non merles) pour 279 marqueurs répartis sur tous les chromosomes canins. Un
polymorphisme du marqueur FH2537 sur le CFA10 s’est montré en parfait deséquilibre de
liaison avec 1’allele merle. Le génotypage de 20 autres Bergers des Shetland (sept merles,
deux doubles merles et 11 non merles) pour ce marqueur a confirmé la liaison. La recherche
de génes proche de FH2735 sur le CFA10 et ayant un r6le connu dans la pigmentation des
poils a poussé 1’équipe a étudier la séquence du géne SILV (silver), situé environ a 0,2
mégabases (Mb) du marqueur, et codant la protéine PMEL17 (Premelanosomal protein 17),
nécessaire a la formation de la matrice fibrillaire des mélanosomes sur laquelle se dépose la
mélanine lors de la maturation du mélanosome. Il a été proposé que la protéine PMEL17
pourrait également participer a la mélanogénese.

Alléle M — Insertion SINE (Clark et al., 2006)

L’amplification des séquences de chaque exon de SILV par PCR pour deux Bergers des
Shetland non merles, un merle bleu et un double merle, puis 1’électrophorése sur gel des
produits a révélé un polymorphisme pour I’exon 11 : un produit de 206 pb (taille normale) et
un produit plus long, de prés de 500 pb. Les deux chiens non merles étaient homozygotes
pour le produit court, alors le chien merle bleu était hétérozygote et le chien double merle était
homozygote pour le produit long (Figure 20). Le séquencage du géne SILV pour les deux
types de produits a montré que le produit long comportait une insertion d’un élément SINE
(Figure 19), dans I’orientation inverse, entre I’intron 10 et I’exon 11.

Figure 19 : Comparaison des alléles SILV merle et sauvage (Clark et al., 2006)

wild-type
CCTTGTCCAT [TGCTAAT|CGATTTCTOCTTTATICTCOCAATGTTAGGCGAAGACTTCTGAAGCA

merie 253 bp
CCTTGTCCAT [TGCTAAT ca«c.rncrccmA-'Tc'CCCAMGTYAGGG&MGACCTC?WTGAAGGA

S E SR Bl I 7 O N U P2 ) B =
La séquence encadrée correspond & la séquence de branchement (pour la formation du lasso lors
de I’épissage). Les sites accepteurs d’épissage sont indiqués en gras. Dans [’alléle merle, un site

accepteur d’épissage se situe dans la séquence de duplication soulignée, juste apres [’insertion SINE
(d’'une taille moyenne de 253 pb en exceptant le site de duplication).
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Figure 20 : Ségrégation de I'insertion SINE dans SILV avec le phénotype merle
(Clark et al., 2006)

500 bp

A Berger des Shetland tricolore
(noir-et-feu, avec panachure blanche),
non merle, m/m

B : Berger des Shetland bleu merle
(intervention de [’allele M sur un chien
dont le reste du génotype détermine une
robe tricolore), M/m

C : Berger des Shetland double merle
(marques limitées de merle sur une robe
essentiellement blanche), M/M

200 bp

500 bp

200 bp )
Colonne centrale : Produits PCR de
l’exon 11
500 bp Colonne de droite : Marqueurs de
longueur

200 bp Le génotypage de chiens merles et

non merles pour I’insertion SINE a
ensuite été étendu a six autres races (Colley, Border Collie, Berger Australien, Welsh Corgi
Cardigan, Teckel et Dogue Allemand). Tous les merles se sont révélés étre hétérozygotes
fragment court/fragment long. Le Dogue Allemand double merle était homozygote pour le
fragment long. Le séquencage d’un chien merle pour chaque race a montré que 1’insertion
dans le fragment long était la méme que celle du Berger des Shetland. Le méme constat entre
les chiens merles et non merles a été fait dans cing races supplémentaires (Pitbull Américain,
Chien Léopard Catahoula, Chihuahua, Caniche nain et Berger des Pyrénées). A I'inverse,
pour 29 chiens de 26 races ou la robe merle n’existe pas, tous les chiens étaient homozygotes
pour le fragment court. L’association entre 1’allele M et I’exon 11 long portant 1’insertion
SINE compléte était donc parfaite pour toutes les races étudiées.

Une des hypotheses faite préalablement a cette étude était que 1’alléle responsable du merle
serait di a un élément transposable, du fait qu’un chien double merle puisse avoir une
descendance non merle, ou les générations suivantes ne présentent plus de merle. Cela
suggere que la mutation responsable du merle peut subir une réversion stable, avec un taux
estimé a 3-4%. L’élément SINE peut correspondre a cet élément transposable, mais la
réversion, au vu de cette étude, serait due a une délétion a I’intérieur de cet élément, dans la
queue polyA, et non a une suppression complete de I’élément SINE. L’insertion SINE est
fortement susceptible d’affecter I’épissage des transcrits du géne SILV puisqu’elle est située a
la jonction d’un intron et d’un exon, et qu’elle est dans I’orientation inverse, ce qui peut
induire un site accepteur d’épissage d’aprés Wang et Kirkness (2005) (Figure 19). L’analyse
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des ARNm de SILV chez des chiens merles et non merles serait a faire pour confirmer cette
hypothése.

La queue polyA de I’insertion SINE était raccourcie chez quatre Shetlands non merles. Le
raccourcissement de cette queue polyA semble donc étre une réversion de la mutation causale
de I’allele M. La queue polyA est trés propice au polymorphisme rapide. L’existence d’un
allele portant 1’insertion SINE avec queue raccourcie, donc non fonctionnel, pourrait
expliquer qu’un chien non merle puisse avoir une descendance avec du merle. En effet, un
chien non merle peut porter I’insertion SINE avec une queue polyA trop courte pour exprimer
le merle. L’extension de la queue polyA dans la lignée germinale de ce chien expliquerait le
rétablissement d’un alléle M fonctionnel et donc le rétablissement de la robe merle dans la
descendance. Ceci explique la notion de merle cryptique (chien porteur d’un alléle M dont la
queue polyA de SINE est atrophiée) et de pénétrance incomplete de M (réversion de la
mutation causale de M dans la lignée germinale par raccourcissement de la queue polyA).

Les patchs non dilués intervenant de facon aléatoire dans la robe merle pourrait étre le
résultat d’erreur de réplication durant le développement des mélanocytes, qui aboutirait au
raccourcissement de la queue polyA et donc a un allele M non fonctionnel pour certains
mélanocytes et leurs descendants. Ceux-ci produiraient alors des protéines PMEL17
normales, permettant le dép6t normal de mélanine dans les eumélanosomes et donc des zones
de poils pleinement colorés.

Double merle et surdité

Voir partie sur la surdité associée aux robes blanches.

Le Tableau 12 résume les mécanismes moléculaires concernant le locus M.

Tableau 12 : Résumé des mécanismes moléculaires concernant le locus M du chien

Locus M
Géne SILV
Protéine codée SILV ou protéine prémélanosomale 17 (PMEL17)
Role Polymeérisation pour former la matrice fibrillaire des eumélanosomes
Alléles M m (allele sauvage)
Phénotype ) merle si M/m voir autres loci
yp - double-merle si M/M
Mutation Insertion SINE entre intron 10 et exon 11 & queue
responsable poly A longue
Altération de I'épissage du transcrit.
Eumélanosomes anormaux.
. . L . Matrice fibrillaire
Réversion de la mutation si raccourcissement de
, L dans les
. la queue polyA lors d'erreur de réplication, .

Action . eumélanosomes

permettant des zones de coloration normale. P

permettant le dépot
Risque de surdité de 2 & 3% pour les d’eumélanine
hétérozygotes M/m, et jusqu’a 25% pour les
homozygotes M/M
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2.5. Géne PSMB7 - Locus H (Harlequin ou arlequin

Locus H et relation avec le locus M

L’étude de pédigrées de Dogues Allemands a permis a Sponenberg (1985) de faire
I’hypothése de I’existence d’un locus déterminant la robe arlequin de ces chiens. La robe
arlequin est celle desirée par les éleveurs du Dogue Allemand. Elle consiste en des patchs
noirs sur un fond blanc (Figure 21 A). Le patron de ces patchs est trés semblable a celui des
patchs de couleur foncée sur fond dilué de la robe merle (Figure 21 B), mais ici le fond de
robe est blanc, sans pigment. Le croisement de chiens arlequins donne toujours des chiots en
grande partie merle dans la descendance, ce qui a entrainé 1’hypothése que la robe arlequin et
le merle étaient tres liés, notamment que les chiens arlequins étaient porteurs de merle, et que
la robe arlequin était régie par un autre locus et non par un alléle au locus M, comme supposé
par Little (1957). L’allele M du locus M semble donc requis pour 1’expression de la robe
arlequin, ainsi qu’un all¢le H transmis sur un mode autosomique dominant. En 1’absence de
I’allele M, le locus H n’est pas visible sur le phénotype (Figure 21 C).

D’autre part, les portées de croisements de chiens arlequins ont une taille significativement
plus petite que les portées de croisements d’un chien arlequin avec un chien non porteur
d’arlequin (noir), ce qui suggere que tous les chiens arlequins sont hétérozygotes H/h et que
I’homozygotie H/H est 1étale t6t dans I’embryogénése (Sponenberg, 1985).

Figure 21 : Phénotypes résultants des variations génétiques au locus M et H chez le
Dogue Allemand (Clark et al., 2011)

(%22 C.mm

5 Y 2 8c

Les génotypes pour les loci M et H sont indiqués en encart.

A : robe arlequin typique de la race, avec des patchs noirs sur un fond blanc

B : robe merle, les patchs noirs sont alors sur un fond pigmenté et dilué bleu

C : robe Boston, noire avec panachure blanche, phénotype non distinguable du génotype m/m h/h

Détails des alleles et phénotypes associés

En présence de I’allele M au locus M, les alléles du locus H s’expriment ainsi :

H : responsable de la robe arlequin. Cet alléle efface les pigments des zones diluées de la
robe merle, aboutissant a une robe a zones pleinement colorées sur fond blanc.
L’homozygotie est létale donc les individus arlequins sont de génotype H/h au locus H.

Associé a I’homozygotie M/M, la présence de H aboutit & une robe entierement blanche.
L’absence d’alléle H permet 1’apparition de zones limitées de merle, robe nommée merlequin

par Clarks et al. (2008) (en fait : double-merle).
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h : pas d’influence sur la robe.

Geéene PSMBY (Clark et al., 2008 et 2011)

Le locus H a d’abord été localisé par Clark et al. (2008) dans une région de 3,28 Mb située
sur le télomére du CFA9. Cette région présentait une conservation de synténie avec une
région du chromosome humain 9. Chez I’homme, elle comprend 20 génes, dont aucun n’avait
d’action connue sur la coloration.

En 2011, I’équipe publie un nouvel article dans lequel est identifi¢ le géne du locus H. Il
s’agit du gene PSMB7 (Proteasome Subunit, Beta Type, 7). Ce géne, composé de 8 exons,
code une sous-unité du protéasome, complexe majoritairement responsable de la dégradation
des protéines intracellulaires. La dégradation des protéines est essentielle pour de nombreux
processus biologiques majeurs tels que le cycle cellulaire, la réparation de I’ADN, 1’apoptose,
la réponse au stress, etc. Le systeme ubiquitine-protéasome est la voie primaire de
dégradation des protéines. Les protéines défectueuses, notamment, subissent une modification
post-traductionnelle qui consiste en la fixation de monomeres d’ubiquitine aux résidus de
lysine par liaisons covalentes. Cela les rend cibles du protéasome 26S qui reconnait les
protéines polyubiquitinées et les dégrade en peptides courts, pouvant étre recyclés. Au cceur
du complexe protéasome 26S se trouve le protéasome 20S, composé de sept sous-unités o et
sept sous-unités 3, agencées en quatre anneaux empilés. La sous-unité B2 est celle codée par
PSMB7. Elle posséde une activité de type trypsine qui permet le clivage des liaisons
peptidiques a ’extrémité C-terminale des résidus basiques. Elle est synthétisée sous forme
d’un précurseur inactif avec un propeptide N-terminal qui sera clivé au cours de I’assemblage
avec les autres sous-unités du protéasome 20S. Chez les Mammiféres, aucune mutation
affectant visiblement la fonction de B2 n’avait jusqu’ici été décrite mais il existe chez
Drosophila melanogaster une mutation faux-sens du résidu 170 de PSMB7 qui cause une
l1étalité¢ larvaire lorsqu’elle est présente a 1’état homozygote. L’hypothése est que cette
mutation affecte la fonction de tout le protéasome, empéchant le développement normal de
I’organisme. Chez les Mammiferes, il a également été montré qu'une mutation dans PSMB7
entraine 1’accumulation de protéines polyubiquitinées.

Alléle H — Mutation G49V (Clark et al., 2011)

Pour rechercher une mutation de PSMB7 susceptible d’étre liée a I’allele H, 1’équipe a
procéde au séquencage de tout le géne ainsi que de sa région promotrice chez quatre Dogues
Allemands (trois arlequins, un merle). Les soupgcons se sont portés sur les deux
polymorphismes hétérozygotes chez les chiens arlequins et absent chez le chien merle. Le
premier consiste a la substitution de la thymine en position 146 du géne par une guanine
(c.146T>G). Cette mutation se situe dans la region codante du géne, plus précisément dans
I’exon 2, et entraine la substitution de la valine 49 par une glycine dans la sous-unité 3, codee
par PSMB7. L autre polymorphisme intervient dans un intron et avait été observé chez deux
Bergers Australiens merles donc ne pouvait pas correspondre a la mutation causale de ’all¢le
H.

Le polymorphisme ¢.146T>G a alors été analyse chez 247 Dogues Allemands et 104 autres
chiens de races qui ne présentent pas de robe arlequin. Les résultats sont présentés dans le
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Tableau 13. Tous les Dogues Allemands arlequins (M/m H/h) ou blancs (M/M H/h) testés
(102 chiens) étaient hétérozygotes T/G. Tous les Dogues merles (25) et les chiens d’autres
races merles (23) étaient homozygotes pour 1’alléle sauvage T. Les chiens non merles de race
sans robe arlequin I’étaient également. Les Dogues non merles et non arlequins (m/m) étaient
soit homozygotes pour 1’all¢le T, soit hétérozygotes T/G. La mutation ¢.146T>G était donc en
parfaite corrélation avec 1’alléle H chez le Dogue Allemand, et n’apparaissait pas chez les
races qui ne présente pas de robe arlequin. Comme attendu, aucun des 351 chiens testes
n’était homozygote G/G, ce qui est en accord avec le fait que ’alléle H est 1étal a 1’état
homozygote.

Tableau 13 : Pourcentage des génotypes au nucléotide 146 de PSMB7 chez 247
Dogues Allemands et 104 autres chiens de races (Clark et al., 2011)

% Genotype

Phenoty pe ] T T/G GG
Great Dane coses (M-Hh)

Harlequin ( Mm) Ba 0 100 0
White (MM) 14 0 100 0

Merle controls ( M-hh)
Great Danes 25 100 0 0
10 other breeds 23 100 0 0

Mon-merles (mm-h)
Great Danes

Black 71 41 59 0
Fawn 30 q7 3 0
Brindle 11 a1 0 0
Blue 8 88 12 0
43 other breeds 81 100 0 0

La mutation ¢.146T>G est donc tres probablement la mutation causale de la robe arlequin.

Elle entraine la substitution de la glycine 49 par une valine (G49V). Cette valine se trouve en
6°™ position aprés clivage du propeptide de 43 acides aminés de la sous-unité 2. Elle est tres
conservée chez les Mammiféres et méme chez les invertébrés. La simulation des
conséquences de cette substitution sur la fonction de la protéine avec un logiciel en ligne a
prédit une probabilité de 98% pour que la fonction de la protéine soit altérée.
Un protéasome 20S comprend 2 sous-unités ,. Un chien de génotype H/h a donc 75% de ses
protéasomes qui contiendraient une ou deux sous-unités 3, mutées. Ainsi la protéine altérée
pourrait avoir un effet dominant négatif par compromission de 1’assemblage et/ou de la
fonction du protéasome.

Interactions entre les mutants SILV (Merle) et PSMB7 (Arlequin)

L’absence de différence phénotypique entre les chiens m/m H/h et m/m h/h suggere que
I’effet de H résulte de I’interaction entre les mutants SILV et les mutants PSMB?.
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L’allele M code une protéine SILV anormale, ce qui est probablement détecté comme
aberrant par le complexe ubiquitine-protéasome fonctionnel, qui se charge de dégrader cette
protéine SILV mutée. Ainsi, chez les individus merles (M/m) les protéines SILV mutées sont
éliminées normalement par le complexe ubiquitine-protéasome, ce qui donne la couleur de
fond dilué, puisque la protéine SILV normale codée par I’allele m demeure. La mutation
causale de I’allele M est instable et il peut facilement y avoir rétroversion de 1’effet de la
mutation par raccourcissement de la queue polyA de I’insertion SINE. Cela explique les zones
non diluées de la robe merle, ou ’alléle M a subi cette rétroversion et donc ou les deux alléles
produisent des protéines SILV normales permettant la fixation correcte de la mélanine dans
les mélanosomes. Chez les individus double-merle a I’inverse, la majorité des protéines SILV
est anormale et détruite par le protéasome, ce qui empéche la fixation de mélanine et donne
une robe majoritairement blanche. Seules les quelques zones ou I’alléle M a subi une
rétroversion par raccourcissement de la queue polyA, et donc produit une protéine SILV
normale peuvent étre colorées, d’ou les quelques zones pigmentées du double-merle.

Si 75% des protéasomes sont inefficaces, ce qui serait le cas lors du portage de 1’allele H,
la dégradation des protéines SILV mutées ne peut pas se faire correctement.
Phénotypiquement, cela se traduit par une absence de pigmentation totale dans les zones ou
I’alléle M code une protéine SILV anormale. Ces zones devraient normalement, comme c’est
le cas chez les chiens merles, présenter une coloration diluée permise par les SILV normales
produites par 1’allele m. Deux hypothése peuvent expliquer cette absence de pigmentation, en
I’absence de protéasome efficace :

- les SILV mutées s’accumulent et ont des effets toxiques sur les mélanocytes, ce qui

empéche la synthese de pigments,

- les SILV mutées, en s’accumulant, forment des multimétres avec les SILV normales,

ce qui empéche la formation de la matrice fibrillaire nécessaire au dépdt d’eumélanine
dans les eumélanosomes.

Les Dogues Allemands blancs sont de génotype M/M H/h alors que les Dogues Allemands
M/M h/h présentent des zones merles et sont nommés merlequins (= double merle).
L’explication précédente peut éclairer ce constat. En effet, les chiens M/M H/h ont & la fois
une grande majorité de protéines SILV mutées et un protéasome inefficace, ce qui aboutit a
I’accumulation des SILV mutées et donc [’absence de pigmentation (par 'un des deux
mécanismes que 1’on vient de citer). Chez les chiens M/M h/h, les protéines SILV sont la
aussi trés largement mutées mais, comme chez les merles, certains mélanocytes peuvent
porter un allele M ayant subi la rétroversion qui permet de produire des SILV normales
(raccourcissement de la queue poly A de I’insertion SINE). Le protéasome fonctionnant bien
chez ces chiens, les protéines SILV mutées ne s’accumulent pas et donc il est possible que des
zones soient colorées grace aux quelques protéines SILV normales.

Le Tableau 14 résume les mécanismes moléculaires concernant le locus H.
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Tableau 14 : Résumé des mécanismes moléculaires concernant le locus H

Locus H

Geéne PSMB7

Protéine codée Unité 3, du protéasome

R6le Fait partie du complexe protéasome-ubiquitine nécessaire a la dégradation
des protéines altérées

Alléles H (homozygotie létale) h (alléle sauvage)

- non modifié si m/m

R voir autres loci
- arlequin si M/m

Phénotype

Mutation

Mutation faux-sens G49V
responsable

Altération de I’assemblage et/ou de la fonction du

protéasome Destruction des
Action Action négatilve de l’accqmulatilor} des protéines pro,téines SILV
SILV mutées sur la mélanogénese dans les mutées (en cas de
mélanocytes (par toxicité ou par polymérisation des portage de M)

protéines SILV non mutées)

3. Genes et alleles influencant les marques blanches

3.1. Geéne MITF - Locus S (white Spotting)

Phénotypes et alléles associés

Le locus S est celui qui contréle I’extension de la panachure blanche, allant d’une
panachure trés limitée (extrémités des pattes, de la queue et sur le poitrail) a une robe
entierement blanche. Clarence C. Little (1957) supposait I’existence de quatre alléles, ceux
permettant la couleur étant dominants de fagon incompléte sur ceux la supprimant. Ces alléles
sont notés :

S (solid) : alléle a dominance incompléte responsable d’un phénotype coloré, sans blanc
(Figure 22). Si cet allele est porté en hétérozygotie avec un autre alléle, des marques blanches
plus ou moins limitées seront visibles (Figure 23A, B).

s' (Irish spotting) : responsable d’une panachure blanche dite irlandaise (Figure 22 et
Figure 23 B). Le blanc est limité aux pattes, au poitrail, a la queue et souvent au tour de cou et
a la face. Cet allele est fixé chez certaines races telles que le Basenji. Certains auteurs
suggerent aujourd’hui que 1’allele s' pourrait se situer & un autre locus que S.

sP (piebald spotting) : panachure de type piebald ou pie (Figure 22). 11 s’agit d’une robe ou
les marques blanches sont plus ou moins développées, en fonction du portage des autres
alleles. Un chien S/sP peut en effet porter seulement des traces de blanc sur I’extrémité des
pattes, le bout de la queue et/ou le poitrail (Figure 23A), mais peut également présenter une
robe de type irlandaise ; on parle alors de panachure pseudo-irlandaise (Figure 23B). Un chien
s'/s’ peut présenter une robe entre le pseudo-irlandais et un blanc beaucoup plus présent
(Figure 23B a D). Un chien homozygote sP/s? aura encore plus de marques blanches, avec
plus de 50% de blanc, et des patchs de couleur se limitant en général aux zones dorsales, a la
base de la queue et aux pourtours des oreilles et des yeux (Figure 23C a E).
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s" (extreme white) : robe entiérement blanche, ou a marques colorées trés limitées en cas
d’homozygotie s"/s" (Figure 22 ; Figure 23 F, G). Si le chien est porteur d’un autre all¢le
permettant la couleur (S, s', s), les marques colorées seront plus développées (Figure 23E &
F). Actuellement, certains auteurs suggérent que cet alléle n’existerait pas et que la robe
blanche serait due a une association d’une homozygotie s’/s® au locus S associée a une
homozygotie s'/s' si celui-ci est effectivement situé & un autre locus. Une autre hypothése
serait que I’alléle s" existe mais ne serait pas situé au locus S.

En plus de la dominance incompléte des alléles permettant toutes les robes du pleinement
coloré au blanc complet, la diversité des robes pour un méme génotype au locus S suggere
fortement 1’existence d’autres loci modulateurs de la panachure (genes modificateurs).

Figure 22 : Phénotypes typiques des différentes homozygoties pour les alléles du locus
S décrits par (Schmutz et al., 2009)

Ces chiens sont représentatifs des phénotypes associés a une homozygotie au locus S. Le Pointer
allemand a poils longs serait S/S, le Berger des Shetland s'/s', le Cocker Spaniel s°/s’ et I’Epagneul
Japonais s"/s".
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Figure 23 : Diversité de I'extension de la panachure blanche (Site anglais de Royal
Canin)
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Ces types de coloration peuvent chacun correspondre a plusieurs génotypes. La panachure
irlandaise par exemple peut apparaitre pour chacun des génotypes suivants s'/s', S/s”, S/s". Pour les
deux derniers génotypes, on parle de panachure pseudo-irlandaise. Concrétement, si cette panachure
est due a [’homozygotie s'/S', le caractére sera fixé dans la race, comme c’est le cas du Basenji (Figure
24 A). Sinon, la panachure sera plus aléatoire comme chez le Boxer ou elle apparait pour le génotype
S/s" (Figure 24 B).

Figure 24 : Panachure irlandaise du Basenji et pseudo-irlandaise du Boxer
(production personnelle)

Géne MITF (Karlsson et al., 2007, Schumtz et al., 2009)

En 2007, Karlsson et son équipe développent un kit de marqueurs SNP destiné a la
recherche de geénes dans le génome du chien. Ils démontrent qu’avec un kit de 27 000
marqueurs SNP couvrant I’ensemble du génome du chien, avec un espacement homogene (87
kb + 103 kb), on peut localiser avec une bonne précision un polymorphisme responsable d’un
caractére phénotypique en utilisant seulement une dizaine de chiens porteurs de la mutation et
une dizaine de chiens contrdles. En utilisant d’abord des chiens d’une méme race, on localise
la mutation sur une région large, que I’on peut ensuite préciser en utilisant des chiens de races
différentes pour les marqueurs de la région critique.

C’est avec cette méthode qu’ils localisent en 2007 le locus S, la méme année que 1’équipe de
Leegwater et al. D’abord, ils utilisent leur kit de SNP sur 10 Boxers blancs (supposés s"/s") et
10 Boxers colorés (supposés S/S). Cela leur permet d’identifier une région de moins de 1 Mb
sur le chromosome 20, associée parfaitement au locus S, et contenant le gene MITF
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(microphtalmia-associated transcription factor), connus pour son action sur la coloration du
pelage chez la souris, et ses séquences regulatrices.

Le gene MITF code un facteur de transcription nécessaire a la régulation de la transcription de
nombreux genes dans plusieurs types de cellules: mastocytes, ostéoclastes, épithélium
pigmentaire de la rétine et mélanocytes. Il s’agit d’un géne composé de 9 exons, dont les
transcrits présentent une structure avec des motifs helice-boucle-hélice et glissiére a leucine
(bHLH-LZ). Il existe au moins six transcrits dus a un épissage alternatif en fonction des
différents tissus. Ces transcrits différent essentiellement par leur exon 1, ainsi que par
d’éventuelles insertions/délétions entre I’exon 5 et I’exon 6. Le transcrit MITF-M est
spécifique des mélanocytes (Schmutz et al., 2009).

Dans les mélanocytes, MITF active I’expression de nombreux acteurs de la mélanogénese :
TYR, TYRP1, TYRP2, SILV. Son expression est requise pour le développement, la migration et
la survie des mélanocytes. Chez la souris, les mutations déléteres affectant le gene MITF sont
responsables d’une absence de pigmentation plus ou moins étendue, ainsi que souvent une
microphtalmie (d’ou son nom microphtalmia-associated transcription factor) due a un défaut
de développement du RPE (retinal pigmented epithelium), et souvent une surdité précoce
et/ou un défaut de résorption osseuse (Schmutz et al., 2009). Chez le chien a I’inverse, il est
trés rare d’observer des microphtalmies sur des chiens blancs, mais 2 a 3 % d’entre eux sont
atteints de surdité (voir partie sur la surdité associée aux robes blanches), ce qui suggére que
ce ne serait pas le gene MITF qui serait touché mais plutdt la régulation de son expression
dans les mélanocytes uniquement. Ce geéne, qui s’exprime dans des types de cellules
différents et a périodes difféerentes du développement en fonction des cellules posséde en effet
de nombreux promoteurs spécifiques de chaque type cellulaire (Karlsson et al., 2007).

