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INTRODUCTION

La glycoprotéine P, codée par le gdiBR1, est, depuis des années, connue pour étre un
transporteur dont les substrats sont de naturahtari Grace a une structure tridimensionnelle
changeante, elle forme un pore permettant le passagctif de molécules au sein d’organes et de
tissus variés (tube digestif, rein, foie, vessajrpon, cerveau...).

L’invalidation du géneMDR1 chez la Souris a été rendue responsable de tsouble
pharmacocinétiques affectant le stockage et I'élanon de principes actifs tels que la vinblastine,
la digoxine, ou encore des corticoides. Aucun teuba néanmoins été rapporté concernant la
viabilité, la fertilité et le développement de sesiris.

En 1994 ont été observées, de facon tout a faiuifer une série d’intoxications
neurologiques par un antiparasitaire de la fantile Avermectines, chez des souris homozygotes
pour linvalidation du geneMDRL1 Différents praticiens vétérinaires, au méme madment
rapporté que certains chiens de la race Colleyimapent cette méme sensibilité médicamenteuse.
Les études de ces cas sporadiques, a partir déesa®d, a permis de mettre en évidence une
augmentation du stockage et une diminution denti@ation de l'antiparasitaire dans le systeme
nerveux des chiens atteints. La relation entrefawdt de la glycoprotéine P et la mutation fut slor
faite chez les Colleys, naturellement porteurs €’délétion dans le genéDR1

Les recherches qui suivirent, ont mis en évidenbez des souris homozygotes invalidées
pour le geneMDRY1, une sensibilité particuliere de ces animaux aveld@pement de colites
inflammatoire ressemblant a celles observées maladie de Crohn chez 'Homme.

C'est grace a ces constations, effectuées chez olarisS que I'hypothése d’une
prédisposition génétigue aux maladies inflammagoirghroniques intestinales des chiens
homozygotes mutés dans le gdtieR1, a été postulée.

Dans une ¥° partie bibliographique, nous décrirons la biologie géneMDRY, les
modifications entrainées par son dysfonctionnenetria physiologie des maladies chroniques
intestinales chez le chien.

Dans une 2" partie expérimentale, nous explorerons I'hypothdsme prédisposition
génétique des chiens homozygotes mutés au dévetempele maladies digestive chroniques, a
l'aide d’'un échantillon de chiens appartenant adee Colley et a diverses races de bergers,
recrutés grace a la base de données CLOVIS desltaiims de I'Ecole Nationale Vétérinaire
d’Alfort et dont le statut digestif aura été étajpiace a un questionnaire et le génotypage pour le
locusMDR1 effectué par la sociéféntagene partenaire de cette étude.
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1. BIOLOGIE DU GENE MDR

1.1. Le géne MDR1 canin

1.1.1.La famille des transporteurs glycoprotéiques des mmamiféres

Le géneMDR1 est un gene situé sur le chromosome 7 du Chieoagid pour un peptide de
1282 acides aminés. Ce géne appartient a la sopbefales génes codant pour des transporteurs
transmembranaires (Famille ABC pouA%P Binding Cassette ») dont il existe au total 3 sous-
familles chez 'Homme ayant des localisations faises différentes les unes des autres [47] :

La sous famille MDR (Multiple Drug Resistan} représentée par au maximum 3 membres
selon les espéces, chacun des genes codant paaoforme de pompe transmembranaire appelé
Glycoprotéine P (Gly-P) lls sont capables d’expulser a I'extérieur dedlule des xénobiotiques
non modifiés.

La sous famille MRP (Multidrug Resistance-associated Protejnggroupant 7 membres,
est exprimée de fagon aléatoire dans les cellulesrales et est ainsi responsable d’une résistance
pléiotropique, c'est-a-dire une résistance crodsées agents cytotoxiques de nature différente. Ces
protéines sont principalement retrouvées dans labrene plasmique. Elles sont responsables de
I'élimination de xénobiotiques préalablement madifipar des enzymes intra-cellulaires. Ces
transporteurs sont retrouvés non seulement chearlile mais aussi chez le Singe, le Rat et le
Chien.

La sous famille MXR (MitoXantrone Resistant-associated genderniére protéine de
membrane découverte, retrouvée exprimée dans ¢eniks les glandes mammaires et I'appareil
digestif.

Alors que 'Homme possede 2 classesvil2R (MDR1 et MDR2/3 et la Souris 3riMdrla
ou mdr3, mMdrlb ou mdrl et mMdr2, mpour mousg, le Chien et le hamster ne possede que la
classe | (respectivemeoidrl etPgpl).

1.1.2. Structure du gene MDR1 canin

L’équipe de Steingolét al.aidentifié et comparé 'TARNm du géndDR1 canin (dans des
lignées cellulaires tumorales lymphocytaires résiss aux traitements anti-tumoraux). lls ont mis
en évidence une composition de 'ARNm structurelaimhomologue a ’ARNm humain. Dans
leur étude, le taux d’homologie entre TARNmM cacidrl et humainMDR1 était de 93% et de
90%, avec celui de la SourraMdrl Cette ressemblance permettrait donc, dans unaireer
mesure, d’extrapoler les résultats obtenus danesece vers I'aut{@9].

Le géeneMDR1 qui code pour une protéine appetgcoprotéine P(Gly-P) est composé de
28 exons (parties transcrites pour la formatioradprotéine) dont 14 codent pour une premiere
moitié de la protéine et 13, pour la seconde. Le®wRiés représentent chacune 610 acides aminés
dont la partie charniére (60 acides aminés) esstitode d’'une séguence peu conservée entre
espéeces de mammiféres [73, 55].
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Etant donné la forte homologie (43%) entre les atigmdu géne, certaines équipes ont
supposé que le gene final était le résultat d’'wndidation d’'un géne primitif. Il existe également
une homologie structurale entre des genes codamt lgs transporteurs actifs de membrane
bactérienne et le géndDR1 Néanmoins, en 1990, Cheat al. [5], ont mis en évidence la
possibilité d’association de 2 genes codant pows potéines analogues et ayant évolués
differemment au cours du temps [4, 20].

1.1.3.Expression du geneMDR1

De récentes études ont montré que la régulatiofedpression du géne MDR1 est
partiellement contrélée par des récepteurs nuelediePXR pourPregnane X receptoie PPAR
pour peroxysome proliferative activated egtor ou leAhR pouraryl hydrocarbon receptgrmais
aussi par un récepteur constitutif a 'antrostaa€AR).

Ces 4 récepteurs nucléairastivent la transcription de leurs genes ciblesxégecodant
pour des enzymes de biotransformation hépatiqué&remant un hétérodimére avec RXR pour
retinoic acid X receptor

Néanmoins le mécanisme d'action@&R est relativement particulier au sein de la famille
des récepteurs nucléaires puisque qu'il est engrernce lié a des séquences spécifigmbsncer
de 'ADN en 'absence de ligands. C’est la liaislencertains d'entre eux (dont les androstanes) qui
va dissocielCAR des promoteurs de ces génes cibles et inhiberebgunession. A l'inverse un
certain nombre de ligands chimiques, comme le phenhital, va activeiCAR selon un mode
classique pour les récepteurs nucléaires, et iaduitre autres des génes de détoxification comme
le cytochrome p4500u CYP.

Ce dernier appartient a une superfamille de 57 gauelant pour des enzymes qui
meétabolisent un grand nombre de médicaments maateragnt des substances endogenes
(stéroides, eicosanoides, vitamines...). Ces enzjouent un réle majeur dans le métabolisme des
xénobiotiques, dont les médicaments, et ont un pélaordial dans la protection de I'organisme
contre les agressions extérieures (polluants,gi@ss...) au méme titre que la Gly-P.

Plusieurs groupes ont ainsi montré que les xénigoies étaient percus par la cellule
humaine comme des signaux pouvant modifier un icemambre de parametres cellulaires,
notamment I'expression des genes. Chez 'Homnaegie montré que IEAR tout commePXR,
se liait a la régiomnhancerdu geneMDR1 située a environ 8kb en amont du site d’initiatitenla
transcription deMIDR1 Celle-ci activerait fortement I'expression du g&DR1 dans les cellules
intestinales [3,14].

Ainsi, lorsque des xénobiotiques pénetrent danscefiele, plusieurs mécanismes peuvent
étre mis en jeu pour limiter I'accumulation de pras toxiquesfigure 1) :

1) l'activation de la capacité transcriptionnelle @cepteurs nucléaires peut étre réalisée
directement par liaison xénobiotique/ligand dans pache de liaison hydrophobe du ligand (cas
de PXR ou PPAR) ou par phosphorylation de la protéine (cas dweptsur CAR par les
phénobarbitates).

2) certains xénobiotiques se comportent commeigands de la protéin&hR : la liaison
entraine la séparation des protéines chaperonnétoguentAhR dans le cytoplasme, provoquant
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soit la dimérisation avec 'ARNTANR nuclear translocatdret leur fixation sur les promoteurs des
genes cibles soit I'élimination du couple xénolgjo&/ligand. Dans les deux cas, 'augmentation de
I'activité transcriptionnelle des protéines proveaine réponse accrue de la cellule.

3) Au final, cela entraine la synthese de deuxgygm®protéines : des enzymes de la phase |
et de la phase Il impliqgués dans la détoxicatioteotatabolisme des xénobiotiques (en particulier

les cytochromes tel queytochrome p450 mais aussi des protéines de transport de WP&
(multi drug resistance proteips

Figure 1: Régulation de la détoxification et du catbolisme des xénobiotiques par les récepteurs nualées dont
PXR et CAR (d'apréshttp://www.jle.com)

Détoxication

Catabolisme \
Xénobiotigues
: N
Elimination
p 4
CAH PFﬂH Phase |
RXR PXA RXR 3 | |Phasell
PEEA
S MDR
SR \VA\V/A\V/AV/AL
AhR 2

ARNT

Ligand/xénobiotiques 5
Elimination

Les xénobiotiques (petits carrés et ronds de couleur bleue) qui fpéne dans la cellul
(représentée par le cercle ovale noir) empruntiessiqurs voies d’élimination possibles :

Soit ils sont détaikiés ou catabolisés directement (partie supérnituschéma), soit ils stimulent
synthése de récepteurs nucléaifeXR, PPAR a l'intérieur du cercle ovale centrale représentanbigau)
qui eux méme stimule la synthése de transpoiHDR (cylindre en bas a droite du schéma)denzyme
ou coEnzymede détoxification ghase | ou Cyt p450 et ll), enfin soit ils se fixent sur des réceptel
cytoplasmiquesAhR, cercle blanc en bas a gauche du schéma) quiamelelurs molécules inhibitrice

(volumineux croissant), jouerle réle de promoteur pour la synthese de MDR et wh@me enzyme
précédemment citées.

P = Phosphate

=

S

Uy

De plus, I'équipe de Geicét al. [14] ont démontré I'induction de la transcriptido gene
MDR1 par des molécules comme la carbamazepine (aefigile), la B pregnane 3,2-dione
(stéroide sexuel), la dexaméthasone (stéroidpjegnolone (hormone), etc.
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1.2. La glycoprotéine P

1.2.1.Structure

La majorité des études effectuées sur la glycopmtd® l'ont été chez 'Homme.
Cependant, la forte homologie (93%) entre la pnatdiumaine et la protéine canine, nous permet
d’avoir une vue d’ensemble de la structure de t#&ime canine lorsque 'on étudie la protéine
humaine.

La glycoprotéine P humaine (Gly-P) est constitué@ dégions comprenant chacune [47]:
o Une région N-terminale possédant une trés faible homologie de séquence
avec la réegion N-terminale de la seconde moitiEadgycoprotéine P.
o Unerégion C-terminale fortement homologue d’'une moitié a une autre.

On distingue 12 domaines hydrophobes transmembesndexclusivement constituées
d’acides aminés hydrophobes tels que GLY, ALA, VAIEU, ILE, PHE) répartis en deux
ensembles de 6 domaines. Ces deux structures ed@@sr par une boucle intracellulaitenKer
region). Deux domaines intra et extracellulaire sont eigsoNucleotideBinding Domaing. Le
schéma de l&gure 2illustre I'organisation de la protéine humaine. [4]

Figure 2: Modéle structural de la Gly-P humaine d'grés Chenet al.[4]

EEC n
12

s T 1T
v\ VAV,

EIC

) COOH

EEC = Espace extracellulaire ; EIC = espace inlideae

Les cercles représentent les sites de fixationsnaglgcules d’ATP, les segmel
transmembranaires sont numérotés de 1 a 12 egfesslenpointillées représente
les sites de glycosylation.
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1.2.2.Fonctions

D’aprés Georges Eet al., la conformation tridimensionnelle de la protées celle d’'un
pore au travers duquel certaines molécules (médintuses ou non) peuvent circuler (illustration

par lafigure 3 [15].

Figure 3: Organisation transmembranaire des domaing de la Gly-P d'apres Georges Eet al.[15]

Monomeére

Dimeére

Le{s domaines transmembranaires sont
représentés par des cercles et les
domaines extramembranaires par les
lignes grises et épaisses, L'organisation
de ces domaines conduit a la formation
dun pore selon une organisation
monomeérique (A) ou dimerique (B) de la
glycoprotéine P.

La Gly-P a une structure de pofeggre 3 et fonctionne activement comme une pompe a
ATP. L'activité de ce transporteur transmembranagtedéterminée par 2 €léments [47]:

L’état de phosphorylation de la glycoprotéine P et@ant directement de la

concentration en ATP du milieu intérieur [27],

La quantité de molécule substrat présente dandikurmtracellulaire.

Deux mécanismes de transport des molécules pdiyi® Gnt été envisagéfigure 4 : un
modele de pompe ATP dépendante et un modéle dittten avec les lipides membranaires.
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Figure 4. Mécanisme d'action du transport des molades médicamenteuses par la Gly-P

d'aprés Johnsoneet al.[31]

Efflux ATP dépendant

Extérieur /
%

Diffusion passive

A) Modele de pompe ATP dépendante constitué d’'un porenigue : Les molécules médicamenteuses entre par diffuig
travers la membrane lipidique et sont redirigéas Vextérieur par le transporteur.

Extérieur Libération

Insertion membranaire

% membranaire :
O000C008 D000000000000CA00H

Diffusion
intracellulaire

Cytosol lente \ %

B) Modéle «flippase » : Les molécules médicamenteuses interagissentlesdipides membranaires avant d'interagir aveq la
Gly-P et étre ainsi éliminées de la cellule. Daedains cas, la molécule rentre néanmoins danslliae mais de fagon plus

lente.

La Gly-P posséde, selon certaines études, une ni&séaron 140kD chez la Souris ou
'Homme [4, 20] voir de 170kD [53]. Selon EndicattA. et Ling V., les principales variations
structurales proviendraient des phénomenes de gliation et de phosphorylation de la molécule
[11].

Alors que la glycosylation est responsable dedhikté et de la bonne mise en place de la
Gly-P dans la membrane, le réle de la phosphooylatiste encore a définir [60].

Une récente étude a montrée que cette phosphorylabiochimique intervenait
principalement dans le transport des ions chlororas sans conséquence connue. En effet, une
surexpression de la Gly-P dans les cellules turesreg¢fractaires aux traitements a été mise en
relation avec une augmentation de I'activité desmaoa aux chlorures. Il a été supposé que la Gly-P
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régulait I'activité de ces canaux par un phénoméaephosphorylation induite par la protéine
kinase C [28].

De nombreuses molécules sont concernées par Isptidn allant des molécules anti-
tumorales comme les antracyclines aux les alcaaidgpassant par les corticostéroides [40].

Le lopéramide, le domperidone, I'ondansetron sa@lement des substrats de la Gly-P
[64].

Le fonctionnement de la glycoprotéine passe esdkamtient par la présence d’énergie
environnante sous forme d’ATP. En cas d’absencmalécule d’énergie, il y a accumulation de
molécules médicamenteuses dans le secteur intrdedicar la Gly-P est alors inactive [9].

Démontré par les auteurs Willinghaet al. , le verapamil bloque ainsi I'évacuation
naturelle vers le compartiment extracellulaire deposés tels que les alcaloides de la pervenche
ou les antracyclines dans des cellules multi-rasiss aux traitements anti-tumoraux [79]. Ainsi, le
vérapamil (petite molécule lipophile) inhibe dedagertaine I'activité ATPase de la pompe.

1.2.3.Distribution tissulaire

Les localisations seront présentées principalentams I'espéce canine; les données
concernant 'lHomme et la Souris seront utilisées@nplément.

1.2.3.1. Tractus digestif et annexes

Chez le Chien, Ginn P.E. a mis en évidence la po&sdu transporteur dans la muqueuse
gastrique et dans les cellules en brosse de laehendu tractus digestif inférieur (duodénum,
jéjunum, iléon et colon). Les annexes du tube digegpriment de fagon diffuse la Gly-P, par
exemple les acini du pancréas. Elle participe donsi a la fonction d’excrétion et de sécrétion de
la muqueuse. Les cellules des conduits des glasalesires mandibulaires expriment fortement la
protéine au pble apical de celles-ci [18].

Chez la Souris, seul le transporteur mMdrla esbueé dans l'iléum et non le mMdrlb
[70]. Foyoet al. ont également mis en évidence une expressioneslsds le jéjunum, le colon et
le rectum [13]. La présence de la Gly-P dans |#sles de la bordure en brosse de l'intestin gréle
illustre parfaitement, ici, la protection qu’ellerdere contre les éléments exogenes contenus dans
le bol alimentaire contribuant ainsi a la faibleportion de cancers intestinaux [27].

1.2.3.2. Reins et foie

Chez le Chien, la Gly-P est retrouvée discreteragntiveau du p6le apical des cellules des
canaux biliaires ainsi qu’a la surface des hépagscy.e rein, lui, exprime fortement la protéine au
niveau de I'épithélium du tubule proximal et plagfement au niveau du tubule distal et de I'anse
de Henlé [18]. De plus, chez la Souris, la Gly-Psegetrouve que sous la forme mMdrla dans la
vessie et le foie. Néanmoins, des taux équivadatsmMdrlaet mMdrlbont été retrouvé dans les
reins.
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Témoins du role excréteur et épurateur des dewanesy I'équipe de Lieberman D.ét.al.
ont révelé la présence du transporteur sur la tgueale des cellules en brosse des tubules
proximaux rénaux humains et Bailly J&.al.[1] ont montré I'occupation par le transporteuriae
face biliaire des hépatocytes humains ainsi queelksges épithéliales des canaux biliaires [39].

1.2.3.3. Vessie

Uniguement chez 'Homme, les cellules de I'urothélivésical sont le site d’expression de
TARNmM du géneMDR1 Cette présence pourrait étre associée a unecpootevis-a-vis de
certaines toxines (éléments carcinogenes exogeigesgue la fumée de cigarette, principal agent

inducteur de carcinome vésicaux) [6].

1.2.3.4. Poumons

Les épithéliums apicaux canins des bronches, brolesh et alvéoles sont
immunomarquées par les anticorps anti-Gly-P. L’H@meautant que le Chien présente ce
marquage, attestant ainsi de la présence de |®@hns cet organe [8, 18].

1.2.3.5. Cerveau et testicules

Le cerveau (ainsi que d’autres tissus nerveuxveter, moelle épiniere...) et les testicules
représentent des parties de l'organisme qui sootéegées de la présence sanguine de
xénobiotiques potentiellement toxiques. Ce sontsdestuaires pharmacologiques

Tout d’abord, les cellules endothéliales cérébrajas recouvrent la face interne des
capillaires cérébraux sont reliées les unes aueswdvec des jonctions serrées. On y note une
absence de larges pores et de fenestration ddkitapi En conséquence, cette couche de cellules
représente une barriere physique, lipophile, comtirbloquant le passage passif de molécules
hydrophiles. Des transporteurs spécifigues sont dois en jeu pour le transport de molécules
comme le glucose, les acides aminés...

Néanmoins, des molécules hydrophobes telles gqueickatine, I'éthanol et la caféine
pénetrent dans le cerveau passivement a traverselteles endothéliales. Un mécanisme visant a
extraire ces molécules toxiques est donc nécessaire

Le réle de la Gly-P dans lintégrité de certainagribres hémato-tissulaires a été mis en
evidence limitant ainsi la distribution des xéndigjoes dans des organes particulierement fragiles
tels que le cerveau, les testicules et le foetuezAiHomme et le Chien, la présence du
transporteur sur la face luminale de I'endothélides capillaires des testicules et du cerveau
illustre parfaitement ce role de barriére que jauerotéine [7, 8].

Une étude de 1995, a révélé que les patients @ttdi@pilepsie résistante aux traitements
avaient dans leurs capillaires endothéliaux eslastrocytes, une expression exacerbée du gene de
MDRL1 Il n’a pas été déterminé, s'il s’agissait deitjome du mal ou sa conséquence [72].1l a été
alors étudié le polymorphisme du géne chez 'Hongumiea révélé que ces individus réfractaires
aux traitements étaient pourvus de la méme séqugdrmtype CC en position 3435 du gene)
codant pour une surexpression de la Gly-P. Le p@msur empécherait alors la concentration des
principes actifs médicamenteux dans les neuror@s [6
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La Souris n'exprime le transporteur que sous lanrmMdrla dans les capillaires
constituant les barrieres hémato-encéphaliquersatwtesticulaire.

