TABLE DES MATIERES

INTRODUGCTION ettt sttt 9

1 TRAVAIL BIBLIOGRAPHIQUE : ETUDE GENETIQUE DES RHABD OMYOLYSES... 11

1.1 RAPPELS PHYSIOLOGIQUES ....ccutttiiuureesuteeesieeeatteesasteeesssessaneesssseeeasbeaeabneesnsneeaanneeennnneeans 11
1.1.1. TYPOLOGIE MUSCULAIRE.......cettiutttaautttasteteattteaasseeessteesaneeaasseeassteeeanneeesnbeeeaanneeansneaenaeens 11
1.1.2. METABOLISME ..cttiiiiiiiiiiittteeit e e e e e e et e s st e e e e e e e s s e e e e e e e e s e e bbb e e e e s s s nnenees 14
1.1.2.1 La voie aérobie avec la glycolyse et le cycle debsr...............ccoooviiiiiiiiiee 14
1.1.2.2 Les voies anaérobies lactique et alaCtiQUe.............eeevveeerieiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiereeee e eeeeeeee, 18
1.1.3. PATHOLOGIES MUSCULAIRES .....uttttttttieeiiiiiittrieettae e s s s s s sisseees s s s sssbrssse e e e e e s s s s sssansnnseeeaaeeaas 18
1.1.3.1 LeS gIYCOGENOSES ... .ciiiiiieii e e e e e eeeeee e s e e e e e sn b n e e annnnnnnnannnnns 18
1.1.3.2 L’hyperthermie maligne..........coooiiiiii i et e e e e e e e e e e e e eeeeeeees 19
1.1.3.3 La Myopathi@ atypPigUE..........uuuuumeiieeeeceeiiee e s e e s e e e e e e e eeeeeese e 20
1.1.3.4 La rhabdomyolyse d’exercice asymptOMAatiQUE . ..ouuwee«eeeeuvvrrreereeeeeessnniiiinneeeeesensennnns 20
1.1.3.5 La paralysie hyperkaliemique PErIOTIQUE ... e eeeurreeeeiiiiieeeeaiiiee e e eeeeee e 21
1.1.3.6 L8 MYOTONIE .....eeiiiieeieeee e et ettt e e e e e e ettt e e e eemme e et e e e e e e e neeeeeas 21
1.1.3.7 La dyStrophi@ MYOTONIQUE..........oiieiiiiieeieeee et e e e e e e 21
1.1.3.8 La myopathie mitoChONIAIE ............ooeiiiieiiieiiii e 21
1.1.3.9 La myopathi@ fIDrEUSE..........oeeiiiiieiiie e 22
1.2 RHABDOMYOLYSES AL "EFFORT ..eiiiutttatuteteateeeaatteaaanteeaassesaasesaaasssanssesaassessansessansesesnssessnsees 22
1.2.1. EPIDEMIOLOGIE ET DIAGNOSTIC ..cciuttteiueeeaauteeeauseeaaseeeaasseeeasseeaansesassessanseessnsseesassessanseesanns 22
1.2.2. PHYSIOPATHOLOGIE. ....ceiutiieiutieaauieeeatteeaatteaaasteeeameeasssesaaseeaaasseeeanseeeaseeeaasseesaseeannnasnseas 23
1.2.3. DIAGNOSTIC CLINIQUE ET TRAITEMENT ...uutttiitiiaeauteeeateeeaateeeesseeeeanseasaneesssseessnneessnsnessaseeas 24
1.3 LA CARTE GENETIQUE CHEZ LE CHEVAL ..ciutiiiiitiiiaaiieeeaieeeaatteeessteeeanseananesssnseeasnneaesneeesaneeas 26
1.3.1. LE SEQUENCAGE DU GENOME DU CHEVAL ... .cuuiittiittieieieeeiieestesesnesssneessssnssssnssssnssssnsesens 26
1.3.2. LES GENES CANDIDATS IDENTIFIES DANS DAUTRES ESPECES......cceiuiieaiieaeaiieeeaieaeaieeeasneeas 26
1.3.2.1 Le géne du récepteur a la ryanodine du muscle Sigele ...............cccvveeeereeeeeeeenes e 26
1.3.2.2 L@ GENE CPT ittt ettt ettt e st e et e e e e e e sb e e e e nbe e e enbeeeeaneeas 27
1.3.2.3 Le géne de la myosine MHC 1@ .........ooiiiiieeeeeiiieeee et e e e e e 27
I T S = N0 1] o U= O SRR 27
1.3.2.5 Le géne de I'enzyme de branchage pour le glyCO@BBE).............ccoovvvrieiniiiireenninnnn. 28
1.3.2.6 Le GENE SCNAA ...ttt ettt et e e ettt e e bb e e emeeanbe e e e bt e e e enaee e aneeas 28
1.3.2.7 L GBNE GY S ittt et e e bt e e bt e e e a et e e e e e e ee e e e anbeeeanbeaeareaean 28
1.3.2.8 Les genes MItOCNONAITAUX........ceiiieeeeiiceeeeeeeeeeeeeseiiiiterreeeeeeesssnaeeeeeeeeseeensseeeeeeeeeeeaannns 28
1.3.3. LES PUCESADN OU MICROARRAY OU DAMIERADN ........ooiiiiiiiiiiiiiiie e e 29



0 0 I = ' o T T 29

1.3.3.2 Différents types de PUCES ADN..........ooiiiimmreeiie et 29
1.3.3.2.1 LeS PUCES @ ADNC. ... iitiiieeiitiie et eeeee ettt e ettt e et e e e enme e e s e e e e e e e nnneeeas 29
1.3.3.2.2 Les puces a OligonucCléotides. ..........ccoeeeeeeiiiii e, 29
1.3.3.3 ApPlICatioNS GENELIQUES. .....cciiiiiiiieiie ettt e e e e e e 30
1.3.3.4 Une puce oligonucléotide qUINe...........co i 30

2 TRAVAIL EXPERIMENTAL : MISE EN EVIDENCE DES GENES R ESPONSABLES DE

RHABDOMYOLY SES ...ttt ettt ettt et s e e eee e e e e s s iseeeeeeeeeeeeaannes 33
2.1 VALIDATION DE LA METHODE UTILISEE  ..uuiiiii e e et ee e e 33
2.1.1. ANIMAUX MATERIELS ET METHODE. ......uuttutuutuettuttsutennssnnnennnnnnnnnnnnnnnnsssssssssssssssssssssnsennnennnes 33
2.1.1.1 Chevaux et biopSI€S MUSCUIAIIES ............ommmmmeeeeeeerieeeteeeeeeeereeerreerrrer—ereeeeeeeeeen 33
2.1.1.2 Extraction de FARN tOtal ..........c.uuiiiiiiiie e 35
2.1.1.3 AMPHIfication A’ARN .......ooiiiiiiiiiiiieeie it erere e a s en 36
2.1.1.4 REVEISE traNSCIIPLION. .. .uuuueiiicei e immmmmms s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e eaaaaaaaaas 37
2.1.1.5 Production des pUCES @ ADNC........uuuuuuiiiuiiiiiiiiiiiniiiii s ss s e s ssnseennsennnenne 38
2t Nt LT 1Y/ o) T =1 1 o T o SRR 39
2.1.1.6.1 TeStinter-SPECITIQUE........ccceieieieiii s ettt e e e e e e e rr e e e e s e e eeeaeeeas 40
2.1.1.6.2 Test de reprodUCtiDilite ..............coii i srn e 40
2.1.1.6.3 Test biologique de comparaison MUSCUIAIIE .. oo eeevieeiiiieiiieiieeiiieeiieeeee e 40
2.1.1.6.4 Méthode d’hybridation: protocole d’hybridation atisg par Benchaouat al.,2004. ..... 40
2.1.1.7 ANAlYySES UES HONNEES.........ceviiiiiiiiii ittt e e e e eeaaaaaaaaeeeaeeeaaeees 41
2.1.1.7.1 ANAlYSE DES IMAGES ......iiiiiiiiiiiiieee ettt s e s s e s e e e s srnns e nnnennansnnnnanns 41
2.1.1.7.2 Filtrage des genes significatifs et statiStiQUeS..........coeeveeeiiii e, 42
2 I {1 U 17y TP EERR 42
2.1.2.1 TeStiNter-SPECITIQUE.......ciiiiiiieieeieet ettt e et e e e e e e s e s mnre e e e e e e e eeaeeaeeeas 42
2.1.2.2 Test de reprodUCHIDIlIE ............coeieiii e e e e e e e e e e e e e e e nnneeeees 43
2.1.2.3 Test de comparaiSON MUSCUIAINE .............coveceeeeee et eeeree e e e e e e e e eees 44
2.2 APPLICATION AVEC DES CHEVAUX ATTEINTS DE RHABDOMYOLYSES  ...ccvveeiiiiiiiiiiinieeeeeaennnnns 47
2.2.1. ANIMAUX MATERIEL ET METHODE .....uuttttiitieeeeeesisanttnseeeeeseessaanssnnneeesssssssssssssssseeeessssnnssnees 47
Nt Nt R == Yo 11 = 1 G 47
2.2.1.2 Utilisation d’'une puce hybride........ ..ot 48
2.2.1.3 HYDIIOALON .. mme et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 48
2.2.1.4 Analyse des données a l'aide d’outils bioinformadigle « Data mining ».......................... 49
2.2.2, RESULTATS. ettt e e o 4o sttt e e e 1o e bbb 49
2.2.2.1 Classification des 5 groupes de genes (Clustesglles représentatifs............cccvvvvvvvm 50
2.2.2.2 Classification des 3 fonctions biologiques les pry@ésentatives............cccceeevveeevees e, 50
2.2.2.3 Les 20 genes les plus représentatifs : sur etesquimés dans les muscles atteints............ 51



S DISCUSSION ...eieeeeiiiiiiiiiiiiie ettt ettt ittt ittt ettt e iess ettt r i 55

3.1 DISCUSSION DE LA VALIDATION DE LA METHODE  ...uvviiiiiieiiiiiesiiieaiiee et emeeeinee s 55
3.1.1. RESULTATS PRINCIPAUX ET EVALUATIONS DE CES RESULTATS .. .ceiiitieeaiieeeaieeeenieeeaaneeeennns 55
3.1.1.1 Utilisation de la puce ADN .......ccooiiiiiii e aees 55
3.1.1.2 Comparaison de deux MUSCIES ..........oooii it 55
3.1.2. CONFRONTATION AVEC LA LITTERATURE ET PROJETS AVENIR......cuttiiiiiieeiiiniiiiiineieeeee e 56
3.1.2.1 LA puCE ADN EQUINE......cceiiiiieieieeeieiitteeeeee e e e e e e e e e e e e e e e ettt eeaaaaaaeeaaaaaaaaaaaaaeees 56
3.1.2.2 La puce : un outil de diagnostic pour les affectiomusculaires ?............ccccceevvvvevvevv e 57
3.2 DISCUSSION DE L' UTILISATION DES PUCES ADN POUR ETUDIER LES TROUBLES

FONCTIONNELS DES RHABDOMYOLYSES CHEZ LES CHEVAUX ..ceeiutiieiiiieaaiieeaaiieeesnteeeanneeesaseennanas 57
3.2.1. RESULTATS ET EVALUATION DES RESULTATS ...cetttteeuteeaatreeaaneesaasseassnseessneassseessnseessnsness 57
3.2.2. CONFRONTATION AVEC LA LITTERATURE .....uttteiutiieauteteateeaaasteaaasseeeansensaneesasseeaanseassseesanns 58
3.2.2.1 Troubles calciques a 'origine de rhabdomyolySe.2........ccuvvveeeiiiiiiiiiiiiieeee e 59
3.2.2.2 Troubles mécaniques a l'origine de rhabdomyolySe.2.........ccoeeviiiiiiiiiiiiiieee e 60
3.2.2.3 Geénes candidats responsables de rhabdomyolySe............ccccvvviiiiiiieeeiiiiieeeeee 60
CONCLUSION L.ttt ettt ettt ettt sttt e s 61
ANNEXES ..o e 63
BIBLIOGRAPHIE ..ottt et 75




LISTE DES FIGURES ET TABLEAUX

Figure 1 : Schéma de la structure du MUSCIE. ceeeeeeevvvvvniiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee, 12
Figure 2 : Description de 'organisation structerdl muscle fessier moyen
chezle cheval . ... 14
FIQUIE 3 1 GIYCOIYSE ...uiiiiiee et eaeeeeee e 16
Figure 4 : Réle de la mitochondrie dans le métabmdi ................ccccceeeeeeeenn... 17
Figure 5 : Coupe histologigue transversale degissusculaires colorés :
coloration HE (coloration par I'hématéine et ') ................ovvvvvnnnnenn. 24
Figure 6 : Sites de prélévement du muscle fessigem ................ccccevvvvnnnnnn. 34
Figure 7 : Prélevement a I'aide d’un pistolet awatique et obtention d’'une
« carotte » musculaire de 20 mg environ. - NG 15}
Figure 8 : Processus d'amplification avec le MeesAag)TM II aRNA k|t ........ 37
Figure 9 : Etapes d’hybridation des puces ADN...........cccovviiiiiiiiiiinieeeeeeeens 39
Figure 10 : Distribution de I'expression de '’ADNMa gluteus medius avec
I’ADNCc de souris universel en [og ratio.......ccceeeeevieeiiiiiiiiiieeeiiccee e 43
Figure 11 : Nuage de points fluorescents d’ADNghigeus medius avec lui-
01T 0 TP 44
Figure 12 : Distribution des différents ratios gdexssion génétique entre le
gluteus medius et le IoNgISSIMUS dOISI......cccuveurviiiiieeeieiiice e, 45
Figure 13 : Classification par catégorie fonctidlendes genes modulés
dans le gluteus medius par rapport au longissimus.d......................... 46

Tableau 1 : Classification et particularités déses musculaires selon
les voies métaboliques, leurs substrats, la vassatmsn et leur

fonction : d’apres Howald et Wasserman, 1988 (Bazbé4).................. 13
Tableau 2 : Protocole des tests d’hybridation..............eeeeiiiiiiiiiieen, 39
Tableau 3 : Résultats des analyses biochimiquéisééa sur les chevaux

tEMOINS et des atteiNtS.......cccuvvviiiiiiiiiieeeee e 48
Tableau 4 : Hybridations de COmMParaiSON.....cuueeeeeerruiieeeeeeeiiiiineeeeeeeeannnns 48
Tableau 5 : Classification par clusters des geigesfisativement différents

entre animaux malades et SAINS ............ccceeeeeeiiii e 50
Tableau 6 : Représentation des 3 biofonctions naj@s ............................... 51



ZZ X m ON@]

U0

ADN :
ADNCc :
ADNmt :
ADP :
ARN :

ARNase :

ARNmM :
ARNrr :
ARNL :
AST :
ATP :

ATPase :

CK:
DMSO :
DO :
ELISA :

Kb :
LDH :
MHC :
NADH :
NCBI :
Oligo :
Pb :
PCR:
PKA :
PSSM :
RER
RNG :

SDS-PAG

ABREVIATIONS

Acide désoxyribonucléique
ADN complémentaire
Acide désoxyribonucléique mitochondrial
Adénosine diphosphate
Acide ribonucléique
Enzyme qui dégrade 'ARN
Acide ribonucléique messager
Acide ribonucléique ribosomique
Acide ribonucléique transfert
Aspartate aminotransférase
Adénosine 5'-triphosphate
Enzyme qui hydrolyse I'ATP
Creéatine kinase
Dimethyl sulfoxide

Densité optique

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay ou d@esa

1d

Immunoenzymatique sur support solide
Kilo bases

Lacate déshydrogénase

Complexe majeur d’histocompatibilité

Nicotiamide adenine dinucléotide, forme wéd

National Center Biotechnology Information
Oligonucléotide

Paire de bases

Réaction en chaine par polymérase
Protéine kinase A

Myopathies de stockage des polysaccharides

Rhabdomyolyse d’exercice récidivante
Réseau National des GENOPOLES

Electrophorése de gel de polyacrylamide du

sulfatedodécylique de sodium


http://www.rapport-gratuit.com/

LEXIQUE

Microsatellite : Un microsatellite ou séquence microsatellite st séquence

d'ADN formée par une répétition continue de motitsimposés de 2 a 10
nucléotides. Cette séquence est également appiagde ssequence repeats
(SSR), short tandem repeats (STR), ou variable euntandem repeats

(VNTR). Ces séquences microsatellites sont présestg I'ensemble du

génome, le plus frequemment au niveau des intressgénes mais également
au niveau d'exons.