Insertion SINE en amont du géne MITF (Karlsson et al., 2007)

La région critique associée a I’alléle s” contenait un haplotype de 10 SNP, avec chacun un
allele homozygote chez les Boxer blancs et absent chez les Boxer colorés. Chez les Boxer
colorés, un haplotype dominait pour ces SNP, présents dans 78% des cas, mais il y avait
également d’autres haplotypes mineurs. Les Boxer dits « flash », c’est-a-dire a robe pie donc
supposés S/s", portaient I’haplotype blanc et I’haplotype dominant des colorés a I’état
hétérozygote. La région de 800 kb identifiée était donc celle porteuse de la mutation
responsable de s". Pour préciser la localisation de la mutation, selon le principe décrit, les
auteurs ont ensuite fait une étude interraciale en utilisant 127 chiens (Bull Terrier dont 16
entierement colorés, 16 pies et 34 blancs, et Boxer dont 23 entiérement colorés, 13 pies et 25
blancs). Ils les ont génotypes pour 115 SNP couvrant 4,6 Mb : 69 SNP se trouvaient dans la
région critique de 800kb, et 46 se trouvaient dans les régions accolées a celle-ci. L’analyse
des haplotypes associés aux différents phénotypes a permis de déterminer une région critique
de 102 kb.

L’équipe de Karlsson et al. (2007) a procédé ensuite au séquencgage de cette région de 102
kb chez un chien hétérozygote S/s". Ils détectérent 124 polymorphismes intervenant tous hors
de la séquence codante de MITF. Soixante dix huit de ces polymorphismes n’étaient pas
concordant avec le phénotype robe blanche (non homozygotes chez les chiens blancs ou non
absents chez les chiens colorés). La comparaison avec les séquences d’autres especes de
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Mammiferes et notamment celles montrant une forte conservation inter-espéces a conduit les
auteurs a s’intéresser a deux polymorphismes intervenant dans des régions conservées dans
les autres especes, tous deux situés en amont du site initial de transcription de MITF-M :

- une insertion SINE de 198 pb présente dans les deux alléles de tous les chiens blancs, 3

kb en amont du codon initial de MITF-M,

- un polymorphisme de longueur (Lp pour lenght polymorphism) dans le promoteur de

MITF-M (moins de 100 pb en amont).

L’insertion SINE était située 3026 pb en amont de MITF-M et 229 pb en aval de trois sites
de liaison du facteur de transcription lymphoid-enhansing factor (LEF1). Les sites de liaison
de LEF1 dans le promoteur de MITF sont présents a une localisation conservée chez
I’homme, la souris et le chien, en aval de I’insertion SINE. Leur position en amont de
I’insertion SINE n’a pas été retrouvée chez I’homme et la souris, elle est spécifique au chien.
Si le role de ces sites a la localisation spécifique chez le chien n’a pas été prouve, le role des
sites a la localisation commune chez le chien, I’homme et la souris a ét¢ démontré chez
I’lhomme comme favorisant 1’auto-activation de MITF. Il est donc possible que I’insertion
SINE perturbe un réle similaire pour les sites des facteurs LEF1 qui se trouvent en amont du
SINE.

Le polymorphisme de longueur Lp correspond a une séquence répétée de cytosine (C),
suivie de deux séquences répétées d’adénine (A) séparées par une paire de guanine (G). Le
polymorphisme réside dans la taille des séquences répétées C et A. Tous les Boxer blancs
possédaient le méme alléle de Lp dont la séquence était C120A¢G2A12, pour un total de 35
nucléotides. Tous les Bull Terrier blancs possédaient le méme allele de Lp : C11A10G2A 12,
pour un méme total de 35 nucléotides. A I’inverse, les chiens colorés de ces deux races
avaient un allele plus petit, faisant 31 nucléotides (Figure 25).

L’introduction dans 1’étude de chiens d’autres races dont deux pies (Springer Anglais, Fox
Terrier), deux a panachure irlandaise fixée (Basenji, Bouvier Bernois) et 12 sans panachure
blanche donnérent les résultats suivants (Figure 25) :

- les chiens blancs et pies (s" et sP) étaient porteurs de I’insertion SINE alors que les

chiens & panachure irlandaise et sans panachure (s' et S) ne 1’étaient pas,

- les chiens blancs, pies et a panachure irlandaise (s, s et s') portaient un alléle Lp plus
long (35 ou 36 nucléotides) que les chiens sans panachure (S) (29 a 32 nucléotides),

- le Dalmatien dénotait puisque qu’il était supposé porter des alleles s” mais bien qu’il
porte I’insertion SINE comme les chiens blancs, il avait un allele Lp court (32 pb) alors
que les chiens blancs avaient un alléle long. Cela suggére I’existence d’une mutation
propre au Dalmatien.
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Figure 25 : Alléles par race pour deux mutations candidates au locus S (Karlsson et
al., 2007)
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Ces résultats confirment que le locus S concerne le promoteur M de MITF et non le géne
MITF en lui-méme. De plus, moins de 2 % des chiens blancs sont sourds de facon bilatérale,
ce qui indique que méme lorsqu’elle ne suffit pas a la production de pigments, I’expression de
MITF est généralement suffisante pour qu’une migration limitée des mélanocytes (notamment
vers I’oreille interne) subsiste. D’autre part, les chiens qui ne sont pas totalement blancs ont
une couleur normale sur les zones colorées, ce qui indique que pour ces zones, MITF est
exprimé de facon normale, permettant le développement et la survie des mélanocytes. Une
mutation altérant le promoteur M durant les temps critiques du développement, notamment
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lors de la migration des mélanoblastes, expliquerait de telles observations. En effet, les
pigments disparaissent d’abord des régions embryonnaires a moins forte densité en
mélanoblastes (extrémités des pattes, de la queue, de la face) puis plus la perte de fonctions
des alléles S est importante, plus les zones de blanc s’étendent aux régions a plus forte densité
(du ventre aux zones dorsale, des extrémités aux zones proximales de la créte neurale, origine
des mélanoblastes). Les mutations sont donc fortement susceptibles de toucher la migration
et/ou la survie des mélanoblastes (en la limitant de plus en plus en fonction de 1’altération de
la régulation de MITF). Dans les mélanocytes matures, MITF s’exprime normalement puisque
la coloration est normale lorsqu’elle est présente. Ceci est cohérent avec une altération de la
régulation de I’expression de MITF-M, donc du promoteur M de MITF, puisqu’il est
nécessaire a la migration des mélanoblastes.

Concernant I’insertion SINE décrite par Karlsson et al. (2007), 315 des 324 chiens
génotypés par 1’équipe de Schmutz et al. (2009) présentaient un modele de transmission
codominant (hétérozygotie donnant le phénotype pseudo-irlandais - Tableau 15, Figure 26) ou
de récessivité des marques blanches (Tableau 16), et I’insertion SINE était parfaitement
associee a ceux-ci. Seulement neuf chiens étaient des exceptions, dont trois Berger Islandais.
Les auteurs suggeérérent que 1’insertion SINE pouvait donc étre recherchée de fagon utile dans
les 19 races ou la panachure blanche était récessive (Tableau 16) afin de déterminer les
individus hétérozygotes pour effectuer les croisements opportuns afin de sélectionner les
marques blanches ou au contraire les éliminer en fonction du désir de 1’éleveur. Notons que le

phénotype pseudo-irlandais n’intervient que chez certaines races, ou il y a codominance des
alléles (Tableau 15).

Tableau 15 : Génotypes de 79 chiens de race avec une transmission codominante des
marqgues blanches (Schmutz et al., 2009)

Breed del/del, ins/del, insfins,
or Minimal Pseudo-Irish Extreme
“type” spotting torso white  spotting white
Collie 4 12 3

Great Dane 137 77 7

9
1

Italian Greyhound
“Shetland Sheepdog” 1

(SN

LN =

del/del : absence du SINE, ins/del : présence du SINE a [’état hétérozygote, ins/ins : homozygotie pour
le SINE.

% Un Dogue Allemand de génotype del/del pour I’élément SINE avait un phénotype pseudo-irlandais.
Un autre de génotype ins/del avait un marquage blanc extréme.
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Figure 26 : lllustration des trois phénotypes pour les races ou il y a codominance de
I’alléle porteur de SINE (responsable du blanc) et d’un allele sans SINE (Schmutz et al.,
2009)

LA R 2.
del : alléle non porteur de l'insertion SINE ; ins : alléle porteur de l’insertion SINE
Chez les Berger des Shetland (ligne du bas) et chez les Lévrier Italien (ligne du haut), |’absence
d’insertion SINE entraine un marquage blanc trés limité. Au contraire, le portage homozygote de
Uinsertion SINE méne a une robe essentiellement blanche. L hétérozygotie mene a une panachure
pseudo-irlandaise ou [’extension du blanc est intermédiaire, sur un modéle de codominance, entre
[’alléle porteur de SINE et un allele non porteur de SINE.
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Tableau 16 : Génotypes des 151 chiens de race ou I’alléle porteur de SINE,
responsable des marques blanches, est récessif (Schmutz et al., 2009)

Term for
Breed or “type” del/del ins/del ins/ins spotted
American cocker spaniel 10 6 7 Particolor
Basset hound 0 1 2 Piebald
Border collie 10 8 1 Piebald
Cavalier King Charles spaniel 1 0 2 Blenheim/

tricolor
Chihuahua 0 2 2 Piebald
Chinese shar-pei 2 12 8 Flowered
English cocker spaniel 1 1 3 Particolor
French bulldog 1 12 5 Pied
“German shepherd” 2 4 2 Spotted
German Longhaired Pointer 0 1 3 -and-white
German Shorthaired Pointer () 0 4 -and-white
German Wirehaired Pointer 1 0 2 -and-white
Havanese 0 0 1 Piebald
Newfoundland 4 13 O Landseer
Poodle 1 0 3 Particolor
Portuguese water dog 4 2 0 Particolor
St Bernard 0 0 1 Piebald
*Yorkshire terrier” 0 0 2 Biewer
Whippet 0 1 2 Spotted

Les individus portant des marques blanches sont tous homozygotes ins/ins dans ces races. Les
chiens hétérozygotes ou ne portant aucun allele avec l'insertion SINE avait des marquages blancs trés
limités, voire inexistant. L’insertion SINE définirait donc un alléle responsable de panachure blanche,
récessive par rapport a un allele non porteur de SINE.

L’insertion SINE serait donc un marqueur de 1’alléle s” chez ces races. Les chiens ins/del
seraient alors S/s” et auraient en fonction des races un phénotype avec panachure blanche de
type pseudo-irlandaise (codominance) ou une panachure tres limité voire absente
(dominant/récessif). Les chiens a panachure irlandaise fixée, donc non compatible avec une
codominance, ne présentaient pas 1’insertion SINE. Cela est cohérent avec la supposition que
I’alléle s' responsable de la panachure irlandaise ne soit pas situé au locus S, ou qu’une autre
mutation en soit responsable.

Tous les chiens a robe essentiellement blanche dans cette étude étaient de génotype ins/ins.
Le Cocker qui représente 1’alléle s, était lui aussi homozygote ins/ins. Le Pointer Allemand a
poils longs, représentant 1’allele S, était hétérozygote ins/del. Le Berger des Shetland
représentant I’alléle s' navait pas I’insertion SINE. L’insertion SINE peut donc représenter un
marqueur pour identifier les chiens susceptibles de transmettre une panachure dans certaines
races, mais 1’association entre la présence de panachure et cette insertion est loin d’étre
parfaite.
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Un alléle déterminé par une combinaison de mutations et non par une unigue mutation
causale

L’étude de Korberg et al. (2014) vient apporter des réponses au fait qu’aucune des
mutations précédemment identifiées ne soit parfaitement associée a un alléle unique de S.

Ils reprirent 1’étude de quatre polymorphismes identifiés par Karlsson et al. (2007) par
comparaison des alléles S et s" d’un chien hétérozygote :

- D’insertion SINE 3 kb en amont de I’exon 1M de MITF (Figure 27 A), étudiée par

Karlsson et al. (2007), et également par Schmutz et al. (2009),

- le polymorphisme de longueur Lp (Figure 27 A), étudié par Karlsson et al. (2007),

- un SNP en amont de Lp, le SNP#21 ou le nucléotide peut étre A ou G, qui n’est pas
particulierement conservé chez les Mammiféres mais intervient trés proche d’une
région hautement conservée (Figure 27 A),

- une insertion/délétion de 12 pb dans I’exon 1B de MITF, exon qui était jusqu’a janvier
2014 considéré comme non transcrit chez les carnivores, mais dont la transcription a
maintenant été prouvée puisqu’un transcrit le comportant a été¢ trouvé dans un extrait
de sang et un de poumon de chien.

Afin d’éliminer les mutations qui ne peuvent étre responsables de panachure blanche parmi
celles-ci, ils les ont recherchées dans plusieurs populations de loups. Les loups ont en effet le
phénotype sauvage, c’est-a-dire une absence de panachure blanche. Celles-ci sont
probablement contre-sélectionnées par la nature du fait qu’elles diminuent les capacités de
camouflage. Cette étude a permis d’affirmer qu’aucune de ces mutations ne peut étre seule la
mutation causale d’un allele du locus S car toutes sont retrouvées dans au moins une
population de loup étudiée (sans panachure) (Tableau 17). D’autre part, aucune d’entre elles
ne présente une coségrégation parfaite avec le phénotype chez le chien. L’équipe suppose
donc que chaque alléle pourrait étre le résultat d’une combinaison de la présence ou de
I’absence de chacune de ces mutations ; combinaisons qui auraient un effet plus ou moins
marqué sur la régulation de la transcription de MITF-M.

Tableau 17 : Fréquences alléliques de trois mutations candidates du locus S chez des
loups de différentes origines géographiques (Korberg et al., 2014)

Geographicregion n  SINEL SNP#21%4= ExonlB_Del

Scandinavia 34 032 0 0.18
Belarus 4 030 0O 0
Russia 5 020 0O 0
Bulgaria 2 030 0 0
Spain 6 008 008 0
Ttaly 1 100 0 0
Canada 7 021 0.14 0

' Fréquence de I’alléle comportant I'insertion SINE.
2 L’alléle A du SNP#21 est associé a la présence de blanc dans le pelage, chez le chien.
ExonlB-Del : fréquence de la délétion de 12 pb dans I’exon 1B de MITF.
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Les chiens blancs présentent tous des alleles Lp longs, sauf le Dalmatien. Il existe une
variabilité¢ importante d’alleles Lp chez le loup, puisque 15 alléles ont été identifiés pour 17
loups génotypés. De facon inattendue, les alléles associés au blanc chez le chien sont
retrouvés chez le loup. A D’inverse, les alléles propres aux chiens sans marquage blanc
n’existent pas chez le loup (Tableau 18).

Une explication pourrait étre la forte sélection exercée sur ce locus :

d’abord, lors de la domestication, la sélection aurait privilégié fortement la présence de
blanc, qui distinguait le chien du loup. Cela peut expliquer la conservation des alléles
Lp du loup qui sont associés au blanc chez le chien,

ensuite, lors de la création des races, en fonction de celles-ci, le blanc était désiré ou
non par les éeleveurs. Dans certaines races, la présence de blanc était donc contre-
sélectionnée (par exemple, chez le Labrador ou la robe est voulue unie, sans blanc).
Les alléles Lp initialement conservés du loup étaient plutdt ceux rendant possible la
présence de blanc, avec la premiere phase de sélection, il a donc fallu sélectionner
contre ces alléles pour obtenir des chiens sans marquage blanc. Ceci pourrait expliquer
que les alleles Lp du chien non associés au blanc ne soient pas retrouvés chez le loup,
puisqu’ils ne faisaient pas partie du pool de sélection initial. Cela explique également
qu’il y ait moins d’alléles Lp courts que longs chez le chien, le polymorphisme des Lp
courts étant plus récent selon cette théorie.

Le polymorphisme Lp est un polymorphisme répété, il est donc sujet & une évolution
rapide puisque les erreurs de réplication de I’ADN sont fréquentes au sein de séquences
répétées.

Le fait que le loup porte des alléles Lp longs sans exprimer de blanc dans son pelage est en
faveur de I’existence d’interactions épistatiques avec d’autres polymorphismes absents chez le
loup, mais présents chez les chiens porteurs de blanc, que ce soit au locus S ou a d’autres loci
non identifiés. Il est cependant possible que les différents alleles Lp du loup contribuent a la
diversité de pelage observée chez ceux-ci, du gris sombre au gris presque blanc.
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Tableau 18 : Alleles du SINE et du Lp dans le promoteur de MITF-M chez des chiens

et des loups (Korberg et al., 2014)

Lp base composition

Colour SINE C A CA G A ;-‘1(1@;35 Population
Dogs Dog breed
Solid(S) - O - - 7 2 11 29A Yorkshire Terrier:
10 - - 8§ 2 11 31A Varioussolid dogst=
M- - 9 11 324 GnlclenRetriE‘.'er.Keeshond-]
Iish(s) - 13 - - 8 2 12 35C Basenjit
14 - - 8 12 36B  Basenjit
14 - - 8§ 2 11 35D Bernese Mountain Dog=
Piebald () + 11 - 10 12 35B  English Springer S[:rﬁ.nif.-ll
12 - - 10 2 12 36A English Springer Spaniel
Whites?") =+ 11 - - 7 2 12 3B Dalmatiant2 1 OF 1orer
2- -0 12 35A Boxer=
11 - - 10 2 12 35B Bull Terrier:
Wolves Wolf origin
Wild-type -+ 10 - - 7 11 30A Scantlm.*{‘.'ia;
= 11 - 7 12 3B Belarus. Stﬂndﬂlﬂ‘.'iﬂ;
- 7 119 2 13 33A  Scandinavia-
— 7 11 102 13 34A  Scandinavia USAZ
= 11 - - 102 12 3B Scandinavia-
— 7 11102 14 35E  Scandinavia®
- 7 19 11 31B  Belams=
- 10 - - 8 2 12 3C  Belams
- 7 119 2 12 32D  Spain Belarus®
- 11 - -8 2 11 32E  Spain®
- 1. -8 12 4B Spain?
- 4 -8 11 35D  Belarus=
- 6 1 38 2 12 3F  Camada
< 12- -0 2 12 35A  Camada
+ 12- -7 2 12333B UsA?

Les alléles Lp sont nommés en fonction de

loups.

leur nombre de nucléotides. Ceux ayant la méme
longueur sont identifiés par des lettres majuscules. Ceux en gras sont ceux communs aux chiens et aux

1 Déterminé par séquencage direct, Karlsson et al. (2007)
Z Alléle ayant la plus forte prévalence aprés clonage de produits PCR, Korberg et al. (2014). Un

chien par race et par phénotype a été séquence.
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L’¢équipe a évalué P’activité du promoteur de MITF-M en construisant un montage de
différents promoteurs (Figure 27 B et C) comportant ou non I’insertion SINE, un Lp long ou
court et le SNP#21 A ou G avec le gene de la luciférase, ce qui permet d’évaluer le niveau de
transcription permis par le promoteur, par luminescence. La valeur de RLU (Related
Luciferase Units) est révélatrice du niveau de transcription permis par le promoteur utilise.

Le niveau de transcription n’était pas affecté par 1’allele du SNP#21.

L’insertion SINE réduisait significativement le niveau de transcription (différences

significatives de RLU pour les promoteurs 1 et 3, et 2 et 4 sur Figure 27 B). La délétion de la
séquence portant I’insertion SINE augmentait le niveau de transcription (différences
significatives de RLU pour les promoteurs 3 et 5, et 4 et 6 sur Figure 27 B), ce qui prouve que
cette région fait en effet partie du promoteur de MITF-M, bien qu’elle soit éloignée de 1’exon
1M, et pourrait comporter des éléments modulateurs négatifs méme en I’absence de SINE.
L’insertion SINE était présente avec une distribution large dans les populations de loups
étudiées (Tableau 17), ce qui prouve que c’est un polymorphisme ancestral. Chez le chien,
cette insertion présente une trés forte association avec les alléles s" et s, et est rare ou absente
dans les alléles s' et S. La diminution du niveau de transcription de MITF-M observée dans
cette étude lors de la présence de SINE peut expliquer une action d’extension de blanc.
Cependant, bien que significative, la diminution de la transcription reste faible. On peut donc
supposer que le SINE est un ¢lément inactivateur faible, appuyant I’action d’un autre élément
inactivateur, comme un Lp long, également associé aux alléles s” et s". Le mécanisme
d’action de I’insertion SINE est non connu. Une hypothéese est que, 1’élément SINE étant une
cible de méthylation, cette méthylation pourrait affecter le contréle de la transcription de
MITF-M.
En effet, un allele Lp long (Lp White sur la Figure 27) réduit aussi significativement le niveau
de transcription par rapport a un alléle Lp court (Lp Solid sur la Figure 27) (différences
significatives de RLU pour les promoteurs 1 et 2, 3 et 4, et 5 et 6 sur Figure 27 B et sur Figure
27 C1). L’effet des variations de Lp est bien plus marqué que 1’effet de SINE.

Les facteurs de transcription LEF1, SOX10 et PAXS3 interagissent avec le promoteur de
MITF pour activer la transcription de MITF-M. Leurs sites de liaison au promoteur sont
représentés sur la Figure 27 C. Les sites de liaison de SOX10 et LEF1 sont situés en amont du
polymorphisme Lp. PAX3 possede deux sites de liaison dont un également en amont de Lp et
un autre entre Lp et la boite TATA du promoteur de MITF-M.

Les montages réalisés dans 1I’é¢tude de Korberg et al. (2014) ont montré que la délétion des
sites de liaison de SOX10, LEF1 et PAX3 en amont du Lp avait un effet extrémement
délétére sur le niveau de transcription du géne (différences trés importantes, significatives, de
RLU pour les promoteurs 1 et 2, et 1 et 3 sur Figure 27 C). Cela prouve une fois de plus la
nécessité de la conservation de sites de liaison fonctionnels pour ces facteurs pour assurer un
niveau de transcription suffisant de MITF-M. Pour les promoteurs porteurs de la totalité de la
région ou se situe ces sites de liaison (Figure 27 C1), la présence d’un Lp long (White)
diminue significativement le niveau de transcription par rapport a un Lp court (Solid). A
I’inverse, il n’y avait pas de différence significative de niveau de transcription Lp long/Lp
court si les sites de liaison des facteurs SOX10, PAX3 et LEF1 en amont du Lp n’étaient pas
inclus dans le montage (Figure 27 C2 et C3). Cela prouve que la longueur du Lp n’a pas
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d’action directe sur la transcription mais agit sur la modulation de liaison des différents
facteurs de transcription agissant sur le promoteur.

Entre les alléles s" et S du Boxer, Karlsson et al. (2007) ont observé une différence de
quatre nucléotides. Cela correspond a un demi-tour d’hélice d’ADN. Ainsi, les facteurs de
transcription en amont du Lp, situé d’un coté de I’ADN avec un Lp court se retrouvent sur la
face opposé de I’ADN avec un Lp long. De précédentes études ont montré que la transcription
peut étre affectée de fagon marquée quand des €léments cruciaux d’un promoteur de geéne sont
modifiés d’un demi-tour d’ADN, puisque cela diminue les interactions fonctionnelles entre
ces ¢léments. Il est fort probable que 1’augmentation de longueur du Lp soit a 1’origine d’une
perturbation des interactions entre les différents éléments du promoteur de MITF-M (dont les
sites de liaison de SOX10, PAX3 et LEF1), ce qui expliquerait I’effet négatif sur la
transcription des alléles Lp longs.

L’¢lément SINE et un Lp long ont tous les deux pour effet une diminution de la
transcription de MITF-M. Quand les deux mutations sont présentes, leurs effets s’additionnent
et la diminution de transcription est tres marquée. Ceci est cohérent avec les observations
faites par Karlsson et al. (2007) :

- les deux mutations sont fortement associées aux alléles sP et s* (blanc développé),
I’alléle ', responsable d’une extension limitée de blanc, ne porte que la mutation Lp
long, pas I’insertion SINE,

- Talléle S, responsable d’une absence de panachure blanche, ne porte aucune de ces
mutations.

Les variations dans le niveau d’expression de MITF-M induites par les mutations

pourraient donc expliquer 1’extension des zones blanches.
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Figure 27 : Localisation de trois mutations du promoteur de MITF-M et effets sur sa
transcription (Korberg et al., 2014)
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A : localisation des trois mutations Lp long, SNP#21 et SINE parallelement au niveau de
conservation chez les vertébreés et au potentiel de régulation du géne MITF-M

B : schématisation des différents promoteurs construits pour [’évaluation de [’activité du
promoteur par mesure de RLU (Related Luciferase Units).

C : schématisation d’autres promoteurs construits pour [’évaluation des effets de la variation de
Lp sur la transcription, par rapport aux modifications des sites de liaison des facteurs de transcription
SOX10, PAX3 et LEF1.
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Enfin, I’équipe de Korberg et al. (2014) a évalué I’effet de la délétion de 12 pb dans I’exon
1B décrite par Karlsson et al. (2007). Cette mutation n’avait pas été considérée comme une
bonne candidate comme mutation causale des alléles du locus S car jusqu’a janvier 2014, car
I’exon 1B était supposé non transcrit chez les carnivores. En janvier 2014, un transcrit de cet
exon a cependant été trouveé dans un extrait de sang, ainsi que dans un extrait de poumon de
chien. Cela signifie qu’il est susceptible d’étre transcrit au stade embryonnaire du
développement des mélanocytes (ce qui est difficilement évaluable du fait des problémes
éthiques des études sur les embryons de chien). Cette délétion est associée a la présence de
marquages blancs chez le chien. Elle est fixée chez les chiens blancs et pies, et est rare ou
absente chez les chiens sans marquages blancs ou a panachure irlandaise. Elle est également
tres peu fréquente chez le loup, ou on ne la retrouve que dans la population scandinave dans
cette étude. Puisqu’elle intervient dans la région codante de MITF, elle pourrait affecter sa
fonction durant le développement des mélanocytes, si I’exon 1B est effectivement transcrit
lors du développement embryonnaire.

Cette étude apporte donc une grande contribution a la compréhension des mutations
affectant le locus S. Elle met en évidence le fait que les différents alléles résultent
probablement de combinaisons variables de mutations, et non de mutations isolées.
Contrairement a ce qui était avanceé par CC. Little (1957), avec les quatre mutations étudiées
ici il est possible que les diverses combinaisons aboutissent a plus de quatre alléles au locus S,
et déterminent la diversité du patron et de ’extension des marquages blancs des robes du
chien. En plus de cela, il n’est toujours pas exclu que d’autres loci puissent intervenir.

La encore, il n’y a pas de différence observée entre les alleles s” et s" donc I’hypothése
selon laquelle Ialléle s" n’existerait pas et que la robe essentiellement blanche serait due a

une homozygotie sP/s” amplifiée par I’action d’un ou plusieurs autres loci reste plausible.