1.2.3.6. Placenta

Les principales molécules transportées mises ettegoe chez 'Homme dans cet organe
ont été la vinblastine (anticancéreux de type poido fuseau), la vincristine (anticancéreux), la
digoxine (glycoside cardiotonique) et la progestér¢hormone), principaux substrats de la Gly-P.
Chez 'Homme, on a montré la présence du transposier la face apicale (en brosse) des cellules
trophoblastiques du placenta maternel illustranhaéveau le caractere protecteur de la Gly-P vis-
a-vis d’éléments iatrogenes pour le feetus [7, 71].

Chez la Souris, seul le transporteur sous la fanivirlb est exprimé dans le placenta.

1.2.3.7. Glandes surrénales

Le Chien exprime trés fortement la Gly-P exclusieammau sein du cortex surrénalien.
Chez 'Homme, les études divergent quelque pewndekauteurs : la médulla exprimerait la Gly-
P pour Foycet al.[1] et non pour Cordon-Cordet al.[7]. La Souris, quant a elle exprime le type
mMdrlbdans son tissu surrénalien. Sa localisation aé&@dg responsabilité de la Gly-P dans la
sécrétion des hormones stéroidiennes telles qdesi@rone ou I'hydrocortisone [47].

1.2.3.8. Cellules lympho-hématopoiétiques

Ricky et al. ont proposé I'hypothese du role de la Gly-P danprtaection des\atural
Killer vis-a-vis d’une lyse induite par I'environnemertstile ou lors d’'un réponse immunitaire
élevée [31].

L’excrétion conséquente de la rhodamine 123 (sabsttificiel de la Gly-P) a partir des
lymphocytes T CD8+ et la moindre expression de IlgR5chez les lymphocytes T CD4+ a été
illustré par I'équipe de Bommbhardt al, chez la Souris [2].

De plus, il a été montré une faible expressionad&lly-P dans les lymphocytes CD19+
(lymphocyte B) et les CD14+ (monocyte) et une absetotale du transporteur chez les
lymphocytes CD15+ (granulocyte) [35].

Le role de la Gly-P dans le déplacement de cesilesllympho-hématopoiétiques a été
étudié. Des constatations ont ainsi été mises aeriee par I'équipe de Randolgt al. qui a
montré que les monocytes migraient dans le tissijonotif sous-jacent a travers I'endothélium
vasculaire de fagon identique en absence ou présganticorps anti-MDR1. La méme équipe a
révélé la présence de la Gly-P sur les cellulesiatiues (cellules épidermiques participant a la
présentation de I'antigéne lors de réaction imnairg) ainsi que l'inhibition de leur migration a
travers les vaisseaux lymphatiques en présenceatitiarythmique, le Vérapamil (inhibiteur de la
Gly-P) [54,58]. Le transporteur n’est donc pas lémé&nt de migration commun a toutes les
cellules de I'immunité.
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Chez 'Homme, un polymorphisme d’'une base danhe26 du gen®DR1 a été relié a
une diminution d’expression de la Gly-P et, parevdie conséquence, a de son activité. Ce
polymorphisme correspond a la substitution d’unsebeytosine (C) en une base thymine (T).
Chaque gene comprenant deux alléles (deux copigersions), la population peut étre répartie en
trois groupes : lehomozygotes pour l'allele Cou groupe 3435CC (les deux versions du géne
conservent la base cytosine), letérozygotesou groupe 3435CT (I'une des versions conserve la
base cytosine, l'autre alléle présente la sulistitihymine) et lehomozygotes pour l'allele Tou
groupe 3435TT (les deux formes présentent la gubefi thymine). Ces trois génotypes sont
associés a des variations d'expression de la Alg$homozygotes pour l'allele C (3435CC, gene
normal ou sauvage) présentent une expression Gé&/4R duodénale 65 fois plus importante que
les homozygotes pour la substitution thymine (34B35TLes hétérozygotes (3435CT) ont un
niveau d'expression intermédiaire. La répartitintreehomozygotes 3435CC (expression normale)
et 3435TT (expression diminuée) varie suivant thgies [25].

Plusieurs études ont montré que le génotype MDRdrgabétre un facteur prédictif de la
réponse aux médicaments, par exemple, chez les desalanfectés par le virus de
immunodéficience humaine et traités par des iitbirs de protéases (nelfinavir, efavirenz). Il a
été montré que, le génotype TT était associé ameikeure restauration immune (évaluée par le
taux de cellules CD4+) et a des concentrationsyaéigues en antiprotéases plus élevées.

1.2.3.9. Autres tissus sains

Chez le Chien, l'utérus, les ovaires, le myocalds, glandes mammaires, les glandes
sébacées, I'épithélium de I';esophage et la thyreij@ime de fagon variable et inconstant la
protéine MDR1 [18].

Chez 'Homme, tandis que les glandes mammairesddmetre, les follicules thyroidiens,
le placenta, la prostate expriment la protéine I, fibroblastes et les kératinocytes n’expriment
pas le transporteur [54, 73].

1.2.3.10. Feetus

Chez 'Homme, seule espéce étudiée pour ce peilfivié, le pancréas et les intestins n'ont
aucune expression fcetale ou embryonnaire.

Néanmoins en fonction de l'avancée de la grossdeseortex surrénalien exprime le
transporteur au niveau des 3 zones puis juste\amaumide la zone réticulée et fasciculée. Cette
capacité du néocortex a exprimer fortement la GgeRiit directement en relation avec la capacité
du foetus a synthétiser les hormones stéroidiennes.

L’expression temporelle de la Gly-P lors de la gesse chez la femme est illustrée par la
figure 5

Figure 5: Représentation schématique de I'expressidemporelle de la Glycoprotéine P chez I'embryonuis le
foetus humain au cours de la grossesse d'apres ValKen et al.[75]
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La glycoprotéine illustre ici, son implication darles étapes du développement
embryonnaire.

1.2.3.11. Cellules tumorales

Divers études sur des échantillons de cellules tale® ont montré la présence de la Gly-P
a I'état normal ou surexprimé.

Ces cellules sont capables d'utiliser a leur ptefitdle de détoxification du transporteur: en
produisant un grand nombre de glycoprotéines Bs aé débarrassent ainsi des médicaments anti-
cancéreux (substrat de la Gly-P).

Chez le Chien:

La protéine a été retrouvée au niveau d’hépatomiEsémangiopericytomes, de
lymphosarcomes/lymphomes, de mélanosarcomes, aeyesarcomes, de carcinomes squameux,
d’adénomes des glandes apocrines, de tumeurs ytesdés, de tumeurs de la muqueuse buccale
et de tumeurs gastro-intestinales [18, 46, 48].

Chez 'Homme :

L’expression du genklDR1 codant pour la Gly-P est augmentée dans de nombescers
humains : du cbélon, des reins, des seins, desraless de la vessie, dans les leucémies etc. On
retrouve dans cette liste les organes présentanexpression basale élevée du transporteur. Mais
dans d’autres organes l'expression peut égalememenit acquise dans un tissu tumoral
(phéochromocytome par exemple), a la suite d’utetreent anti-tumoral [1, 7, 14, 57].

Kohno et al. ont mis en évidence I'activation du promoteur canggMDR1 suite a un
traitement anticancéreux a base de vincristinedalenomycine, d’adriamycine et de colchicine.
Ainsi la tumeur devient résistante a ces molécdéeta méme facon qu’un traitement antibiotique
lors d’'une infection peut entrainer la sélectiorgdemes antibio-résistants [36].

Les tumeurs de la vessie sont un exemple tresesgant : Clifforcet al. ont montré que les
personnes qui exprimaient faiblement TARNmM M®R1 au niveau vésical étaient prédisposees a
développer des carcinomes a cellules transitioesielde plus, la faible expression du transporteur
dans les tumeurs bénignes vésicales exposait lagdesevésicales aux agents carcinogenes
extérieurs qui n’étaient plus refoulés par la por@heP. Il en résultait donc une prédisposition a
développer des tumeurs malignes chez ces persoinés, le fort degré d’expression du géne
MDR1 dans les tumeurs vésicales de haut grade poumastituer un marqueur de la progression
tumorale [6].

Chez la Souris:

Kankesanet al. ont montré que l'inhibition de la Gly-P dans lesll@es tumorales
hépatiques et mammaires traitées provoquait unendiimn de la taille, du nombre des nodules et
de leur ulcération. Ce serait donc les propriébdésnseques du tissu tumoral (surexpression du
geneMDR1) qui empécherait le médicament anti-cancéreuxtaifatre une concentration assez
grande pour étre efficace dans la cellule tumorale.
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La perspective pour le traitement des tumeurs tsefabtenir une sous expression ou
inhibition totale de I'expression de la Gly-P, pettant, une diminution de la résistance des
cellules aux traitements. Mais l'inactivation dungédans les cellules tumorales de fagon non ciblé
entrainerait, le méme effet dans les cellules sa@teserait alors probablement délétére en Gly-P
[32, 33].

A la vue de ces constatations, il serait donc @s#aint de connaitre les conséquences d’'une
inactivation du gendDR1 chez I'Homme a l'aide de modéle animaux tels qu&duris ou le
Chien.

Le Chien et particulierement le Colley et ses appigs sont prédisposés a une mutation de
ce gene delétion de 4pbh qui équivaut a une invalidation du géne. Cetteerast donc
particulierement intéressante pour modéliser lteffene inactivation, a I'échelle de I'organisme,
du geneVIDR1 L’autre stratégie vise a inactiver de facon délede genedMDR1dans les cellules
tumorales.

1.3. Modeles de souris invalidees pour les géenes MDR1

1.3.1.Constitution des lignées

A partir de banques d’ADN de souris de la ligné8,18s séquences génomiques des genes
mdrl ont été clonées. Certains exons de ces geneséorgndplacés par des cassettes de sélection
(en générale le géne de résistance a la néomydwrei, on a obtenu linvalidation des genes
mdrlaoumdrlbainsi que I'acquisition d’'une résistance a la ngcine.

Cette modification génétique a été effectuée dasscellules embryonnaires souches (ES)
qui ont ensuite été réinjectées dans des blastxygst souris de la lignée C57BL/6. Les souriceaux
obtenus suite a la réimplantation des blastocyddes des méres porteuses ont été genotypés pour
vérifier I'invalidation effective du génedrlaoub. Les souris modifiées génétiquement ont été
croisées entre elles afin d’obtenir des individusnbzygotes mutésmdrla -/- ou mdrlb -/-)

(figure 6.
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Figure 6: Principe de constitutions de lignée de siois invalidés pour un géne donné d’aprés T. Stracm [71]
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1.3.2.Conséquences de la mutation

1.3.2.1. Pharmacocinétique

En 1994, les études ont révélées dans un prenmgrsteine physiologie de base normale
des souris invalidées pour le gemglrla grace a des examens histologiques, biochimiques et
sanguins.

La découverte de la responsabilité de la Gly-P dam®maine de la pharmacocinétique a
été mis en évidence lors d'intoxication, chez deairis mutées, a des antiparasitaires
(lIvermectine) par I'équipe de Schinkedt al. Quand des souris invalidées pour le gemirl
furent infestées par des parasites et le traiteragtitparasitaire administré avec un protocole
usuel, des signes d'intoxication (immobilisatiomcapacité a se lécher, tremblements,
augmentation de la fréquence respiratoire et capparurent ainsi qu’une forte létalité. Les souris
étaient toutes homozygotes pour linvalidation dengmdrla La concentration cérébrale en
lvermectine était 80 a 90 fois supérieure a cadle sburis sauvages. Dans les autres organes et le
plasma, la concentration était 3-4 fois supérielirg’agissait donc soit d’'un déficit d’excrétion,
soit d’'une augmentation de I'absorption du inted@rdu principe actif soit, des deux [63].

Il est utile de rappeler que 'action antiparasdale certains médicaments de la classe des
Avermectines (lactones macrocycliques issuesStieptomyces avermitijisest fondée sur leur
capacité a se lier spécifiguement sur les canaugédplendant des récepteurs GABA ou glutamate
au niveau du systéme nerveux périphérique desifgarals’action résultante est alors le blocage de
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I'influx chlorique et une absence de transmissignaptique provoguant une paralysie spastique
létale.

Chez les mammiféres, les neurones portant les teiosp GABA, sont exclusivement
retrouvés au niveau du systéme nerveux centrabmt grotégés par la Gly-P présente sur la
barriere hémato-méningée. Ainsi, I'animal ne sydais les mémes conséquences que le parasite
[64].

La présence de la Gly-P dans les vaisseaux capdlaies souris sauvage et I'absence du
méme transporteur dans les souris mutées intoxscga@ illustrées par fagure 7.

Figure 7: Présence de la Gly-P dans les vaisseawpilaires cérébraux de souris d’aprés Schinkett al. [63]

Souris sauvage

Souris muté

Un marquage immunohistbitnique permet d'observer la présence de glycopresé (MDR1la e
MDR1b) sur des sections d’encéphale de souris gpadauvage et muté.

La couleur rouge indique la fixation des anticompsnoclonaux C219 paralméthode du comple;
avitine-biotine-peroxydase. L'anticorps reconnaitixi épitopes conservés et localisés suf'letlle 2¢
domaines u transportel.

Dans un deuxiéme temps, la méme équipe a reconfanpéésence d’'une accumulation
médicamenteuse accrue dans le cerveau de ces @etaisx cérébral en lvermectine était 100 fois
Supérieur aux souris sauvages 4h aprés 'admitistrper oset celui de la Vinblastine 3 a 4 fois
supérieur). Il a également été observé une dinanutie I'élimination tissulaire de ces principes
actifs [62,63].
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L’équipe de Schinkett al. a mis en évidence en 1995 de fortes concentratiertigoxine,
de ciclosporine A (immunosuppresseur), de dexamsetiea (hormone glucocorticoide) et de
morphine (analgésique) au niveau cérébral respautnt, 20-50 fois supérieur, 3-4 fois supérieur
et 1,7 fois supérieur chez les sounslrla (-/-) comparé aux souris sauvages. Comme la
vinblastine, la ciclosporine A a augmenté temperagnt dans les testicules et constamment dans
les muscles, la vessie et les intestins chez legssmvalidées. La cinétique d’élimination fécale
été plus lente pour la digoxine et la ciclosporkechez ces individus par rapport aux souris
sauvages [65].

Peu de temps aprés, de nombreuses études ontineepla présence d’une altération de la
cinétique de distribution de la vinblastine chez deuris invalidées. De ce fait, les animawkla
(-/-) présentaient des temps de demi-vie plus l@tgse réduction de I'élimination de 25-30% du
principe actif, comparés a des souris normales.pds, il a été observé une accumulation
cérébrale, hépatique et cardiaque de la molécele lels souris-(-) [74].

Apres administration, il a également été obsenansddes lignéesndrlb (-/-,) une
augmentation de la digoxine, principal substrat laeGly-P dans le secteur intracellulaire
(principalement dans les surrénales des malessebvaires des femelles non gestantes). Plus
généralement, chez les soutmuble knock-oufdoublement invalidées) pour les 2 locoxi(laet
mdrlb, on a observé une augmentation tissulaire dutisikesu niveau des testicules, du cerveau,
des surrénale et des ovaires.

En 1999, une nouvelle étude a réaffirmé une augatientde la dexamethasone, apres
administration, dans le cortex cérébral des soudsla (-/-) Le role de la GlyP dans la barriere
protectrice hémato-méningée fut confirmé. La fadugmentation des corticoides intra-hépatiques
est expliquée par le phénomeéne de compensatide fmusmdrlbchez les souris invalidées pour
mdrla,au niveau hépatiqueLe locusmdrlb est surexprimé dans le foie chez les souris mutées
pour mdrla(-/-) (Cf 1.3.2.2) [66].

D’autres molécules a tropisme digestif ont égaldmenleur pharmacocinétique modifiée
chez les souris mutéesdrla (-/-) En effet, pour le lopéramide (antidiarrhéiqu&ndansetron et
le domperidone (antiémétiques), il a été obsenetaugmentation de la concentration plasmatique
et tissulaire de ces produits, chez les saudsla (-/-)comparées aux souris sauvages [62, 63].

1.3.2.2. Organique

Il y a une décennie, une étude de Schiekell, a montré que les sounsdrlb(-/-) avaient
une viabilité, une fertilité, une gestation et yog/siologie normales. Les recherches qui ont suivi
se sont ensuite orientées vers la création dessmwalidées poumdrlaet mdrlb.Schinkelet al.
ont ainsi montré que les souris invalidées pourdmsx genes ne présentaient également aucune
anomalie de viabilité, de fertilités ou de dévelement [61].

Un phénoméne de compensation fonctionnelle parélge gndrlb avait également été
exposé chez les sounsdrla(-/-) au niveau hépatique et rénal. Alors que la mataifies inverse
n'a jamais été observée chez les soundrlb (-/-) Les conclusions des études portant sur
I'invalidation unique d’'un des deux types de traorspurs étaient donc a modeérer, si le deuxiéme
locus se surexprimait effectivement en cas de idélélu premier [66].
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Un an apres, Panwadd al. ont montré, de facon inattendue, que des sourdid€es pour
mdrla pouvaient présenter une inflammation spontanéestintile dans des conditions
environnementales stériles. Dans un premier tehidogiipe a rapport€absence de transporteur
mdrla sur la surface apicale des entérocytes chezslsouris mutéesndrla (-/-)(figure 8 [50].

Figure 8: Marquage par immunofluorescence du transprteur mdrla sur des coupes transversales de colale
souris sauvagendrla (+/+)et mutéemdrla (-/-)d'aprés Panwalaet al.[50]

Sourismdrla &/+) Sourismdrila ¢/-)

Mdrla est exprimé sur la face apical des entérocytescaolon et visible grace a un mampe
immunofluorescent a I'aide d’anticorps amtdr FITC (vert) sur des coupes intestinales cobquadorées e
rouge. L'échelle représente gfn.

Récemment, I'équipe de Bommharelt al. avait montré la présence d’activité mdr (par
localisation d’'un substrat : la rhodamine 123) desslymphocytes T périphériques de la Souris
sans identifier exactement le transporteur (mdnidr,lb ou un tout autre transporteur) [2]. Donc
dans un deuxieme temps, afin d’identifier la natexacte de ce transporteur, Panwetial ont
comparé ce méme flux de rhodamine dans les nceudphftiques meésentériques et les
lymphocytes intraépithéliaux intestinaux chez desiris sauvages et des sounsirla (-/-).
L’équipe a remarqué qu’il y avait une absence ¢oti flux du substrat chez les souris mutdes :
géene mdrla était bien exprimé dans les nceuds lymphatiques me¥gériques et dans les
lymphocytes T épithéliaux des entérocytesJne observation étonnante était alors fait8% des
souris mdrla (-/-) présentaient des symptdmes cliniques digestifgliarrhée muqueusedt
histologiques (inflammation intestinale active généralisée) sgrd’'une colite semblable aux
Inflammatory Bowel Diseas€HD) ou colite ulcérative humaindite maladie de Crohn [50].
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Les lésions digestives étaient alors caractérisaes

¥l un épaississement de la muqueusgule 9, une infiltration massive de cellules
inflammatoires (lymphocytes T, lymphocytes B, gilacytes) au sein de la lamina
propria.

¥l une désorganisation des couches épithéliales edaeuse intestinale,

¥l I'extension d'ulcéres a travers la muqueuse jusda’anusculeuse ainsi qu’une
diminution de la longueur des cryptes,

¥l une agrégation folliculaire infiltrée par les lyngmytes B exclusivement dans le
colon.

Figure 9: Coupe transversale de la paroi intestina&l d’une souris mutéendrla (-/-)avec coliteet d’'une souris
mutéemdrla (-/-)sans colite d'aprés Panwala&t al[50]

Sourismdrla t/-) avec colit Sourismdrla ¢/-) sans colit

Des coupes d'intestins colorées a l'aide d’hématogyet d’éosine ont montré un épaississement irapbde
la muqueuse colique chez les soumdrla (-/-)présentant une colite (a) comparé aux saudsla (-/-)sans
colite (b).

De plus, les auteurs ont établi le réle indispelesdb la flore intestinale lors de I'induction
et du maintien de la colite. La réduction de l'amfimation et I'absence de développement de
colites avec un traitement antibiotique et un réginbase d’eau et de saccharose ont été mis en
évidence figure 10Q. Aucune bactérie exogene ni méme Helicobactertébhe commensale, n'a
été retrouvée dans cette flore intestinale.
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Figure 10: Aspect macroscopique des intestins dewsts saines, malades sans traitements antibiotiques avec
traitements antibiotiques d'aprés Panwaleet al[50]

A certaines sourisndrla (-/-) malades (présence de diarrhée), adeninistration d’antibiotiques a ¢
effectuée pendant 10 semaines. A la fin du traiténies souris ont été sacrifiées et leur colormeré et
comparé. On note que le colon des souris mutgdrda (-/-) malades et traitées (c) présente un as
proche des souris sauvage (b) et une inflammatioindre que chez les souris mutéedrla (-/-)malades
et non traitées (a).

