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Introduction

C’est la mort spectaculaire, a la suite d’'un « cdegang », dans des conditions similaires, de
deux juments Cob normand, sceurs, puis du diagnaticmyopathie par surcharge
glycogénique établi lors de l'autopsie de l'unelld’gar le vétérinaire praticien, que nous
avons orienté notre recherche vers la compréherdgola pathogénie et du déterminisme
génétique et moléculaire de cette pathologie maseul

Nous aborderons tout d’abord ¢hinique du syndrome « coup de sang shez le
Cheval, qui se définit comme une myopathie aiguwédiéante a I'effort, afin de préciser la
place et lediagnostic différentiel de la myopathie par surcharge glycogénique dans ce
syndrome. Puis nous nous intéresserons différentes surcharges glycogéniques
héréditaires observées chez les mammifera$in de tirer, de la pathologie, la physiologie et
la pathogénie comparées, tous les enseignemergssa@@s a notre étude génétique.

1. Le syndrome « coup de sang » chez le Cheval

1.1. Laclinique

Ce syndrome est encore appelé: «Maladie du Imatin», myoglobinurie
paroxystique, rhabdomyolyse ou encore, de fagomaprp, myosite. Il s’agit d'une crise de
myopathie aigué, récidivante, induite par I'exegci€es crises se manifestent sous forme de
douleurs musculaires subites, de tremblements (goclonies qui sont le tressaillement
localisé de certains faisceaux musculaires), d@gea, pendant ou tout de suite apres l'effort.
Le cheval a alors de tres grandes difficultés mesavaoir, il reste comme figé sur place. Lors
de crises graves, de I'hyperthermie et de la teaoye sont constatées. Dans ces cas, de la
myoglobinurie est observée, l'urine a alors uneorlon marron, voire noiratre.
L’insuffisance rénale, parfois mortelle, peut 8aeconséquence de cette myoglobinurie. Ces
crises sont, chez un méme animal, récurrentes.f@eses moins graves sont également
possibles. Elles se manifestent par des douleurscutaires a I'exercice qui, selon leur
localisation et leur étendue, se traduiront parladéoiterie a chaud, un mal de dos, un
décubitus prolongé, des raideurs passageres dred@sements intermittents.

Ce syndrome est d( a des Iésions musculaires teahmolyse. Ces Iésions sont la
conséquence de causes multiples et variées. Lasépdinique du muscle lésé est limitée,
d'ou cette symptomatologie fruste et ces manifestat stéréotypées lors de myopathies :
contractures et spasmes, suivies de leurs répemswusur la locomotion et les mouvements de
'animal.

Dans I'espéce équine, ces myopathies sont frégaiete estime que 5 a 7% des Pur-
sang présentent, au moins une fois, une crise s doune saison de course (MacLedal.
1999a), (McGowaret al. 2002a). Parmi les chevaux de trait, 36% en ontskguelles
musculaires spécifiques (Firshmainal. 2005).

Les facteurs favorisant la survenue des crises soaltiples. Parmi ceux-ci
'alimentation trop riche en énergie (céréales @palement), par rapport aux besoins de
'animal, semble étre importante. N'a-t-on pas d@pgdis du temps de la traction animale,
ces affections « maladie du lundi matin» pour cedtson ? Le cheval au repos le dimanche
recevait la méme ration que les autres jours deetaaine, cette suralimentation dominicale
déclenchait la crise lors de la reprise du traedilindi !



Mais outre ce déséquilibre énergétique, c’'est Eemde des facteurs qui perturbent
lintégrité et I'équilibre de la cellule musculaitpii favorise le déclenchement de ces crises.
Ainsi, un surentrainement produit un épuisement culage, cet épuisement libére des
radicaux libres oxydatifs ce qui lése les fibressoulaires (Piercy & Rivero 2004). Par
ailleurs, les contractions musculaires excentrigleedles se produisant sur un muscle en
extension) lesent également les fibres. Ainsi, lgustress soit oxydatif ou mécanique, la
membrane cellulaire est fragilisée et la cellulesoulaire 1ésée.

Des déséquilibres électrolytiques consécutifs a dashydratation, une carence
vitaminique, des séquelles d’'une maladie infecéesmnt également causes de perturbation de
’lhoméostasie de la cellule musculaire. Son osntélast déstabilisée, son taux de calcium
interne augmente de facon importante, ce qui pre@agp mort. Car, normalement, dans la
cellule musculaire au repos, la concentration éciwza intracellulaire est cent fois plus faible
gue dans le milieu extra-cellulaire. Lorsque la rbeme cellulaire est Iésée ou quand
I'équilibre osmotique et les flux ioniques sont tpebés, le calcium passe du milieu extra-
cellulaire au milieu intracellulaire. Cet afflux dmlcium active des protéases cellulaires
destructrices, prive la cellule d’énergie et décken un processus de nécrose auquel est
souvent associée une inflammation. Cette destruckola fibre musculaire striée est appelée
rhabdomyolyse.

Ainsi, toute cause de bouleversement de I'homémstetracellulaire de la fibre
musculaire est un facteur favorisant la crise depathie liée a I'effort (Piercy & Rivero
2004). Dans tous les cas, I'exercice est le faadéalenchant.

Cependant ces crises ne surviennent que chez deswn prédisposés. Cette
prédisposition semble étre d’origine génétiqgue.sC@& que nous envisagerons dans cette
these.

Les connaissances actuelles, physiologiques atlbggtjues, permettent de distinguer
dans ce syndrome « coup de sang » trois entité®lpgtques principales. Chacune de ces
entités a sa prédisposition génétique propre. esdntités sont nommeées : Rhabdomyolyse
d’effort récidivante (RER), Hyperkaliémie périodagparalysante (HYPP) et Myopathie par
surcharge en polysaccharides (PSSM). Dernieremeat myopathie beaucoup plus rare,
d’origine mitochondriale, a été décrite chez le \Gihe

1.1.1. La rhabdomyolyse d’effort récidivante (RER)

Elle s’observe, principalement chez les chevauxsgert. Elle est due a une
modification de 'homéostasie du calcium intracglite. Un afflux de calcium active des
protéases cellulaires qui privent les fibres d'greerlysent les cellules et déclenchent un
processus de nécrose auquel est souvent assoa@énflammation. Cette myolyse se
manifeste par des difficultés a se déplacer, alliohe légere raideur a I'immobilite,
associées a de l'anxiété, une sudation importanta eontracture des principaux groupes
musculaires. Une myoglobinurie paroxystique estdawent observée lors de crise aigué. Les
crises surviennent généralement a I'entrainememtfotme subclinique de cette myopathie
est supposee étre a l'origine de baisses de pafares en compétition. Cette rhabdomyolyse
d’effort est principalement observée chez de jeyoewents nerveuses (Harris 1991). Des
changements dans les méthodes ou le rythme d’eatngint, de méme que des modifications
dans I'environnement du cheval sont des facteutsifpateurs pouvaméclencher les crises.



Les chevaux qui présentent ces crises sont desaghguwédisposés génétiquement.
Chez eux le relargage du calcium a partir desr@teintra cellulaires est exacerbé, ce qui les
rend particulierement sensibles a cette forme dbdbmyolyse(Lentzt al. 1999). Ainsi,
chez le Pur Sang, il semble que cette sensibiittus caractere héréditaire se transmettant
suivant un mode autosomique dominant (Dranceglal. 2005), (MacLeayet al. 1999b).
Trois genes intervenant dans la régulation calcigee la cellule musculaire (RYRL,
CACNALS, et ATP2A1), qui pouvaient étre candidatsefte prédisposition, ont été exclus
par une étude de liaison génétique (Dranokaél. 2006). Le géne dont la mutation serait a
I'origine de cette sensibilité a I'affection chezRur-sang n’a donc pas encore été identifié.

Chez le Trotteur suédois, le caractére héréditereette prédisposition a également
été démontré et des marqueurs moléculaires lugtérdssociés (Collindet al. 1997).

1.1.2. L’hyperkaliémie périodique paralysante (HYPP )

L’hyperkaliémie périodique paralysante se manifgstecipalement par une faiblesse
musculaire, associée a des spasmes et myoclonitse @ersistance involontaire des
contractions musculaires est généralement bréewel éapparente. La myotonie peut étre
dans tous les cas, percue par I'observation dwapsok de la troisieme paupiére ou celle de
spasmes de certains muscles faciaux. Les chevatace&uarter Horse ou apparentés a cette
race sont prédisposés a cette forme de myopatbitortl L'atteinte ne se présente pas
toujours sous cette forme bénigne, elle peut progoda mort par arythmie cardiaque
(secondaire a I'hyperkaliémie) ou par asphyxie dua laryngospasméees premiers signes
cliniques peuvent apparaitre tardivement dansdadui cheval (Spieet al. 1990). Les crises
se manifestent avec une fréquence variable sefomdtbvidus. Entre les crises les chevaux
apparaissent cliniguement normaux.

La transmission du message nerveux a lorigine aecdntraction des fibres
musculaires est liée aux mouvements des ions sodtuypotassium de part et d’autre de la
membrane de la cellule musculaire. Ces mouvemenitsresponsables de la propagation du
potentiel d’action. Une ouverture excessive desagansodiques a pour conséquence une
entrée de sodium dans la cellule accompagnée one de potassium a l'origine de
'hyperkaliémie. Ces mouvements anormaux dionspsdée sens de leurs gradients de
concentration, diminuent la polarité de la membrdaeda fibre musculaire. Le potentiel de
repos de la membrane de cette fibre est alorsghehe du seuil de dépolarisation, la fibre
musculaire devient donc plus facilement excitableyperkaliémie est, de ce fait, a la fois la
cause (diminution de la polaritt membranaire) etcéenséquence (sortie du potassium
accompagnant l'entrée de sodium dans la cellulecutaise) des crises paralytiques. Par
ailleurs, le froid éleve le potentiel de repos deltules musculaires et accroit leur sensibilité a
la dépolarisation, ce qui explique une plus grasdaesibilité des chevaux prédisposés
lorsqu’ils sont exposés au froid.

L’hyperkaliémie périodique paralysante est une chif@ héréditaire dont la
transmission est autosomique domingRadolphet al. 1992b). Les individus homozygotes
sont plus séverement atteints que les hétérozy@dtador et al. 1999). Une mutation dans le
gene codant pour la sous-unité alpha d’'un canafjgsednusculaire a été découverte, elle est
la cause de cette affection (Rudolgthal. 1992a). Elle est présente a I'état hétérozygoéz ch
4,4% des chevaux Quarter Horses américains (Bowdingl. 1996). L’'alléle morbide est
également retrouvé chez des chevaux de races Amgaakt Paint Horses, races apparentées
aux Quarter Horses.
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1.1.3. Myopathie d’origine mitochondriale

Lorsque l'activité des enzymes de la chaine regpieamitochondriale est réduite, la
cellule musculaire ne dispose plus suffisammemet@e mobilisable par voie aérobie. Elle
produit alors cette énergie par voie anaérobiegq@entraine, méme lors d’'un exercice léger,
'accumulation d’acide lactique. Cette acidose itpst est responsable de myalgie et de
crampes musculaires. Cette forme de myopathie gifari mitochondriale a été mise en
evidence chez un cheval Arabe (Valbaigal. 1994). Elle se caractérise par une sévere
intolérance a I'effort.

L’origine génétique de cette intolérance est aeetaent une mutation dans le
génome de la mitochondrie. Ce génome est transaridapvoie maternelle. La mutation
causale n’a pas encore été identifiée. Cependastduencage du génome mitochondrial du
Cheval et la disponibilité prochaine d’'une pucampsttant d’étudier I'expression des genes de
la mitochondrie offriront les outils pour cettecherche.

1.1.4. Myopathie par surcharge en polysaccharides (PSSM)

Elle est caractérisée par 'accumulation de glyoeget la présence de polysaccharides
résistant a la digestion par 'amylase dans leses$ibmusculairesPour les chevaux lourds,
c’est la forme PSSM qui semble la plus fréquente mgopathies d’effort. Aux Etats Unis,
une étude rétrospective a mis en évidence desngsiaractéristiques d’une myopathie par
surcharge en polysaccharides chez 36% des cheealisad Belge autopsiés (Firshmanal.
2005). Cette myopathie a été décrite chez de nombreuses e chevaux, de poneys et
méme chez une mule (Valentime al. 2001). Les chevaux prédisposés qui recoivent une
ration riche en concentrés et qui ne sont pasieggaégulierement seront particulierement
sujets aux «coups de sang ». En dehors des épismidas, des crampes et douleurs
musculaires pouvant causer des baisses de perfoesiarune boiterie postérieure
idiopathique, une posture anormale liee a une waide l'arriere train, une flexion exageérée
des jarrets associée a des tressaillements, unatraplyie (pouvant aller jusqu’a la cachexie)
ou un décubitus soudain constituent des signegedlgmur cette myopathie par surcharge en
polysaccharides. La maladie est d’autant plusailéfia diagnostiquer que chez la majorité
des chevaux, elle demeure sub-clinique.

Les chevaux atteints stockent des quantités exessde glycogéne. Le glycogene
constitue normalement une réserve énergétique isablié en condition anaérobie. Ainsi,
aprés un exercice de longue durée ou lors d'umrteiffitense, le glycogene est dégradé en
lactate par la glycogénolyse.

Les enzymes intervenant dans la synthése du glgeogeomme celles intervenant
dans sa dégradation, sont normalement fonctiormellez les chevaux Quarter Horse
prédisposés a cette forme de myopathie (Vallegrgl. 1998). Cependant, un déséquilibre
d’activité¢ entre les difféerentes enzymes du méiab®@ du glycogéne pourrait étre
responsable de la synthése du polysaccharide alemnmiat branché, résistant a I'amylase,
retrouvé dans les fibres musculaires, lors dedtion.

Cette affection est héréditaire ; son mode de mnésson semble dominant. Les génes
codant pour les difféerentes sous-unités des prdgekinases activées par I'AMP ont été
étudiés sans que leur implication puisse encased@nfirmée (Parlet al. 2003). En 2008,
une mutation ponctuelle responsable d’'un surcr@ittdité de la glycogéne synthase,
pouvant entrainer la présence de polysaccharidegait a la digestion par 'amylase dans le
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muscle des chevaux atteints, a été identifiée chez chevaux Quarter Horse
ameéricains(McCuet al.2008) .

Cest de ce dernier type de myopathie, la myopatipar surcharge en
polysaccharides, dont souffraient les juments Calbbmand mortes soudainement lors
d’exercice, a l'origine de ce travail débuté fin020et sur lequel nous allons centrer notre
étude.

1.2. Le diagnostic différentiel de ces myopathies €  quines
d’effort

1.2.1. Biochimie sanguine

L'importance de la lyse des fibres musculaires aiée grace au dosage sérique des
enzymes musculaires. L'élévation des concentratiamguines de la créatine kinase (CK) et
de laspartate amino-transférase (ASAT) est mesuots de rhabdomyolyse d’effort
récidivante et de myopathie par surcharge en podysaides. La créatine kinase est un
indicateur sensible de la souffrance musculairdsMaules une augmentation marquée ou la
persistance d’'une élévation modérée de la CK sérgpnt cliniquement significatives. Le
dosage de I'ASAT, bien que moins spécifique dedaffsance du muscle, peut étre utilisé
associé a celui de la CK, car sa demi-vie plasmat&pst longue chez le Cheval (persistance
de taux sériques d’ASAT élevés plusieurs semaipessda crise). Une activité CK élevée
indique donc une rhabdomyolyse active ou récenteingnde 24h); une persistance de
concentrations élevées de la CK indique que legasgs Iésionnel est toujours actif ; alors
gu’'une activité de 'ASAT élevée associée a unévidétnormale de la CK indique que la
Iésion n’est plus active.

Une hyperkaliémie est mesurable lors de crises l@aineparalysie périodique
hyperkaliémique, mais elle n'est pas systématiquement observée’'est pas toujours
spécifique de cette affection.

Une acidose lactique importante accompagne le¢émtwces a I'effort manifestées
dans le cas deyopathie mitochondriale méme apres un exercice léger.

1.2.2. Histologie musculaire et cellulaire

La biopsie musculaire du fessier moyen autorisediagnostic de certitude des
myopathies par surcharge en polysaccharide€e diagnostic est fondé sur I'observation de
'accumulation du glycogéne dans les fibres musmsgeet sur la présence de polysaccharides
résistant a la digestion par 'amylase (Valbet@l.1992).

Dans les cas dnabdomyolyse d’effort récidivante, 'examen histologique montre
des lésions inflammatoires lorsque le prélevemargamlaire est réalisé peu de temps apres la
crise. De plus, les cellules musculaires ainsigwéds peuvent étre mises en culture afin
d’évaluer la régulation de leurs flux calciques cgréa des techniques d’imagerie par
fluorescence (Lentet al. 2002). Ce tesn vitro est le diagnostic de certitude de la forme RER
car il est le seul a mettre en évidence la dérégulalu transport intracellulaire du calcium.
Malheureusement, il demeure actuellement expérahent
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Une myopathie mitochondriale peut étre suspectée lors de coloration histolagiqu
anormale de la NADH-déshydrogénase, de la succoeghydrogénase et de la cytochrome
oxydase, suggérant un dysfonctionnement enzymatigee la chaine respiratoire.
L’observation ultrastructurale d’'une dispositionrazéristique des crétes mitochondriales
confirme l'origine de la myopathie (Valbeeg al. 1994).

1.2.3. Test moléculaire

La forme HYPP, grace a la découverte de la mutatawsale, dispose d’'un diagnostic
fondé sur un test moléculaire(Rudolpghal. 1992b). Le test est réalisable a partir de 'ADN
extrait des globules sanguins, des follicules dassou de cellules buccales. Ce test, en
révélant les individus porteurs de la mutation @& confirme le diagnostic de I'affection
chez les chevaux homozygotes et repéere les indiypdueurs hétérozygotes.

En 2008, un test moléculaire a également été dgpélgour diagnostiquer la
mutation ponctuelle dans le géne codant pour leogigne synthase musculaire a 'origine de
la myopathie par surcharge de polysaccharides lelsezhevaux Quarter Horse et apparentés
(McCueet al.2008). L’affection étant transmise suivant un mad®somique dominant, tous
les individus porteurs de la mutation, a I'état loaggote ou hétérozygote, sont des sujets a
risque.

Prise de sang Biopsie
musculaire
CKet | K+ lactate | Test
ASAT moléculaire
Rhabdomyolyse Imagerie par
RER N - | =/+ - fluorescence
Polysaccharide résistant a
PSSM A - | =/+ + ramylase
HYPP | | 4 |-+ | + -
Myopathie Coloration anormale (NADH,
mitochondriale | _ S _ succinate dehydrogénases,
Cyt. oxydase)
Crétes mitochondriales

Tableau 1 : Syntheése du diagnostic différentielrdgspathies d’effort du Cheval adulte.

2. Les différentes formes de surcharges glycogénigs héréditaires
ou glycogénoses, observées chez les mammiferes.

2.1. Les différentes formes de glycogénoses

Les glycogénoses sont des affections congénitales d des anomalies d’'une des
enzymes impliquées dans le métabolisme du glyco@éei@ 1996). Ainsi, en fonction de
'enzyme en cause, quatorze glycogénoses sonttea@n 2008 chez 'Homméidure 1).
Chez au moins cing especes domestiques I'enzymensable de I'affection a été identifiée
(Walvoort 1983; de Barsy & Pellissier 1991; Wolfsgd& Weinstein 2003). Certaines
glycogénoses sont uniquement musculaires ou héestig’'autres touchent ces deux organes
simultanément et provoquent une maladie multisyispéen
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Les mutations causales ont été identifiées pougrende majorité des formes
humaines de ces maladies (Vladutiu 2000), ainsipue certaines glycogénoses animales.
Dans tous les cas, il s’agit de mutations dansgéess codant pour des enzymes impliquées
dans les cycles de la glycogénogenese ou de laoggpolyse. Toutes les formes de
glycogénose connues jusqu’en 2007 sont dues &tiuaion, a I'état homozygote, d’'un géne
impliqué dans le métabolisme du glycogéne. Leureramltransmission est donc récessif.

Suivant I'enzyme mutée, le tableau clinique, legaoes cibles et la nature
histologique des lésions different (DiMauro & Lamp@001). Chez 'Homme douze types
cliniques de glycogénoses d’origine enzymatiquéraguisent par des atteintes musculaires,
auxquelles s’ajoutent des formes lysosomiales mméuent découvertes. Les maladies
lysosomiales sont dues a des surcharges de glyeodgms ces organites cellulaires : les
lysosomes.

lysosome

Maltase
acide Phosphorylase
kinase VIII

V-Viy

Dextrine

i Glycogene-,
IV?
Amylopectine
)% P
o

\

UDP-Glucose Iz

\ Glucose-l-P/

Glycogénolyse

Glucose-6-P-{ 1 > 6lucose

!

Fructose-6-P
VII
v
Fructose-1,6-P
A
I

0 Glycogen synthase

I Glucose-6-phosphatase
IT Maltase acide

III Enzyme débranchante
IV Enzyme branchante

V Phosphorylase musculaire

VI Phosphorylase hépatique

VII Phosphofructokinase
VIII Phosphorylase kinase
IX Phosphoglycérate kinase
X Phosphoglycérate mutase
XTI Lactate deshydrogénase
XIT Aldolase

XIIT B-Enolase

Glycogénogénése E );'I);-III Glycolyse
L 4 . Py P
Figure 1 : Les différentes glycogénoses
Alanine «—> Pyruvate<{ xr—> Lactate
(d’apres Ingrid Tein, Metabolic Myopathies,
Acetyl-CoA Seminar in Pediatric Neurology, 1996, p 59-98)

Cycle du citrate

Certaines formes de glycogénoses ne sont actueltedexrites que dans l'espece
humaine, d’'autres le sont chez ’'Homme et I'anin(lalvoort 1983).

Dans la premiére catégorie nous trouvons :

» la glycogénose de type 0 (déficit d’activité deglgcogene synthase), qui est la
seule a ne pas induire d’accumulation mais un idéic glycogene. Un défaut
d’activité de la glycogene synthase musculaire GYi%l jusqu’a présent, été
décrit que chez trois enfants apparentés, victidiggolérance a l'effort, de
cardiomyopathies et d’'une atteinte musculaire gédisée. (Kollberget al.2007).
les glycogénoses de type VI (déficience en phogydmee hépatique),

IX (déficience en phosphoglycérate kinase),

X (déficience en phosphoglycérate mutase),

Xl (déficience en lactate deshydrogénase),

XII (déficience en aldolase)

et XIll (déficience erp-énolase).

VVVYVYYY
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Pour les autres types de glycogénoses, des foonebhant des animaux domestiques

sont connues.

» La mutation causale d'une glycogénose de type ficjdace en glucose 6
phosphatase) est connue chez le Chien (Kishetaali 1997).

» Des glycogénoses de type Il (déficience en makagke) ont été décrites chez le
Chien (Walvoortet al. 1985), le Chat (Sandstroat al. 1969), la Vache (Jolhgt
al. 1977), le Mouton (Manktelow & Hartley 1975) et@aille (Murakamiet al.
1980).

» Une glycogénose de type lll (déficience en enzyilerahchante) a été mise en
evidence chez le Chien (Cehal.1976).