Le Tableau 19 résume les mécanismes moléculaires concernant le locus S.
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Tableau 19 :

Résumé des mécanismes moléculaires concernant le locus S du chien

Locus S
Géne MITF
. Facteur de transcription microphtalmia-associated transcription factor
Produit .
(MITF) dans les mélanocytes
Role Migration, survie et développement des mélanocytes
. s w
Alléles (par \ . S
ordre de S allele qui s alléle dont I’existence
dominance) pourrait etre a est remise en question
un autre locus
- robe essentiellement
- panachure | blanche si s"/s"
blanche (pourrait aussi
- panachure | développée correspondre a un
irlandaise si s'/s'| (>50%) si s’/ | génotype s'/s' et sP/ sP
) absence de P C N
Phénotype S Si s estun allele d’un
panachure blanche
- panachure autre locus)
limitée si S/s' |- panachure - panachure plus
plus limitée si | limitée si
sP/S ou sP/s' hétérozygotie avec un
autre alléle
- Combinaison de mutations dont :
Combinaison ,
. - Lp long ~200 pb en amont de 1’exon
de mutations
Mutation dont Lp long M
- insertion SINE ~ 3 kb en amont de
responsable ~200 pb en P
amont de 1’exon exon M .
M - possiblement, delétion de 12 pb dans
exon 1B
Expression de
MITF-M Diminution de | Diminution de | ,_/\tération plus
permettant ; : \ : importante que pour
. . . | Pexpression de | ’expression LS
Action migration, survie I’allele s
\ MITF-M de MITF-M o
et développement limitee Mportante Ou association de
des mélanoblastes P leffet de s” et de s'
et mélanocytes
3.2. Géne KIT et panachure blanche

Robe panachée du Berger Allemand — Insertion (Wong et al., 2013)

Le géne KIT code le récepteur a activité tyrosinase kinase KIT qui, lorsqu’il est activé,
stimule la prolifération, la survie et la migration des mélanoblastes via la voie des MAP-
kinases, notamment par I’augmentation de 1I’expression du gene MITF. Il est impliqué dans la
détermination de la panachure blanche chez plusieurs espéces domestiques, dont le chat chez
qui il cause la robe blanche dominante et la panachure (voir deuxiéme partie). Chez le chien,
jusqu’en 2013, aucune mutation phénotypiquement visible de ce géne n’avait été découverte.
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L’étude de Wong et al. (2013) s’est intéressée a la robe panachée apparue spontanément
dans un pédigree de 135 Bergers Allemands développé par des éleveurs souhaitant propager
ce phénotype. Chez ces chiens, des marques blanches sont présentes sur la face, 1’abdomen
ventral et les extrémités des pattes et de la queue (Figure 28). Dans ce pédigrée, la panachure
est apparue pour la premiére fois chez une femelle née de parents de phénotype sauvage, puis
s’est propagée sur un mode autosomique dominant dans la descendance.

Figure 28 : Phénotype panaché du Berger Allemand (Wong et al., 2013)

(@) Berger allemand a robe classique (la petite marque blanche sur le poitrail n’est pas due & une mutation
de KIT) ; (b) et (c) : Deux Bergers Allemands panachés de blanc ; (d), (e) et (f) : panachure caractéristique (liste
sur le chanfrein, museau, poitrail, abdomen ventral, extrémités des pattes et de la queue). Ces images montrent
la variabilité des panachures dues a la mutation dans KIT.

Une étude de liaison par I’utilisation de 143 marqueurs chez 95 chiens de ce pédigrée a
permis de localiser la région associée a la panachure, sur le chromosome CFA13. L’affinage
de cette région avec 10 marqueurs supplémentaires a permis de déterminer le locus associé,
qui portait le gene KIT. Le séquengage des exons de ce géne a permis d’identifier la mutation
responsable de la présence de panachure : une insertion d’une paire de base (adénine en
position 70) dans I’exon 2 du géne KIT était parfaitement associée au phénotype panaché et a
¢été trouvée chez la femelle fondatrice de ce pédigrée, mais pas chez ses parents. C’est donc
une mutation nouvelle apparue chez cette femelle, et transmise aux descendants sur un mode
autosomique dominant.

Cette insertion d’une paire de bases dans le codon 47 du geéne KIT décale le cadre de
lecture. Cela entraine I’apparition d’un codon stop prématuré en position 57. Ainsi, plus de
96% de la protéine sont tronqués (seulement 55 acides aminés conservés sur les 974 que
compte la protéine normale). Cela est trés probablement a 1’origine d’une perte de fonction
totale du récepteur KIT.
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Comme chez d’autres especes, I’homozygotie pour un alléle non fonctionnel de KIT est
létal et les embryons homozygotes meurent précocement, ce qui prouve 1I’importance de KIT
dans le développement. Quand 1’alléle non fonctionnel est associ¢ a un alléle fonctionnel
(hétérozygotie, cas de tous les individus panachés de ce pédigrée), le taux de KIT fonctionnel
est insuffisant pour maintenir la prolifération, la migration et la survie de tous les
mélanoblastes, d’ou I’existence de zones sans mélanocytes blanches (panachure).

Contrairement a ce qui a été observé chez la souris, il n’y avait pas d’effet autre de
I’hétérozygotie pour I’allele muté non fonctionnel chez le chien, tels que la surdité, I’anémie,
une déficience immunitaire, 1’infertilité ou un défaut de mémoire.

Robe panachée chez le Brague de Weimar — Délétion (Gerding et al., 2013)

Chez le Braque de Weimar, la robe typique est la robe beige, par I’action de 1’alléle d
(dilution) du locus D sur une robe unie chocolat, due au génotype b/b (couleur brune de
I’eumélanine) au locus B, plus ou moins claire. Le beige clair typique du Braque de Weimar
doit tendre vers une couleur grisée (standard de la race). Gerding et al. (2013) ont étudié une
robe apparaissant exceptionnellement dans la race : robe panachée avec une liste blanche sur
la téte pouvant s’étendre vers 1’arriére, des zones ventrales blanches (abdomen et pattes) et
une couleur de base beige tres claire (Figure 29). Cette robe n’est pas acceptée par le standard
de la race en France et en Allemagne.

Figure 29 : Phénotype panaché de blanc exceptionnel du Braque de Weimar (Gerding
etal., 2013)

Les images A, B, C et D montrent un chiot Braque de Weimar présentant la robe panachée
exceptionnelle dans cette race, a six et sept semaines. La comparaison avec les autres individus de la
portée, & robe typique du Braque de Weimar, sur l'image D met en évidence [’éclaircissement global
de la robe, en plus de la panachure sur la téte et les pattes. Sur le chien adulte (image E), la
panachure est clairement délimitée : museau blanc, liste sur la téte, poitrail et tour de nuque, pattes
antérieures et extrémités des pattes postérieurs.
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Les genes associés aux panachures chez le chien, MITF et SILV ont été séquencés chez les
parents de cette femelle panachée ainsi que chez les autres individus de la portée. Aucune
mutation n’a été identifiée dans les régions codantes de ces genes. Par contre, une délétion de
trois paires de bases dans I’exon 13 du geéne KIT, entrainant la délétion de la leucine 654
(Leu654del) dans le récepteur KIT codé par ce gene, était présente dans un allele de la
chienne panachée, et absente chez les autres chiens (2 parents et 2 individus de la méme
portée).

Cette mutation affecte le domaine tyrosine kinase 1 du récepteur KIT, ce qui a de grandes
chances d’altérer la fonction tyrosine kinase. L’altération du site actif permettant I’activation
de la voie MAP-kinases est trés probablement a 1’origine d’une perte de fonction de KIT,
résultant en 1’absence de mélanocyte dans les zones panachées de cette chienne, et en la
diminution de la mélanogénése entrainant une couleur tres claire dans les zones colorées.

Si cette mutation est a ce jour unique chez cet animal, elle souligne I’importance de KIT
dans la détermination de la panachure blanche, qui comme nous I’avons vu, sont en partie
déterminée par le facteur de transcription MITF dont I’expression est augmentée par
I’activation de KIT.

Le Tableau 20 résume les deux mutations du géne KIT du chien et leurs effets.

Tableau 20 : Résumé des mutations du gene KIT du chien

Panachure blanche exceptionnelle

Géne KIT
Rrotelne Récepteur KIT & activité tyrosinase kinase
codée
Role Activation de la voie MAP-kinases
\ Berger allemand Braque de Weimar
Alléles . . sauvage
panaché panaché
. , . Robe panaghee, Absence de blanc dans
Phénotypes Robe panachée dilution marquée des 2 robe
zones colorées
. Insertion d’1 pb dans A
Mutations Délétion
=>
responsables exon 2 => codon stop Leu654del

prématuré

Plus de 96% des
acides aminés de KIT

Augmentation de
I’activité de MITF par la
Action sont trc_)nques — Rerte de de KIT — Perte de voie MAP-,klnases —
fonction complete du . Survie des mélanoblastes

. fonction .

récepteur KIT embryonnaires

Altération d’un
site tyrosine kinase
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4. Résumé des mécanismes moléculaires impligués dans la couleur des robes de chien

L’Annexe 2 résume les loci pour lesquels les genes et alleles impliqués dans la coloration
du pelage du chien ont été identifiés. L’ Annexe 3 résume les types de mutations causales de
ces différents alléles.

Il reste de nombreux loci non encore élucidés a 1’échelle moléculaire. Nous pourrions citer
par exemple la variation de l’intensité de la phéomélanine (locus 1), le grisonnement
progressif du pelage dans certaines races (locus G), ainsi que le repeuplement des zones
blanches par les mélanocytes pour les loci T (Ticking) et R (Roan).

73



74



DEUXIEME PARTIE

GENES ET MUTATIONS IMPLIQUES DANS LA COULEUR
DE LA ROBE CHEZ LE CHAT

1. Geénes et alléles déterminant la répartition des deux types de pigments

1.1. Gene ASIP - Locus A (Agouti)

Détails des alléles et phénotypes associés

Le locus A posséde deux alléles chez le chat :

A : alléle sauvage, dominant, responsable de la présence de poils agoutis zonés (bande(s)
phéomélanique(s) sur fond eumélanique) (Figure 24). Contrairement a ce qui est observé chez
le chien, ces poils concernent 1’ensemble du pelage si la production de phéomélanine est
possible, hormis les marques foncées (voir loci déterminant les patrons des robes) et les
marques blanches (voir locus W). Cet allele permet I’expression des patrons tabby.

a : poils non agoutis. Ces poils sont entierement colorés par 1’eumélanine noire ou brune,
plus ou moins diluée (Figure 30). Les marques foncées ne sont pas visibles sur un tel pelage ;
le locus A est donc épistatique sur les loci les gouvernant.

Figure 30 : Poils agouti et unis (production personnelle)

o - Génotype A~ Anoty
El‘i‘%lr%lnaélme nowe P Eur{)lélam'ne foire Génotype a/a
ou brune
Phéomeélanine
.
Poil agouti }f’ooriéss: narques Poil agouti Poil des marques
mutant foncées (tnarques non
Phénotype de robe visibles)

Phénotype de robe

Tabby (dit agouti) Uniforme (dit non agouti)

4 patrons tabby gérés par au moins 2 génes
spécifiques (cf. 3.2. p.92)

Géne ASIP (Agouti Signaling Protein) (Eizirik et al., 2003)

Le gene du locus A a été identifié par Eizirik et al. en 2003. Ils s’intéressérent au pelage
noir des félideés. Chez le chat, ce pelage ou la phéomélanine est absente est transmis de
maniere autosomique récessive. Par analogie avec les autres Mammiferes, ils suspecterent le
géne ASIP comme candidat pour le noir récessif du chat. ASIP a été cartographié sur le
chromosome A3 félin. Ils effectuerent ensuite une analyse de liaison dans un pédigrée de 89
chats entre les alleles d’ASIP, identifiés par trois marqueurs microsatellites, et le phénotype
noir. Cette analyse révéla une ségrégation compléte des alleles d’ASIP avec le phénotype,
confirmant la transmission récessive et I’implication du géne ASIP au locus A.
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Comme nous I’avons vu, ce géne code la protéine ASIP responsable d’un blocage de
MCI1R aboutissant & la production de phéomeélanine. Une mutation de ce géne a pour effet,
comme pour I’allele a du chien, d’empécher 1’inactivation de MC1R et donc la production de
phéomélanine si elle est portée a 1’état homozygote. De fagon concréte, chez 1’homozygote
mutant, tous les poils agoutis sont remplacés par des poils mutants « non agoutis », non zonés
et exclusivement eumélaniques.

Alléle a — Mutation A2 (Eizirik et al., 2003)

Apres avoir cartographié et cloné le géne ASIP chez le chat, les auteurs procéderent a son

séquencage chez plusieurs chats domestiques noirs (eumélaniques complets) ou non noirs
(plus exactement non agoutis ou agoutis/tabby). Cela permis d’identifier une délétion de 2 pb
(nucléotides 123 et 124) chez les chats noirs.
Dans le pédigrée de 89 chats, la mutation était parfaitement associée a la robe eumélanique, et
conforme au mode de transmission récessif. Le génotypage de 83 chats non liés, collectés a
travers le monde, a confirmé que les chats noirs (N=57) étaient tous homozygotes pour la
mutation A2, alors que les chats agoutis/tabby (N=26) portaient au moins un alléle sauvage A
non muté. L’association était donc parfaite entre le phénotype et le génotype.

La délétion de 2 pb entraine un décalage du cadre de lecture. Ce décalage modifie
complétement la séquence d’acides aminés d’ASIP aprés le 40°™ acide aminé, entrafnant un
codon stop qui tronque la protéine au résidu 99. Cela supprime le domaine C-terminal d’ASIP
qui comporte son site actif. Il est donc trés probable que I’homozygotie pour la mutation A2
empéche la production d’une protéine ASIP fonctionnelle, ce qui empéche I’inactivation
« cycle pilaire » dépendante de MC1R, aboutissant aux poils zonés agoutis. C’est pourquoi les
chats a/a ont des poils entierement eumélaniques, unis.

Alléle A™° du charcoal du Bengal (Gershony et al., 2014)

Le Bengal est issu d’un programme d’hybridation entre le chat domestique et le chat
Iéopard du Bengal ou asiatique (Prionailurus bengalensis). Dans cette race, la robe charcoal
(ou charbon de bois) apparait de fagon rare. Il s’agit d’une robe plus eumélanique qu’attendu
(Figure 31).
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Figure 31 : Robes du Bengal (Gershony et al., 2014)

. A e X
(a) robe charcoal sur un fond silver tabby (dépourvue de phéomélanine); (b) robe charcoal sur un
fond colorpoint tabby, (c) robe charcoal sur un fond brown spotted tabby. Notez le masque foncé sur
la face ainsi que la cape foncée sur les parties dorsales, comparé a une robe non-charcoal sur les
mémes fonds de robe en (d) silver tabby, (e) colourpoint et (f) brown tabby avec rosettes.

Plusieurs mutations associées a cette robe ont été découvertes par le séquencage du géne
ASIP chez des chats domestiques, des Bengals et des chats léopards asiatiques. Vingt-sept
variants ont été identifiés puis recherchés chez des Bengals. Entre le chat domestique et le
chat léopard asiatique, la séquence codante d’ASIP comportait quatre SNP synonymes et
quatre SNP non synonymes dans les exons, ainsi que 19 polymorphismes dans les introns,
dont une delétion de 42 pb dans I’intron 4, distinguant ainsi un allele propre au chat Iéopard
asiatique nommé A™. Cinquante-six des 64 chats charcoal étaient hétérozygotes pour ’alléle
AP® du géne ASIP du chat léopard asiatique et portaient également I’alléle non-agouti a du
chat domestique. Vingt-quatre Bengals avaient une mutation unique dans I’exon 2, non
identifiée chez le chat léopard asiatique ou chez le chat domestique, déterminant un autre
alléle : I"alléle A> dont le rdle reste & ce jour inconnu.

Ces résultats suggérent que le portage hétérozygote d’un alléle A™ avec lalléle a
(génotype A/a) influence les marques du Bengal, produisant un pelage plus sombre, pas
complétement eumélanique appelé charcoal par les éleveurs.

Un test génétique permettant de détecter 1’alléle A™ (ainsi que alléle A? dont le role n’est
pas compris mais qui constitue un allele supplémentaire au locus A du Bengal) a été
développé.

Le Tableau 21 résume les mécanismes moléculaires impliqués dans le locus A du chat.
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Tableau 21 : Résumé des mécanismes moléculaires impliqués dans le locus A du chat

Locus A
Geéne ASIP ou Agoulti
Protéine codée Agouti Signaling Protein (ASIP) ou Agouti
Role Ligand inhibiteur de MC1R
Alléles A (alléle sauvage) A" a
Présence de poils agoutis
Expression des patrons tabb Poils unis
Phénotype (IOEi TietTa) pgssible (p0i|>S/ Robe charc?al_du Pas d’expression des
agoutis entre les marques Benga patrons tabby
foncées des patrons)
Allele propre au
Mutation chat léopard du 1t
responsable Bengalp(chat Delétion de 2 pb
sauvage)
Abolition de
Inhibition « cycle pilaire » I’inhibition de MC1R
Action dépendante de MC1R dans les Non connue car protéine ASIP
zones agoutis tronquée non
fonctionnelle

1.2.  Gene MCIR - Locus E (Extension) (Peterschmitt et al., 2009)

Couleur ambre

La couleur ambre a été decrite officiellement chez le chat Norvégien en 1992, jamais dans
d’autres races. Cette couleur est apparue sur la chatte Klgfterhagens Babuschka, née en
Norvége en 1981. Tous les chats a robe ambre de la race Norvégien descendent de cette
femelle.

L’étude des pédigrées des familles de chats ou la robe ambre apparait a montré que :

- le croisement de chats non-ambre peut générer des chatons ambre,

- le croisement de chats ambre ne produit que des chatons ambre,

- il n’y a pas d’association entre le genre des chatons et la fréquence de la couleur ambre.

La couleur ambre est donc un caractere autosomique récessif.

Détails des alléles et phénotypes associés

Le locus E est celui qui est associé a la couleur ambre, depuis que les bases génétiques de
cette couleur ont été identifiées, avec les alléles suivants :

E : allele sauvage, dominant ; production d’eumélanine stable au cours de la vie du chat.

e : la production d’eumélanine décroit lors de la croissance du chat et abouti a la robe
ambre a I’age adulte en cas d’homozygotie (Figure 32).
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Figure 32 : Evolution de la robe ambre du Norvégien, de la naissance a I'age adulte
(Abitbol, 2012)

Noter [’effacement progressif de [’eumélanine dans la robe du chat.

Si I’allele A est présent au locus A, des poils agoutis sont présents a la naissance, autorisant
I’expression des patrons déterminés par les loci Ta et Ti. Progressivement, la production
d’eumélanine baisse et I’eumélanine des poils unis des zones foncées ainsi que celle des poils
agoutis sont remplacées par un pigment abricot. Les patrons disparaissent alors puisque le
contraste entre les poils agouti et les poils unis n’est quasiment plus visible (Figure 33A).

Si les chatons sont initialement unis, c¢’est-a-dire de génotype a/a, les poils eumélaniques
constituant I’ensemble du pelage s’éclaircissent aussi progressivement, aboutissant a une robe
abricot a I’age adulte (Figure 33 B ; Figure 34 d). Un patron tabby dit « fantdme » peut étre
visible (Figure 34 c).
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Figure 33 : Evolution de la coloration des poils des chats ambre tabby (A) et unis (B)

(production personnelle)

Poil agouti entre
les marquages des
patrons tabbies

noire

Phéomélanine

Eumélanine

Poil uni des
marquages des
patrons tabbies

A

Chatons 4/-

Remplacement
progressif de
l'eumélanine par |
pigment abricot

Pigment
abricot

Patrons ' tabbies
quasiment effacés

B

Poil uni des
chats a/a

Eumélanine
noire

Chatons a/a

Remplacement
progressif de
I'eumélanine par le
pigment abricot

Adultes 4/-

Adultes a/a

Les coussinets et la truffe ne sont pas affectés par le locus E puisque les adultes ambre ont
tous la truffe et les coussinets foncés, a moins que des marquages blancs déterminés au locus
S ne se trouvent dans ces zones (Figure 34 b). La production d’eumélanine persiste donc dans

CeS Zones.
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Figure 34 : Photographies illustrant la variabilité des robes ambres chez le Norvégien
(Peterschmitt et al., 2009)

et

., L D
a : Portée de chatons ambres de quatre semaines. Le patron tabby classique (ou blotched) est bien
visible a cet age. Les trois chatons bien colorés sont dits amber blotched tabby. Quatre des chatons
portent en plus le génotype d/d au locus D entrainant une dilution de la pigmentation (robe light
amber blotched tabby).

b: A 16 mois, les pigments noirs de la robe amber blotched tabby ont quasiment disparu. Cette
femelle a un pelage globalement abricot méme si le patron tabby se distingue encore. De rares poils
noirs subsistent sur la queue. Sa truffe et ses coussinets sont blancs a cause des marques blanches.

¢ : Patron tabby « fantéme » visible sur un chaton de huit semaines uni ambre (a/a e/e). La truffe et
les coussinets sont fonces.

d: Chat uni ambre de neuf mois. L effacement de I’eumélanine est en cours et le pelage devient
progressivement abricot. La truffe et les coussinets restent foncés.

e : Femelle ambre de 10 mois née tabby (mackerel) et silver (effacement de la phéomélanine). Le
patron tabby tigré n’est plus visible.

f : Femelle ambre écaille de tortue silver & huit semaines. La différenciation entre les zones rousses
(patte antérieure gauche) et les zones ambre (foncées) est facile.

g : Femelle ambre écaille de tortue silver adulte (un an). La différenciation des zones rousse et des
zones ambre est trés difficile une fois adulte.

Geéne MCI1R

L’équipe d’Eizirik et al. (2003) a cartographié le géne MCI1R sur le génome du chat
domestique au chromosome E2.

L’équipe de Petterschmitt et al. (2009) a caractérisé 1’all¢le e responsable de la robe ambre.
La couleur ambre résulte d’une altération de la production d’eumélanine au cours du temps et
est récessive. De plus, comme chez le chien e/e fauve récessif a cause d’une mutation du géne
MCI1R, seuls les mélanocytes folliculaires sont affectés et non les mélanocytes épidermiques
puisque la truffe et les coussinets restent pigmentés. Le géne MCIR était donc un bon
candidat pour le déterminisme de cette couleur. Petterschmitt et al. procédérent donc au
séquencage de la région codante de MC1R chez trois chats au phénotype sauvage (deux
Norvégien et un Européen), 12 Norvégien ambre, trois Norvégien porteurs d’ambre et un
Sibérien doré. Deux SNP furent détectés: un SNP ne changeant pas la séquence d’acides
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aminés de MC1R (c.804T>C) et un SNP ou la guanine 250 de I’alléle sauvage est remplacée
par une adénosine (c.250G>A), ce qui aboutit au remplacement de 1’acide aspartique 84 par
une asparagine (Asp84Asn). La mutation c.250G>A était présente uniquement chez les chats
ambres et porteurs d’ambre.

Alléle e — Mutation G250A ou Asp84Asn (Petterschmitt et al., 2009)

Le génotypage de 56 chats supplémentaires a confirmé que tous les chats ambre étaient
homozygotes A/A et tous les porteurs d’ambre étaient hétérozygotes G/A. L’alléle A du SNP
€.250G>A était donc en parfaite association avec 1’alléle e.

L’acide aspartique 84 de MCI1R est hautement conservé chez les animaux. Chez I’humain,
une mutation aboutissant au remplacement de 1’acide aspartique 84 par un acide glutamique
(Asp84Glu) a été associée a la couleur rousse des cheveux et elle entraine in vitro une légeére
diminution de la capacité de liaison de 1’a-MSH sur le récepteur MC1R et une forte
diminution de la réponse a cette liaison puisque le récepteur MC1R muté entraine une réponse
au maximum de 15% de la réponse du MC1R sauvage. La mutation Asp84Asn du chat, qui
est semblable, a donc une forte probabilité d’altérer la fonction de MC1R.

Le Tableau 22 résume les mécanismes moléculaires impliqués dans le locus E du chat.

Tableau 22 : Résumé des mécanismes moléculaires impliqués dans le locus E du chat

Locus E

Géne MCI1R
Protéine codée Récepteur de la mélanocortine de type 1 (MCL1R)
Role Activation de la synthése d’eumélanine
Alléles E (alléle sauvage) e

Robe ambre : remplacement progressif de
Phénotypes Robe non modifiée I’eumélanine du pelage par un pigment

abricot
Mutation Mutation faux-sens ¢.250G>A =>
responsable Asp84Asn

Altération partielle de la fixation de I’a-
Acti MCIR fonctionnel, réagissant a | MSH sur le récepteur MC1R, aboutissant

ction . RN )
ses ligands a I’abolition progressive de
I’eumélanogénése

2. Genes et mutations déterminant la couleur et I’intensité des pigments

2.1. Géne TYRP1- Locus B (Brown)

Détails des alléles et phénotypes associés

Le locus B détermine la couleur de I’eumélanine, comme chez le chien. Trois alléles sont
présents a ce locus, avec B>b>b':

B : eumélanine noire, alléle sauvage, couleur noire.
b : eumélanine brune, couleur chocolat.
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b': eumélanine cannelle, brun clair (I pour light), couleur cannelle, cinnamon en anglais
(Figure 35).

Seule I’eumélanine est affectée. La présence de poils agoutis est donc possible, bien que le
contraste entre les poils agoutis et unis soit moins visible lorsque 1’eumélanine est plus claire.

Figure 35 : Couleurs de I'eumélanine chez le chat (Abitbol, 2012)

a : Robe noire ; b : Robe chocolat ; ¢ : Robe cannelle

Geéne TYRP1 (Schmidt-Kiintzel et al., 2005 : Lyons et al., 2005)

La couleur brune de I’eumélanine a été retrouvée dans plusieurs especes, ou elle apparait

également de maniére récessive sur la couleur noire : souris, chien, vache et homme (a
I’origine de I’albinisme occulo-cutané des individus roux). Dans ces espéces, le brun récessif
est cause par des mutations du géne TYRP1 (Tyrosinase related protein 1) codant I’enzyme
TYRPI1 qui intervient dans 1’une des derniéres étapes de la mélanogénése.
Schmidt-Kintzel et al. (2005) et Lyons et al. (2005) ont procédé au séquencage de TYRP1
chez des chats a eumélanine noire, des chats & eumélanine chocolat et des chats a eumélanine
cannelle, dans le but de rechercher d’éventuelles mutations pouvant étre causales des alléles b
et b'. Leurs études démontrent I’implication de TYRP1 dans le déterminisme de la couleur de
I’eumélanine chez le chat.

Variants TYRP1 (Schmidt-Kiintzel et al., 2005 ; Lyons et al., 2005)

De nombreux variants ont été identifiés dans TYRP1 mais trois ont retenu ’attention des

deux groupes :

- ¢.8C>G (qui provoque un changement d’acide aminé alanine par glycine en position 3
dans la protéine : A3G) et ¢.1262+5G>A (qui intervient dans un site d’épissage) pour
la couleur chocolat,

- ¢.298C>T (mutation non sens qui provoque le remplacement d’un acide aminé par un
stop) pour le cannelle.

Une étude d’association des phénotypes avec ces trois mutations a été réalisee en déterminant
le génotype de chats cannelle, chocolat ou a eumélanine noire (phénotype sauvage) dans de
multiples races. Les résultats sont indiqués dans le Tableau 23.
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Tableau 23 : Etude d'association des phénotypes cannelle et chocolat avec les trois
mutations identifiées dans TYRP1 (d’apreés Schmidt-Kintzel et al., 2005)

TYRPI298C>T TYRPI 8C>G TYRPI-1262+5G>A

c/iCc T 1T c/C CIG GIG GIG G/A AJA
cinnamon-colored cats 0 0 17 G (0 () G 0 0
chocolate-colored cats 26 1 () 0 3 38 0 3 38
wild type-colored cats 30 2 0 24 15 0 28 11 0

Cinnamon : cannelle, Chocolate : chocolat, wild type : noir.
On constate que les deux mutations ¢.8C>G et ¢.1262+5G>A sont en parfait déséquilibre de
liaison et transmises en bloc chez les chats chocolat. Ces deux mutations sont liées.