Leurs recherches se sont orientées vers la redpbtgsatrinseque du systeme lymphoide
et non de la barriére intestinala.vitro, les chercheurs ont observé I'accroissement gralif de
cellules lymphoides isolées de nceuds lymphatiquésemeériques des soumsdrla (-/-). Ces
souris avaient été mises en contact avec des aatigeactériens provenant de leur flore colique.
De plus, ces souris présentaient une activatioycfmiale des lymphocytes B.a premiere
conclusion était que les antigénes coliques étaiemaisemblablement la cause d’une réaction
immunitaire exacerbée des lymphocytes locaux qui proquait une colite

Mais étonnamment, I'équipe a remarqué I'apparitiercolites chez 25% des souris mutées
mdrla (-/-)irradiées (absence totale de systéeme immunitaiyaht subit une greffe de moelle
osseuse d'une souris sauvage (moelle osseuse aselyrdphocytes T pourvus de Gly-P). La
responsabilité envisagée des cellules lymphoidesbfandonnée et les chercheurs accusérent ainsi
les cellules épithéliales de la muqueuse intestidélétées en Gly-P. Cette conclusion a conforté le
réle du transporteur dans la protection de la muquese intestinale.

Finalement, il a été montré que [linfiltration lytmpcytaire des lymphocytes B et
lymphocytes T transmembranaires chez les souriglid@es pourmdrl s’avérait n’étre pas
histologiguement comparable a celle des colitewugées lors de maladie de Crohn. De plus les
souris ne développeraient pas des colites a causaddséquilibre de perméabilité mais en raison
de I'activation bactérienne en regard des cellg@théliales [22].

L’équipe de Eisenbraust al. a démontré la présence indispensable de la Glgr3 t
développement de sous-populations lymphocytaireBa-épithéliales. L'absence de ces
lymphocytes pourrait avoir des conséquences suégrité de la paroi [10].

-32-



En 2002, MaggiePriceet al. a reconfirmé chez les souris mutanmtdrla(-/-) la présence
de signes d’inflammation spontanée sévere généealis'ensemble du colon (aucun germe type
helicobacterspp étant retrouve). Ici aussi les signes étfddit:

v hyperplasie des cellules épithéliales,

v’ dilatation et remplissage des cryptes de la mugupasdes débris cellulaires,

v infiltration de cellules inflammatoires (lymphocgtemacrophages et granulocytes
neutrophiles) dans la muqueuse et de la sous-magqueu

meétaplasie squameuse du rectum,

atteinte aléatoire du caecum,

ulcéres coliques

ANANEN

De plus, les équipes de Maggio-Preteal. et Hoet al. ont respectivement montré que d’un
cOté la présence ddelicobacter bilisaccélererait le développement de la maladie infiatoire
intestinale chronique et au contraiHglicobacter hepaticuatténuerait la sévérité des symptémes
(diarrhée) et modererait les Iésions histologid@as

Lors d’'infections avedielicobacter bilischez la sourisndrla(-/-), une expansion clonale
de lymphocytes T CD4+, CD8+, lymphocytes BNatural Killer aurait lieu au sein des nceuds
lymphatiques mésentériques mais sans corrélatigra-vis de la présence ou sévérité de
linflammation intestinale. Cette réactivité lympybaire a été illustrée par la présence de taux
élevés en Interferon gammdaumor Necrosis Factoralpha et interleukine ainsi que par
'augmentation du taux des immunoglobulines sésglgA et IgG. Il s’emblerait queertains
micro-organismes contenus dans la flore digestiveois des facteurs d’aggravation ou de
modeération de Iésions intestinales chez les sounsitées malades.

Les équipes de Yamaed al.[78] et Mochidaet al. [45] ont concentré leurs recherches sur
la cancérologie intestinale. Ainsi, ils ont déméngu’il existait une surexpression de la Gly-P
associée a une augmentation nucléaire de la peoferatenin (protéine responsable de la
prolifération cellulaire, normalement inactive) aiveau des adénomes intestinaux des souris
mutanteApc™™* (souris mutées dans le géAeenomatous Polyposis Cadt prédisposées aux
polypes intestinaux).L’induction du gene mdrla était un événement précoce dans la
chronologie du développement des tumeurs intestined.

De plus chez ces méme souris, le nombre de polgpestinaux et coliques était reduit de
plus de la moitié chez les souris mutafpe™"* invalidées pour les génesdriab (-/-) comparé a
celui des souridApd™™* non invalidés pour les génesdrl Enfin I'aspect des polypes semblait
différent chez ces souris invalidées (polypes platec plus de matériel nécrotique). L'inhibition
incompléte était vraisemblablement due a une cosgiEm par d’autres transporteurs qui ont
contribué neéanmoins a linduction des polype&bsence du genemdrla chez les souris
mutante Apc™™* a contribué & diminuer le nombre et I'aspect des ahomes intestinaux.

Ces chercheurs ont démoninévitro que I'ajout d’un inhibiteur de la Gly-P (le vérapia
ou la ciclosporine) a une culture cellulaire IECe6llules intestinales de rats nouveauraésulait
totalement le développement polypoide de ces eslluLes équipes ont proposé un modele
hypothétique du réle de la Gly-P dans le renouxrediet cellulaire intestinafigure 17 [78].
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Figure 11: Modele hypothétique du réle intestinalale la Gly-P d'aprés Y. Mochidaet al.[45]
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cellulaire. 1l en dérive un accroissement du taexehouvellement du tapis cellulaire a partir dgptes.

(b) Intestin d’une Souris sauvage pourmdrla: L'expression de la Gly-P a la surface apicale detérocytes
évite les Iésions de ’ADN provoquées par les xdéotidues et ralentit ainsi la mort cellulaire. Lesuches cellulaires s¢
renouvellent alors plus lentement, laissant aifes ple chance a chaque cellule d’entrer dans ucepsois de
tumorigenése.

Ces nombreuses conclusions d’expériences de delgtiwétique de la Gly-P chez la Souris
nous permettent de nous orienter vers des conséggmi@mnincipalement digestives et de toxicité a
certains médicaments. Lorsque la Gly-P est abs&gepbservations décrites ci-dessus peuvent
constituer des hypothéses pour certains chienseti@iment mutés au niveau du geMerl. Nous
pouvons conclure que la Gly-P protege I'organisom@re les composés xénobiotiques toxiques en
les excrétant dans l'urine, la bile et la lumiéngestinale, en prévenant ainsi leur accumulation
nocive dans des secteurs tels que le cerveau teskesules.
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1.4. Anomalie génétique du gene MDR1 dans la race Collely
apparentées

1.4.1.Description de la mutation

L’introduction dans les années 1980 d’'un nouvelipamasitaire (lvermectine) dans le
domaine vétérinaire a mis en évidence une neumitéxfatale chez des chiens prédisposés
génetiquement.

Cette neurotoxicité s’est traduite cliniguement learsymptémes suivants, qui n’étaient pas
tous associés chez un méme animal :
Faiblesse musculaire des membres
Vocalisations
Désorientation
Ataxie
Salivation
Marche en cercle
Hyperexitabilité
Sensibilité accrue au bruit
Mydriase
Tremblements
Somnolence
Prostration
Coma

FIIIIIINIIIID

En 1987, une sensibilité chez le Colley est nobée d’administration par voie orale dés la
dose de 100pg/kg (contre 2000ug/kg pour les clBeagyle témoin). La concentration en principe
actif dans le cerveau des chiens Colley décédde auladministration excédait alors celle du
plasma et du foie [51].

Deux hypothéses ont été mises en avant : une dilmmde I'expression du geMdDR1 ou
une mutation génétique qui rend le transportewtinau absent.

L’allele sauvage du gerndDR1 a par la suite été caractérisé chez le Beagk miukation
supposee présente chez le Colley sensible a I'iwetine a été recherchée. La mutation recherchée
chez le Colley a éte identifiee comme wetion de 4 paires de bases (ATAG) en positiod 16
dans le 4™ exon du géne Cette délétion entrainerait un décalage du caerdecture qui
provoquerait I'apparition précoce d'un codon stdigufe 12. La protéine ainsi codée ne
présenterait plus que 91 acides aminés sur les @284 protéine sauvage. Aucune activité de
transport n'a été décelable chez la protéine mubéta expliquerait donc la neurotoxicité de
I'lvermectine chez les Colleys homozygotes poumiatation :le principe actif traverserait la
barriere hémato-méningée des Colleys homozygotesrat serait pas extrait par I'action de la
Gly-P codée par le gen®DR1 [56].
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Figure 12: Organisation de la délétion des 4 pairede bases sur le chromosome 14 canin d'aprés Rouddt

al. [57]
Apparition d’'un

codon stop précoce ==

A pp =
141 158 160 170 180 120 200 240 0 240
R L ) ————— i i § } Ce—
Colley méle sensible a Mvermectine TEETGOTITTTOOAAACATEACAG]  [ETTTOCAAATOCAGGAATTTCAAGAAACARAACTTTTCCAGTTAT AR TAATGAAABTATTA
CoIIey femglle sensible a | Iyermectlne TEETGETTTTTGGALACATGACAS ETTTGCAAATOCASCAATTTCAAGAAACAAAACTTTTOCAGTTAT AR TAATGAANGTATTA
Chien Beagle controle TECTERTTTTTGGAMACATGACAGATAGCTTTGCAAATGEAGSAATT |cﬂ.AGAAﬁCAAAhiTTTTq;L:._.ﬂEL;:ﬂ.-:u!‘uT'rl.!‘uA:riL:.A.!_',AGTAﬁA

1
i
1 -
i

Délétion de 4 pl

B 0 - a0 W
- e —
Chien Beagle controle LYPCHMTDS FANASISENETFEVIINEST

Colley sensible a I'lvermectine LVECHMTALOMOEFQETKLECL Stop

Décalage du cadre de lecture
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(b) Séquence peptidique correspondantePrésence d'un codon stop précoce en positioneda dlycoproteine P chez les
Colleys mutés

L’équipe de Mealey a découvert que les Colleys iblss a I'lvermectine étaient tous
homozygotes mutésM(DR1-/9, en accord avec umode de transmission autosomique récessif
de la sensibilité[41].

1.4.2.Phylogénie de la mutation

La mutation a été retrouvée par Neffal. dans 9 races dont 2 de chiens de chasse qui ne
possedent aucun ancétre commun avec les bergarsedsion avait rattaché la mutation (voir plus
loin). L'étude concluait, a la lumiere de rechelméstoriques, que tous les chiens porteurs de la
delétionMDR1 étaient des descendants d’'un chien qui vivait eane Bretagne dans les années
1800 avant la séparations des lignées de chiemaces distinctes. La mise en place du standard
officiel de la race Colley aurait permis I'étabbssent de la mutation dans la race. L’arbre
généalogique des races de la famille du Colleyegstsenté dans fegure 13[49].
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Figure 13: Arbre généalogique de la lignée des Cells d'apres Neffet al.[49]
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Neff et al.ont mis en évidence la présence de la mutatios #@meuf races suivante [49]:

Le Whippet a poils longs
Le Silken Windhound

v Le Berger Australien (standard et miniature)
v" Le Shetland

v Le Colley a poils longs et courts

v" Le Border Collie

v L’English Shepherd

v" Le Bobtail

v" Le McNab

v

v

lIs ont également calculé la fréquence de l'alléédétére dans ces races ainsi que la
fréequence des 3 classes de génotyjaddgau ).
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Tableau 1: Fréquences de l'alléle MDR1 et des génypes dans I'étude de Neff Met al.[49]

Race Nombre de | allele muté | -/- (%) | +/- (%) | +/+ (%)
chiens (%)

Berger Australien 178 16,6 1,7 29,8 68,5
Berger Australien miniature 56 25,9 3,6 44,6 51,8
Colley 263 54,6 31,2 46,8 22,0
Berger anglais 91 7,1 0 14,3 85,7
Whippet a poils longs 89 41,6 15,7 51,7 32,6
Mc Nab 35 17,1 2,8 28,6 68,6
Bobtalil 151 3,6 0 7,3 92,7
Shetland 190 8,4 1,1 14,7 84,2
Silken Windhound 84 17,9 1,2 33,3 65,5

Il est a noté la présence de races tellesSilken Windhound et leWhippet a poils longs
qui n'appartiennent pas a la lignée du Colley. Algue la mutation du Whippet a poils longs serait
issue d’'un mélange avec le Shetland (le seul éteg@ua reconstruit la race dans les années 50
possédait aussi des Shetlands et la séquence ymaglet deMDR1 est identique chez le Shetland
et le Whippet), le Silken Windhound est directemssiti d’'un croissement avec le Whippet [51].

La délétion de 4pb du gemdDR1 a également été mise en évidence ch&elger Blanc
Suisse(également appelé Berger Américain). Cette rasasigslu Berger Allemand, ne possede pas
d'ancétres communs avec les Colleys. L’haplotypsemt chez les Bergers Blancs Suisse mutés
dans le gen®DR1est identique par descendance a I'un de ceuxmirédses les races apparentées
au Colley (Whippet, le Silken Windhound, le Shedlat le Berger Australien) mais pas a celui du
Colley. Il est donc fort probable que la mutationMDR1 du Berger Blanc Suisse provienne des
lignés de chiens de chasse (Whippet et Silken Winodilnd) plutét que du lignage des bergers
[17].

La raceElo, potentiellement concernée par la mutation, estraisement entre le Bobtall,
le Chow-chow, I'Eurasien, le Samoyéde, le DalmatleriPékinois, le Loulou de Pomeranie et le
Spitz. L’hypothése a été que les 4 Bobtails resploles de la création de la race aient été porteurs
de la mutation (en sachant que 23% du génome tie metivelle race provient du Bobtail). Un
échantillon de 177 chiens de la race a donc étsnat n'a néanmoins pas révélé la présence de
la mutationMDR1dans la race [12].

La fréquence de I'anomalie chez le Colley, prin@pace porteuse de la mutation, a été
décrite dans diverses publications a travers ledadgableau?):

Tableau 2: Fréquence des génotyp@&8DR1 chez le Colleys dans divers pays [16, 25, 34, 42]

Pays Homozygote Hétérozygote Homozygote Référence et
MDR1 (-/-) MDR1 (+/-) MDR1 (+/+) année

France 48% 32% 20% 25 (2004)

Allemagne 33% 48% 19% 16 (2005)

Australie 24% 64% 12% 44 (2005)

USA 35,5% 42% 22,5% 42 (2002)

Japon 42% 33% 25% 34 (2005)
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Outre les proportions inégales, ont remarque nette¢igue _toutes les lignées de Colleys des
4 continents sont touchépar la mutation du gendDR1 et dans des proportions non négligeables.

A partir de ces données, il est possible de caldal@révalence de l'allel®DR1 mutés
dans chaque pays pour la race du Colley principatéitableau 3 :

Tableau 3: Prévalence des alléles mutés chez ledI€gs et apparentés dans divers pays

Pays Colley | Bergers Australien | Shetland
France 64%
Allemagne | 54,6%
Australie 56%
USA 56%
Japon 58,3% 33,3% 1,2%

1.4.3.Sensibilité avérée a certains principes actifs eutres anomalies

Dés I'année 1983, il est montré qu’'une sensibdécifique est retrouvée chez le Colley
lors d’administration d’lvermectine. Cette sengibiln’est alors pas décrite dans d’autres races
[59,67]. Les symptdmes observeés chez les Collaysildes sont essentiellement :

¥ Ataxie
¢¥ Vocalisation
¢¥ Excitation
¥¥ Hyper extension de la téte
f¥ Somnolence
f¥ Mydriase
¥¥ Ptyalisme
f¥ Tremblement
¢¥ Dépression
f¥ Coma
Dans certains cas, I'animal décede.

La neurotoxicité du lopéramide chez le Colley eghosée par Hugnett al. en 1996.
L’équipe émet I'hypothése d’'un transporteur comndulilvermectine au niveau de la barriére
hémato-méningée [26].

D’autres cas d’intoxications suivront et la relatientre les porteurs de la mutation et les
symptomes de toxicité est rapidement mise en éwaleSeul un traitement a la Naloxone
(antagoniste des récepteurs de la morphine) peugaéiministré lors de cas severes [21].

En 2006, le cas d'un Colley ajoute deux moléculksléte des produits dangereux pour les
chiens sensibles a I'lvermectine. Ainsi l'utilisati a des doses usuelles de digoxine et de
mexiletine (antiarythmique), a provoqué des sym@®merveux (marche en cercle, confusion,
anxiéte, pousse au mur) chez un individu, qui esaté génotypé muddDR1(-/-) [21].

Puis la doramectine (antiparasitaire) vient congplét liste des molécules dangereuses a ne
pas administrer aux chiens mutés [17]
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En 2007, I'équipe de Mealegt al. a montré le role de la Gly-P dans I'axe hypotalamo
hypophysaire-surrénalien. Il a noté des différersigsificatives dans la physiologie de I'axe entre
les chiens homozygotes mutés et les chiens deyganeauvage. Chez des individus miN#3R 1
(-/-), le taux basal de cortisol plasmatique et apigsudtion a I'ACTH était inférieur a celui des
chiens avec le génotype sauva@dg+) [43]. lls ont également noté que le taux d’ACTH
plasmatique des chiens mutés), apres administration de dexamethasone a dose étaiemoins
élevé que celui des chiens sauvége) . L’hypothése évoquée était que I'absence de laFGlyui
limite normalement le passage des corticostéraidas le cerveau, provoguerait une augmentation
cérébrale des concentrations hormonales en stérofdesi le chien déficitaire en Gly-P
cérébrale aurait un rétrocontréle plus fort sur I'hypothalamus qui bloquerait la sécrétion
chronique d’ACTH et de cortisol (figure 149.

Mais contrairement aux souris, lors des stimulatiaria dexamethasone a dose faible, les

chiens mutés ne présentaient pas de réponse &amigoe significativement inférieure a celle des
chiens non mutés.
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Figure 14: Représentation schématique de I'axe Hyploalamo-hypophysaire-surrénalien chez les chiens a
MDR1 mutés et sauvages d'aprés Mealat al.[43]
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releasing hormoneu corticolibérine) et de TACTHAdrenocortico tropic hormoneu hormone corticotrope)

(b) Chien avec un génotype muté pouMDR1: L'absence de la Gly-P augmente la concentrationcattisol dans le
cerveau qui provoque un rétrocontrole élevé swétaétion de la CRH et de 'ACTH et donc une séanédibaissée de
cortisol.

Ces constations permettent d’éclairer certainesrghtion cliniques réalisées chez les
chiens de race Colley et apparentés. Dans certaisisdes chiens de ces races présentent une
mauvaise réponse au stress (choc septique, makadipitalisation) et une mauvaise réponse aux
thérapeutiques appropriées. Un mauvais fonctionnerde I'axe corticotrope chez les chiens
MDR1 homozygotes mutés pourrait étre responsable diuswdfisance surrénalienne durant les
phases de stress ou lors de maladies [43].
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2.LES MALADIES INTESTINALES CHRONIQUES
INFLAMMATOIRES CHEZ LE CHIEN

Les maladies intestinales chroniques inflammatdii€1) sont retrouvées aussi bien chez
'Homme que chez le Chien. La maladie de Crohnaetdcto-colite hémorragigue sont des
maladies qui posent un probleme de santé publiquenédecine humaine. Chez le Chien on
retrouve différentes entités nosologiques :

X la colite hyperéosinophilique,
X la colite ulcérative histyocytaire,
3¢ la colite lymphoplamocytaire,
3¢ l'entérite régionale

2.1. Etude clinique

2.1.1.Symptdmes

Les principaux symptdmes chez le Chien, ont étémés par Levent [38], ce sont :

+ La diarrhée chronigue qui est le signe le plusJdedrd (causée par la perturbation de la
motilité du cblon, une réduction de l'absorptioreall et d’électrolytes et une sécrétion
active d’eau et d’électrolytes). Elle peut avoorgjines topographiques :

B L'intestin gréle:
» steéatorrhée, méléna et présence d’aliments norrésgé
* abattement et perte de poids
1 Le colon:
e augmentation de la fréquence d’émission des seijes sont
glaireuses semi-solides a solides et une dysclésiegmochésie.
» absence de perte de poids.

Les vomissements brutaux liés a une atteinte deoheac ou de l'intestin gréle ou du
colon

L’anorexie

La déshydratation

La perte de poids

Les douleurs abdominales

La léthargie

Le changement de comportement

Les atteintes hépatiques par contamination ascémgam les voies biliaires ou par
bactériémie portale...

T S SS
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2.1.2.Exploration de la gravité de I'inflammation

La difficulté réside dans la relation qui existdrerla sévérité des symptdmes et celle de
I'inflammation.

L’équipe de Jergens a mis en place un systeme atfatgon des symptdbmes canins par
I'établissement d’un score directement lié a lavigéade l'inflammation figure 15. Il s’agit du
CIBDAI (Canine Inflammatory Bowel Disease Activity Inde@e score a été corrélé avec la
sévérité des lésions histologiques intestinalesugtconcentrations en protéine C activée, témoin
du stade inflammatoire [30].