» Des glycogénoses type IV (déficience en enzymecdhiamte) ont été observées
chez le Chien (Jollgt al.2002), le Chat (Fyfet al. 1992) et le Cheval (Waret
al. 2004).

» Les mutations causales d'une glycogénose de type(deficience en
myophosphorylase) affectant le Mouton (Tetral. 1997) et la Vache (Tsujinet
al. 1996)ont été identifiées.

» Une glycogénose de type VII (déficience en phosplutdkinase) est décrite
chez le Chien (Vorat al. 1985).

» Une glycogénose de type VIl a été décrite chdzde(Malthuset al. 1980).

Pour la glycogénose liée a un gain d'activité deyliacogéne synthase musculaire,
découverte en 2008 chez les chevaux Quarter Hibrse, pas encore été décrit de mutation
humaine de I'enzyme responsable d’'un phénotype acabfe chez 'Homme. Il s’agit de la
premiere glycogénose décrite dont le mode de tresgon soit dominant.

Ces différents types de glycogénoses sont non reeale liés a des mutations
d’enzymes dont la fonction est spécifique maisdat aussi associés a des syndromes et des
Iésions spécifiques et parfois pathognomoniques.

Nous allons illustrer cette spécificité par la idistion des deux types de glycogénoses
égquines, dont la myopathie par surcharge en palfisaicies qui touche nos chevaux de trait.

2.2. Les glycogénoses equines

Deux formes de glycogénoses musculaires étaierdnadss et caractérisées, chez le
Cheval en 2005 :

2.2.1. L'une est liéea un déficit d’activité de I'enzyme branchante qui
provogue une accumulation d’amylopectine (polysadde moins branché que le glycogéne)
dans le cceur, le foie, les muscles striés et ksysnerveux. Cette affection multisystémique
est rapidement fatale. Elle n'est donc diagnosgggee chez le poulain nouveau-né. Elle
n’est actuellement décrite que chez les chevauxt@uBlorse américains (Sponseltral.
2003).

Son diagnostic consiste en I'examen histologiqubidpsies de muscles striés colorés par
'acide périodigue ou réactif de Schiff. Cette téatT révele une importante diminution de
l'intensité de la coloration chez les poulains etéés (absence de glycogene normal) et des
amas globulaires amorphes de polysaccharides &i201um) résistant a la digestion parI’
amylase (Valbergt al.2001) {igure2).
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Coloration a I'acide Périodique, réactif de Sc(iffAS)
Muscle strié d’un poulain sain Muscle strié dpoulain atteint

de glycogénose musculaire de type IV

o e

Présence de glycogéne, en abondance, Absencgcdg@he normal et

réparti uniformément. accumulation d'un polysacutear
anormal (fleches: amas globulaires
amorphes amylase résistant).

Photos de S. Valberg, Université du Minnesota.

Figure 2 : Caractéristiques histologiques d’'un détiit en enzyme branchante
chez le poulain

La mutation responsable de ce déficit a été récemnuentifiée. Il s'agit d'une
délétion d’'un nucléotide dans le premier exon dnegde l'enzyme branchante, délétion a
I'origine de I'apparition d’'un codon stop prématuk&enzyme tronquée est inactive (Waetl
al. 2003).

Cette glycogénose de type IV se transmet suivamante autosomique recessif.

2.2.2. Une myopathie du cheval adulte caractérisée paragoumulation,
sous forme d’agrégats, de glycogéne anormal intsaoiaire (Valentineet al. 1997): la
myopathie par surcharge en polysaccharides (PSSM).

Cette seconde forme de myopathie équine due aubagation de polysaccharides,
provoque chez les chevaux des symptomes variabigesite récidivante, cardiomyopathie,
atrophie musculaire plus ou moins importante, iacap soudaine au relever aprés un
décubitus volontaire ou a la suite d’'une anesthésie douleurs musculaires se manifestent
sous la forme de crampes ou de raideurs plus ongmoarquées. L'atteinte cardiaque peut
conduire a une mort subite.

Cette forme de myopathie a été décrite chez de rewsbs races, principalement
celles de chevaux lourds. Ainsi en est-il pourrbees Percheronne, Trait Belge, Clydesdale,
Shire (les plus grands chevaux au monde) et Comarud. Elle est également observée chez
des chevaux issus de croisements de I'une de ces.lus rarement, elle se rencontre chez
les Quarter Horse, les poneys Fjords et HaflinQéatentine 1999).
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De nombreux cas sont répertories mais la prévaleseecette affection est
certainement sous-estimée, ces manifestations pougater latentes ou sub-cliniques. Ses
symptébmes ne s’expriment qu’apres ou durant wrtefidefline & Benamou-Smith 2002).

Le diagnostic histologique est établi a partir @usiopsie musculaire. Les muscles
striés des chevaux atteints présentent des inasisibun complexe de polysaccharides,
résistant a la digestion paotamylase, observées préférentiellement dans lessfitbe type 2,

a proximité de zones périvasculaires. Sont assbcieces agrégats, des vacuoles
généralement localisées sous le sarcolesme (Vaihelgl992) figure 3).

1; : i

Coloration HES
Présence de vacuoles sous-sarcolesmales

PAS PAS-Amylase
Inclusions de polysaccharides, résistant a la tiayepar I'a-amylase.

Photos de S. Valberg, Université du Minnesota.
Figure 3 : Lésions histologiques observées lors dg/opathie par surcharge en polysaccharides

Lors d'une étude entreprise sur des chevaux QuHidese malades, aucun déficit
enzymatique n'a pu étre mis en évidence. Les cheua#teints semblent manifester des
troubles de régulation de la glycémie liés a llimsu(Valberget al. 1998). Tres récemment,
une mutation « gain de fonction » dans le génertggaur la glycogéne synthase musculaire
a été associée au phénotype morbide chez les ch@uarter Horse (McCuet al.2008).
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Le tableau clinigue et les Iésions qu’elle engenmnenettent facilement de distinguer
la myopathie par surcharge en polysaccharides dé/d¢agéenose de type IV, précédemment
décrite.

3. Les apports de la pathologie comparée a I'étudie la
myopathie équine par surcharge en polysaccharides

Nous avons confronté les modifications moléculairesllulaires et cliniques
observées dans différentes maladies humainesratbas qui se rapprochent de la myopathie
éqguine par surcharge en polysaccharides afin deuler des hypothéses sur son étiologie.

Nous ne nous intéresseraagriori pas a la glycogénose de type | (déficit d’activité
de glucose-6-phosphatase) ni a la glycogénoseype VI (déficit d’'activité de la
phosphorylase hépatique) qui ne provoquent paésilenis musculaires.

La Iésion permettant de définir la myopathie parclsarge en polysaccharides du
Cheval est l'accumulation, dans les fibres muscesai d'un polysaccharide proche du
glycogene mais résistant a la digestion enzymatpgud'a-amylase. Cette particularité n’est
retrouvée que dans un nombre restreint de glycagsno

» Lors de déficiences de [I'enzyme branchante du gkwe, soit
phosphofructokinase, soit laforine (une tyrosinegphatase). Chez 'Homme, c’est
une accumulation dmylopectine (molécule moins branchée que du glycogene
normal) qui est détectée.

» Lors d’'un déficit d’activité de I'enzyme débranchaudu glycogéne, c’est le dépot
d’'une molécule de type dextrine-limite(molécule plus branchée que du glycogéne
normal) qui est constaté.

Ces deux types de molécules proches du glycogsrsenét, au moins partiellement, a
la digestion par ti-amylase.

Un déficit d’activité de I'enzyme branchante du aglgene (GBE) provoque, chez
'Homme et les animaux, différentes formes clinisjude glycogénoses de type IV.Ces
glycogénoses se traduisent par des atteintes bépaét/ou neuromusculaire. L’anomalie
enzymatique est causée par différentes mutationgede codant pour I'enzyme (Bao al.
1996b). Un polysaccharide insuffisamment branch§rége dans le cytoplasme des cellules
musculaires (muscles squelettique et muscle card)agt hépatiques. Des dépdts sont
également parfois observés dans le tissu nervaugedu et I'intestin (Sahoet al. 2002).
Chez le Cheval, la mutation ponctuelle identifiéerdveau du codon 34 (exon 1) du géne
GBE (de I'enzyme branchante du glycogéne ou GBE) pyoeochez les chevaux de race
Quarter Horse, la maladie multisystémique néonamatatelle, précédemment décrite(Ward
et al.2004).

La glycogénose de type VI(déficit d’activité de la phosphofructokinase muisdre,
PFKM) est une myopathie caractérisée par une fsblanusculaire, des myalgies, une
intolérance a l'effort et une amyotrophie (Vorgexdal. 1996). Le défaut d’activité de la
phosphofructokinase provoque Il'accumulation de apee6-phosphate, ce qui a pour
conséquence de stimuler l'activité de la glycogégyethase. L'activité de cette enzyme
devenant plus importante que celle de 'enzymedirante du glycogeéne, un polysaccharide
moins branché que le glycogene normal, de type @egtine et résistant a la digestion par
I'a-amylase, s’accumule dans le cytoplasme des myacites agrégats de polysaccharides
comparables a ceux observés chez les chevaux tattdén myopathie par surcharge en
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polysaccharides sont alors observés dans les fintesculaires des humains et des chiens
atteints de glycogénose de type VII (Haretyl. 1990).

De nombreuses mutations ont été trouvées dans fe g®dant pour la
phosphofructokinase chez les individus atteintglgeogénose de type VII. Parmi celles-ci,
des défauts d’épissage, des décalages du cadextdecl et des mutations non sens ont été
décrits chez 'Homme (Raben & Sherman 1995).

Le gene codant pour la phosphofructokinase museutgjuine a été cloné et séquencé
(Satoet al.2003).

Un déficit d’activité de I'enzyme débranchante dycggene (AGL) est responsable
d’'une glycogénose de type llicaractérisée, chez I'Homme, par une hépatomégatie,
hypoglycémie, des retards de croissance et desathjep de symptomatologie variable et
d’évolution progressive (Howell & Williams 1983).e@e diversité des manifestations
clinigues due au déficit enzymatique a contraintlieicien a distinguer des sous-types de
glycogénoses de type Ill. Ces sous-types sont t&mises par: (a) soit une faiblesse
musculaire associée a une atteinte hépatique,ofp)des symptdomes hépatiques seuls. De
plus, 'enzyme débranchante du glycogene a unétéudactivité. Ce qui peut entrainer,
dans de rares cas, une perte spécifique de I'sctwit glucosidase (c), soit transférase (d) de
I'enzyme débranchante du glycogene.

Ces differentes formes de glycogénoses de typsolit associées a des mutations
spécifigues du géne codant pour I'enzyme débranehdun glycogéne. Chez 'Homme, des
mutations dans I'exon 3 du gene provoquent uneogiuose de type Il (b), type qui
n'affecte que le foie (Shen & Chen 2002). Chez lie@, une délétion ponctuelle est
responsable de la synthése d’'une protéine trongquée la survenue d’'une glycogénose de
type Il () (Gregoryet al. 2007). Chez les chiens atteints de cette glycagniexamen
histologique des muscles striés, lisses et cardigmésente des vacuoles (coloration par
I’lhémalun-éosine-safran) et une quantité élevéglgengene, présent sous forme de dépbts
granuleux sous le sarcolesme (coloration par le )P@E&fiquzzamanet al. 1976). Ces
polysaccharides accumulés, pouvant avoir une steice type dextrine-limite, sont
partiellement résistant a la digestion par-&mylase (Amato 2000). L’alimentation peut
influencer I'aspect des lésions (lwamasal. 1983).

Des mutations d’autres genes que ceux des enzyimesethent impliquées dans la
voie de la glycogénogéneése ou de la glycogénolgsgnt également étre a l'origine de
surcharges en glycogéene.

Ainsi, des mutations de certaines isoformes l@@énosine monophosphate-
activated protéine kinase (AMPK) provoquent des lésions comparables a celles diserv
dans les cas de glycogénoses. Chez le Porc, uadiomnudans le gene PRKAG3 (codant pour
lisoforme spécifiquement musculaire d’'une soud@iniégulatrice de 'AMPK) a pour
conséquence une diminution de la dégradation duogBne et d’une augmentation du
transport du glucose et/ou de la synthese du giyeddMilanet al. 2000). Chez 'Homme,
des mutations dans le géne PRKAGZ2 induisent dediotayopathies hypertrophiques
caractérisées par la présence dans les cardiotegocyde vacuoles remplies de
polysaccharides résistant a la digestion par I'asg/l(Aradet al. 2002). Le gene PRKAG3
équin a été caractérisé (Pagk al. 2003) et I'implication potentielle des AMPK dars |
myopathie par surcharge en polysaccharide cheghlegaux de race Quarter Horse étudiée
(Dranchaket al.2007).

19



Lors d'atteinte par lamaladie de Lafora des corps de Lafora, composés de
polysaccharides a plus courtes branches que ahilegycogene normal, insolubles, de type
amylopectine et résistants a a digestion par ledaam@s, sont observés dans le tissu nerveux.
Ces corps de Lafora, entourés par une membraneégalement retrouvés dans le foie et les
muscles. La maladie se manifeste par un syndroifepégue et myoclonique. Des mutations
dans le gene de la laforine, une tyrosine phospbatasociée a la membrane plasmique, ont
été identifiées comme étant a I'origine de la mialgMinassian 2001). La maladie de Lafora
a eteé étudiée chez 'Homme et décrite chez la V&8memons 1994).

Les maladies de surcharge lysosomalesont des anomalies héréditaires du
métabolisme. Différents sous groupes ont été defm fonction de la voie métabolique
touchée et du substrat accumulé, parmi lesquellydegene (Germain 2002). Ainsi, le déficit
en protéine LAMP2 (lysosome associated membran@ipm?2) est responsable de la maladie
de Danon caractérisée par une cardiomyopathie, noyepathie et un retard mental. Le
marqueur histopathologique de la maladie est lterie de vacuoles intracytoplasmiques
contenant un matériel autophagique et du glycogdars les cellules des muscles
squelettiques et cardiaques (Saféigal. 2001). Ces vacuoles sont alors délimitées par la
membrane du lysosome. Les souris déficitaires estéjme LAMP2 ont une maladie
vacuolaire proche de la maladie humaine.

Il persiste encore bien des cas de myopathie pehatge en polysaccharides dont on
ne connait pas, comme chez le Cheval Cob normétidldgie.

Ainsi, une maladie a surcharge en glycogéne, dsecenconnue, a été décrite chez un
chat abyssin. Il présentait des accumulations dgsaocharides résistant a la digestion par
l'amylase, de type amylopectine, dans le cytoplasiee ses cellules des musculaires
squelettiques, cardiaque et dans son systeme meceetral (Langohr & Tanabe 2005).

Un cas humain de myopathie par surcharge polysdadaze vacuolaire, responsable
d’'un déficit des ceintures, sans cardiomyopathé&téadécrit. Le matériel accumulé dans le
cytoplasme des cellules musculaires était résishatd digestion par I'amylase, de type
amylopectine ; de nombreuses mitochondries anosvsd&cumulant autour de la surcharge.
Dans ce cas, aucun déficit enzymatique connu n’&tpal mis en évidence (Caloet al.
1992).

4. Stratégies d’identification de genes d’intérét

Les études génétiques peuvent permettre d’identif@igine moléculaire de ces
myopathies héréditaires. Afin d’identifier un gemajeur qui gouverne une part importante de
la variabilité d’'un caractére, deux types d’appexchont possibles.

4.1. Le clonage positionnel

Une approche repose sur la technique de clonagtopogl. Le développement de
cartes génétiques et génomiques de difféerentecespdont le Cheval (Chowdhaey al.
2002; Penedcet al. 2005; Perrocheawt al. 2006), permet de disposer de marqueurs
génetiques tres polymorphes répartis de facon heneogur I'ensemble du génome. Ces
marqueurs sont utilisés pour cartographier, parlyaeade liaison conventionnelle, des
phénotypes d’'intérét. Pour des genes ayant uhrafigeur, il est possible d’entreprendre une
cartographie fine du gene afin de déterminer I phécisément possible la position du gene.
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Cette approche a été entreprise par I'équipe amigédade Stéphanie Valberg et Jim
Mickelson en 2007 pour étudier la myopathie dévedasppar les chevaux de race Quarter
Horse qui, comme les chevaux Cob normand, accumulerpolysaccharide résistant a la
digestion par 'amylase dans le cytoplasme de léhres musculaires. Avec Molly Mc Cue,
ils ont choisi de réaliser une analyse de typenege scan » en utilisant 105 marqueurs de
type microsatellite répartis sur 31 autosomes,iésuslur 48 chevaux Quarter Horses atteints
et 48 témoins. Leur approche a permis de localesssegment chromosomique entourant la
mutation causale sur le bras court du chromosonm&lBC

Afin de réduire l'intervalle de localisation, 8 eed marqueurs de type microsatellites,
localisés sur ECA10p, ont été étudiés sur 52 chea#rints supplémentaires et 44 nouveaux
chevaux contréles de race Quarter Horse, choisiteltee sorte qu’ils n'aient pas d’ancétre
commun proche (augmentant ainsi les chances denkacaison) et génotypés. Les tests de
chi2 ont alors permis de réduire la région a 3 Kimcadrant par deux marqueurs (COR015
et SCGV030). La carte comparée de 'Homme et dwéalh#ans la région comprise entre ces
deux marqueurs a mis en évidence un géne candoddtionnel, le géne codant pour la
glycogene synthase musculai@YS1 Le séquencage de 'ADNc du ge@G&' S1équin chez
des chevaux sains et atteints a permis de mettévidence un polymorphisme unique : une
substitution G/A qui entraine un changement d’acdené Arginine — Histidine. Cette
mutation s’est révélée présente a I'état hétéraeyfgenotype GA) ou homozygote (génotype
AA) chez la majorité des chevaux Quarter Horsesirdt de myopathie par surcharge en
polysaccharides. Cette mutation a ensuite été relobe chez 750 chevaux atteints de
myopathie par surcharge en polysaccharides derdtiffiés races et a été retrouvée a I'état
hétérozygote ou homozygote chez 356 chevaux deadésrdifférentes dont 5 races de
chevaux de trait (McCuet al.2008).

4.2. L’'approche gene candidat

L’étude de genes candidats physiologiques ou fonogls, choisis parmi des genes
connus dont une altération de la fonction poussgliquer le phénotype morbide observé, est
'approche que nous avons choisie. On cherche aloesmutation dans ou au voisinage d’un
géne candidat puis on teste une liaison et/ou seecation entre I'un ou l'autre allele du
candidat et les différents phénotypes observéscHax de cette approche était lié a nos
contraintes matérielles (échantillon limité a 52wdux dont 19 atteints) et au fait que nous ne
disposions pas, au laboratoire, d’'un panel de neangugénétiques couvrant 'ensemble du
génome du Cheval. L'approche « géne candidat »csgpple bien connaitre le phénotype
considére, c’est pourquoi nous nous sommes attachesciser ce phénotype dans le cas de la
myopathie par surcharge en polysaccharides chezhlegaux Cob normand par des études
histologiques et physiologiques. Nous avons cheécharactériser les Iésions musculaires et
la nature des sucres accumulés et a comprendrendeanismes provoquant ces dépbts
anormaux, dans le but de choisir un ou des gemafsjidat(s). Des genes ayant un effet
démontré dans une autre espéce pouvant fournicatetidats précieux, nous avons comparé
la pathogénie de l'affection équine aux maladiessdecharge glycogénique décrites dans
d’autres especes. Cette étude de candidats aadtgeessur une population dans laquelle la
ségrégation d’'un géne majeur a été mise en évidencecessite donc la constitution de
familles d’'individus sains et atteints.

Cette thése a pour objectif de caractériser la naybig due a une surcharge en

polysaccharides observée chez les chevaux Cob Mdrnfiancais et d’identifier son
déterminisme moléculaire.
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Travaux experimentaux

1. Précision du phénotype

Les Iésions permettant de considérer un animal cermteint de myopathie par surcharge en
polysaccharides demandaient a étre précisées. dé&histologique approfondie qui a permis
d’affiner ces critéres et de définir le phénotysé grésentée dans cette premiére partie de la
these. Ce travail a été réalisé en collaboratioe@le laboratoire d’Anatomie pathologique
vétérinaire de I'Ecole Nationale Vétérinaire de Nes (Dr. Thibaut Larcher et Pr. Yan
Chérel).

Nous avons caractérisé les bases génétiques de yapathie par surcharge de
polysaccharides chez les chevaux de trait Cob nndn@ette race a été fondée au début du
20e siécle, par des croisements entre des étalonsgmng anglais ou arabe et des juments
normandes. Depuis 1945, 10 étalons fondateurs seurent au sein de toutes les lignées
paternelles. Nos investigations nous ont conduitesous intéresser a des animaux d'une
méme lignée au sein de laquelle ségrégue l'affecti® qui garantit le fait que nous étudiions
une entité pathologique unique.

L’étendue de cette étude a I'ensemble des étalmis ormand des Haras Nationaux a

permis de déterminer la prévalence de l'affecticangl cette population. Le phénotype

d’individus appartenant a une méme famille a étéliétdans le but de déterminer le mode de
transmission de I'affection.

i

i
& Wil B 3

Figure 4 b'hoto”‘a”un attelége d’étalons Cob normad
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1.1. Matériel et méthodes
1.1.1. Animaux et prélevements

Desbiopsies musculairesont été réalisées sur I'ensemble des étalons Gaoband
des Haras nationaux (43 chevaux prélevés dont 8Risindans I'étude histologique et
morphométrique). L'étude du phénotype sur les égalmationaux a permis de déterminer la
prévalence de I'affection dans cette population.

De plus, nous avons réalisé des biopsies musesilair des chevaux (3 hongres et 11
juments pouliniéres, dont une jument Percheronppardenant a des éleveurs prives)
suspectés d'étre atteints de myopathie par sureteargolysaccharides, d’apres leur filiation.
Nous avons cherché a analyser la ségrégation datesg phénotypique au sein d’'une famille
de chevaux Cob normand. Pour ce faire, nous awmterché tous les parents et descendants
d’individus présentant des lésions caractéristiqaigsde déterminer leur phénotype et suivre
la transmission du caractere morbide de génératiayénération.

Nous avons également suivi I'évolution des lésiams cours du temps. Un
prélevement musculaire a ainsi été renouvelé 6 aqmigs le premier examen chez 4 étalons
atteints de myopathie par surcharge en polysaadsarCe sont donc 57 biopsies musculaires
(53 chevaux) qui ont été étudiées (étude histolager morphométrique).

Les échantillons de muscle ont été préleves parsi@e musculaires sur des chevaux
tranquillisés (détomidine 0,1 mL/ 100 kg), sousstinésie localefigure 5). Les biopsies (de
1 cnt) ont été pratiquées par un vétérinaire, dans Isctaifessier moyergluteus mediys
sur la croupe des chevaux. Tous les échantillongtEnimmeédiatement immergés dans de
l'isopentane refroidi et congelés dans I'azoteitigupuis conservés a —80°C. Cing biopsies de
1 mnT ont été conservées dans une solution de glycénaldé2,5 % en vue de I'étude
ultrastructurale (microscopie électronique).