Puce ADNc: Une puce a ADN (aussi appelée puce a genes,deapet DNA
chip, biochip, DNA-microarray ou microarray en aaig) est un ensemble de
molécules d'ADN fixées en rangées ordonnées sumatite surface qui peut
étre du verre, du silicium ou du plastique. Cettdzhnologie récente permet
de quantifier le niveau d'expression des genendgrds) dans une cellule d'un
tissu donné (foie, intestin...), a un moment dof@mdbryon, adulte...) et dans un
état donné (malade, saine...).

Puce oligo-nucléotidigue Les puces de type « oligonucléotide » sont
actuellement majoritaires sur le marché en raiserledr emploi plus simple.
Les sondes sont des oligonucléotides de synthaspases de 25 a 80 bases.
Les séquences sont choisies afin d’obtenir uneidtgtion optimale avec le gene
cible (intensité, sensibilité et spécificité), a@ gqnplique que la séquence de la
cible soit connue
(http://www.medecine.flammarion.com/nl/21/pdf/Appé&se24Chap.pdf

Transcriptome : le transcriptome est I'ensemble des ARN mesqagaécules
servant de matrice pour la synthese des protéises)de I'expression d'une
partie du génome d'un tissu cellulaire ou d'un typeellule. La caractérisation
et la quantification du transcriptome dans un tidgsnné et dans des conditions
données permet d'identifier les genes actifs, dermdner les mécanismes de
régulation d'expression des genes et de définirrdesaux d'expression des
genes. Une des techniques utilisées pour mesumasltanément le niveau
d'expression d'un grand nombre de types differ@RN messager est celle de
la puce a ADN.

Sonde : C’est une séquence d'acide nucléique simple brew dnoins 15
nucléotides et homologue d’'une séquence ARN ou ADN

Il existe différents types de sondes :

« Sonde d’ADN génomique (sélectionnée a partir d'upanque d’ADN
génomique)

» Sonde d’ADNCc (sélectionnée a partir d’'une band@eDNA)

* Les oligosondes : 20-25 pb



* Les ribosondes
(http://www.med.univrennesl.fr/wkf/stock/RENNES20086025319cbendavic
ours UE1 Claude bendavid.pdf







INTRODUCTION

Avec environ 15 000 naissances de Trotteurs paiadfrance est le pays
d’élevage le plus important mais seulement un ties poulains présentent une
bonne aptitude a I'effort. Ainsi, au fil des anndésxigence des performances a
acceéléeré la sélection génétique des chevaux. bables musculaires acquis ou
héréditaires, encore mal connus, représentent emzint un probléme majeur
pour ces athletes. Grace aux nouvelles technigaeedegistage, une meilleure
connaissance de I'étiologie permet un diagnostis jplrécis (Nollet et Deprez,
2005)

Les caractéristiques du muscle en font un modelhdex pour les études
ARN/ADN (Hoffmanet al.,2003) :

- Les fibres musculaires sont constituées de fitapiles et lentes ;

- La plasticité du muscle permet d’adapter remdstgment sa structure
moléculaire aux besoins. Ainsi, I'’hypertrophie @trbphie musculaire sont des
bons exemples de la régulation génétigue. Le mustéelapte selon
I'entrainement mais aussi tres rapidement a l'iuéét L’atrophie musculaire
est un procédé actif di a des genes spécifiquetefDaet al,2006) ;

- Les pathologies musculaires sont variées et asnhez ’homme, les
dystrophies musculaires peuvent étre dues a uatdizde mutations génétiques
(Clarke et Guicheney, 2008) ;

- Dans certaines pathologies, la pharmacogénéfigue améliorer les
performances musculaires.

L’'analyse d’expression génétique avec des pucgs-olicléotidiques est
une nouvelle technique d’investigation utiliséepdiysiologie, physiopathologie
et cancérologie (Chungt al., 2002). En physiologie musculaire équine, les
voies métaboliqgues d’exercice peuvent étre expdorésinsi, les troubles
métaboliqgues et structuraux tels que les rhabdoyegel a I'effort (RER)
(Mlekodayet al, 2001 ; Valberget al., 1999) et les myopathies de stockage a
polysaccharides (PSSM) seront mieux connus (Firahehal., 2003 ; Quiroz-
Rotheet al, 2002 ; Valberg, 1999). La prédisposition génétiges RER et des
PSSM a été étudiée dans différentes races de chéBaanchaket al., 2005 ;
MacLeayet al., 1999b ; Valberget al., 1996). Une corrélation entre des géenes
alleles « candidats » et des symptdomes cliniquas aontree (Parét al, 2003
; Wardet al.,2004). L’analyse d’expression génétique est ung/elte méthode
d’exploration du métabolisme : I'expression des egemodifie la fonction
musculaire. Seulement 3 puces a ADN ont récemmténtiécrites (Mc Leod,
2005 ; Vandenplast al, 2005) et ont permis d’identifier 18 924 transcie
genes équins provenant de liquide synovial équimt deulement 3 098 sont
annotés sur des puces. Ces puces a ADN équinegsténbtenues a l'aide de
transcriptomes et de données séquentielles, maisi@ees génes sont annotés
et extraits de tissus non musculaires. Des pucA®M souris; 15K (Institut
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National de I'Age) pourraient étre utilisées poureuanalyse plus globale du
génome (Karguét al.,2001). Ces puces représentent 15 264 genes darren
11 000 sont annotés. L’hybridation interspécifiqerere 'ADN équin et des
fragments de 15 000 nucléotides de souris estlgessiffectivement, les génes
du métabolisme de base ont été bien conservédddiévolution génétique des
mammiferes. Plus de 85% d’homologies ont été oksesnentre les genes de
souris et des humains. Par exemple, les genes clealae lourde de myosine
sont presque identiques entre 'lhomme et la sqWisisset al., 1999). Ainsi,
des puces ADN d’'une espece génétiqguement homolagusheval pourraient
étre utilisées pour l'étude de la relation geneati? méme en l'absence
d’hérédite.

Nous avons donc décidé de tester des puces a ADiNs qmour étudier
des muscles équins. L'utilisation des puces peraittte mieux comprendre les
adaptations et les troubles métaboliques des nauggeins apres exercice. Le
but de cette étude était de :

1. tester des puces a ADN souris pour analyserrdél m’expression
génique des muscles sains équins,

2. utiliser ces puces pour explorer les génes qupb lors de
rhabdomyolyses a I'effort chez les chevaux Trotteancais atteints.
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1 Travail Bibliographique : Etude génétique des
rhabdomyolyses

1.1 Rappels physiologiques

1.1.1. Typologie musculaire

Le muscle squelettigue est composé de fibres maisesl striées. La
cellule musculaire encore appelée fibre musculairemyocyte est I'unité du
tissu musculaire. 1l s'agit d’'une cellule géantkyripucléée suite a la fusion de
plusieurs myoblastes mononuclés. Sa forme est didime d’'un diametre
compris entre 10 et 100 um et pouvant atteindrelamgueur de plusieurs cm
(figure 1). Le sarcolemne comprenant la membrarmglbaet la membrane
plasmique enveloppe ces fibres. Entre ces deux mamab, se logent des
cellules satellites qui permettent la régénératiormuscle Iésé et la croissance
du muscle (Cotrel, 2004).

Chaque fibre musculaire contient un réseau de Ioyibéis, elles-mémes
composees de sarcomeres. Chaque sarcomere e#uéomstfilaments d’actine
et de myofilaments de myosine qui par chevauchengmrmettent les
contractions musculaires. Il s’agit d’'une convamnsiténergie chimique, avec la
formation de liaisons entre les deux moléculesémergie mécanique grace a
une activité ATPasique. La contraction musculaiaé& d’un potentiel d’action
qui permet la libération des ions calcium par lecodum sarcoplasmique. Le
calcium déclenche l'interaction entre les filamers changement de position
de la myosine déclenche l'activité ATPasique. Llaxa&tion est possible grace
aux pompes du réticulum qui recaptent le calciuariyg, 2004 ; Riveret al.,
1996).
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Figure 1 : Schéma de la structure du muscle (Cotr2004)
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Il existe trois types de fibres musculaires chezHeval (tableau 1) (Riveret
al., 1996) :

- MHC-I: métabolisme oxydatif
- MHC-IIA : métabolisme oxydatif et glycolytique

- MHC-IIX : métabolisme glycolytique avec une impote vitesse de
contraction

Tableau 1 : Classification et particularités dedfes musculaires selon les voies
métaboliques, leurs substrats, la vascularisatidrieair fonction : d’apres Howald et
Wasserman, 1988 (Barbe, 2004)

Type de fibres I lla IIb (ou lIx)
Voies G+ O+++ G++ O++ G+++ O+
métaboliques
G=glycolytique,
O=oxydative
Susbstrats G+ AG++ G++ AG+ G++ AG+
G=glucose,
AG=acides gras
Vascularisation +++ ++ +
Vitesse et force de + ++ +++
contraction
Résistance a la +++ ++ +
fatigue
Commentaires Voie aérobie, Intermédiaire Puissance mais
endurance tres rapidement
fatigable
(sprinter)
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Il existe difféerentes méthodes de typage :
- Histoenzymatique (Lindholm et Piehl, 1974 ; Snoviety, 1980) qui est
a l'origine de la classification des fibres ;

- Electrophorétique qui permet une classificatiorfattion du poids et de

la charge moléculaire ;

- Immunologique : par marquage d’anticorps, anti-siye par exemple.

Une comparaison de ces différents typages (Rieeral., 1999) montre la
difference entre les méthodes histochimiques ou unwhistochimiques,
electophorétiques et ELISA (Enzyme-linked immunbsot assay dosage
d'immunosorption liee a I'enzyme, technique d'examszourant a des enzymes
comme marqueur).

Une étude sur 100 chevaux anglo-arabes a déteriminpourcentage
d’héritabilité des fibres rapides de myosine (MH@&®)analysé les relations
entre les phénotypes et les performances sporfdes biopsies musculaires du
fessier moyen et du biceps fémoral ont été faitds pnalysées par ELISA.
L’héritabilité a été estimée seulement a 13% empaeppeut étre a la grande
homogénéité des traits musculaires sur ces chalgaxres sélectionnés. Enfin,
la force musculaire est liée a la présence de MBazreyet al.,1999).

Des échantillons musculaires prélevés par biopstepermis I'étude de la
MHC sur le muscle fessier moyen du cheval. La nagHeLISA a identifié trois
types de fibres: MHC I, MHC IIX, MHC IllIA. Cette a$sification a éte
confirmée par differentes méthodes SDS-PAGE (d@pbbirese de gel de
polyacrylamide du sulfatedodécyliqgue de sodiummimoblott, histochimie et
immunocytologie. Il a été ainsi démontré que Iésels MHC IIB ne sont pas
exprimées chez le cheval (Rivezbal.,1999).

Sur 68 chevaux trotteurs agés de 6 mois a 8 amdibles biopsees ont été
classées en 3 catégories : les fibres lentes (2é%ojibres rapides et hautement
oxydatives (54%) qui augmentent avec l'age et ibe$ rapides (22%). La
répartition de ces fibres selon les muscles redivement invariable avec
I'age(Lindholm et Piehl, 1974).

La concentration musculaire en glycogene est plegeé chez les adultes
contrairement au pyruvate. SDH (succino-déshydraggn et PFK
(phosphofructokinase) augmentent avec l'activité.

La distribution des fibres musculaires type | oa kté étudiée sur 9 régions
musculaires différentes du fessier moyen et deefargariations ont été
observées (Van den Hovenhal.,1985).

Le pourcentage de fibre | augmente avec la profenéé la cranialité du
muscle. Les parties profondes du muscle ont unctaem plus aérobie en
corrélation avec leur fonction (figure 2). En effieis régions superficielles sont
adaptées a la fonction de propulsion. Ainsi, lesysm®es doivent étre interprétées
selon le site de biopsie.
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Figure 2 : Description de I'organisation structura du muscle fessier moyen chez le cheval
(Cotrel, 2004)

10 2 30% de MHC I

30 250% de MHC I
B Plus de 50% de MHC T

Chez 'homme, aprés des biopsies sur le musclee yatéral obtenues
avant et apres exercice, une augmentation sigivecdes ARNm des MCH de
type I, lla et lIx a été montrée. De plus, les ARNB Myo-D et myogénine
augmentent mais ceux de Id-1 ne varient pas casore des facteurs de
régulation. De plus, la Myo-D est corrélée avec fibses de type lIx et la
myogénine avec les fibres de type | et lla (Willbkget al.,2008).

1.1.2. Métabolisme

Afin de mieux percevoir les liens unissant I'excds glycogene
musculaire et la rhabdomyolyse d’effort récidivantme revue des voies
métaboliques énergétiques est nécessaire (Bardé).20

1.1.2.1La voie aérobie avec la glycolyse et le cycle de édrs

La glycolyse par transformation d’'un glucose encities pyruviques
permet la formation de 8 molécules d’ATP. Le cyde Krebs grace a la
formation d’'un groupement acétyl activé permetdengle 24 molécules d’'ATP
a partir de 2 acides pyruviques (figure 3).

Acide pyruvigue + ADRP— Eau + CO2 + ATP
T T

Glycogene Acides gras
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Figure 3 : Glycolyse fittp://www.snv.jussieu.fr/lbmedia/Metabo/glycol.htil
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Phase de remboursement : Transformation du glytsratie-3-phosphat

pyruvate et formation couplée d’ATP

e en
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La mitochondrie est un organite spécialisé danspbat d’énergie cellulaire
grace a la phosphorylation oxydative. Ainsi, eb¢ @mmunément appelée « la
centrale énergétique » ou encore « carrefour midaleo>, car s’y trouvent les
étapes primordiales du cycle respiratoire aéroloiclé de Krebs, chaine
respiratoire de transport d’électrons) qui congednt I'énergie des molécules
organiques issues de la dégradation du glucoseeargié directement utilisable
par la cellule sous forme d’ATP (figure 4).

Figure 4 : Réle de la mitochondrie dans le métatsoltie
(http://www.mitomap.org/MITOMAP/mito apop.pdf )
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1.1.2.2Les voies anaérobies lactique et alactique

La voie alactique rephosphoryle un ADP et la vaietique dégrade le

glycogéne et permet le gain de 2 ATP (Weil, 1982).

Phosphocréatine + ADP Créatine + ATP

Glycogéene (glucose) + ADP> ATP + Acide pyruvigue

!

Acide lactique

Les genes agissent a tous les niveaux :

structural,
fonctionnel,
métabolique.

La bonne connaissance des génes liés a la physghegmet la recherche de
leur modification d’expression en pathologie. Leormalies génétiques déja
connues seront détaillées.

1.1.3. Pathologies musculaires

Les atteintes du muscle et de sa fonction sont nemsles méme si elles sont
parfois rares. L'implication génétique est la gimstrécurrente avec un espoir
de les prévenir ou de les traiter.