Figure 15: Critére de gradation des maladies intestales chroniques inflammatoires d'aprés Jergens [§

A. Attitude/ activité )

B. Appétit Score 0-3:

C. Vomissements 0 = Normal

D. Consistance des selles ~ 1 = Faible modification

E. Fréquence des selles 2 = Modification modérée
F. Perte de poids _J 3 = Modification sévéere

Somme des 6 valeurs = Score cumulé global CIBDAI

0-3 4-5 6-8 9 ou plus

Expression clinique insignifiante  Atteinte intesiia faible Atteinte intestinale modérée Atteinttegtinale sévere

D’autres méthodes d’exploration de l'inflammaticgupent également étre envisagées [29]:

L’endoscopie gastro-intestinale permet d’explofaspgect macroscopique, la friabilité et
I'érosion de la muqueuse digestive.

L’analyse histologique de la muqueuse peut gracanasystéme de score, évaluer
linflammation. L’accroissement du nombre des lyropyies, les altérations de la muqueuse et les
modifications de la surface épithéliale sont dégm&s de gravité.

L’évaluation de marqueurs de I'inflammation a égaeat été proposée. Ainsi il est possible
de doser dans les sécrétions coliques chez I'Hoeinke Chien des Ig ou les nitrites (marqueur
fiable de l'inflammation intestinale), les anticerpytoplasmiques anti-neutrophiles, les messagers
cytokiniques (ARNmM) témoins de l'altération de laigueuse digestive, les lymphocytes T, les
lymphocytes B et les mastocytes de la muqueuse angis d’autres molécules dans le sang telle
gue la protéine C réactive sérique. Ces marqueeirsont malheureusement jamais utilisés en
médecine vétérinaire courante.
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2.2. Physiopathogénie
2.2.1.Etiologie

2.2.1.1. Immunopathologie de la muqueuse intestinale :

La pathogénie des maladies inflammatoires chrosigotestinales MICI ) reste encore
obscure. Il pourrait s’agir d’'une activation suitein défaut intrinseque de ce systéme immunitaire
(activation constitutive ou défaillance d’'un mésaneé de régulation) ou bien d’une activation suite
a une stimulation continue, due a un changemert dabarriere épithéliale de la muqueuse. Chez
des patients atteints de la maladie de Crohn latioda inflammatoire est dominée par un
phénotype associant la présence de lymphocyte C&e une production d’interférop et
interleukine 2 alors que chez les patients attaietsolites ulcératives chroniques se sont plutdt
l'interleukine 5 et le facteur TGF(transforming growth factof) qui prédominent associés a des
lymphocytes CD4+ également [19].

L’intégrité de la barriere peut étre compromise gas variations génétiques, lors d’'une
Iésion ou lors de la présence d’agents exogendsirflammatoire par exemple). Lors d’'un
phénomeéne chronique, la réaction inflammatoire &€sige est permise par la stimulation du
systeme immunitaire par des composés produits @aibectéries commensales de la lumiére ou
des antigénes du bol alimentaire. Les antigenesedebactéries rentrent des les entérocytes,
provoguant ainsi la cascade inflammatoire via Ekiles dendritique et les lymphocytesh@&lper
de type 1Figure 16 [52].
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Figure 16: Pathogenése des maladies intestinalega@hiques inflammatoires chez la souris d'aprés Podsky et
al. [19]
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L'étude de lignées de souris a montré que l'advatdes macrophages provoqueraitproductior
d’interleukine 12, 18, du facteur inhibiteur de naiion des macrophages et serait alors respondabie
stimulation des lymphocyteE helperde type 1 (Thl). Ces derniers activeraient lesropmages gL
produiraient alors des interleukines 1 et 6 et dlF Ttumor necrosis factyren une sorte de gercle
vicieux » inflammatoire au niveau des entérocytes.

2.2.1.2. Eléments immunologiques circulants

On a pu mettre en évidence une augmentation dess tisériques en anticorps
(principalement des IgA) dirigés contre les antegralimentaires, épithéliaux coliques et les
glycoprotéines du mucus dans les maladies digastiveniques [38].

Contrastant avec ce nombre croissant d’anticogss)yimphocytes B ont été observés en
guantité restreinte. Ceci est dU probablement asagaestration sur le lieu de I'inflammation dans
la muqueuse. En contrepartie leur activité estefodnt augmentée. Le nombre de lymphocytes T
est constant mais leur activité contre les cellal@ghéliales est augmentée.

En résuméelors de MICI, on observe une augmentation de l'actité des systemes
cellulaires B et T.L’augmentation de la réponse immunitaire des lynegtes muqueux envers les
antigénes de la muqueuse peut provenir soit degrf@mtation de I'exposition du systéme
immunitaire a ces antigenes suite a une perméalaiticrue, soit d’un déréglement primaire de
limmunité de la muqueuse.
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2.2.1.3. Les réponses d’hypersensibilité lors de MICI

Il existe un consensus général concernant la pathegle la maladie : elle s’explique par
une réponse d’hypersensibilité a des antigenesnlumi (alimentaire, parasitaire, bactérien). Ce
sont des réponses inflammatoires exubérantes aierijmmunitaire.

Les quatre types d’hypersensibilité peuvent étkesagée figure 17) :

% Hypersensibilité de type 1

Cette hypersensibilité immédiate est a I'origindalproduction d’IgE suite au contact avec
des allergénes. Ces anticorps se fixent au niveaur@stocytes entrainant alors leur dégranulation
ainsi que la libération de nombreux facteurs d#léimmation (histamine, sérotonine, leucotriene,
PAF =platelet activating factgrprotéases) etc. Certains attirent les granulscgtesinophiles qui
libérent des produits toxiques (radicaux libresgs Lentérocytes subissent alors d’important
dommage dans ce type de réaction d’hypersensiblligxiste des prédispositions génétiques a
développer ce genre de réaction. Cette hypersétésilkixpliquerait la pathogénie des MICI
éosinophiliques.

% Hypersensibilité de type 2

Cette hypersensibilité cytotoxique, fait intervelartoxicité dépendante des anticorps, que
ce soit suite a l'activation du complément ou grackactivité lytique de cellules cytotoxiques.
Cette hypersensibilité expliquerait la pathogémis MICI lymphoplasmocytaires canines.

% Hypersensibilité de type 3

Cette hypersensibilité a immuns complexes est t&iaée par le dépot de complexes
immuns circulants sur les cellules. La fixationatumplément entraine la formation d’un processus
inflammatoire au sein du tissu. Cette hypersernt@bil’est pas associée a ce jour a un type de
MICI.

% Hypersensibilité de type 4

Cette hypersensibilité retardée dépend de la liloérapar les lymphocytes T sensibilisés,
de substances chimiotactiques entrainant I'inflatronalinfiltration de cellules phagocytaires et
la mort cellulaire. Cette hypersensibilité explicpiela pathogénie des entérites granulomateuses.
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Figure 17: Représentation schématique des quatrepgs d'hypersensibilité d’aprés Roitt et al. [56]
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2.2.2.Déterminisme génétique

D’aprés Podolsket al, les facteurs génétiques suivant modulent la n&al[&@]:

Chez 'Homme

» Les mémes prévalences ne sont pas retrouvées danglifférents types de
populations humaines.

« Il 'y a un risque de développer une MICI plus élelieéz les personnes apparentées
au " degré d’un patient.

» Les vrais jumeaux sont plus touchés que les famegux.

» |l existe une similitude entre les sites de lésiohez les membres atteints d’'une
méme famille.
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Chez I'animal

« l'étude de lignés de souris avec des altérationeétggues a montré une
prédisposition a développer des colites.

« Aucun gene en particulier n’est responsable du ldppement de MICI, mais il
semble impliqué un ensemble de génes qui codent gesi protéines impliquées
I'intégrité de la barriere épithéliale ou la repemmmunitaire.

» des bactéries commensales sont nécessaires pdavdédoppement des IBD chez
des hétes sensibles génétiquement.

2.2.3.Rdle de la glycoprotéine P

Divers études ont des conclusions opposées suldepotentiel du transporteur dans la
formation des colites ulcératives ou Maladie deh@ro

Nous avons déja établi que la Gly-P est un pratecte la muqueuse intestinale. Il pourrait
étre, a juste titre, envisagé que la dérégulatiordigparition totale du transporteur puisse étre
responsable de l'induction de maladie chroniqueestige. L’équipe de Panwalkt al. a déja
proposé cette hypothese grace a un modéle de sdélgsere pour le géenmdrla Ainsi la
suppression de la Gly-P aurait pour conséquencenuahissement de la muqueuse digestive par
des antigenes exogénes [50].

Chez 'Homme, pour certains haplotypes au locusMDR1 sont associés a une
prédisposition a développer des maladies digestivelroniques Ainsi certains haplotypes sont
plus frequemment retrouvés chez les patients &tdim colites ulcératives que dans la population
générale [23].

Les résultats des travaux de I'équipe de Gregernommtré que le taux d’expression
duodénale du gendDR1 était plus élevé chez les chiens ayant une diardi@rigine alimentaire
gue chez les chiens ayant une inflammation chreniiestinale ainsi que chez les chiens témoins.
L’absence du transporteur pourrait étre donc resglale de la présence d’une maladie chronique
inflammatoire. Et il serait dongossible de distinguer une diarrhée d’origine alimetaire d’'une
maladie inflammatoire chronique de l'intestin a I'aide de ce marqueur{19].

Le systeme régulateur de I'expression du g1 pourrait également étre impliqué. En
effet, l'activité du récepteur PXRpiegnane X receptdret une dérégulation du métabolisme des
xénobiotiques contribuerait d’apres Langmein al. au développement des colites ulcératives
humaines [37] (voir 1.1.3.)

Enfin les interactions complexes de la Gly-P awesysteme cytochromique P450 (pour
I'absorption, le métabolisme et I'excrétion de xBiobiques) et 'absence de bonnes connaissances
des autres récepteurs que la Gly-P expliquentilesgknces obtenus dans les études consacrées
aux réles de la Gly-P dans les maladie gastrotindss en général [22].
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2.2.4. Traitement

Selon les auteurs, la liste des principes actiéba@is dans le traitement des maladies
inflammatoires chroniques intestinales est longO®e. retrouve l'acide aminosalicylique, les
corticoides, la sulfazalazine, les immunosuppressest immunorégulateurs (azathioprine,
mercaptopurine, ciclosporine A...), les Anti-TNF, méme les antibiotiques (métronidazole). I
est a noté que certaines de ces molécules appeatied la liste des substrats de la Gly-P :
'absence ou la présence du transporteur pourtedt én relation avec les résultats mitigés de
guérison des MICI [52].

2.3. Conclusion

Les MICI sont caractérisées par une hyperactivadiorsystéme immunitaire au niveau de
la muqueuse intestinale (réactions d’hypersengbiéinvers les antigenes luminaux) et une
perturbation de la balance entre facteurs pro etirflammatoires en faveur d’'une inflammation
néfastes de la muqueuse. L'origine la plus probdblees anomalies serait une déficience de la
fonction suppressive du GALTgéstro-intestinal associated lymphoid tissga correspond au
systeme immunitaire intestinal), d'origine primaifgénétique avedMDR1?) ou secondaire
(dépassement des capacités de protections viseBuwvie surexposition d’antigene).
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DEUXIEME PARTIE

ETUDE EXPERIMENTALE
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1.BUT DE L'ETUDE

Sur la base de certains résultats effectués sbouais, I'apparition de maladies digestives
consécutives a la délétion du geldR1 laisse entrevoir la possibilité, pour certainseosi
naturellement mutés dans le geMi®R1 a développer des inflammations chroniques du tube
digestive. Nous avons donc testé I'hypothese dhetetion entre le genkIDR1 et la physiologie
digestive. Nous avons orienté notre étude sur ¢et gans oublier que le gemMéDR1 peut étre
impliqué dans d’autres fonctions organiques.

2. ANIMAUX, MATERIEL ET METHODES

2.1. Sélection des populations échantillons

A partir du logiciel CLOVIS (base de données d'intilication de tous les animaux amenés
a I'Ecole Vétérinaire Nationale de Maisons-Alforppartir de 2004), nous avons sélectionné les
chiens pouvant rentrer dans notre étude (critérdessous). Ces derniers étaient venus pour de
simples vaccins, pour une consultation généraley mmnsultation spécialisée ou pour une
chirurgie.

2.1.1. Race

Nous avons sélectionnés les races de Bergers c@@separ la mutation du geRdR1 en
ne gardant que celles retrouvées communément ecd-naétropolitaine soit :

Le Berger Australien

Le Berger Blanc Suisse ou Berger Américain
Le Border Collie

Le Colley

Le Shetland

EEEEE

2.1.2. Age

Compte tenu de I'age maximal estimé de vie desnshike bergers (environ 15 ans), nous
avons sélectionndus les animaux nés apres 01/01/2003ur516 chiens contacté25 nous ont
étérapportés décédésle diverses maladies et n'ont donc pas pu pagtiég’étude.

2.1.3. Durée de I'étude

L’étude a porté sur une période allant du 01/1@i029/02/08.
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2.1.4. Recrutement supplémentaire

Sur I'ensemble des 516 chiens sélectionnés paodiei¢l CLOVIS, 29 personnes ont
refusés de participera notre enquét&0 n’habitaient plus a I'adresse indiquée eseulemenB4
chiens ont participé a I'enquéte Au final, la quantité dehiens inclus dans I'étudettait troppeu
élevéepour avoir des résultats exploitables.

Nous avons grace a Internet contacté divers foramsites spécialisés dans les races
concernées. Cela nous a permis d’élargir au nigéagraphique la population recrutée.

Sites contactés sur Internet :
® http://www.collie-online.com/
® http://www.lovelyshelties.com/
® http://www.club-berger-australien.org/

Ainsi nous avons au final recueilli 'informatioropr 177 chiensdont :

- 84 de race Berger Australien,

- 14 de race Berger Blanc Suisse ou Berger Américain,
- 9 de race Border Collie,

- 12 de race Colley

- 58 de race Shetland.

2.2. Questionnaire de santé

Une lettre expliquant le but et les modalités deentravail Annexe 1 et)2a été remise a
chaque propriétaire de chiens en fonction de laraade leur relation avec I'animal (éleveur ou
particulier).

Chaque personne s’est vue remettre un questiondaianté Annexe 3 a remplir pour
chaque chien. Aprés quelques questions d’ordrergée questionnaire se divisait en 3 parties :

[0 Des questions sur I'état général du chien
0 Des questions sur I'état digestif du chien
[0 Des guestions sur I'état extra-digestif du chien

La partie « état général » et la partie « digestivaient fondées sur le systeme de score
CIBDAI (Cf partie2.1.2) [30]. En effet, le score global final, compos& cks deux valeurs, a
permis d’apprécier I'atteinte du tube digestif &trépercussion sur I'état général de I'animal.

Index Général = Appréciation de I'Activité du chien + Perte daigls + Appétit
L’activité, la perte de poids et I'appétit sont cha égaux a O si le statut est normal, 1 si
I'atteinte est Iégeére, 2 si elle est modérée eelesest sévere.

Index Digestif = Appréciation des vomissements (fréquence) +ritkar (fréquence et
consistance)

Les fréquences des vomissements et des diarrhaesgtablis sur la méme base : 0 si rien
n'est observé, 1 si respectivement ils correspana@dnfois par semaine/jour, 2 si ils correspondent
a 2-3 fois par semaine/jour et 3 si ils correspohde plus de 3 fois par semaine/jour. La
consistance des diarrhées est de 0 si les sell@snsoulées, 1 si légérement molles, 2 si
completement molles et 3 si liquides.
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Ainsi un score global final est calculé avec la smes 2 index [30]. Les résultats (annexe
4) sont alors classés par intervalles :

[0-3] = Atteinte clinique insignifiante
[4-5] = Expression clinique d’'une IBD(Inflammatory Bowel Diseas&gnigne
[6-8] = Expression clinique d’'une IBD modérée

[9 et +] = Expression clinique d'une IBD séveére

D’autres questions (questions sur I'état extrastifelu chien) ont permis d’enquéter sur
des maladies ou le geMdDR1 constitue un acteur potentiel ou averé (tumeuessibilité a
certains médicaments ou anesthésiques, épilepsie...).

2.3. Génotypage des chiens

2.3.1. Prélevement d’ADN

Le test génétique permettant de connaitre le gpeothun chien au locusIDR1 a été
réalisé a partir d'un simple prélevement de cdludpithéliales par frottis buccal effectué et
authentifié par le vétérinaire traitant de chaquienal.

Le frottis buccal présente de nombreux avantagesapgort au prélevement sanguin :

* Facile, rapide et indolore
* Fiable (utilisé par la police scientifique)
» Se conserve a température ambiante

Il faut glisser I'’écouvillon entre la gencive suigéire et la joue puis appuyer avec le pouce
et tourner I'’écouvillon pendant 20 secondes (erctfon de la coopérativité de I'animal selon
figure 1§. A défaut, il faut brosser fermement lintériede la joue en tournant I'écouvillon
pendant 20 secondes. Ensuite on casse ou coujge la L cm (maximum) de I'écouvillon et on
place la brosse dans le tube numéroté contenal#tdanol. Le tube est refermé correctement et
placé dans un sachet transparent (ou protégé @danisport postal).

Figure 18: Technique de prélévement buccal d’ADN a un chien (d’aprés www.antagene.com)
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2.3.2. Analyse moléculaire

Chaque brossette contient des cellules épithélialesales. Elles sont placées dans de
'éthanol a 90% afin d’améliorer leur conservatipmsqu’a I'étape d’extraction de I'ADN. Les
étapes d’extraction d’ADN et de génotypage ontedféctuées par le laboratoifeNTAGENE
(www.antagene.com/), partenaire de cette étuddat@ratoire utilise une technique dérivée de la
PCR qui, pour des raisons de confidentialité, nasna pas été communiquée. Nous allons
cependant résumer la technique de PCR qui condatuease du génotypage chez le Chien
actuellement.

La Polymerase Chain Reactiau PCR est une technique de réplication cibiléeitro.

Elle permet d'obtenir, a partir d'un échantillormpbexe et peu abondant, d'importantes
guantités d'un fragment d'’ADN spécifique et de lang définie. L'ordre de grandeur a retenir est
celui du million de copies en quelques heures.tCgEnéralement suffisant pour une utilisation
ultérieure. Il s'agit donc de réaliser une sucoesde réactions de réplication d'une matrice double
brin d’ADN. Chaque réaction met en oeuvre deux aswmoligonucléotidiques dont les extrémités
3’ pointent l'une vers l'autre. Les amorcespomersen anglais définissent alors, en la bornant, la
séquence a amplifier.

L'astuce consiste a utiliser les produits de chafjape de synthése comme matrices pour
les étapes suivantes, au lieu de les séparer afimedéutiliser que la matrice originale. Au lieu
d'étre linéaire, I'amplification obtenue est expuiadle.

Imaginée par K. Mullis en 1985 (Prix Nobel 19933 technique connait un essor
considérable a partir de la commercialisation (\i488), d'une ADN polymérase résistante aux
températures élevées (la Tag polymérase), qui fiemeeautomatisation de la technique.

Une PCR classique se déroule dans un petit tubenme placé dans un appareil
programmable appelé thermocycleur. Le thermocyclgeir contente de placer le tube aux
températures voulues pendant les durées progranehdesecommencer en effectuant des cycles.
Un cycle reproduit trois températures différentesdant des durées différentes. La durée d'un
cycle est de I'ordre de la minute.

Avant la réaction, tous les substrats de la PCRiatmoduits dans le méme tube. Il s'agit de
I'ADN a amplifier, des oligonucléotides (ou amoncepécifiques du segment d'ADN voulu (ici la
mutation recherchée est en position 294-297 du §éDR1), de 'ADN polymérase (ici Idaq
polymérasg et enfin du mélange des quatre désoxyribonudéstconstitutifs de I'ADN. Tous
sont ajoutés en large exces par rapport a I'ADNtadrpon de réaction compléte le mélange.

La séquence cible représente le segment d'’ADN arai amplifié (recopié de nombreuses
fois). Elle est déterminée lors du choix du coupimorces. Les trois étapes constituant un cycle
de PCR sont les suivantes :
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>€ Dénaturation Séparation des brins d’ADN
L’ensemble du tube est mis a 95%gire 19. A cette température, les liaisons faibles qui

assuraient la cohésion de la double hélice d’ADN sompues pour donner deux simples brins
d'ADN.

Figure 19: Etape de dénaturation de I'ADN lors de ER (d’aprés www.ens-lyon.fr)
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>€ Hybridation des amorces

L'hybridation des amorces sur I'ADN repose sur fiegpe de l'association des bases
complémentairesfigure 20. Le choix de la température d'hybridation résulien compromis
entre plusieurs parametres. Elle est calculée antitm de la longueur et de la séquence des
amorces. La température d'hybridation est inféeiéula température de dénaturation.

Figure 20: Etape d'hybridation des amorces lors d®CR (d’aprés www.ens-lyon.fr)
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>€ Elongation par la Tag polymérase

Les amorces hybridées a I'ADN servent de point élgad a la polymérisation du brin
d'’ADN complémentaire de 'ADN matricédure 2]). La polymérisation se fait par ajout successif
des désoxyribonucléotides (présents dans le mélangarge exceés). Chaque base ajoutée est
complémentaire de la base correspondante du brimicemalLes ADN polymérases sont des
enzymes qui synthétisent 'ADN de I'extrémité Sisveextrémité 3'. Les polymérases utilisées en
PCR sont extraites de bactéries vivant naturellé@eles températures e€levées comme les sources
hydrothermales du fond des océans. Ces polyménasssnt pas dénaturées par la chaleur. La plus
connue est la Taq polymérase. La polymérisatiog'areéte pas lorsque la copie est de la longueur
souhaitée. La copie de I'ADN initial génére dons depies plus longues que souhaitées.