Figure 5 : anesthésie locale (injection de lidocaé) avant une biopsie musculaire

23



Nous avons également réalisé un bilan d’extenségsiomhnelle. Uneutopsie a été
pratiguée sur un étalon Cob normand des Harasnaatx de 8 ans, euthanasié en raison
d’'une boiterie sévére persistante. Des échantiltonistté prélevés a partir de 55 tissus et 68
muscles striés. Les prélevements musculaires @npléngés dans de l'isopentane refroidi
dans l'azote liquide puis conservés a — 80 °C. beslevements tissulaires ont été
immédiatement fixés dans une solution de formobkA. 4

1.1.2. Colorations histologiques et analyses

Tous les échantillons musculaires ont été colorés Ip Trichrome de Gomori
(coloration du muscle strié permettant la visusilisades réarrangements des filaments et des
mitochondries), le HES (coloration des acides nguis en bleu par I'Hémalun, des protéines
en rouge par I'Eosine et du collagéne en jaundep@afran) et I’Acide Périodique, réactif de
Schiff (PAS, coloration des polysaccharides en sighaprés incubation a 37 °c pendant 20
minutes en présencecdamylase. Lasensibilité a 'amylasea également été explorée dans
diverses conditions : en présence-dmylase (digestion des liaisons glucosidiquek,4 a
I'intérieur des chaines polysaccharidiques), dstdse @ et 3-amylase, digestion des liaisons
glucosidiquesa-1,4 a partir de I'extrémité non réductrice des Toba externes des
polysaccharides branchés) ou de salive humaineape28 minutes, une heure, 4h ou toute la
nuit a 4 °C.

Descolorations histochimiquescomplémentaires ont été réalisées afin de carsetér
la nature des agrégats de polysaccharides obsgregdes chevaux atteints : Carmin de Best
(coloration du glycogéne), Lugol (coloration diff@tielle selon la longueur des chaines
polysacharidiques), Bleu alcian (mucopolysaccharideides sulfatés), coloration de Hale
(mucopolysaccharides acides), Bleu de toluidinali¢eux électronégatifs), rouge Congo
(chaines protéiqudsplissées qui forment les dépots d'amylose).

Les colorations histoenzymologiques réalisées marquent la NADH-TR
(Nicotinamide Adénine Dinucléotide- Tétrazolium Reéthse) permettant de détecter les
NADH déshydrogénases mitochondriales et I'ATPasefibgillaire et de distinguer les types
de fibres musculaires (type | : riches en enzymeglatives, type Il : pauvres en enzymes
oxydatives).

Une étude morphométrique a été réalisée afin de préciser le pourcentagiboks
présentant des agrégats reésistants a la digestonl'@-amylase et/ou des vacuoles
optiquement vides apres coloration par 'HES. Pdies 300 fibres musculaires ont été
observées par échantillon et les résultats anahm@aNOVA (ANalysis Of Variance).

Les biopsies musculaires conservées dans la soldéqglyceraldéhyde ont été contre
fixées par le tétroxyde d'osmium puis incluses daresrésine Epoxy. Les coupes semi-fines
ont été colorées par l'acétate d'uranyle et lateitde plomb, puis analyséesraicroscope
électronique a transmission

1.2. Résultats
19 chevaux Cob normand, parmi les 52 Cob qui obt sne biopsie musculaire,
présentaient des Iésions caractérisées par langpeéskagrégats intra-cytoplasmiques colorés

par le PAS et le carmin de Best et résistants digastion par bi-amylase dans les fibres
musculaires striées non-oxydativéigire 6). Les dépbts de polysaccharides intracellulaires
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étaient associés a un cytoplasme péle (coloratiorPAS). Parmi les 19 chevaux Cob
normand atteints, il y a 15 méales et 4 femellesygnoe d’age 9,2 ans +/- 5,2 ans) ; parmi les
33 chevaux sains, il y a 27 méales et 6 femelles/émoe d’age 8,3 ans +/- 4,6 ans).

Ce sont au total 20 chevaux (19 Cob normand etRareheronne) pour lesquels un
diagnostic de myopathie par surcharge en polysadesaa été établi. 4 biopsies ont été
réalisées sur les méme chevaux a 6 mois d'intervilbus disposons donc de 24 biopsies sur
lesquelles des lésions caractéristiques sont esilplarmi les 57 biopsies étudiées.

Muscle d’'un cheval atteint de myopathie par surchage en polysaccharides
(coloration a I'hnémalun — éosine — safran)

Présence de dépbts amorphes sous le sarcolesmeegitee des fibres musculaires.

Agrégats de polysaccharides intra cytoplasmiquesléches), résistants a la
digestion par I'a-amylase, dans une région périvasculaire.

Photos Thibaut Larcher, Ecole Nationale VétérindeaéNantes.

Figure 6 : Caractéristiques histologiques de myophte par surcharge en
polysaccharides chez le cheval adulte
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Si I'on considere les 43 étalons Cob normand demddaationaux préleves, 15 sont
atteints de myopathie par surcharge en polysac#sgrsoiB5 % des étalons nationaux

Les agrégats, mis en évidence par les coloration®A&S et au carmin de Best,
présentaient une couleur brune apres coloratiomhepangol et bleue intense apres coloration
de Hale (en présence et absence d’'acide hyalu@nfigure 7). lls n'ont pas été colorés par
le Bleu Alcian, le bleu de Toluidine et le rougengo. Les agrégats polysaccharidiques
étaient résistants a la digestion pam-dmylase quelle que soit la durée d’incubation,
résistants & une digestion courte par la diastasis sensibles & une digestion longue (4
heures ou plus) par la diastase.

% Coloration Hémalun-Eosine-Safran, x40
(fleches longues) vacuoles sous
sarcolemmales contenant un matériel
hypocolorable granuleux, PAS positif, non
résistant a 'amylase

Stockage de polysaccharides (PAS
positifs, amylase résistants) sous forme :
- (fleches horizontales) de lacs centraux
plus ou moins confluents,

- (fleches verticales) et d’agrégats
périphériques dissociant les myofibrilles

| ki - :

Cloratlon de Best

Figure 7 : colorations histologiques du muscle d’ucheval atteint
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Dans la majorité des cas (22 sur 28), les agrémdysaccharidiques étaient associés a
des vacuoles optiguement viddgire 8) bien que le nombre de vacuoles et d’agrégats ne
soient pas corrélés. Quelques chevaux (5) présamtaniguement de rares vacuoles sous-
sarcolesmales. Une jeune jument de un an a rév@isence de vacuoles sous-sarcolesmales
associée a une infiltration mononucléaire modérée.

Figure 8 : Agrégats de polysaccharides résistantla digestion par I'a-amylase associés a
la présence de nombreuses vacuoles

L'’examen des fibres musculaires paicroscopie électronique a transmissiora
montré que la majorité des fibres contenaient utérneh granuleux, libre dans le cytoplasme
(non délimité par une membrane), ressemblant dydogene malgré une densité hétérogene
inhabituelle figure 9). Ce matériel n’était pas réparti uniformément sdléiensemble du
cytoplasme myocytaire : des granules éparpillés deu denses agrégats correspondant
respectivement aux vacuoles et aux agrégats olsseemé microscopie optique. Des
mitochondries en voie de dégénérescence ont égaledté observées, ainsi que des
myofibrilles dégradées (absence de striation etiation).

Microscopie Electronique a Transmission,
x18000

myofibrilles (M), endomysium (E),
sarcolemme (S), glycogene (G),
dégénérescence mitochondriale (D),
enroulement membranaire (fleche)

Figure 9 : Examen d’une fibre musculaire en microsgpie électronique a transmission
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L’ étude morphométriquea permis de classer les 24 biopsies présentardgiégats
polysaccharidiques en deux groupes: un premieupgro(16 biopsies) dans lequel le
pourcentage de fibres Iésées ne dépassait pase3 fibtks examinées et un seconde groupe
(8 biopsies) dans lequel 9 a 30 % des fibres masesl|présentaient des agrégétpife 10).
Alors que dans le premier groupe, les fibres atsigtaient généralement spécifiquement de
type Il (fibres non oxydatives), isolées ou regees dans une région périvasculaire,
présentant des agrégats intermyofibrillaires, dameuxiéme groupe, I'atteinte concernait les
fibores de type | et Il, uniformément réparties ddigshantillon, dévoilant la présence
d'agrégats sous-sarcolesmaux ou intermyofibrillgirsouvent associés a une nécrose
segmentaire.

m = 18,1 +/- 5,7 %x deux présentations histologiques distinctes
n=38

27 | S iaptR et ey s -
Q W O W ®: . ) )
© : » fibres lesées
N 9, i« .. = dispersées
o ” PR . . < agrégats centraux ET
S AR RTINS, S "%, périphériques
@ — '3 835, R « fibres types Il et |
o RN R . <e * nécrose réguliere
S ‘atteinte sévere -
c 15 7
) °
o
c
o - , TRy
O ] —I ! « -« fibres |ésees isolées
8 9 | : périfasciculaires
o :
=2 « agrégats centraux
© v b, surtout
S m = 0,98 +/- 0,92 % e

. n=15 « fibres type Il

é atteinte modéree
0 ; : pourcentage de vacuole non significativement différent

atteinte : modérée séveére (p0,05) ©entre les deux présentations (atteinte moderée ou
séveére) de chevaux atteints

Figure 10 : Caractérisation histomorphométrique

La réitération du prélévement musculaire sur 4 chevaux a permis de mettre en
évidence une augmentation du nombre de fibres masedes agrégats polysaccharidiques
au cours du temps (biopsies prélevées a 6 moisedvalle) pour les deux chevaux qui
faisaient partie du premier groupe (augmentatio®,de des fibres Iésées, pour un cheval,
0,8 % pour le second). Il n'y a par contre pasdkigervé d’augmentation significative du
nombre de fibres atteintes pour les deux autresachequi faisaient partie du deuxieme
groupe (atteinte plus sévere des la premiere l@hpsi

Le cheval atteint euthanasié présentait une ateoptisculaire bilatérale des fessiers
associée a une sévere boiterie du postérieur elroié¢ I'antérieur gauche, boiterie atténuée a
« chaud » et sur terrain mou. La déformation dul ple cheval révélait I'ancienneté des
lésions sous-jacentes. L’examen radiographique idd postérieur droit avait montré une
diminution des espaces inter-phalangiens distaugest Iésions articulaires dégénératives
(articulations P1-P2 et P2-P3). La dissymétrie delombs du cheval, accentuée par une
absence de parage approprié et de ferrure, coairibu’irrégularité des allures du cheval.
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Cet examen locomoteur avait donc permis de metteéevlence des Iésions ostéo-articulaires
anciennes pouvant expliquer sa boiterie sans prsdenses capacités musculaires.

L’examen post-mortemde ce cheval a révélé la présence d’agrégats sofae le
PAS et résistant ad-amylase dans la plupart des muscles striés stigakst a I'exception
de la langue, des masséters, des muscles splemgsie la téte, extenseur ulnaire du carpe et
fléchisseur superficiel du doigt. Toutefois, descu@es ont été observées dans les
échantillons de ces deux derniers muscles. De egWésions du muscle cardiaque, macro et
microscopiques (plusieurs foyers de fibrose myxpidat été observées, associées a la
présence d’'agrégats circulaires présentant les siéaractéristiques histochimiques que ceux
observés dans les muscles striés squelettidigesdq 11). Ces agrégats polysaccharidiques,
résistant a la digestion paatamylase, ont également été observés dans plusieussles
lisses : muscle érecteur du poil, muscle cavermwpénis, muscle lisse de la vessie et
uretere. Le nceud lymphatique inguinal présentatadules mononucléaires contenant des
vacuoles intra-cytoplasmiques de tailles varialffess 15 um) contenant un matériel coloré
par le PAS.

Lésions macroscopiques du myocarde (cheval Cobarmratteint, &gé de 10 ans)
Fleches : multiples nodules de fibrose myxoide

PAS + a-amylase

S ﬁﬁ;w Sl 1w
Muscle cardlaque Presence d agregats PAS poséffsstant a I'amylase.

Figure 11 : Lésions du myocarde
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1.3.Interprétation des résultats
1.3.1. Prévalence et mode de transmission de 'affe  ction

L’étude a porté sur 59 chevaux de race Cob norrpangant étre rattachés a I'un des
étalons fondateurs de la race, dont ils sont delseces sur 7 générations au plus. Parmi eux, il
y a 43 étalons des Haras nationaua. prévalence de l'affection, 35% au sein de la
population des étalons nationauxse révele comparable a celle observée chez msak
de trait Belge américains (36%) (Firshmetral. 2005) mais supérieure au taux de diagnostic
post-mortem a I'abattoir chez les chevaux de @adglais (8%) (McGowart al. 2008). La
prévalence de la myopathie par surcharge en palgaades est donc plus élevée dans des
échantillons de chevaux apparentés et/ou de méreegree parmi une population hétérogene
de chevaux de trait.

Les animaux Cob normand affectés ont tous un ancétnmun. Lorsque I'on regarde
la généalogie des individus atteirffigure 12), tous les animaux atteints ont au moins un
parent atteint. De plus, le croisement d’'un étaimb normand affecté avec une jument de
race Trotteur francais (race dans laquelle cettmydode myopathie n'a pas été décrite) a
produit une jument de phénotype sain et un cheeapliénotype atteint. Suspectant que
I'allele morbide soit absent ou extrémement raezdhs Trotteurs francais, la naissance de ce
cheval croisé, Cob x Trotteur francais, atteintd@pathie par surcharge en polysaccharide,
permet de faire I'hypothése d’une transmissionyge dominant de cette affection. De plus,
males et femelles sont sensiblement autant attesisns que les autres, la transmission serait
autosomique.

La myopathie par surcharge en polysaccharidesdest vraisemblablement une
maladie qui se transmet de facon autosomique dominge. L’identification de la mutation
causale et le génotypage des chevaux de notre tédidmapermettront de confirmer cette
hypothese.
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1.3.2. Méthode et critéres du diagnostic

Sur I'ensemble du cheptel de cette étude, un seolah a présenté des symptdmes
cliniques (boiterie et amyotrophie), or ceux-ci mtaien de pathognomoniques, ils sont
communs a toutes les myopathies. Pour tous lessaaas, seule la biopsie musculaire et
I'étude histologique de celle-ci a détecté les amirn atteints, cette affection étant alors
subclinique ou asymptomatique. La rareté des symgdda également été relevée chez les
chevaux de trait Belge atteints de myopathie pachsuige en polysaccharides. Parmi 37
chevaux de trait Belge atteints, 22 n’avait janfaiésenté de signe clinique de myopathie
(Firshmanet al. 2005). Labiopsie musculaire est donc la seule méthode diagnostique
permettant de déterminer le phénotype des chewaxcertitude.

Des lésions séveres ont été observées dans latfptiggamuscles striés squelettiques
mais les muscles fessiers ont montré une atteiote gevere (Valentinet al. 1997). Les
muscles fessiers constituent donc un site de caqistvilégier pour les biopsies musculaires.
Le préléevement du gluteus medius,techniquement aisé, est donc le muscle de choix
approprié pour établir un diagnostic de myopathie @r surcharge en polysaccharides.
Une biopsie des muscles semi-tendineux et semi-marabx peut également étre pratiquée
pour le diagnostic de la myopathie par surchargeodysaccharides (Valentine 2005).

L’accumulation cytoplasmique diffuse et en quantitéanormalement élevée d’un
polysaccharide de structure différente de celle dglycogéne (résistant a la digestion par
I'a-amylase) dans les fibres musculaireavait été observée et retenue comme critere de
diagnostic dans d’autres races de chevaux (Valeegy. 1992; Valentineet al. 1997). Nous
avons retenu ce méme critére d’inclusion. La détetion du statut des jeunes chevaux qui
présentent seulement des vacuoles sous-sarcolssoptiguement vides sans agrégats de
polysaccharides résistant adamylase, reste controversée (De La Cettal. 2002). Dans
notre étude, une jument d’'un an présentait ce gipaoElle a été considérée comme saine.

1.3.3. Gravité des lésions et leur évolution dans| e temps

Nous avons pu distinguer deux catégories parmclhevaux atteints. Des chevaux
modérément atteints présentant jusqu’a 3% de fibsg®es et des chevaux gravement atteints
présentant 9 a 30% de fibres avec des lésions.chesaux de ce deuxieme groupe
(nombreuses lésions) apparaissent plus agés quedoet I'atteinte était modérée (test de
Mann Whitney, g0,1).De plus, dans notre échantillon de chevaux Cob aodntrois jeunes
chevaux de 3 ans présentent des agrégats peu nomboat la répartition n’est pas uniforme
parmi les fibres. Pour deux des quatre chevaux [@sguels il a été possible de réaliser des
biopsies successives a six mois d’intervalle, chevaodérément atteints lors de la premiére
biopsie, le nombre d’agrégats a augmenté dansiiearges. L'ensemble de ces observations
converge vers unaugmentation du nombre des agrégats de polysacchdes résistant a
la digestion par I'a-amylase avec le vieillissement des chevawbservation qui avait déja
ete faite (Valentineet al. 1997; Valentineet al. 1998)mais n’avait jusqu’alors pas étée
quantifiée. L'affection semble donc s’aggraver aké@ge de I'animal.

L’autopsie d’'un cheval atteint a permis de caradéra spécificité musculaire de la
myopathie par surcharge en polysaccharides quihtoda plupart des muscles striés,
squelettiques et cardiaque, ainsi que les musskessl La présence de Iésions dans le muscle
diaphragmatique telles qu’'observées sur le chevalpaié, avait déja été rapportée chez un
poney Haflinger affecté (Valentine 1999). De pliescceur du cheval présentait de séveres
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lésions de fibrose et une accumulation de polysa@ds présentant les mémes
caractéristiques que celles observées dans lessautrscles striés. Ainsi les morts subites de
chevaux Cob normand, survenues au cours de I'effoitorigine de ce travail de thése,
pourraient étre dues a des défaillances cardiagfuespiratoires.

1.3.4. Nature et localisation des polysaccharidesa  ccumulés

L’accumulation de polysaccharides résistant a Igestion par k-amylase a été
observée dans les muscles lisses et striés, sigedst et cardiaque. Les agrégats observés
dans des macrophages du nceud lymphatique inguiadng sont probablement dus a la
phagocytose de débris polyssacharidiques de fibtessulaires nécrotiques. Il n’a été observé
de Iésion dans aucun autre tissu examiné. Nousoésidonc unenaladie spécifiquement
musculaire qui touche tous les muscles, y compris le cceur, digphragme et
muscles lisses.

Lesfibres glycolytiques de type Il sont préférentiellenent atteintes

La coloration des agrégats par le PAS et le CaduiBest indique qu’ils contiennent
des polysaccharides. Leur résistance a la digespan l'a-amylase différencie ces
polysaccharides du glycogéne. Leur coloration am lpar I'iode et leur sensibilité a une
digestion longue par la diastase distingue la nuiéeaccumulée des agrégats d’amylopectine
décrits chez les poulains Quarters Horses attalatglycogénose de type IV (molécule
colorée par liode du bleu péale au noir, résistamtla diastase) (Rendet al. 1999). La
résistance partielle des agrégats polyssacharigligue enzymes glycolytiques ainsi que leur
aspect granuleux hétérogene observé en microsoépigronique nous orientent vers
'accumulation depolysaccharides présentant des anomalies de branchent par rapport
a la structure du glycogéne normal Leur coloration par le bleu de Hale et la présetie
matériel filamenteux indique qu’'une autre molécule, type mucopolyssacharide acide,
pourrait y étre associée ou qu’il s’agit d'un m@earmle différents polysaccharides.

L’absence de membrane délimitant les agrégats sedymridiques observés en
microscopie électronigue dans le cytoplasme desditmusculaires nous pernaééxclure
une affection lysosomiale

Article 1 : LarcherT, Herszberg B, Molon-NoblotS, Guigand., ChaffauxS, Guerin G,
Chérel Y. Polysaccharide Storage Myopathy in Cob Normand Dtdbrses. Veterinary
pathology, 2008 Vol. 45 154-158.
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2. Etude de la pathogénie de I'affection

Afin de comprendre I'étiologie de l'affection et deoisir des génes candidats, nous avons
cherché a définir sa pathogénie par une approchgsioiogique et fonctionnelle. Une étude

intégrative, menée en collaboration, nous a peras réaliser des tests d’effort, tests

enzymatiques et des tests de tolérance au gludétse. une approche transcriptomique

(hybridation compétitive de transcrits musculairds chevaux sains et atteints ) a été
conduite afin d’identifier les voies métaboliquespliquées.

2.1. Etude physiologique

2.1.1. Matériel et méthodes

2.1.1.1. Tests d'effort

Deux étalons Cob normand des Haras nationaux &ttéegnmyopathie par surcharge en
polysaccharides et deux étalons témoins ont effeatu parcours d’attelage comparable a
celui de I'épreuve du marathon. Un couple de chewvagés de 11 ans, un malade et un
témoin, ont été attelés en paire a un attelaged@iekg dans lequel ont pris place 4 passagers.
Pendant 2h30, a une vitesse moyenne de 7,3 kniésgei maximale 23,6 km/h), ils ont
marché, trotté et achevé le parcours par une pliésffort intense au galop, avec
franchissement d’obstacles (épreuve type E du mamat Deux jeunes chevaux, un étalon
atteint et un témoin, de respectivement 4 et 3 @amisété attelés individuellement, effectuant
un parcours de 1h15 et 2h a une vitesse moyenin@dan/h (vitesse maximale 17,2 km/h).

Figure 13 : Photo d’'un étalon Cob normand attelé rélisant le test d’effort (au trot)
Un cinquiéme étalon Cob normand de 10 ans, attiinnyopathie par surcharge en

polysaccharides, a réalisé un test d’effort suistapulant, a 'Ecole Nationale Vétérinaire
d’Alfort, avec la collaboration d’Aude Girauddigure 14). Il a trotté et galopé pendant 3
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minutes, sur 3 paliers d’effort croissant, de A &&/h avec une pente de 0 a 3,8%. Des
bilans hématologique et biochimique (activité dectéatine kinase, de l'aspartate amino-
tranférase, glutathion peroxydase, superoxyde daseu quantités de fibrinogéne,
triglycérides, glucose et calcium) ont été réalig@sr tous les chevaux, avant et apres l'effort,
des mesures de lactatémie ont été réalisés aéxedits paliers du test sur tapis roulant.

Figure 14 : test d’effort sur tapis roulant

2.1.1.2. Mesure de l'activité des enzymes glyco(@gdlytiques

La quantité de glycogéne intramusculairea été évaluée dans des homogénats de
muscles d’'un cheval étalon atteint de 17 ans et dtalon témoin de 12 ans par une méthode
colorimétrique (Hers 1964). L'activité de la myoghpborylase a été déterminée par le dosage
colorimétrique du phosphate inorganique libéré Ides la réaction réversible suivante :
glycogene (n) + glucode-1-F> glycogene (n+1) + Pi. La mesure de l'activité de |
phosphorylase se fait donc dans le sens glycogatietique. L'activité de la
myophosphorylase a été mesurée en présence (pingssko totale) et absence
(phosphorylase active) d’adénosine mono phosphatetivité de 'enzyme débranchante du
glycogéne (AGL) a été mesurée dans les biopsiecutaies par la quantification de la
dégradation d’'un substrat de type dextrine limitaie et al. 1991). Une mesure indirecte de
leffet stimulateur de I'enzyme branchante du gbyeoe (GBE) sur [lactivité de
polymérisation du glucose a partir de glucose-1p&; la myophosphorylase, a permis
d’estimer l'activité de I'enzyme branchante ches deux individus (Brown & Brown 1966).