1.1.3.1Les glycogénoses

Les glycogénoses sont des anomalies génétiquedtgrent les enzymes

du métabolisme du glycogene et entrainent des megalte type aigué et/ou
récurrente, souvent trés douloureuses (Valber], 1992).
Il existe plusieurs formes de glycogénose humaines:

déficit en phosphorylase musculaire avec une aclation de glycogéne
entre les myofibrilles ;

déficit en amylo-1,6-glycosidase avec une accunmratie glycogene
dans les nerfs intramusculaires et les celluleSaavann ;

déficit en phosphorylase kinase avec une accuroalaans les fibres de
type llb ;

déficit en phosphofructokinase avec accumulatiofa @ériphérie des
fibres ;

déficit en phosphoglycérate sans accumulation ;
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- déficit en phophoglycerate mutase avec présencgétjats tubulaires ;
- déficit en lactate déshydrogénase, non liée ayleobyise.

Les myopathies liées a un défaut de stockage desamtharides (PSSM)
sont caractérisées par une accumulation de glyeogdans les muscles.
L’origine reste encore mal déterminée. Il existespurs hypotheses :

- Anomalie dans le métabolisme ;

- Exceés de production du glycogene ;

- Maladies de stockage de polysaccharides peuventhétéditaires chez

'’homme et le cheval ;

- Défaut de régulation du calcium avec l'exemple dgyplerthermie
maligne ;

- Myopathies mitochondriales par déficience de lairdhaespiratoire, par
anomalie du transport des substrats et dé daydation des acides gras
libres ;

- Relation entre un hypothyroidisme secondaire et aegr@ine forme de
myopathie ;

- Incidence des rhabdomyolyses est plus forte clefelmelles mais sans
trouver de corrélation avec le cycle oestral.

L’héritabilité des PPSM, une glycogénose, et dadléerance a l'effort a été
étudiée dans différentes races équines. Les chemaiugté sélectionnés selon
leurs antécédents de PPSM ou d’intolérance a tieféb classés en fonction de
'augmentation de la concentration sérique en CK lat caractérisation
histochimique par biopsie musculaire. Ainsi le cé&ee génétigue autosomal
récessif des PPSM a été montré chez les QuartexreHdalberget al., 1996).

1.1.3.2L’hyperthermie maligne

Apres 3 heures et 15 minutes d’anesthésie a Ithata et injection de
succinylcholine, une hyperthermie maligne a étéepl#e sur un Anglo-arabe de
4 ans. Hyperkaliémie, hyperphosphatémie, myoglai®nuavec une
augmentation des CPK et de I'ornithine-carbomyhgfarase ont pu étre mis en
évidence. De plus, une contraction musculaire exgg@ été montrée par
biopsie musculaire.

De nombreuses études ont prouvé I'existence d’émiabilité familiale
chez 'homme et raciale chez le porc ; chez levalne il n'existe que des cas
isolés (Waldron-Measet al.,1981).

Cette hyperthermie est due au relargage excessitatteum par le
réticulum  sarcoplasmique avec une  déficience du plage
excitation/contraction. Le traitement comprend jéction sde Dantrolene qui
permet de diminuer le relargage de ‘calcium.
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1.1.3.3La myopathie atypique

Il existe une myopathie atypique d’origine encameonnue qui touche
toutes les races de chevaux (Votion et Serteyn8)2@®usieurs étiologies ont
été proposees mais a ce jour seuls les traitersgniptomatiques sont utilisés :
vidange reguliere de la vessie, administration tiFexflammatoires, de DMSO,
hydratation et restauration de la volémie, ...

Cette maladie est également appeatgeglobinurie atypique des chevaux
au pré Son origine est encore inconnue et probablemeatad’ingestion ou a
la production de toxines (mycotoxines, phycotoxioedactériennes).

Les cas de maladie sont souvent observés a l'aga@hm@mu printemps,
probablement en rapport avec la fraicheur et I'fulitéi

L’étiologie étant incertaine, aucune prophylaxie est’ possible.
Néanmoins, il est recommandé de mettre les chewans des prairies
suffisamment fournies en automne, de retirer lemsame feuilles mortes,
d’empécher I'acces des animaux aux zones humidesiés périodes a risque.

Les symptomes apparaissent de maniere soudaiitdeste musculaire
(animaux couchés sur le flanc), difficulté pourleeer, se tenir debout et se
déplacer, urines foncées, raideur musculaire, muspiebuccale rouge,
tremblements musculaires, tachycardie, difficut@spiratoires, sudation mais
aussi parfois : signes de coliques, d’hypothermie36°C). Le cheval est
déprimé mais continue néanmoins a vouloir mangambrtalité est élevée (90
%) ; les chevaux sont parfois retrouvés morts &y qu doivent étre euthanasiés
en raison de la gravité des symptébmes. Il existe augmentation importante
des valeurs de créatinine kinase (CK), aspartatmaransférase (AST) et
lactate déshydrogénase (LDH), et une diminution lalepression artérielle
d’oxygene et du calcium ionisé. La biopsie muscaldies muscles posturaux et
respiratoires montre une dégénérescence multifoodp://www.favv-
afsca.fgov.be/sp/sa-myo-atypique/myo-atypique_gy.as

1.1.3.4La rhabdomyolyse d’exercice asymptomatique

Chez des coureurs longues distances, apres unsecoontinue de 246
km (Skenderiet al., 2006), les valeurs du bilan hépatique et des eagym
musculaires étaient considérablement augmentéesaunaun symptdome sévere
n'a nécessité une hospitalisation. Aprés un effioodére, une rhabdomyolyse
asymptomatique d’exercice peut ainsi apparaitre.

Une étude a comparé les désordres métaboliques gosieurs chevaux
d’endurance en compétition (Barrey al., 2006). Apres des prises de sang
pendant la course, les troubles métaboliques omtngucomparés. Dix chevaux
ont pu continuer la course mais 10 chevaux ontd&gualifiés pour troubles
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métaboliques. Une différence significative a étéembée uniquement pour les
monocytes, ACE (enzyme de conversion de l'angiate)sHCO3- et Mg. Les
enzymes musculaires telles que CK et AST n'étamad significativement
différents entre les 2 groupes. Les signes de drapdlyse ne sont donc pas
directement liés aux modifications des enzymes oiases.

1.1.3.5La paralysie hyperkaliémique périodique

Observée chez le Quarter Horse, la paralysie hgfiérkique est d’origine
génétique, liée a une mutation de la sous-unit@aalhu canal sodium des
cellules musculaires. Faiblesse musculaire avecicidations, spasmes
musculaires ou paralysie sont retrouvés (KennetHiNghcliff et al.,2004).

1.1.3.6La myotonie

La myotonie équine est trés rare et a priori diogggénétique avec une
implication du canal chlore du sarcolemne (Kenn&tKinchcliff et al., 2004).
Des contractions musculaires sont observées daadgeune age. Une carriere
sportive est impossible mais le pronostic vitaleestellent.

1.1.3.7La dystrophie myotonique

Tout comme la myotonie, la dystrophie myotonique rase et probablement
d’origine génétique (Kenneth W.Hinchcl#t al.,2004). En plus de la myotonie,
des contractures tendineuses et une atrophie ulestec sont observées. Les
traitements sont décevants, la morbidité est fnéiguet aboutit a 'euthanasie.

1.1.3.8La myopathie mitochondriale

Il s’agit d’'une intolérance accrue a l'effort prapeee par une absence de
production d’ATP par la mitochondrie. Une acidoaetijue liée a I'arrét de la
dégradation du glucose au stade d’acide lactiquae®nséquence de la baisse
de l'activité de phosporylation oxydative des mitondries. L’hypothése d’'une
mutation de 'ADN mitochondrial est envisagée (KettmW.Hinchcliff et al.,
2004). Il n’y a pas de traitement et le pronossicreauvais.
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1.1.3.9La myopathie fibreuse

La myopathie fibreuse se déclare par une boiteygtépieure particuliere ou le
pied vient frapper violement le sol a la fin deplaase antérieure. La boiterie
peut faire suite a un traumatisme mais il existe femes congénitales. Une
masse fibreuse peut étre palpable au niveau dulengsei-tendineux. La

section de cette masse fibreuse ou une ténectamimsertion tibiale du semi-

tendineux peuvent améliorer la boiterie.

1.2 Rhabdomyolyses a I'effort

1.2.1. Epidémiologie et diagnostic

Selon Snow et Valberg, le terme rhabdomyolyse dinssens de
« dissolution des fibres musculaires » regroupsides différentes affections
musculaires (Artet al., 2000). Cliniguement, les rhabdomyolyses sont agué
(83%) ou chroniques (17%) et dans ce dernier caplis fréquemment
récurrentes. Leur prévalence est environ de 10% ldsePurs-Sangs (Aleman,
2008).

Les facteurs de risques des rhabdomyolyses rétesraont encore tres
mal connus :

- Jeune age,

- Femelle,

- Fort développement musculaire,

- Surpoids,

- Caractere stressé de I'animal.

L’étiologie est multifactorielle. Contrairement atype aigu, les
rhabdomyolyses récurrentes sont indépendantesirdeniité de I'effort. Le
facteur déclenchant est I'effort accompagné, derfagon systématique, d’'un
stress, d’'un entrainement et/ou d’une ration altaies peu adaptés. Les
facteurs étiologiques les plus importants sont :

- une surcharge glycogénigue avec une accumulationglgleogene
intramusculaire et des rations alimentaires rictredydrates de carbone
(MacLeayet al.,1999a) ;

- une déficience de la fonction de sarcolemne damshigerthermies
malignes (Beechkt al.,1993) ;

- un déséquilibre ionique (Beech, 1997 ; Freestirad., 1991) ;

- une carence en vitamine E et sélénium (Roneusldtatanen, 1985) ;
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- une influence hormonale, l'incidence étant plusyé&echez les femelles
(Harris, 1991) ;

- des causes infectieuses avec, par exemple, unseregu travail trop
rapide suite a une infection lgerpesvirusde type | (rhinopneumonie)
(Harris, 1990) ;

- une accumulation intramusculaire anormale polysaccharides chez,
entre autres, le cheval de trait belge et le qudmbese (Valberget al.,
1992) ;

- des facteurs génétiques en cours d’étude (Collieal, 1997).

La principale cause de rhabdomyolyse deffort estRER (Myopathie
d’effort récidivante).

Les RER sont dues a un dysfonctionnement de lalatgu du calcium
intracellulaire. Une étude sur 1000 chevaux de smar montré une prévalence
des RER de 5%www.cvm.umn.edu/umec/lab/RER_new.hfintyne hérédité
avec une augmentation significative de la prévaetens certaines lignées est
possible. Cependant, les facteurs de stress modifieés fortement cette
prévalence.

Méme si les RER sont souvent liees au sexe, au ér@ament et a

I'alimentation, des résultats in vitro par tests abmtractures musculaires ont
démontré un modele héréditaire avec un caractemaindmt autosomal
(Dranchaket al.,2005).
De méme, une étude sur 4 familles d’Anglo-Arabé&téafaite pour déterminer
I'hnéritabilité des RER (MacLeawgt al., 1999b). Ainsi, apres confirmation de
RER par analyse biochimique, I'étude geénéalogiquenantré le caractere
héréditaire autosomal dominant avec des variabittéxpression.

1.2.2. Physiopathologie

La rhabdomyolyse a I'exercice est une lyse brutkde fibres musculaires
squelettiques. Elle peut étre sporadique ou réaides La forme récidivante
peut se produire a tout moment de I'exercice. Isgueé de récidive est trés
aléatoire, « les chevaux ont un terrain favorable »

Lors d’exercice, il existe des épisodes subclinigde nécrose musculaire
avec une augmentation des concentrations plasmeatigan AST, CK et
myoglobine (Valberget al., 1993). Cependant, lors de RER, 'augmentation de
ces enzymes est présente au repos et serait ceeeaugmentations récurrentes
des enzymes plus qu’a une permeéabilité anormasadholemne.

Les résultats des biopsies et prises de sang @fextsur des chevaux
RER présentant des symptomes (RERa) aprés un exencinon (RERD) et des
témoins ont été comparés (Valbegy al., 1993). Les RERa apres exercice
présentent une augmentation des concentrationgrtigsot et de glucose dans le

23



sang. Cependant, les parametres biochimiques ehdésboliques musculaires
n'étaient pas significativement différents par mp@ux RERb et aux témoins.
Au repos, RERa et RERb présentent une augmentdtioglycogéne dans les
muscles.

1.2.3. Diagnostic clinique et traitement

Il 'y a pas de diagnostic spécifique. Les commextifsr et 'anamnése sont
relevés (Barbe, 2004). L'intensité des signes qlias des rhabdomyolyses est
extrémement variable. Elle peut aller de I'abseteesignes jusqu’a la mort de
I'animal avec douleurs importantes. Un examen glieicomplet est réalisé puis
des examens complémentaires. Dans le sang, la endsua concentration des
enzymes musculaires : CK, AST, LDH et I'anhydraaebonique (CA III) est
recommandée. |l est possible de réaliser desdedisiérance a I'effort avec des
mesures répétées des enzymes. Dans le cas de mhalbgkes, des nucléi sont
en position centrale dans les biopsies musculéiggge 5). La concentration de
myoglobine dans le sang ou les urines peut aussn@&surée. La scintigraphie
et I'électromyographie sont d’'autres outils de diagfic mais plus rarement
utilisés.

Figure 5 : Coupe histologique transversale de tissnusculaires colorés : coloration HE
(coloration par I’'hématéine et I'éosine) (Landry0B5)

Photo 1 : Cellules musculaires nrmales Photo 2 : Cellules musculaires rhabdomyolisées

b

Les biopsies du longissimus et du fessier moyeliséss sur 5 chevaux
d'obstacles et 4 chevaux de dressage présentantdadsurs dorsales et
suspects de PSSM ont été comparées avec cellagiebtehez 6 chevaux RER
et 6 témoins (Quiroz-Rothet al., 2002). Les biopsies du muscle longissimus
présentaient des signes pathognomoniques de PS&Muae accumulation de
glycogene et/ou un dépbt polysaccharidique anorhes.résultats de biopsies
du longissimus des chevaux présentant des doulieussiles étaient similaires
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aux biopsies du fessier faites sur les RER. Cdtideémontre donc qu'il est
possible d’utiliser les biopsies du longissimus om@routil de diagnostic lors de
douleurs dorsales chez les chevaux.

La myopathie d’exercice est connue chez les chedapuis plus de 100
ans sous des dénominations diverses tellesagotirie tying-up et maladie du
lundi. Rhabdomyolyse associée a I'effort semble un tgriue approprié (Aret
al., 2000). Ces rhabdomyolyses s’observent chez desckale toutes races et
toutes les disciplines sportives. En dépit de sgii@iques similaires, elles sont
le dénominateur commun de plusieurs entités fondtatement différentes
guant a leur pathogénie (Valbezgal. 1999).

Le diagnostic clinique est confirmé par une augeBm des valeurs sériques
des enzymes musculaires et particulierement defBekch, 1997).

Les myopathies d’exercice comprennent trois entitéla rhabdomyolyse
sporadique, la rhabdomyolyse récurrente (ou réamde) et la myopathie
d’épuisement.

La rhabdomyolyse d’exercice sporadigest une maladie aigué qui atteint les
chevaux de facon sporadique pendant ou apres uni@x&iolent, excessif ou
inadapté.