Figure 21: Etape d'élongation a partir des amorcekors de PCR (d'aprés www.ens-lyon.fr)
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AMORCES
A partir du 3éme cycle, les brins d’ADN sont dddagueur recherchée. A chaque fois, la
guantité d'’ADN double dans le tube. De facon tligaj en partant de deux brins d'’ADN initiaux
on obtiens 4 segments d'ADN a la fin du premiedegy8 a la fin du second, 16 a la fin du
troisiéme et jusqu'd’2pres n cycles... soit plus d'un million de cogiesine vingtaine de cycles !
Trés rapidement, le pourcentage d'’ADN court (dgsipdéi suit une progression exponentielle, tend
vers 99,99 %. L'ADN long, qui n'augmente que deotiadinéaire, devient tres rapidement
négligeable.

2.4. Analyses statistiques

Le faible nombre de chiens homozygotes mM&R1 dans les différentes races étudiées
ne nous a pas permis d'effectuer toutes les congoas statistiques possibles. Nous avons
cependant pu comparer la répartition des 3 cladsggnotypes dans différentes races a l'aide d’un
test Fisher, adapté aux faibles effectifs. Le skulsignification retenu fut de 5%. Le test a été
effectué a 'aide du logiciel en libre service &iserveur Internet de I'Unité U707 de I'Université
Paris 6 (http://www.u707 .jussieu.fr/biostatgv/fisipdap).

Lorsque les effectifs théoriques étaient supérieurségaux a 3, les comparaisons des
distributions ont été effectuées a I'aide d’un thsk® en appliquant si nécessaire une correction de
Yates en cas d’effectif théorique inférieur ou ég&l. Nous avons effectué des tests bilatéraux en
prenant comme risque d’erreur 5%.
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3. RESULTATS

3.1. Toutes races confondues

3.1.1. Description de la population

3.1.1.1. Origine du recrutement

Les Bergers ont été sélectionné aupres de clienf&dole Vétérinaire d’Alfort, d’élevages
et propriétaires jamais venus consulter au seiiEdele.

3.1.1.2. Age/Sexe

Au final, nous avons obterli’r7 génotypegle chiens bergers toutes races confondues. La
moyenne d’'age des chiens était de 3 ans (intenddje 15ans).
Il'y avait 2 fois plus de femellesjue de males (112 contre 65).

3.1.1.3. Race

Nous avons obtenus les résultats pour les chienards :
% 84 Bergers Australiens
% 58 Shetlands
% 14 Bergers Blancs Suisses

% 12 Colleys
% 9 Borders Collies.

3.1.1.4. Génotype
La répartition générale des génotypes est repéselains Iéableau 4et lafigure 22

Tableau 4: Répartition numérique des génotypeMDR1 des 177 chiens bergers.

Génotype MDR1 | Nombre de chiens
+/+ 98
+/- 55
-/- 24
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Figure 22: Répartition des génotype$IDR1 des 177 chiens bergers

W 14%

O+/+

B+-
055% |-

B31%

On observe une forte proportion de chiens de g@estysauvage : plus de la moitié de
I'effectif (55%). Le génotype homozygote muté étainoritaire (14%) et ne représentait que 24
chiens dans toutes les races.

3.1.2. Score

3.1.2.1. Général

Le score général d’'un chien correspond a la someeevdleurs données aux réponses des 3
premiéres questions (activité, perte de poids, t#pp#i questionnaire. La somme ne peut en
I'occurrence dépasser la valeur de 9 (lors d’utedrdae sévere).

La répartition des scores généraux est illustrééadagure 23:

Figure 23: Répartition des scores généraux des 1¢Hiens bergers

Nombres
d'individus

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Scores Généraux

La figure 23 indique la répartition des 177 chiens bergemsfonction de leurs scores généraux.
abscisse est indiqué le score, de 0 a 9, et emoédde nombre de chiens.




La médiane du score était de 0 et la moyenne d@es,2cores allant de 0 a 4).

On constate que la trés grande majorité des claeais un score nul (90,3%) traduisant un
excellent état général. De plus 99,4% des chieaseptaient un score inférieur 4 (limite de
classification entre des signes cliniques imputa@leine inflammation digestive chronique et des
symptoémes cliniques sans signification d’étiologie)

3.1.2.2. Digestif

Le score digestif est composé de la somme des sépodonnées pour les questions
concernant les vomissements et diarrhées.

La répartition des scores digestifs est illustréelafigure 24:

Figure 24: Répartition des scores digestifs des 1¢hiens bergers

Nombres
d'individus

Scores Digestifs

La figure 24 indique la répartition des 177 chiens bergamsfonction de leurs scores digestifs.
abscisse est indiqué le score, de 0 a 9, et emonédgde nombre de chiens.

La médiane du score était de 0 et la moyenne d@ek, scores allant de 0 a 9).

On constate que la trés grande majorité des claeais un score nul (75,7%) traduisant un
excellent état général. De plus 81,3% des chieéseptaient un score inférieur 4 (atteinte clinique
insignifiante), 12,5% présentaient un score comgmise 4 et 5 (expression d’'une atteinte bénigne
de lintestin), 4,5% présentaient un score comenge 6 et 8 (expression d’une atteinte modérée
de lintestin) et 1,7% présentaient un score éga(expression d'une atteinte sévere de l'intestin)
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3.1.2.3. Score Cumulé ou CIBDAI

La répartition des scores CIBDAI (somme des deuxresc précédents) montre que la
meédiane du score était de 0 et la moyenne deds3¢ores allant de 0 a X#yure 25).

Figure 25: Répartition des scores CIBDAI des 177 obns bergers

Nombres
d'individus

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Scores CIBDAI

La figure 25indique la répartition des 177 chiens bergarsonction de leurs scores CIBDAI.
abscisse est indiqué le score, de 0 a 12, et @moéa le nombre de chiens.

On constate que la trés grande majorité des claeais un score nul (72,3%) traduisant un
excellent état général. De plus, 80,2% des chiedseptaient un score inférieur 4 (atteinte clinique
pas obligatoirement liée a la présence d’une maldditype chronique), 10,2% présentaient un
score compris entre 4 et 5 (expression d’'une attdgnigne de l'intestin), 7,4% présentaient un
score compris entre 6 et 8 (expression d’'une atenodérée de I'intestin) et 2,2% présentaient un
score supérieur ou égal a 9 (expression d'unengdtegvere de lintestin).

3.1.3. Distribution des génotypes MDRL1 chez les bergers

3.1.3.1. Prévalence de allele muté dans chaque race

La répartition des génotypes, par race, permetaleuler la présence de l'allele muté
MDR1 dans chaque race. Un individu homozygote $alft) ne présente aucun allele mute, un
individu hétérozygote(+/-) présente un allele muté et un alléle sauvage,umt,individu
homozygote muté-/-) présente deux alleles mutés.

Le tableau 5récapitule les génotypes de tous les chiens dedkéet présente le nombre
d’allele mutés total ainsi que la prévalence diéela muté dans chaque race.
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Tableau 5: Répartition des génotypeMDR1 et fréquence de l'alleleMDR1 muté dans chaque race

Race GénotypelslDR1 +/+ | GénotypesMDR1 +/- | GénotypesMDR1 -/-| Nombre | Fréquence
(nombre de chiens) (nombre de chiens) | (nombre de chiens) total de l'allele
d’alléles muté (%)
Colley 2 6 4 24 58,3
Border 9 0 0 18 0
Collie
Berger 44 27 13 168 31,5
Australien
Berger 13 0 1 28 7,1
Blanc
Suisse
Shetland 30 22 6 116 29,3

3.1.3.2. Comparaison des résultats obtenus

Afin d'effectuer la comparaison statistique entes B classes de génotydd®R1, nous
avons retenu les 3 races les plus touchées epoésentées par les plus grands effectifs de chiens.
Nous n’avons donc pas retenu le Border Collie @oicun chien n’était porteur de la mutation et le
Berger Américain, qui sur les 14 chiens, ne présegt’'un seul individu porteur.

Le tableau 6présente les valeurs numeériques utilisées patorgaraison.
On posd’hypothese Ho = il n'existe pas de différence stetiquement significative de
répartition des 3 classes de génotypes entre lexes de chiens bergers.

Tableau 6 : Tableau permettant la comparaison deséquences génotypiques observées dans les échamtil de
Colley, Berger Australien et Shetland

+/+ +/- -/- Total
Colley 2 (6,7) 6 (3,7) 4 (1,6) 12
Berger Australien | 44 (41,5) 27 (30) 13 (12,5) 84
Shetland 30 (28,6) 22 (20,7) 6 (8,6) 58
Total 76 55 23 154

Entre parenthéses sont indiquées les valeurs théssrien fonction des effectifs totaux de chaTue
catégorie.

Nous appliquons le test de Fisher car certains efestifs théoriques (indiqués entre
parenthéses) sont inférieurs a 3. On obtientpinalue= 0,09 qui est supérieur au seuil fixé a 0,05.

Il n'existe donc pas de différence statistiguemengignificative dans la répartition des

génotypes au locusMDR1 dans les trois races de chiens de Bergers: Colleerger
Australien et Shetland de notre étude.
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Nous avons décidé enfin d'étudier l'influence deeds parameétres sur la pathologie
digestive (sélection des chiens a score digestif nol donc ayant une atteinte digestive en
comparaison avec les chiens a score digestif nah (malades). Nous avons préféré choisir le
score digestif et non le CIBDAI car plus représdéntd’'une trouble intestinal (peu de chiens
avaient une score nul a I'item digestif et non aulitem état général). De plus, a la vue des
effectifs restreints, il était difficilement enwigable de faire la distinction entre les chiensars
CIBDAI compris entre 0 et 3 (expression cliniquggnifiante) et le reste des chiens.

3.1.4. Influence de différents parametres sur lapa thologie digestive

Quarante trois chiens avaient des scores digestifsiuls (strictement supérieurs a 0).

3.1.4.1. Influence de la race sur la pathologie digestive.

Sur les 177 chiens, 43 chiens avaient des scogestds non nuls. L&ableau 7et lafigure
26 présentent la répartition race par race de cehigds.

Tableau 7: Répartition numérique des races des 4diens bergers ayant un score digestif non nul.

Race Nombre de chiens
Berger Blanc Suisse 8
Berger Australien 19
Border Collie 2
Colley 7
Shetland 7

Figure 26: Répartition par race des 43 chiens bergs ayant un score digestif non nul.
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On observe une surreprésentation de la race dgeBeaustraliens.
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Mais afin de pouvoir comparer les chiffres des étghtes races entre elles, il était
nécessaire de les rapporter a I'effectif génératitigue échantillon. Limbleau 8 et la figure 27
présentent le nombre et le pourcentage de chiansape, ayant un score digestif non nul, rapporté
a I'effectif de I'échantillon racial.

Tableau 8: Nombre de chiens, par race, ayant un sadigestif non nul, rapporté a I'effectif de
I'échantillon racial.

Race Nombre de chiens Effectif %
Berger Blanc Suisse 8 14 57,1
Berger Australien 19 86 22,1
Border Collie 2 9 22,2

Colley 7 12 58,3
Shetland 7 58 12,1

Figure 27: Répartition par race, des 43 chiens bergs ayant un score digestif non nul, rapporté a I%ectif de
I'échantillon racial.
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Au final, on constate que la race la plus touchetredes maladies digestives était le Colley
(58%). La race la moins touchée était le Shetlddd4), mais les individus de cette race étaient
pour la plupart tres jeunes.

3.1.4.2. Influence du sexe sur la pathologie digestive
Il y avait 23 femelles atteintes de troubles digesbntre 20 males. Le tableau 9 permet de
comparer les proportion de méales et femelle toucpée les troubles digestifs dans notre étude. On

poseHo : il n’existe pas de différence statistiquemenrgignificative de répartition des males et
femelles selon la présence ou absence d’atteintgeitive.
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Tableau 9: Testx? pour comparer la proportion des males et femelleuchés par des troubles digestifs chez les
177 chiens bergers

Male Femelle Total
Chiens a score digestif non nul @8,8) 23(27,2) 43
Chiens a score digestif nul 48,2 89(84,8) 134
Total 65 112 177

Entre parenthéses sont indiquées les valeurs théssrien fonction des effectifs totaux de che
catégorie.

Le testx? donne une valeur g& = 2,33 soit inférieure & 3,84 (test a 1 degrélurté et
5% d’erreur). On ne constate donc pas de différsigpgficative dans les répartitions des femelles
et des males dans les 2 catégories (a 5% d’erres).p

Il n'y a pas d’influence du sexe sur les maladiesigestives dans notre cohorte de
chiens bergers.

3.1.4.3. Influence de I'age sur la pathologie digestive

L’age des 43 bergers avec score digestif non rail éh moyenne de 4 ans et allait de 6
mois a 15 anddbleau 10.

Tableau 10: Répartition des ages des 43 chiens @sedigestif non nul

Age Nombre de chiens
Indéterminé 1
<1 an 5
[1-5ans [ 24
[5-10ans [ 8
[10ans et + 5

Le tableau 10indique la répartition, par tranche d'age, du nmemde chiens ayant un score digestif non npl.

On peut noter que 67,4% des chiens a score digesiii nul étaient 4gés de moins de 5
ans, soit relativement jeunes.

3.1.4.4. Influence du génotype sur la pathologie digestive

Chez les 43 chiens ayant un score digestif nonlaué&partition des génotypes (toutes races
confondues) est illustrée partbbleau 1let lafigure 28
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Tableau 11: Répartition numérique des génotypeBIDR1 des 43 chiens bergers ayant un score digestif noal

Génotype | Nombre de chiens ayant un score digestif non nul
+/+ 22
+/- 12
-/- 9

Figure 28: Répartition des génotypes$/IDR1 des 43 chiens bergers ayant un score digestif noal
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On constate que 51% des chiens (22/43) a scorestidlig@n nul étaient homozygotes
sauvageg+/+) au locusMDR1 alors que 28% d’entre eux (12/43) étaient hétéyoms(+/-) et
21% (9/43) d’entre eux étaient homozygotes m@és

Il est intéressant de comparer ces pourcentagesna abserves dans la population des

chiens a score digestif nul. Llmbleau 12présente les valeurs chiffrées nécessaires a cette
comparaison. Les effectifs théoriques sont indicgréee parentheses.

Tableau 12: Répartition des génotypeBIDR1 chez les 177 chiens a score digestif non nul etl nu

+/+ +/- -/- Total
Chiens a score 76 43 15 134
digestif nul (74,2) (41,6) (18,2)
Chiens a score 22 12 9 43
digestif non nul (23,8) (13,4) (5.8)
Total 98 55 24 177

Entre parenthéses sont indiquées les valeurs thisicalculées en fonction des effectifs totaux.

Nous appliquons le test gi3. On obtient une valeur d¢ = 2,70 qui est inférieure au seuil
de la table égal a 5,99 (2 degrés de liberté etl'®¥teur).
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Il n'existe donc pas de différence statistiquemsignificative dans la répartition des
génotypes au locudDR1 selon que les chiens bergers de notre cohortaetsaiteints de maladies
digestives ou non.

Le génotype au locusMDR1 ne semble donc pas influencer la proportion de chns
atteints de maladies digestives chez les races étab.

Chez les 43 individus présentant des symptémesstifige(score digestif non nul),
I'explication du propriétaire fut :

¢¥ une gastroentérite chez 7 d’entre eux (age de ansp

¥¥ le stress pour 8 chiens (age de 1 a 15 ans)

¢¥ un changement alimentaire chez 11 individus (déogies mois a 13 ans)
#¥ de la boulimie pour 3 chiens

¥¥ des traitements vermifuges pour 2 chiens

¢¥ un syndrome de dilatation torsion stomacale paseul individu.

¢¥ est absente chez 5 chiens.

Chez 11 individus ou les vomissements étaient pteésk&a moyenne d’age d’apparition de
ces derniers était de 7,3 mois (intervalle: 2 ndoans). La durée des épisodes de vomissements
était variable, entre tous les jours a une foist®s mois (ces vomissements sont alors moins
représentatifs d’une inflammation chronique detéstin).

Aucun des problémes digestifs n'a rétrocédé avedraitement a base d’antibiotiques
(généralement résolution spontanée). Chez 30 shabviou les diarrhées étaient présentes, la
moyenne d’age d’apparition de ces diarrhées émifl® mois mais il existait une trés grande
variabilité (de 7 semaines a 3 ans).

Seuls 7 individus sur 30 présentaient des vomissesman plus de la diarrhée. Ces derniers
se repartissaient de la fagon suivant :

- 2 homozygotes mutés

- 4 hétérozygotes

- 1 homozygote sain.
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Répartition des scores digestifs en fonction du gétype :

Toutes races confondues, sur les 24 chiens bengenszygotes mutés au locMDR1 la
répartition des scores digestifs était tres vaeidfijure 29.

Figure 29: Répartition des scores digestifs des 2fiens bergers homozygotes mutés

Nombres
d'individus

Scores digestifs

La figure 29indique la répartitiordes individus homozygotes mutés en fonction desleaores digestif:
En abscisse est indiqué le score, de 0 a 9, etdemioée le nombre de chiens.

Une grande majorité de chiens avaient un scorestiigeul (62%). On observe une
proportion non négligeable de chiens (25%) avecscore intermédiaire compris entre 4 et 7
traduisant une atteinte soit faible soit modéréeiniestins. Un seul chien avait un score égal a 9.

Sur les 55 bergers hétérozygotes, la répartitiensderes digestifs était variabfeygre 30.

Figure 30: Répartition des scores digestifs des Bergers hétérozygotes

Nombres
d'individus

Scores digestifs

La figure 30 indique la répartition des chiens hétérozygoteforation de leurs scoreligestifs. En abscisse ¢
indiqué le score, de 0 & 9, et en ordonnée le n@hbichien
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Une grande majorité de chiens avait un score digagt (78,1%). On observe une faible
proportion de chiens (16,3%) avec un score interam&compris entre 4 et 5 traduisant une
atteinte faible de I'appareil digestif, alors qu'seul chien avait un score égal a 9.

Sur les 98 bergers homozygotes sauvages, la ftépadies scores digestifs était variable
(figure 31).

Figure 31: Répartition des scores digestifs des @&rgers homozygotes sauvages

Nombres
d'individus

Scores digestifs

La figure 31 indique la répartitiondes individus homozygotes sauvages en fonctiohedes score
digestifs. En abscisse est indiqué le score, d8,&&en ordonnée le nombre de chiens.

Une grande majorité de chiens avaient un scorestiigeul (77,5%). On observe une
proportion non négligeable de chiens (15,3%) avesaore intermédiaire compris entre 4 et 7
traduisant une atteinte soit faible soit modérée idtestins, alors qu’un seul chien avait un score
égal a 9.

3.1.5. Autres maladies présentes chez les chiens de  I'étude

Sur les 177 chiens génotypés, 1 chien présentaitdonleur a la défécation, 8 chiens des
douleurs abdominales d’étiologie inconnue et 9ftddslences considérables. Aucune fistule anale
n'a été rapportée.

Quatre chiens ont présentés des tumeurs dont Riehesirs mammaires, 1 une tumeur de la
mandibule, et 1 liposarcome.

Treize bergers ont présentés des symptomes atiribbuéne intolérance médicamenteuse
dont I'imputation est variable :

B Antiparasitaire : 4
B Vaccin: 3
B AINS:2
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B Antibiotique : 2

B Keétamine : 1

B Métoclopramide : 1
B Cabergoline : 1.

Chez 27 bergers des infections divers ont été raggedont :

< 7 otites

< 2 dermatites par hypersensibilité aux piqQres depu

< 3 conjonctivites

< 3 trachéites

<- 1 démodécie, Hotspot, Ezcéma, Atopie Canine, pagi®igingivale

Chez 10 chiens des troubles de I'appareil repreduaint été rapportés:

3 cryptorchidie

3 pyomeétres

1 cystite oestrale
1 scrotite

1 mammite

1 métrite

1 kyste ovarien

R

Aucun chien n’a présenté de symptdmes convulsifs.
3.2. Etude chez le Berger Blanc Suisse

3.2.1. Description de la population

Sur les 14 chiens analyseés, il y avait 50% de re&E0% de femelles. La moyenne d’age
était de 3 ans (intervalle: 5 mois a 10 ans).

3.2.2. Répartition des génotypes

Treize chiens étaient homozygotes sains était detgge est homozygote muté.

3.2.3. Score CIBDAI

La médiane du score CIBDAI était de 1,5 et la mogede 3,0 (intervalle: 0 &4 9).
La répartition des scores généraux est illustrées tfigure 32

-71 -



Figure 32: Répartition des scores CIBDAI chez les4lBergers Blancs Suisses

Nombres
d'individus

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Scores CIBDAI

La figure 32 indique la répartitiomles 14 Bergers Blancs Suisses en fonction de seores CIBDAI. Er
abscisse est indiqué le score, de 0 & 9, et emoédole nombre de chiens (aucun chien n’avait dee

allant de 10 a 12).