Alléle b — Mutations ¢.8C>G et ¢.1262+5G>A (Schmidt-Kiintzel et al., 2005 ; Lyons et al.,
2005)

La substitution ¢.1262+5G>A altére le site donneur d’épissage de 1’intron 5 et aboutit a
I’utilisation de deux sites donneurs alternatifs en position 1262+51 et 1262+54. L’insertion de
ces 51 ou 54 nucléotides dans la séquence traduite de I’ARNm entraine une insertion de 17 a
18 acides aminés qui n’intervient pas au sein d’un domaine fonctionnel connu mais pourrait
altérer la structure tridimensionnelle de TYRP1 ; avec pour effet une altération partielle de
son activité enzymatique aboutissant a la production d’'une eumélanine plus claire (brune).

La substitution ¢.8C>G entraine le remplacement de ’alanine 3 par une glycine (A3G). Cet
acide aminé fait partie du peptide signal qui permet I’adressage du propeptide de TYRP1. Une
fois que le propeptide atteint son lieu d’action, le peptide signal est clivé. L’alanine et la
glycine sont deux acides aminés semblables dans le sens ou ils sont tous deux petits et
neutres. L’effet de cette substitution n’est donc probablement pas majeur, bien qu’elle puisse
modifier 1égérement I’adressage du propeptide.

De plus, la présence de cing variants synonymes homozygotes seulement chez les
chats chocolat a suggére que I’haplotype propre a 1’allele b est long. 1l est donc possible que
la mutation causale de b ne soit pas 1’une des deux mutations identifiées ci-dessus mais une
autre mutation intervenant hors de la séquence codante de TYRPL.

Alléle b' — Mutation ¢.298C>T (Schmidt-Kiintzel et al., 2005 : Lyons et al., 2005)

La substitution ¢.298C>T homozygote chez les individus cannelle entraine 1’apparition
d’un codon stop en position 100 dans la proteine. La protéine TYRP1 est alors tronquée a son
99°™ acide aminé sur les 537 qui la composent normalement. Cela élimine les deux domaines
de liaison au cuivre (Cu), le domaine riche en cystéine (Cys-rich) et le domaine
transmembranaire. Cette troncature entraine vraisemblablement une perte importante de
fonction de I’enzyme TYRP1 et est trés probablement la mutation causale de 1’allele b

Le Tableau 24 résume les mécanismes moléculaires impliqués dans le locus B.
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Tableau 24 : Mécanismes moléculaires impliqués dans le locus B du chat

Locus B
Geéne TYRP1
Protéine codée Enzyme tyrosinase-related protein 1 (TYRP1)
Role Oxydation de DHICA en fin de synthése de I’eumélanine
N B (allele b |
Alléles sauvage) b
Phénotypes Eumélanine noire Eumélanine brune Eumélan!ne cannelle
(brun clair)
Mutations Deux mutations liées : ¢.8C>G et | Mutation non sens
responsables €.1262+5G>A €.298C>T
TYRP1 Altération partielle qlg la _fonction _ Altération
Action oleinement de TYRP1 par mod_lflcatlon de la importante de la
fonctionnelle structure tridimensionnelle ou de | fonction de TYRP1
I’adressage par troncature

2.2.  Géne MLPH - Locus D (Dilution)

Détails des alléles et phénotypes associés

Le locus D contréle la dilution de la couleur du pelage. Cette dilution concerne a la fois
I’eumélanine et la phéomélanine. Le phénotype dilué est transmis de maniére autosomique
récessive ; les deux alléles du locus D sont :

D : alléle sauvage, couleur du pelage non diluée,

d: couleur du pelage diluée de fagon homogeéne en cas d’homozygotie (Figure 36). La
couleur noire est diluée en bleue, le chocolat en lilas, le cannelle en faon et le roux en créme.
A T’échelle du poil, les pigments s’agglutinent en granules, distribués de manicre inégale le
long de la tige pilaire. Cela entraine une diminution de 1’absorption de la lumiére par rapport a
une répartition homogene des pigments. Le poil apparait donc plus clair (Figure 37).

Figure 36 : Robes résultant de la dilution des pigments chez les chats d/d (Abitbol,
2012)

a: Robe bleue, dilution du noir ; b : Robe lilas, dilution du chocolat ; ¢ : Robe faon, dilution du
cannelle ; d : Robe creme, dilution du roux. En encadré figure la couleur non diluée.
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Figure 37 : Schématisation de I'effet d'une homozygotie d/d sur le poil, ayant pour
résultat la dilution de sa couleur (production personnelle)

Poil agouti Poil agouti
non dilué dilué

Géne MLPH

Comme nous 1’avons vu pour le locus D du chien, des phénotypes dilués existent chez le
chien, la souris et I’lhnomme (syndrome de Griscelli). L’équipe d’Ishida et al. (2006) a identifié
le géne muté responsable de la dilution du pelage du chat domestique. Ils ont procédé a une
analyse par criblage du génome (genome scan) en utilisant 483 marqueurs microsatellites
dans un large pédigrée multi-générationnel de 257 chats dont 247 pour lesquels le phénotype
était connu (158 non dilués, 86 dilués). La liaison la plus forte a été observée entre le
marqueur FCAB890, situé sur le chromosome C1, et le phénotype dilué. La région ou se trouve
ce marqueur présente une conservation de synténie avec une région du chromosome 2 humain
portant le géne MLPH (melanophilin).

Alléle d — Mutation A1 (Ishida et al., 2006)

Ishida et al. procédérent ensuite a la caractérisation des transcrits de MLPH en séquencant
les ADNc issus d’ARNm extraits de la peau d’un individu dilué et d’un individu non dilué. La
séquence codante de MLPH comporte 1707 pb, codant pour 569 acides aminés chez
I’individu non dilué. Chez I’individu dilué a I’inverse, une délétion de 1 pb en position 83,
dans I’exon 2, a été observée. Cette délétion décale le cadre de lecture, ce qui aboutit a
I’apparition d’un codon stop, 11 codons aprés la délétion. La traduction de ce transcrit
entrainerait donc une perte de 97% de la protéine puisque le codon stop intervient dans
I’extrémité 5° de la région codante.

Une étude de liaison entre la délétion Al dans le géne MLPH et le phénotype dilué a
ensuite été effectuée sur 257 individus du pédigrée initialement utilisé pour localiser la région
associee au locus D (158 a phénotype sauvage et 89 a phénotype dilué), ainsi que chez 186
individus non liés additionnels (89 de phenotype sauvage et 97 de phénotype dilué). En tout,
la mutation a été recherchée chez 186 individus de phénotype dilué appartenant a 26 races
différentes et 247 individus de phénotype sauvage appartenant a 29 races differentes.
L’association entre la délétion Al et 1’alléle d était parfaite puisque tous les individus de
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phénotype dilué testés étaient homozygotes A1/A1, alors qu’aucun des individus de phénotype
sauvage ne 1’était.

Le Tableau 25 résume les mécanismes moléculaires impliques dans le locus D.

Tableau 25 : Résumé des mécanismes moléculaires impliqués dans le locus D du chat

Locus D
Géne MLPH
Protéine codée Mélanophiline (MLPH)
Réle Partie du complexe transporteur des mélanosomes
Alléles D (alléle sauvage) d
Phénotypes Robe non modifiée Robe diluee
Délétion d’une pb entrainant
Mutation responsable I’apparition d’un codon stop dans
I’extrémité 5° de la région codante

Complexe transporteur Suppression de 97% de la protéine

Action des mélanosomes MLPH — Altération majeure du
fonctionnel transport des mélanosomes

3. Genes et mutations déterminant les motifs et patrons de robe

3.1. GeéneTYR - Locus C (Colour)

Détails des alléles et phénotypes associés (Lyons et al., 2005)

Quatre alléles sont décrits au locus C du chat :

- C: all¢le sauvage, dominant. Pas d’influence sur la robe.

- ¢® (s pour Siamois) : muté, récessif sur C. Si I’individu est c’/c’®, le phénotype est dit
colourpoint (ou point). 1l y a un contraste important entre les extrémités (face, oreilles,
queue et bout des pattes), et le reste du corps qui est dépigmenté (Figure 38 a).

- ¢” (b pour Burmese) : muté, récessif sur C mais codominant avec c®. Si I'individu est
c/c®, le phénotype est dit sépia. Le contraste entre les extrémités et le reste du corps est
présent mais peu marqué (corps un peu plus clair que les extrémités) (Figure 38 b).

Si Pindividu est c/c’, le phénotype est dit mink. Le contraste est moyen entre les

extrémités et le reste du corps (Figure 38 c, chat du milieu).

Notons que les alléles ¢ et ¢® donnent un phénotype lié au gradient de température de la

surface du corps : la pigmentation compléte n’est présente que sur les parties les plus

froides que sont les extrémités.

- ¢: muté, récessif sur C, c® et ¢’ Phénotype albinos. Le chat est entiérement
dépigmenté. En raison de son caractére délétere (chats avec photophobie), il est
fortement contre-sélectionné chez le chat de race.
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Figure 38 : Phénotypes contrdlés par le locus C du chat (Lyons et al., 2005)

a: Siamois et Sacré de
Birmanie colourpoint,
phénotype caractéristique du
génotype c*/c® au locus C. Les
corps est trés peu pigmenté et
les extrémités sont trés
foncées (contraste important).

b: Singapura et Burmese
sépias, phénotypes
caractéristiques du génotype
c’/c® au locus C. Le corps et
les extrémités ont un
contraste peu marque.

c: Tonkinois avec trois
génotypes  différents ;  de
gauche a droite, phénotype
colourpoint c®c®, phénotype
mink c*/c® et phénotype sépia
(c’/c?). Ces trois chats
montrent la variation de
contraste en fonction du
génotype.

Certaines races sont fixées pour certains de ces alleles, par exemple :

- pour le phénotype colourpoint (c°/c®) : Siamois, Balinais, Sacré de Birmanie, Thai,
Snowshoe,

- pour le phénotype sépia (c®/c”) : Singapura, Burmese,

- pour les phénotypes colourpoint, sépia ou mink (alléles c® et ¢”) : Tonkinois.

D’autres races sont porteuses des alléles c® et ¢, ainsi que de P’allele C, entrainant
I’apparition inconstante de chats point, sépia ou mink. Dans certaines de ces races, le standard
n’autorise pas ces patrons (par exemple, le Korat et le Bleu Russe), ou bien ils sont
indésirables (par exemple, le Sibérien). Cela souligne 1’importance de pouvoir détecter ces
alléles par un test génétique dans ces races, afin de ne pas mettre les chats porteurs a la
reproduction ou, pour les races ou le nombre d’individus est trop limité (Korat, par exemple),
d’éviter les mariages de chats porteurs afin d’éliminer progressivement la survenue de robes
non désirées (Lyons et al., 2005 ; LOOF).

Géne TYR (Schmidt-Kiintzel et al. 2005 ; Lyons et al., 2005)

Le locus C a été un des premiers a étre localisé dans le génome du chat. O’Brien et al.
(1986) I’avait en effet localisé sur le chromosome D1 du chat.
L’équipe de Schmidt-Kiintzel et al. (2005) a étudie la candidature du géne TYR (tyrosinase)
connu pour engendrer des phénotypes identiques a ceux du chat, chez la souris (phénotype
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himalayen de la souris correspondant au colourpoint du chat) en procédant au séquencage de
sa séquence codante compléte. Le séquencage de deux chats de phénotype sauvage, un chat a
phénotype colourpoint et un chat de phénotype sépia a révélé cing polymorphismes dont deux
qui affectent la séquence d’acides aminés de TYR :

- chez le chat de phénotype sépia: substitution de la guanine 679 par une thymine
(c.679G>T) dans I’exon 1, entrainant le remplacement de la glycine 227 par un
tryptophane,

- chez le chat de phénotype colourpoint : substitution de la guanine 901 par une adénine
(c.901G>A) dans I’exon 2, entrainant le remplacement de la glycine 301 par une
arginine.

L’équipe a réalisé ensuite une étude de liaison entre la mutation ¢.901G>A et le phénotype
colourpoint chez 88 individus (dont 25 de phénotype colourpoint, 20 de phénotype sépia, 11
de phénotype mink et 32 de phénotype sauvage), ainsi qu’entre la mutation ¢.679G>T et le
phénotype sépia chez 67 individus (dont 15 de phénotype colourpoint, 16 de phénotype sépia,
11 de phénotype mink et 25 de phénotype sauvage). Les résultats sont indiqués dans le
Tableau 26.

Tableau 26 : Etude d'association des phénoypes sépia, colourpoint et mink avec les
variants ¢.679G>T et ¢.901G>A (Schmidt-Kintzel et al., 2005)

679G>T" 90 | G>A*®

GG GT TmT G/IG G/IA  A/A
burmese-colored cats 0 0 16 20 0 0
burmese/siamese-colored  cats 0 11 0 0 11 0
siamese-colored cats 15 ( () 0 {0 25
wild type—colored cats 23 2 0 28 ) 0

Wild type : phénotype sauvage. Burmese : sépia, Siamese : colourpoint, Burmese/Siamese : mink.

Les 25 chats de phénotype colourpoint, de 6 races différentes, étaient homozygotes pour
I’alléle A901 de TYR, alors que tous les chats non colourpoint étaient hétérozygotes G/A ou
homozygotes G901. Cela est en accord avec la répartition attendue pour un alléle récessif.

De la méme facon, les 16 chats de phénotype sépia, de trois races différentes, étaient
homozygotes pour I’allele T679 de TYR, alors que les chats non sépia étaient soit
hétérozygotes, soit homozygotes pour 1’all¢le G679.

Les 11 chats de phénotype mink étaient hétérozygotes G/A et hétérozygote G/T pour les
deux variants, et inversement tous les chats hétérozygotes pour les deux mutations étaient
mink. Cela est en accord avec une codominance des alléles c® et c”.

Parallelement a 1’étude de Schmidt-Kiintzel, I’équipe de Lyon et al. (2005) est arrivée aux
mémes conclusions.
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Alléle ¢’ — Mutation ¢.901G>T (Schmidt-Kiintzel et al., 2005)

Comme TYRPI, I’enzyme TYR comprend 6 domaines actifs identifiés : un peptide signal
(SP) qui sert a I’adressage du propeptide et est clivé dans la protéine mature, un domaine de
type epidermal growth factor (EGF-like), un domaine riche en cystéine (Cys), deux domaines
de fixation du cuivre (CuA et CuB) et un domaine transmembranaire (TM).

Un changement de la structure secondaire de TYR affecte vraisemblablement sa sensibilité
thermique. La variation thermo-dépendante de la pigmentation peut-étre due a :

- une thermo-sensibilité de TYR,

- une affinité thermo-dépendante de TYR pour une molécule inhibitrice : cas de la souris
de phénotype himalayen ou les TYR mutées ont une affinité augmentée pour une
molécule inhibitrice a basse température,

- un transport de TYR thermo-dépendant : cas de I’homme ou la baisse de température
affecte le transport des TYR mutées.

La mutation ¢.901G>T entraine le remplacement de la glycine 301, neutre, par une
arginine chargée positivement chez le chat de phénotype colourpoint (Gly301Arg). L’acide
aminé 301 est situé dans le domaine riche en cystéine (Cys-rich) de TYR. La modification de
la charge de cet acide aminé peut entrainer une modification de la structure secondaire de
TYR, et donc potentiellement affecter ce domaine. De plus, la glycine 301 est un acide aminé
tres conserve dans la protéine TYR chez les vertébrés, ce qui suggére une importance
fonctionnelle. La modification entrainée pas la substitution Gly301Arg (ou G301R) est donc
susceptible d’avoir un des trois effets cités et donc d’étre la mutation causale de 1’alléle cb.

Alléle ¢®— Mutation C.679G>T (Schmidt-Kiintzel et al., 2005)

La substitution ¢.679G>T entraine le remplacement de la glycine 227, petite et neutre, par
un tryptophane, large et neutre (Gly227Trp ou G227W), située entre les domaines CuA et
Cys-rich. Cette modification est susceptible d’affecter la structure tridimensionnelle de TYR.
De plus, la glycine 227 est également trés conservee chez les Mammiféres, ce qui suggére une
importance fonctionnelle.

Alléle c (albinos) — Mutation ¢.975Cdel (Imes et al., 2006)

L’équipe d’Imes et al. (2006) a étudie la séquence de TYR dans un pédigrée de chats de
races Oriental et Siamois comportant des individus albinos (Figure 39a) et non albinos
(Figure 39Db).
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Figure 39 : Phénotypes albinos et coulourpoint des chats du pédigrée utilisé pour la
caractérisation de I'allele ¢ (albinos) du locus C (Imes et al., 2006)

a: chat albinos. Les yeux sont bleus mais on
distingue le reflet rouge du tapis d0 a la
dépigmentation de [’épithélium pigmentaire de
la rétine

b: chat non albinos du pédigrée utilisé (de
couleur chocolat tabby point)

c: une des portée du pédigrée comportant un
chaton albinos. Les autres chatons clairs ont de
la couleur visible au niveau des oreilles et de la
gueue, et sont colourpoint.

Ils ont procédé au séquencage de TYR chez trois chats albinos c/c, trois chats porteurs

d’albinos avérés (non albinos ayant eu des petits albinos) hétérozygotes et trois chats non
albinos non liés a ce pedigrée, non porteur de 1’allele c. Cela leur a permis d’identifier une
variation de séquence entre les chats albinos et non albinos qui consiste en la délétion chez les
chats albinos de la cytosine 975 dans 1’exon 2 (c.975Cdel).
Les 15 chats albinos testés du pédigrée étaient homozygotes pour I’allele délété. Les sept
porteurs obligatoires de ¢ étaient hétérozygotes alléle délété/allele non délété. Aucun des chats
non albinos n’était homozygote pour I’allele délété. La délétion était donc en parfaite
association avec I’all¢le c.

Cette délétion modifie le cadre de lecture, ce qui entraine 1’apparition d’un codon stop 9
codons en aval de la délétion. De plus, elle intervient dans 1’exon 2 de TYR et entraine donc la
troncature d’une grande partie de la protéine TYR, notamment des domaines CuB et TM.
Cela a un fort risque d’altérer considérablement la fonction de TYR. Elle est donc tres
probablement la mutation causale de 1’all¢le c.

Le Tableau 27 résume les mécanismes moléculaires impliqués dans le locus C.
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Tableau 27 : Résumé des mécanismes moléculaires impliqués dans le locus C du chat

Locus C
Geéne TYR
(I:Dorgézlne Tyrosinase (TYR), enzyme clé de la mélanogénése
Réle Catalyse plusieurs étapes de la synthéese des pigments, dont la partie commune a
I’eumélanine et a la phéomélanine
Alleles (par .
ordre de sié?/!eg c® c? c
dominance) g
Contraste marqué Contraste peu - .
et | oo copeet | maieenvele | AT e
Phénotype corms et les les extremités si corps et les coussinéts (0S6S
extFr)émi t6s homozygotie extrémités eux bleus ’
Contraste moyen si hétérozygotie c’/c” y
. . Délétion
: Mutation faux- | Mutation faux-sens
=>
x:tsgs?:ble sens c.901C>A => C.679G>T => Cfg(fg]d;lo
P Gly301Arg Gly227Trp jon stop
prématuré
Altération partielle | Altération partielle Altération
de TYR par de TYR par compléte par
Tyrosinase modification de la | modification de la P p
. , : ; troncature d’une
. fonctionnelle | charge d’'una.a.— | tailled’una.a. — :
Action A L ... | grande partie de
pour la synthese | Thermo-sensibilité | Thermo-sensibilité \
. . - TYR — Synthése
de pigments importante de la modéree de la .
N X de pigments
synthese de synthése de ) .
. . impossible
pigments pigments

3.2.  Patrons Tabby - Loci Ti (Ticked) et Ta (Tabby) -Géne TAQPEP

Chez les chats qui possédent des poils agoutis, quatre patrons tabby peuvent apparaitre :

- tiqueté (ou ticked) : le pelage est entierement composé de poils agoutis,

- classique (ou blotched) : marbrures sombres de poils unis foncés sur un fond agouti,

- tigré (ou mackerel) : rayures sombres de poils unis foncés sur un fond agouti,

- tacheté (ou spotted) : taches plus ou moins rondes de poils unis foncés sur un fond

agouti.

Ces patrons sont supposés avoir une importance dans I’adaptation au milieu, par exemple
pour le camouflage, 1’échappée aux prédateurs ou la communication sociale, puisque
plusieurs sont retrouvés dans des especes sauvages (par exemple, rayures du tigre et du zébre,
taches du léopard) (Eizirik et al., 2010).

Initialement, la présence d’un unique locus appelé Tabby avait été supposée pour expliquer
trois des quatre patrons (tiqueté, classique et tigré) (Figure 40). Récemment, I’implication de
deux loci épistatiques pour gouverner ces trois patrons, ainsi que 1’existence d’un ou plusieurs
loci modificateurs, a été démontrée (Eizirik et al., 2010).
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Figure 40 : Patrons tabby tiqueté (ticked), tacheté (spotted), tigré (mackerel) et
classique (blotched) (Eizirik et al., 2010)

A : tiqueté (ticked ou Abyssinian) ; B : tacheté (spotted) ; C : tigré (striped ou mackerel) ;
D : classique (blotched)

Loci déterminant les patrons tabby (Eizirik et al., 2010)

Initialement, 1’existence d’un unique locus Tabby gouvernant les quatre patrons était
supposée. L’étude d’Eizirik et al. (2010) a donc consisté dans un premier temps a préciser les
relations entre les alléles afin de mieux caractériser le ou les loci impliqués dans le
déterminisme des patrons tabby. Les alléles seront appelés par le nom du patron auquel ils
sont associés par la suite. Pour cela, ils ont étudiés trois pédigrées dont deux formés
spécialement pour 1’étude et incluant des chats des différents phénotypes tabby.

Ces pédigrées ont permis de démontrer 1’existence d’au moins trois loci impliqués dans le
déterminisme des patrons tabby :

1/ Le locus Tabby (Ta) comportant les alleles TaV et ta°, avec Ta¥ (patron tigré ou
mackerel) dominant et ta® (patron classique ou blotched) récessif.

2/ Un ou plusieurs loci modifiant les rayures du patron tigré en taches, a I’origine du patron
tachete et des patrons intermédiaires entre rayé et tacheté (rayures fragmentées).

3/ Le locus Ticked (Ti) comportant les alléles Ti* (patron tiqueté ou Abyssinian ou ticked)
codominant avec Ti" (patron non tiqueté autorisant I’apparition des patrons déterminés au
locus Ta). L’alléle Ti" est épistatique sur le locus Ta et ses modificateurs.

Le Tableau 28 résume les phénotypes obtenus en fonction des génotypes au loci Ti et Ta.
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Tableau 28 : Résume des alléles impliqués dans le déterminisme des patrons tabby au
locus Ticked (Ti) et Tabby (Ta) (Eizirik et al., 2010)

Locus Ti Locus Ta Phénotype

Ti%TiA _I_ Patron tiqueté (ticked) : robe uniformément agouti

TiMTI* / Pattes, téte et queue avec rayures, et parfois trés discrétes rayures
- - sur le corps sur fond agouti

Ti*/Tit TaM/ Patron tigré (mackerel) : rayures verticales réguliéres sur fond

agouti
TiYTi TaWta® Patron classique (blotched) : marquages circulaires et bandes
larges sur fond agouti

% Un ou plusieurs géne(s) modificateur(s) transforme les rayures du patron tigré (mackerel) en
taches du patron tacheté (spotted), précédemment attribué a un alléle T° dans le modéle de locus
unique supposé avant cette étude.

Localisation des loci Ta et Ti (Eizirik et al., 2010)

Aprés avoir prouvé I’existence de deux loci déterminant les patrons tabby, 1’équipe
d’Eizirk et al. (2010) a cherché a localiser ces loci.
Pour le locus Ta, ils réaliserent un criblage du génome avec 485 marqueurs microsatellites
dans leurs pédigrées. Une association significative entre des marqueurs du chromosome Blet
le locus Ta a été détectée.
Pour le locus Ti, ils commencerent par utiliser trois marqueurs liés a la région homologue de
celle portant le locus responsable du bringé chez le chien, sur le chromosome B1 du chat car
ils supposaient une relation entre le bringé du chien et tiqueté du chat. Ces microsatellites
étaient liés au locus Ti mais il y avait quelques recombinants, ce qui permet d’affirmer que le
locus Ti se trouve sur le chromosome B1 mais pas dans la région visée. L’ajout de marqueurs
situés sur le chromosome B1 a permis de détecter une région ou aucune recombinaison avec
le locus Ti n’était observée.
Aucun geéne jusqu’ici identifié pour influencer la pigmentation ne se trouvait dans les régions
homologues humaines des régions porteuses des loci Ta et Ti. A ce jour, seul le géne siégeant
au locus Ta a été identifié.

Geéene TAQPEP (Kaelin et al., 2012)

Puisque la région identifiée par Eizirik et al. (2010) comme porteuse du locus Ta ne
comportait pas de geénes candidats évidents, 1’équipe de Kaelin et al. (2012) a entrepris
d’affiner les recherches dans cette région d’environ 5 Mb jusqu’a identifier un haplotype
commun de 244 kb partagé par les chats tabby classique (blotched). Cet intervalle candidat
comprend la séquence codante de trois génes Commd10 (COMM Domain Containing 10),
LOC644100 (géne non caractérisé) et un géne appelé Aminopeptidase Q. lls ont procédé au
séquencage des regions codantes de ces trois genes chez le chat. Commd10 et LOC644100
n’avaient pas d’altération de séquence. Par contre, le séquengage d’Aminopeptidase Q a
réveleé :

- une mutation non-sens W841X dans 1’exon 17, présente chez la majorité des chats a

patron classique,

- une mutation non-sens S59X,
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- une mutation faux-sens D228N.

Ce géne est exprimé dans la peau en développement des embryons de félins. Le gene a été
renommé Transmembrane Aminopeptidase Q (TAQPEP) et le produit qu’il code a été appelé
tabuline par I’équipe. La tabuline est une protéine transmembranaire de type Il de la famille
des aminopeptidases M1. Cette famille est caractérisée par la présence d’une exopeptidase
GAMEN et d’un site de liaison au zinc au motif HEXXHXjsE dans le domaine
extracellulaire.

Les mutations identifiées dans TAQPEP ont ensuite été recherchées dans un panel de chats
sans pedigree. Les 58 individus a patron classique testés étaient homozygotes pour un allele
muté ta® W481X ou ta” S59X, ou hétérozygotes pour les deux alléles mutés ta” W481X / ta”
S59X. A I’inverse, les 51 individus a patron tigré portaient seulement zéro ou un alléle muté.
Le 3°™ alléle ta® D228N était également associé au patron classique dans un autre panel. Dans
le panel des chats sans pedigree, une autre mutation faux-sens a été détectée : T139N. Cet
alléle était significativement associé a un patron atypique dit swirled (tourbillon).

Ils ont montré que les alleles W841X et S59X ont probablement un effet délétére sur la
tabuline, entrainant sa perte de fonction. L’allele T139N a un effet probablement plus modéré.

L’étude est ensuite étendue a un échantillon de 351 chats de 24 races différentes et a donné

les résultats suivants :

- L’allele W841X était présent dans la plupart des races originaires de 1’Ouest et rare
dans les races originaires de I’Est.

- Certaines races présentaient cet alléle avec une haute fréquence malgré I’absence de
patron classique, masqué par les relations épistatiques des autres loci. Par exemple,
’allele W841X était présent a 100% chez 1’ Abyssin, 71% chez le Sacré de Birmanie et
77% chez I’Himalayen (Persan colourpoint).

- L’allele S59X (qui entraine une probable altération compléte de fonction de la tabuline)
était plus commun chez le Norvégien.