La glycolyse anaérobie a été étudiée in vitro pamlesure du lactate formé a partir de
différents substrats : le glycogéne et des hexpbesphates, produits intermédiaires de la
glycolyse. Cette étude a permis d'évaluer le paegtycolytique des animaux atteints.
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2.1.1.3. Test de tolérance au glucose

La tolérance au glucose de quatre étalons Cob masndont deux chevaux atteints de 5
et 10 ans pesant chacun 750 kg et deux étalonsrngme 4 et 10 ans, pesant respectivement
700 et 800 kg, a été étudiee. L'expérience a etéemen juillet. Les chevaux venaient du
méme Haras, avaient le méme type d’entrainemegtevaient la méme alimentation (foin et
avoine). lls ont été placés a jeun, au box, laprdtédent le test, avec toutefois un libre acces
a I'eau. Un cathéter a été placé dans leur veip@lgire gauche et a permis d’administrer une
solution de glucose 50% en bolus (0,5 g de glué¢dgy. L'expérience a débuté a la méme
heure pour les quatre chevaux. Des prélevementamig ont été faits a I'aide du cathéter,
dans des tubes héparinés 2, 4, 8, 16, 30, 60,21),1B0 et 240 minutes aprés l'injection
intraveineuse du glucose. La glycémie a été mespateune méthode électrochimique
immédiatement apres la collecte du sang. La qéadtibsuline dans le plasma a été dosée
par radio-immunologie.

2.1.2. Reésultats

2.1.2.1. Tests d'effort

Tous les chevaux ont terminé les tests d’effors ggBsenter les symptémes d’un « coup
de sang ». Un cheval atteint (étalon de 4 anspantant présenté une boiterie qui n’a pas pu
étre imputée a une Iésion articulaire ou tendineuse
L’électrocardiogramme du cheval de 10 ans atteinégistré aprés un test d’effort sur tapis
roulant était normalfigure 15).
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Figure 15 : Electrocardiogramme normal d’'un chevalatteint
au cours du test d'effort sur tapis roulant

Les bilans hématologiques de tous les chevaux furermaux. Cependant, deux
chevaux atteints ont montré une élévation de Vdétide leur créatine kinase (> 300 U/L)
et/ou de leur aspartate amino transférase (> 3&), 0é qui témoigne d’'une rabdomyolyse
modeérée, sans autre signe de perturbation métaedtableau 2.

36



Cheval Statut Age Poids (kg)| Durée de | Temps|Créatine Aspartate
(années) I'épreuve kinase amino
(heures) transferase

1 atteint 10 750 0,3 T0 183 348
1 atteint 10 750 0,3 Tl 181 368*
2 sain 11 748 2,5 TO 101 184
2 sain 11 748 2,5 Tl 115 191
3 atteint 11 768 2,5 T0 630* 630*
3 atteint 11 768 2,5 Tl 2307* 771*
4 sain 4 700 2 T0 149 226
4 sain 4 700 2 Tl 279 236
5 atteint 3 685 1,5 TO 121 183
5 atteint 3 685 1,5 Tl 166 185

Taux sériques de créatine kinase et d'aspartate aminotransférase avant (TO) et apres (T1) les tests de
tolérance a l'effort, sur tapis roulant pour le cheval 1 et a I'occasion d'une épreuve attelée de type
marathon pour les chevaux 2, 3, 4 et 5. Deux chevaux atteints de myopathie par surcharge en
polysaccharides (chevaux 1 et 3) présentent un taux élevé de créatine kinase (>300 U/L*) et/ou
d'aspartate aminotransférase (>350 U/L*), signes d'une rabdomyolyse modérée.

Tableau 2 : bilan biochimique des tests d’effort

Le test sur tapis roulant a permis de mesurer uéeation de la lactatémie avec
'accroissement de l'intensité de I'effort chezcleeval atteint de 10 ans (6,5 g/L a 19 km/h
avec une pente de 1,6%, fréquence cardiaque =dlgatjpns / min, 11,3 g/L a 21 km/h avec
une pente de 3,8 %, fréquence cardiaque = 148tfmrsd min).

2.1.2.2. Evaluation de I'activité des enzymes gly@@no)lytiques

Les résultats des mesures d'activité des enzyme(geno)lytiques sont présentes
dans letableau 3.Le test de glycolyse anaérobie a montré que I'é@qugnt enzymatique du
muscle du cheval atteint réduit le glycogene, legdelP, le glucose6P, le fructose6P, et le
fructose 1,6BP en lactatd. n'y a donc pas de déficit enzymatique glyco(génlytique
complet dans le muscle de ce cheval présentant umeyopathie par surcharge en
polysaccharides. Cependant, la glycolyse anaérobie semble 30% mefficace dans le
muscle de ce cheval atteint que dans celui d’'ui@sain.

La myophosphorylase active et 'enzyme branchanteglgicogene (GBE) ont une activité
doublée chez le cheval malade. L’enzyme débranehduntglycogene est 20% moins active
dans le muscle de I'animal atteint.
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Unitt | Cheval sain |Cheval atteinf
glycogéne g% 2,2 4,9
myophosphorylase
active (- AMP) Ulg 124 28"
totale (+ AMP) U/g 94 103
enzyme débranchante U/g 1,58 ¢ 1,31°¢
enzyme branchante Ulg 20,9° 38,8°
pmol de lactate formé / g
substrat de muscle / 30 min
Cheval sain | Cheval atteint
glycogene 160 132
glucose-1P 392 256
glucose-6P 448 290
Fructose-6P 476 268
Fructose-1,6BP 138 94

Evaluation de la glyco(géno)lyse anaérobie

Les activité de la myophosphorylase active” et de I'enzyme branchante du glycogéne® dont doublées dans le

muscle du cheval atteint. L'enzyme débranchante du glycogéne® est 20% moins active dans le muscle du cheval
affecté. L'évaluation de la glyco(géno)lyse anaérobie montre que I'équipement enzymatique du cheval atteint de
myopathie par surcharge en polysaccharides permet de dégrader le glycogene en lactate. Il n'y a pas de déficit
total d'activité d'une enzyme intervenant dans le métabolisme du glycogéne dans le muscle du cheval atteint

Résultats du laboratoire de biochimie de I'hédiabrousse, a Lyon

Tableau 3 : Evaluation des capacités glyco(géno)igities et des activités des enzymes
branchante et débranchante du glycogene

2.1.2.3. Test de tolérance au glucose

L’évolution de la glycémie des quatre chevaux qutisubi le test de tolérance au glucose est
semblablgfigure 16).

Cheval Cheval
Cheval sain atteint Cheval sain atteint
10 ans 10 ans 4 ans 5 ans
Aire sous les courbes d’insulinémie
(en pU.min".mL™) 17314 14714 10606 8417
Pic tardif d'insulino-sécrétion
(en pU.min™".mL™) 115 76 54 45

Tableau4 : Analyse de I'évolution de I'insulinémie lors test de tolérance au glucose

Les deux chevaux les plus agés (sain et attelgydnt plus d’insuline que les deux
chevaux plus jeunesapleau 4. L’age a un effet statistiguement significatif£,02) sur la
toléerance au glucose de ces animaux (chevaux &géstant a linsuline). Lorsque I'on
analyse l'effet de l'atteinte par la myopathie mamrcharge en polysaccharides chez les
chevaux de méme age, on observe un effet stagstignt significatif au seuil de 10% (test
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ANOVA, p = 0,0545).Les
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Figure 16 : tests de tolérance au glucose

300

chevaux atteints sont plus sensibles a l'insné que les

—— Sain agé

—— Atteint agé
Sain jeune

—>¢— Atteint jeune

300

—e— Sain agé
—m— Atteint agé

Sain jeune

——>¢— Atteint jeune

39



2.1.3. Interprétation des résultats

Les tests d’effort n'ont pas permis de reconstitiesr circonstances déclenchant la
crise ou « coup de sang ». Cependant, un chewahtast présenté, au cours de l'effort, une
boiterie probablement liée & une douleur musculaire

L’électrocardiogramme du cheval atteint de 10 afes suite du test sur tapis roulant,
est resté normal. Il s’agit pourtant de l'individuthanasié par la suite sur lequel des Iésions
cardiaques importantes, macro et microscopiques,étin constatées (fibrose myxoide et
accumulation d’agrégats de polysaccharides résiatdo-amylase dans les cardiomyocytes).
Les lésions cardiagques observées post-mortem pasitentrainé de troubles fonctionnels
dans les conditions de I'effort demandé.

Deux des trois chevaux Cob normand atteints de atligg par surcharge en
polysaccharides ont présenté une élévation de kawps de créatine kinase et d’aspartate
amino-transférarses sériques, aprés l'effort. Ceattgmentation des taux enzymatiques
s’explique par la rhabdomyolyse. Une telle lyse colmre a été  observée chez d'autres
races chevaux de traits (Valentine 1999) ainsi ghez des chevaux Quarter Horses
présentant cette affection (Valbeeg al. 1999). La lactatémie des chevaux Cob normand et
Quarter Horses atteints de myopathie par surcharggolysaccharides s’éléve aprés un
exercice d’intensité submaximale (Valbeigal. 1999). Les testm vitro ont confirmé que le
muscle d’'un animal atteint disposait de I'équipetreamzymatique permettant de produire du
lactate a partir de différents substrats (glycogéinproduits intermédiaires de la glycolyse).
Cependant, la quantité de lactate produite paruscie des chevaux Cob normand et Quarter
Horses (Valberget al. 1992) atteints de myopathie par surcharge en aotysrides reste
moins importante que celle des chevaux témoinsuAuEficit enzymatique complet parmi
les enzymes intervenant dans le métabolisme dwglye, de la glycogénogénéese et de la
glycogénolyse, n’a pu étre détecté comme cela @tngule cas pour différentes glycogénoses
décrites chez 'Homme et les autres animaux (Walvb983; Tsujincet al.2000).

Les tests de tolérance au glucose ont montré umebdéé a I'insuline liée a I'age.

Pour une régulation de la glycémie comparable, desvaux plus agés requierent une
élévation de linsulinémie plus importante (Malingki et al. 2002). Le deuxiéme facteur
influencant la réponse au test de tolérance awgiest le statut sain ou atteint de myopathie
par surcharge en polysaccharides. Les chevaux ©omamd affectés témoignent d’'une
sensibilité a l'insuline accrue par rapport auxwehe témoins de méme age. Les chevaux
Quarter Horses atteints de myopathie par surchemgeolysaccharides présentent également
une sensibilité accrue a linsuline (De La Code al. 1999). Cette augmentation de la
sensibilité a I'insuline, qui semble liee a uneréatet une incorporation plus importante du
glucose dans les cellules musculaires, n'est poupas corrélée a une augmentation du
nombre de transporteurs du glucose GLUT4 ou de=ptéars a I'insuline (Annandakd al.

2004).
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2.2.Etude par des techniques de génétique fonctio  nnelle
2.2.1. Matériel et méthodes

L’expression des genes a été étudiee a l'aide dpwoe équine a oligonéucléotides
qui comprend 384 transcrits (334 sondes nucléair&® sondes mitochondriales), congue par
le Réseau National des Génopoles. Les genes mésearia biopuce ont été choisis pour leur
réle important dans l'organisation du muscle et fétenction musculaire (contraction,
meétabolisme énergétique, inflammation). Les 334egenucléaires ont été annotés en
recherchant les génes orthologues humains aveugdlssilis présentaient des homologies de
séquence. Parmi les 50 géenes mitochondriaux, 18ntqabur des sous-unités protéiques de la
chaine respiratoire, 22 pour les ARNs de transte?tpour les ARNs ribosomaux. Les sondes
ont été amplifices et déposées sur une lame de veoouverte d'un hydrogel (Schott
Nexterion) par un robot (Microgrid). Il s’agit dea Ipremiere puce a oligonucléotides
consacrée a I'étude de I'expression des genes ldamsiscle du Cheval. Elle a été validée
pour différentes races par le Laboratoire de GégoeFonctionnelle, en septembre 2006.

Le niveau d’expression des genes de 7 chevaux@ttmdbmparés a 6 chevaux sains a
ete étudié (4 femelles et 9 males, agés de 4 ad)7 lze phénotype sain / atteint des chevaux
a été déterminé par I'étude histologique de leap&ie musculaire (prélévement chirurgical
du glutéus médius), c’est a dire grace a la miseégidence d’agrégats de polysaccharides
résistant a la digestion par 'amylase chez lesvidds atteints. L’étude transcriptomique a
ete réalisée a partir d’échantillons du méme mupoddevés avec un trocart, permettant la
standardisation du prélévement (site, profondeguantité de muscle prélevédigQre 17).

Figure 17 : Photo du trocart pour prélevement musclaire

Les ARNSs totaux ont été extraits a partir des b@ypsnusculaires (extraction au
phénol-chloroforme). Leur concentration a été didde I'absorbance mesurée a 260 nm
avec un spectrophotomeétre (Nanodrop), leur puretétéavérifiée par mesure du ratio
d’absorbance 260 nm / 280 nm (ratio proche de Buetintégrité évaluée par électrophorese
capillaire (RNA 6000 Nano Labchip). Les ARNs (1 upgpt ensuite été amplifiés par
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I'incorporation de nucléotides portant un groupetranino-allyl UTP. Apres purification, les
ARNSs amino-modifiés ont été lieés a des marquewrsrdiscents bicolores par fixation sur les
groupements allyl, de groupements ester liés aardithrome (méthode indirecte). Les deux
fluorochromes utilisés, la Cyanine 3 (Cy3) et laafiipe 5 (Cy5), ont été respectivement
associés aux ARNs « poolés » des chevaux sainscéiRNs d’un cheval atteint. Les ARNs
marqués ont ensuite été mélangés et hybridés da fagmpétitive sur une méme puce. Afin
d’'atténuer le déséquilibre d’incorporation et d'ésidn du signal entre les deux
fluorochromes ainsi que leur différence de stahilin marquage et une hybridation en
flip/flop (dye-swap) a été réalisé pour chaque étihan (dupliquat technique). L'intensité de
la fluorescence de chacun des deux marqueurs (38 et Cy5 635 nm) a été détectée par
un scanner (GenePix 4000B laser scanner). Les sBnage été analysées avec le logiciel
GenePix Pro 6.0, puis les mesures de lintensitéladdéluorescence des spots ont été
normalisées et filtrées avec le logiciel Gene Sprires données ont été normalisées par une
meéthode de régression (LOWESS) qui permet de peeadrcompte I'absence de relation
linéaire entre les intensités. Pour chaque éclamtiet pour chaque geéne, un ratio
d’expression a été obtenu (Muchetr al. 2006). Ce ratio correspond au rapport du niveau
d’expression du géne considéré dans le muscle dwathatteint par rapport au niveau
d’expression de ce méme gene dans le « pool » dssles de chevaux sains témoins.

La distribution des ratios a été normalisée ersatit une transformation
logarithmique. Le test t de Student a été utilisérp’analyse statistique des résultats. Les
valeurs avec p < 0,05 ont été considérées commesigmificatives.

2.2.2. Résultats

2.2.2.1. Genes différentiellement exprimés

Trente trois pour cent des 384 genes présentsaspude se sont hybridés avec les
transcrits musculaires de nos chevaux. Parmi c@gyéBes dont le niveau d’expression peut
étre comparé entre individus sains et atteintsgéliies sont significativement plus exprimés
chez les chevaux atteints (ratio > 1,5) et 32 sooihs exprimés chez les malades comparés
aux témoins (ratio < 0,66). Parmi les génes sumgw chez les chevaux atteints,
l'interleukine 18 I'est massivement (6 fois plug®s genes CTSS (cathepsine S, protéase
lysosomiale), LUM (protéoglycane extracellulair€)D44 (récepteur membranaire), FN1
(fibronectine 1) et GSTO1 (glutathion S transféyasent deux fois plus exprimés chez les
chevaux atteints de myopathie par surcharge ersaatparides. Les genes dont I'expression
est réprimée chez les malades (ratio < 0,66) ses¢rgiellement des ARN de transfert
mitochondriaux ainsi que SLC2A2 (transporteur ducgbe GLUT2), PRKCA (protéine
kinase impliquée dans la mobilité cellulaire) etGHEA (facteur de croissance impliqué dans
'angiogénese et la prolifération cellulaire).
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Entrez gene Ratio normalisé
Nom du gene D des genes P-value <0.05
modulés
IL18 3606 6,20 0,00
CTSS 1520 3,17 0,00
LUM 4060 3,15 0,00
CD44 960 2,42 0,00
FN1 2335 2,17 0,01
GSTO1 9446 2,03 0,00
VCAM1 7412 1,98 0,03
ITGB1 3688 1,87 0,00
CXCR4 7852 1,81 0,03
HIF1A 3091 1,73 0,00
ITGB2 3689 1,70 0,00
HSPAS5 3309 1,69 0,01
GNAS 2778 1,63 0,00
CD69 969 1,62 0,03
LTF 4057 1,58 0,02
GSK3B 2932 1,50 0,00
TNFRSF4 7293 0,66 0,00
IGHE 3497 0,66 0,00
ATP5I 10632 0,66 0,00
UCP2 7351 0,66 0,01
Lys-ARNt_ TRNK |4566 0,65 0,00
ND3 4537 0,64 0,00
ND6 4541 0,63 0,00
ATP2A1 487 0,62 0,00
TNFSF13B 10673 0,62 0,00
Gly-ARNt TRNG [4563 0,62 0,00
NFKBIB 4793 0,59 0,00
PLCG2 5336 0,58 0,00
ND5 4540 0,57 0,00
ND3 4537 0,57 0,00
SLC25a17 10478 0,57 0,00
SRI 6717 0,57 0,00
Val-ARNt TRNV 4577 0,56 0,00
Asp-ARNt_TRND |4555 0,55 0,00
ND5 4540 0,54 0,00
PDE4D 5144 0,54 0,00
Ser-ARNt_TRNS2 [4575 0,50 0,01
lle-ARNt TRNI 4565 0,49 0,00
SLC25a15 10166 0,48 0,05
Leu-ARNt TRNL2 |4568 0,44 0,00
Trp-ARNt TRNW |4578 0,40 0,00
Thr-ARNt_TRNT |4576 0,40 0,00
Pro-ARNt TRNP ]4571 0,39 0,00
VEGF 7422 0,37 0,00
PRKCA 5578 0,37 0,00
SLC2A2 6514 0,35 0,00
Ala-ARNt_ TRNA 4553 0,35 0,00
Tyr-ARNt TRNY |4579 0,35 0,00
Asn-ARNt_TRNN |4570 0,33 0,00
Cys-ARNt_ TRNC |4511 0,28 0,00
GIn-ARNt TRNQ ]4572 0,21 0,00

genes induits
génes réprimés

Tableau 5 : genes dont I'expression est modulée ahes chevaux atteints de myopathie
par surcharge en polysaccharides
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2.2.2.2. Fonctions cellulaires activées ou réprimget perturbations métaboliques
chez les chevaux présentant une glycogénose musaela

Les génes dont I'expression est significativementiuhée ont été classés, a l'aide du
logiciel Ingenuity, suivant les fonctions cellukedr ou voies métaboliques dans lesquels ils
interviennent. La synthése protéique, l'apoptose, nhouvement, la croissance et la
prolifération cellulaires sont les fonctions daesduelles sont le plus impliqués les genes
différentiellement exprimés. La phosphorylation daive, la synthése d’ubiquinone
(coenzyme Q10), le métabolisme des aminosucree etétabolisme des purines sont les
principales voies métaboliques mises en exergud'gralyse des génes modulés. Les voies
de signalisation associées aux récepteurs coupiépratéines G, NF-kappaB, VEGF et IL6
sont également touchées. Ainsi, les chevaux adtedt@ myopathie par surcharge en
polysaccharides semblent subir des perturbatioriabukques liées a I'hypoxie, la voie NF-
kappaB, la fonction mitochondriale et le stressdatiy.

Une analyse avec le programme Predictsearch, aefsbrtir des liens fonctionnels entre les
genes différentiellement exprimés. Ceux-ci sont liguygés dans la glycolyse, la chaine
respiratoire, I’hypoxie, la synthése du glycogéniémlammation musculaire.

» Inhibition du métabolisme oxydatif :
Un nombre important de genes mitochondriaux (ARNrdasfert, ND2, ND3, ND5, ND6,
COX2 et COX3) sont sous-exprimés dans le muscle idéwidus atteints. Des genes
nucléaires impliqués dans le métabolisme aérobig également sous exprimés (UCP2,
GNAS, SLC25al17, SLC2A2, ATP5L, ATP5J, ATP5D et AFR5

» Exacerbation de processus inflammatoires :
La surexpression de genes tels que l'interleukiBe(IL18), CD44, CD69, CTSS, FN1,
HSPAS, ITGB2, VCAM, CXCR4, LTF, GSTO1 et LUM revelm processus inflammatoire
chronique.

» Liens entre les différentes voies modulées et lmbwdisme du glycogéne :

La figure 18 illustre les interactions entre I'IL18, égalemémipliguée dans le processus
inflammatoire, et le métabolisme du glycogéne. L18 réprime I'activité de la glycogéne
synthase kinase GSK3beta (inhibitrice de la glyoegéynthase), elle-méme surexprimée.
L’augmentation de l'activité de I'lL 18 induit égahent la levée d’inhibition du facteur de
transcription lié a I'hypoxie H1F1A, lui aussi sypgimé. La sous-expression de VEGFA
limite la néovascularisation et I'oxygénation désds musculaires.
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et sigaling inflammatoire, et le métabolisme du glycogene.

» Le niveau d’expression d’'autres genes dont la foncdemble pertinente, en lien avec
I'affection étudiée, est modifié. Ainsi les geneslant pour ENO1, énolase impliquée a la fin
des réactions de la glycolyse (dans la formatiopluesphoénolpyruvate) et I'érythropoiétine
(EPO) sont surexprimés. Les genes codant pour PYipliquée la glycogénogenése
(phosphorylase hépatique), I'lL6ST et I' IL7 impliées dans la voie de signalisation des
lignées cellulaires hématopoiétiques, MIF, impliqlens la régulation de l'inflammation
cellulaire, sont sous-exprimés.

GSK3Beta, PYGL et GLUT2 sont les seuls génes raliésctement au métabolisme du
glycogene dont I'expression est modifiée.
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2.2.3. Interprétation des résultats

L’analyse de I'expression des genes dans le masdechevaux atteints de myopathie
par surcharge en polysaccharide révéle les pettonisa métaboliques liees a cette
glycogénose équine. Elle ne permet cependant pasetiiee en évidence un ou plusieurs
géenes dont nous suspections gu’ils soient a l'oeigde la maladie. On observe une
inflammation musculaire chronique et les conségegmttune hypoxie sévere associée a une
nette diminution du métabolisme énergétique oxydati

Parmi les génes impliqgués dans le processus infioire, I'lL 18 est celui dont le
niveau d’expression est le plus intensément augimestiivent, par leur ratio d’expression
entre chevaux atteints et témoins, CTSS, LUM, C»#4EN1. Le géne LUM code pour une
petite molécule de type protéoglycane sulfaté qutigipe a la fibrillogenése du collagene
dans le processus cicatriciel. D’autres genes bexpression est stimulée dans ce contexte
pathologique avaient déja été impliqués dans desepsus inflammatoires et cicatriciels
comparables : I'IGF2 participe a la différenciatides myoblastes (Erbast al. 2003), le
gene CXCR4, qui code pour un récepteur des chémskest impliqué dans l'inflammation
et la cicatrisation lors de myopathies idiopathgjaeez 'Homme (De Paepe al.2007).