La rhabdomyolyse d’exercice récidivamst une maladie qui se traduit par des
épisodes récurrents de myopathie chez des chevengtiguement sensibles
suite a un dysfonctionnement sous-jacent de la uleellmusculaire.
Contrairement a la forme sporadique précitée, ppsodes de rhabdomyolyse
sont souvent liés a une surexcitation du chevdbplyu’'a un exercice excessif,
I'intensité de I'exercice qui déclenche les sympe@nétant souvent tres faible.
Les crises sont récurrentes mais le délai entrerigss est tres variable. C’est la
myopathie la plus fréquente chez les pur-sang deseo Elle se caractérise
cliniguement par des douleurs musculaires aprasrece et d’'un point de vue
biochimique par une augmentation des CK sériquasrévention du stress et
un exercice quotidien semblent diminuer les crisd®ez les chevaux
prédisposés. La mutation causale n’a pas été faené ce jour, mais son mode
de transmission est clairement autosomal domiriaranchaket al., 1999b). I
existe un test fonctionnel fiable pour dépister canfirmer les chevaux
génétiguement prédisposés. Ce test, in vitro sse baine biopsie, fait appel a
une provocation a la caféine, a I'halothane ou atagsium (Dranchakt al.,
2005). La sensibilité des cellules musculairessastdstances pour induire une
contraction est augmentée chez les chevaux corcparérapport aux chevaux
sains. Toutes ces données rappellent I'hyperthermigigne du porc.
Néanmoins, il ne s’agirait pas de la méme mutatiole récepteur de la
ryanodine du canal a calcium du réticulum sarcopigse est intact et
fonctionnel chez le cheval (Lentt al.,, 1999 ; Wardet al., 2000). Il est
intéressant de retenir que beaucoup de pur-sasgmient cette rhabdomyolyse
récidivante ont aussi développé des myopathiesgesthésiques.
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Le traitement est curatif et préventif dans le cks rhabdomyolyses
récurrentes. Il faut calmer la douleur, préveng ¢®mplications musculaires,
psychologiques, ioniques et rénales et modifiegéstion du cheval selon
I'étiologie. Le traitement est principalement agigue avec des anti-
inflammatoires non stéroidiens par voie veineuse éférence apres
rétablissement de la volémie. De plus, le contd@d’ anxiété peut aussi se faire
a l'aide de sédatifs. Enfin, une réhydratation awee correction de I'équilibre
électrolytique est parfois indispensable.

1.3 La carte génétique chez le cheval

1.3.1. Le séguencage du génome du cheval

Le récent développement de la carte génétique elvatlet le séquencage
complet du génome équin ont permis d’accéléredéenuvertes génétiques. En
effet, la carte du génome du cheval a considérabiemugmenté depuis ces 6
dernieres années (Chowdhary et Raudsepp, 2008)0&h 300 marqueurs sur
31 paires de chromosomes et le chromosome X ontémdifies. En 2003, la
carte génétique équine comptait seulement 109 gariesomiques dont 2 sur le
chromosome X et 15 génes mitochondriaux (Rankigieal., 2004). De nos
jours, la carte génétique équine est une des phkfgrencées avec
approximativement 4350 marqueurs sur une séquerc®ibn 2.68 Gbp de
long. De nouvelles techniques avec les puces $péerhent équines ont été
développées.

1.3.2. Les genes candidats identifiés dans d’autres especes

Chez I'homme, de nombreuses maladies génétiqueairegnt un retard
de croissance ou des maladies musculaires (Bafli#}).2La myopathie de
Duchenne, par exemple, est liée a une mutationlesgene d’'une protéine
kinase musculaire du chromosome X. La cellule miageu devient alors
perméable a certaines molécules, la pression @agopijue devient trop élevée

et entraine la mort cellulaire.

1.3.2.1Le géne du récepteur a la ryanodine du muscle sqelique

L’hyperthermie maligne est due a une hypersenwbitiu pont de
relargage de calcium. L'ouverture du pont est it#al et sa fermeture est
inhibée (Fujiiet al.,1991).
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Le géne du récepteur a la ryanodine du muscle atjgele (ryrl) a été localisé
sur le chromosome 19 g13-1 de 'lhomme et sur lernabsome 6 pl1-g21 du
porc.

Chez le cheval, lamyopathie post-anesthésique généraliségalement
dénomméehyperthermie malignese caractérise par une hyperthermie et une
acidose associées a une nécrose musculaire l@;ahisss particulierement aux
membres postérieurs suite a une anesthésie athba®. Le pronostic est
réservé. Les perturbations systémiques seraiest @aluestress de I'anesthésie et
a la sensibilité des cellules musculaires aux aganesthésiques (I’halothane)
ou relaxants (succinylcholine). Sur un plan phyatbplogique et par analogie
avec le porc et 'homme, la libération de calciunar ple réticulum
sarcoplasmique induit des contractures musculaieaes provoguant une
hyperthermie (Valberg et Hodgson, 2002). D’autret,pehez les chevaux, il
existerait une association entre la myopathie d@ge, la myopathie post-
anesthésique et I'hyperthermie maligne. Cette #&smc a été confirmée par le
test fonctionnel a la caféine sur un muscle préldgé fibres musculaires
pathologiques se contractent a des concentratidus faibles de caféine
(Manleyet al.,1983).

1.3.2.2Le géne CPT Il

En humaine, la déficience du géne CPT Il a été mmsévidence dans une
maladie autosomale récessive avec des rhabdomgdVkalutiuet al.,2000).

1.3.2.3Le géne de la myosine MHC lla

Chez 'homme, une myopathie avec une hérédité antale dominante
ayant une mutation sur le géne de la myosine MHCallété décrite. Une
faiblesse musculaire et méme une dégénérescencemdssles ont été
observées. Les signes cliniqgues sont mineurs esgelines et s’amplifient avec
I'age (Tajsharghet al.,2002).

1.3.2.4Le géne CPT2

La déficience de I'enzyme palmitoyltranférase damrill est une maladie
autosomale récessive avec douleur musculaire btldmayolyse associée a une
myoglobinurie dans les cas séveir@4adutiu et al., 2000. Il s’agit d’'une
myopathie liée a une simple mutation (R503C) diegeRT2.

27



1.3.2.5Le géne de I'enzyme de branchage pour le glycogéfeBE)

La déficience de I'enzyme de branchage pour lecgigoe (GBE) serait
responsable d’une maladie néonatale fatale chezpdefains Quarter-Horse
(Ward et al., 2003). Cette maladie ressemble a une anomalidod&agie de
glycogéne de type IV (GSD 1V) retrouvee chez I'hoenPar marquage
génétique, tous les poulains affectés par GDS &k&Bt homozygotes pour un
allele de GBEmsl déterminé par microsatellite, @rgment aux animaux
sains qui montraient une différence allelique digaiive. Il existe donc un géne
candidat, GBEL1 locus en équine.

1.3.2.6Le géne SCN4A

La paralysie périodigue due a [I'hyperkaliémie (HYPPvue
précédemment, est une maladie autosomale domia&ete une incidence de
4% chez les Quarter Horse. La maladie se manifestdes fasciculations et des
faiblesses musculaires allant jusqu’a la paralysteyperkaliémie est due a une
mutation de substitution (C en G) qui entraineHaitge d’'une phénylalanine en
leucine sur la sous-unité alpha du canal de sodialtage dépendant (gene
SCNA4A). Le canal étant inactivé, le flux entrantsielium et le flux sortant de
potassium augmentent (Finabal.,2008).

1.3.2.7Le géne GYS1

La myopathie de stockage de polysaccharide (PPSM)ree glycogénose avec
une accumulation de glycogene dans les musclesestijiges chez les chevaux
adultes de races lourdes ou Quarter horse (M&Caé, 2008). Le géne GYS1
qui code pour la glycogene synthétase (GS) du mausplelettique est un gene
candidat pour la PPSM. L'analyse de la séquenc®NA révelé une mutation
de substitution au niveau d’'une région tres coreseile GS. Dans les PPSM,
I'activité de GS est augmentée avec présence de wettation (McCuest al.,
2008).

1.3.2.8Les genes mitochondriaux

Chez 'lhomme, de nombreuses mutations responsdélasyopathies ont
eté observées sur 37 genes mitochondriaux maigd jgomais été identifiees
chez le cheval. Le génome mitochondrial est 10 s « mutable » que le
génome nucléaire. Cliniguement, on observe une fadtémie pour un exercice
modéré accompagnée d’autres troubles au nivealystanse nerveux central.
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Les formes sont trés variables selon la fréquereedadmutation ou de la
délétion.

1.3.3. Les puces ADN ou microarray ou damier ADN

Chez 'nomme, [l'utilisation de puces a ADN a perntiétude des
myosites (Zhouwet al., 2004). Effectivement, sur des biopsies musculaies
patients atteints de myosites, des genes surexpdinégine immunitaire et des
genes sous exprimés d'origine musculaire ont é& ani évidence. Ainsi, les
profils génétigues de myosites soulignent une altgr des protéines
musculaires et de la régulation immunitaire. Lesgsua ADN ont contribué a la
révolution de la génomique.

1.3.3.1Principe

Une puce a ADN est un ensemble de séquences ridiées monobrin
(fragments d’ADN) fixées sur un support de type dame verre. Cette
biotechnologie récente permet de visualiser legg&xprimeés (transcrits) dans
une cellule d'un tissu donné (foie, intestin...))ramoment donné (embryon,
adulte...) et dans un état donné (malade, saihes.séquences d'ADN fixées
sont généralement appelées des sondes. Des mdkesondes peuvent étre
fixés sur une méme puce (Jeansoule, 2006): plgsteamscrits par gene et tout
le génome peut étre couvert.

1.3.3.2Différents types de puces ADN

1.3.3.2.1 Les puces a ADNCc.

Elles sont issues des produits d’amplification deRP La taille de la
séquence de la sonde est de I'ordre de 1 kilo l{gbes 1000 nucléotides (nt).

1.3.3.2.2 Les puces a Oligonucléotides.

Elles dérivent a l'origine d’'un projet de séquereagr hybridation. Ce
sont des oligonucléotides synthétig@witro et dont la taille de séquence est de
I'ordre de 50 nucléotides. La spécificité des puaesligonucléotides est plus
grande que celle des puces a ADNc. Il existe plusigypes d’oligonucléotides :
oligo longs de 50 nt, oligo courts 13 nt.
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1.3.3.3Applications génétiques.

Les puces a ADN permettent donc d'étudier I'expoessle plusieurs
milliers de genes ou d’'un génome entier. La companade 2 expériences de
puce a ADN sur 2 cellules du méme type, saine thiopagique, peut permettre
de découvrir des genes exprimés uniquement dansellale saine ou
uniquement dans la cellule pathologique, et doncniio des informations sur
I'implication de ces genes dans une maladie. Elbesstituent donc de nouveaux
outils de diagnostic.

Cette biotechnologie a déja été utilisée sur leaeahondries de différents
types d’espéces (Cringt al.,2005) De méme au sein de l'unité du Service de
Génomique Fonctionnelle du CEA dEvry, des puces Na&D et
oligonucléotidiques humaines et murines ont dégacéncues et validée par le
Réseau National des GENOPOLES (Le Briganhdl.,2006). Des études sur le
cheval utilisent des puces oligo équine hétérolsgDbeval/Souris (Barregt
al., 2006 ; Girkeet al.,2000 ; Mucheet al.,2006).

1.3.3.4Une puce oligonucléotide équine

La premiere puce a ADN oligo équine, comportard #ois la totalité des genes
mitochondriaux équins et des genes équins nuctatte métabolisme
énergétique musculaire a été fabriquée par I'éqdipéEPHE, GENOPOLE -
Université d’Evry Val d’Essonne, en collaboratiorvea le Laboratoire
Génomique Fonctionnelle (LGF) (Jeansoule, 2006lhafg et Hodgson, 2002).
La puce équine ouvre de nouvelles perspectivelétude :
- de I'expression génétiqgue des genes et éventueitelmedécouverte de
réseaux de régulation et d’interactions ;
- des voies métaboliques musculaires en relation lavgpe d’exercice ;
- a plus long terme, des pathologies musculairesifgpée du cheval
d’origine génétique.

Enfin comme I'ensemble des puces a ADN, elle elsaible pour détecter si un
cheval est sain ou atteint d'une anomalie

En résumé, l'étude de la pathogénie des affectiofat progresser la
connaissance des processus physiologiques norrAmsi.une affection qui se
révele étre la conséquence d'un déficit enzymaitguieormonal, dévoile le role
et la place de cette enzyme ou de cette hormons tarmphysiologie. La
génétique moléculaire en faisant apparaitre legggén cause lors d'anomalies
ou d'affections héréditaires, permet d'accéder glnsamont et analyse le
processus normal jusqu'a son déterminisme moléeuldin exemple de
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I'importance de cette étude des anomalies génétidaies I'enrichissement des
connaissances physiologiques est la mise en éwdi#mda mutation causale de
la rhabdomyolyse a l'effort récurrente. En plus ckt enrichissement des
connaissances fondamentales, I'étude moléculasrendéformations et maladies
génétiques a des conséquences directement appficabl'élevage. En effet,
l'utilisation massive de tres bons reproducteumnsdles espéces équines
restreint le noyau de sélection. L'identificatioesdmutations causales de ces
anomalies devient donc indispensable en raisorcalesequences économiques
et zootechniques que représente la transmissioasi@ares. Cet objectif ne peut
étre atteint qu'avec l'utilisation d’outils génétep performants. Pour ce faire,
seuls des outils miniaturisés d’analyse a hauttd&inme les puces peuvent
permettre d’aborder la complexité du probleme.
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2 Travail expérimental : Mise en évidence des
genes responsables de rhabdomyolyses

Dans les RER, il existe donc des facteurs de rigigumeelle jeune...), des
signes cliniques, biologiques, des anomalies lugiques et des particularités
génétiques. Ces facteurs classant permettent dimitidé précise des maladies.
Le but de notre travail s’est focalisé sur des Hy@iiques particularités
génétiques dans les RER. Les puces a ADN ont digééas puisque leurs
principales applications sont :

- L’analyse du transcriptome : Mesure du niveaxplession de I'ensemble des
genes et mise en évidence de génes candidats

- Le génotypage : Mise en évidence de régions cbisomiques d’intérét

- Le reséquencage : Mise en évidence de mutatiomstypelles et délétions

2.1 Validation de la méthode utilisée (Mucher etal ., 2006)
2.1.1. Animaux matériels et méthode

2.1.1.1Chevaux et biopsies musculaires

Des biopsies du musadiguteus mediust du muscléongissimus dorsont
ete réalisees de facon standardisée sur 4 Trotkeargais. Il s’agissait de 2
juments et de 2 hongres de 3, 5, 8 et 14 ans.

Nous avons effectués les biopsies selon le modeéte cttude faite sur 41
trotteurs francais d’age et de sexe variable (W&akt al., 1999). Des biopsies
ont été effectuées de facon standardisées. Laidattah des biopsies pour le
compartiment dorsal du musakiteus mediusst au tiers de la distance entre le
tuber sacral et le tuber coxae et pour le compartinventral au tiers de la
distance entre le tuber coxae et la jonction irgeébrale entre Cd1l et Cd2. La
profondeur de la ponction correspond a la moitidadprofondeur du muscle
déterminée par échographie. Ceci correspond enmmeya une profondeur de
33-36 mm pour le compartiment dorsal et de 31-35 poor le ventral (figure
6).
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Figure 6 : Sites de prélevement du muscle fessi@yen (Valette et al1999)

Biopsies location in the compartments
of the gluteus medius muscle

Tuber sacrale

Les prélevements musculaires par biopsie ont &bsés a l'aide d'une
aiguille de petit diametre (2 a 5 mm) (Barrey, 19%he troisieme biopsie a été
réalisée sur le musclengissimus dorssur la ligne dorsale 20 cm cranialement
au tuber sacral et a 7 cm de la ligne médiane.hagtllon de 10 & 100 mg est
prélevé de 5 a 8 cm de profondeur. Aprés une tehien nettoyage avec un
antiseptique, on réalise une anesthésie localeasAp® min, on incise jusqu’a
I'aponévrose musculaire sur 1cm de longueur. Ugeilée a biopsie dans un
pistolet automatique est enfoncée verticalemenguas ce que l'extrémité
atteigne une profondeur de 3,5 cm pour le mugthéeuset 2,5 cm pour le
musclelongissimus dorsiAu final, un échantillon de 10 a 20 mg de musde
collecté et déposé immédiatement dans un tube dé RMr’ & -80°C. La
solution RNAlater” est du Trizol Reagent (solution mono-phasique daphet
de guanidine isothiocyanate). Cette solution perdisbler 'ARN total des
cellules et des tissus et de garder l'intégrité ABN tout en dissolvant les
autres composeés. En ajoutant du chloroforme suimed centrifugation, 2
phases se distinguent, aqueuse et organique. Apmglevement de la phase
agueuse, par précipitation grace a de l'alcoolrigoy, 'ARN est retrouvé.
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Les biopsies musculaires peuvent se réaliser del'a’un scalpel, d’'une
aiguille manuelle ou d’'un pistolet (figure 7). Getlerniére est la technique de
choix avec une forte reproductibilité (Cotrel, 2D04

Figure 7 : Prélevement a I'aide d’un pistolet autatique et obtention d’'une « carotte »
musculaire de 20 mg environ.