Mécanismes moléculaires

Afin de comprendre par quel mécanisme le géne TAQPEP agit sur le déterminisme du patron,
I’équipe réalise des coupes histologiques de peau d’embryon de chat a différents stades. Ils
ont également mesuré 1’expression de 14 014 genes dans la peau de zones noires et dans la
peau de zones jaunes du guépard. Soixante-quatorze génes étaient exprimeés dont 60 exprimés
a plus haut niveau dans la peau des zones noires que dans la peau des zones jaunes. Parmi
ceux-ci, sept sont spécifiques des mélanocytes dont les genes TYR, SILV, DCT (dopachrome
tautomerase) et TYRP1, qui comme nous I’avons vu tout au long de cette these, sont
essentiels a la production de pigments, notamment eumélaniques. lls étaient trois a sept fois
plus exprimés dans les zones noires que dans les zones jaunes. De plus, le gene EDN3, qui
code I’endothéline 3, une hormone paracrine, exprimée surtout dans les cellules
mésenchymateuses, était lui aussi fortement exprimé dans les zones noires. Cette hormone
promeut la différenciation et la prolifération des mélanocytes et d’autres cellules dérivées des
crétes neurales. Cela en faisait un bon candidat pour la coordination de la variation spatiale de
la coloration des poils. Ils ont montré que chez le chat, ’expression d’EDN3 était deux fois
plus importante dans les zones noires que dans les zones agouti. L’expression était restreinte a
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la papille dermique, portion permanente du follicule pileux. Tout ceci est en faveur de
I’augmentation de la mélanogénése par un taux élevé d’EDN3 dans les zones noires des
patrons tabby.

Enfin, ils ont montré que dans la peau des chats nouveau-nés, TAQPEP était exprimé a bas
niveau, sans différence entre les zones noires et les zones agouti. Le plus probable est donc
que TAQPEP agisse au moment du developpement folliculaire ou avant, afin de préétablir le
patron, qui sera mis en place et maintenu par la capacité des papilles dermiques des follicules
pileux a exprimer & haut niveau EDN3. Ce haut niveau garantit un haut niveau d’expression
des génes TYR, TYRP1, DCT et SILV, favorisant I’eumélanogénése et donc la production de
pigments foncés. Cela explique que la protéine ASIP n’ait pas d’effet dans les zones foncées
des patrons : son action est d’inhiber la voie activatrice d’eumélanogénése des mélanocortines
via MCIR. Or, dans ces zones, c’est la voie des endothélines qui active I’eumélanogénése.
ASIP n’a donc pas d’effet inhibiteur sur ces zones. La Figure 41 résume les mécanismes
impliqués dans la mise en place et le maintien des patrons tabby tigré (mackerel) et classique
(blotched).

Figure 41 : Résumé des mécanismes impliqués dans le déterminisme des patrons
tabby (Kaelin et al., 2012)

A Establishment of pre-pattern during fetal skin development

7-8 wks gestation

3-5 wks gestation i

+ Tagpep mackerel

keratinocytes

— blotched

melanoblasts

hair follicle
melanocytes

~
Edn3: low high g -'%,;D

A Etablissement d’un pré-patron durant le développement de la peau chez le feetus. Le patron
tigré ou classique est préétablit avant ou pendant le développement des follicules pileux. En [’absence
de TAQPEP, les zones sombres sont étendues et moins réguliéres.

B : Expression du patron durant les phases de croissance et de régénération des follicules pileux.
Les différentes zones du patron préétabli se manifestent par une expression différentielle d’EDN3
dans la papille dermique. En ['absence d’autres contréles, un haut niveau d’EDN3 entraine la
production de pigments noirs, alors qu 'un bas niveau entraine la production de pigments jaunes.

Epidermis : épiderme. Wks : semaines. Keratinocyte : kératinocyte. Dermis : derme. Melanoblast :
mélanoblaste. Hair follicle : follicule pileux. Melanocyte : mélanocyte. Dermal papilla : papille
dermique. Low : faible. High : élevé.
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Le locus Ta porte le géne TAQPEP qui établit un patron lors du développement, avant la
mise en place des follicules pileux, prédéterminant les papilles dermiques qui seront capables
de maintenir un haut niveau d’EDN3, et ainsi d’activer I’eumélanogénése par la voie des
endothélines.

L’allele Ti” du locus Ti, qui empéche I’expression des patrons tigré et classique, pourrait
agir soit sur TAQPEP ou sur son produit, la tabuline, soit sur les papilles dermiques en
réduisant la production d’EDN3, soit a toute autre étape de la voie des endothélines, en
entrainait une inhibition.

Le ou les modificateur(s) du patron tigré en patron tacheté sont plus susceptibles d’agir au
moment de la mise en place du patron (tabuline), plutét que lors de son expression (voie
EDNB3).

4. Genes et mutations déterminant les margues blanches

Gene KIT - Loci S (white Spotting) et W (White)

Comme chez le chien, la couleur blanche du chat résulte de 1’absence de pigments dans le
poil. Jusqu’a trés récemment, il était supposé 1’existence de deux loci entrainant la couleur
blanche (Abitbol, 2012) :

- Locus W régissant 1’absence de pigmentation dans 1’ensemble du pelage, avec deux
alléles : W (white) (chats uniformément blancs) et w (alléle sauvage permettant la
pigmentation).

- Locus S (white Spotting) régissant la présence d’une panachure blanche avec deux
alleles : S (spotted), présence de panachure avec une étendue pouvant aller des doigts
(chats gantés) a un blanc envahissant ou seule le téte et la queue sont colorées (patron
dit van) et s (absence de panachure).

Récemment, les mutations responsables de la robe blanche, de la panachure et, chez le

Sacré de Birmanie, du gantage ont été identifiées et toutes se trouvent a un méme locus

appelé W.

Détails des alléles et phénotypes associés (David et al., 2014 ; Montague et al., 2014)

W (white) : robe entierement blanche (blanc dominant), absence de mélanocytes
folliculaires. La truffe et les coussinets sont roses, ce qui signifie que les mélanocytes
épidermiques sont également absents. Les yeux sont bleus (absence de mélanocytes dans
I’iris) ou or a vert (présence de mélanocytes) (Figure 42). Cette robe est associée a un risque
accru de surdité congénitale neurosensorielle due a une potentielle absence de mélanocytes
dans les oreilles internes (voir partie sur la surdité associée aux robes blanches).

w® (white spotting) : présence de panachure blanche, le chat est dit particolore (LOOF).
L’extension de cette panachure est trés variable (Figure 43, Figure 44). On peut les classer en
trois groupes : peu développée (face, pattes, ventre), développement moyen (40 a 60% de
surface blanche) et trés développée (jusqu’au patron van). D’apreés le Livre Officiel des
Origines Félines (LOOF), les chats peuvent étre gantés (panachure limitée a 1’extrémité des
pattes), bicolore (25 a 50% de blanc dans certaines races, tout chat panaché dans d’autres),
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arlequin (50 a 80% de blanc) ou van (plus de 80%). D’autres appellations existent en fonction
des races.
En I’absence de I’alléle W, les chats porteurs de w® peuvent présenter toutes les extensions
possibles de panachure. Cela suggére 1’existence de loci modificateurs non connus a ce jour.
w? (white gloves) récessif : présence de gants blancs. Alléle spécifique du Sacré de
Birmanie.

w’ ou w : alléle sauvage, permettant la pigmentation compléte du pelage.

Figure 42 : Chat blanc porteur de I'allele W aux yeux vairons (un oeil bleu, un oeil
vert)

Figure 43 : Différents patrons de panachure allant du chat ganté (mitted) au chat van
(David et al., 2014)

8981

No white spotting Bicolor  “Cap-and-Saddle”

RAEA

Bicolor Bicolor Bicolor “Mask-and-Mantle”

KUK

Harlequin Pattern Van Pattern Van Pattern “Tuxedo”

No white spotting = absence de panachure. Mitted = ganté. Bicolor = bicolore ou particolore.
Harlequin Pattern = patron arlequin. Van Pattern = patron van. « Cap-and-Saddle » : littéralement,
« toque et selle », nom anglais utilisé couramment. « Mask-and-mantle » : littéralement, « masque et
manteau ». « Tuxedo » : littéralement, « smocking ».
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Figure 44 : Différents exemples de panachure avec un chat ganté (a), un chat bicolore
(b) et un chat van (c) (Abitbol, 2012)

R LA SN T P

Geéne KIT (David et al., 2014 ;: Montague et al., 2014)

De nombreux geénes ont été impliqués dans la détermination de panachure, ou d’absence de
pigmentation, notamment chez I’homme chez la souris. Ces geénes codent des éléments
nécessaires a la survie, la migration et la différenciation des mélanoblastes. David et al.
(2014) ont réalisé une étude chez le chat avec une approche gene candidat qui leur a permis
d’identifier le géne KIT (V-Kit Hardy-Zuckerman 4 Feline Sarcoma Viral Oncogene
Homolog). situé sur le chromosome B1, comme significativement li¢ a 1’alléle W.

Montague et al. (2014) ont utilisé une approche différente, par séquencage complet du
génome, pour identifier KIT comme impliqué dans le gantage du Sacré de Birmanie.

Alléles W et w® — Insertions LTR et FERV1 (David et al., 2014)

L’équipe de David et al. (2014) a par la suite séquencé les 21 exons qui constituent le géne

KIT et les sites d’épissage, ce qui n’a révélé aucun polymorphisme distinguant les chats
blancs des chats non blancs et sans panachure. Ils ont donc recherché des polymorphismes
dans les régions connues pour réguler I’expression de KIT. Cela a permis d’identifier une
insertion de 623 pb a I’extrémité 5’ de I’'intron 1 de KIT interrompant la région féline
homologue d’une région murine comportant un site hypersensible a la DNase de la souris (Kit
DNase hypersensitive site 2 — HS2), qui est requis chez la souris pour un haut niveau
d’expression de KIT et qui est tres conservé chez les Mammifeéres.
Cette insertion est trés similaire a une portion de séquence d’un membre de la famille des
rétrovirus félin endogéne (feline endogenous retrovirus 1 - FERV1). Les rétrovirus endogenes
sont des séquences ADN de virus qui se sont intégrées au génome de leur hote lors dune
infection dans la lignée germinale. Ces séquences sont ainsi transmises de génération en
génération, avec le reste du génome. L’insertion trouvée chez les chats blancs correspond a
I’extrémité répétée de la séquence virale d’un membre des FERV1 (long terminal repeat —
LTR) (Figure 45).

Cette insertion était présente chez tous les chats blancs des pédigrées étudiés. A 1’inverse,
aucun des chats panachés ou sans blanc ne la portait. Elle était donc parfaitement associée a
I’allele W. De plus, le génotypage des chats pour I’insertion LTR a entrainé la détection de
trois individus panachés qui ne portaient ni 1’alléle W avec I’insertion LTR, ni ’alléle w sans
insertion, mais un alléle non identifié, plus long. L extrémité 5’ de I’intron 1 a de nouveau été
séquencée chez ces individus. Cela a permis d’identifier une autre insertion dans I’extrémité
5’ de l'intron 1, a la méme position que I’insertion LTR, mais plus longue. Cette insertion
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correspond a la séquence compléte d’un FERV1 et comprend les deux LTR de ce FERV1
(Figure 45). Cette insertion était présente chez tous les chats a panachure (white spotting) des
pédigrées étudiés. Les individus porteurs d’un alléle avec I’insertion LTR et d’un alléle avec
I’insertion FERV1 compléte étaient blancs. Les individus porteurs de deux alleles sans
insertion n’avaient pas de blanc dans leur robe. Ceci est cohérent avec un locus W comportant
trois alléles : W (white) caractérisé par I’insertion LTR > w® (white spotting) caractérisé par
I’insertion FERV1 compléte > w (alléle sauvage) (Figure 45).

Figure 45 : Schéma des insertions LTR de I'allele W et FERV compléte de I'alléle w®
par rapport a I'alléle sauvage w* (David et al., 2014)

KIT intron 1
36.7 kb
i

Wild type (w') T

No insertion
White Spotted (v kT intron o I ’ BSCIN < ntrons

Full length FERV insertion ; 7125 bp
Dominant White (W) KT intron 3" [JETSGEE KIT intron 5°

LTR insertion 617 bp—

Wild type : type sauvage (sans panachure)

Ces alleles ont ensuite été recherchés dans une population de 270 chats de 30 races
différentes pour veérifier leur ségrégation avec le phénotype. Les résultats sont détaillés dans le
Tableau 29 :

- les 33 chats blancs portaient I’alléle W dont six a 1’état homozygote,

- 93 des 94 chats panachés portaient 1’alléle W°,

- 140 des 143 chats non panachés étaient homozygotes w/w.

Tableau 29 : Résumé des génotypes au locus W dans un échantillon de 270 chats de 30
races différentes (David et al., 2014)

Genotype at the White Locus?
WwW  Waw*t  wiws wswt o whiwt

Coat color phenotype

Dominant White 6 27 0 0 0
White Spotting 0 0 40 53 1
Fully pigmented 0 0 2 1 140
Total individuals 6 27 42 54 141

a . ' . .
W, White allele; we, white spotting allele; w*, wild-type allele.

Coat color phenotype : phénotype de couleur. Dominant White : blanc dominant. White spotting :
panachure blanche. Fully pigmented : sans panachure blanche.

Quatre chats sur 270 avaient un phénotype qui ne correspondait pas a celui attendu au vu
de leur génotype. Parmi les trois chats sans panachure portant 1’alléle W°, deux étaient de la
race Sphynx (chat nu). Il est possible qu’une panachure peu étendue ait pu ne pas étre vue
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dans cette race ou I’absence de poils rend difficile I’évaluation du phénotype. Bien que
I’association génotype/phénotype ne soit pas parfaite, elle est extrémement forte.

Alléle w? - Deux mutations ponctuelles

Montague et al. (2014) ont identifié par séquencage de génome entier les mutations
responsables de 1’all¢le de gantage du Birman. Ils ont mis en évidence une mutation faux-sens
constituée d’un changement de deux nucléotides (c.1035-1036delinsCA) dans 1’exon 6 de
KIT. Cette mutation provoque un changement d’une histidine en asparagine en position 346
dans la protéine.

Mécanisme moléculaire

Le gene KIT code le récepteur KIT a activité tyrosinase kinase pour le facteur de
croissance des cellules souches (mast/cell growth factor). Quand le ligand de KIT se fixe sur
son récepteur, la voie MAP-kinase est activée, notamment la kinase MEK qui phosphoryle les
kinases Erk-1 et Erk-2. Ces deux kinases migrent ensuite dans le noyau ou elle phosphorylent
plusieurs facteurs de croissance dont MITF, ce qui augmente son activité. Comme nous
I’avons vu dans la partie sur le locus S du chien, MITF est essentiel a la survie et a la
migration des mélanoblastes, et a la différenciation en mélanocytes. Chez la souris, une
mutation de KIT entraine une altération sévere de la survie des mélanoblastes, bien que la
migration et la différenciation des survivants ne soit pas altérée. Il est fort probable que les
mutations observées au locus W du chat aient le méme effetet que le nombre de
mélanoblastes survivants soit insuffisant a leur expansion et différenciation en mélanocytes et
donc a la coloration de I’ensemble du pelage.

Les insertions des alleles W et w® interviennent en effet dans le domaine HS2 décrit chez la
souris, qui est nécessaire a un haut niveau d’expression de KIT. Elles diminuent donc
probablement cette expression. Etant donné la nature de ces insertions, il y a
vraisemblablement d’abord eu une insertion de rétrovirus FERV complet a cette position
(allele w®), puis des recombinaisons ayant entrainé la délétion d’une grande partie du FERV et
conserve uniquement la LTR (alléle W). La raison pour laquelle I’insertion la plus courte
entraine I’effet le plus important est inexpliquée a ce jour.

Autres caractéres phénotypiques influencés par le locus W : statut auditif et couleur de
liris

L’équipe de David et al. (2014) a étudié I’association des génotypes avec la surdité et la
couleur des yeux. Les résultats de I’étude sur la surdité sont détaillés dans la partie sur la
surdité associée aux robes blanches. L’alléle W est significativement associé a la surdité. Les
yeux bleus sont plus fréquemment observés chez les chats porteurs de 1’alléle W, surtout chez
les chats homozygotes W/W. Aucun des chats w/w n’avait les yeux bleus dans 1’étude.

Le Tableau 30 montre le phénotype associé a chaque génotype. Les alléles du locus W ont
une pénétrance compléte pour la couleur du pelage. L’allele W a une pénétrance incomplete
pour la surdité et pour la couleur bleue des yeux.
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Tableau 30 : Génotypes au locus W associés au phénotype (couleur du pelage, statut
auditif et couleur des yeux) (David et al., 2014)

Phenotype/Observed Penetrance

Genotype
Allele®: (Insertion element) Coat pigment Deafness Iris color
WAW: (LTR/LTR ) White (CP) Deaf (IP) Blue (IP)
W/w*: (LTR/no ins.) White (CP) Deaf (IP) Blue, fully pigmented
W/ws: (LTR/FL ) White (CP) Deaf (IP) Mo data
ws/ws: (FL/FL) White spotted (CP) Normal (CP) No data
ws/w: (FL/no ins) White spotted (CP) Normal (CP) No data
w™/w™: (no ins./no ins.) Fully pigmented Normal Fully pigmented

LTR : insertion LTR ; FL : insertion FERV compléte (full lenght) ; no ins : absence d’insertion
CP : pénétrance complete ; IP : pénétrance incompléte
Couleur de l’iris « Fully pigmented » : de cuivre a noisette et vert. Blue : bleu.

Il existe deux populations de mélanocytes ayant des sensibilités différentes a la voie de
signalisation KIT. Les mélanocytes de la peau, qui migrent depuis la créte neurale de fagon
dorso-latérale, sont hautement sensibles. A [D’inverse, les mélanocytes non cutanés
(notamment de ’oreille interne et de 1’iris), qui migrent depuis la créte neurale de fagon
dorso-ventrale, sont moins sensibles a KIT probablement a cause d’une densité moins
importante de récepteurs KIT a leur surface. Cela peut expliquer que la pénétrance des alleles
mutés du locus W soit compléte concernant le pelage (mélanocytes cutanés) alors qu’elle est
incompléte concernant la surdité et la couleur de I’iris (ou se trouvent des mélanocytes non
cutanés, moins sensibles a la voie KIT). Il est également possible qu’il existe d’autres genes
modificateurs.

Diversité des panachures (David et al., 2014)

Comme nous I’avons vu, I’alléle wW* entraine un phénotype panaché. Cependant, il est peu
probable que cet alléle détermine a lui seul la diversité de 1’extension et de la distribution de
la panachure, allant du bout des pattes (chat ganté), a quasiment 1’ensemble du corps (chat
van). La famille présentée en Figure 46 montre la diversité de la panachure au sein d’une
méme portée, malgré un méme génotype au locus W pour trois individus.

Ces observations sont en faveur de ’existence d’autres loci (non identifiés a ce jour)
modulant 1’aspect de la panachure.
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Figure 46 : Famille de chats montrant la diversité des panachures au sein méme
d'une portée, pour un méme génotype (David et al., 2014)

[

wsiw*

ws/w*

w

Siw*

wiiw*

Les ronds désignent les femelles, les carrés les males. Les symboles des individus avec une
panachure blanche sont coloriés en noir.

Le Tableau 31 résume les mécanismes moléculaires impliqués dans le locus W du chat.

Tableau 31 : Résumé des mécanismes moléculaires impliqués dans le locus W du chat

Locus W
Geéne KIT
Protéine Reécepteur KIT a activité tyrosinase kinase
codee
Role Activation de la voie MAP-kinases
Alléles W w® w w*
Absence de blanc
Robe panachée de dans la robe (ou
Gantage du L
. Robe blanche blanc : traces minimales
Phénotypes . Sacré de
(blanc dominant) | (panachure plus ou . . comme un
. - Birmanie s
moins envahissante) médaillon par
exemple)
Insertion d’un
Mutations LTR (long Insertion d’un c. 1035-

responsables

terminal repeat)

d’un rétrovirus
endogene FERV1

rétrovirus endogéne
FERV1

1036delinsCA

Action

Altération sévere
de la régulation du
récepteur KIT

Altération partielle
de la régulation du
récepteur KIT

Altération

Iégere de la

fonction du
récepteur KIT

Augmentation de
I’activité¢ de MITF
par la voie MAP-
kinase — Survie des
mélanoblastes
embryonnaires
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5. Résumé des génes impligués dans la couleur du chat

Les différentes robes existant chez le chat domestique, ainsi que le génotype qui peut étre
associé a chacune est disponible sur le site du LOOF a I’adresse suivante :
http://www.loof.asso.fr/download/11 liste robes 20150101.pdf.

Bien que les loci O (Orange produisant la couleur rousse), Dm (Dilute modifier, recolorant

les couleurs diluées), I (Inhibitory : blanchiment de la phéomélanine) et Wb (Wide band ;
élargissant la bande de phéomélanine des poils agouti) restent a caractériser a 1’échelle
moléculaire, ainsi que plusieurs loci modificateurs comme celui ou ceux de la panachure,
celui ou ceux modifiant les rayures du patron tigré en taches pour former le patron tacheté, les
bases de la coloration du pelage sont maintenant bien connues chez le chat.
Notons cependant que de nombreux autres patrons et couleurs restent encore inexpliqués chez
le chat. Les rosettes du chat Bengal, issu d’une hybridation entre le chat domestique (Felis
catus) et le chat léopard du Bengal (Prionailurus bengalensis), ne peuvent pas étre expliquées
par les locus Tabby et Ticked. Toujours chez le Bengal, la modification glitter, qui rend le poil
trés brillant, reste mystérieuse. De méme, la modification rufus, qui intensifie les tons
phéomélaniques, n’est pas caractérisée (Abitbol, 2012).

6. Robe blanche et surdité congénitale héréditaire (Strain, 1999)

La surdité congénitale neurosensorielle est la premiere cause de surdité chez le chien et le
chat. Chez le chien, plus de 80 races sont concernées par la présence d’une telle surdité
(Annexe 4). Quasiment toutes ces races présentent des robes avec des zones blanches, sans
pigmentation, hormis le Dobermann et le Puli ; c¢’est pourquoi certains auteurs comme Strain
(2003, 2009) ont étudié I’association entre la présence de blanc dans la robe et le risque de
surdité. Les locus M (Merle) et S (white Spotting), qui ont chacun des alléles promoteurs de
dépigmentation (M dominant pour le locus M et les alléles récessifs ', s” et s pour le locus
S), sont donc particuliérement concernés par une éventuelle association entre leurs alléles et la
surdité congenitale.

Chez le chat, les races porteuses de 1’alléle W du locus W (White) (Tableau 32), présentent
également des taux de surdité congénitale importants.

Tableau 32 : Liste des races de chats a robe blanche, porteuses de I'allele W,
prédisposées a la surdité congénitale (Strain, 1999)

White White Scottish Fold
European White White Turkish Angora
Foreign White White American Wirchair
White Cornish Rex White American Shorthair
White Devon Rex White British Shorthair
White Manx White Exotic Shorthair
White Persian White Oriental Shorthair

White : blanc. Foreign White : Oriental blanc. European : européen.

La surdité des races blanches est due a une disparition des mélanocytes non seulement dans
le pelage mais aussi dans la stria vascularis de I’oreille interne, ou les meélanocytes sont
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nécessaires a la transduction de 1’onde sonore mécanique en une impulsion électrique
stimulant les neurones. En effet, le son, amplifié par le systeme auditif de I’oreille externe et
moyenne, produit la vibration du fluide de la cochlée dans I’oreille interne. Cette vibration est
ressentie par les cellules ciliées de 1’organe de Corti, dans le canal cochléaire de I’oreille
interne. Les mélanocytes de la stria vascularis participent a la sécrétion du fluide
endocochléaire dans le canal cochléaire, et au maintien d’une haute concentration en ions
potassium nécessaire a la transduction du signal mécanique en signal électrique stimulant les
neurones, par les cellules ciliées (Figure 47).

L’absence de mélanocytes dans 1’oreille interne se traduit par une dégénérescence post-
natale précoce de la stria vascularis, entrainant une dégénérescence secondaire des cellules
ciliées et des neurones de I’oreille interne. Le signal n’est pas transduit et donc non intégré
par le cerveau, ce qui aboutit & une surdité uni ou bilatérale selon que 1'une ou les deux
oreilles manquent de mélanocytes. Dans cette logique, plus le blanc est étendu dans la robe,
plus le risque que les mélanocytes, absents des follicules pileux, le soient aussi dans les
oreilles internes est élevé. La perte d’audition est permanente car les Mammiféres sont
incapables de régénérer le tissu neural de la cochlée.

Figure 47 : Schéma de coupe transversale de la cochlée (Strain, 1999)

Reissner's membrane

Stria vascularis

Spiral prominence

Organ of Corti

MODIOLUS

Basilar
membrane

Basilar membrane : membrane basilaire ; Organ of Corti : organe de Corti ; Spiral prominence :
proéeminence de la spirale ; Reissner’s membrane : membrane de Reissner ; Tectorial membrane :
membrane tectoriale ; Spiral limbus : limbe de la spirale ; Scala vestibuli : canal vestibulaire ; Scala
tympani : canal tympanique ; Scala media : canal cochléaire

L’organe de Corti repose sur la membrane basilaire de la scala media, et ces cellules ciliées,
noyées dans le fluide endocochléaire, ressentent les vibrations du fluide causées par /’onde sonore. La
stria vascularis, sur les marges de la scala media, sécrete le fluide endocochléaire de la scala media
et maintient une haute concentration en ions potassium, essentiels a la transduction du signal sonore
par les cellules ciliées. La surdité congénitale neurosensorielle résulte d’une perte primaire ou
secondaire des cellules ciliées de la cochlée. Dans le cas des animaux blancs, cette perte est
Secondaire a I’absence de mélanocytes dans la stria vascularis.
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6.1. Association entre les alléles récessifs du locus S et la surdité chez le chien

Strain (2003) a étudié quatre races porteuses d’un ou plusieurs all¢les récessifs du locus S :
le Dalmatien (s"/s"), le Setter Anglais (s” et possiblement s*), le Cocker Anglais (s” et s"), le
Bull Terrier (s” et s') ; et quatre autres races porteuses de blanc ou de merle : le Jack Russel
(avec blanc), le Berger Australien (avec blanc et merle), le Whippet (avec blanc) et le chien
Iéopard Catahoula (avec merle). En testant le potentiel évoqué auditif de 11 300 chiens, il les
a classés en non sourds (B : bilateral hearing), sourds unilatéraux (U) et sourds bilatéraux
(D : deafness). Il a relevé la couleur de la robe de ces chiens, ainsi que leur sexe. Notons que
le nombre de chiens des races Whippet, Catahoula et Jack Russel était insuffisant pour
effectuer une analyse statistique. Les résultats sont présentés dans le Tableau 33.

Tableau 33 : Prévalence de surdité dans huit races chez 11 300 chiens (Strain, 2003)

Breed N Bilaterally Unilaterally Bilaterally  Total deat Ratio
hearing deaf (U)  deaf (D) [U+D] [UAU+D))]
Dalmatian 5333 70.1% 21.9% 8.00 29.9% 0.733
English sctter® 3656 92.1% 6.5% 1.4% 1.9% 0.819
GMS 662 87.6% 10.3% 2.1% 12.4%
ESAA 2994 93.1% 5.6% 1.3% 6.9%
English cocker spaniel 11360 93.1% 5.9% 1.1% 6.9% 0.848
Parti coloured 1067 93.0% 5.9% 1.1% 7.00
Solid 60 98.3% L.7% 0.00% L.7%
Bull terrier 665° 89.0% 9.9% 1.1% 11.0% 0.904
White 346 80.1% 18.0% 2.00 19.9%
Coloured 311 98.7% 1.3% 0.0% 1.3%
Australian cattle dog 296 85.5% 12.2% 2.4% 14.5% 0.837
Whippet© 80 98.8% 0.0% 1.3% 1.3%
Catahoula leopard dogC 78 37.2% 23.1% 39.7% 62.8%
Jack Russell terrier® 56 83.9% T.1% 8.9% 16.1%

® Données collectées par G.M.Strain (GMS), auteur de I’étude et par I’Association des Setters
Anglais d’Amérique (ESAA)

® La somme du nombre de chiens colorés et de chiens blancs n’égale pas le nombre de chiens total
car la couleur de la robe n’était pas disponible pour une partie d’entre eux.