L’expression de I'lL18, facteur d’induction de Iterféron gamma, jouant un role dans
lactivation du systeme immunitaire, la proliféeat [linfiltration, I'apoptose et la
cytotoxicité, est augmentée de fagon tres impaetdrdtio = 6,2) chez les chevaux atteints.
Chez ’lhomme, la concentration plasmatique d’IL$8un indicateur de risque d’infarctus du
myocarde (Zirliket al.2007). Le taux circulant d’IL 18 pourrait étre omarqueur plasmatique
potentiel permettant de dépister les chevaux prédés a la glycogénose musculaire.
L’augmentation de I'expression de I'lL 18 chez mbgvaux atteints, a mettre en relation avec
le processus inflammatoire, indwia des phosphorylations / déphosphorylations en dasca
une augmentation de I'activité de la glycogenelsyse (GYS)A contrarig I'accroissement
de la transcription de GSK3-Beta induit une augmgim de son activité phosphorylase et
linhibition, sous sa forme phosphorylée, de lacglyene synthase. Le faible niveau
d’expression de PYGL indique une faible activit§cglgénolytique. GSK3beta inhibe le
facteur inductible lié a I'nypoxie (HIF1A) qui inte a son tour VEGFA dont I'expression est
atténuée chez les chevaux affectés alors qu’il jpusble central dans la néovascularisation et
I'oxygénation des fibres musculaires en voie deénégation. Le faible niveau d’expression
de I'lL6ST et de I'lL7 va également dans le senané’ aggravation de I'hypoxie. Mais
'expression du gene de 'EPO, facteur trophiqudadiignée érythropoiétique et initiateur la
synthése d’hémoglobine, est augmentée. Pour sit@einti-apoptotique et protecteur vis-a-
vis de I'hypoxie, 'TEPO est notamment utilisée ddasprévention et le traitement des
maladies cardiovasculaire et de [linsuffisance ieape (Manolis et al. 2005).
L’augmentation de son expression pourrait attéleseeffets déléteres de I'inflammation.

L’hypoxie peut également étre mise en relation avatération du metabolisme
oxydatif mitochondrial. La perturbation de l'act&i mitochondriale est révélée par la
diminution de I'expression des ARNs de transfertoctiondriaux et par la régulation
négative de I'expression des sous unités des erzymda chaine respiratoire (ND2, ND3,
ND6, COX2 et COX3). Des genes nucléaires associésmatabolisme oxydatif des
mitochondries sont également sous-exprimés (GNAE2SA15, SLC2A2, ATP5L, ATP5J,
ATP5D et ATP5H). La diminution du niveau d’expresside GLUTZ2, qui facilite le transport
passif du glucose a travers la membrane, a pouwséguence la moindre disponibilité du
glucose pour la synthése de glycogene ou la glgeoly
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La protéine kinase C alpha (PRKCA) joue un réleiqgtfépique dans des voies
meétaboliques telles que la voie des MAP kinasespia de signalisation VEGF ou celle du
calcium. La diminution de son expression peut affeces différentes voies de signalisation.

Parmi les fonctions activées, I'inflammation musind est la plus significative, avec
notamment une importante augmentation de la trgmien du gene de I'IlL18. Cette
inflammation chronique stimule les processus dicats. Cependant, la néovascularisation et
'oxygénation des fibres musculaires en régénématont limitées par I'hypoxie. Le
métabolisme énergétique des cellules semble lipatda stimulation de la glycogénogénése
(inactivation de la GS kinase3 beta par I'lL18,i\ation de GYS et mise en réserve du
glucose), la diminution de la glycogénolyse (intidyi de I'expression de PYGL), la
limitation de la biodisponibilité du glucose (dimiion de I'expression de GLUT 2) et surtout
la diminution des phosphorylations oxydatives nmadriales.

Dans ce contexte de diminution de la biodisporniliu glycogéene, nous allons
étudier plus précisément le gene équin codant gnayme débranchante du glycogéne.

Article 2 :

Barrey E, Mucher E, Jeansoule N, Larcher T, Guiganderszberg B Chaffaux S, Guerin
G, Mata X, Benech P, Canale M, Alibert O, Maltergadrol X. Gene expression profiling in
equine polysaccharide storage myopathy revealeldnimfiation, glycogenesis inhibition,
hypoxia and mitochondrial dysfunctions. BMC Vetaryresearch, 2009. Vol. 5, (29).
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3. Caractérisation structurale et fonctionnelle d'un gene candidat
intervenant dans le métabolisme du glycogene

Un important travail de génétique moléculaire a doit a la caractérisation d’'un gene
candidat, le géne de I'enzyme débranchante du gBm® (ou amylo-1,6 glucosidase) du
Cheval. L'étude détaillée de ce géne et de sdérelits transcrits (structure du géne,
localisation, polymorphismes et expression) appdds connaissances fondamentales utiles
a I'étude d’association génétique qui fera I'obgiet la derniére partie.

3.1.Choix du géne candidat

Les éléments dont nous disposions au moment dx alioh géene candidat étaient les
suivants :

v/ L’étude histologique a précisé le phénotype dewidds atteints, ce qui détermine,
contrario, celui des individus sains. Ce phénotype est défiar les inclusions
cytoplasmiques, dans les fibres musculaires, dgspotharide anormal, colorées par le PAS,
résistantes a la digestion par I'amylase mais Isiessa une digestion longue par la diastase et
de vacuoles sous-sarcolemmales dans ces fibresulawmes d. Ces amas de glycogéne
anormal ne sont pas entourés d'une membrane, ceayuiet d'écarter l'implication d'une
maladie lysosomiale.

v' Cette étude histologique plaide pour I'accumulatitenpolysaccharides de structure
anormale par rapport a celle du glycogéne nornalctsire consécutive a des branchements
anormaux. Chez I'Homme, comme chez dautres espeoéwales, I'accumulation de
polysaccharides ayant des anomalies de branchessertbservée lors de modification de
l'activité des enzymes branchante et débranchamtglytogene, de déficit d'activité de la
phosphofructokinase ou de mutations de la glycoggméhase (Harvegt al. 1990; Amato
2000; Rabenet al. 2001). Ici, I'aspect vacuolaire des lésions nougente vers une
glycogénose de type llI (déficit d’activité de Iame débranchante) (DiMauet al. 1979).

v' L’accumulation de glycogéne dans le muscle estignég par les résultats de I'étude
enzymatique. Cette étude a permis d’écarter plusiemzymes dont une diminution de
l'activité ne peut étre mise en cause dans l'ajppardu phénotype morbide, notamment la
myophosphorylase et I'enzyme branchante du glyedess premiers résultats de dosages ne
nous ont pas clairement orientés vers un genecpheti. Nous avons cependant constaté que
l'activité de I'enzyme débranchante du glycogénaité&ie 20% inférieure chez un cheval
atteint a celle mesurée chez un cheval sain.

v' Cette myopathie des chevaux Cobs normands acifiedonc pas la méme origine
gue celle décrite chez les poulains Quarter Harae ces derniers présentent un déficit en
enzyme branchante (Valbery al. 2001). Part ailleurs, la sensibilité a la digastpar la
diastase et la coloration différente par I'iodetidigue le polysaccharide accumulé chez les
chevaux Cob normand de la molécule de type amytm@ecetrouvée chez les poulains
Quarter horse porteurs d’une mutation de I'enzymandhante du glycogene. L'origine
distincte de ces deux glycogénoses equines étiisiirle du fait de manifestations cliniques
tres différentes : le déficit en enzyme branchaptevoque des symptdmes généraux chez de
jeunes poulains qui meurent dans les premiéresiseméde vie alors que les chevaux Cobs
normand présentent des symptomes plus discretsiigaiement musculaires (tremblements,
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myosite, intolérance a l'effort) et lorsque la msutvient, elle est brutale et consécutive a un
exercice physigue. La myopathie observée chezhlegatix de trait ne semble donc pas due a
un déficit d’activité de I'enzyme branchante duagigéne.

v' L'étude histologique a également montré I'étendssutaire de I'affection : les Iésions
sont spécifiguement musculaires. Les muscles ssipeelettiques et cardiaques, sont atteints,
ainsi que les muscles lisses. Nous nous intérasselanc plus particulierement aux enzymes
qui présentent des isoformes musculaires. Parmk [gBsnes candidats » pouvant expliquer
I'accumulation d’'une molécule polysaccharidiquesprééant des anomalies de branchement et
des transcrits spécifiques du muscle, nous trouvtes genes de I'enzyme débranchante du
glycogene, de la phosphofructokinase et de la giwe synthase.

v' Le cheval autopsié présentait une cardiomyopathgoitante ainsi qu’une atteinte des
muscles respiratoires. Cette apparition tardive sigaptdbmes musculaires (intolérance a
I'effort, faiblesse des ceintures) associée a uieenée des muscles cardiaques et respiratoires
est également observée lors de glycogénoses ddltygeez 'Homme (déficit en enzyme
débranchante du glycogeéne) (Colenmetnal. 1992; Lucchiariet al. 2006; Ogimotoet al.
2007).

v La dérégulation des effets de I'insuline, commdiébete secondaire observé associé a
certains types de glycogénose, sont expliqués'ipactivité de I'enzyme incriminée, par les
effets rétro-régulateurs de certains substrats naalement accumulés ou par les effets
indirects sur d'autres enzymes. Par exemple, densds de maladie de McArdle (déficit en
myophosphorylase), la glycogene synthase est nemtige et les malades présentent une
résistance a l'insuline indépendante de leur taengldcose intramusculaire (Nielsen al.
2002). Dans le cas de déficit en enzyme débranehdamtphosphorylase et la glucose-6-
phosphatase sont également inhibées (Rosenfitldal. 1976). Lors de déficit en
phosphofructokinase, une résistance a linsulineagessi constatée (Ristoet al. 1999).
Cependant, a I'opposée de ces observations faitesde glycogénoses humaines, chez les
chevaux Cob normand présentant ces Iésions de tiyegar surcharge en polysaccharides,
nous observons une sensibilité accrue a 'insuline.

v’ L'étude transcriptomique ne révéle que des effetstrastés concernant les
modifications de I'expression des genes du métalai du glycogene. En effet,
'augmentation de I'expression de I'lL18 et l'inftilon des génes mitochondriaux iraient dans
le sens d’'une stimulation de la glycogénogénesmeddiminution de la glycogénolyse et des
phosphorylations oxydatives. En revanche, la sussgion de la glycogéene synthase kinase
GSK3beta induit une diminution de I'activité deglgcogene synthase.

Forts de I'ensemble de ces considérations, noussaghoisi d’étudier le gene équin de
'enzyme débranchante du glycogene ou AGL (amyglucosidase) dont un déficit ou un
gain d’'activité peuvent expliquer I'accumulatiorud’ polysaccharide proche du glycogene,
présentant des anomalies de branchement. Parrgjlleas manifestations cliniques et
Iésionnelles observées chez les autres especes ldloenme et le Chien), chez lesquelles
cette anomalie enzymatique a été décrite, se rappnd de nos observations chez les
Chevaux de trait.

Cependant, les genes de I'enzyme branchante doggige, la phosphofructokinase et la

glycogene synthase demeurent de « bons candidagsiss. polymorphisme et leur association
avec le phénotype morbide seront abordés dansalsi@€me partie de la these.
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3.2.Etude d’AGL

3.2.1. Le géne AGL

L’enzyme débranchante du glycogéne (AGL) présemie dualité d'activités : elle
transfert les 3 résidus glucose terminaux d'undnehaourte non réduite (tétrasaccharide)
vers une chaine adjacente (activité glycosyltransee EC 2.4.1.25) et hydrolyse les liaisons
al-6 (activité amylo-1,6-glucosidase EC 3.2.1.33)slale la dégradation du glycogéne
(Gordonet al.1972; White & Nelson 1974; Taylet al. 1975) figure 19).

o000
0000008

Glycogéne = réserve énergétique du muscle

o
0000000 OL

Activité glycosyltransferase

o
0000000000

Activité glucosidase

Figure 19 : Activité enzymatique de I'enzyme débrachante du glycogene (AGL)

L’ARN messager du gene AGL humain comprend urgioré codante de 4599
nucléotides, une région 3’ non traduite de 2371éuicles (Yang et al., 1992). Le géne a une
longueur totale de 85 kb et est composé de 35 exOWRN messager de 7.0 kb est traduit en
une protéine de 1532 acides aminés (Bacal. 1996a). Une caractérisation des ARNmM
présentant une spécificité d’expression tissulaiggermis d’identifier 6 transcrits différents
qui se distinguent par leur extrémité 5'.

» Le variant 1 est préférentiellement exprimé dansnlescle, le foie, les reins et la
lignée lymphoblastique.

> Alors que les variants 2, 3 et 4 sont exprimés ugngent dans le muscle (Bab al.
1997). Ces 4 variants codent pour une méme protéine

» Dans le muscle et le foie un cinquieme varianegptimé (le variant 5). Il présente un

cadre ouvert de lecture plus court de 82 nucléstbe rapport a celui du variant 1

prédominant et code pour une deuxieme isoformejooe.

» Le variant 6, exprimé dans les mémes tissus, pesam exon 3a dans lequel est
inclus un site initiateur de la traduction spéciegd’une troisieme isoforme protéique

(Baoet al.1997).
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Le géne AGL du Lapin a un cadre ouvert de lecterd®68 pb et code pour une protéine
qui comprend 23 acides aminés de plus que la ppt&imaine (isoforme 1) a son extrémité
amino-terminale. Ces résidus supplémentaires reeptént pas d’analogie avec les séquences
du gene d’autres espeéces (kiual. 1993).

Des mutations déléteres du gene AGL sont respassal® glycogénoses de type |l
(maladie de Cori ou Forbes) qui se manifestent ¢hEmme, suivant les individus et les
mutations causales, par une hépatomégalie, ungglygémie, un retard de croissance et/ou
une myopathie (Howell & Williams 1983). Les défadtactivité de I'enzyme débranchante
du glycogene se traduisent par des déficits clesget enzymatiques variables. Ainsi, quatre
sous-types de glycogénose de type lll ont éténdjgés par leurs manifestations cliniques et
leur origine génétique. Les mutations dans I'exodu3gene sont spécifiquement associees
avec la manifestation d’'une glycogénose de typge (iffection hépatique) (Shen & Chen
2002). Chez le Chien, une délétion ponctuelle dfamsn 32 induit un décalage du cadre de
lecture et l'apparition d’'une protéine tronquéepmssable d’'une glycogénose de type llla
(atteinte musculaire et hépatique) chez les Cudst€d Retrievers (Gregomt al. 2007).
Deux promoteurs pouvant expliquer la spécificitexgression tissulaire des différents
variants ont été mis en évidence : I'un permeti@mtanscription du variant 1 dans le foie, le
muscle et les ovaires, I'autre pouvant induirepession des variants 2, 3 et 4 dans le muscle
(Baoet al.1996b).

La spécificité d’expression tissulaire du gene AL son association avec des
glycogénoses hépatiques et/ou musculaires ont éndttude de son expression chez le
Cheval. Nous avons déterminé la séquence de difle®RNm équins issus d’'un épissage
alternatif. Nous avons étudié la structure du gémdien avec cet épissage. L'expression du
gene a été étudiée dans différents tissus chehawaksain et nous avons notamment cherché
a mettre en évidence I'expression de certains maridans le foie et /ou le muscle. La région
promotrice (promoteur proximal) du géne a été éteidi silico.

3.2.2. Matériel et méthodes

3.2.2.1. Localisation du gene AGL

La banque de BAC équine de I'INRA (http://www.jaaya.fr/unites/Ireg/CRB/bacyac.htm)
qui comporte environ 110 000 clones (Milenkogical. 2002) a été criblée avec des amorces
spécifiqgues du gene AGL. Les BACs contenant le g&BEk ont été localisés par FISH sur les
chromosomes équins par la méthode décrite danglkade Carbone (Carboret al. 2006).

Le géne a également été localisé sur le panelnatienal d’hybrides irradiés équins (5000
rad) décrit par Chowdhary (Chowdhaeyal. 2002). Les groupes de liaison, I'ordre des genes
ainsi que les distances génétiques sur le chrommsmmin ECA 5 ont été obtenus avec le
logiciel CARTHAGENE (http://www.inra.fr/bia/Tcartl@@ene) (de Givret al.2005).

3.2.2.2. Echantillons biologiques

Des échantillons de différents tissus ont été péSlesur un cheval Percheron méle de 3
ans, euthanasié suite a un accident (rupture gaséints croisés). Un échantillon de muscle
de ce cheval a été examiné par le service d’anatgrathologique de I'Ecole Nationale
Vétérinaire de Nantes (ENVN) ; cet examen n’a r@aticune Iésion musculaire.
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Des biopsies musculaires ont été réalisées damaisele fessier moyen de 16 chevaux Cob
normand, sous sédation et anesthésie locale. bastfons ont été immédiatement congelés
dans de I'isopentane refroidi et conservés a —80&Gstatut sain ou atteint de myopathie par

s\ s

surcharge en polysaccharides de ces chevaux tabtese'ENVN.

3.2.2.3. Clonage de 'ADNc du géne équin

Les ARNSs totaux ont été extraits a partir des éiilhams musculaires en utilisant une
meéthode d’extraction au phénol-chlroroforme (RNAwNdiogentex). Les ADNc ont été
synthétisés par rétro-transcription (RT) en utilisle kit SuperScript Il RT kit (Invitrogen) et
une amorce de type oligo(dT). Des amorces consgpsuasiettant d’amplifier par PCR des
fragments chevauchant de la séquence d’ADNc équoimteété choisies parmi les séquences
conservées du géne entre I'Homme, la Souris etdpinL L'obtention d’'une premiére
séquence équine a ensuite permis d'amplifier le g&uin avec des amorces spécifiques.

Les techniques de 3’ et 5’ RACE (Rapid Amplificatiof cONA Ends), permettant une
amplification a partir d'un unique point d'ancrafygne amorce spécifique vers I'extrémité 3'
ou 5', ont permis d’obtenir ces séquences ternsregle les échantillons de muscle et de foie.
Le kit "3' RACE for rapid amplification of cDNA estl du laboratoire Invitrogen a été
employé dans les conditions standard d'utilisatiofDNc étudié a été amplifié par PCR en
utilisant une amorce exonique spécifigue du genmofee GSP) et une amorce
complémentaire de la séquence adaptatrice quirg'atans la région de la queue polyA
(amorce AUAP) figure 20).

mRMA poly (A) tail
& AAA AR
4TTTTTTEC
AP

1 TTT--TTTH 15

ALAP

Figure 20: Schéma de la technique de 3' RACE
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Afin d’obtenir la séquence de l'extrémité 5 du géequin, vraisemblablement
soumise a un eépissage alternatif des premiers exi@ux amorces spécifiques de I'exon 4
éguin ont été utilisées successivement, la prenj@g1) servant de point d’ancrage pour le
début de la rétro- transcription, la seconde (GB€&ant couplée avec I'amorce AAP fournie
dans le kit et permettant une amplification de IM® Dans une seconde étape, une amorce
spécifiqgue de I'exon 3 (nested GSP), couplée aaesdrce AUAP, a permis d’amplifier a
nouveau des fragments d’ADNiegure 21).
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Figure 21: Schéma de la technique de 5’ RACE.

Les amplicons obtenus ont été clonés dans le ve@@&EM-T (Promega) avant d'étre
séquencedi@ure 22).
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Figure 22: Carte circulaire du vecteur pGEM-T.
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La distribution tissulaire du géne équin a égaldné@ étudiée par RT-RCR. Pour ce
faire, les ARNs totaux ont été extraits a partiddérents tissus (muscle squelettique, cceur,
foie, rate, poumon, rein, moelle épiniére, testdcet peau) sur un cheval de trait sain puis
amplifiés avec des amorces inter-exoniques spéedigiu gene AGL.

3.2.2.4. Recherche de polymorphismes

Douze couples d’amorces spécifiques de la séquieanscrite du géne équin ont été
choisis pour amplifier des fragments chevauchafeeviton 400 pb couvrant la séquence
codante du gene. Les douze fragments correspoodamté amplifiés et séquencés chez 16
chevaux Cob normand, 8 chevaux sains et 8 chev#einta de myopathie par surcharge en
polysaccharides, afin d’'identifier des polymorphésndans leur séquence.

3.2.2.5. Structure du gene

Des PCR inter-exoniques ont été réalisées surdamBACs isolé (le clone 301D10).
Les produits de PCR ont été séquencés et les gmscintron-exon ont été déduites en
comparant les séquences génomiques ainsi obtehles squences d’ADNc. La séquence
des introns équins qui n'ont pas pu étre amplifi@ge PCR inter-exonique a été extraite de la
base de données du Broad Institute qui a sequemcgéhome du Cheval en 2007
(http://www.broad.mit.edu/mammals/horse/).

Les amorces et conditions de PCR sont détaillées darticle “Characterization of the
equine Glycogen Debranching Enzyme gene (AGL): menocand cDNA structure,
localization, polymorphism, regulation and expressi

3.2.2.6. Séquencage et analyse des séquences

Le séquencage a été réalisé par un séquenceuaicapiBI utilisant la technique du
Dye terminator. Les séquences nucléotidiques géadar le séquenceur ont été ameéliorées
par le logiciel Phred (Ewingt al. 1998) qui a fournit une note de qualité. Le progre
CrossMatch (swat/cross_match/phrap package, Gred®99) a été utilisé pour retirer les
séquences spécifiques du vecteur de clonage. lopersées ont ensuite été assemblées a
l'aide du logiciel d’assemblage CAP3 (Huang & Madafi99) en tenant compte des
informations de la qualité de séquences, ainsidgueur longueur. Des polymorphismes pour
un nucléotide (SNP) ont été détectés en utilisatadiciel NovoSNP (Wecket al.2005).

La séquence équine d’ADNc codant pour le gene Adbisi obtenue, a été comparée, a

'aide du logiciel MultAlin (Corpet 1988), a celldes mammiferes dont le génome a été
séquence.
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3.2.2.7. Etude in silico du promoteur équin

Les séquences génomiques remontant jusqu'a 3 kibmemt du site initiateur de la
transcription de I'exon 3 ont été extraites desebade données: pour le Chevaf, 1
assemblage du génome équin du Broad Institute, [pdamme, séquence de référence NCBI
Build 36.1 produite par le consortium internatioral mars 2006, pour le Chien, assemblage
du Broad Institute de mai 2005 et pour la Souggugnce de référence NCBI Mouse built 36,
d’avril 2006. Les séquences répétées de type LISB¢:s et MER ont été masquées a l'aide
du programme repeatmasker http://www.repeatmaskérlees promoteurs ainsi masqueés ont
été alignés a laide du logiciel MultAlin (Corpet988). Au niveau des zones de
mésappariement entre les séquences des différesgeses, les trous dans la séquence (gaps)
ont été remplacés par des N afin que ces trousommtspas source de décalage dans
l'alignement des séquences adjacentes. Enfin,dei@ Match (Kelet al. 2003) a permis
d’identifier toutes les séquences permettant latin de facteurs de transcription référencés
dans la base de données Transfac® 6.0, en chaoisiEsa matrices pour les facteurs de
transcription spécifiques du muscle et du foie. ditss de fixation de facteurs de transcription
communs et situés dans la méme région promotrige Ipe especes équine, humaine, canine
et/ou murine ont été considérés comme potentieliéfoactionnels.
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3.2.3. Résultats

3.2.3.1. Localisation du gene

Le criblage de la banque de BAC équine a permdediifier 3 clones contenant le gene
AGL. Le pourcentage d’identité entre les séquerdes BACs amplifiés par PCR et la
séquence du gene humain (GenBank accession no. 00828), proche de 83% (sur 158 pb
séquencées), confirme la présence du géne AGLa#an3 BACs.