Six des quatorze Bergers Blancs Suisses étaiegihtattd’'une IBD dont le score était
supérieur ou égale 4, dont 'origine était le drpsur 1/3, des gastro-entérites pour 1/3 et ke res
non déterminée. Les deux individus dont les scétegent les plus élevés ont développé des
tumeurs bénignes mammaires.

Deux chiens ont présenté une intolérance a descar@dnts tels que le Rimadyl et le
Ronaxan. Leur score CIBDAI était de 2 ou 6. Cingeoh présentaient des problémes divers allant
de la simple otite a la dermatite atopique en pagsa la conjonctivite.

3.2.4. Influence de différents parametres sur lest roubles digestifs

Huit chiens avaient un score digestif non nul.

3.2.4.1. Sexe

Sur les 8 individus ayant un score digestif non iyl avait 3 males et 5 femelles.
Nous n’'effectuons pas de comparaison de ces chifivec les effectifs rencontrés chez les

chiens a score nul le nombre de chiens étant &sipeint.

3.2.4.2. Age

L’age moyen des 8 chiens a score digestif non taitl @e 4 ans avec un intervalle allant de
6 mois a 10 ans. La liste des ages des chiensmsisentée danstigbleau 13
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Tableau 13: Répartition numérique des ages des 8 Bers Blancs Suisses avec un score digestif non nul

Nom du chien |Date de naissance age

BBS N1 17/08/2007 6 mois
BBS N2 10/12/2005 2 ans
BBS N3 12/02/2006 2 ans
BBS N4 20/12/2004 3 ans
BBS N5 11/01/2005 3ans
BBS N6 17/05/2003 4 ans
BBS N7 14/09/2002 5 ans
BBS N8 23/04/1997 10 ans

3.2.4.3. Génotype

Chacun des 8 chiens atteints de maladies digesttaésnt homozygotes sauvages.

Nous remarquerons que le seul chien homozygote avaiéun score CIBDAI nul.
3.3. Etude chez le Berger Australien

3.3.1. Description de la population

Sur 84 chiens génotypés, il y avait 54 femelle30emales.
La moyenne d’age était de 3 ans (écart allant m@iS a 15 ans).

3.3.2. Répartition des génotypes
Les génotypes des 84 chiens sont présentés dtiddau 14et lafigure 33

Tableau 14: Répartition numérique des génotypes chdes 84 Bergers Australiens

Génotype | Nombre de chiens
++ 44
+/- 27
-/- 13
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Figure 33: Répartition des génotype$IDR1 chez les 84 Bergers Australiens

O+/+

053% B+

u-/-

On constate que plus de la moitié des chiens gbaiozygotes sains (53%) mais que 15%
d’entre eux étaient homozygotes mutés. La comparage ces proportions avec celles des
Shetlands et des Colleys a été effectuée dansdgnaghe 3.1.3.2.

3.3.3. Score CIBDAI

Les scores CIBDAI étaient répartis selofiigpre 34 La médiane était de 1,1 et la médiane
de 0.

Figure 34: Répartition des scores CIBDAI chez les8BBergers Australiens

Nombres d'individus

Scores CIBDAI

La figure 34 indique la répartitiordes 84 Bergers Australiens en fonction de leuosescCIBDAI. En
abscisse est indiqué le score, de 0 a 12, et @moéa le nombre de chiens.

Vingt trois pour cent des Bergers Australiens prégent des scores digestifs non nuls, soit
19 chiens. Ces chiens présentaient des vomisse@H® qui présentaient de grandes variabilités
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dans la durée et avaient en moyenne 18 mois au niotes £° symptémes. Aucune guérison
sous antibiotiques n’a été rapportée.

Les bergers avec des symptomes de diarrhées é&aiemmbre de 16 et présentaient tin 1
épisode en moyenne vers 1 an (écart entre 3 mdsaefs). Les raisons rapportées étaient des
gastro-entérites, le stress, des changements afimentrop brusques, certains médicaments, des
purges réguliéres et un parasitisme digestif élevé.

Quatre chiens dévoilant des douleurs diffuses abtiles d’étiologies non identifiées
étaient tous homozygotes sains.

Six chiens avaient des flatulences (inacceptalies les propriétaires) et parmi eux seul 1

chien était hétérozygotdDR1

3.3.4. Influence de différents parametres sur lest  roubles digestifs

Dix chiens avaient un score digestif non nul.

3.3.4.1. Sexe

Sur les 19 chiens ayant des scores digestifs nisn Iiliétaient des femelles et 8 des males.

Nous pouvons comparer ces proportions a cellesithés obtenues par calcul lors de non
influence du sexe sur la pathologie digestiableau 15)Ho : il n’existe pas de différence
statistiquement significative de répartition des mées et femelles selon la présence ou absence
d’atteinte digestive.

Tableau 15: Testx? pour comparer la proportion des males et femellesuchés par des troubles digestifs chez
les 84 Bergers Australiens

Male | Femelle| Total
8 11 19

7,6) (12,2)
. . 22 43 65
Chiens a score digestif nul (23.2) (41,8)

Total 30 54 84

Chiens a score digestif non nul (

Entre parenthéses sont indiquées les valeurs adggrawur les effectifs théoriques.

Le testy? donne une valeur g¢ = 0,15 soit inférieure & 3,84 (test & 1 degréiukté et
5% d’erreur).

On ne constate donc pas de différence significatares les répartitions des femelles et des
males dans les 2 catégories (a 5 % d’erreur pres).

Il N’y a pas d’influence du sexe sur les maladiesigestives dans notre cohorte de
chiens de race Berger Australien.
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3.3.4.2. Age

La moyenne d’age est de 3 ans avec un écart-tjguat dle 7 mois a 15 ans. t&bleau 16
présente la liste des chiens classés par ageambiss

Tableau 16: Répartition numérique des ages des 1®Rjers Australiens avec un score digestif non nul

Nom du chien |Date de naissance |Age
BA N2 02/07/2007 6 mois
BA N2 31/03/2007 10 mois
BA N3 10/06/2007 7 mois
BA N4 26/01/2007 1an
BA NS 20/04/2006 1an
BA N6 25/01/2007 1an
BA N7 16/03/2006 1an
BA N8B 07/03/2006 1an
BA N9 30/10/2005 2 ans
BA N0 05/12/2004 3 ans
BA N1 03/03/2004 3 ans
BA N2 13/12/2004 3 ans
BA N3 02/09/2004 3 ans
BA N4 02/12/2004 3 ans
BA N5 14/08/2002 5 ans
BA N°16 23/04/2001 6 ans
BA N7 27/08/2001 6 ans
BA N8 13/10/2000 7 ans
BA N9 15/11/1992 15 ans

On constate que les chiens présentant des symptiigestifs étaient relativement jeunes,
74% des chiens avaient un age inférieur a 4 ans.

3.3.4.3. Génotype

Sur les 19 chiens présentant des scores digestifsnals, la proportion d’homozygotes
mutés était de 2690 @bleau 17etfigure 39 :

Tableau 17: Répartition numérique des génotypes dd® Bergers Australiens ayant un score digestif nomul

Génotype | nb
+/+
+/-
-/-

o1 |o|©
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Figure 35: Répartition des génotype$IDR1 des 19 Bergers Australiens ayant un score digestibn nul

W 26%

O+/+
048%

B +/-

u-/-

26%

On constate que la moitié des chiens étaient hogueyg sains et que environ % des chiens
étaient homozygotes mutés.

Nous pouvons comparer ces proportions a cellesodes® chez les chiens a score digestif
nul (tableau 18)

Tableau 18: Répartition des génotypeBIDR1 chez les chiens de race Berger Australien a scatigestif non nul

et nul
+/+ +/- -/- Total
Chiens a score 9 5 5 19
digestif non nul (9.9) (6,1) (2,9)
Chiens a score 35 22 8 65
digestif nul (34,0) (20,9) (10,0)
Total 44 27 13 84

Entre parenthéses sont indiquées les valeurs asegrour les effectifs théoriques.

Nous appliquons le test de Fisher, I'un des effedtiéoriques étant inférieur a 3. On
obtient une valeur dp-value= 0,37 qui est supérieure au seuil fixé de 0,08.ylla donc pas de
différence statistiquement significative entre épartition des génotypes au lodd®R1 chez les
chiens a score digestif nul et chez les chiengeestigestif non nul.

Il n'existe donc pas de différence statistiguemengignificative dans la répartition des
génotypes au locuMDR1 selon que les chiens de race Berger Australien amtre cohorte
sont atteints de maladie digestive ou non.

Dix chiens présentaient des problemes annexesmatiée par allergie aux piqlires de
puces, mycose, trachéite, otites, démodécie etateenpyotraumatique.
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3.4. Etude chez le Border Collie

3.4.1. Description de la population

Sur les 9 prélevements effectués, il y avait 4 métes femelles. La moyenne d’age était de
6 ans (intervalle: 2 ans a 13ans).

3.4.2. Répartition des génotypes

Tous les chiens étaient homozygotes sauvages.

3.4.3. Scores

L’ensemble des scores CIBDAI est présenté dafiguee 36:

Figure 36: Répartition des scores CIBDAI chez les Border Collies

Nombres
d'individus

SO P N W b~ OO

0 1 2 3 4 5 6 7
Scores CIBDAI

Lafigure 36 indique la répartition des 9 Borders Collies emction de leurs scores CIBDAI. En abscisse
est indiqué le score, de 0 a 7, et en ordonnéertére de chiens (aucun chien n'avait de scoretalia8
al2).

La médiane des scores CIBDAI était de 0, la moyeteng,44.

Seul deux des Border Collies ont présenté des SMBDAI de 4 et 7. L'étiologie des
troubles digestifs des deux chiens était vraisebiaaent du, d’aprés les propriétaires, a un
changement alimentaire et a de la polyphagie. beestte 2 visible sur lagure 35appartenait a un
chien ayant perdu beaucoup de poids sans raisestiig ('augmentation du score CIBDAI est du
a la seule augmentation de son index général etligestif).
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3.4.4. Influence de différents parametres sur lest  roubles digestifs

Deux Border Collies avaient un score digestif nah n

3.4.4.1. Sexe

Les deux chiens a score digestif non nul présensnsymptomes digestifs étaient un male
et une femelle.

3.4.4.2. Age

Les deux chiens a score digestif non nul étaieés &g 6 ans et de 13 ans.

3.4.4.3. Génotype

Les deux chiens étaient homozygote sauvage conumsdds Border Collies de I'étude.
3.5. Etude chez le Colley

3.5.1. Description de la population

Sur les 12 prélevements, nous avons obtenu 5 fesnetll7 males.
La moyenne d’age était de 7 ans (intervalle: 1 aMaans). Letableau 19représente
'ensemble des ages des Colleys de 'étude :

Tableau 19: Répartition numérique des ages des 12(kys

Nom chien |Naissance age
C N 31/03/06 1an
C N2 10/06/04 3 ans
C NT 11/10/04 3 ans
C N4 27/09/04 3 ans
C N5 15/07/02 5 ans
CN® 07/09/00 7 ans
C N%7 01/01/00 8 ans
C N8 22/11/99 8 ans
C N9 15/07/97 10 ans
C N°10 01/01/96 12 ans
C N1 15/06/93 14 ans
C N°12 inconnue |indéterminé

Nous avons environ 1/3 de jeunes chiens (d’agei@fé4 ans) et 50% de chiens agés
(d’age supérieur ou égal a 7).
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3.5.2. Répartition des génotypes

La répartition des génotypes est illustrée paaldeau 20et lafigure 37

Tableau 20: Répartition numérique des génotypeBIDR1 des 12 Colleys

Génotype | Nombre de chiens
+/+ 2
+/- 6
-/- 4

Figure 37: Répartition des génotype$/IDR1 des 12 Colleys

O+/+
B +/-
W/

On constate que, contrairement aux autres racediéés) la proportion de chiens
homozygotes sains n’est que de 17% (2/12) soit iniEmieur a la moitie. La majorité des chiens
est hétérozygote alors qu’un tiers est homozygoteé mCette situation contraste avec celle

observée dans les autres races étudiées.
La comparaison de ces proportions a celles obsergbez le Berger Australien et le

Shetland a été effectuée dans le paragraphe 3.1.3.2

3.5.3. Score

La médiane des scores était de 3,5 et la moyenBe7digure 38.
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Figure 38: Répartition des scores CIBDAI chez les2lColleys

Nombre
d'individus

Scores CIBDAI

La figure 38 indique la répartition des 12 Colleys en fonctim leurs scores CIBAL. En abscisse e
indiqué le score, de 0 & 9, et en ordonnée le n@hdichiens (aucun chien n'avait de score alladiOdé 12).

On constate que 25% des chiens avait un scorgatudisant un excellent état général. De
plus 25% des chiens présentaient un score strictenméérieur 4 (atteinte clinique quasi
insignifiante), 25% présentaient un score comprigseed et 5 (expression d’'une atteinte bénigne de
l'intestin) et 25% présentaient un score comprisee@ et 12 (expression d’'une atteinte modérée ou
sévere de lintestin).

Sept individus avaient des scores digestifs nos. rCés derniers présentaient des troubles
lors de changement alimentaire (3 d’entre eux)sttess (2 d’entre eux), une gastro-entérites ou un
trouble d’étiologie non connue. Un méme chien, foziggote pour la mutation, présentait une
douleur diffuse abdominale, des flatulences notabtaine sensibilité au Lopatol et au Primpérid.

Deux colleys présentaient des tumeurs : une datalibule et un liposarcome. Cing chiens
ont présenté des troubles annexes tels que des,atihe dermatite atopique, une hyperplasie
gingivale et de I'eczéma. Quatre chiens ont eupieblemes génitaux dont 2 pyrometres, une
cryptorchidie et des cystites pendant des chaleurs.

3.5.4. Influence de différents parametres sur lest  roubles digestifs

Sept Colleys avaient un score digestif non nul.

3.5.4.1. Sexe

Sur les 7 chiens ayant des scores digestifs na thylavait 5 males et 2 femelles.

Nous pouvons comparer ces proportions a cellegithés lors de non influence du sexe
sur la pathologie digestive. ltableau 21présente les données nécessaires a cette comparaiso
Ho : il nexiste pas de différence statistiquemensignificative de répartition des males et
femelles selon la présence ou absence d’atteintgelstive.
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Tableau 21: Tableau du test de Fisher pour comparda proportion des males et femelles touchés par sle
troubles digestifs chez les 12 Colleys

Male | Femelle| Total
— . 7 2 9
Chiens a score digestif non nul 6.7) 3.7)
. . 2 3 5
Chiens a score digestif nul (3.7) 2.1)
Total 9 S 12

Entre parenthéses sont indiquées les valeurs éakplour les effectifs théoriques.

Le test de Fisher (valeur d’effectif inférieur ad®)nne ung value= 0,26 qui est supérieur
au seuil fixé a 0,05.

Il nexiste donc pas de différence statistiquemergignificative dans la répartition du
sexe chez les Colleys atteints de maladies digestivou non

3.5.4.2. Age

La moyenne d’age des 7 chiens était de 7 ans \(alter 1an a 12ans). L@bleau 22
récapitule les données.

Tableau 22: Répartition numérique des ages des 7 ays ayant un score digestif non nul

Nom chien |Date de Naissance age

C N1 31/03/06 1an

C N4 27/09/04 3 ans

C N5 15/07/02 5 ans

C N8 22/11/99 8 ans

C N9 15/07/97 10 ans

C N0 01/01/96 12 ans

C N°12 inconnue indéterminé

On constate gqu'une moitié des Colleys étaient dggdus de 8 ans et que les autres étaient

ageées de moins de 5 ans.

3.5.4.3. Génotype

Sur les 7 chiens présentant des scores digestifsnnts, la proportion d’homozygotes

mutés était de 2/Tgbleau 23etfigure 39)

Tableau 23: Répartition numérique des génotypeBIDR1 des 7 Colleys ayant un score digestif non nul

Génotype | Nombre de chien
++ 1
+- 4
-I- 2
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Figure 39: Répartition des génotype#MDR1 des 7 Colleys ayant un score digestif non nul

O+/+

B +/-

Nous avons comparé ces proportions a celles oleehez les chiens a score digestif nul
(tableau 24).

Tableau 24: Répartition des génotypeMDR1 chez les chiens de race Berger Australien a scatigestif non nul

et nul
+/+ +/- -/- Total
Chiens a score 1 4 2 7
digestif non nul (1,2) (3,5) (2,3)
Chiens a score 1 2 2 5
digestif nul (0,8) (2,5) (1,7)
Total 2 6 4 12

Entre parenthéses sont indiquées les valeurs éakplour les effectifs théoriques.

Ho: il n'existe pas de différence statistiquementignificative de répartition des
génotypes selon la présence ou absence d’atteintgeastive.

Le test de Fisher (valeur d’effectif inférieur ad®)nne ung value= 1 qui est supérieur au
seuil fixé a 5%.1l n'existe donc pas de différence statistiqguemensignificative dans la
répartition du sexe chez les Colleys malades ou nomalades.

3.6. Etude chez le Shetland

3.6.1. Description de la population

Sur 58 Shetland génotypés, les ages se répartissaiee 10 jours et 11 ans (moyenne de 3
ans). Il y avait 40 femelles pour 18 méales danshiatillon.
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3.6.2. Répartition des génotypes

La répartition des génotypes dans I'échantillonpeésentée dans tableau 25et lafigure
40:

Tableau 25: Répartition numérique des génotypeBIDR1 chez les 58 shetlands

Génotype | Nombre de chiens
+H+ 30
+- 22
-/- 6

Figure 40: Répartition des génotypeMDRL1 chez les 58 shetlands

O+/+
D 52% B +/-

u-/-

On constate qu’'une moitié des chiens étaient hoguaieg sauvages (52%) comme ce qui a
été observé chez le Berger Australien. La compamaile ces proportions avec celles du Colley et
du Berger Australien a été effectuée dans le papdgr3.1.3.2.

Sur les 6 chiens homozygotes mutés, 2 seulememinmeipnt des symptomes digestifs.
Trois chiens ont révélé des sensibilités médicaeusats : 1 homozygote muté au fipronil et
advantix, 1 hétérozygote a un vermifuge et 1 homgot®ysain a un antibiotique (nature inconnue).

Quatre shetlands homozygotes sauvages ont expramésymptomes divers (trachéites,
DHPP...). Deux hétérozygotes étaient cryptorchides.
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3.6.3. Score

Les scores sont répartis selon I'histogramme diglese 41

Figure 41: Répartition des scores CIBDAI des 58 Sklands

50, 50

451
40
35

Nombre S0

Lo 25-
d'individus 201
151
10+

0 1 2 3 4 5 6
Scores CIBDAI

La figure 41 indique la répartitiordes 58 Shetland en fonction de leurs scores CIBBAlabscisse e
indiqué le score, de 0 a 6, et en ordonnée le n@mhdrchiens (aucun chien n'avait de sammpris entre
7 et 12).

On constate que la tres grande majorité des claieais un score nul (86 %) traduisant un
excellent état général. Peu de chien étaient malatida répartition était la suivante : 4% des
chiens présentaient un score inférieur 4 (attestitkque insignifiante), 7% présentaient un score
compris entre 4 et 5 (expression d’une atteintagménde I'intestin) et 3% présentaient un score
compris entre 6 et 8 (expression d’'une atteintedréamide I'intestin).

Seuls 7 individus ont exprimés des symptémes dfgednt 2 plutét des troubles du haut
appareil et 5 du bas appareil digestif. Ces 5 iddsont été touchés des I'age de 3 mois et jusqu’a

3 ans, les facteurs favorisants étaient des chagmgsmalimentaires et du stress autour de
'alimentation (en élevage).

3.6.4. Influences de différents paramétres sur les  troubles digestifs

Sept Shetland avaient un score digestif non nul.

3.6.4.1. Sexe

Sur 7 Shetlands ayant présenté des scores digastifsuls, il y avait 3 males pour 4
femelles.

Nous pouvons comparer ces proportions a cellegithés lors de non influence du sexe
sur la pathologie digestivéapleau 26).
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Tableau 26: Tableau du test de Fisher pour comparda proportion des males et femelles touchés par sle
troubles digestifs chez les 48 Shetlands

Male | Femelle| Total

. R , : 3 4 7
Chiens a score digestif non nul 2.2) (4.8)
15 36 51

Chiens a score digestif nul (15.8) (35.2)
Total 18 40 58

Entre parenthéses sont indiquées les valeurs éakplour les effectifs théoriques.

Le test de Fisher (valeur d'effectif inférieur ad®)nne une value= 0,6 qui est supérieur
au seuil fixé a 0,05l n'existe donc pas de différence statistiquemensignificative dans la
répartition du sexe chez les Colleys malades ou nomalades.

3.6.4.2. Age

L’age des chiens ayant un score digestif non daitale 5 mois a 4 ans avec une moyenne
de 2 ans. Léableau 27représente la liste des ages des individus malades

Tableau 27: Répartition numérique des ages des 7 &tands ayant un score digestif non nul

Nom du chien [Date de Naissance |Age

S N1 03/09/2007 0 an
SN2 02/04/2006 1an
S N3 17/02/2007 1an
S N4 03/07/2004 3 ans
S N5 28/03/2004 3 ans
S NG 31/10/2003 4 ans
S N7 29/02/2004 4 ans

On remarque que 100% des individus malades avaieins de 5 ans.