¢ Nombres insuffisants d’animaux testés pour que les pourcentages soient fiables.
Breed : race. Dalmatian : Dalmatien. English setter : Setter Anglais. English cocker spaniel : Cocker
Anglais. Australian cattle dog : Berger Australien. Catahoula leopard dog : chien léopard Catahoula.
Parti coloured : panaché. Solid : uni. White : blanc. Couloured : coloré. Bilaterally hearing : pas de
surdité. Unilaterally deaf (U) : surdité unilatérale. Bilaterally deaf. (D) : surdite bilatérale. Total deaf
: total des deux types de surdité (uni et bilatérale).

Strain a mis en évidence qu’il existait une association significative entre la présence de
blanc dans le pelage et le risque de surdité congénitale chez les races étudiées : les chiens a
marquages blancs étaient plus souvent sourds (unilatéraux ou bilatéraux) que les chiens
colorés. L’étendue du blanc était aussi un facteur de risque pour la surdité congénitale puisque
les Dalmatien avec des patchs colorés, en plus des traditionnelles taches, étaient moins
fréqguemment atteints de surdité que les chiens seulement tachés (Tableau 34). Il y avait aussi
une association significative entre la couleur des yeux et la surdité congénitale : les chiens aux
yeux bleus étaient plus sujets a la surdité congénitale chez le Dalmatien, le Setter Anglais, le
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Cocker Anglais et le Bull Terrier. L’absence de mélanocytes fonctionnels dans les yeux est
associée a 1’absence de mélanocytes dans les oreilles internes, probablement car ce sont les
mécanismes de migration des mélanoblastes qui sont a 1’origine de ces absences. Cela est
cohérent avec les mutations du locus S, qui comme nous 1’avons vu, affectent la migration des
mélanoblastes.

A T’inverse, il n’y avait pas d’association significative entre le sexe et la surdité congeénitale,
ni entre les variations de la couleur des zones colorées du pelage et la surdité congeénitale.

Il est important de noter la proportion élevée de surdité unilatérale parmi les chiens sourds
(Tableau 33) : 73,3% des Dalmatien, 81,9% des Setter Anglais, 84,8% des Cocker Anglais,
90,4% des Bull Terrier. Cela est trés problématique puisqu’aujourd’hui, les éleveurs tentent
d’éliminer la surdité¢ congénitale en retirant de la reproduction les chiens sourds. Or, les
chiens qui n’ont une surdité que unilatérale ne sont pas forcément détectés, alors qu’ils
représentent la majorité des chiens atteints de surdité. Cela souligne 1’importance de faire
tester 1’audition des chiens mis a la reproduction.

Tableau 34 : Comparaison des prévalences de surdité dans cing races de chiens en
fonction des couleurs de robe (Strain, 2003)

Breed Pigment comparison Hearing N p
comparison®

Dalmatian black/liver spots B/U/MD 5256 (4332/924) (0.890
patch ahsent/present™ B/U/D 5283 (4814/469) <(0.0001

English setter blue/orange/tricolour B/U/D 3650 (958/2395/297) 0.853
roan

English cocker  parti roan/parti white B/U/D 1127 (888/179/60) 0472°

spaniel and colour/solid * )
partifsolid * B/U/D 1127 (1067/60) 0.266°
parti/solid * B/D 1127 (1067/60) 0.1072
parti roan/parti white B/U/D 1067 (888/179) 0.655
and colour i

Bull terrier white/coloured ™ B/U/D 657 (311/346) <0.0001°
white/coloured™ B/D 657 (311/346) <0.0001

Austraban cattle blue/blue and tan/blue, B/U/D 293 (T1/18/124/80) 0.176°

dog black and tan/red”

“B : nonsourd ; U : sourd unilatéral ; D : sourd bilatéral. Pour les comparaisons B/D, D désigne
[’ensemble des chiens sourds, de facon unilatérale ou bilatérale.

® Nombres d’animaux insuffisants pour que 1’association soit significative de facon certaine.
Breed : race. Dalmatian : Dalmatien. English setter : Setter Anglais. English cocker spaniel : Cocker
Anglais. Australian cattle dog : Berger Australien. Catahoula leopard dog : chien léopard Catahoula.
Pigment comparison : robes comparées. Black : noir. Liver : foie. Blue : bleu. Tricolour : tricolore.
Roan : rouan. Parti : panaché. White : blanc. Coloured : coloré. Solid : uni. And tan : et feu.
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6.2. Association entre ’alléle M du locus M du chien et la surdité

Strain et al. (2009) ont étudié 1’association de 1’allele M avec le risque de surdité. Une
¢tude précédente sur des Teckel d’un chenil de laboratoire allemand annongait un taux de
surdité de 54,6% pour les chiens M/M et de 36,8% pour les chiens M/m. Ces taux semblaient
anormalement élevés par rapport aux observations des éleveurs de races porteuses de robe
merle. Cette étude se limitait a une population peu représentative de 1’ensemble des chiens et
prenait en compte la surdité partielle, pouvant étre due a un ensemble de facteurs tels que la
mauvaise hygiéne du conduit auditif, les otites, 1’exposition a un niveau sonore ¢levé. Ces
facteurs ont probablement une importance marquée en chenil. La surdité d’origine
uniquement héréditaire peut étre unilatérale ou bilatérale mais ne peut pas étre partielle pour
une oreille donnée. L’étude des Teckel allemands surestimait donc probablement largement la
prévalence de la surdité héréditaire chez les chiens merles.

Une autre étude (Platt et al., 2006), realisée sur un échantillon beaucoup plus large de
chiens, au Royaume-Uni, de race Border Collie, annongait un taux de surdité unilatérale de
2,8% et bilatérale de 0,5% sur 2303 chiots, avec une absence de différence significative entre
les chiens merles et les chiens non merles. Malheureusement, cette étude ne prenait pas en
compte le génotype des chiens et donc ne comparait pas les chiens M/M au chien M/m.

Strain et al. (2009) ont testé les capacités auditives de 153 chiens merles ou double-merles
de 10 races différentes, ce qui a permis de classer les chiens en trois classes : absence de
surdité, surdité unilatérale et surdité bilatérale (résultats dans Tableau 35). Sur les 153 chiens
testés, 4,6% étaient unilatéralement sourds et 4,6% étaient bilatéralement sourds, donc un
total de 9,2% était affecté. Les chiens hétérozygotes merle M/m présentaient des taux de
surdité significativement plus bas (2,7% unilatéral et 0,9% bilatéral) que les chiens double-
merles M/M (10% unilatéral et 15% bilatéral).

Tableau 35 : Prévalence de la surdité chez les chiens merles, M/M et M/m (Strain et
al., 2009)

Hearing
All Merle Dogs +/Merle Merle/Merle

Breed N B U D B U D B U D
Catahoula 54 51 1 2 25 0 0 26 1 2
Australian Shepherd 32 29 1 2 26 1 0 3 0 2
Chihuahua 18 18 0 0 18 0 0 — — —
Collie 15 13 2 0 12 0 0 1 2 0
Shetland Sheepdog 9 7 1 | 7 | 0 0 0 1
Cardigan Welsh Corgi 8 7 1 0 7 0 0 0 1 0
Great Dane 6 4 1 | 4 | 0 0 0 1
Border Collie 5 5 0 0 5 0 0 — — —
Dachshund 4 4 0 0 4 0 0 — — —
Cocker Spaniel 1 0 0 1 0 0 | — — —
Mix | 1 0 0 1 0 0 — — —

153 139 7 7 109 3 1 30 4 6

(90.8%) (4.6%) (4.6%)  (96.5%) (2.7%) (0.9%) (75.0%) (10.0%) (15.0%)

B : non sourd (bilateral hearing) ; U : sourdité unilatérale ; D : surdité bilatérale
Australian Shepherd : Berger Australien. Collie : Colley. Shetland Sheepdog : Berger des Shetland.
Great Dane : Dogue Allemand. Dachshund : Teckel. All Merle Dogs : tous les chiens merles.
Hearing : statut auditif.
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Le nombre de chiens au sein d’une race donnée ne permettait pas de comparer de fagon
significative les deux groupes sains et atteints au sein de chaque race mais pour les deux races
les plus représentées (Catahoula et Berger Australien), il semblait y avoir une différence
interraciale puisque seulement 5,9% des Catahoula étaient affectés, contre 9,4% des Bergers
Australiens Ceci n’est pas surprenant puisque les Catahoula double-merles ont une robe
beaucoup plus colorée que les individus double-merles d’autres races. Les races proches du
Colley (Colley, Border Collie et Berger des Shetland) semblent en général plus affectées que
les autres races. Notons que chez ces races la robe merle est associée a une panachure
blanche, contrairement a ce qui se passe chez le Catahoula (pas de panachure).

Les prévalences de surdité obtenues pour les chiens simple-merles (2,7% unilatérale et
0,9% bilatérale) sont cohérentes avec les prévalences obtenues pour I’ensemble des chiens
simple et double-merles dans 1’étude de Platt et al. (2006): 2,3% unilatérale et 0,5%
bilatérale. Une prévalence de 1’ordre de 2 & 3% de surdité unilatérale ou bilatérale est donc a
attendre chez les chiens merles. Chez les chiens double-merles, elle est bien plus élevée (total
de 25% de surdité uni ou bilatérale dans 1’étude de Strain et al., 2009). C’est pourquoi il est
conseillé aux éleveurs de ne pas marier deux chiens merles afin de ne pas obtenir d’individus
double-merles potentiellement sourds. Notons qu’il est déconseillé de marier deux chiens
merles pour une autre raison : les double-merles sont prédisposeés aux anomalies oculaires
(microphtalmie entre autres).

6.3. Association entre I’alléle W du locus White du chat et la surdité des chats blancs

Comme chez le chien, la surdité congénitale neuro-sensorielle est la premiére cause de
surdité chez le chat. Les chats blancs sont particuliérement a risque concernant ce type de
surdité. Le mécanisme est le méme : ’absence de mélanocytes dans le stria vascularis de
I’oreille interne entraine la dégénérescence secondaire des cellules ciliées de 1’organe de
Corti, organe sensoriel de I’oreille interne.

Chez le chat, la surdité congénitale est li¢e a I’allele W du locus W (White) qui, lorsqu’il est
présent dans le génome du chat, entraine une robe totalement blanche. L’alléle w® (white
Spotting) du locus W, qui entraine une panachure blanche plus ou moins étendue n’a pas été
décrit comme prédisposant a la surdité (Cvejic et al., 2009).

Des études déterminant la prévalence de la surdité dans des chatteries expérimentales de
chats blancs avaient déja été publiées, annongant des prévalences élevées : de 42,9 a 89,3%.
Cependant, dans ces populations, la surdité était sélectionnée et la prévalence ne reflétait
probablement pas celle observées chez les chats de race de propriétaires privés, chez qui elle
est plut6t contre-sélectionnée. Cvejic et al. (2009) ont réalisé une étude chez des chats blancs
de particuliers présentés pour un dépistage de la surdité de routine dans 10 races ou la robe
blanche apparait. La capacité d’audition a été testée par 1’évaluation des potentiels évoques
auditifs. Leurs résultats sont présentés dans le Tableau 36. Vingt pour cent des chats étaient
sourds de maniére unilatérale ou bilatérale (17/84). Les sourds bilatéraux représentaient
10,7% (9/84) alors que les sourds unilatéraux représentaient 9,5% (8/84). Comme chez le
chien, il n’y avait pas d’association entre le sexe et la surdité.
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Tableau 36 : Statut auditif de 84 chats blancs de race (Cvejic et al., 2009)

Number Nommal Unilateral Bilateral

Breed of Cats  Hearing  Deafness  Deafness
British Shorthair 31 26 4 1
Maine Coon 14 9 1 4
Turkish Angora 11 10 1 0
Persian 9 8 0 1
Foreign White 6 5 l 0
Norwegian Forest 6 2 l 3
Highlander 4 4 0 0
Balinese 1 1 0 0
Devon Rex 1 1 0 0
Ormiental Shorthair 1 1 0 0

Breed : race. Number of cats : nombre de chats. Unilateral Deafness : surdité unilatérale. Bilateral
deafness : surdité bilatérale. Turkish Angora: Angora Turc. Persian: Persan. Foreign White :
Oriental Blanc. Norwegian Forest : Norvégien. Balinese : Balinais.

Les auteurs ont étudié I’association entre la couleur des yeux et le statut auditif chez ces
chats blancs. Les études menées dans les chatteries expérimentales avaient démontré une
association significative entre la couleur des yeux et la surdité ; les chats ayant les deux yeux
bleus étaient plus a risque que les chats ayant un ceil bleu et un ceil non bleu, eux-mémes plus
a risque que les chats ayant les deux yeux non-bleus. L’étude de Cvejic et al. a confirmé en
partie cette observation puisque la surdité a été trouvée chez :

- 44,4% des chats ayant les deux yeux bleus,

- 20% des chats ayant un ceil bleu et un ceil non bleu,

- 18,9% des chats ayant les deux yeux non bleus.

La différence est significative entre les chats ayant les deux yeux bleus et les chats n’ayant
pas les deux yeux bleus.

La prévalence beaucoup moins élevée de surdité trouvée par Cvejic et al. chez les chats de
particuliers (20,2% par rapport a 42,9 & 89,3% dans les cohortes expérimentales) peut étre
expliquée par plusieurs propositions. D’abord, les études précédentes concernaient des
populations consanguines (pédigrées expérimentaux) ou la surdité était sélectionnée afin
d’étre étudiée, alors qu’a I’inverse, les bonnes pratiques d’élevage recommandent de ne pas
mettre a la reproduction les chats sourds, donc la surdité est contre-sélectionnée dans les
¢levages de chats de particuliers, ce qui peut réduire sa prévalence. D’autre part, les mariages
entre chats blancs dans les cohortes expérimentales aboutissent a des individus de génotype
W/W. Les génotypes des chats de I’étude de Cvejic et al. n’ont pas été déterminés mais il est
probable que la proportion de chats homozygotes W/W ait eté beaucoup moins élevée, les
éleveurs évitant de marier deux chats blancs.

Malgré les mesures de contre-selection de la surdité recommandées depuis plusieurs

dizaines d’années dans les races de chats blancs, I’étude de Cvejic et al. montre que la
prévalence de chats blancs de race sourds reste élevée (plus de 20%).
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L’équipe de David et al. (2014), aprés avoir caractérisé les alleles W et w® du locus W du
chat a étudié la prévalence de surdité en fonction des génotypes dans deux pédigrées de chats
blancs, panachés de blanc ou sans blanc. Les résultats sont détaillés dans le Tableau 37. Tous
les chats sourds portaient au moins un allele W. Les homozygotes W/W avaient tous une
atteinte compléte ou partielle (unilatérale) de 1’audition alors que les hétérozygotes W/w*
n’étaient pas tous atteints (58% entendaient normalement). Aucun des individus homozygotes
w'/w" n’était sourd. L’association entre la présence de 1’alléle W et la surdité est significative.
L’allele W prédispose donc a la surdité. Pour I’allele W, I’échantillon était trop petit pour tirer
des conclusions certaines mais il ne semblait pas associé a la surdité puisque les trois
individus homozygotes w*/w® entendaient normalement. Parmi les six individus hétérozygotes
W/w®, deux entendaient normalement, deux étaient sourds et deux avaient une atteinte
partielle (unilatérale) de I’audition.

Tableau 37 : Statut auditif en fonction du génotype au locus W de 71 chats (David et
al., 2014)

Phenotype?®

Partial MNormal

Genotype at Wa Deaf Hearing Hearing
w/w 16 6 0
W+ 6 5 14
wh/w? 0 0 15
Woiws 2 2 2
we/we 0 0 3

Deaf : sourd. Partial hearing : audition partielle. Normal hearing : audition normale.

Le génotype W/W étant fortement associé & une perte d’audition, les mariages de chats
blancs sont donc & éviter.

Actuellement, des implants intra auriculaires sont développés chez le chat sourd, qui est un
bon modele de la surdité congénitale neurosensorielle de I’enfant. Les résultats sont
prometteurs puisqu’un rétablissement partiel de 1’audition a été observé chez les chats
implantés (Cvejic et al., 2009).
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TROISIEME PARTIE :

APPLICATION A L’ELEVAGE

1. Rappels sur les modes de transmission

Le mode de transmission est défini pour un allele donné. Pour les couleurs, la transmission
est dite mendélienne, c¢’est-a-dire qu’elle suit les lois de Mendel. Ces lois ont été découvertes
par le botaniste Mendel en 1865. Elles concernent des caracteres définis par un geéne, ou
plusieurs versions du gene (alléles) existent et aboutissent a un changement phénotypique.

Chaque allele peut étre transmis sur un mode autosomique, si le géne est situé sur un
chromosome autosome (cas de la grande majorité des loci de couleur du chien et du chat) ou
sur la portion commune des chromosomes sexuels X et Y, ou le mode transmission peut étre
lié a I’X, si le géne est situé sur la portion propre au chromosome X (cas du locus Orange du
chat, non évoqué dans ce manuscrit car non caractérisé a 1’échelle moléculaire a ce jour).

Lorsque le mode de transmission est autosomique, deux versions du géne sont présentes
dans le génome de I’individu, c’est-a dire deux alleles, puisque les chromosomes sont
présents en deux exemplaires. Si les deux alléles de I’individu sont différents, il peut y en
avoir un qui masque 1’expression phénotypique de 1’autre : 1’allele qui s’exprime est appelé
’allele dominant (nommé par une lettre majuscule de fagon conventionnelle), I’alléle dont
I’expression est masquée est appelé 1’allele récessif (noté par une lettre minuscule). Lorsqu’un
individu porte deux alleles identiques, on dit qu’il est homozygote. Lorsqu’il porte deux
alleles différents, on dit qu’il est hétérozygote.

1.1. Mode autosomique dominant

Un alléle transmis sur un mode autosomique dominant est un alléle qui, lorsqu’il est porté
avec un allele récessif, s’exprime et masque ’expression de 1’allele récessif. Si I’individu
porte un allele a transmission autosomique dominante, le caracteére qu’il contrdle résultera de
cet all¢le. L’autre allele porté par 1’individu n’aura pas de conséquence sur le phénotype. Il
suffit donc que le chien ou le chat soit hétérozygote (porte une copie de 1’alléle dominant)
pour qu’il exprime le caractere.

Par exemple, au locus K du chien, I’alléle K® responsable du noir dominant, est dominant
sur les alléles k®" et K’. Ainsi, tout individu porteur de K® sera noir, quel que soit I’autre alléle
porté au locus K.

Le portage d’un tel allele concernant la couleur du pelage est donc évident puisqu’il se voit
au niveau du phénotype.

1.2. Mode autosomique récessif

Un allele transmis sur un mode autosomique récessif ne s’exprime que lorsque I’individu
est homozygote pour cet alléle, c’est-a-dire qu’il porte deux alléles identiques. Si I’individu
porte cet alléle avec un autre alléle, dominant, sa présence n’aura pas conséquence sur le
phénotype.
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C’est pour les alleles de ce type que les tests génétiques peuvent étre utiles. En effet,
puisqu’il n’y a pas de conséquence sur le phénotype en cas d’hétérozygotie avec un all¢le
dominant, il est impossible de savoir si I’individu est porteur de cet alléle hormis si I’'un de ses
parents est homozygote pour I’allele récessif ou si un individu de sa descendance 1’est.
Lorsque le portage n’est pas avéré par un de ces cas, il est bien plus économique de réaliser un
test afin de détecter 1’allele récessif lorsque ce test est disponible plutét que de faire un
mariage avec un individu a phénotype récessif (donc homozygote pour 1’alléle récessit) dont
le résultat ne sera probant que s’il y a des petits a phénotype récessif dans la portée. Dans le
cas contraire, on ne prouve pas que 1’alléle récessif n’est pas présent car il est probable que
I’individu n’ait transmis que son alléle dominant a ses petits, bien qu’il soit également porteur
de I’allele récessif.

Un test génétique fournit une réponse rapide, sdre et bien plus économique que la
réalisation de mariage(s) « test(s) ».

C’est le cas par exemple de 1’alléle b responsable du brun du chien et du chat, qui est
masqué par ’alléle B responsable du noir lorsque I’individu porte ces deux alléles. Un
individu noir peut donc étre porteur de b, sans que cela soit visible. Selon le désir de 1’¢éleveur,
il peut étre intéressant de détecter cet alléle afin de pouvoir au choix obtenir plus d’individus
bruns dans la descendance (par un mariage avec un individu brun homozygote pour ’all¢le
b), ou au contraire, n’avoir aucun individu brun dans la descendance (par un mariage avec un
individu noir homozygote pour ’alléle B).

1.3. Mode autosomique semi-dominant

Un allele transmis sur un mode autosomique semi-dominant ou co-dominant est un allele
dont I’expression est modifiée par le portage d’un autre alléle semi-dominant. Le phénotype
qui résulte du portage de deux alleles semi-dominant est intermédiaire entre les phénotypes
des individus homozygotes pour I’un ou I’autre de ces all¢les.

C’est le cas par exemple du locus S du chien, ou les quatre alléles sont semi-dominants les
uns avec les autres. Ainsi, un chien de génotype S/S n’aura pas de panachure blanche, un
chien de génotype s"/s" aura une panachure étendue, alors qu’un chien hétérozygote S/s" sera
de phénotype intermédiaire avec une panachure présente, mais moyennement étendue.

Dans ce cas, si le géne en question n’a que deux alléles, il est facile de déterminer le
génotype de I’individu rien que par I’observation du phénotype (deux phénotypes extrémes
causés par ’homozygotie pour I’un ou I’autre des alleles et un phénotype intermédiaire causé
par I’hétérozygotie). Cependant, lorsque plus de deux alléles existent pour un gene, comme au
locus S du chien, la déduction du génotype par 1’observation du phénotype est bien moins
évidente. Par exemple, un individu de génotype S/s” peut avoir le méme phénotype qu’un
individu de génotype sP/sP. Dans ce cas, il est également intéressant d’utiliser des tests
génétiques afin de préciser le génotype de son animal et de pouvoir prévoir les all¢les qu’il
transmettra a sa descendance, pour obtenir un maximum de phénotypes voulus.

2. Tests disponibles

Il y a peu de temps, les tests génétiques étaient limités a la cytogénétique, qui consiste a
étudier le nombre et la forme des chromosomes pour détecter des remaniements affectant des

114



fragments chromosomiques ou des chromosomes entiers. C’est elle qui, par exemple, permet
de détecter une anomalie des chromosomes sexuels pouvant étre a 1’origine d’un probléme de
fertilité chez un chien ou un chat.

Depuis quelques années se développe la génétique moléculaire, qui consiste en I’analyse
de la molécule d’ADN pour détecter des mutations de facon ciblée sur le génome
[http://www.inserm.fr/thematiques/genetique-genomique-et-bioinformatique/dossiers -d-
information/les-tests-genetiques]. Ce sont les tests de ce type qui permettent de différencier
les alléles d’un gene de pigmentation connu, une fois que la ou les mutation(s) associée(s) a
un alléle, de préférence causale de cet alléle, ont été découvertes.

Les tests disponibles pour le chien concernent les alléles :

- du locus A (AY - fauve, 8" — gris- loup, a' — marquages feux, a — noir récessif),

- du locus E (EM- masque, E%— domino et grizzle, E sauvage, e — fauve récessif et E" —
sable du Cocker équivalent au domino et grizzle),

- du locus B (B sauvage — noir, b — marron),

- dulocus D (D sauvage, d — dilution),

- dulocus M (M — merle, m sauvage),

- du locus H (H —arlequin, h sauvage),

- K®- noir dominant du locus K et s"— piebald du locus S.

Les tests disponibles pour le chat concernent les alléles :

- dulocus A (A —agouti, a — non agouti, A™ — charcoal et A? du Bengal),

- du locus B (B — noir, b — brun, b'- cannelle),

- du locus D (D sauvage, d — dilution),

- du locus W (W — blanc dominant, w® - panachure, w? - gants du Birman, w - sauvage),
- dulocus E (E sauvage, e — ambre du Norvégien),

- du locus C (C sauvage, ¢ — coulourpoint, ¢ — sépia, ¢ — albinos).

Ils sont présentés par laboratoire en Annexe 5 et Annexe 6 pour le chien, et Annexe 7 et
Annexe 8 pour le chat. Le laboratoire, le type de prélevement, le nom du test, le(s) allele(s)
testé(s), ainsi que le prix et les délais d’attente pour les résultats aprés réception de
I’échantillon sont indiqués.

Certains tests ne sont disponibles que pour un nombre de races limité, parfois méme pour
une seule. Les races concernées pour chaque test sont en géneral indiquées sur les sites des
laboratoires (adresses indiquées dans les tableaux en annexe).

3. Choix du laboratoire

3.1. Laboratoires francais

Trois laboratoires francais, Genindexe (www.genindexe.com), Genimal
(www.genimal.com) et Antagene (www.antagene.com), proposent des tests génétiques pour
la couleur du chien et du chat, détaillés dans les tableaux en annexe.
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Leurs prix se situent entre 65 et 68€ pour le premier test chez le chien et entre 60 et 68€
pour un premier test chez le chat, avec souvent un tarif dégressif pour la réalisation d’autres
tests.

Les délais d’obtention de résultats annoncés apres réception du prélévement sont de deux
semaines chez Genindexe, 10 a 20 jours pour le chien et cing a 15 jours chez le chat pour
Antagene, et plus courts pour le laboratoire Genimal, qui est plus rapide sur certains tests.

3.2. Laboratoires étrangers

Des laboratoires étrangers offrent également des tests génétiques, souvent non disponibles
en France. Nous avons choisi de présenter trois d’entre eux, qui offrent des tests
supplémentaires par rapport aux laboratoires francais.

Le laboratoire VGL (Veterinary Genetics Laboratory) de 1’université de Californie (UC)
Davis, aux Etats-Unis propose des packs en particulier un pack comportant tous les tests de
couleur de chat (au nombre de six dans ce laboratoire). Leur délai de réponse annoncé est tres
rapide (six jours maximum). Ce laboratoire est également un des seuls a proposer la
réalisation de tests a partir d’échantillons prélevés a I’aide d’outils facilement accessibles
(cotons-tiges, brosses interdentaires). Par contre, il faut prendre en compte le temps d’envoi et
le colt de I’envoi puisque ce laboratoire est aux Etats-Unis. Le site internet est exclusivement
en anglais (https://www.vgl.ucdavis.edu/services/index.php).

Le laboratoire Laboklin, en Allemagne, est plus proche et trés bien placé au niveau des
tarifs. Les délais de réponse sont par contre un peu plus longs que chez VGL, mais du méme
ordre que ceux observés par les laboratoires francais. Le site internet a une version en francais
(http://www.laboklin.de/pages/html/fr/genetique_animale/couleur.htm).