Les 3 BACs contenant le géne AGL ont été localmsFISH sur le chromosome équin
ECAS5, au niveau du bras long, en région ql4-gl5.ldcalisation du gene sur le panel
d’hybrides irradiés a montré une liaison significatentre AGL et le groupe contenant les
marqueurs VCAM1, nPTB, HTG15 et UCD304 (Perrochetal. 2006) avec des valeurs de
LOD scores (Z) 2 points respectivement de 12.44,18.1 et 6.9. L'ordre des locus le plus
probable est HTG15-VCAM1-AGL-nPTB, les marqueuranétrespectivement séparés par
des distances de 28.4 cR, 8.4 cR et 12.8igRré 23).

ECA5q
0,0 CD2
44,4 BCAS2
78,0 NGFB
81,4 CORO023
125,1 WNT2B
149,8 UCD304
164,4 HMS05
221,8 GNAI3
260,4 HTG15
288,8 VCAM1
297,2 AGL . , . ) . .
3100 nPTE ) Figure 23 : Carte d’hybride d'irradiation du chromo some
8T Foee, ECA 5q. Les distances sont en ggo Les marqueurs inclus
413.2—H KiAA0T8S dans le canevas (framework) qui a permis de détermer
s51.4—— cvret 'ordre des marqueurs sont soulignés. Les flechesxticales
, SH3GLBI 7 \ s ~
4964 AsB10 représentent les groupes de génes présents dansméme
Sa22 O (X034 v ordre sur le chromosome humain HSA1p.

3.2.3.2. Séquence d’ADNc

Nous avons obtenu la séquence compléte de 'ADNgeathe équin. Cette séquence de
7,5 kb est homologue aux 35 exons humains, averadre ouvert de lecture de 4602 pb a
partir du site initiateur de la traduction présdans I'exon 3, une région 3’ non traduite de
2580 pb et une région 5’ non traduite de 482 pld{@aécession GenBank. EF660739).

3.2.3.3. Structure du géne

La structure du gene équin a été établie en compBDNCc du gene et les séquences
génomiques obtenues a partir du BAC contenant e g&GL (n° d’accession GenBank
EF660736). La nomenclature retenue pour nommesgXess et les introns est celle proposée
par Bao (Bacet al. 1996a). Le géne équin comprend 35 exons. Tousxess homologues
dans le géne humain ont été retrouvés dans la ség@guine, a I'exception de I'exon 3a,
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spécifique du variant 6 humain. Aucune homologieséiguence n’'a pu étre repérée entre la
séquence de l'intron 3 équin et celle de I'exorn@main. La longueur des exons 3 a 35 est
conservée entre le Cheval et 'Homme, a I'exceptienl’exon 9 qui est plus long de 3
nucléotides chez le Cheval, codant pour un acide@supplémentaire localisé a la position
325 de la séquence protéique équine. Quatre nid#éoexcédentaires sont également
présents dans la région non traduite de I'exon [Z2rbn 1 équin est plus long de 51 pb, a
'extrémité 5’, par rapport a I'exon 1 humain.

La taille des introns équins a été comparée a deleintrons humains. La taille de 4
introns (parmi 34) est parfaitement conservée dagreéleux especes (introns 1, 2, 9 et 10). 12
introns présentent une différence de taille inféeea 10% alors que 18 ont une différence
supérieure ou égale a 10%. Les différences lesipipsrtantes sont observées pour les 10
derniers introns. Tous les sites donneurs d'épissagt de type GT a I'exception de celui de
lintron 17 qui est de type GC. Les sites accepteliépissage se terminent par une séquence
AG.

3.2.3.4. Expression tissulaire d’AGL

L’'expression d’AGL a été analysée par amplificatiar RT-PCR d’ARN messagers de
différents tissus. Une amplification du gene deClgxline B1 (NM_031966) a permis de
réaliser un contréle positif. L’expression du gekBL a été observée dans le muscle strié
squelettique, le cceur, le foie, la rate, la peaunbelle épiniere, le poumon, les reins et les
testicules. L'expression d’AGL a été retrouvée dans les tissus.

3.2.3.5. Epissage alternatif des premiers exons

Des couples d’amorces ont été choisis afin d’aealyépissage alternatif des premiers
exons du gene: 3 amorces sens localisées surdisspremiers exons (F1, F2 et F3),
associées a une amorce anti-sens placée sur laneéqoon tronquée de I'exon 4 (R4). De
plus, une amorce sens placée dans la séquencteptédiexon 4 non tronqué (F4) associée a
une amorce anti-sens située dans I'exon 5 (R3§ atiéisée pour identifier le variant 5 équin.
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383 pb ¢ 374 pb ¢ 143 pb ¢
42 pb 91 pl

i i N3N
1 trong. 2 trong. / trong.”

33 pb

——

499 pb
A ﬁ v

y 26 F:‘;é Amorces utilisées pour les

RT-PCR sur des
échantillons de muscle,
coeur et foie

43 pb 131 pb 90 pb 211 pb
b
. . 4 .
1 entier 3 entier | . Variant 1,3 ou 4 (176 pb) M, C, F
| trong.| Variant 1 (566 pb) M C (absence de I'exon 3a = variant 6)
R 4 .
| 1 trong,>3 entier tr(,,,q.| Variant 7 (225 pb) M C Variant 5 (525 pb) M, C, F

f . 4 .
| 2 entier >3 entier tr0nql| Variant 4 (557 pb) M, C, F

X 2 Variant 3 (274pb) M, C, F
2trong>3entier >, . | (absence de I'exon 3 tronqué= variant 2)

DNA ladder 1 2 3 4

600 bp
500 bp

400 pb
300 pb

200 bp

100 bp

ligne 1 : amorces F1-R4, variant 1 (en haut) et 7 (en bas).
ligne 2 : amorces F2-R4, variant 4 (en haut) et 3 (en bas).
ligne 3 : amorces F3-R4, variant 1, 3 ou 4.

ligne 4 : amorces F4-R5, variant 5.

a: séquence génomigue et ARNm des exons équins d’AGL.
b: variants observés chez le Cheval.

Z Site accepteur
> Site donneur

/‘,":» Exon non retrouvé chez le Cheval

.# Amorce sens

Amorce anti-sens

M muscle squelettique,C Cceur, F Foie

c: Electrophorése des différents variants d’épissage alternatif obtenus par RT-PCR sur un échantillon d’ARN musculaire (coloration

au bromure d'éthidium).

Figure 24 : Détection des différents variants issud’un épissage alternatif des premiers

exons du géne AGL
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HSA/ECA géne E1 (332 bp) E2 (410 (130) bp) E3 (150 (90) bp)  E3a (143 bp) E4 (504 (211) bp)
HSA ECA Variant
+ M Var 1 ATG {

383 bp 150bp 211 bp

131 bp 90 bp

MC - Var 2

MC MF Var 3 ATG

131 bp 150 bp 211 bp
MC MF  Var4 | |—| ATG I {

414 bp 150 bp 211 bp

MF  MF Var 5

MF - Var 6 m
M Var 7 D ATG
42 bp 150 bp 211 bp

Chague rectangle représente un exon. Les variants communs a I'Homme et au Chesilésmnités avec un fond pointillé.
Les variants rayés sont spécifiques a I'espece humaine alors que celui dont I¢ itenccasa été décrit que chez le Cheval.
(HSA) Homo sapiens, (ECA) Equus caballus, (M) Muscle squelettique, (C) CoeuniéE)VFar) variant ’ARNm.

(+) : foie, muscle squelettique, cceur, reins, cellules lymphoblastoides. (-) :novnéobser

L’exon 3a humain est absent chez le Cheval (voir texte). La taille des exons figntr@nparenthése se référe a I'espéce
humaine. En I'absence de parenthéses, la référence est I'espece équine.

Figure 25 : Distribution des variants d’AGL chez 'Homme et le Cheval.

Comme chez 'Homme, les 4 premiers exons du gené AGuin sont sujets a un
epissage alternatif. Cet épissage induit la tr@pison de différents variants d’ARNm dont la
longueur dépend du site d’initiation de la transion et du type d’épissage alternatif. Nous
avons pu identifier chez le Cheval 4 des 6 varidstgits pour le gene humain par Bao (Bao
et al. 1996a). Chez le Cheval, un nouveau variant, lengai7, a été identifiéHgures 24 et
25). De plus, les variants 3 et 4, décrits chez I'Hoencomme spécifiques du muscle, ont été
retrouvés dans le muscle mais aussi le foie du &h&contrarig le variant 1, ubiquiste chez
'Homme, n’'a été observé que dans le muscle du &hées variants humains 2 et 6 n'ont
pas été retrouvés chez le Cheval, que ce soitmaplifecation des ADNc ou par recherche
d’homologie dans la séquence génomique équineck ltlu programme BLAST.

Le variant 1 (n° accession GenBank EF660737) aid®atifie dans les muscles
squelettique et cardiaque du Cheval par 5RACEBfRR. Les exons 1 et 2 n’ont jamais
été observés associés dans un méme transcrityvatisercohérente avec I'absence d’'un site
accepteur d’épissage a I'extrémité 5’ de I'exon 2.

Les variants 3 et 4 (n° accession GenBank EF66ARAEF660739) ont été observes dans le
muscle, le cceur et le foie par RT-PCR. La présehceariant 4 a été confirmée par les
résultats de 5° RACE. Ces deux variants se diséngpar la longueur de I'exon 2, 131 pb
pour le variant 3 et 414 pb pour le variant 4. €elifférence n’a pas de conséquence sur la
séquence protéique d’AGL, le site initiateur detrdaduction se trouvant, pour les deux
variants, dans I'exon 3.

L’expression du variant 5 (n° accession GenBank@biF80) a été détectée dans le
muscle, le cceur et le foie du Cheval par RT-PCR’'eRACE. Le site initiateur de la
traduction se trouve alors dans I'exon 6.
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Un nouveau variant, le variant 7 (n° accession G@kBEF660741) a été mis en

evidence dans le muscle squelettique et le coe@hdwal par RT-PCR. Il comprend un exon
1 tronqué de 42 pb (alors que I'exon 1 non trormpréprend 383 pb), I'exon 3 non tronqué et
I'exon 4 tronqué (211 pb). Ce variant n'avait pasare été décrit chez 'lHomme.
Les exons équins 5 a 35 ne semblent pas subir Maniements chez le Cheval. Des
fragments de longueur stable et unique ont éténabt@ar amplification par RT-PCR de
différents ARNm extraits a partir de muscle, aves dmorces inter-exoniques, confirmant
'absence d’épissage alternatif au-dela de I'exon 4

3.2.3.6. Séquence protéique prédite

La plupart des évenements d’'épissage alternati®ssulent en amont du premier codon
codant situé dans I'exon 3. Seul le variant 5 dagsel les trois premiers exons sont absents
présente un site initiateur de la traduction défdy localisé dans I'exon 6. Ainsi, considérant
tous les variants équins, seules deux isoformegigres peuvent étre traduites, les isoformes
1 et 2. L'isoforme 1 comprend 1533 acides aminésoforme 2 correspondrait & une
protéine dont la séquence est identique a celléstdorme 1 mais tronquée de 156 acides
aminés, a son extrémité amino-terminale. La sérpiele I'isoforme 1 équin présente 93%
d’identité avec la protéine humaine.

3.2.3.7. Polymorphismes du géne AGL

Le criblage des séquences d’ARNm du gene AGL deh&&aux Cob normand a permis
d’identifier quatre polymorphismes de type SNP,tdoois se situent dans la région codante
du géne. A partir du premier codon ATG situé dansddre ouvert de lecture débutant dans
'exon 3, le SNP1 (A/T) se situe a la position 9¥&ns I'exon 9 et change une sérine en
thréonine (S326T); le SNP2 (A/C) est dans I'exon d0a position 1102 et change une
isoleucine en leucine (I1368L); le SNP3 (C/T) qui dans I'exon 31, a la position 4050,
n'induit pas de changement dans la séquence puetét le SNP4 (A/T) est situé dans la
région 3’'non traduite, a la position 5188dure 26).

150 211 167 204 182
(s (3 oy R lodeat 11( B 12( S 13( B 14 & 15(]
112 127 103 98 140 188 124 164
Serine/Threonine Isoleucine/Leucine
| 16 ( gl 17 ( g 18( gl 19( g 20 ( gl 21( g 22( g 23(
102 156 151 125 113 135 131 137
(24 (B 25 C 3 26 ( 27 (St 28 C B 20 (& 30 ( ¥ 31 %]
134 176 103 226 112 136 113 212
Pas de changement
dacid .2
(32 (B 33 34 ( = 35 kg acide amine
98 88 134 Non traduit
taille Single Nucleotide

Polymorphism

Figure 26 : Polymorphismes du gene AGL
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3.2.3.8. Etude du promoteur

De 1 a 2 kb en amont du site d’initiation de lang@iption de I'exon 1, des séquences
répétées de type LINEs, SINEs et MIRs sont présatdas les séguences des especes équine
et humaine. Nous avons analysé la région promgpriceimale qui commence 1 kb en amont
du site d'initiation de la transcription de I'ex@réquin jusqu’au site initiateur de la traduction
(ATG de I'exon 3), la région allant de I'exon 1'@on 3 pouvant notamment étre impliquée
dans I'activation de la transcription des varigh&t 4 (dont la transcription est initiée a partir
de I'exon 2).

Chez le Cheval, la région promotrice considérdanttle 1 kb de part et d’autre du site
initiateur de la transcription de I'exon 1, conti&®9% de bases GC alors que le reste de la
séquence du gene en contient 35%. Soixante sitestfs de fixation pour les facteurs de
transcription sont communs a au moins trois dedrguespéeces comparées (le Cheval,
'Homme, le Chien et la Souris) alors que 125 nsotht été identifiés dans le promoteur
équin. La région génomique promotrice située enrdarde I'exon 1 présente seulement 71%
d’homologie de séquence entre les deux especes deaimbreux motifs permettant la
fixation de facteur de transcription leur sont comms (30 motifs /1 kb).

Il 'y a pas de TATA-box dans les séquences sgug) pb en amont des différents
sites initiateurs de la transcription (pour leseegs équine et humaine et les différents
variants). Cependant, des CCAAT-box sont présaetgsectivement 98 et 111 pb en amont
des sites initiateurs de la transcription des exbret 2 équins : un site de fixation de la
protéine C/EBP beta (expression ubiquiste, actpagel’insuline) en amont de I'exon 1, un
site de fixation de la protéine C/EBP alpha (exgiges hépatique et musculaire) en amont de
'exon 2.

Des motifs permettant la fixation de facteurs dengcription pouvant induire une
expression du gene dans le muscle sont présengsl@l@amomoteur (illustratiofigure 27) :
deux motifs permettant la fixation de la protéingdd (expression musculaire) sont présents
en amont du site initiateur de la transcriptiordéux autres motifs MyoD et un motif E47
sont situés dans I'exon 2. Des sites de fixatioriaggeurs Spl (expression musculaire) sont
organisés en cluster légerement en amont (2 stetgns I'exon 1 (11 sites), dans une région
riche en bases GC (71 %).

Des motifs associés a des facteurs de transcrigfi@tifiguement hépatiques sont
egalement présents : 9 motifs HNF-3 beta (hepatoayiclear factor), présents dans la
séquence promotrice d’AGL, sont communs au Cheva BHomme et présents chez le
Chien et/ou la Souris. 4 d’entre eux sont situéareant de I'exon 1, 5 d’entre eux sont situés
en aval de I'intron 1 et pourraient contribuer éuine la transcription des variants 3, 4 et 5
dans le foie. La séquence promotrice de la Souwésente une région contenant des sites de
fixation pour les facteurs de transcription HNF{8bet HNF-1, organisés en cluster, dans
lintron 2.

& & @ & @ N @ @ @ 0 B
o‘,OQ’ 0,)00 Pa® Q,QQ Cluser Sp1 Q',gQ Fa® O:,OQ’ {500 o
¢ LT SRS &
NS A\ RS ] o OV T I I
I I I H I Sy M - Y I e | S
[ [ [ I ' Tt H— —T I i
TSS1 exon 1 TSS2 exon 2 exon 3 ATG

Les motifs permettant la fixation de facteurs de transcription communs aux espéces équine,
humaine, canine et/ou murine sont représentés sur la séquence génomique équine.

Figure 27 : Motifs homologues permettant la fixatio de facteurs de transcription
présents dans une séquence genomique promotriceuétg de 2kb. (figure a I'échelle)
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3.2.4. Interprétation des résultats

3.2.4.1. Localisation d’AGL

AGL est localisé entre les marqueurs VCAM1 et nPTBlestoras long du chromosome
5 équin. Les distances entre lesi sont respectivement de 1 Mb et 3,2 Mb chez 'Homme
8,5 CRooo et 12,8 cByoochez le Cheval. L'assemblage du génome équin disieodepuis
septembre 2007 (version EquCab2), a permis de rowarfil’ordre et la position de ces 3
genes sur le chromosome ECAS et de préciser leignément respectif (670 kb et 2,6 Mb).

La carte d’hybrides irradiés du chromosome ECAR@etirement publiée comprenait 5
groupes de liaison (Perrocheati al. 2006). AGL est lié (Z>4) a des geéenes inclus dans le
guatrieme groupe de liaison, délimité par les mangsl BCAS2 et WNT2B ainsi qu'a des
genes du cinquiéme groupe de liaison délimité parnharqueurs GNAI3 et LEX034. Nos
résultats permettent de fusionner les quatriemecietjuieme groupes de liaison du
chromosome ECA5S (Perrocheat al. 2006). Les résultats de localisation du géne AGL p
FISH et RH sont concordants. L'étude comparative aetes équine et humaine confirme la
correspondance entre HSA1p et ECA5q (Chowdlergl. 2002; Milenkovicet al. 2002;
Perrocheaet al.2006).

3.2.4.2. Analyse des séquences genomiques et poptés : comparaison /
conservation entre especes

Le gene AGL couvre 69 kb chez le Cheval, 85 kb dtht@mme. Cette différence de
taille du géne n’est pas liée a des variations-spécifigues dans la séquence codante du
gene (seul trois nucléotides excédentaires sosepte dans 'ORF d’AGL équin) mais a des
variations de taille des introns, les introns lesgrands étant soumis a des variations plus
importantes.

Le haut niveau de conservation de la séquence atidifue codante (ORF du gene)
se retrouve parmi les espéces d’animaux domestip@sla séquence est disponible : 'ORF
du géne équin présente 92% d’homologie avec lasesegs humaine et du chimpanzé, 93%
d’homologie avec les séquences bovine et canirié, &lec le Lapin, 85% avec la Souris et
78% avec la Poule. Le pourcentage d’identité degeséquences protéiques du Cheval et des
différentes espéces est supérieur : 94% avec EnC88 % avec la Vache, le Lapin, 'Homme
et le Chimpanzé, 92% avec la Souris, 83 %avec ldeP&€ependant, ’homologie entre les
introns est moindre (de 16 a 91% entre les séqeefguine et humaine), la taille des introns
n'étant pas corrélée au degré de conservationueséguence nucléotidique.

Cette forte homologie structurale entre les pre®iAGL de différentes especes est
liée au maintien des deux fonctions catalytiqud’elezyme : les exons 6, 13, 14 et 15 sont
impliqués dans la fonction transférase de I'enzyleg,exons 26, 27, 31, 32, 33 et 34 sont
impliqués dans la fonction glucosidase, les exdns32, 33 et 34 délimitant le domaine de
liaison au glycogene (Shen & Chen 2002). D'apres efsais de mutagénese dirigée chez la
levure, les acides aminés D527 (exon 13), E556neéx) et D627 (exon 15) (positions sur
lisoforme 1 équine) sont essentiels au maintien'aldivité transférase, les acides aminés
D1103 (exon 26) et D1164 (exon 27) étant lies ativ@é glucosidase (Nakayanmet al.
2001). Ces acides aminés essentiels aux deuxtastienzymatiques d’AGL sont conservés
au niveau des deux domaines fonctionnels de I'eezghez tous les mammiféres étudies, y
compris le Cheval.
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3.2.4.3. Analyse des différents variants d’'épissagédternatif et de leur expression
tissulaire spécifique

Nous avons identifié 4 des 6 variants résultant'@gssage alternatif des premiers
exons, qui avaient été identifies chez 'Homme. é&@glant, les variants 3 et 4, jusqu’alors
décrits comme spécifiguement musculaires chez I'eniBaoet al. 1996a), sont exprimés,
chez le Cheval, dans le foie. A l'inverse, le vatid, mis en évidence dans de nombreux
tissus humains (muscle, foie, cceur, rein, lymphsibl, n'a été retrouvé que dans les
muscles squelettique et cardiaque chez le Chdwvala Ipas pu étre mis en évidence dans le
foie de cette espéce.

Pour les deux especes, équine et humaine, auciamivaontenant simultanément les
exons 1 et 2 n'a été observe.

L’épissage de l'intron 2 est complexe. Il y a efeigfchez 'lHomme et le Cheval,
guatre sites potentiels d’épissage alternatif g&ssaccepteurs et 2 sites donneurs) qui peuvent
géneérer les exons 2 et 3 entiers ou tronqueés. [@angariants humains 2, 3 et 4, toutes les
combinaisons sont présentes a I'exception de I@agon de I'exon 2 entier (410 pb) avec
l'exon 3 tronqué (90 bp). Parmi les différents aats équins mis en évidence, tous
comprenaient un exon 3 entier (non tronqué, 150 pb)

Le variant 6 humain, comportant les exons 3, 3atetnqué, n'a pas été retrouvé chez
le Cheval. Ce résultat est conforté par I'abseribendologie de séquence entre I'exon 3a
humain et I'intron 3 équin. En comparant par BLABTséquence de I'exon 3a humain avec
les séquences génomiques du gene AGL chez la Viechapin, la Souris et la Poule, seule
la séquence du gene du Chimpanzé présentait desldgias avec I'exon 3a humain. L'exon
3a, spécifigue du variant 6, pourrait n’étre présgne chez les hominidés (Homme et
Chimpanzé).

L’exon 1 équin (383 pb) est plus long que I'exohumain (332 pb). L'exon 1 équin
présente une extension de 51 pb par rapport ar’dxhumain, du c6té 5’ du géne. Cette
différence de taille du premier exon peut étre déane initiation de la transcription débutant
plus précocement dans le gene équin. Elle peuekgait s’expliquer par la technique mise
en ceuvre pour repérer le site d'initiation de &nscription (5° RACE), technique qui nous a
permis de remonter plus efficacement jusqu’a l@xité 5 de TARNm d’AGL.