Il existe différentes méthodes d’analyse biochimigtihistologique du muscle:
- méthode de typage histoenzymatique qui différenids activités
enzymatiques des ATPases ;
- méthode de typage par €lectrophorese qui sépadiffi@entes molécules
selon leur poids ;
- méthode de typage immunologique (ELISA) qui différie les propriétés
antigéniques des différentes chaines de myosindéou

2.1.1.2Extraction de I’ARN total

Les tissus sont isolés et du RN&&er” et 'ARN total est extrait grace a la
méthode de Phenol-Chloroforme (TRIZOteagent). L'intégrité de 'ARN total
est vérifiée par électrophorése dans des microdsbfRNA 6000 Nano
LabChig®) utilisant du Bioanalyz&r Chaque ARN LabChfpcontient un jeu de
microtubules interconnectés qui sépare, par €élglotn@se, les fragments
d’acide nucléique selon leur taille. La concentmatiest vérifiée par densité
optigue avec un spectrophotomeétre (Nanodrop, 26P qun mesure aussi le
ratio 260/280. L’ARN est considéré comme pur quignctio d’absorbance 260
nm sur 280 nm est pres de 2. L’ARN est finaleméntlks a -80°C.
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2.1.1.3Amplification d’ARN

L’ARN total (1ug) est amplifié en utilisant le MeggeAmp™ 11 aRNA kit
son protocole (figure 8). L’amplification des ARNa fait sur I'amplification
d’ARN grace a la transcription reverse d’oligonatide par promoteur T7.
L’ADNc peut ainsi fabriquer des centaines de cogi@sRN que I'on homme
ARNa du fait de sa queue poly(A)dénylée. La proceédqeut donc se résumer
en 5 étapes :

1) synthese d’ADNc avec le promoteur T7 par transiciipteverse,

2) synthese du deuxieme brin de ’ADNCc,

3) purification de 'ADNc a double hélice,

4) transcription in vitro de multiples ARNa,

5) purification des ARNa.

Ces ARNa sont principalement utilisés pour I'analgsar puces génomiques.
La réussite de ce protocole nécessite plusieurditoams :
- La quantité d’ARN utilisée doit étre de I'ordre #1860 a 2000 ng d’ARN
total soit 10 a 100 ng d’ARN poly(A) sélectionné ;
- L’ARN doit étre débarrassé de toute molécule comtante telle que

I’ADN, les protéines, le phénol.pour obtenir un ARN purifié ;

- L'intégrité de la molécule d’ARN doit étre respextgar plus I'ADNc est
court plus le manque de séquence est important.
L’ADNCc est fabriqué en 1 jour et 'amplificationgmd encore 1 jour.

Un cycle thermique est réalisé par incubations &7@2°C et 16°C. Un
incubateur avec des vibrations a 200 rpm est @fdisur I'incubation nocturne a
37°C.

La synthese d’ARN amplifié (ARNa avec une queueyfpl par
Transcription in Vitro est concue par NTP non |#bél L’ARNa total est
vérifié par ARN 6000 Nano LabChip®, la concentratit le ratio 260/280 nm
sont déterminés par densité optique avec Nanodlexp echantillons de ARNa
des chevaux sains sont triés par type musculas®ekés a -80°C.
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Figure 8 : Processus d'amplification avec le Mess#gnp™ Il aRNA kit
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2.1.1.4Reverse transcription

L’ADNCc cible est creé a partir des ARNa obtenuseapamplification par
transcription reverse en utilisant Superscript™ triinscriptase reverse en
présence d’hexameres randomisés et de nucléotiaw-anodifiés (amino-
allyl dUTP).

Pour chaque expérience, 1ug d’ARNa total est mélaamgec 2ug de
satellites randomisés. Le volume est fixé a 16uécade la ARNase seche et
I’échantillon est incubé a 70°C pendant 10min poemmettre I'attache entre le
satellite et TARNa. Le mélange est ajouté : 1x &se Transcription buffer, 10
mM Dithiothreitol (DTT), 500 uM de chaque dATP, dETdGTP, 100 uM
dTTP, 400 uM amino-allyl dUTP et 400 Unités de Sapept Il transcriptase
reverse dans un volume final de 30 pL. Aprés intabaa 42°C pendant 2
heures dans un bain marie, 'ADNc est traité aveanizés d’ADNase-sans
ARNase H a 37°C pendant 15 minutes et aprés 10tesna 70°C pour
desactiver les enzymes.

Les nucléotides non incorporés, les sels et legne@z sont séparés de '’ADNc
par centrifugation grace au filtre YM-30 Microcdre volume de chaque ADNCc
est finalement ajusté a 10 pL par un vacuum raplige concentration est
déterminée par densité optique avec Nanodrop (2BQrADNC est stockeé a -
20°C pour la nuit ou a -80°C pour un temps pluglon
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2.1.1.5Production des puces a ADNc

L'analyse d’expression génétique est realisée disant des puces a
ADNCc incluant 15 264 génes uniques de so(Xational Institute on Aging,
USA). Ces sondes représentent environ 11 000 gamesties. La majorité des
sondes dérivent des marquages embryonnaires pecd8®Nc de clones
décrits par Karguét al (Kargulet al.,2001). Les clones sont séquencés du 5’
au 3’ termini pour obtenir de plus longues lectuepour veérifier la séquence.
Les informations concernant les séquences sornblessisur le site Internet
suivant : http://lgsun.grc.nia.nih.gov/cDNA/15k.htmLes fragments d’ADNc
(1500 bases de taille moyenne) sont amplifiés @R Bu IIGB (International
Institute of Genetics and Biophysics, Italie) eo8eM (ltalie). Les puces sont
préparées en imprimant des sondes amplifiées, dépasur un tampon spot
composé de 50 % dimethyl sulfoxide (DMSO) et de SKE des plaques en
PolySilane (CMT GAPS II, Corning), avec un robotcktigrid 1l au Service de
Génomique Fonctionnelle du CEA (Commissariat adigie Atomique, Evry,
France).
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Figure 9 : Etapes d’hybridation des puces ADN
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2.1.1.6Hybridation

Trois tests sont réalisés pour valider I'hybridatdd ADNc équine avec
des puces souris (tableau 2). Plusieurs échargtidont utilisés pour chaque test
en tant qu’échantillon étudié et échantillon detala.

Tableau 2 : Protocole des tests d’hybridation.

o L Comparaison
Test Inter-spécifique Reproductibillité parar
musculaire
Echantillon étudié=pool Gluteus medius Gluteus medius Gluteus medius

. N ARN de souris de . o .
Echantillon de contréle ex . Gluteus medius Longissimus dorsi
référence universelle
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Les échantillons étudiés (pool) sont hybridés aweéchantillon contrble
qui est différent selon le test inter-spécifiquetdst de reproductibilité et le test
de comparaison musculaire.

2.1.1.6.1Test inter-spécifique

Les variations d’expression génétigue du musglateus medius
(échantillon étudié) sont comparées avec '’ARN arsel de souris (échantillon
contréle). Dans ce test, il y a compétition entddNc équine et TADNc souris
pour hybrider I'ADNc de souris de la puce.

2.1.1.6.2Test de reproductibilité

Les variations d’expression génétique sont mesue@é® I'échantillon
étudié et lui-méme pris pour échantillon contr@léchantillon contréle et
I’échantillon étudié sont composés a partir du mgmel du musclegluteus
mediusde chevaux sains. Ce test évalue la variabilittadeéthode. De plus, il
détermine les valeurs d’expression des ratios auivent étre considérées
comme les limites pour qualifier un géne de sousuraxprime.

2.1.1.6.3Test biologique de comparaison musculaire

Les variations d’expression génétique entrglideus mediugéchantillon
etudié) et lelongissimus dors(échantillon contrdle) du cheval au repos sont
comparées.

2.1.1.6.4Méthode d’hybridation: protocole d’hybridation ad#ge par
Benchaouir et al., 2004

Apres purification de ’ADNc amino-modifié, les iachromes de Cyanine
3 (Cy3) ou Cyanine 5 (Cy5) sont couplés avec l'éthHan étudié et
I'échantillon contrble par méthode indirecte : lagoupes ester des
fluorochromes sont liés aux groupes amino-allyl -emémes incorporés a
'’ADNc pendant la transcription reverse. Les ciblesrquées sont ensuite
mélangeées et hybridées sur la méme plague pouraztemjuste en suivant les
deux populations d’acides nucléiques. Pour chagbhargillon, il a été réalisé
un « dye-swap » pour dupliguer les mesures et réVasymétrie entre les
affinités de Cy3 et Cyb. Les deux résultats sostig@ moyennés.
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Les ADNCc purifies et labellisés sont mélangés al@qig de poly d(A)
ARN, 10 pg d’ARNt, 10 ug de Cot 1 ARN souris, ppigcipités avec 0,5
volumes de 7,5 M d'acétate d’ammonium et 2,5 volird&éthanol, et par
centrifugation a 16 000 g pendant 1 heure a 4°Csureageant est retiré et le
culot est lavé une fois avec 700 puL d’éthanol a 70%s échantillons sont
centrifugés a 16 000 g pendant 15 minutes a 4°8DNc du culotest séché au
vacuum pendant 1 minute et dissous dans 40 pL dange d’hybridation
préchauffé a 42°C: 28 % Formamide, 0,1 x Denhafjis% Sodium Dodecyl
Sulfate (SDS), et 6 x Saline Sodium Phosphate EQH3PE). Le mélange est
vortexé puis incubé pendant 1 heure minimum danbain d’eau chauffée a
42°C afin de dissoudre I'’ADNc résiduel. Chaque placest réhydratée au-
dessus d’eau bouillante et d’'UV cross-linked a 26¥260 mJ. Les plaques sont
pré hybridées dans 0.6 % de Sérum d’Albumine déneo{BSA), 6 % SDS, et
2,1 x Citrate de sodium standard (SSC) pendantiBQtes a 50°C. Les plaques
sont plongées pendant 1 minute dans de l'eau puisidute dans de
I'isopropanol. Elles sont séchées par centrifuggtiendant 7 minutes a 100 x g.
La sonde est chauffée pendant 2 minutes a 1008aade entre une plaque et le
couvercle. Les puces sont mises en incubation la dans un bain d'eau
chauffée a 42°C dans une chambre humidifiée contdaa plaques (Corning)
puis lavées dans un premier bain de 0,1 x SSC @& SDS pendant 15
minutes suivi de 2 lavages dans 0,1 x SSC pendaninibhutes chacun a
température ambiante, avec agitation et a I'abriadkimiere. Les puces sont
séchées par centrifugation a 100 x g pendant 7tesnlies images d’intensités
de fluorescence de Cy3 (532 nm) et Cy5 (635 nmj soannées séparément
avec le scanner GenePix 4000B laser.

2.1.1.7Analyses des données

2.1.1.7.1Analyse des images

La précision des images (10 um/pixel) est analgséee a un programme
spécifique de traitement d’images de puces (progr@ar@GenePix Pro 6,0) qui
permet de localiser automatiquement les loci hybifttanscripts) avec un
contrble manuel. Il permet aussi de quantifiert€msité de fluorescence sur
chaque point. Les données obtenues pour chague smnteles intensités de
fluorescence pour tous les points correspondantuch@a un gene. Puis ces
données sont importées dans le programme GenegSuur étre traitées et
analysées statistiquement. Pour chaque échantiboralyse est dupliquée (dye-
swap) et on utilise la moyenne de fluorescenceddes hybridations. Enfin, les
données sont normalisées pour chaque locus et elpaope avec la méthode de
normalisation de Lowess régression afin de stamskaret linéariser la relation
entre les données observées et le contréle (Quiaskkn2002).
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2.1.1.7.2Filtrage des genes significatifs et statistiques

Un filtrage, en deux phases, a permis d’obtenir lisee des genes
significativement modulés comparée a I'échantitontrole :

e Seule la liste des génes avec un signal fluorestdfisant est sélectionnée
pour I'analyse statistique. Une valeur seuil de@@té prise pour la somme
des fluorescences des deux médianes (Cy3 + Cy®0) 2(in d’éliminer les
signaux fluorescents en bruit de fond. La valeur2660 correspond a la
limite du dernier quart de la distribution de flascence.

» D’apres le test de reproductibilité, le ratio 13t appliqué pour sélectionner
les genes sous et sur exprimés. Lorsquputieusest hybridé avec lui méme,
la distribution des génes montre que la plupartgge®s sont inclus dans les
ratios [1/1,4 — 1,4].

Les statistiques descriptives, les tests de noténati I'analyse de Lowess
sont utilisés pour analyser les résultats. Ledtadsud’ expression génétique sont
classés d'apres la base de données d’ontologietiggagDavid GO Chart).
Seuls les génes significatifs avec une probahilite 0,05 (test de Fisher) sont
listés par catégorie.

2.1.2. Résultats

2.1.2.1Test inter-spécifique

Tous les contrbles positifs de genes (GAPDH, HPRbeta-Actin) ont
été hybridés avec de 'ADNc équin et aucun desrbted négatifs de genes ne
I'a été (levure, plante). Ces résultats permettentvérifier la spécificité de
I’hybridation d’ADNc sur des puces souris (figur@)1Le nuage de points
montre I'hybridation d’ADNc équin dgluteus mediusontre de ’ADNc souris
universel sur des puces souris (données moyenmedypsswap). Un total de
1696 genes a un signal fluorescent significatifésigur a 2000. La valeur (sd)
du ratio normalisé est de 2,87 (6,55) avec desivalextrémes (Min-Max) dans
la tranche [0,01 - 152]. 587 genes sont surexpriwés un ratio supérieur a 1,4
et 801 génes sont sous exprimés avec un ratiagoféa 0,71. La distribution
des Log ratio d’expression génétique n’est pas gyqoe& et montre plus de
genes sous exprimés. Le test de normalité du Lbg est rejeté (P > 0,05).
Méme en présence d’une cible spécifique souris pewompétition (ADNc
equin contre ADNc souris), la distribution souligoee forte hybridation de
I’ADNc équin du musclegluteusce qui indigue que de nombreux ADNc équin
s’apparient tres bien avec les sondes d’ADNc gritze.
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Figure 10 : Distribution de I'expression de ’ADNdu gluteus medius avec 'ADNc de
souris universel en log ratio.
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L’ADNCc équin est donc trés compatible avec 'ADNuusis de la puce.

2.1.2.2Test de reproductibilité

L’hybridation d’ADNc équin du musclegluteus avec lui-
méme montre une relation significativement linéaangec un coefficient de
pente = 1,0018, intercept = -0,0083 et R? = 0.9@68 0,0001) ce qui indique
une excellente linéarité aprés normalisation deméles du dye-swap pendant
I’nybridation hétérologue (figure 11). Le ratio nmlisé de I'expression est de
0,9988 (p=7,04 16); p étant supérieur & 0,05, le ratio n'est doras p
significativement différent de 1. Il n'y a pas déf@ence significative entre la
valeur de fluorescence des valeurs brutes et deseds de contréle. Un total de
3492 génes sont hybridés (signal fluorescent > R(®8ulement 1 géne a une
expression supérieure a 1,4 et 3 genes une exprasgérieure a 1/1,4 = 0,71.
Ainsi, 99,9988 % de la distribution des ratios seesnt dans les limites [0,71 —
1,4]. Un géne est donc sous exprimé lorsque le et inférieur a 0,71 et un
gene sur exprimé lorsqu’il est supérieur a 1,4.
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Figure 11 : Nuage de points fluorescents d’ADNc gliteus medius avec lui-méme.
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Y-axis: PoolGMD-GMD (Default Interpratation). Gene List: GMD-GMD +2000 (3482)

La corrélation est linéaire avec R2 = 0,9953 tngwmificatif. Les deux
droites déterminent les limites de surexpressiateetous expression des genes.
Dans ce test de réplication, plus de 99,99 % dasgae sont pas modulés au

dessus ou en dessous des limites.