Le laboratoire Langford, au Royaume-Uni, propose un large choix pour les tests de couleur
pour les chats. Ses tarifs sont intermédiaires, moins chers que les laboratoires francais mais en
moyenne plus cher que le laboratoire Laboklin. Leur délai de réponse annoncé est
extrémement court (trois jours). Le site internet est exclusivement en anglais
(http://www.langfordvets.co.uk/diagnostic-laboratories).

3.3.  Critéres de choix

Le détail des tests disponibles, des tarifs et des délais de réponse est donné dans les
tableaux récapitulatifs en annexes (Annexe 5, Annexe 6, Annexe 7, Annexe 8).

Pour choisir le laboratoire adapté, il faut donc tenir compte de ’alléle a tester (et choisir un
laboratoire le proposant), du délai, du tarif et des modalités d’envoi (envoi standard pour les
laboratoires frangais, envoi express plus chers pour les laboratoires internationaux) et du type
de prélévement requis.

Nous invitons le lecteur a consulter les sites internet des laboratoires avant de choisir car
certains proposent des services intéressant : tests génétiques par race (Antagene, Genimal,
Langford), feuilles de prélevement en ligne (Genimal, Laboklin, UC Davis), envoi de kits de
prélevement (gratuits, tous sauf UC Davis).
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4. Modalités de réalisation et usage

Il est important de noter que, pour que le résultat du test soit officiel et puisse étre utilisé
lors de la vente de I’animal ou pour justifier la couleur de chiots ou chatons auprés des Livres
d’Origines par exemple, le prélévement doit étre réalis€ par un vétérinaire qui contrdle
I’identification de I’animal (puce ou tatouage), signe et appose son tampon sur la demande
d’analyse. L’animal doit donc impérativement étre identifié AVANT le prélévement. Si le test
est réalisé a usage purement informatif par le propriétaire de 1’animal (pas de rendu de
certificat ADN valide), il est possible que le propriétaire réalise lui méme le préléevement. Il
convient dans tous les cas de se renseigner aupres du laboratoire choisi afin de vérifier si le
prélévement doit étre authentifié ou non par un vétérinaire.

4.1. Types de prélevement

Le prélévement doit comporter des cellules de I’animal afin que I’ADN puisse étre extrait.

Le 1% type de prélévement (le plus fréquemment utilisé) est 1’écouvillon ou le frottis
buccal. L’instrument utilisé¢ pour le réaliser différe selon les laboratoires : il s’agit le plus
souvent d’un kit fourni gratuitement sur demande par le laboratoire et contenant une
cytobrosse, c'est-a-dire une petite brosse au bout d’une longue tige permettant de prélever des
cellules, ou bien d’un coton-tige spécial pour réaliser 1’écouvillonnage. Certains laboratoires,
comme VGL, acceptent des prélévements réalisés avec des cotons-tiges normaux ou bien des
brosses interdentaires, vendus en supermarché (Figure 48).

Le 2°™ type de prélévement est le prélévement sanguin. Il est réalisé par une prise de sang
veineux par le vétérinaire. Selon les laboratoires, le sang doit étre mis sur EDTA ou sur
éthanol (détails dans les tableaux récapitulatifs en annexe).

Dans tous les cas, pour que le résultat du test soit officiel, le prélévement doit étre fait par
un vetérinaire, qui certifie 1’identification de 1’animal.

Figure 48 : Instruments utilisables pour la réalisation d’un frottis buccal

Ecouvillon Coton-tige classique
Founi par le Selon le laboratoire, utilisez

Brosse interdentaire classique

Dans le cas on ce type de laboratoire un seul ou les deux cotés
Cytobrosse prélévement est choisi, veillez a
Fournie par le utiliser des brosses dures ou
laboratoire medium (wide, moderate), et non

souple (tight) afin de pourvoir
prélever des cellules.

Attention, la plupart des laboratoires n’acceptent que les prélevements faits avec le kit de prélevement
qu’ils fournissent gratuitement sur demande. Cela est indiqué dans les tableaux récapitulatifs en
annexe. Il est nécessaire de vérifier sur le site du laboratoire choisi avant de réaliser un prélevement.
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4.2.  Réalisation d’un écouvillon ou d’un frottis buccal

Le prélevement de cellules buccales est trés peu invasif et non douloureux pour I’animal. Tl
peut étre réalisé sur animal vigile.

Il est important que 1’animal n’ait pas mangé au moins une heure avant le prélévement afin
d’éviter la contamination par des restes de nourriture.

Il est réalisable dés la naissance, mais puisqu’il faut séparer les petits de leur meére pendant
plus d’une heure avant prélévement pour éviter qu’ils ne tétent, il est préférable d’attendre que
les petits aient plusieurs semaines. De plus, si un certificat ADN valide est souhaité, 1’animal
doit étre identifié, ce qui ne peut pas étre réalisé chez un trop jeune animal.

Avant le prélévement, et a chaque changement d’animal, il est nécessaire de se laver les
mains pour limiter les risques de contamination du prélevement.

L’animal doit étre fermement maintenu. La brosse ou le coton-tige est introduit entre la
gencive et la joue de I’animal (Figure 49). La tige est ensuite tournée plusieurs fois et
vigoureusement afin de détacher des cellules de la muqgueuse, pendant plus de 20s.
L’ensemble est ensuite retiré de la bouche de 1’animal. Selon le type d’instrument utilisé, il
est nécessaire de laisser sécher le prélevement avant de le remettre dans son emballage ou
dans un tube spécifique. Cela dépend du kit fourni par le laboratoire, qui fournira en méme
temps les recommandations spécifiques (exemple en Figure 50).

Attention : il faut éviter autant que possible les contaminations par la salive, et il ne faut
pas toucher I’extrémité de 1’outil qui préléve les cellules, afin de ne pas contaminer le
prélevement avec son propre ADN.

Figure 49 : Réalisation d'un écouvillon ou d'un frottis buccal (Site de VGL, UC
Davis)

F \‘?g‘e L
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Figure 50 : Exemple de fiche explicative fournie avec le kit de prélévement de
Genindexe (Site de Genindexe)

Comment réaliser le prélévement ?

L - Inscrivez vos coordonnées, le test que vous désirez avec les coordonnées
de I’animal et votre autorisation au transfert de données.

Etape1:
- Le vétérinaire inscrira ensuite ses coordonnées et vérifiera les coordonnées
de I'animal prélevé (tatouage, numéro de puce,...)

- Introduire la brosse entre la joue et la gencive de ["animal.

- Bien frotter ct tourner la brosse contre la joue pendant 30
secondes environ. Le but est de récupérer des cellules buccales qui
contiennent 'ADN de I"animal (pas de prélévement de salive).

- Coupez lacytobrosse @ 1 €m de la brossette et placez la dans le tube
fourni et vérifiez qu'il y a toujours de I'éthanol dans le tube (sans éthanol,
les cellules buccales ne se conserveront pas).

- Refermez le tube et placez le dans le sachet plastique.

y - Collez I'étiquette adhésive correspondante (SAMPLE 0000-000) sur la
- fiche de prélévement. Cette étiquette permet de faire le lien entre le tube et la
fiche de prélévement.

Lorsque tous les prélévements sont réalisés, placez dans une enveloppe a bulle :
- Le tube de prélévement dans le sachet plastique,
- Le réglement (chéque a l'ordre de GENINDEXE ou virement bancaire)
- La feuille de prélévement remplie et signée

4.3. ldentification du prélevement et remplissage de la feuille de prélévement

Le prélevement doit impérativement étre identifié selon les modalités décrites sur le site du
laboratoire choisi. Il peut s’agir d’étiquette a apposer sur I’embalage fourni par le laboratoire,
ou bien d’une simple identification écrite comportant le nom de ’animal sur I’emballage
préconis¢ par le laboratoire. Par exemple, pour le laboratoire VGL, lorsqu’on choisit
I’utilisation de brosses interdentaires, elles doivent étre inséreées dans une enveloppe avec le
nom de I’animal ; lorsqu’on choisit les cotons-tiges, ils peuvent étre collés sur la feuille de
prélévement (Figure 51).

La feuille de préléevement doit étre remplie de fagon compléte. Elle comporte les
informations sur le propriétaire, le vétérinaire, 1’animal avec son identification, le(s) test(s)
demandé(s). Il est nécessaire que le vétérinaire signe cette feuille et appose le tampon de la
cliniqgue pour que le résultat soit officiel. Des exemples de feuilles de prélevement sont
présentés en Annexe 9 (Laboklin), Annexe 10 (Langford), Annexe 11 (Genindexe), Annexe
12 (Genimal) et Annexe 13 (Antagene).
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Figure 51 : Feuille de prélevement de VGL (Site de VGL)

SVGL  jmwwm ™ -,
s —_—
i

A

PR

4.4.  Envoi du prélévement accompagné de la fiche de prélévement

L’envoi du prélévement doit étre fait le plus rapidement possible aprés qu’il ait été
effectué. En effet, il existe un risque de dégradation des cellules qui pourrait altérer I’ADN et
empécher la réalisation de tests si le prélevement tarde trop a étre analysé. En cas
d’impossibilité¢ d’envoi immédiat, le prélévement doit étre conservé au réfrigérateur.

Lors d’envoi international, il est nécessaire de choisir un mode de livraison rapide. Lors
d’envoi national, le courrier peut étre envoyé comme un colis/lettre normal(e).

Il est également nécessaire de joindre le réglement des tests demandés avec 1’ensemble.

4.5.  Utilisation des résultats des tests, exemples

Le résultat du test ADN se présente sous la forme du génotype de 1’animal pour le/les
geénes testés. On dispose donc d’un résultat sans ambiguité : 1’animal est homozygote (pour un

allele), hétérozygote ou homozygote (pour 1’autre allele). Un exemple de résultat est présenté
dans la Figure 52.
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Figure 52 : Exemple de résultat de test ADN de couleur pour un chat Bengal

UNIVERSITY OF CALIFORNIA, DAVIS

ELLY » DAVIS o IRVINE o LOSANGELES « MERCED o RIVERSIDE * SAN DIFGO o SAN FRANCGINO |

VETERINARY GENETICS LABORATORY TELEPHONE: (530) 752-22
SCHOOL OF VETERINARY MEDICINE FAX: (530) 752-3556
ONE SHIELDS AVENUE

DAVIS, CALIFORNIA 95616-5744

BENGAL COAT COLOR TEST RESULTS

Case: CAT67800

Date Received: 04-Aug-2014

Prine Daze: 06-Aug-2014

Report ID: 8953-9131-1175-3084
Verify report at www.vgl ucdavis edu/myvglverdy html

Cat.
DOB: 0212212012 Sex: Male Breed Bengal Microckip

Sire.

Dam
AGOUTICHARCOAL AFb/AFD 2 copies of ALC Agouti gene are present Offspring can be charcoal epending o the genetics of the mate
ALBINO N/N No copies of albino allele are present
AMBER EE No copies of the mutation for Amber.
BROWN BB Full color, cat does 2ot carry brow or ciznamon.
COLORPOINT cle Casrier of Sizmese colorpoint restriction.
DILUTE D/d One copy of dilute allele. Catis 2 carier of dilute

For more detailed information on Cat Coat Color results, please go to:

d d

i P P 1
www.vgl v php

Le test a été réalisé aupres de ['UC Davis (laboratoire VGL). Le chat est homozygote pour [’allele
A™ (alléle sauvage agouti du Bengal) au locus A. Il est non porteur d’albinisme (locus C, homozygote
normal N/N). Il est homozygote pour [’alléle sauvage du locus E (E/E). Il est non porteur de chocolat
ou de cannelle (homozygote B/B au locus B). Il est porteur de sépia au locus C (C/CP) et porteur de
dilution au locus D (D/d).

Connaitre le génotype des reproducteurs pour les loci de coloration permet d’ajuster les

accouplements afin d’obtenir les chiots ou chatons de la/des couleur(s) désirée(s).
Un exemple de prédiction pour un locus unique est présenté dans la Figure 53.
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Figure 53 : Exemple de prédiction des couleurs des chiots lors du mariage d’un
Labrador marron et d’un Labrador noir porteur de marron

Parents

Noir porteur de marron
Génotype B/b

Marron
Génotype b/b

Tableau de I'accouplement

B

b

b | Bb

bb

Bb

bb

Chiots produits : 50% noirs, 50% marron

Dessins des chiens : http://www.doggenetics.co.uk
S

Lo o s s

Le tableau de [’accouplement est réalisé en indiquant les alléles portés par les parents dans la
premiere colonne et la premiére ligne. Les quatre cases au centre correspondent aux génotypes des
chiots. Dans cet exemple, les parents sont également de génotype E/E au locus E qui permet la

production d’eumélanine.

Un exemple de prédiction pour deux loci est présenté dans la Figure 54.
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Figure 54 : Exemple de prédiction des couleurs des chatons lors du mariage d’un

Tonkinois blue point et d’un Tonkinois natural mink porteur de dilution

Parents

oo

g Blue Point Natural Mink

& cs/cs; d/d cs/cb ; D/d

3 Tableau de I'accouplement

g ct;D c;D ct;d c;d

2 .y c/cb; D/d c/cs; D/d /et ; d/d c/cs; d/d

% ¢ Natural Mink | Natural Point Blue Mink Blue Point

E ooy o/c;Dfd | ofciD/d | o/didd | o/ d/d

g ’ Natural Mink | Natural Point Blue Mink Blue Point

£ i cs/ct; D/d c/cs; D/d /e ; d/d c/cs; dfd

P ’ Natural Mink | Natural Point Blue Mink Blue Point

2 & xd c/cb; D/d cs/cs ; D/d cs/cb ; d/d c/cs; d/d
’ Natural Mink | Natural Point Blue Mink Blue Point

Chatons produits :
25% Natural Mink (A)
25% Natural Point (B)

25% Blue Mink (C)

25% Blue Point (D)

Chez le Tonkinois, le terme natural désigne la couleur noire de |’eumélanine. Blue signifie bleu. Le
tableau de l’accouplement est réalisé en indiquant les alleles portés par les parents dans la premiere
colonne et la premiére ligne. Les huit cases au centre correspondent aux génotypes des chatons. Dans
cet exemple, les parents sont également de génotype B/B au locus B qui permet la production
d’eumélanine noire.

Au dela de deux loci, il devient complexe de réaliser le tableau des accouplements. Il est donc

recommandé d’utiliser des logiciels de prédiction des résultats, disponibles par exemple sur
les sites des Livres Officiels Canin et Félin (SCC, LOOF).
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CONCLUSION

Durant les vingt derniéres années, de grandes avancées concernant les mécanismes
génétiques et moléculaires impliqués dans la couleur de robe des chiens et des chats ont été
faites. Aujourd’hui, la plupart des loci présupposés pour expliquer la diversité des robes ont
été caractérises sur le plan génétique et plusieurs mécanismes moléculaires sont connus.
L’identification des mutations a ’origine de ces caracteres, qui ont été sélectionnés par les
éleveurs, permet de développer des tests genétiques. Ces tests sont particulierement utiles
pour détecter les porteurs de caractéres récessifs, qui ne les expriment pas lorsqu’ils sont
masqueés par un allele dominant.

A ce jour, des laboratoires de génétique animale proposent de nombreux tests permettant
de déterminer le génotype de nos carnivores domestiques, tant pour la prédisposition aux
maladies, que pour les caracteres phénotypiques tels que la couleur de la robe. Les
laboratoires francais Genindexe, Antagene et Genimal proposent des tests pour la couleur du
pelage. Ces tests sont réalisés a partir d’un échantillon prélevé par brossage buccal (indolore
et non invasif). Les prix se situent aux alentours de 65€ par test. Des packs regroupant
plusieurs tests a prix avantageux, ainsi que des réductions lors de la réalisation de plusieurs
tests peuvent étre proposes. En France, les laboratoire proposent des tests pour les loci Agouti,
Brown, Dilution, Extension, blacK et white Spotting chez le chien ; et pour les loci Agouti,
Brown, Dilution, Extension, Colour chez le chat.

Ces tests doivent étre utilisés de maniére raisonnée par les éleveurs, en prenant en compte
la race et le phénotype de ’animal a tester. En effet, certaines races sont dites fixées pour un
caractere et donc tous les individus de ces races sont homozygotes pour un alléle de ce
caractére. Il est donc inutile de tester les animaux pour cet alléle. De la méme fagon, un
animal présentant un caractere récessif est forcément homozygote pour 1’alléle déterminant ce
caractére. Le génotype peut donc étre déduit et il est également inutile de tester cet animal
pour ce caractere.

Pour un locus défini, les animaux a tester prioritairement sont les animaux présentant le
caractere dominant, et ayant dans leur pédigrée un animal présentant le caractére récessif, ou
dont le pédigrée n’est pas connu. En effet, ces animaux peuvent étre porteurs du caractere
récessif, masqué par le caractere dominant. Le mariage avec un autre animal porteur du
caractere récessif pourra donc aboutir a la production d’une descendance dans laquelle le
caractére récessif est exprimé. Selon le désir des éleveurs, la détection de ces individus
permettra donc de révéler, ou au contraire, de supprimer ce caractére récessif. Par exemple,
nous avons vu que I’alléle c” responsable du phénotype sépia, ol un contraste est présent entre
les extrémités et le reste du corps du chat, était présent dans la race Korat. Or, ce phénotype
n’est pas accepte par le standard de la race. Il est donc intéressant de tester les chats Korat
susceptibles de porter cet alléle afin de ne pas les utiliser pour la reproduction ou de ne pas les
accoupler a d’autres chats porteurs de ¢” pour éviter la survenue de robe sépia indésirable dans
la descendance.

Pour les caracteres désirés, le test genétique peut aider les éleveurs a réaliser les bons
croisements pour sélectionner ces caractéres. A I’inverse, les caracteres non désirés ou
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associés a des maladies telles que la surdité associée aux robes blanches, peuvent étre évités
en détectant les individus porteurs par le test génétique et en effectuant les bons croisements.

Ce manuscrit a donc pour but de regrouper les informations disponibles sur les différentes
robes des chats et des chiens, et de les mettre a la disposition des éleveurs afin de les aider a
améliorer leurs programmes de sélection pour produire des individus présentant le phénotype
désire.

Pour conclure, nous soulignerons le fait que les tests génétiques de couleurs permettent de
sélectionner les reproducteurs et d’ajuster les accouplements, mais qu’il convient d’étre
prudent dans leur utilisation : il serait préjudiciable, en particulier pour les races a petits
effectifs, de retirer des programmes de reproduction des individu présentant le type et les
aptitudes requises pour la race, mais portant un allele de couleur non désiré. Une gestion
globale des lignées et des races doit étre effectuée, afin de ne pas écarter des individus par
ailleurs améliorateurs pour une race, mais présentant un allele de couleur non conforme.
L’utilisation des tests génétiques doit donc étre raisonnée et s’inscrire dans une démarche
globale de conservation des qualités et du potentiel génétique de chaque race.
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ANNEXES

Annexe 1 : Alléles Agouti présents dans 35 races étudiées par Dreger et Schmutz,
2011

Alleles Agouti
a

>
=<

Q
g

Race
Eurasier v
Border Collie
Berger Allemand
Teckel
Golden Retriever
Vizsla
Braque allemand a poils courts
Chien d'arrét allemand a poil dur
Epagneul breton
Akita v
Shar Pei v
Spitz loup
Malamute d'Alaska
Chien d'élan norvégien
Husky sibérien
Vallhund suédois
Schnauzer standard
Schnauzer nain
Berger des Shetland
Colley
Welsh Corgi Cardigan
Welsh Corgi Pembroke
Chien finnois de Laponie
Jack Russel terrier
Airedale terrier
Saluki
Basset Hound
Epagneul breton francais
Grand épagneul de Miinster
Retriever de la Baie de Chesapeake
Labrador retriever
Beagle
Springer anglais
Chien d'arrét allemand a poil long
Braque de Weimar

ANRNANES

ANA AN

ANRNANENANANANE NAN

ASAYANAYANANANANANANENANANANANENANEN

ANRNANANANRN

ASRYANANANANANANENA NN

ANANA NENAN

ANANANENAN

Dreger et Schmutz (2011) ont déterminé les alléles d’Agouti présents dans chacune de ces 35 races au cours
de leur étude ayant démontré la présence d’une insertion SINE en amont de I’exon 2 du géne Agouti qui pourrait
empécher la régulation « cycle pilaire » dépendante de la production de phéomélanine (aboutissant au poils
agoutis) puisque ’insertion est présente dans les deux alleles qui ne permettent pas la production de poils bandés
(a' et @), alors qu’elle est absente dans les deux alléles qui permettent la production de poils agoutis (A’ et a").
On note que les races nordiques, ancestrales, ne posséde que 1’alléle sauvage a". On note également que le locus
Agouti ne pourrait expliquer a lui seul la couleur du pelage puisque par exemple, le Labrador et le Braque de
Weimar, ne possédent que des alléles a', responsable du noir-et-feu ou fauve & manteau noir.
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Annexe 2 : Résumé des loci, genes et alléles impliqués dans la couleur de la robe du

chien (Kaelin et Barsh, 2012)

Locus Gene Alléle Phénotype
S Absence de panachure
s Panachure irlandaise
White Spotting - S MITF -
Poting s Panachure - Particolore
s" Panachure étendue
o T Taches colorées dans les zones blanches
Ticking —T ?
t Absence de taches dans les zones blanches
R Mélange de poils blancs et colorés dans la panachure
Roan-R ? - ;
r Absence de poil coloré dans la panachure
B Eumélanine noire
Brown-B TYRP1 - -
b%, bY, b° Eumélanine brune (chocolat, foie)
N C Pas de dilution de la phéomélanine (fauve
Chinchilla—-C TYR — P s (. )
C Albinisme oculo-cutanné (Pékinois)
. D Pigments non dilué
Dilute — D MLPH lgments non dilucs
d Pigments dilués
Progressive " G Grisonnement progressif de I’eumélanine
Greying — G ' g Pas de grisonnement progressif
Merle — M PMEL17 Robe merle
m Robe non merle
. H Robe arlequin (si fond merle)
Harlequin — H PSMB7 :
q h Robe merle (si fond merle)
T 7 r; - n
Tweed _Tw ” TW+ Patchs colorles Iarges et_ re,gull_ers (S|_fond merle)
tw Patchs coloreés petits et irréguliers (si fond merle)
al Fauve sable a rouge
. a” Gris-loup
Agouti —-A ASIP -
g a' Noir-et-feu
a Noir récessif
EM Masque foncé
. E® R izzl luki min Lévrier Afgh
Extension _ E MC1R obes grizzle c‘JIu Saluki et domi 9 du Lévrier Afghan
E All¢le sauvage, Pas d’influence
e Fauve récessif
K® Noir dominant
black — K CBD103 K" Bringé
k Allele sauvage, Pas d’influence
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Annexe 3 : Types de mutations impliquées dans la couleur du pelage du chien (Kaelin

et Barsh, 2012)

\ . | Type de . . o
Gene Alléle P . Expression Fonction genérale
mutation
Geénes a fonction large
s Cellules dérivees de la créte | Développement des
MITF P Régulatrice | neurale, yeux en yeux, des 0s, des
A développement, ostéoclastes | cellules pigmentaires
Transport
. . Exprimé dans de nombreux | transmembranaire,
MLPH d Reégulatrice | . P
tissus exocytose des
granules sécrétoires
Exprimé dans de nombreux | Réponse immune,
CBD103 K Codante P P

tissus

pigmentation

Genes spécifiques des ce

llules pigmentaires

bS
TYRP1 b Codante Cellules pigmentaires Synthése de pigment
bC
Biogénese des
. . . mélanosomes,
PMEL M Epissage Cellules pigmentaires synthése de pigment
(autre ?)
a’ , . . .
ASIP 3 Regulatrice | Papille dermale du follicule | Changement du type
ileux de pigment
a Codante P P19
MC1R e Codante Cellules pigmentaires Changement du tu

type de pigment
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Annexe 4 : Races concerneées par la surdité congénitale héréditaire (Strain, 2003)

Akita

American
Staffordshire
Terrler

Barzoi
Beagle
Berger Allemand
Berger Australien

Berger Blanc
Suisse

Berger des
Shetland

Bichon Frisé
Bichon Havanais

Bichon Maltais

Bobtail
Border Collie

Bouledogue
Americain
Bouledogue
Anglais

Bouledogue
Francais

Bouvier
Australien

Boxer

Bull Terrier

Bulldog
Caniche Nain
Caniche Toy

Chien Chinois a
créte

Cavalier King
Charles

Chien de
montagne des
Pyrénées

Chien Léopard
Catahoula

Chihuahua
Chow-Chow
Cocker

Cocker Anglais
Colley

Coton de Tuléar
Dalmatien
Dobermann
Dogue Allemand
Dogue Argentin

Dogue des
Canaries

Dunker
Norvegien

Epagneul
Continental

Epagneul
Tibétain
Esquimau
Américain

Fox Terrier
Fox terrier Toy
Foxhound
Husky Sibérien
Jack Russel
Kuvasz

Labrador
Retriever

Lévrier
Greyhound
Lévrier Italien
Mongrel
Petit Chien Lion
Pinscher Nain
Pit bull terrier
Podenco d’Ibiza
Pointer
Puli

Rhodesian
Ridgeback

Rottweiler

Saint Bernard

Samoyede
Schnauzer
Sealyham Terrier
Setter Anglais
Shi Tzu
Shropshire
Terrier

Springer Anglais
Teckel

Terrier de Boston
Terrier Ecossais

Terrier Irlandais
a poil doux

Terrier Tibétain
Ratier
Retriever de la
Nouvelle Ecosse
Sussex Spaniel

Walker
Foxhound
Ameéricain
Welsh Corgi
Cardigan

West Highland
Terrier
Whippet

Yorkshire terrier
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Annexe 5 : Tableaux des tests disponibles chez le chien (1/2)

Laboratoire Type de prélevement Nom du test Alleles testés Prix D?:;'u?t\; z:nt
Locus A - Agouti A, a" a, a
Locus E - Jaune e 90 €siEetB
Locus B - Noir, Brun B,b ensemble
Genindexe Kit de prélevement & Locus D - Dilution,
) D,d 65€ .
[www.genindexe.com] commander (sang ou Bleu Remises 2 semaines
- s B Bi
France cytobrosse buccale) Locus K - Bringé K® K, k accordées si
Locus Em - Masque EM plusieurs tests
Locus S - Piebald non précisé simultanés
Locus M -Merle M, m 104 €
DIL D,d
COUL-1 B.b 10-15 jours
Antagene Kit de prélevement a COuUL-2 B,betE, e . J
68€ en ligne, 78€ en
[www.antagene.com/fr] commander (cytobrosse COUL-3 E, e version papier
France buccale) mutation ¢.1478G>A
OCA-B d’albinisme petits 15-20 jours
chiens
Agouti A A a" a'a ]
v 8-18 jours
Masque EM E
. Kit de prélevement & K non précise 3-6 jours
Genl.mal commander (écouvillon Noir. Brun B B b 64,9 € i
[www.genimal.com] buceal ’ ' B6€siBetE | g 18i0urs
France uccal ou sang sur E e ensemble
éthanal) Dilution D, d
S non préciseé 3-6 jours
Merle M M, m 99 €
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Annexe 6 : Tableaux des tests disponibles chez le chien 2/2

. Type de X ) . Délai avant
Laboratoire prélévement Nom du test Alleles testés Prix résultat
MCI1R - Mask - Grizzle (E EM B9 E. e
locus/ cream)
Brosse interdentaire Agouti A A a% a' a Pour un méme animal : 45$
. utilisée comme . (soit ~59,5€) pour le premier
Brown (Chocolate, Liver B ’
UC Davis, VGL cytobrosse ou ow (.C ocolate, Liver) b test puis 208 (soit 18,3€) par .
[www.vgl.ucdavis.edu/] cotons ti Dilute (Blue) D, d test i 3 3 tests. puis 15$ 6 jours
Californie, USA : ge . B estjusqua s tests, puls
’ classique pour Dominant black (K-locus) K (soit environ 13,7€) par test a
écouvillon buccal Harlequin H, h partir de 4 tests
Piebald, Particolor or &
Random White Spotting
EG-locus E® 2-3 semaines
B-locus B, b Lo )
-2 semaines
A-locus A a" a' a
D-locus D, d 248 soit ~22€ 2-3 semaines
. Kit de prélévement EM-locus EM
[Wwwligggtllilg com/] 4 commander E-l 1-2 semaines
Allema né (cytobrosse ou tube -locus eB
d pour sang EDTA) K-locus K
EH-locus E" (sable du Cocker) 2-3 semaines
Harlequin H, h 488 soit ~44€
M-locus M, m 1-2 semaines
S-locus sP 66$ soit ~60,4€ 4-5 semaines
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Annexe 7 : Tableaux des tests disponibles chez le chat (1/2)

Laboratoire Type de prélevement Nom du test Alleles testés Prix Délai avant résultat
Locus A - Agouti A a
Genindexe Kit de prélévement a Locus E - Ambre (Norvégien) E, e 63€ le ler test, 113,4€
[www.genindexe.com] commander (sang ou Locus B - Noir, Brun, Cannelle B, b, b' pour 2 tests, 189€ pour 2 semaines
France cytobrosse buccale) Locus D - Dilution D, d 4 tests
Locus G - Ganté (Sacré de Birmanie) G
Antagene Kit de prélevement a cp C.c ¢ ¢ vgfggﬁégﬁzrygfuﬁe 5-10 jours
[www.antagene.com/fr] commander (brosse
France buccale) Ler test, 30€ par test
AMB B. b supplémentaire 10-15 jours
Coulour point C C,ccc 8-18 jours
Ambre E (Norvégien) E,e .
Ganté G G 3-6 jours
Genimal Kit de prelevement a Agouti A A a 4-8 jours
[www.genimal.com] Corl?mander (couvillon Dilué D D,d 60 € 1-3 jours
uccal ou sang sur - | -
France éthanol) Noir, chocolat, cannelle B B,b,b 8-10 jours
Panaché de blanc, Particolor WS non précisé 1-3 jours
Charcoal (Bengal) A, A% A™ a 3-8 jours
Blanc dominant DW W, w 1-3 jours
Agouti A A a
; ; Amber (Norvégien) E e
UCDavis VGL | tilisée comme Charcoal (Bengal) A 408 (soit ~36,6€) par
[www.vgl.ucdavis.edu/] | cytobrosse ou cotons Chocolat, cannelle, noir B, b, b' ttoejz’ Ig(s)?e(ssg;l:rsr‘:{g ri)e 2-6 jours
Californie, USA tiges classique pour Dilute D,d animal
écouvillon buccal Coulourpoint C,cc’c
White Gloves (Sacré de Birmanie) G
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Annexe 8 : Tableaux des tests disponibles chez le chat (2/2)

Laboratoire Type de prélevement Nom du test Alléles testés Prix Diléash?é e;nt
Albino c
Dominant White W, w 2-3 semaines
Charcoal (Bengal) AP, A2 .
Silution 5 d 248 soit ~22€
Chocolate b
Laboklin Kit de prélévzment a Cinnamon b'
h commander - I .
[wwv'\g\ Il?boklm.com/] (cytobrosse ou tube de Chocolate and Cinnamon B, b, E 488 soit ~44€ 1.2 semaines
emagne sang EDTA) Snow Bengal c’, C
Variant Agouti (Tabby) A a
Amber E e 24$ soit ~22€
Burmese brown c?
Variant Siamese ¢’ 5.3 semaings
Siamese and Burmese cs, c” 488 soit ~44€
Agouti A a
ALC agouti (Bengal) AP A
. Amber E e 33,6 £ (soit ~46€) le ler
Cotons-tiges standards ' : .