Nous avons mis en évidence, chez le Cheval, unezuvariant, le variant 7. Il
résulte de la présence d’un transcrit comprenarbh 1 tronqué a son extrémité 3’, I'exon 3,
I'exon 4 tronqué puis les exons 5 a 35. Les 42@bakon 1 tronqué, spécifique du variant 7
eéquin, correspondent a I'extrémité 5’ du gene égsguence génomique considérée comme
non transcrite chez 'Homme. Cette séquence éqigné2 pb ne présente pas d'identité de
séquence avec son homologue humaine.

3.2.4.4. Etude du promoteur

Cette premiére étudim silico d’'un promoteur équin met en évidence des éléments
régulateurs conservés entre différentes especemdeniféeres. La richesse en bases GC de la
séquence située en amont du site d'initiation didascription et I'organisation conservée
des motifs permettant la fixation de facteurs dmndcription hépatiques et musculaires
suggeére une structuration “en blocs”. L'absencebdige TATA et la présence d'lots CpG
dans I'exon 1 peuvent étre mises en relation aeapression ubiquiste du géne, la présence
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de deux sites d'initiation de la transcription &fpkésence de différents transcrits (se référer a
(Sandelinet al.2007). La conservation globale de I'organisaties tegions promotrices avait
été décrite dans une étude comparant les séqudecpsomoteurs proximaux humains et
murins dans laquelle la présence de motifs permte#afixation de facteurs de transcription,
leur position relative et la conservation de leigtathce par rapport aux sites d’initiation de la
transcription étaient analysées (Suzeikal. 2004).

Dans cette étude, une plus faible conservation rdgens promotrices proximales
semblait concerner les génes qui codent pour desuis de transcription ou des genes
exprimés dans le cerveau. Un catalogue systématigsianotifs régulateurs retrouvés dans
les séquences promotrices et communs aux génonlddoteme, du Chien, du Rat et de la
Souris a été proposé par Xie (Xeét al. 2005). 89% des motifs de la base de données
Transfac® database et 69% des nouveaux motifstslétains cet article, présentent une
spécificité d’expression tissulaire, des contramatives a leur éloignement par rapport site
d’initiation de la transcription ou les deux. Leoproteur proximal équin d’AGL, présentant
des homologies de séquences inter-spécifigues etouganisation conservée des motifs
permettant la fixation de facteurs de transcriptivépatiques et musculaires, peut étre
considéré comme faisant partie des promoteurs paFse

Notre étude met en exergue la conservation de snpéifmettant la fixation de facteurs
de transcription hépatiques et musculaires. Lefrdifits variants résultant de I'épissage
alternatif des premiers exons du gene sont exprispésifiguement dans le foie et/ou le
muscle du Cheval. Cependant, I'organisation desfenett leur distance respective par rapport
aux deux sites d’initiation de la transcription mermettent pas de mettre en évidence une
relation claire entre la spécificité d’expressimstlaire des variants et la présence d’éléments
cis-régulateurs dans le promoteur. Ceci peut sigupt par notre compréhension encore
limitée des phénoménes régulateurs de l'expresdiem genes révélée par les récentes
recherches du projet pilote ENCODE (ENCODE 2007).

Article 3 : Herszberg B Mata X, Giulotto E, Decaunes P, Piras FM, ChowghaP,
Chaffaux S, Guérin G. Characterization of the eguBlycogen Debranching Enzyme gene
(AGL): genomic and cDNA structure, localization,lypunorphism, regulation and expression.
Gene, 2007,Vol. 404, (1-2), 1-9.
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4. Recherche d’'une association entre génotypes dtgmotypes au sein
d’'une famille de chevaux dans laquelle ségrégue taaladie

L’identification de polymorphismes dans quatre geoandidats (dont celui de I'enzyme
débranchante du glycogéene), le génotypage de 5%aalkeCob normand et la recherche
d’'une association entre ces polymorphismes géresiqt le phénotype morbide chez les
chevaux sains et atteints, sont présentés dans cetdtrieme partie de la thése. Cette
recherche a permis de déterminer I'origine généticgt moléculaire de la myopathie par
surcharge glycogénique des chevaux Cob normand.

4.1. Matériel et méthodes

4.1.1. Définition et détermination du phénotype

L’étude histologique et ultrastructurale de biopsimusculaires de chevaux Cob
normand a permis de caractériser leur atteinte lpamyopathie par surcharge en
polysaccharides. Le phénotype a été défini pardagmce dans les fibores musculaires striées
squelettiques de polysaccharides proches du glpeggeolorés par l'acide périodique de
Schiff et résistants a la digestion par 'amylaagrégés dans le cytoplasme des fibres
(Firshmanet al.2006; Larcheet al.2008).

L’étude a porté sur 52 chevaux de race Cob norrpandant étre rattachés a I'un des étalons
fondateurs de la race, dont ils sont descendantg g@nérations au plus. Le phénotype des
animaux a été déterminé apres examen de biopsissutaues, au service d’Anatomie
Pathologique de I'Ecole Nationale Vétérinaire denfda, suivant les critéeres histologiques
sus-mentionnés. Deux présentations histologiquéeirie sévere ou modérée) ont été
distinguées en fonction du nombre de fibres mugesgrésentant des Iésions.

4.1.2. Choix des génes candidats

Les résultats des analyses histochimiques laidsaseispecter un défaut de
branchement du glycogéne a l'origine de I'accumaitatiu polysaccharide amylase-résistant.
Les tests d'activité enzymatique et tests de toldgaa I'effort n’ont pas permis de mettre en
évidence un défaut total d’activité de 'une degyemes intervenant dans le métabolisme du
glycogene. lls ont cependant révélé une activitél'dezyme branchante du glycogéne
doublée chez un cheval atteint comparé a un téetaim Iéger déficit d’activité de 'enzyme
débranchante du glycogene (Herszbetr@l. 2007). Un déséquilibre de la balance d’activité
de la glycogéne synthase et des enzymes branchtdtsbranchante du glycogéne pourrait
expliquer l'accumulation de polysaccharides anoemant branchés. Or, la glycogene
synthase est activée par le glucose-6-phosphatehéfoet al. 1979). En cas de déficit
d’activité de la phosphofructokinase, I'accumulatae glucose 6-phosphate pourrait élever le
ratio d’activité glycogene synthase / enzyme brantdh en stimulant l'activité de la
glycogene synthase (Hagsal. 1981).

Tres récemment, une mutation dans le gene de ogpgye synthase musculaire
(GYS), a été trouvée fortement associée a une glycegédguine entrainant la manifestation
de myopathie par surcharge de polysaccharideslehaezhevaux de race Quarter Horse et les
chevaux de trait Belge américains (McQiel.2008). La mutation ponctuelle identifiée dans
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le gene de la glycogéne synth&¥¢S1 transmise suivant un mode dominant, entraineaim g
de fonction de I'enzyme et 'accumulation en qu&néxcessive d’'un polysaccharide proche
du glycogene mais insuffisamment branché (Mc€ua.2008).

Les genes des enzymes branchante et débranchanteylydagene, de la
phosphofructokinase musculaire et la glycogéne hayg®t, responsables de différentes
glycogénoses (respectivement GSDIV, GSDIIl, GSD atlGSDO0), ont donc été testés en
tant que génes candidats.

4.1.3. Recherche de polymorphismes et détermination des génotypes

Nous avons recherché une association entre dempgdhismes de type SNP dans
chacun les genes candidats (enzymes brancl@@BEet débranchant&GL du glycogene,
phosphofructokinasé’FKM et glycogéne synthas@éY$S et le phénotype morbide. Pour
identifier des polymorphismes dans les geAéd., GBE et PFKM, nous avons séquenceé les
produits d’amplification géniques de 16 chevaux Guiymand, 8 chevaux atteints et 8
chevaux sains. Les séguences ont été analysées maliymorphismes détectés en utilisant le
logiciel NovoSNP (Weckset al. 2005) figure 28). Une description détaillée des méthodes
d’identification et de validation des SNP est dispte dans la base de données dbSNP
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/
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Figure 28 : Identification d’'un polymorphisme de type SNP (AGL SNP1) a I'aide du
logiciel NovoSNP
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Parmi les SNP identifiés, 4 SNP sont présents darsquence transcrite d’AGL
(rs55617653, rs55617654, rs55617655, rs556176%8), deux induisent des changements
dans la séquence protéigue du géne, 6 SNP sonudanséquence intronique (intron 15) de
GBE (rs55617663, rs55617664, rs55617665, rs5561 1666617667, rs55617668) et 6 SNP
sont répartis dans 3 introns du géne PFKM (rs5564,76s55617658, rs55617659,
rs55617660, rs55617661, rs55617662). Nous avonsterggnotypé par séquencage d’ADN
génomique ces différents SNP sur 'ensemble deermmipulation. La mutation ponctuelle de
GYSlresponsable d’'une myopathie par surcharge en gmlfarides chez les chevaux de
trait Belge et Quarter Horses a été génotypéeibsant la technique de polymorphismes de
longueur de fragments de restriction (RFLP) (Mc€ual.2008).

4.2 Résultats
Parmi les 52 chevaux étudiés, 19 sont atteints3esdht sains. Parmi les chevaux
atteints, il y a 15 males et 4 femelles (moyenrégge’9,2 ans +/- 5,2 ans) ; parmi les 33

chevaux sains, il y a 27 males et 6 femelles (mogetiage 8,3 ans +/- 4,6 ans).

Les fréequences alléliques des polymorphismes é&pudigivant le phénotype des
chevaux, sont présentées dans le tableau 6.

Fisher test
Marqueur Allele chevaux atteints] Chevaux sains p value
AGL_SNP1 T 0,47 0,64 0,274
AGL_SNP2 A 0,79 0,82 0,771
AGL_SNP3 C 0,87 0,97 0,085
AGL_SNP4 A 0,87 0,83 0,758
PFKM_SNP1 T 0,82 0,94 0,074
PFKM_SNP2 G 0,76 0,79 0,387
PFKM_SNP3 G 0,92 0,88 0,726
PFKM_SNP4 T 0,5 0,67 0,142
PFKM_SNP5 C 0,89 0,85 1
PFKM_SNP6 C 0,82 0,92 0,095
GBE1_SNP1 T 0,74 0,71 0,891
GBE1_SNP2 G 0,82 0,85 0,494
GBE1_SNP3 G 0,84 0,82 0,772
GBE1_SNP4 C 0,87 0,85 1
GBE1_SNP5 A 0,68 0,71 0,542
GBE1_SNP6 G 0,74 0,71 0,891
GYS_mut G 0,5 0,94 3,699E-08 *

* p value < 0.05

Tableau 6 : Fréquences alléliques des SNP aux lalgs 4 géenes candidats en fonction du
statut physiologique
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Le test d’association (test exact de Fisher) dalesep-values non significatives pour
les 16 SNP des géndssL, GBE1 et PFKM(p > 0.05). En revanche, il y a une différence
importante dans la fréquence des alléles entreatixesains et atteints (au seuil significatif de
3,699E-08) pour la mutation ponctuelle@¥S1

Le tableau 7 précise la sévérité de I'atteinte Iésionnelle desvaux et leur age en
fonction de leur génotype pour la mutation pondtugeGYS1

Présentation histologique
Absence de lésion Atteinte modérée Atteinte sévéere
Génotype n age n age n age
GG 29 8.9+45 2 12.0+5.7 0 -
GA 4 3.7+£3.0 12 8.4+5.8 3 10.7£5.y
AA 0 - 0 - 2 9.0+1.4

n = nombre total.

Tableau 7 : Phénotype et age des chevaux suivantl@énotype pour la mutation de
GYS1

A I'exception de deux chevaux (faux positifs, indivs de génotype GG présentant
des lésions), tous les individus atteints sontquost de I'alléle A (mutation délétere G&'S)
a I'état homozygote (2 chevaux) ou hétérozygote qi®vaux). Inversement, les animaux
sains sont de génotype GG sauf quatre chevaux d&¥qphénotypes sains) qui sont faux
négatifs (hétérozygotes GA, ne présentant pagsilenis).

4.3. Interprétation des résultats

La mutation ponctuelle G/A du gen@YS1 identifiée comme responsable de
myopathie par surcharge en polysaccharides cheh&sux de Trait Belge américains et les
Quarter Horses aux Etats Unis, est donc égalenmestcie a cette nouvelle forme de
glycogénose chez les chevaux Cob normand. Noussagaiement pu génotyper une jument
de race Percheron, porteuse de l'allele morbidétatlhomozygote (AA) et présentant des
Iésions séveéres. L’affection décrite dans ces rpoestant éloignées a une origine génétique
commune. L'étude de 45 polymorphismes de type Si¢Blisés dans une région de 2 Mb
autour la mutation dé&Y Sldans différentes races a montré qu’un haplotypguende 350 kb
est conserve entre les chevaux de trait BelgeseQlearter Horses. Cette étude d’identité par
descendance indique une origine commune de la imitedusale qui remonterait au-dela de
150 générations, soit il y a 1200 & 1500 ans, aeasdlection des races actuelles de chevaux
(McCue et al. 2008). Dans la race Cob normand, la prévalence2élele la maladie est
vraisemblablement liée a la présence de la mutatewmsale chez I'un des 10 étalons
fondateurs.

L’expression du phénotype morbide chez les cheyauteurs de la mutation dgYS1
a I'état hétérozygote confirme notre hypothése lsumode de transmission dominant de
I'affection et est cohérente avec les observatd&dvicCue et al (2008) chez les chevaux
Quarter Horse et de Trait belge. Dans le cas pté&aservation de cas discordants peut étre
expliquée par des erreurs de diagnostic histolagiqu par la pénétrance incompléte de
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l'allele délétere (Firshmamt al. 2006). Des artefacts techniques lors de la réaisale
biopsie et de I'histoenzymologie peuvent expligiesr deux cas “faux positifs” (chevaux de
génotype G/G) qui présentaient de rares fibrepesiigs (atteinte modérée), contenant un
matériel PAS-amylase-résistant, retrouvées suruniggie coupe de la biopsie. De plus, trois
des quatre cas de chevaux “faux négatifs” (indisida génotype G/A déclarés sains) étaient
des animaux jeunes (de moins de 3 ans) présentganbihbreuses vacuoles mais pas de
polysaccharides résistant a la digestion par I'asg/l Chez les jeunes chevaux, I'observation
de ces lésions pathognomoniques est en effet piggtiement rare (De La Cort al. 2002).
Les trois chevaux portant la mutation @&'S1a I'état homozygote (double mutants AA)
présentaient de séveres lésions a I'histologievdration de la sévérité de l'atteinte pourrait
également étre liée a des facteurs génétiques etoenementaux, tel que le régime
alimentaire ou I'exercice, qui restent a explorBibgiro et al. 2004). L'origine de cette
variation nécessite des travaux supplémentaires.

La mutation ponctuelle d8Y Slinduit une substitutiol\rg309His dans une région de
la protéine fortement conservée entre espécesaieatt une augmentation de l'activité
enzymatique de la glycogene synthasevitro (McCue et al. 2008). L’augmentation de
lactivité de la glycogene synthase n’est probalgeimpas totalement compensée par
I'accroissement de l'activité de I'enzyme brancleatht glycogéne, entrainant I'accumulation,
dans le cytoplasme des fibres musculaires, d’'uryspotharide de type amylopectine,
présentant de longues chaines glucidiques mativezteent peu de points de branchement de
ramifications (Annandaleet al. 2004). L’augmentation de la synthése du glycogeeet
stimuler I'entrée du glucose dans les cellules miag®s et expliquer la sensibilité accrue a
l'insuline des chevaux atteints de myopathie paclsrge en polysaccharides (Annandztie
al. 2004). L'étude du niveau d’expression et du niveactivité enzymatique d&YS1,
GBE1, AGL, PFKMet d’autres genes régulant le métabolisme éngrggtide méme que la
recherche de polymorphismes dans les genes susesptie moduler I'expression du
phénotype, devraient conduire a une meilleure céh®rsion de I'expression du phénotype
chez les chevaux atteints.

Article 4 : HerszbergB, McCue M, Larchei, MataX, VaimanA, ChaffauxS, Chérel,
ValbergS, Mickelsonl, GuérinG. A GYS1 gene mutation is highly associated with PBSM
Cob Normand draft horsesAnimal Genetics, 2009/0l. 40,(1), 94-96.
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5. Discussion générale

Par leurs approches pluridisciplinaires, nos invgations ont confirmé l'origine
geneétique de la myopathie par surcharge en polysaodes chez les chevaux Cob normand
et elles ont également permis de préciser la natl@elésions et la pathogénie de I'affection.
Nous avons ainsi approfondi nos connaissances stie aouvelle forme de glycogénose.
Nous discuterons des apports et des limites de@refites méthodes employées puis
replacerons nos résultats parmi les difféerentecal¢noses humaines et animales qui s’y
apparentent.

5.1. Apports et limites des différentes méthodes em  ployées
5.1.1. L’approche « géne candidat »

En raison des contraintes matérielles et techniques'imposaient a nous au début de
cette these, nous avons choisi une approche «g@midat ». Dans le cas de la myopathie
équine par surcharge en polysaccharide, nous avonnsombre restreint de genes pouvant
étre impliqués, ce qui confortait le choix de l'apghe « gene candidat fonctionnel.
Cependant, avec la connaissance de la cartograjgiegénomes et la découverte de
nouveaux genes et de leurs fonctions, ce type @Béest progressivement supplanté par
'approche de «clonage positionnel ». Depuis lqueécage et I'assemblage du génome
humain, achevé en 2003, le succes des identificatie génes par I'approche physiologique
fonctionnelle semble suivre les prévisions de Fg@ollins (voirfigure 29) ; les découvertes
par I'étude de candidats positionnels prenant ompoitance croissante.
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Figure 29: Succés comparé des différentes approches pooercun gene dans une maladie
génétique chez I'Homme (Collins, 1995).

Notre étude débutée en 2004, a permis d’'identlfiepolymorphismes de nucléotides
uniques (SNPs) présents dans ou a proximité dendsgeandidats, chez les chevaux Cob
normand. En 2007, I'équipe de Jim Mickelson et Baéépe Valberg a obtenu les résultats
d'un « Génome Scan », utilisant 105 marqueurs g¢e tyicrosatellites. A cette méme
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période, les données issues de I'assemblage dungédo Cheval devenaient accessibles. Le
croisement des données de cartographie compatréel@ngénomes équin et humain avec la
connaissance de la pathogénie de l'affection éqoimefait ressortirGYS1lcomme gene
candidat positionnel. Les deux approches se s@élégs complémentaires mais le clonage
positionnel a permis d’identifier le géne respohsale I'affection équine plus rapidement.

Le séquencage et 'assemblage du génome du Claavedyé en 2007, entrainent un
bouleversement technologique. En effet, en compdeagénome de chevaux de différentes
races, environ 1,5 million de SNPs ont été iderif(Chowdhary & Raudsepp 2008).
Actuellement, des biopuces (microarrays) permettanalyser 60 000 SNPs simultanément
sont disponibles. L'utilisation de puces pangénaes]« haut-débit » facilitera grandement
l'identification de génes a l'origine de caractehgséditaires remarquables. Mais au dela de
la découverte de l'implication de génes majeurs,éeides du transcriptome permettront de
révéler les réseaux fonctionnels de génes. La dibpité de puces permettant d’analyser le
transcriptome du muscle du Cheval laisse envisdgeréetudes de génomique fonctionnelle
comparée. Alors que le muscle des chevaux estplgtiement riche en glycogéne (environ
450 mmol/kg versus 300-350 mmol/kg dans le muscle de I'Homme), leseméss de
glycogéne musculaire des chevaux atteints de migmpatar surcharge en polysaccharides
sont multipliées par 1,7 (Brojeat al. 2006). Les études comparatives de la régulatian de
génes chez le Cheval et 'Homme, chez des individasis et lors de surcharges
glycogéniques, pourraient mettre a jour I'ensendlgle interactions géniques qui interviennent
dans le métabolisme du glycogéne.

5.1.2. Etudes histologique et enzymologique

L’ étude histologiquedu phénotype PSSM chez les chevaux de race Cobandria
révélé une accumulation, dans les fibres muscslaides chevaux atteints, d'un
polysaccharide proche du glycogéne, résistanti-aylase, qui présente des anomalies de
branchement. La présence d'agrégats de polysadeBaritémoignant de leur moindre
solubilité et biodisponibilité, pouvait laisser pester la présence d’'une molécule moins
branchée que le glycogéne normal. Cependant, Egs@s histochimiques n’ont pas permis
d’identifier précisément le type de polysacchaadguel nous nous intéressions. Le mélange
de plusieurs molécules polysaccharidiques a mééerétisagé. La caractérisation du ou des
polysaccharides accumulés aurait demandé leur otixina et purification puis une
identification par des méthodes de type spectraendr masse et chromatographie en phase
liquide a haute performance (HPLC). Cette carasaéion n’a pu étre mise en ceuvre.

Aucun déficit total d’activité enzymatique dans les voies de la glyco(géno)lyse n'a
pu étre détecté mais une activité deux fois pltenge de I'enzyme branchante du glycogene
a été mesurée dans le muscle d'un cheval Cob naoratéeint. Cette observation confirme le
surcroit d'activité de I'enzyme GBE mesuré dansnlascle de chevaux Quarter Horse
affectés (Annandaleet al. 2004). Cependant, dans le muscle des chevauxntaitda
glycogene synthase est environ vingt fois plusvaague dans le muscle des chevaux témoins
(McCue et al. 2008). Le regain d'activité de la glycogéne symthan’est qu’en partie
compensé par I'élévation de l'activité de I'enzybmanchante du glycogéne. Ainsi, comme
cela avait été suspecté par Brojer (Brageral. 2006), une augmentation du rapport entre
I'activité de la glycogéne synthase et I'enzymenbleante du glycogene est a l'origine de
'accumulation du polysaccharide anormal. La cosseice de I'étiologie de I'affection nous
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permet de déduire qu'il s'agit d’'une molécule dpetyamylopectine, moins branchée que le
glycogene.

L’ étude morphométriquea permis de distinguer deux niveaux d’atteintefoerction
du type de fibres musculaires |ésées et du powrgente fibres contenant des agrégats de
polysaccharides anormaux. Lors d’atteinte séveee30 % des fibres présentent des agrégats
polysaccharidiques amylase résistants. Les cheséau&rement atteints semblent plus ageés
gue ceux dont l'atteinte est modérée ; 2 des 6athede cette catégorie étaient homozygotes
pour la mutation d&YS1 Cependant l'effectif de chevaux gravement atsegithomozygotes
est extrémement réduit. Afin de préciser si l'isiéd et I'étendue des lésions sont lieées a I'age
des chevaux et/ou au nombre d’alléles mutés et/différents facteurs environnementaux
(alimentation, entrainement), I'étude devrait é&ndue a un nombre plus important
d’animaux.

5.1.3. Etude physiologique

Lestests de tolérance au glucosdVGTT, réalisés sur 4 chevaux Cob normand ont
montré une sensibilité a l'insuline accrue chez dbevaux atteints de myopathie par
surcharge en polysaccharides. Bien que moins prqus la méthode du «clamp »
euglycémique hyperinsulinémique (qui consiste adtgr de facon constante de l'insuline et
une perfusiorvariable de glucose pour stabiliser la glycémi@a valeur donnée), les tests de
tolérance au glucose intra-veineux ont montré diéérences significatives, en fonction du
phénotype mais aussi de I'age des chevaux (sété&si'insuline accrue chez les jeunes). La
technique est donc validée mais impose de compatez eux des chevaux de méme age. La
réalisation de tests IVGTT sur un nombre plus irtgparde chevaux permettrait de confirmer
et préciser les résultats obtenus.