3.6.4.3. Génotype

La répartition des génotypes des 7 shetlands & stigestif non nul est présentée dans le
tableau 20et lafigure 42:

Tableau 28: Répartition numérique des génotypeBIDR1 chez les 7 Shetlands a score digestif non nul

Génotype | Nombre de chiens
+/+ 2
+- 3
-I- 2
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Figure 42: Répartition des génotypedIDR1 des 7 Shetlands a score digestif non nul

B 29% 029%

O +/+
+/-
W -/-

42%

Sur ces 7 individus avec des symptomes digestd$ai2dnt homozygotes sains, 2
homozygotes mutés et 3 hétérozygotes.

Les deux chiens homozygotes sains ont exprimé daedewrs abdominales et a la
défécation.
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4. DISCUSSION

La glycoprotéine P (Gly-P), transporteur membrandie la famille des transporteurs ABC
(ATP-binding cassettegt codéee par le gemMéDR1, a dans un premier temps été décrite au niveau
des cellules tumorales, ou elle participe au phé&mamde résistance aux chimiothérapies
anticancéreuse§MDR signifie Multi Drug Resistance) Elle agit comme une protéine
transmembranaire qui expulse le médicament horselkges.

Chez 'Homme, la Souris et parfois le Chien, otréaive également localisée sur la surface
apicale des cellules épithéliales du colon et dunjém, sur les hépatocytes proches des canaux
biliaires, sur la surface apicale des cellulesh@&lidles du pancréas et des tubules proximaux
rénaux. L'expression de la Gly-P a ces points égraties contribue a réduire l'absorption de
xénobiotiques a partir du tractus gastro-intestetaflavorise I'élimination de substances toxiques
endogénes et exogenes par l'urine et la bile. @ouee aussi la Gly-P sur la surface luminale de
I'endothélium des capillaires sanguins des tegts;ulu cerveau et du placenta. Elle protege ansi |
systeme nerveux central et le faetus en participaxitoarrieres hémato-encéphalique et placentaire
[13, 18, 73].

Schinkelet al. ont montré que des souris artificiellement invédigl pour les genéédrla et
Mdrlb ne présentaient pas de réduction de leur viabditéde leur fertilité, ni de gestation
anormale. Une expression uniqguement hépatique awmap&ce du gendldrlb a été mise en
évidence lors de l'invalidation du genarla[61].

Divers études, menées chez la Souris, ont cepenélaié que la Gly-P, dont un des roles
est la protection de la muqueuse intestinale, pbéwa responsable, en cas de sous-expression ou
de non expression, de colites hémorragiques chweriffl0, 49].

La forte homologie structurale qui existe entre ¢gses de la classe d&4DR peut
permettre de transposer les résultats obtenuslatgauris a I'espéce canine. Celle-ci ne présente
gu’un seul transporteur EMdrl.

Le Colley est connu pour étre porteur depuis delbreases générations d’'une délétion de 4
paires de bases dans le gdftieR1, appelée mutatioMDR1 Cette délétion a été retrouvée dans
différentes races apparentées au Colley [56].

Notre étude a donc porté sur I'exploration de liehce du génotype au locMDR1 sur le
développement de maladies intestinales chronigues le Chien. Nous nous sommes focalisés sur
les difféerentes races porteuses de la mutaltiPR1 décrites dans la littérature vétérinaire et
scientifique, soit le Colley, le Shetland, le Bergdanc Suisse, le Berger Australien et le Border
Collie. D’autres races de bergers ont été décdt@sme porteuses de la mutatidDR1 tel le
Bobtail ou le Whippet a poil long, mais ces racese@it trop peu représentées en France pour que
nous les retenions pour notre étude.

Echantillonnage

Nous avons utilisé la base de données CLOVIS dasutiations de I'Ecole Nationale
Vétérinaire d’Alfort (ENVA) pour sélectionner lefiens de ces différentes races, potentiellement
toujours vivants (date de naissance postérieu@L411/2001). Un total de 516 chiens répondait a
ce critere. Ces chiens avaient été vus en consultate médecine générale, en consultation
spécialisée, en chirurgie ou pour une simple vaticin a 'TENVA.

Les propriétaires de ces 516 chiens ont été castgetr courrier mais seulement 34 d’entre
eux ont participé a la totalité de I'étude (répomsequestionnaire plus génotypdg®R1). Nous
avons donc élargi notre recrutement a l'aide deanfie internet et clubs de race des bergers
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apparentés au Colley (essentiellement Colley, Shetet Berger Australien) et grace au club de
race du Berger Blanc Suisse.

Au final, un total de 177 chiens a ainsi été inadass I'étude. Les cinq races sélectionnées
initialement ont ainsi été représentées, dans dgsogions variables. Notre effectif était en effet
essentiellement constitué de chiens Berger Ausitrd 7% soit 84 individus sur 177) et de chiens
Shetland (33% soit 58 individus sur 177). La fgnteportion de femelle (112/177) est directement
lie a l'origine de certains individus qui provesrai d’élevages.

Le recours a un recrutement additionnel qui pg&i@ hauteur de 81% a I'effectif global
des chiens de I'étude (145 chiens sur 177) noumgtede postuler que I'échantillonnage de nos
chiens est représentatif de la population généwdechiens de bergers en France. En effet, la part
des chiens vus a I'ENVA étant minoritaire (19%), et peu probable que les chiens «a
problemes » soient surreprésentés dans I'échamtiiafin, ces 19% de chiens vus a 'ENVA ne
'avaient pas forcément été pour un probleme médiws également dans le cadre de simples
vaccinations annuelles.

Le questionnaire a été correctement rempli paiddpgst des propriétaires mais certaines
personnes l'ont trouvé trop long. Les prélevemdetsellules buccales, pour le génotypitizR1,
n’ont pas posé de problemes particuliers, tougetaxploitables.

Génotypes au locu$/IDR1 dans les cinqg races étudiées

Nous avons calculé la prévalence de l'alléle dééed la fréquence des génotypdbR1
dans les cing races représentées mais nous n’goeemparer ces fréquences que pour les 3
races suffisamment bien représentées (Colley, Bekgstralien et Shetland). Nous n’avons pas
observé de différence significative dans la répartides génotypes, dans ces 3 rapegajuedu
test de Fisher > 0,05).

Cependant, c’est dans la race Colley, malgré umrétlonnage réduit (12 chiens), que
nous avons observé la plus grande proportion dmshporteurs de la mutatiddhDR1, avec une
prévalence de l'allele délétére de 58% (33% d’hoygotes mutés et 50% d’hétérozygotes). Ces
résultats peuvent étre comparés a ceux publiédipgnetet al, en 2004, qui concluent a une
prévalence de l'allele délétére de 64% dans la Gy, en France [25]. Dans cette étude, la
fréquence du génotype homozygote sain a été estin®¥¥b, celle du génotype hétérozygote a
32% et celle du génotype homozygote muté a 48%.tdsh de Fisher (effectifs théoriques
inférieurs a 3) effectué pour comparer cette distion a notre distribution permet de conclure
gu’il n’existe pas de différence significative entres deux distributionp-{value= 0,66 > 0,05).

Chez le Border Collie, dans le petit effectif daeecls recrutés (9 chiens) nous n’avons
observé aucun individu porteur de la mutatdMBR1 (homozygote muté ou hétérozygote). Tous
les chiens étaient homozygotes sains.

Chez les Bergers Blancs Suisses, le faible nombneliddus recrutés (14 chiens) ne
permet pas non plus de dresser un bilan dans & Mwus n'avons observé qu’un individu
homozygote muté et aucun individu hétérozygote.

Notre étude a montré une prévalence de l'alleleenahez les chiens Berger Australien de
32%, avec 53% d’individus homozygotes sains, 32¥dd/idus hétérozygotes et 15% d’individus
homozygotes mutés. Ces pourcentages ont été cakwi@in effectif conséquent de 84 chiens. Ces
résultats peuvent étre comparés a ceux publié&@anbataet al, en 2005, qui concluent a une
prévalence de l'allele délétére de 33,3% dansda Berger Australien, au Japon. Dans cette étude,
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la fréquence du génotype homozygote sain a ét@ésth 44,4%, celle du génotype hétérozygote a
44% et celle du génotype homozygote muté a 11,286 [3n test dux® effectué pour comparer
cette distribution a notre distribution permet dendure qu’il n’existe pas de différence
significative entre ces deux distributions au ris§@s d’erreurx® = 0,023).

Nous avons calculé une prévalence de l'alléle rdat29% dans I'échantillon des Shetlands
(58 chiens recrutés), avec 54% de chiens homozygaties, 39% de chiens hétérozygotes et 7%
de chiens homozygotes mutés. Ces résultats peétrentomparés a ceux publiés par Kawabata
al., en 2005, qui concluent a une prévalence de lgatlélétére de 1,2% dans la race Shetland, au
Japon. Dans cette étude, la fréquence du génotymezygote sain a été estimée a 98%, celle du
génotype hétérozygote a 2% et celle du génotypeohpgote muté & 0% [34]. Un test o@
effectué pour comparer cette distribution a notstridution permet de conclure qu’il existe une
différence trés significative entre ces deux distions au risque 5% d’errey¢’(= 562). Il semble
gue la prévalence de la mutatifbR1 soit beaucoup plus importante en France qu’aunlapo
serait intéressant de comparer la généalogie geéds de Shetland importées au Japon pour voir
si ces chiens appartiennent aux mémes lignéeseguehlens francais. Une représentation partielle
de la race Shetland au Japon (sélection de quellig®&es) pourrait alors expliquer cette
différence trés nette de prévalence de I'allelét@éMDR1 entre France et Japon.

Score digestif et influence de différents parametse

Score digestif

Le score digestif des 177 chiens de I'étude serompe fortement du score cumulé
(médiane de 1,1 et 1,3 respectivement). Ceci sgx@lpar des scores d’atteinte de I'état général
essentiellement nuls (médiane de 0). Il nous a g@ma judicieux de fonder notre étude sur le
score digestif, le plus représentatif de I'atteintestinale.

Sur les 43 chiens bergers a score digestif nonlaukpartition des proportions des cinq
races est proche de la répartition globale de #atlon, excepté pour les Colleys qui passent en
2°™ position (16% de I'effectif des chiens a scoreedtif non nul) par rapport a 1&"% position
occupée par la race représentée dans sa globeitélé I'effectif global). C’est en effet chez le
Colley que I'on a observé la plus grande proportlerchiens a score digestif non nul (58% dans la
race). Par ordre décroissant, on observe ensuiBeiger Blanc Suisse (57%), le Border Collie
(22%), le Berger Australien (22%) et enfin le Saed (12%). Ces pourcentages doivent cependant
étre comparés avec précaution, compte tenu de dadgr hétérogénéite dans la taille des
échantillons (86 Bergers Australiens et seulemeaBr@ers Collies au total).

Influence du sexe

Dans notre échantillon de chiens a score digestifmul, il y avait plus de femelles (23/43
soit 54%) touchées par les maladies digestives dpianales (20/43 soit 46%). Cette forte
proportion de femelles se retrouvait dans la pdmragénérale des chiens (112/177 chiens soit
63,2%). Ceci s’explique par la forte proportion cféens d’éleveurs dans I'échantillon (valable
avec toutes les races sauf pour Berger Blanc Suissst possible de savoir, a I'aide d’un test du
x>, s'il existe une différence entre la répartiticssexes chez les animaux & score digestif nul (43
chiens sont 23 femelles et 20 méales) et chez liesaarx a score digestif non nul (134 chiens dont
89 femelles et 45 males). On constate gu'’il n'exizas de différence statistiquement significative
entre ces deux répartitions, au risque d’erret5d® = 2,33).

I ne semble donc pas y avoir d’'influence du sexeusla fréquence des maladies
digestives chroniques dans les cing races de chiedtadiées.
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Influence du génotype
Vingt et un pourcent des 43 bergers avec scorestiigen nul étaient homozygotes mutés,
contre 14% dans I'échantillon total des chiens.

Chez le Colley (12 chiens au total), plus de lati@ales individus étaient atteints au niveau
digestif (7 individus) et la proportion d’homozyget mutés est de 2/7 (29%) chez les chiens
atteints de troubles digestifs et de 4/12 (33%pd@msemble de la race.

Chez les Bergers Australiens (84 chiens au td&d)chiens homozygotes mutés passent de
14% a 24% lorsque lI'on compare I'échantillon glolzalec celui des chiens ayant eu des
symptdmes digestifs.

Chez les Shetlands 12% d'individus présentaientsyesptomes digestifs (7/58) mais la
population est trés jeune (moyenne de 3 ans). dgotion de chiens homozygotes mutés passe de
7% (4/58) a 29% (2/7) chez les chiens ayant depgmes digestifs.

Pour mémoire, chez le Berger Blanc Suisse nouson®mwbservé qu’'un seul individu
homozygote muté sur les 14 chiens de I'échanti@m chien était en parfaite santé au moment de
'étude (score cumulé nul). Chez le Border Collieus les 9 individus de la race étaient
homozygotes sains.

Nous pouvons cependant comparer la répartition detasses de génotypes, entre les
chiens a score digestif nul et les chiens a scagestif non nul, pour les trois races Colley,
Shetland et Berger Australien, a lI'aide d’'un testkisher. On obtient alors une différence non
significative p-value= 0,09).

Il ne semble donc pas y avoir d’influence signifidave du génotype au locuMDR1 sur
la pathologie digestive des chiens de races bergeles notre effectif.

Cette constatation peut étre expliquée par 3 cortaiten : L'échantillon de chiens était
vraisemblable trop petit et les chiens beaucoup jemnes pour exprimer une sensibilité aux
maladies digestives. En effet, les propriétairespaavent juger d’'une sensibilité qu’apres un
certain age (age adulte) car le chiot et le chigi sont plus sujets a des troubles intestinaux. De
plus, il a été observé chez la souris homozygoteéemdrla (-/-) une surexpression du gene
mdrlbau niveau hépatique. Il est donc probable quantigidus homozygotes mutédDR1 (-/-)
d’autres transporteurs se sont substitués a |&PGlgsente.
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CONCLUSION

Les transporteurs membranaires, tout comme lesmgst enzymatiques tels que les
cytochromes, sont des facteurs déterminants dattesvienir des médicaments dans I'organisme. La
glycoprotéine P (Gly-P) appartient a la superfaarilés transporteurs AB@TP-binding cassette)
et est probablement |'un des transporteurs lesipipsrtants impliqués dans la biodisponibilité de
xénobiotiques chez différentes espéces de mammifdomt 'Homme, la Souris et le Chien. La
Gly-P est localisée dans plusieurs tissus, tels lgaeintestins, les reins, le foie, le systéme
immunitaire, au niveau de la barriere hémato-enaigple et placentaire et possede une grande
variabilité de substrats.

L'étiologie exacte des maladies inflammatoiressimales telles que les colites ulcératives
et hémorragiques ou la maladie de Crohn de 'Homaste encore floue. Il y a quelques évidences
indiguant que la flore intestinale endogene pourédie un des facteurs impliqués dans la
pathogenese de l'inflammation intestinale et qupereurbation de la barriere cellulaire protectrice
encourage le développement d'une maladie inflamreatioe réle physiologique de la Gly-P, en
participant a la barriere intestinale, pourraie&te prévenir I'entrée de toxines bactériennes ldans
mugueuse de la paroi intestinale et d'offrir unetgumtion contre une réponse immunologique
exageéree vis-a-vis de la flore endogéne.

Des études menées chez la souris ont montré gaaileaux invalidés dans le gene codant
pour la Gly-P Mdrla) étaient prédisposés aux colites inflammatoiregeriques. De méme, des
études menées chez 'Homme semblent indiquer quairte alleles au locUgDR1 sont retrouveés
dans des proportions significativement différentdez les personnes atteintes de maladies
inflammatoires chroniques de I'intestin et chezgessonnes indemnes.

Nous avons voulu étudier le role potentiel de ldanon MDRY, touchant les chiens de race
Colley et bergers apparentés, dans le développedemhaladies digestives chronigques. Notre
étude a porté sur 177 chiens de race Colley, StigtBorder Collie, Berger Australien et Berger
Blanc Suisse. Nous n’avons pas mis en évidencénfinence du génotype au locMDR1dans le
développement de maladies digestives chroniques datre échantillon de chiens. Nous avons
cependant pu établir la prévalence de l'alléle tdéédans les cing races étudiées. Une étude
effectuée sur des effectifs de chiens plus imptstaet plus agés permettrait certainement
d’effectuer les tests statistiques que nous n'ayneiettre en ceuvre pour certaines races, a cause
de la taille réduite de I'échantillon racial, etrég@ondre de facon plus juste a la question dudéle
la mutationMDR1dans la pathologie digestive chronique chez le&hi

Dans le cas hypothétique d’'une surexpression dimre dransporteur que la Gly-P, il serait

envisageable, chez les chiens homozygotes mutésMiDR1, de mesurer l'activité de tous les
récepteurs connus pour leur rle dans I'éliminatieliulaire de xénobiotiques.
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Annexe 1 : Lettre d’accompagnement aux propriétare

Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort

A Maisons-Alfort, le 25 novembre 2007
Unité de
Génétique Médicale et Moléculaire

Unité de
Parasitologie — Mycologie
Maladies parasitaires et fongique

7 Avenue du Général de Gaulle
94704 Maisons Alfort cedex

Objet : Etude de la prédisposition héréditaire aéens de race Colley & des réactions d'intolérarmertains
médicaments et incidence sur leur santé.

Je me permets de vous recommander Mile Karen Buégediante en derniére année a I'Ecole Vétérinaire
d’Alfort, qui prépare sa thése de fin d'études soasdirection. Chez les chiens de race ColleygleetyIDR1 (Multi
Drugs Resistance}lest trés souvent modifié (c'est a dire : atteline mutation) ce qui explique que divers
médicaments (Ilvermectine, lopéramide...) ne puisgmy étre utilisés dans cette race. Un test gémetagi
actuellement disponible en routine qui permet deisasi un animal est sensible ou non (34 % dede@poll7 % des
Berger Australien, source Antagene 2007).

Dans I'espéce Homme, cette mutation est connué &msplus d'intolérance a certains médicaments été
observé que les personnes touchées étaient préédepa@ certaines maladies, en particulier digesthve thése de
Karen Burger nous permettra de savoir si les mépneblémes sont rencontrés chez les chiens présecete
mutation afin de mieux les prévenir et mieux leérgu Nous nous adressons a vous car vous étesméns venu a
I'Ecole d’Alfort afin de faire soigner votre chig@mu simplement pour une vaccination.

Pourriez-vous accorder un peu de votre temps (dixit@s environ) afin de répondre au questionnaiirg ?
Pour la plupart de ces questions, il s’agira déepta (les) case (s) correspondant a votre réponse

D'autre part, nous vous proposons d'effectuersiedie dépistage génétique de dépistage de la ouldbBR1
sur votre chien. Afin de vous remercier de vot@eainous avons négocié avec le laboratoire d'amageétique
ANTAGENE le test a moitié prix (soit 27,50 euros) pour ¢égens participant a I'étude. Au dela du propodade
présente recherche, savoir si votre chien estynooie non est intéressant pour sa santé : en effeagins médicaments
ne devront jamais étre administrés a votre chiiks'avére génétiguement sensible.

Dans l'attente de vous lire, je vous prie d’agrééadame, Monsieur, mes remerciements pour la dmriton
gue vous aurez bien voulu apporter a notre étude.

Dr. Marie Abitbol

* || est possible que votre compagnon soit décddfue nous ne I'ayons pas su. Si tel était le sgpus prie de nous
excuser et de nous le faire savoir.

Condition de I'étude : cette étude se fait dans le cadre de la the@mdmrat Vétérinaire d’'une étudiante en derniemeéand’étude
a 'Ecole Vétérinaire.

Etudiante : Mlle Karen Burger

Directeur : Dr Marie Abitbol, Maitre de Conférenctsité de Génétique Moléculaire

Assesseur : Dr Geneviéve Marignac, Maitre de Cont&® Unité de Parasitologie
Le laboratoire ANTAGENE, partenaire de I'étude, squropose de réaliser le test de génotypd@&R1 pour 50% de son prix
éleveur soit 27,50 euros. Le laboratoire offre denplément dans le cadre de la recherche sur l& senChien. Tout le reste de
I'étude est financé de fagon interne par I'Unité @énétigue Médicale et Moléculaire. Le prélevemestprend que quelques
secondes et est totalement indolore. |l s'agiralgef une simple brossette souple a l'intériedadeue de votre compagnon afin de
récupérer un échantillon de cellules buccaleso8s\souhaitez effectuer ce test, laissez nousamslannées téléphoniques, nous
vous contacterons dans les plus brefs délais.

Les informations nominatives que vous nous envaesteront strictement confidentielles. L'ensenttds informations
médicales sera rassemblé de fagon anonyme et’@jetld’'une publication dans une revue scientiéigafin d’améliorer la
compréhension, la prévention et le traitement daladies canines.

La réponse au questionnaire n'implique pas d'aeceptparticiper a la détection de la mutatitibR 1

Sans votre participation, cette recherche ne pibysess aboutir et les retombées éventuelles pounddecine canine
seraient encore repoussées. Nous vous remercioasgiae pour votre participation.