[www Iarl1_ afnogr];?/rgts co.uk/] ou cytobrosse a Burmese ¢ ~tf;é’)riwst12t,6 £i(Sorlltt 3 jours
-ang s commander ou sang Chocolate b . /©) 168 tests suvants J
Royaume-Uni EDTA jusqu'a 6 sur méme

sur Cinnamon b' animal
Dilute D,d
Siamese colourpoint o
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Annexe 9 : Feuilles de prélévement chien et chat de Laboklin (Site de Laboklin)

Les informations importantes et nécessaires sont encadrées en noir.

LABOKLIN'

LARDm FUR SsSpRCHl DAGMOETIE GUBH & CO, kG

- - Post box 1810 - 57688 Bad Kissingen MGermany
Prone D00 (00T 172020 tax 0049 (09T 1EE546
E-Mail: indo @ laboklin com

-
—Submission form

—Genetics Dog
:meﬂ-m Mg = Fr: §:00 - 1800 h, Sa: §00 - 13:00 h

£

B o whed b aaer b B e o0 pubeewer chenes embete
T bt WE ] e |

Fasjemnal

VAT-ID

Tal

- 1 ) 5L
1) The identity of T animal reeds 10 be confemed by a velerinarian {specified by Mcrochip-ho., Tafloc-No.. Pedigree-Ho. )
2] Coficatos an nol B5ued bor partngs aboralony Sereoes
1) Corficaton are inchuded in Mo tenvices of DNA-prolile ard pareniags leating

halrel CheieChusd I el hnlity ard SSSung TMad Samphid 300 Laken rom I aremaks. meienind Do

Pl 0,5 nd ECTA-Bood + + Hood saed

—Aninal § (MANDATORY - pliase complete using capial bothers:

::‘mnu — 0,5 nd ECTAbiood = pealy — Hood ard Sax - F T
:”-i"l' Dt of birth:

E&m Cont ooour

—Fopgrertio Tapo-to

:'-hmnrm Sampis label

:Mnd!m'm'l-phlum using capitsl kefters:

m=mSamplas: ™ 0.5 nl ECTA-Bood " pwaly v Hood sard Sax v F M
:Nﬂ Dty &f ey

:&m Coat edour:

—roogroote GO

o hig-fa ST Lako
Please nole: Ganelic lests lor cals and horses can be lound on their respactive submission forms!

—c
- Ralam-1N
L

Eulel 1 %14 —I
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Test combinations

u.mm.ry-u (Sample Material: 0,5 - 1 ml EDTA-blood or 2x Buccal Swabs)
mwmmmm

) —4 E . Fall:
Dry pmwm) Episodic Falling (EF)

= Juvenite (JE) + Fumnishing

i Spinocerebollar
&L:Outu;_l'l_m(tOA)o Ataxia (SCA)

Lgmmwowmm + Primary Lons Luxation (PLL)

Coat Colours /| Coat Longth (Broeds upon request) (Sample Material: 0,5 - 1 ml EDTA-blood or 2x Buccal Swabs)

"} Coat Length

{Chwnene Crectec, Maxican Hariess Dog, Perundan Mariess Dog)

" Improper Coat

(Portuguese Waterdog)
- = KLocus (only the alleles KB
:- e alele M umwummn

S-I..ocw
U EM-Locus (Melanistic Mask Allole)

DNA-Profiling ISAC 2006 (Sample Material: 0,5 - 1 mi EDTA-blood)

'\fooupmno(m )
Ploase noto: The person collecting the ple should be officially Igi d or appointed.

© verification (paternity test)
A DNA profile is necessary for each wonl for pamum verification. if only one parent is available, this should be
d peior to ple submission,

ga

Likelihood ratio calculation (Analysis of blood relationship)
Ploaso note: The test is only possible for specific breeds.
Additional information Is available at www. laboklin.com or by calling us.

" Brood analysis (Database analvsis)
Please noto: The test can only determine breeds found in our database.
Additional information is available at www.laboklin.com or by calling us.

CErerreer e e ettt e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

* Partneriab
In order to allow breeding club di unt for the I a breeding club membership confirmation with
each sample submission, The invoice cannot be altorod subsoquonlly
Credit card ' Visa — Mastercard
Totad Irvoice-No.:
Crodit card No., Exp. date:
c iders name: Cardholders sig
For accepting crodit card we chamge EUR 4.95 plus VAT,
spply order:
" Tubes 1 Udne *"mum- * Submission forms - %\ Submission forms - GENERAL
- Caram Tubes 1 Swabs (with Meckum) 5 Side Containers GENETICS-DOG = Submission forms - ALLERGY
 Heparin Tubes = Swabs (Mmout Medkum) ™ Medium for = Submission foems -\ Subeméssion forms - PATHOLOGY
™ NaFLTudes = Containaes or Swats Criamypdophia-Ag _ GENETICS - CAT ) Subemission orms - EQUINE
A EDTA Tubes A Emvelopes = mnw * submissionioems - % Submission torms - HYGENE
% Barcodes 4 Fasselogy Contsiners tests) GENETICS - EQUINE %, 5 tumission forms - FARM ANIMAL
with formain 4+ Fasces Containers

Genoral terms or'\d conditions:
Prices in Eum asct. VAT / Sendces ollored and prces may be subect 10 change / Crange is x 1.3 ¥ nvoice is sent 10 owmer
Beleg-ID .

flrredng cub Scount only avaitatio if the Imvoce s S0t % e Guner!

000000000003 Compiete geners irms and CONGIoNs of Dusiness see was LiGowin COm GB - 015.003 1407
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r
ESuhmissin.n form Customes-tio, / Barcode
—Genetics Dog

—ugingss Howrs: Mo - Fro 900 - 1800 h, Sa: 500 - 13:00 h

Bty

LABOKLIN'

LARGR PO KUspCHl DIAOMOSTIE GMBH & C0, K0

Pest box 1810 - 97668 Bad Kissingen /Germany
Phora 0040 (0F7 172020 fax 0049 (09T 1/68546
E-Mail: indo @ Labokdin com

1P o e W] by et 0 B D o vt i b
Pk jmphete SN EEL B LS |

Fasiomal
WAT-D
Tad

e Lap )

) Coruficatos ane nol B2u0d 4o partngs boralony sernedes
3 Corficaton an moluded in Mo torvicet of DRA-prolie 4 pareriags heding

nal 1 (MANDATORY - please comlete using capital keftecs)

P e 0,5 nl ECTA-blood . + Hod sard

1) The wlentity of tha animal reeds 1o be confirmed by a veternanan (specifiod by Macrochip=ho , Tasioo-MNo.. Pedigree-Ho )

—Aninal I (MANDATORY - please complele using capital batlers:

—Samphe: 0.5 ml ECTA-biood ] = Hood sad Sax " F M

:N-iﬂl Date of birth

:ﬁm Comt coiour

—Pooreetio Toeete

Eummp-m Samgie labal

—Animad 1 (MANDHATORY - please complete using capital beflersi

:G-ampl- = 0,5 nl ECTA-blood Y pwal * Hood mard Squ v F M

:N.I.ﬂi Dt o irth

:B-rﬂd Coan edour

:rmwm T

:Nh:mhﬁ-hh § SeTi Labw

: Please nole: Genelic tesis lor cals and horses can be lound on their respective submission forms!
— Ralam-1N

|_ EoREE it J
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Annexe 10 : Exemple de feuille de prélévement de Langford (Site de Langford)
Les informations essentielles sont encadrées en noir.

Take to your vet

VETERINARY SERVICES

Genetic Submission Form f
Lan Ol‘d
|. . g

AVET MUST TAKE THE SAMPLE AFTER CONFIRMING THE CAT'S MICROCHIP MUMBER, SIGN THE FORM
BELOW AND POST THE SAMPLE AND FORM TO

MAGNOSTIC LABORATORIES, LANGFORD HOUSE; LANGFORD; BRISTOL, BS40 DU UNITED KINGIDMOM
RESULTS WILL BE EMAILED TO THE OWNER

L the boves for the fests required

Ohwner’s name

Address

E-mail Telephone

Vet's full name

Veterinaire N®
i{For LOKOF rogists;

Practice address

E-mal Telephone
—
Payment Owner will pay laboratory directly D Invorce to be sent to Vet Practice D
| Name | Microchip Mo | Reg No | Breed | DoB | Sex
t‘:l: I ‘ ‘ ‘ | | |
Cat 2
Cat3
Catd ‘ | l |
Tests required iplsce x in box) Example | Cat] | Cat2 | Cat3 | Cat4
Burmese GM2
Faermicse Hiead Diefiact Signed (Vei)

Burmese Hypokalaemia

Congenital Myasthense Syndrome (CMS)
GSD IV (NFC)

Maane Coon HCM

Polyeystic Kidney (PKI) X
atrophy (rdAc)

Date

Progressive retinal
emsive retinal atrophy (Persian) Signed (Orwner )
ruvite Kinase Def wey (P Diel)
Ragdoll HCM
Lranal Alsesilar Atranba (SALTAY

[Date
Agout: Colour ke

ALC Agout
Amber (NFC)
Blood Type % Promotional code
Burmese Colouration
Chocolate Colour X
Cimmamon Colous
Coat Length

Dhilute Colour
Siamese Colourpoint

TLTEE LT, TUORS [R0T TRt
Price per cal {see over) e VAT FSR RN

Grand Todal

Flease make cheques pavable o Langford Vetennary Services Lid, or vou can pay by Debit ONCTO0S0 CATE OVET U OIS TR
Molecular Ciagnostic Unit, Diagnosiic Laborsiories, Langlord House, Langiord, BS-40 501
Tel: 0117 926 0412 Fax: 0117 928 9611 Email: calgenetice@iangiordvels. oo uk
Langiord Veberinary Senices i a wholly caned subsideany of the Unbedsy of Brisiol
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Annexe 11: Fiche de prélevement de Genindexe (Site de Genindexe)

Fiche de préléevement et Bon de commande
Canins-Félins
Genindexe Q Canin Q Félin

0 Je souhaite recevoir un compte rendu d’analyse par voie postale (Supplément de 6€)
Joindre le réglement (chégue ou preuve de virement) ainsi que le justificatif du Code Partenaire indigué.
Attention : En I'absence de réglement joint aux échantillons vos analyses ne pourront étre réalisées.
- En cas de demande de filiation, joindre M'awtorisation des propriétaires pour 'utilization de l'identification génétique des parents lorsgue |e pére
ou la mére ne vous appartient pas, ainsi gue leur code ADN (Sils sont identifiés génétiqguament par Genindexe) ou le compte rendu d'analyse (Sils
ont été identifiés généfiguement dans un aulre laboratoire).

Code Partenaire

nalys £5

TEL. PORT.

Les résultals sant emvoyds Systdmatiguemeant par amail. Sans votre sdreses email, un sugpidment de 6€ par dessier ast demandd Baur recevarr wne versian
papier des résultate. Siladresse emajl n'est pas lisible, le résuitat sera disponible par tléphone, 4 titre provisoire.

IDENTITE DU VETERINAIRE PRELEVEUR (0BLIGATOIRE S0US PEINE DE NON REALISATION DE L'ANALYSE)

NOM PRENOM __ o N° DORDRE I I__1 11l 11|
AORESSE o o o Je souhaite recevoir un compte-rendu d'analyse par email O
CODE POSTAL __ __ — — — WILLE o

TEL TELECOPIE __ __ __

E-MAIL. ceeeerameeemsecrmsemsareseneses ceveecnecrsssemense Bt cu resrerenanans et e nr et et e

En signant le présent document; je certifie I'exactitude des informations
précisées ci-dessous.

Cachet et signature obligatoires

FaIT & DATE

_____________ —

DEMANDE DE TRANSFERT DES DONNEES : (a remplir si acceptation des transferts)
VALABLE UNIQUEMENT POUR LES CHATS

Je, SOUSSIOME, e ALEERSEE Bre e propriétaire de I'animal prélevé
et AUTORISE |a laboratoire GENINDEXE & transférer : (RAYER LES MENTIONS NON DESIREES)

= l2s données didentification géndtique = au Livre des Origines

» le résultat du contréle de filiation = au Club de Race

= l2 résultat du dépistage géndtique = au Club de Race

= un échantillon d*ADN = pour la Recherche en interne ou & un autre laboratoire

Signature obligatoire
Attention, les transferts sont réalisés dans un délai de 7 jours aprés rendu des résultats.
Veillez a bien inscrire vos animaux auprés des organismes concernés avant transfert.

ANIMAL cobier i I'EtiQUIEttE SdREsive
Tests demandés - __ __ __ . _ _ ____ S

(Cf liste tarif en vigueur)
NOM COMPLET DE L'ANIMAL :

N D' INSCRIPTION AU LIVRE DY ORIGINE & e e
TATOUAGE: ______________ PUCE: I I N R I T O I A e I O

DATE DENAISSANCE : __ __/__ _ /___  SEXE:__ RACE:

Si demande de carte d'identité génétique : CONTROLER LA FILIATION AVEC :
Weuillez préciser ke nom complet et le OODE ADN si o dernier est déja référencé chiez GENINDEXE (Ex @ F/G DODOOAG)

Pare : FG__ S,
Code ADMN ¥4 D poer ies chisae s FifG FC — pour e cua) Mom complet

Mére : F/G__ e
Cicle ARG o pour le chisns a2 55 FC _ par b chai) Nom complet

Autre Pére/Mére potentiel:  FE

Code ADNFAG D poar ise césse s FiG FC _ pour e chese Noem complet

En signant le présent document, j'accepte les conditions générales de vente (consultables sur notre site
www.genindexe.com) pleinement et sans réserve et je commande les prestations indiguées.

FAITA _ __ DATE _ __/__ _/____ Signature sbligataire

Laboratoire GEMINDEXE, SAS au capital de 143 500 € - 438 537 763 RCS LA ROCHELLE - Code APE 721 Z - N TVA FR 704 385 377 63
4, rue Théodore Botral — BP 351 — 22603 LOUDEAC Cedex - France -Tel : +33 (0)2 96 28 63 43 - Fax - +33 (0)2 96 66 08 28
Mail : contactifgenindexe_com - site : www genindexe.com

Fiche de préfevement et Bon de commande - CL101 EN 02 - Date : 04/04/2013 - LR : 03 - page 1/2
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Annexe 12 : Certfifcat de prélevement de Genimal (Site de Genimal)

GENIMAL Biotechnologies
Estaing 42140 Virigneux

s Certificat de prélevement &

N° du kit de prélévement H T” i UHN ‘DD N° d’analyse ﬂ H_H H J
(obigioire, sur volre kit) | 11 ) S =) Aore) ol LRI LI R O
(i commande réakisée sur vww.genimal.com)
Chat | Chien”| Chevalll Male | Femelle = Inconnu T
(2 V273 U0 1 N0 T 0T U 0 A 0 0 U 0 T W00 U A 0 0 W 0 O O 0
Nom(+affixe) LL 4 1 1 111110011y p ity Précisez Je 1~ test souhaié
Identification(puce)* | 1 1 1 1 14 4011ttt
N° pedi (N T T T O T O O W W 1 T i VT | \
Précisez je 2 fest souhaié
Date de naissance L1/ L1 /L1 1 1
Couleurderobe L1 1 1 1 1181 1100t p bbbt r a1 iaearl ‘ ]
e Précisez e 3% fest souhaité
Mr (] Mme [ Mile ©1
{0
LAY Y T T N N A A O A O O O A |
- | |
E Prénom (L Lt 0 1 1 0 8 0 10 0010100111 aaliy Précisez o = fost souhadé
E Ad N S 5 I I S o o .o T S 1 T I T I B £ O 0 I |
E CodePostal LL 1 t 1| VilleL L Ll 1ot 1111 ’ ]
o
8 Pays L1 1 111111111 SIRETouaffixe L i i 4 44111119 Précisez le 5= test souhaité
E Téléphone Lt 11111111y Emailiii it 11 1 @1t ‘ J
Jatteste étre le pr de I'animal ci-d Préciser 16 6% test souhadé
Signature

CERTIFICATS

w
o«
<
Z
o
o
&
>

contact@genimal.com

Je souhaite recevoir les certificats par  Email [ ou Courrier [ ou Courrier haut de gamme (plastifié) + email [
(un seuf choix) (oratuit) (gratui) (1€ par centificat)

Je souhaite recevoir une alerte des résultats par SMS ©|  sioui, n® téléphoneportable L L 1 1 | 1 1 1 11
(41,906

Envoyer les résultats au vétérinaire | ou au propriétaire | Envoyer la facture auvétérinaire [ | ou au propriétaire [ ]
(un seud choix) (un seul choix)

Résultats en EXPRESS et paiement en 3x sans frais possible, nous consulter

Le réglement doit étre parvenu avant que nous traitions les échantillons Les échantilons non réghés ne serant pas traités
Tarifs consultables :

»  sur www.genimal.comAarifs_chat html

» par téléphone au 0483433050

» par email contact@genimal.com

Le prélévement réalisé par un vétérinaire

est obligatoire pour que les résultats soient yom ™| | | 1 4 43 L0l

reconnus par le LOOF et apparaissent dans

les dq généalogiq du LOOF. = 1 Y I T T Y I A O O}

* Mentions obligatoires pour le LOOF Adre: (T PSSV T O T T T Y 0 I Y T I ]

Tests reconnus par le LOOF: PKD, HCM, SMA, CodePostal L1111 ) VilleLL L1141 1101 apptiii1y

GM2- GSD4, BHP, c, Pkdef P §
I_LLI_I_I_I_I_LLI_I_I % I—‘—‘—L—Lu—LL—l—Lu

En tant que vétérinaire, |'engage ma 2. N Onke

responsabilité et certifie que le Téléphone* L L1 11 11111 Emal*lilitad 111 @111

prélé joint pond a I'animal ‘

décrit ci-dessus. L'identification de I'animal

a 6té vérifide. !

Date de préléevement “ L /L1 3/ L1 1 1y s Signature *
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Annexe 13 : Certificat de prélevement d'Antagene (Site d'Antagene)

(‘ Certificat de Prélévamanl Cadhe réservé & ANTAGENE
@ Tarif Online : ne pas remplir ce cerlificat de prélévement papier
aniogene  N° ANTAGENE
— Versen 17 iy 12,/02/2015
[Mumése inserit sur le wbe de prékvemen] Caribent dispernibli sur waw.aniogena con.
1 - Animal
Espéce Chien[] Chat[] Sexe  Male [| Femelle [] Inconnu []
Race : Couleur :
MNom d'usage : Date de naissance :
NomOffiiel: | | [ | [ [ [ [ [ [ | [ [ [ [ [ [ [T P [ [[]]
Neidentification:| | | | | | | | 0 ] T L] ] edeped

2 - Produit demandé

LADN sl & el cha e proivmsand pact e wiksd & dis hns de recharthe an gandfique du chiun of du chat

Oline TTC  Papier TTC
[] 45€ s55€ antagene IDENTITE Rappel tarif Online :
Tidantfieation gdrdfigue selo Pour bénélicer du torf Online, remglic et imprimer le cerificot de prélavement s -
gl [] s5€ 65€ antagens PARENTE . com nisdiuz
:E Tdentfication géréticua + Twiificaion de porenid
5| [] 68€ 78€ antagene SELECTION — [] Préfivement pour ko Racherce
£ Barkat  Perted  Dépisiage dune molodis hindilcin =
*[[] - 105€ antagene SCORING (SH]
[[] s nous comu]  test OPTIGEN F
st
= Pack 2 test
5 [ ese ock 2tests [ o\ ks Multistests  begmrmms 1 |
2 [ 128€ = Pack 3tests |kl uiqunaiar [ | ] [ ]
:E |:I k teats ringana SEECTION Préciar b g Frienms ko st Frécises ke et
158€ - Pack 4 tests
Im.e.uzhm | Iﬁewuw | Iﬁmﬂhu | %hnl

3 - Propriétaire

MNom Prénom Mr D Mme D Mr/Mme D
Adresse (1] :

Adresse (2] :

Code postal - Ville Pays

Téléphone :

I

Email (sbligatsire) :

MNESIRET ou AFFIXE :

L]

I I A B

Adresse de facturation -

[ Facturation au vetérinaire

V'atteste étre le propriétaire de Panimal déerit sur ee document

et ‘occepte les Conditions Géndrales de Ventes jsu des o dapesibhes sur Np————

4 - Vétérinaire

Signature du propriéioire

Mom :

Adresse (1] -

Adresse |2) :

Ville -

Code postal -

Pays -

Téléphone :

I O O

=S I B

fom d 1 . L

P par

) oo une ;
En tant que vétérinaire, je cerfifie que le prélévement carespand & I

oHicielle du résubat du fest,
animal dont 'identité est décrite sur le présent document

et j'ofteste que j'oi vérifié moi-méme le numéro de tatovoge ou de transpendeur de I'onimal renseigné sur le présent document.

Tampon [obligotsine)

Date [ohligatire)

! !

Signature
du vétérinaire
|ebligatairs)

ANTAGENE « Le spécioliste des tesss ADN chienfchat

& allie du Levars. ©5 A0001 . 49890 La Tour de Sohvagry - France.
Tel : +33 [O)4 37 49 90 03 - Fox : +33 (0)4 37 49 04 89
www.aningene.com « conloctoniogene.com
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GENES ET MUTATIONS IMPLIQUES DANS LA COULEUR
DU PELAGE CHEZ LES CARNIVORES DOMESTIQUES :
APPLICATION A L’ELEVAGE

NOM et Prénom : SIMI Marie

Résumé

Les couleurs de pelage du chien Canis familiaris et du chat domestique Felis catus catus
forment une variété considérable de robes ayant été sélectionnées depuis la domestication des
carnivores domestiques et lors de la formation des races. Des études de pédigrées au cours du
siecle dernier ont permis de supposer les bases génétiques de la détermination des robes. Par
la suite, de nombreuses études se fondant la plupart du temps sur les découvertes faites chez
la souris, ont identifié la plupart des genes impliqués dans la pigmentation du chien et du chat.
Cette étude bibliographique présente dans un premier temps les genes et mutations identifiés
chez le chiens, puis dans un deuxiéme temps, les genes et mutations identifiés chez le chat au
cours de ces dernieres années, ainsi que les mécanismes moléculaires impligués. La troisieme
partie est consacrée aux applications pratiques, en élevage, de ces découvertes de génes et
mutations. L’identification des mutations responsables de nouveaux caracteres phénotypiques
rend possible le développement de tests génétiques permettant la détection des alléles
récessifs. Ce manuscrit a pour but de regrouper et de rendre accessibles les avancées faites
dans ce domaine, afin d’aider les éleveurs a améliorer leurs programmes de sélection pour
obtenir les phénotypes désirés et éliminer les phénotypes indésirables.
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GENES AND MUTATIONS INVOLVED IN DOGS AND CATS
COAT COLOURS:
PRACTICAL APPLICATIONS FOR BREEDERS

SURNAME and Given name : SIMI Marie

Summary

The dogs and cats coat colours are considerably diversified and have been selected from the
time of the domestication of carnivorous and during the process of breed creation. Pedigree
studies over the last century allowed establishing the genetic bases of coat colours
determination. Since then, numerous studies based on the murine model identified most of the
genes and mutations implicated in dogs and cats pigmentation. This bibliography work first
describes genes and mutations identified in dogs and second in cats over the last years, and
presents the molecular mechanisms underlying coat colours. The third part focuses on
practical applications of these discoveries in kennels and catteries. Identifying mutations
responsible for new phenotypic traits allows the development of genetic tests to detect
recessive alleles. This manuscript aims to synthesize and to give access to updated
information, in order to help breeders improving their breeding schemes to obtain wanted
phenotypes and eliminate unwanted phenotypes.
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