Les chevaux Cob normand atteints qui ont effectutest d’effort soutenu, attelés ou
sur tapis roulant, n'ont pas manifesté de « coupaig » associé a une rhabdomyolyse aigué.
Un cheval a développé une boiterie a chaud pen@diiart, probablement due a une douleur
musculaire. Méme apres 2,5 heures de pas, tropp gdlpassage d’'obstacle nos chevaux de
trait Cob normand attelés n’ont pas présenté designétaboliques ou biochimiques reflétant
un stress métabolique important. De plus, I'expégeclinique indique que les chevaux de
trait montrent les symptdbmes du « coup de sang msmnibéquemment et aprés un effort
d’intensité plus importante que les Quarter Horaegricains. Dans la bibliographie, des
douleurs musculaires dorsales liées a la myopatiesurcharge en polysaccharides ont été
rapportées chez les chevaux sportifs pratiquarsale d’obstacles et le dressage (Quiroz-
Rotheet al. 2002). Chez les chevaux Quarter Horse, méme aprésst bref et d'intensité
modeérée, tel que 11 minutes de pas et de trogniesaux séverement affectés présentent une
dégradation de I'ATP dans leurs fibres musculagesiparable a celle observée chez des
chevaux sains qui effectueraient un effort a utesge deux fois plus élevée et pendant 5 fois
plus longtemps. Les modifications métaboliques olEss dans le muscle des chevaux
Quarter Horses atteints, méme lors d’'un effort lerefconditions aérobies, témoignent d’'un
stress intense (Annandaéal.2005).

La myopathie par surcharge en polysaccharides étudhez les chevaux Cob
normand a donc la méme origine que celle des chreQaarter Horses mais ses symptomes
sont moins séveres et/ou moins frequemment obseheZsnos chevaux de trait. Pour ajuster
'entrainement et [l'utilisation sportive des chexaatteints a leur physiologie, une
connaissance plus fine de leurs capacités de matidn des réserves énergétiques en

conditions aérobies et anaérobies serait utile.
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Chez les chevaux prédisposés, une ration a basmmmntrés, riche en glucides,
favorise I'apparition des crises. Il est possibladdpter la ration énergétique du cheval en
remplacant les concentrés par des huiles. De pilnagdéquation entre la teneur énergétique
de la ration et I'exercice demandé au cheval, conenmaintien d’'une ration fortement
calorigue les jours de repos, provoque un excestoekage de glycogene et entraine la
manifestation d’un « coup de sang » a la reprisérakail. Pour prévenir ce risque, il est
conseillé de diminuer la valeur énergétique dedtdomn du cheval en période de repos
(Firshmanret al.2003; Ribeircet al.2004).

Méme s’il n'y a pas de traitement curatif de la pgthie par surcharge en
polysaccharides, la diététique préventive est, tlansajorité des cas, efficace et satisfaisante
pour les propriétaires des chevaux. Le développedemolécules permettant de diminuer le
surcroit d’activité de la glycogéne synthase musneillaisserait envisager des perspectives
thérapeutiques.

5.1.4. Génétiqgue moléculaire

La question de l'origine de la myopathie par surgbaen polysaccharides chez les
chevaux Cob normand a été élucidée grace a I'é@iadsociation génétique. Les travaux de
génétique moléculaire ont également permis d’étufiiiement le géne équin codant pour
I'enzyme débranchante du glycogene et de mettévigl@nce un nouveau transcrit.

La myopathie par surcharge en polysaccharidesuesédine mutation ponctuelle dans
le geneGYSlentrainant un « gain de fonction » de la glycogsyrthase. La mutation de
GYSlchange une arginine en histidine dans la séquaatéique de I'enzyme, ce qui la rend
plus active (McCueet al. 2008). Un test moléculaire, utilisant la techniqade
polymorphismes de longueur de fragments de rasimictéalisable sur TADN extrait a partir
d'une prise de sang, de crins ou de cellules bascglermet de détecter la présence de la
mutation causale, transmise suivant un mode autigsendominant. Les chevaux porteurs de
la mutation a I'état hétérozygote ont un risquedaux de la transmettre, les chevaux porteurs
de la mutation a I'état homozygote ayant un risgiee 100% d’avoir une descendance
« atteinte ». Il est donc souhaitable d’écarteladeproduction tous les chevaux porteurs de la
mutation deGYS1si I'on veut éviter de possibles crises de coupa®y et si le cheval est
destiné a la compétition. Le diagnostic génétigeel’dffection est le seul diagnostic de
certitude.

Cependant, dans notre population de chevaux Comara, nous avons observe 2
individus « faux positifs ». Parmi les chevaux QeaHorses américains, le nombre élevé de
chevaux «faux positifs » (22%) laisse supposenglication d’autres genes a l'origine du
phénotype PSSM. Il est possible que des genesqtesGL, GBE et PFKM modulent
'expression du phénotype et que des facteurs @mvéamentaux puissent intervenir dans
'apparition de ces cas discordants. Les effetsétigmes épistatiques et linfluence de
'environnement, notamment de l'alimentation deswdux, sur le phénotype restent a
étudier.

Lors de I'étude réalisée sur les chevaux Quarteséfoameéricains, en utilisant des
marqueurs génétiques répartis sur I'ensemble dwngénune association statistiquement
significative (p<0,001) entre un marqueur génétioma n’était pas localisé sur le
chromosome ECA10 (chromosome sur lequel se tr@N8) et le phénotype morbide a été
montrée (McCueet al. 2008). Ce marqueur représente une piste pour Explorigine
génétique de l'affection chez les chevaux qui mg pas porteurs de la mutation@¥S1
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Enfin, trois chevaux, deux Cob normand et une Reamine était porteurs de la
mutation deGYS1a I'état homozygote. Ces trois individus présemtace graves lésions.
L’étude de la corrélation entre la présence atllétenozygote de I'alléle A de la mutation de
GYSlet une atteinte sévere, étendue a un nombre iemgate chevaux, devrait permettre de
dire si le degré de sévérité des lésions estgifaigénétique.

5.1.5. Approche transcriptionnelle et perspectives

L’analyse fonctionnelle de I'expression des gerdams les muscles atteints, sur une
puce a oligonucléotides comprenant de 384 trasséqitiins, a montré une inflammation, une
inhibition de I'activité mitochondriale, une peration du métabolisme énergétique et une
hypoxie chronique. Cette étude a révélé un nivéaypdession plus élevé du gene codant
pour linterleukine 18 (IL18) chez les chevaux gite de myopathie par surcharge en
polysaccharides. L'interleukine 18 représente ungonreur plasmatique potentiel qui pourrait
eéventuellement étre utilisé pour le dépistage Hesaux prédisposes.

L’activité accrue de synthése du glycogene chsezxhevaux atteints entraine un afflux
plus important de glucose dans les cellules museslaAinsi, le métabolisme énergétique de
la cellule semble tourné vers une activit¢ de ®3sghdu glycogéne. L'augmentation de
I'expression de I'lL 18 chez ces individus peutetdcer le phénoméne en entrainant, via une
cascade, une augmentation de l'activité de la gigne synthase. L’exercice pourrait
modifier notablement I'expression du phénotype lemtrainement des chevaux provoque
une augmentation des réserves de glycogéne (McGetvan2002b), I'exercice occasionne
également une augmentation d’activité de la phdsptiokinase (Etoet al. 2004). Chez
'Homme, la transcription du gene et l'activité gmatique de la glycogéne synthase sont
plus importantes chez les athletes comparés andesdus sédentaires (Vestergaatal.
1994). Il serait donc pertinent d’étudier les effde I'entrainement sur I'expression @¥S1,
GBE, AGLetPFKM et la régulation de leurs activités enzymatiqueszdbs chevaux sains et
atteints. Des génes comme celui de la glycogénihasa kinase GSK3beta (inhibitrice de la
glycogene synthase), dont I'expression est augreaitéz les chevaux Cob normand atteints,
pourraient également jouer un rdéle important dangkiabilité de I'expression du phénotype
chez les chevaux porteurs de la mutation déléterésdS1 Les perspectives d’études
transcriptomiques sur I'ensemble du génome du Chdegiennent réalisables grace au
développement de biopuces contenant plus de 2@&08s equins. Ces études permettraient
d’aborder I'impact de I'environnement et de I'efii@ment des chevaux sur la variabilité
d’expression du phénotype PSSM.

5.2. Pathologie comparée et origine de la myopathie par surcharge en
polysaccharides chez les chevaux Cob normand

5.2.1. Glycogénose de type 0 musculaire chez 'lHomm e

En 2007, une glycogénose musculaire de type GS¥®ad’absence d’activité de la
glycogene synthase a été décrite chez 'Homme Ki€allet al. 2007). Contrairement a la
maladie équine, il ne s'agit pas d'un gain maisnd’'perte de fonction de GYS1. Une
mutation ponctuelle dans le ge@erSlentraine I'apparition d’'un codon stop prématuré au
niveau de I'acide aminé 462 de I'enzyme. La régioméique portant les deux sites actifs qui
se trouvent aux positions E510 et E518 est airseral. Les trois enfants apparentés (fréres
et sceur) chez lesquels cette glycogénose a étdodigguée avaient une quantité de
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glycogene normale dans le foie mais une absencgly@®géne dans le muscle. Cette
observation était liée a une expression normaleladeglycogéne synthase hépatique
fonctionnelle (GYS2) alors que celle du g&B¥S1,porteur de la mutation délétére a I'état
homozygote, dans le muscle, était nulle. L'un defars est mort subitement d’'un arrét
cardiague a 10 ans. Il présentait une cardiomygpdtypertrophique. Les enfants atteints
avaient des difficultés a suivre le rythme desvités sportives et se fatiguaient rapidement.
Leur incapacité a I'effort apres seulement 3 a Auteis d’exercice, était liée avec un défaut
d’éjection systolique et une faible capacité cayda Leur tolérance au glucose n’était pas
modifiée. Dans le muscle de ces individus, leseBbmusculaires oxydatives étaient
prédominantes et le nombre de mitochondries impb(tollberget al.2007).

Il existe des cas de glycogénoses humaines enttaifiaccumulation de
polysaccharides de type amylopectine pour lesqlieiggine de la maladie est encore
inconnue. Ainsi, Calore a décrit le cas d’'une fenpresentant des troubles progressifs de la
marche et un déficit des ceintures dont la biopsiesculaire a révélé I'accumulation de
polysaccharides de type amylopectine, résistariraylase, I'observation de nombreuses
mitochondries anormales autour de la surcharge gtésence de vacuoles, préférentiellement
dans les fibres de type I. Il n’a pas été mis ededce de déficit d’activité enzymatique mais
la myophosphrylase était plus active chez la ptiatteinte que chez les témoins (Caletre
al. 1992). Dans ce type de glycogénose, une mutatigaincde fonction » de la glycogéne
synthase pourrait étre suspectée.

L’étude myopathie équine par surcharge en polysa@ds pourrait ainsi permettre de
mieux comprendre les perturbations métaboliquesslia la synthese du glycogene ou
d’amylopectine dans d’autres contextes physiologgqu

5.2.2. Modeles murins

Deux modéles de souris transgéniques chez lesgquklegglycogéne synthase est
surexprimée ont été développés. lls miment latéeid’une myopathie par surcharge en
polysaccharides équine et apportent des précisianis physiopathologie de I'affection.

Un modele de souris transgéniques qui surexprifeegiycogene synthase dans le
muscle (utilisation du promoteur de la créatineakemusculaire) a été étudié (Manchester
al. 1996). Chez ces souris, l'activité de la glycogé&yathase est multipliee par dix, la
guantité de glycogene dans les cellules musculaugsentée cing fois. L'augmentation de
lactivité de la glycogene synthase est plus maegg@ns les fibres musculaires rapides de
type Il. Les quantités protéiques du transporteurgticose GLUT4 (transporteur dont
I'efficacité et I'insertion dans la membrane cddivé sont stimulés par 'insuline) ne sont pas
modifiees ou diminuées suivant les muscles étudi&ctivation de GYS, stimulée par
l'insuline, peut donc entrainer I'accroissement déserves de glycogéne intracellulaire,
méme si le transport du glucose n’est pas modiigsi, 'augmentation de la quantité de
glycogene dans les cellules musculaires chez lagsssurexprimant GYS dans ce modele est
comparable aux observations faites chez les sauissurexpriment le transporteur du
glucose GLUT1 (transporteur qui assure le transpasal du glucose). Chez les souris qui
surexpriment GYS, l'activité de la myophosphoryla&st également augmentée (multipliée
par trois). Ainsi, 'augmentation de l'activit¢ da myophosphorylase pourrait étre un
phénomene de compensation limitant la surcharggydegene, les activités de la glycogene
synthase et de la myophosphorylase étant récipnogpuierégulées (Manchesitral. 1996).
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Un second modéle de souris transgéniques surexpri@dSa été produit chez des
souris dont le géne denFglucosidase acide (ge@AA muté dans les cas de glycogénose de
type Il) avait été réprimé. Pour ce modéle, I'étioln des Iésions au cours du temps a été
observée et présente des similitudes intéressaméesnos observations chez le Cheval. Chez
ces souris transgéniques, la quantité de glycodans les cellules musculaires est doublée.
Les souris qui surexprime@Y Sdans leurs muscles présentent, dans le cytopldsnheurs
cellules musculaires, des accumulations libresalgspccharides résistant a la digestion par
'amylase (Raberet al. 2001). Il s’agit de « polyglucosans », filaments gblysaccharides
irrégulierement et insuffisamment branchés, de tymylopectine, ayant les mémes
caractéristiques que ceux observeés chez les cheatteints de myopathie par surcharge en
polysaccharides. Le type de polysaccharide accurgutilue avec I'age des souris. Ainsi, a 2
mois, une augmentation de la quantité de glycogérecellulaire était observée. Entre 3 et 4
mois, les jeunes souris accumulaient progressiventas polysaccharides de type
amylopectine. A 7,5 mois, des structures granwdage flamenteuses correspondant aux
« polygucosans » étaient observées, leur quantggentant jusqu’a 9 mois. L'accumulation
progressive de la quantité de polysaccharides pig@stedes anomalies de branchement avec
'age chez ces souris est concordante avec lesnathems faites sur les chevaux Cob
normand atteints de myopathie par surcharge ersaatharides chez lesquels les lésions
semblent s’aggraver avec le temps. Chez les squiisurexprimeniGYS l'activité de la
glycogene synthase est fortement augmentée alascglle de I'enzyme branchante du
glycogene (GBE) reste constante. Ainsi, le rappattivité GYS/GBE passe de 8,3 chez les
souris normales a 29,7 chez les souris transgénidactivité accrue de GYS par rapport a
GBE permet d’expliquer 'accumulation de polysacates proches du glycogéne présentant
de longues chaines glucidiques mais peu de ramifits de type amylopectine.

Pour apporter une validation fonctionnelle confinthgue la substitution Arg309His
de GYSlest a l'origine de I'affection équine, il faudraivelopper et étudier des souris
transgéniques qui expriment le ggB¥S1équin muté. La mutation délétere étant dominante,
les souris ayant intégré le géne muté (sous l'amfae d’un promoteur musculaire), introduit
par transgenése additive, devraient présenter @magbype proche de celui des chevaux
atteints de myopathie par surcharge en polysactdsari

5.2.3. Mutation «gain de fonction» de GYS1: une nouvelle forme de
glycogénose

Les glycogénoses musculaires sont des affectiosidtaét d’anomalies génétiques
entrainant une altération d’une enzyme intervemkams le métabolisme du glycogene. La
myopathie par surcharge en polysaccharide équaorg,ld phénotype est fortement associée a
la mutation ponctuelle Arg309His d&Y S1 responsable d’'un gain de fonction de I'enzyme,
est donc une glycogénose.

Elle s’apparente aux glycogénoses de type O liéaaeaaltération de la glycogéne
synthase, GYS1 musculaire ou GYS2 hépatique, chagmgme étant codée par deux genes
distincts. Cependant, les glycogénose de type Oagaient jusqu’alors été décrites chez
'Homme étaient due a des pertes d’activité deziyeme entrainant une absence de réserve
glycogénique. Chez le Cheval, 'enzyme mutée est pttive et on observe une accumulation
excessive de polysaccharides dans les cellulesutairss. La glycogénose équine associée a
la mutation deGYS1lest également la premiére glycogénose décrits@tiansmette suivant
un mode autosomique dominant. Ces deux particétarit gain de fonction » et « mutation
dominante », la rendant originale par rapport alycagénoses précédemment décrites, on
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pourrait distinguer la glycogénose équine, a limegde la myopathie par surcharge en
polysaccharides, et la nommer glycogénose de tgpe 0

D’autre part, chez les chevaux porteurs de la natggain de fonction d&YS] le
glucose qui entre dans les cellules musculaireplastrapidement métabolisé en glycogéne.

glucose dans les cellules musculaires, peut exglidaugmentation de la sensibilité des
chevaux a l'insuline. A l'opposé, dans certains dasglycogénose de type V (déficit en
myophosphorylase), la glycogéne synthase est iah#bdes malades peuvent présenter une
forme de résistance a l'insuline (Nielsehal. 2002). Des formes de diabete sont également
parfois observés lors de glycogénose de VII (dééai phosphofructokinase) (Ristoat al.
1999). L’hypersensibilité a l'insuline développér pdes individus atteints est donc une
troisieme originalité de la glycogénose équineype Da.

5.2.4. Mutation de GYS1 dans différentes races de chevaux

L’origine génétique de la myopathie par surchangepelysaccharides est commune
aux chevaux Cob normand, Quarter Horses et a *Bsargices equines (McCet al. 2008).
La présence de Iésions est fréquente (prévalen8® &e parmi les étalons Cob normand des
Haras nationaux, 36 % parmi les chevaux de traigeBaméricains (Firshmagt al. 2005),
10 % parmi les chevaux Quarter Horse (McCue & Vigh#007)). La mutation d&YS1
présente dans des races éloignées avec une frégélewée, n’a semble-t-il pas été contre-
sélectionnée. Cette mutation remonterait au-dela2f® ans, a une époque ou les chevaux
étaient utilisés quotidiennement pour le travaillet déplacements et pour lesquels la
nourriture pouvait étre rare (McCw al. 2008). L’activité accrue de la glycogene synthase
pouvait apporter un avantage sélectif aux chevaiaegient une alimentation pauvre. Alors
gu'aujourd’hui les chevaux sont sédentaires, logéss des boxes tout en recevant des
rations riches en concentrés, cette mutation pegeredrer des douleurs musculaires et peut
donc devenir délétere par les symptomes qu’elleqmoe. Ainsi, la myopathie par surcharge
en polysaccharides, glycogénose musculaire éq@emit pour les chevaux «un mal des
temps modernes ».
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5.3.Conclusion

Pres d'un tiers des chevaux Cob normand sont psrtdella substitution Arg309His
de GYS1qui entraine une augmentation de l'activité dezZigne et 'accumulation dans les
muscles lisses, striés et cardiaque d'un polysaicehale type amylopectine. Lorsqu'ils
recoivent une alimentation riche en concentréget stilisés a des fins sportives, notamment
pour I'attelage, ces chevaux sont susceptibleségepter boiteries, baisses de performances,
voire des «coups de sang ». Pour éviter ces effélsteres, deux stratégies semblent
envisageables :

v' La sélection de lignées de chevaux Cob normandedoidirs et de sport »
exempts de la mutation morbide @& S1 Les reproducteurs de ces lignées pourraient
étre sélectionnés grace au test génétique.

v' Le dépistage des chevaux porteurs de la mutatioB\d®let I'adaptation de
leur environnement (notamment l'alimentation etntf@ainement) afin de limiter
'accumulation de polysaccharides anormaux, de rfagp la biodisponibilité du
glycogene (stimulation de la glycogénolyse) et draenter les capacités oxydatives
des muscles stries. En cas de survenue, linflaiomatusculaire et I'hypoxie
devraient étre traitées afin de pallier les matafésns symptomatiques.

L’étude de I'impact de la ration alimentaire (nivegnergétique, quantité et nature des
sucres) et du type d’entrainement des chevaux'esxréssion du phénotype PSSM devrait
permettre d’optimiser I'adaptation de I'environnarh@ux chevaux porteurs de la mutation
délétere. L'étude de la corrélation entre la présem I'état homozygote de l'alléle A de la
mutation deGYS1let des lésions séveres ainsi que le suivi de lléem des Iésions en
fonction de I'age, de l'alimentation et de I'act&ides chevaux permettront de connaitre plus
précisément le déterminisme génétique et linfleende I'environnement sur le
développement de cette affection. L'utilisation gleces pangénomiques équines permettra
d’observer I'ensemble des genes dont le niveauptdéssion est modifié chez les chevaux
porteurs de la mutation d&Y Slet d'étudier les facteurs qui peuvent augmentdimoiter ces
dérégulations. Enfin, la conduite de ces recherchesdes chevaux de différentes races
permettra de mieux connaitre I'origine de la valighd expression du phénotype observée
entre chevaux Quarter Horses et Cob normand.

Les chevaux Cob normand porteurs de la mutation daifonction de5Y Sloffrent
donc un modeéle d’étude pour comprendre les régulatigénétiques et les effets de
'environnement intervenant lors d’une augmentatienla glycogénogénéese et de I'élévation

du rapport d'activité de la glycogéne synthase mpport a I'enzyme branchante du
glycogene, dans le muscle.
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Etude de la myopathie héréditaire par surcharge epolysaccharides
chez les chevaux Cob normand

Résumé

Nous avons recherché la base génétique de la positisn a la myopathie par surcharge en
polysaccharides. C’est une des causes du syndraroap«de sang » de certains chevaux
lourds : baisse de performances, boiterie, crampgsglobinurie. L'étude du phénotype chez
le Cob normand a précisé I'épidémiologie, les lésiet la pathogénie de cette affection.
L’analyse fonctionnelle de I'expression des genassdles muscles atteints montre une
inflammation, une inhibition de l'activité mitochdnale, une perturbation du métabolisme
énergétique et une hypoxie. La caractérisationctrale et fonctionnelle du géne de
'enzyme débranchante du glycogemes() a mis en évidence un nouveau transcrit équin.
Une étude d’association entre le phénotype etdbgrrphismes de quatre genes candidats a
confirmé l'origine de cette myopathie : une mutatijponctuelle du gene de la glycogene
synthase GYS). Cette nouvelle forme de glycogénose se compedi®n un mode
autosomique dominant.

Study of the inherited polysaccharide storage myophy
in Cob normand draught horses

Abstract

The genetic basis of predisposition to the polysadde storage myopathy (PSSM) was
investigated in the horse. PSSM is one of the caon$étying-up” syndrome developed by
draught breeds : lower performances, lameness)psiamyoglobinurie. The phenotype of
the affection was better defined in terms of epidéogy, lesions and pathogenesis.
Functional analysis of gene expression in affectescles revealed an inflammation, an
inhibition of the mitochondria activity, an enengemnetabolism disorder and an hypoxia. The
structural and functional characterisation of tiycagen debranching enzyme gefeG()
revealed a new equine splice variant. An associasitudy between the phenotype and
polymorphisms in four candidate genes confirmedatigin of this myopathy : a new single
base mutation in the muscle glycogen synthase (@8W&). This new type of glycogenosis
behaves as an autosomal dominant trait.
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