2.1.2.3Test de comparaison musculaire

Un total de 71 genes significativement modulésabstervé entre Igluteus
medius et le longissimus dorsi(figure 12). Un total de 4240 génes sont
significatifs avec pour un ratio de 1,0078 (0,1786fLfles expressions extrémes
de ratio comprises dans l'intervalle [0,61 — 8,3drmi eux, 63 genes sont sur
exprimés (ratios >1,4) et 8 genes sous expriméwgra 0,71) dans lgluteus
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mediuscomparé adongissimus dorsiAfin de souligner les fonctions majeures
de ces génes modulés (n = 71), nous les avongslasfon la base de données
d’ontologie génétique (figure 13). Dans chaqueg@ié de fonction génétique,
certains genes sont significativement (p < 0,05)uh&s parmi le nombre total
de genes compris dans la méme catégorie t prés@nta puce. Certains genes
sur exprimeés intéressants ont été extraits de listte

» procollagéne, type lll alpha 1,

» decorin : réle dans la régulationlde la formatierfidre de collagéne,

» protéine erythrocyte band 4.1-like5;

» alpha hémoglobine, chaine adulte 1,

» tenascin C: réle dans le développement de la jpmecteuromusculaire,

» récepteur interleukin-1 associé kinase 1,

» glutathione S-transférase, alpha 4,

» chaine lactate déshydrogénase 2, B.

Figure 12 : Distribution des différents ratios d’'@xession génétique entre le gluteus medius
et le longissimus dorsi.
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Y-axis: Glut-Long (Default Interpretation), Gene List: GMD-LONG=2000 (4240), 74 genes selected
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Un total de 4240 genes dont 63 génes surexpriraée & 1,4) et 8 genes
sous exprimés (ratio < 0,71) ont un signal sigatffc

Figure 13 : Classification par catégorie fonctionfie des génes modulés dans le gluteus
medius par rapport au longissimus dorsi.
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En conclusion, les puces ADN peuvent donc étrés@dks pour hybrider
'’ADNc équine issue de [I'extraction d’ARN des tissunusculaires. La
comparaison des profils génétiques entre animal saipathologique permet
donc de corréler les changements métaboliques diés maladies aux
différences génétiques.
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2.2 Application avec des chevaux atteints de

rhabdomyolyses
2.2.1. Animaux matériel et méthode

2.2.1.1Les animaux

Une fois la méthode d’analyse musculaire par pu@N Avalidée, la
méme méthode que précédemment a été utilisée soombre plus large de
chevaux sains et sur des chevaux atteints de rhatmdgses. Ainsi, les biopsies
du musclegluteus mediugt du muscldongissimus dorsont été réalisées de
facon standardisée sur 16 Trotteurs Francais, @lanalades. Il s’agissait pour
les témoins de 4 juments et de 6 hongres de 3£b,18 ans. Pour les chevaux
atteints, il y avait 4 juments et 2 hongres de 8 ahs. Les chevaux présentant
des symptomes de rhabdomyolyses étaient tous taaieement. Tandis que les
chevaux sains étaient au repos. Les chevaux matadexé sélectionnés selon
plusieurs critéres : valeurs enzymatiques élevéesl esignes de courbatures
musculaires et/ou réticence a l'effort. Les chevatirints de rhabdomyolyses
ont été biopsés dans les 48 h apres avoir présEngremiers symptomes de
rhabdomyolyse. Les animaux malades ont eu un exatimeque complet et les
premiers soins. Une prise de sang a été effecturéehaque cheval (témoin ou
atteint) pour évaluer entre autres la concentratesCPK et SGOT (tableau 3).

Tableau 3 : Résultats des analyses biochimiquediséas sur les chevaux témoins
et des atteints

Cheval Age| Sexe| SGOT (UI/l) | CPK (UI/l)
Témoins| Jupiter 8 M 148 5568
Deister 14 | M 174 160
One Star 4 F 185 307
Hostis Avis 10 | M 191 145
Maya 6 F 199 289
Opaline de 4 F 199 289
Cuisier
Opaline d’'Oudon| 4 F 328 292
Osman Boulba 4 M 343 314
Open d’Amour 4 M 299 273
Okapi 4 M 288 171
Atteints | Natif 5 M 730 6900
Nasica 5 F Non 7200
communiqué
Jezabelle 8 F 6370 7080
Océane Mazurie | 4 F 15250 24500
Océlia 4 F 900 269
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Le site de ponction est primordial pour diagnostigles affections
musculaires (Valberg, 1999Dans le cas de rhabdomyolyses, il est intéressant
de prélever le muscle épiaxidbrigissimus dor3iet le fessier moyen pour
identifier le type de rhabdomyolyse.

Lors de RER, les muscles fessier moyen et semi-mamehx sont les plus

souvent biopsiés. Le muscllngissimus peut aussi étre choisi lors de
manifestations dorsales douloureuses. Les biopsissulaires chez ce type de
chevaux ont montré des fibres vacuolées et fragimentavec une infiltration

macrophagique. Dans ce cas, les fibres nécroséaepsacipalement des fibres

lla et lIb.

2.2.1.2Utilisation d’'une puce hybride

Parallélement a notre étude, une puce équine eeéliéée et des puces
hybrides souris/équine ont donc été utilisées pourparer les chevaux malades
avec les chevaux sains.

La premiére puce a ADN oligo équine comportant foig la totalité des
genes mitochondriaux équins parfaitement séqueecésnnus ainsi que des
genes équins nucléaires codant pour le métabol&smegéetique musculaire a
ete créée.

2.2.1.3Hybridation

Afin de comparer les profils génétiques entre uevehsain et un cheval
atteint, le profil de chaque cheval atteint a @ngaré avec un pool (tableau 4).
Ce dernier est constitué de tous les profils ggnés des chevaux sains et
représente la référence par rapport aux animaemtst

Tableau 4 : Hybridations de comparaison

Echantillon témoin=pool des| Mucles sains (glutéus
chevaux sains et longissimus)

Echantillon étudié = chaque

Muscles malades
cheval malade
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2.2.1.4Analyse des données a l'aide d’outils bioinformatige de
« Data mining »

Les services d'analyse de transcriptome sont iadsables pour explorer
les genes modulés. Gene ontology, David, Ingeragtyt des bases de données
d’annotation du génome et de ses régulations gignail’interprétation des
résultats d’expressions souvent nombreuses.

Ces outils facilitent:
- lidentification et la classification des genes ;
- la compréhension de la maladie d’'un point de vugtigue ;
- I'explication physiopathologique d'une maladie pgadentification de
genes qui doivent étre confirmés ;
- l'dentification et le classement de biomarqueuns mpport avec

I'expression des genes ;

- lanalyse et l'interprétation de I'ensemble desmiees ;

- la présentation des résultats pour des publications

Les données ont donc été analysées avec Ingenaityw®ys Analysis
(Ingenuity® Systemswww.ingenuity.com. A partir de valeurs d’hybridation,
Ingenuity a mis en évidence les genes exploitables.
La base de données contenant les identifiants degsget les valeurs
d’expression correspondantes est enregistrée damplitation. Chaque
identifiant est attribué a un gene de la base éhngty Pathways Knowledge.
Chaque géne significativement régulé est ensudatiiie. Ces genes, appelés
Focus Genes, sont enregistrés pour déterminersgauéle connexion entre eux
de facon algorithmique.
Une analyse fonctionnelle identifie les différentasctions biologiques les plus
significatives. Le test de Fischer est utilisé pealculer la valeur de p qui
détermine la probabilité d’erreur correspondant dornées uniquement par
hasard.
Enfin, une représentation graphique des genesopatidbn est réalisée a partir
de Network/My Pathways Graphical Representation.

2.2.2. Résultats

Aprés l'analyse d’Ingenuity, le profil génétique ud’ animal atteint de
rhabdomyolyses par rapport au témoin a permis dispo différents
classements de génes d'identifier 159 génes sigtifement différents entre
animaux sains et malades. Ingenuity a mis a digspodiifférents classements
de genes.
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2.2.2.1Classification des 5 groupes de genes (Clustersk Iplus
représentatifs (tableau 5)

Tableau 5 : Classification par clusters des gengm#icativement différents
entre animaux malades et sains

Clusters avec les genes Nombre de genes Fonctions

les plus représentatifs représentatifs

BCL6, CUBN, CYP19A1, 29 Dégénérescence cellulaire et
DVL2, H2AF2, IL12B, apoptose

LUM, RFC4, RPL23,
SDCBP2, SNRP70,
TNFRSF13B , TNFSF12 et

TXN
APP, ITGAL, ITGB1, 12 Inflammation et
ITGB2, LTBR, MME et renouvellement cellulaire
RAPTOR
ADCY9 2 Métabolisme cellulaire
GSTO1 2 Troubles cardio-vasculaires
SNAPC5 2 Expression génétique

Chaque cluster représente un groupe de famillesq@hfamille peut elle-méme
étre divisée en plusieurs fonctions. On peut saaligque les clusters de
I'inflammation et de I'apoptose sont les plus rejgréeés.

2.2.2.2Classification des 3 fonctions biologiques les plus
représentatives (tableau 6)

Tableau 6 : Représentation des 3 biofonctions mégres

Maladies et troubles Probabilités Nombre de géne
Inflammation 3,88%°_1,16% 10
Dégénérescence 9,38 1,7F% 12
cellulaire
Troubles 9,38 % 1,7F% 9
immunologiques
Troubles neurologiques 108 1,7F% 7
Troubles organiques 1,86 171 7
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Fonctions moléculaires Probabilités Nombre de géne
et cellulaires
Communication inter- 411%-1,7F% 7
cellulaire
Mouvement cellulaire 9,81°—1,7F% 9
Métabolisme lipidique 1,81°—1,7F% 6
Biochimie moléculaire 1,81°- 1,7F% 9
Maintenance et fonction  1,815%—1,7F% 6
cellulaire
Systeme physiologique Probabilités Nombres de genes
et développement
cellulaire
Systéme d’hématologie 48%-17F% 10
Systéme immunitaire et  4,115%-1,7F% 8
lymphatique
Systéme tissulaire 4,318 1,7F"% 10
Réponse immunitaire 9,8Y°—1,7F% 11
Systéme cardiovasculaire 7,48 %— 1,7F% 6

Plus la probabilité d’erreur est faible, plus I'amalie est significativement
différente entre animaux sains et malades.

2.2.2.3Les 20 genes les plus représentatifs : sur et sogsprimés
dans les muscles atteints

Le programme Ingenuity a permis de mettre en égieldas genes les plus
représentés.

Dans un premier temps, voici les 10 genes lesquuségulés :

> LUM
Ce gene code pour un membre de la famille des qulyEanes riches en
leucine. Lumican joue un role dans la kératinisattle la cornée et dans la
fabrication de la matrice de collagene des muqueeusistinales. Lumican
pourrait réguler la fabrication du collagéne dssus pour leur réparation.

> IL12B
Ce gene code pour une sous unité de l'interleukiheCette cytokine induit la
formation d’un large nombre de cellules Thl. Cesigees jouent un role dans
la protection contre les agents pathogenes intudaieés. La surexpression de
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ce géne a été observée chez des patients atteistdéatose en plaque. De plus,
la mutation de ce gene serait responsable de igsthfantile.

> ITGB1
Les membres de la famille des intégrines sont éespteurs membranaires
impliqués dans différents processus tels que I'godenése, I'hnémostase, la
réparation tissulaire, la réponse immunitaire edifusion métastasique des
cellules cancéreuses.

> ITGB2
Le produit de ce géne appartient a la famille dehlgine béta des intégrines. Les
intégrines participent a lI'adhésion cellulaire etaasignalisation en tant que
cellule de surface cellulaire.

> APP
Ce géne code pour un récepteur de surface cedulirun précurseur de
protéine transmembranaire. C’est un promoteur deafescription. Sa mutation
serait impliquée dans la maladie autosomale dortendiAlzheimer.

» CYP19A1
Ce géne code pour une enzyme oxydoréductase aveclltples substrats tels
gue des facteurs de coagulation, des récepteuwsaticoides et I'insuline.

» RPL23
Ce gene code pour une protéine ribosomale localiags le cytoplasme

> BCL6
Ce géne code pour un facteur de transcription.uhea fréquence de mutation
tres élevée et serait présent dans certains typbsghhomes.

» GSTO01
Ce géne code pour un membre de la famille desféi@ses de glutathion. Chez
la souris, cette protéine agit comme une réponsgrags et joue un rdle dans
I’'hnoméostasie cellulaire.

Dans un second temps, voici les 10 génes les pussregulés :

» SLC25A17
Ce gene code pour une protéine membranaire deysenme qui appartient a la
famille des solutés mitochondriaux

> NDG6
Ce gene code pour la sous unité 6 de la NADH deshgdase. Il s'agit d’'un
gene mitochondrial.

> NR2F6
Ce gene code pour un récepteur nucléaire.

> PNMA2
Ce gene code pour un antigene paraneoplasiqué/iaai-

» PDE4D
Ce geéene est complexe et présente au moins 9 ise$odifférentes codant
chacun pour une protéine fonctionnelle. Ces pregidégradent le second
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messager AMPc. Ce dernier est le signal clé pautettraduction moléculaire
dans de multiples types cellulaires tels que I#ales vasculaires.

» IGHE
Ce gene code pour une immunoglobuline.

» CD36
Le produit de ce gene est une importante glycopr®tde surface plaquettaire.
Il sert de récepteur aux thromboplastines et egiligmé dans différents
procédés d'adhésion. La mutation de ce gene eatraine déficience
glycoprotéique des plaquettes.

» ARHGEF7
Ce gene code pour une Rho GTPase. Cette protépaatiant a la famille des
protéines cytoplasmiques qui active les Ras-likpretéines Rho en remplacant
les GDP par GTP. Les Rho GTPases, couplées ave@ckgsteurs de protéine
G, jouent de multiples réles dans les stimuli ecgHailaires.

» PRKCA
Ce gene code pour la protéine kinase C, activédepaalcium et le second
messager diacyl-glycérol, elle permet la phospladigh d’'une grande variété de
protéines. Cette kinase joue un réle dans différprmicessus tels que I'adhésion
cellulaire, la transformation ou le controle duwmk cellulaire. De plus, elle
pourrait avoir un réle dans la régulation du Cadnglles myocytes.

» SLCA2
Ce géne code pour Glut2, un transporteur de gludbséagit d’une protéine
transmembranaire qui facilite le transport du gecau niveau du foie, des reins
et de l'intestin.

Au total, 159 génes sous ou sur-exprimeés ont etéemiévidence chez les
chevaux malades par rapport aux chevaux sainsmodgications d’expression
pourraient étre en relation avec la survenue d’atiesy métaboliques. Pour ce
faire, les 159 génes ont été classés: 1) en cdugtroupes genes les plus
représentés) 2) selon leurs fonction biologiqude3) 10 genes les plus sur-
exprimés et les 10 genes les plus sous-exprimési,Aon peut de facon peu
spécifique corréler la modulation des genes auxnaties retrouvées.
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3 Discussion

3.1 Discussion de la validation de la méthode
3.1.1. Résultats principaux et évaluations de cesr  ésultats

3.1.1.1 Utilisation de la puce ADN

Dans cette étude, nous avons démontré l'utilité plees a ADNc avec
des sequences de souris de 1500 nucléotides de doimgpermettent
I’hybridation de séquences de cheval avec un nidesfluorescence significatif
et une expression de ratio.

Les qualités d'une puce, particulierement lors Udigations
hétérologues, sont la reproductibilité des donrg@Eserées, la spécificité de
détection des genes cibles et la validité des tasujjui identifient et établissent
les différences d’expression génétique. Les dondéextte étude confirment la
reproductibilité d’hybridation hétérologue car [msces a ADNc de souris sont
hybridées avec 'ADNc de muscle de cheval. Les rébed positifs et négatifs
ont vérifié la spécificité de I'hybridation d’ADNsur des puces souris. De plus,
I'étude de la compétition entre TADNc équin et DAIc universel de souris
démontre que ’ADNCc équin peut hybrider une grapdeie des sondes murines
comme I’ADN universel de souris. Ainsi, les homatsg de séquences des
genes permettent une hybridation croisée.

La reproductibilité de I'hybridation hétérologuett® vérifiée grace a une
forte corrélation entre I'échantillon dgiuteus mediu®t lui-méme. En outre,
toutes les analyses de réplication (dye-swap) lsaque test sont concordantes.
Le test de reproductibilité permet aussi de déteemlies valeurs limites du ratio
pour les genes surexprimés (r > 1,4) et les geoes exprimés (r < 0,71).
L’asymétrie des valeurs peut étre due a la noratédis des données qui n’était
pas parfaite. Ces corrélations et ces valeursdan#tont en concordance avec
d’autres études de reproductibilité (Novoradovsketya., 2005).

3.1.1.2Comparaison de deux muscles

Hormis les petites difféerences de composition dedres de myosine et
de métabolisme énergétique entre le musgglateus et longissimus des
différences ont été observées sur le plan génétjgard les chevaux étaient au
repos au moment de la biopsie. La comparaison rfaisewétermine ainsi 71
genes significativement modulés dans dliteus mediuspar rapport au
longissimus dorsill y a plus de genes sur exprimés danglléeus mediugjue
dans lelongissimus dorsiQuelques génes sont sous exprimés. Les fonctions
principales des genes significativement modulés Emsuivantes : cellulaire,
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métabolisme macromoléculaire et primaire dans leoptgsme, fixation
protéique, et activité transférasique. Parmi lesegesur exprimés, il y a des
facteurs de transcription. Nous avons sélectionnéscourte liste de géenes avec
des fonctions bien spécifiques.

En effet, le muscle glutéus est un muscle propuldedement sollicité au
travail tandis que le muscle longissimus est unateygsostural sollicité au repos
comme au travail. Les différences de la modulaties génes peuvent donc
expliquer entre autres ces différences fonctioesell

3.1.2. Confrontation avec la littérature et projets a venir

3.1.2.1La puce ADN équine

A cause du manque de connaissance sur la cartéiqgEnéquine (200
genes connus) au moment de nos travaux, il étaibssible d’obtenir une puce
equine exhaustive avec de nombreux genes annoé@en@ant, les premiéres
puces équines ont été publiées a partir de 2003eglstre d’ADNc a été utilisé
pour fabriquer une puce a ADNc équine afin d’amaly8nflammation dans le
cas de fourbure (Vandenplasal, 2005). Une puce a ADNc de cartilage équin
a aussi été deécrite comprenant 9322 transcriptodued certains annotés
(McLeod, 2005). Enfin, une puce d’oligonucléotidéguins a été créée par
ordinateur a partir de séquences génétiqgues pab(iéa et Bertone, 2004).
Dans une étude récente, des puces souris ont pefétigdier I'expression
génétique du cheval avec un nombre plus importargéhes documentés. Des
hybridations hétérologues sont possibles avec dedes d’ADNc de grande
taille (1500 bases) probablement grace aux impmsarhomologies des
séguences génétiques entre les especes mammientsns génes équins ont
de grandes homologies avec des séquences de smuride I'homme
(Chowdharyet al., 2003 ; Milenkovicet al., 2002 ; Ryder, 2005). Des genes
autologues entre humains et souris ou entre hunwimats ont une identité
séquentielle d’homologie environ égale a 85 % (&ragt al., 2003 ;
Makalowskiet al., 1996). Dans deux études indépendantes l'une ded'aur
les puces a ADNc et les puces oligonucléotidiqguesOdaner, I'hybridation
croisée a été possible seulement avec 70 % - 8036 & - 75 % des génes,
respectivement, sur la totalité des séquencesifidest (Girkeet al, 2000 ;
Kane et al, 2000). Les analyses de puces hétérologues omealiéées sur
d’autres especes en utilisant de 'ARN de cerva#esinge comme cible pour
des puces oligonucléotidigues humaines (Chisetaal., 2002); de 'ARN de
porc, de souris ou de saumon sur des puces hundeneglon (Moodyet al;
Tsoi et al., 2003) et de la cervelle de foetus de bovin surpdees a ADNc
humaine (Adjayeet al.,2004). Cette derniere montre ainsi la faisabditéiliser
des puces a ADNc humaine pour faciliter la mise ésidence des géenes
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orthologues co-exprimés dans les tissus commun® eliférentes especes.
Récemment, il a été démontré que les puces a ADNeodiris comme de
'hnomme peuvent de facon adéquate hybrider les gyen@rimés dans les
leucocytes équins a partir d’'une prise de sangégat al, 2005).

3.1.2.2La puce: un outil de diagnostic pour les affectios
musculaires ?

Le fessier moyen est I'extenseur principal de lacha avec une fonction
propulsive ; il est facilement accessible pourpbie a l'aide d'un pistolet
automatique et d’'une aiguille (Lindholm et Piel874). Plusieurs études ont été
réalisées sur ce muscle. Le fessier moyen a unetidonpropulsive plus
marquée gue le longissimus dorsi, qui joue un ddles I'extension du rachis.
Le muscle longissimus dorsi a été étudié lors dd@nément intensif (Gottlieb,
1989) et de myopathies de surcharge polysacchadd{Quiroz-Rotheet al,
2002). Chez les Purs-sangs, la comparaison desositops de fibres de ces
deux muscle a souligné peu de différences (nonfwigtives): le fessier moyen
a plus de fibres rapides (IIA + 11B = 88 %) queldagissimus lombaire (IIA +
[IB = 83%) qui est donc plus riche en fibres lenfeB1C 1) (Gottlieb et al,
1989). Legluteus medius plus de potentiel oxydatif que le muscle longiss
en particulier lors d’'une période d’entrainemenierBévidemment, il serait
intéressant d’analyser ces genes des muscles effoés La sensibilité de la
méthode permet de mettre en évidence un profil tgpreé avec les genes
impliqués dans le métabolisme musculaire. Les puaeesouris comprennent
11,000 genes documentés ce qui correspond a utie paulement du génome
de la souris. En réalité, certains genes candalatgathologies musculaires ne
sont pas encore présents sur cette puce a ADNcodsassLa nouvelle
technologie des puces a oligonucléotides va pemendtétudier un plus grand
nombre de genes impliqués dans le métabolisme nailscet les structures de
myofibrilles. Cette puce comprend en effet plu8&00 genes.

3.2 Discussion de I'utilisation des puces ADN pour etudier
les troubles fonctionnels des rhabdomyolyses chez | es
chevaux

3.2.1. Résultats et évaluation des résultats

Nous avons donc étudié 16 chevaux dont 6 attesthabdomyolyses a I'effort
et 10 témoins. Les chevaux malades étaient diagueést cliniquement et la
mesure des concentrations enzymatiques (CK et A&hpit confirmer le
diagnostic. Sur tous ces chevaux, nous avonsséedis biopsies musculaires
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au niveau du fessier moyen et du longissimus d@sk prélevements ont
permis de réaliser des hybridations avec des pudasdes. Les puces utilisées
sont des puces souris auxquelles ont été ajoutesgélees équins (334 sur
environ 15 000 génes souris)

Il en ressort 159 génes tres significativementéd#iits entre un cheval
sain et un cheval atteint de rhabdomyolyse a Ifeffaes types de genes
retrouvés sont essentiellement ceux de [linflamomatiet de la
régénération/apoptose. Un grand nombre de genestémiis en évidence sans
identifier un géne particulier responsable des dbatyolyses a I'effort. Dans
ces conditions, la spécificité de ces genes pouh#bdomyolyse peut étre
remise en question. Par exemple, ces génes potn&renretrouvés dans les
mémes proportions pour d'autres maladies inflammeddelles que des abces
profonds, des arthrites, des endocardites, degite&pa Ainsi, la pertinence de
ces genes pour la rhabdomyolyse a l'effort seraiinecertaine. En I'absence
d’études comparatives avec d’autres maladies, til difficile de tirer des
conclusions définitives sur la prédisposition a rlbdomyolyse chez les
chevaux porteurs de ces genes. Un des moyens weitran géne spécifique
responsable de la rhabdomyolyse a l'effort seraitsdreener le génome de
chevaux atteints d’autres maladies inflammatoiresleo génome de chevaux
sollicités a I'effort et qui ne développent pasrdabdomyolyses. En pratique, il
est difficile de proposer des prélevements mus@dachez des chevaux en
préparation pour les courses sans s’exposer as defl entraineurs. De ce fait,
nos prélevements ont été difficiles a standardigee au nombre restreint de
cas. Une autre solution aurait été de préleverchesaux pathologiques en
période de repos et sans symptdmes cliniques.

De plus, il s’agit d’'une étude partielle du génoégiin. Les puces ADN
utilisées ne couvrent effectivement pas la totaliitggénome équin. Le génome
entier du cheval est maintenant découvert, il rdetec a créer une puce équine
complete pour étudier le génome en entier.

3.2.2. Confrontation avec la littérature

L’origine des lésions musculaires peut étre métgbel ou mécanique. La
présence excessive de calcium intracellulaire lgelactivation de la

phospholipase A (origine métabolique) entraine wascade de réactions
biochimiques dont certains points restent a élucide plus, la rupture de fibres
musculaires (origine mécanique) est fréquemmentuiég a la trop grande
traction exercée sur les fibres.
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3.2.2.1Troubles calciques a I'origine de rhabdomyolyse ?

Une rhabdomyolyse est une destruction de la cellolesculaire
squelettique qui peut étre soit primitive soit plitéguemment secondaire.
L’augmentation de la concentration en calcium lilorieacellulaire semble étre
le mécanisme central de cette pathologie. En hwenaine étude a été réalisée
pour étudier les mécanismes physiopathologiques debdomyolyses
secondaires et mettre en place de nouvelles casddiagnostiques grace a de
multiples approches (Guist al., 2005) : métabolique, histoenzymologique et
génétique. Les explorations métaboliques par speétrie de résonance
magnétique ont montré une dérégulation de [I'honaéoest du pH
vraisemblablement responsable d'un phénomene eradasconduisant a la
rupture de I'homéostasie calcique. Les rhabdomygslysecondaires aux
hypocholestérolémiants (type statines) ont augsétidiees (Guist al.,2003).
Les premieres explorations par des tests de comteam vitro (réalisés sur des
lambeaux musculaires) ont mis en évidence une mptie I'homeéostasie
calcigue. Un traitement a base de statines pouddéihasquer le déficit
(probablement d’origine génétique) d’un canal cpleichez certains patients.

De plus, bien que rare (1/100 000 anesthésiegpdithermie maligne
humaine (HM) est un véritable modele expérimentahrmacologique de
rhabdomyolyse chez 'lhomme. Le syndrome HM esttah dhypercatabolisme
paroxystique des muscles striés, induit par cestamagents anesthésiques
(halogénés et succinylcholine) chez des sujetsrappaent en bonne santé,
atteints de myopathie infraclinique génétiguemerdtedninée. Une des
anomalies génétiques responsables du syndrome HNE docalisée sur le
chromosome 19 (Locus ) proche de celui codant le récepteur & la ryarodin
(MacLennanet al., 1990). Cette protéine, couplée au canal calcique d
réticulum sarcoplasmique, est responsable de Eralilon de calcium libre
intramyoplasmique. Dans le muscle HM, une anomadiestructure du canal
réticulaire et/ou récepteur a la ryanodine seriprincipal responsable d'une
augmentation considérable du taux de calcium libovamyoplasmique
perpétuant I'ensemble des réactions meétaboliquedusant a la contracture
musculaire avec production de chaleur. Le phénotiidesst déterminé chez un
patient suspect d'une HM au cours d’'une anestloésign membre consanguin
de sa famille, par linvestigation directe d'ungfreent musculaire prélevé
chirurgicalement et soumis a des concentrationssantes d'halothane et de
caféine (Adnetet al., 1993). Un muscle sensible a I'HM a une contracture
anormale lors de I'exposition a I'halothane et eulsle contracture caféinique
plus bas que le muscle normal.
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3.2.2.2Troubles mécaniques a l'origine de rhabdomyolyse ?

L’exercice intense entraine des microlésions mas@d. Leur gravité et
leur évolution sont variables, dépendant de laeleté&du type d’effort (Bigard,
2001). L'importance des lésions peut étre évaluépagir de marqueurs
plasmatiques plus ou moins spécifiques comme laatiog kinase.
L’augmentation de I'activité CK ou de la concerittatde MDA dans le plasma
ne peut au mieux refléter qu'un état de surchargeamque du muscle.
Cependant, les conséquences de ces lésions sumuifiité peuvent s’intégrer
dans le cadre cliniqgue de surentrainement (Bigdid]).

3.2.2.3Genes candidats responsables de rhabdomyolyse

Le gene APP est un des 20 genes les plus sigifdicBh humaine, il a
été découvert (Fidzianska et Glinka, 2006) que Hésm amyloides et les
protéines tau seraient impliqgués dans la formatienmyosites a inclusion
cellulaire (IBM). Apres des biopsies réalisées 4uenfants et un adolescent
atteints d’'une myopathie congénitale a inclusioMilike, des inclusions béta
amyloides et protéine tau ont été mises en évidé&wtte pathologie musculaire
pourrait donc étre liée a une mutation du gene &mRainant ainsi des protéines
d’agrégations anormales.

En outre, le gene CD36, lui aussi significatif, iegpliqué dans la réponse
inflammatoire aux béta-amyloides a [lorigine de farmation d'IBM
(Salajeghelet al.,2007).

Une étude a été réalisée chez 'lhomme en utilidaria méme facon des
puces ADN (Mahonegt al.,2008). Quatre hommes ont été biopsés a t0+3h et
t0+48h suite a 'achevement de 300 contractionemtxicues (=t0). A t0+3h,
113 genes étaient sur exprimeés et 34 genes sousnésp A t0+48h, 59 genes
étaient sur exprimés et 29 sous exprimeés. 19 genelfiés ont été choisis et
ont conduit a des analyses secondaires de RT-PEfRe Geuxieme analyse a
confirmé I'augmentation de SREBP-2 (augmentatiomadarotéine et du gene).
L’expression du récepteur IL1, régulateur de SREBRst également élevée
apres exercice. Ainsi, on peut déduire une modiénoade la synthése du
cholestérol et des lipides. De la méme facon, Fespion de la protéine kinase
H1, la protéine Z alpha et la protéine 1 ankryiniepliquée dans la croissance
musculaire. L'utilisation des puces ADN combinée@va RT-PCR a permis
d’identifier des génes répondant a la souffranceaulaire.
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CONCLUSION

La rhabdomyolyse a I'effort est une inflammatiors dibres musculaires
et se traduit par l'augmentation anormale des emsymmusculaires (CK,
AST...). Cette maladie met en cause différentes vamesaboliques et
notamment :

- la voie anaérobie qui peut aboutir & une acidaselze ;

- un défaut de régulation du calcium intracellulaire

- une anomalie de stockage du glycogéne ;

- des troubles de la chaine respiratoire mitocholalyia

- des troubles thyroidiens ;

- une influence du cycle oestral.
Son expression clinique est variable et son origaste encore mystérieuse ;
cependant une prédisposition génétique a été dédeont
Cette étude avait donc pour but de mettre en épaléas genes impliqués dans
la rhabdomyolyse.

Des biopsies des muscles fessier moyen et longissidorsi ont été
réalisées chez des Trotteurs Francais atteintbatmlomyolyse a I'effort et des
témoins. Apres extraction d’ARN et transcriptioveese, de 'ADNc équin a
été hybridé avec de I'ADN souris et équin. L’hylatidn des puces avec de
I’ADNCc fluoré a permis d’identifier la surexpresgsiae certains genes chez les
chevaux malades comparés aux chevaux sains.

La puce oligo-équine partielle a été utilisée deofa pionniere pour
etudier I'inflammation et le métabolisme musculainez le cheval.

Cette étude est la premiére qui utilise une pucgnégoour mettre en évidence
une sur ou sous expression génétique dans unelqg@théquine. Elle montre

gue I'expression génétique des rhabdomyolysesffarfeest trés différente de

celle d'un cheval au repos: 159 genes sont saatifiement modifiés. La

spécificité de ces genes dans la rhabdomyolyse g&edémontrer en particulier
en comparant avec d’'autres maladies inflammatoires.

Chez le cheval, les puces ADN peuvent donc éttiséds pour analyser
les génes responsables d’anomalies métaboliquesudale (maladie) ou d’'une
modification due au dopage.

Dans le futur, les puces pourraigrgrmettre de développer des kits de
diagnostic pour la mise en évidence et la caraetiton de genes impliqués dans
des affections d’origine génétique : comparaisondtigéniques, détection de
mutation ou délétion, mise en évidence de poly-imerpes, puces de
reséquencage.wivw.alliance-maladies-
rares.org/IMG/pdf/maladies_rares2008)pdf
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Finalement, un programme de sélection génétiququadéourrait diminuer
le nombre de chevaux victimes de I'une ou l'autes dauses de rhabdomyolyse
d’effort récidivante.
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Annexe 1 : Protocole d'un examen clinique d’'un cheal malade

CLINIQUE VETERINAIRE DE GROSBOIS
Domaine de Grosbois
94470 BOISSY SAINT LEGER

tél. : 33 (0) 1 45 69 65 39 - Fax : 33 (0) 14569 00 10

Richard CORDE Valéric DENIAL Meeltje HELLIGERS-CURENS  Fabrice ROSSIGHOL
Doctour Vélérmaire Docteur Véltérinain: Doeteur Veéténinaire Dioglenr Vélérinaine
N* Orilre #8357 W0rdre 14612 N® Oredre | 2854 N*rdre 13460
EXAMEN MYOSITE
Cheval -\ US cA Propriétaire | S@emel D Date: _Alfe |es
H-MCIRace 17 Age . howd Heure: |l .o
Alimentation : Litiere: 2 o
Temps écoulé depuis les premiers symptomes : 4."' b La.,.—e .
Commémoratifs o chee ?d_-.-f,ic._l.l\ T e ol —= vethres — ||‘ \
Bupus - hlogads o Sl wg 2 VAN Y,
EXAMEN CLINIQUE EXAMENS COMPLEMENTAIRES
FC | Lk Soulevé membres Prise de sang : CPK, o 2o
| posiérieurs SGOT
Mugueuses | pJ Palpation du dos | Q.. 4, .| Biopsies musculaires
Sudation 4
Diagnostic : Tlyos' chigped pocerds  Promostic : Pzt kjﬁluf-“ﬁw&o\& B
Traitement :
Vétranguil 2wl (o Perfusion en 1V
Dimazon  @wl o @l -TOL Ringer Lactate + DMSO si modl:ff___,r
Butorphenal “Fn continu si majenr
Méflosyl  Loml Saignée
Consignes :

- un repas de foin
- une bonne litiére

SUIVI MEDICAL du lendemain:
Prise-de-sang - CPkcuréecréatine Vit E, séléntum 2 fins par jour 1£—é ;

Phytorenal matin et soir jc.f;ﬂ.l A T}

Consignes :
- renouveler prise de sang & 8 et 15 jours
- promenades au pas tant que SGOT=800 Ul/mL, sous Vétranquil s1 nécessaire
- repose du travail avee controle des CPK avant et 3h aprés le travail
- traitement terminé lorsqu’il 0’y a plus d augmentation des CPK pendant le travail
- siaucune cause evidente, conseiller un bilan orthopédique.

Remargue :
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MOMNSIEUR BARREY ERIC

CONTRAT ATIGE CR 5331
BATIMENT DES SCIENCES
BOULEVARD FRANCOIS MITTERAND

91025 EVRY GEDEX

Annexe 2 : Exemple de compte rendu de I'analyse dang
d’'un cheval témoin

LABORATOIREDEPARTEMENTAL FRANK DUNCOMBE
14063 CAEN CEDEX 4 (Adresse postalel
1, Route dz Aoss, SAINT-CONTEST
Départemant SANTE ANIMALE
Télephone @ 02-31-47-19.19 Fax : 02-31-47-1 848 mmuni Hémaio-Biachimis Wirogie

Ourvtelons e lisrls i wldetall BHEE 1200 00 VENI0A VNN Eoic ; 02-31-47-18-42 auinpsic Racwietegia-Paramnntagis

w2 rprnt danalyse ne concerne gue lols) oduitia) soumis & analyse

MOMNSIEUR BARREY ERIC

DOCTEUR VETERINAIRE
LINIVERSITE D'EVRY - LIGE
BOULEVARD FRANCOIS MITTERARMD

91025 EVRY CEDEX

R N
Identification de "animal ... MAYA M= de Manimal s
(377, Tal U LRI Eguine B e e
Race. BAE .
Diate de prelwemem 240372005 M achantillon ... ¢ E.2005.11862-31
Chat e rbGipiion au hm:-rﬂmrn- . ASRIERA005 0300 Matura o'echanmblan . Sang
Daie de début d'analyse ... 0 25032005
HEMATOLOGIE
Murmératicn Formule

Identification de Fanimal ... o MAYA

Mumération Globulaire
Hamaties [/ rnmﬁ:l.._.._______: 6880 000 | Taux giobulaire moyean [FIIL'.!}E.:l 16.28
Leucooytes (! mm').........: 5520 | Volume globulaire moyen () 42:44
Hémogiobineg (g M100 ml) - 112 | Rapport erythro-leucocylaire ... 1.25
Hamataarite (%) ..........c 28.2 | Rapport hématsents / hémoglebine... 281

Concentration corpusculaire moyenne en hemogbb-na HE-‘.I 38.96

Formule Ba.ngulne

Husultd'b en 'K: _F.t_llf_:.-s_.-L!I-!%1;.5::é-i:|_va_leur absolus par mm’

| Polynudléaires neutrophiles ... B0.8 2 B4
| Polynualéaires eosinophiles ... - 349 215
{ Polynucléaires basophiles ... r 26 144

Marmeybes . e 4.3 2a7

Grands Iymphm'yfaa ...................... t oA 50

Pelits Ilymphoeyles . are 2078

Anomales des hematiss Mizant

Anomalies des lsucooyies Meaant
| Mumeration des Plaguettes
T B2 000 -

BIOCHIMIE
RAPPORT DANALYSE N, §.2005,11862-3
Saisie du | 25032005
Demanc WY 5:2006.1 1882 Page 1/2
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LABORATOIREDEPARTEMENTAL FRANK DUNCOMBE
14043 CAEN CEDEX 4 (Adresse postala)
1, Roule de Rosel, SAINT-CONTEST
Départernant SANTE ANIMALE
Telephone ; 02-31-47.19.19 Fax : 02-31-47-19-49 i Homarn Bsnknk ik

Oiwerurs e buadi au verdnadi ANE0 A 12030 da EEnAR R 1TRE
e n e ematia vebag 0 Fant 02-31-47-18-42 Aupie-Bactiriongis Prrsitingie

Le rapport d'anslyse ne cOncernes Goe Ieis) produtls) soumis a aralyss

Animal Mature Analyses Régultats Unites
| Créating pnosphdkinase 289 (1) [B1R E
M Sany | Transaminase GOT / ASAT 199 LIrsnee

Cbgervatons éventuelles - (1) Résultat soumis a un cantréle

Le Responsable Technlgue - Saint-Contest |e ; 25/03/2005
La sigrature duna parsoone par sevicn concerna afteste de la vabdite du rapport d'anabyse

Guillaume FORTIER - Stéphane PRONOST Harine MaILLARD Christe! MARCILLAUE-PITEL Pegrre-Hugues PITEL
Dioghaur Véterinairg Hilogists Cocteur VIgriraing Dosteur Wétennaire B Wiy

e
P
i

FAPFORT DANALYSE N~ §.2005.11862-3

Saimie du - 2503EMG
Cermands M - 5.2005.11862 FPage &2
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Annexe 3 : Protocole de biopsies musculaires
Matériel utilisé :
Les produits : Vétédine® savon, Vétédine® solutiGa/mivet®, Lurocaine®,
Rompun® 5%, de I'alcool et de I'eau
Les ustensiles : matériel de contention pour lezahg@icol + longe), brosses de
pansage, gants, aiguilles (roses), seringues (dg Bwetre ruban, paire de
ciseaux pour couper les poils, un sceau, épongéslest de chirurgie,
compresses, lames de scalpel n°15, aiguilles asiei®pstériles (prévoir des
aiguilles en plus), un pistolet a biopsie, tubegréevement + 0.5 mL RNA
latter (tubes pesés) avec un porte tube et feudeabile
Regle d’or : Travailler propre et vite !
Check liste du matériel
Pansage : étrille, bouchon...
Tranquillisation : 2cc de Calmivet® en |V stricte
Repérage :
1/3 de la distance tuber sacral (le point le plstiituber coxae (le plus cranio-
dorsal)
1/3 de la distance tuber coxae (le plus ventral pdint le plus saillant de la
hanche)/espace intervertébrale Cd1-Cd2 (a la akeqleue)
Mesurer avec un metre souple: dorsalement margonedessous du metre
(environ a 32cm) et ventralement au-dessus (envrd@?2cm) a l'aide d’une
paire de ciseaux
De 25 a 30cm du tuber sacral cranialement et Sradé&cla colonne vertébrale
Nettoyage : 3 lavages avec de la Vétédine savda Etau
Sédation : 5 a 6¢cc de Rompum 5% en |V stricte
Anesthésie locale : 2,5cc de Lurocaine en SC sagush point en remontant
progressivement jusqu’a former une petite bouléctiBnner pour bien faire
diffuser le produit. Patienter 5 min
Incision cutanée perpendiculaire a la peau assge lavec un scalpel n°15
(environ 4mm)
Préparation des tubes avec un conservateur et gimda pour manipuler les
biopsies proprement
Prélevement musculaire : Installer [laiguille d&ri dans le pistolet
préalablement nettoyé a I'alcool
Charger a deux reprises le pistolet puis le metirposition F
Enfoncer l'aiguille a 3,5cm de profondeur pour [@®lévements du fessier
moyen et 2,5cm de profondeur pour le muscle longiss
Déclencher le pistolet
Recueillir I'échantillon de muscle dans un tubeRMN
Identifier 'échantillon : cheval+n°+muscle+positiedate
Exemple: Glove | GM D1 20050221
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Annexe 4 : Processus de conception de la puce oliguine

Genes Mitochondriaux
Cheval

Etude biblios
Souris / Homme

Genes Nucléaires d'intérét
Cheval / Humain

Choix via bases | Gene-Onthology,
de données NCBI/Gene, David

DECISIONNEL

- Les 13 génes mito
- Les 24 genes codant pour les ARNs

> 1 oligo pour chaque géne ARN d'ou 24 oligos

> concemant les 13 génes mito, description dans
la biblio de nombreuses mutations au sein de
certains de ces génes pour la mito humaine.
Décision de faire 2 sortes d'oligos :

- 1 en dehors de toute mutation.

- 1 contenant la mutation (si pas de
mutation pour le géne, 2°" oligo quand
méme indépendant du 1%).

TOTAL : 24 + (2 X 13) = 50 oligos spécifiques mito

DECISIONNEL

Peu de séquences complétes équines connues, d’ou
I'idée de sélectionner des génes qui ont une fonction
métabolique ou structurelle dans le muscle chez le
Cheval et que I'on retrouve aussi chez I'Homme

- Genes de l'inflammation

- Genes de la respiration cellulaire
- Genes canaux calciques

- Genes Transporteur glucose

- Genes Glycogénose

- Geénes contraction musculaire.

Afin d’étre sir de pouvoir obtenir le nombre de
d’'oligos complémentaires on a sélectionné environ
600 génes nucléaires d'intérét revu a 830.
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- Lecture de la biblio « puce ADN et oligos » souris et humaine.
- Discussions avec équipe « microarrays » du CEA.

Sélection et définition des parametres retenus pour la construction des oligos

> taille de I'oligo.
> distance de la 3Tail.
> pourcentage de GC/ TM

v’ Taille de I'oligo :

Dans la littérature, pour ce type de puce, on trouve toute sorte de taille pour les oligos utilisés. Comme nous allons
travailler sur une des puces RNG décision est prise d'utiliser leurs préconisations, a savoir 50 nucléotides. De plus

I'oligo doit étre modifié en NH2 par ajout d’'un groupe aminé.

v Distance en 3’ Tail :

Il est préférable de choisir les oligos le plus prés de la queue 3' du géne concerné, pour limiter les problémes

d’hybridation.

v Pourcentage GC/TM :

Le pourcentage de GC influe sur la thermodynamique (agitation moléculaire). Un certain pourcentage favorise la

stabilité de I'hybridation

Construction des oligos 1 « génes Construction des oligos 2

mito normaux » et des 24 oligos ARN mutés » ou oligos 2 normaux

« génes mito

Séquence compléte du gene

Geénes Mito Equin Normaux / \

l Pas de mutation

Séquence compléete connue *

différents de oligo1 via outil

Sélection de 50 nucléotides
excel

Sélection des 50 derniers
nucléotides via outil excel

'

Olco, -

Mutations répertoriées
chez ’lHomme

\

Identification du ou des
nucléotides mutés chez
’'Homme

\

Report et annotation de la
mutation sur la séquence
Cheval via Blast

\

Sélection d’'une séguence
équine de 50 bases autour
de la mutation annotée

\ﬂ

Passage dans le logiciel « Oligo Analyser »

\

Recueil des différents parametres (Tm, %GC, -dG)
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Genes nucléaires sélectionnés

\

Base de données ICCARE
Sélection d’'un EST équin selon les criteres de choix définis en étape 2

\

, A partir de 'ES T sélectionné
Elaboration de 3 oligos distincts afin de pouvoir en choisir un valable

Exemple sur une séquence :

5'— ggcaaagaagtgggaagaaaaccccctactittggagatgcectcggtcatigeectggaattattaaatictggatatga
Atttgatgagggatctatcatctitaatcgaticaaggaaaattcagecggctgatttigtitttaagttactgetgtcctgicagaa
ga-3

enrouge = Oligo 3 ; en vert = oligo 2 ; en rose = oligo 1

'

Passage dans le logiciel « Oligo Analyser »

Recueil des différents parametres (Tm, %GC, -dG)

Statistiques descriptives

Analyse des paramé tres des oligos de référence de la puce RNG
Sélection aléatoire de 200 séquences de genes de la puce souris a partir du fichier RNG

Passage des séquences dans le logiciel « Oligo Analyser »
Recueil des parametres (Tm, %GC, dG...)

\

Analyse des parametres via NCSS
moyenne, écart type, distribution de I'échantillon de référence

Définition d’'une fourchette décisionnelle de référe nce

Analyse des parametres des oligos sélectionnés

Génes Mitochondriaux Cheval | | Geénes Nucléaires d'intérét Cheval / Humain

\ \

Logiciel NCSS Logiciel NCSS
Analyse oligos 1 et 2 définis a I'étape 3 Analyse oligos 1, 2 et 3 définis a I'étape 4

\ \

Comparaison avec la « fourchette de référence » Comparaison avec la « fourchette de référence »

\

Choix du « meilleur oligo » parmiles 3
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Annexe 5 : Exemple de données d’Ingenuity
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