Dr. Marie Abitbol : 01-43-96-70-01 et Mlle Karen Byar : 06-74-34-40-74
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Annexe 2 : Lettre d’'accompagnement aux éleveurs

Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort

A Maisons-Alfort, le 25 novembre 2007

Unité de
Génétique Médicale et Moléculaire
Unité de .
Parasitologie — Mycologie Madame, Monsieur,

Maladies parasitaires et fongiques

7 Avenue du Général de Gaulle
94704 Maisons Alfort cedex

Objet : Etude de la prédisposition héréditaire des chinrace Colley et apparentées a des réactions
d'intolérance a certains médicaments et incidenctar santé.

Je me permets de vous recommander Mlle Karen Buggatiante en derniére année a I'Ecole Vétérinaire
d’Alfort, qui prépare sa thése de fin d'études snadirection. Chez les chiens de race ColleyeleylDR1 (Multi
Drugs Resistance}® st trés souvent modifié (c'est a dire: attelmbel mutation) ce qui explique que divers
médicaments (Ivermectine, lopéramide...) ne puisgastétre utilisés dans cette race. Un test gémétigu
actuellement disponible en routine qui permet d®isai un animal est sensible ou non (34 % de$e@ol7 % des
Berger Australien, source Antagene 2007).

Dans l'espéce Homme, cette mutation est connué &msplus d'intolérance a certains médicaments£iié
observé que les personnes touchées étaient préélespa certaines maladies, en particulier digestiveethése de
Karen Burger nous permettra de savoir si les mgr@sémes sont rencontrés chez les chiens prés$emtiia
mutation afin de mieux les prévenir et mieux leérguNous nous adressons a vous car vous étesméme
concerné par la question, étant éleveur de la race.

Pourriez-vous accorder un peu de votre temps (dfixites environ) afin de répondre au questionnairg J?
Pour la plupart de ces questions, il s’agira déepta (les) case (s) correspondant a votre réponse

D'autre part, nous vous proposons d'effectuerstedie dépistage génétique de dépistage de la onukdbDR1
sur votre/vos chiens. Afin de vous remercier deesatde, nous avons négocié avec le laboratoinalyse génétique
ANTAGENE le test a moitié prix (soit 27,50 euros) pourdb&ns participant a I'étude. Au dela du propokade
présente recherche, savoir si votre chien estynoote non est intéressant pour sa santé et sontbteeproducteur :
en effet, certains médicaments ne devront jamegsa@lministrés a votre chien s’il s'avere génétitpre sensible et
I'absence de la mutation confére une sécurité fEsuiutures portées.

Dans l'attente de vous lire, je vous prie d'agrééadame, Monsieur, mes remerciements pour la dmriton

gue vous aurez bien voulu apporter a notre étude.

Dr. Marie Abitbol
Condition de I'étude cette étude se fait dans le cadre de la théBodmrat Vétérinaire d’'une étudiante en derniemeéand’étude
a I'Ecole Vétérinaire.

Etudiante : Mlle Karen Burger

Directeur : Dr Marie Abitbol, Maitre de Conférenctsité de Génétique Médicale et Moléculaire

Assesseur : Dr Geneviéve Marignac, Maitre de Coné&® Unité de Parasitologie
Le laboratoireANTAGENE , partenaire de I'étude, vous propose de réalstst de génotypadéDR1 pour 50% de son prix
éleveur soit 27,50 euros. Le laboratoire offredmplément dans le cadre de la recherche sur l& danthien. Tout le reste de
I'étude est financé de fagon interne par I'UnitéGfnétique Médicale et Moléculaire. Le prélevenmenprend que quelques
secondes et est totalement indolore. |l s'agitaléet une simple brossette souple a l'intériedageue de votre animal afin de
récupérer un échantillon de cellules buccaleso8s\souhaitez effectuer ce test, laissez nousoaslannées téléphoniques, nous
vous contacterons dans les plus brefs délais.

Les informations nominatives que vous nous envegsteront strictement confidentielles. L'ensentd#s informations
médicales sera rassemblé de facon anonyme etdbjet|d’'une publication dans une revue scientiéigdin d’améliorer la
compréhension, la prévention et le traitement dalsies canines.

La réponse au questionnaire n'implique pas d'aeceptparticiper a la détection de la mutatitbR1

Sans votre participation, cette recherche ne pibyoraa aboutir et les retombées éventuelles poméldecine canine
seraient encore repoussées. Nous vous remercioasguece pour votre participation.

Dr. Marie Abitbol : 01-43-96-70-01 et Mlle Karen Byar : 06-74-34-40-74
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Annexe 3 : Questionnaire de santé

Ecole Nationale Vétérinaire d’lIfort

[Questionnaire de santé concernant votre chign

Nom :

Adresse :

Téléphone (ou nous pouvons vous joindre facilement)
Votre chien s’appelle :

Race : Sexe :
Date de naissance : Poids actuel:
1-ETAT GENERAL : (Cochez la case adéquate)

- Comment qualifieriez-vous l'activité de votre chienen fonction de son age?
o Normal

o Légérement diminuée

o Moyennement diminuée

o Séverement diminuée

- A-t-il perdu du poids (lié a une maladie et non ain régime alimentaire)?
o Non

o Faiblement (<5% de son poids)

o Modérément (5 a 10%)

o Séverement (>10%)

- Comment qualifieriez-vous I'appétit de votre aninal ?
o Normal

o Légerement diminué

o Moyennement diminué

o Séverement diminué

- Commentaires libres :

2 - ASPECT DIGESTIF : (Cochez la case adéquate)

- Votre chien a-t-il présenté (ou présente) des &mdes devomissements aigus ?
o OUI o NON

Si oui, quel a été I'age du début des symptbmes?
- Combien de vomissements par jour votre chien gwuaig) - il ?

o 1 fois par semaine

o 2 a 3 fois par semaine

o Plus de 3 fois par semaine

- Quelle était (ou est) la durée de ces épisodastguérison?

Réponse :

- Guérison sous traitements antibiotiques : o OUI o NON

- Votre chien a-t-il présenté (ou présente) des &udes daliarrhées aigués ?
o OUI o NON

Si oui, quel a été I'age du début des symptébmes? _
-'Y avait-il un facteur déclenchant comme le stresschangement alimentaire?..

| Réponse :

- Combien de selles liquides ou molles votre chigitgdou a) t-il ?
o 1 fois par jour
o 2 a 3 fois par jour
o Plus de 3 fois par jour
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- Quel était (ou est) I'aspect de ses selles (peEsde sang, couleur, odeur, présence d’alimemisligérés, de

glaires...) ?
o Normales o Présence de sang
o Légérement molles o Absence de sang
o Complétement molles o Présence de mucus
o Liquides o Absence de mucus

- Votre chien présentait (ou présente) — il des déeurs a la défécation ?

o OUI o NON
- Votre chien présentait (ou présente) - il une doule abdominale (caractérisée par un dos vo(té, unessibilité tactile aigué
du ventre) ?

o OUI o NON

- Méme chose pour des flatulences ?
o OUI o NON

- A-t-il présenté des fistules anales ou abces ana@
o OUI o NON

Commentaires libres :

3 - ASPECT EXTRA DIGESTIF : (Cochez la case adéquate)

- Votre chien a-t-il souffert de cancer ? o OUl o NON
Si oui, quand, quel organe, une analyse a-t-eflegdlisée ?

Réponse :

- Votre chien a-t-il présenté des effets indésirabt a un ou plusieurs médicaments ?

o OUI o NON
- Si votre chien a été anesthésié, a-t-il eu desandions particulieres durant ou apres cette anelsésie ?
o OUI o NON

- Votre chien a-t-il présenté des infections a répéion (rhinites, otites, problemes de peau...) ?
o OUI o NON
Si oui de quel type ?

Réponse :

- Votre chien a-t-il eu des anomalies des organeémtaux (testicules ou ovaires en particulier) ?
o OUI o NON
Si oui de quel type ?

Réponse :

- Votre chien présente-t-il des troubles neurologiges réguliers de type épilepsig2 o OUlI o NON

MERCI

Merci de nous indiquer votre souhait concernaiegdé génétigu&DR1:
o Je souhaite aider la recherche sur la santé decompagnon et obtenir le statut génétique de maenchis-a-vis de la
mutation MDR1, de fagon a savoir si je prends un risque en dimiaistrant certains médicaments. Je vous retolgne
guestionnaire accompagné de mes coordonnées dedaitoe contacté par téléphone par Mlle Karen Buggem’expliquera
les modalités de réalisation du test.
Nom et Prénom :
Téléphone fixe :
Téléphone mobile :
o Je ne souhaite pas connaitre le statut de mom chgea-vis de la mutatioMDR1 et vous retourne simplement le
questionnaire complété.

o Mon compagnon a déja été testé pour la mutatiogehe MDRY, je vous renvoie le questionnaire accompagné d’'une

photocopie du test et je vous indique le statunda chien :
o homozygote sain o hétérozygote o homozygote muté

Nous vous remercions infiniment pour l'aide quesapportez a I'étude des maladies du Chien.
Dr. Marie Abitbol Mlle Karen Burger
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Annexe 4 : Listes des résultats bruts des 177 chien

Berger Blanc Suisse:

Chien | Sexe | Naissance age Résultat Scc,)re' etat Scorg CIBDAI
général | digestif
1 M 30/08/06 lan +/+ 0 0 0
2 M 25/01/03 5 ans +/+ 0 0 0
3 M 15/09/05 2 ans +/+ 0 0 0
4 F 12/02/06 2 ans +/+ 1 5 6
5 F 24/12/06 1lan +/+ 0 0 0
6 F 20/12/04 3 ans +/+ 0 1 1
7 F 23/04/97 10 ans +/+ 3 5 8
8 F 28/06/05 2 ans +/+ 0 0 0
9 M 10/12/05 2 ans +/+ 0 2 2
10 M 17/08/07 0an +/+ 3 6 9
11 F 17/05/03 4 ans +/+ 0 6 6
12 M 14/09/02 5 ans +/+ 0 6 6
13 F 11/01/05 3ans +/+ 0 5 5
14 M 02/10/07 0 an -/- 0 0 0

Berger Australien

. : A . SE:ore Score
Chien |Sexe | Naissance | &ge |Résultat état ; - | CIBDAI
général digestif

1 M 13/10/00 | 7 ans +/- 0 5 5
2 M 17/01/06 | 2 ans +/+ 0 0 0
3 F 26/01/07 1an -/- 0 1 1
4 F 05/12/04 | 3 ans +/- 0 1 1
5 M 23/08/05 | 2 ans +/- 0 0 0
6 F 01/12/06 1lan +/+ 0 0 0
7 M 25/06/04 | 3 ans +/- 0 0 0
8 F 20/11/06 | 1an +/+ 0 0 0
9 F 01/01/05 | 3 ans +/- 0 0 0
10 M 16/09/07 | Oan -/- 0 0 0
11 F 28/08/01 | 6 ans +/+ 0 0 0
12 F 25/01/07 1an +/+ 0 0 0
13 F 27/05/02 | 5ans +/+ 0 0 0
14 F 26/11/06 1lan +/- 0 0 0
15 M 07/05/05 | 2 ans +/- 0 0 0
16 F 30/03/07 | Oan +/+ 0 0 0
17 M 16/09/02 | 5 ans +/- 0 0 0
18 F 20/07/99 | 8 ans +/+ 0 0 0
19 F 21/07/01 | 6 ans +/+ 0 0 0
20 F 16/09/02 | 5 ans +/+ 0 0 0
21 F 02/02/07 1an +/- 0 0 0
22 M 08/05/07 | Oan +/+ 0 0 0
23 M 23/03/01 | 6 ans +/- 0 0 0
24 F 29/09/01 | 6 ans +/- 0 0 0

F 0 0 0

N
(61

11/08/02 | 5 ans +/+
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26 M 13/12/04 3 ans +/+ 0 0 0
27 F 29/07/06 1an +/+ 0 0 0
28 F 07/07/03 | 4 ans +/+ 0 0 0
29 M 13/12/04 | 3 ans +/+ 0 5 5
30 M 25/01/07 1an +/+ 0 4 4
31 F 16/03/06 1an +/- 0 5 5
32 F 02/07/07 0 an +/+ 0 1 1
33 F 25/03/05 | 2 ans +/- 0 0 0
34 F 10/04/02 | 5 ans +/+ 0 0 0
35 M 15/11/92 |15 ans +/+ 1 4 5
36 F 30/10/05 2 ans +/+ 0 9 9
37 F 16/09/02 5 ans +/+ 1 0 1
38 F 12/11/04 | 3 ans +/+ 0 0 0
39 F 31/03/07 | 0an +/+ 0 5 5
40 M 27/08/01 6 ans +/- 0 7 7
41 F 28/05/07 0 an +/- 0 0 0
42 M 11/11/06 1an +/- 0 0 0
43 F 18/01/05 | 3 ans +/+ 0 0 0
44 F 17/03/06 | 1an +/+ 0 0 0
45 F 05/06/06 1an +/- 0 0 0
46 F 07/08/05 2 ans +/+ 0 0 0
47 F 25/05/05 2 ans +/- 0 0 0
48 F 04/08/06 1an +/+ 0 0 0
49 M 27/12/06 | 1an +/+ 0 0 0
50 F 21/09/02 5 ans +/- 0 0 0
51 M 03/09/06 1an +/- 0 0 0
52 M 02/09/07 0 an +/+ 0 0 0
53 F 20/04/06 1an +/+ 0 3 3
54 M 10/06/07 0 an +/+ 0 0 0
55 M 11/07/07 0 an +/- 0 0 0
56 F 29/05/07 0 an +/- 0 0 0
57 F 27/12/03 | 4 ans +/+ 0 0 0
58 M 28/05/07 0 an +/+ 0 0 0
59 M 02/12/04 | 3 ans -/- 3 9 12
60 M 20/02/06 2 ans -/- 0 0 0
61 F 04/02/07 1an +/- 0 0 0
62 F 15/01/01 | 7 ans +/+ 0 0 0
63 F 13/08/02 | 5ans +/+ 0 0 0
64 F 14/05/04 3 ans +/+ 0 0 0
65 F 04/03/07 0 an +/+ 0 0 0
66 F 13/08/02 5 ans +/+ 0 0 0
67 M 14/08/02 | 5 ans +/- 0 4 4
68 F 30/04/07 0 an +/- 0 0 0
69 F 03/03/04 3 ans +/+ 0 4 4
70 F 02/09/04 3 ans +/+ 0 6 6
71 M 23/12/05 2 ans +/- 0 0 0
72 M 30/03/04 | 3 ans +/- 0 0 0
73 F 12/10/96 |11 ans -/- 2 0 2
74 M 23/04/01 6 ans -/- 0 0 0
75 F 06/11/06 1an -/- 0 0 0
76 F 06/11/06 1an -/- 0 0 0
77 M 23/04/01 | 6 ans -/- 0 0 0
78 F 23/04/01 | 6 ans -/- 1 3 4
4

1
[ —
o




79 F 01/09/07 | Oan -/- 0 0 0
80 F 24/08/06 1an +/+ 0 0 0
81 F 11/06/06 | 1an ++ 0 0 0
82 M 30/11/06 | 1an +/+ 0 0 0
83 M 10/06/07 | Oan -/- 0 6 6
84 F 07/03/06 1lan -/- 1 5 6
Border Collie:
. . . SE:ore Score
Chien | Sexe |Naissance Age |Résultat état ; .| CIBDAI
général digestif
1 F 24/06/1996 | 11 ans ++ 0 0 0
2 F 13/03/2005| 2 ans +/+ 0 0 0
3 F 108/02/1999| 9 ans +/+ 0 0 0
4 F [01/12/1999| 8 ans +/+ 2 0 2
5 M [15/08/2004 | 3 ans +/+ 0 0 0
6 M [22/03/2005| 2 ans +/+ 0 0 0
7 F 22/03/2005| 2 ans +/+ 0 0 0
8 M  [30/01/1995]| 13 ans +/+ 2 5 7
9 F 101/01/2002| 6 ans +/+ 0 4 4
Colley:
Chien |Sexe | Naissance age Résultat Scc?re, etat _Score_z CIBDAI
général digestif
1 M 01/01/00 | 8ans +/- 0 0 0
2 M 10/06/04 | 3 ans -/- 3 0 3
3 M +/- 0 1 1
4 F 07/09/00 | 7 ans -/- 0 0 0
5 F 11/10/04 | 3 ans +/+ 0 0 0
6 F 31/03/06 1an +/- 0 5 5
7 M 15/07/02 | 5ans -/- 1 7 8
8 F 15/07/97 | 10 ans +/+ 4 3 7
9 M 27/09/04 | 3 ans -/- 0 4 4
10 M 22/11/99 | 8 ans +/- 0 5 5
11 M 01/01/96 | 12 ans +/- 0 9 9
12 F 15/06/93 | 14 ans +/- 2 0 2
Shetland:
Chien |Sexe |Naissance | age |Résultat Scc,)re, etat _Score_z CIBDAI
général digestif
1 F 03/07/04 | 3 ans -/- 0 4 4
2 M 03/09/07 | Oan +/- 0 5 5
3 F 01/07/04 | 3 ans +/- 0 0 0
4 M 01/09/98 | 9 ans +/+ 2 0 2
5 M 01/03/98 | 9 ans +/+ 0 0 0
6 M 03/06/97 |10 ans +/+ 0 0 0
7 F 07/11/04 | 3 ans +/- 0 0 0
8 F 19/03/05 | 2 ans +/+ 0 0 0
9 F 03/05/07 | Oan +/+ 0 0 0
10 F 02/04/06 | 1an +/- 0 5 5
11 M 31/03/06 | 1lan +/- 0 0 0

=

o

a1
1




12 F 01/06/02 | 5 ans +/- 0 0 0
13 F 07/03/05 | 2 ans +/+ 0 0 0
14 F 08/11/99 | 8 ans +/+ 0 0 0
15 F 13/06/07 0an +/+ 0 0 0
16 F 09/05/02 | 5 ans +/+ 0 0 0
17 F 24/04/02 | 5 ans +/+ 0 0 0
18 F 01/07/07 0 an +/+ 0 0 0
19 F 01/06/03 | 4 ans +/- 0 0 0
20 M 11/07/96 |11 ans +/- 0 0 0
21 F 22/05/06 1an +/+ 0 0 0
22 F 14/12/03 | 4 ans +/+ 0 0 0
23 M 29/01/05 | 3 ans +/+ 0 0 0
24 F 11/11/06 1 an +/+ 0 0 0
25 F 24/02/05 | 3 ans +/- 0 0 0
26 F 19/03/05 | 2 ans +/+ 0 0 0
27 M 12/04/02 | 5 ans +/+ 0 0 0
28 M 18/01/04 | 4 ans +/+ 0 0 0
29 M 01/06/04 | 3 ans +/- 0 0 0
30 F 31/10/03 | 4 ans +/+ 0 3 3
31 M 02/09/02 | 5ans +/- 0 0 0
32 F 11/07/06 1an +/- 0 0 0
33 F 19/04/04 | 3 ans -/- 0 0 0
34 M 17/05/07 0 an +/- 0 0 0
35 M 28/03/04 | 3 ans -/- 0 6 6
36 F 15/08/02 | 5 ans +/- 0 0 0
37 F 19/02/08 0 an -/- 0 0 0
38 F 19/02/08 0 an +/- 0 0 0
39 F 19/02/08 0 an +/- 0 0 0
40 F 19/02/08 0an +/+ 0 0 0
41 F 19/02/08 0 an +/+ 0 0 0
42 F 09/01/03 | 5ans +/- 0 0 0
43 M 17/02/07 1an +/- 0 5 5
44 M 12/01/06 | 2 ans +/- 0 0 0
45 F 16/01/06 | 2 ans +/- 0 0 0
46 F 19/06/06 1an +/+ 0 0 0
47 F 04/02/99 | 9 ans +/+ 0 0 0
48 F 01/11/07 0 an +/- 0 0 0
49 F 08/01/01 | 7 ans -/- 0 0 0
50 F 11/05/03 | 4 ans -/- 0 0 0
51 F 13/06/07 0 an +/- 0 0 0
52 F 18/10/01 | 6 ans +/+ 0 0 0
53 F 05/01/05 | 3 ans +/+ 0 0 0
54 M 21/08/06 1an +/+ 0 0 0
55 F 01/06/99 | 8 ans +/+ 0 0 0
56 M 04/07/04 | 3 ans +/+ 0 0 0
57 F 29/02/04 | 4 ans +/+ 1 5 6
58 M 10/07/06 1 an +/+ 0 0 0
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ROLE DU GENEMDR1DANS LA PREDISPOSITION AUX
MALADIES INFLAMMATOIRES CHRONIQUES
INTESTINALES CHEZ LES COLLEYS ET APPARENTES.
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Résumé :

La glycoprotéine P, codé par le gelddR1, est connue pour son rdle d’élimination de
xénobiotiques du compartiment intra-cellulaire. $opact sur la physiologie du Chien a été mis
en évidence lors d’intoxication par administratidivermectine chez les chiens de race Colley,
naturellement mutés pour le gevi®R1

L’étude en laboratoire de souris artificiellememialidées pour le genddrl a révélé une
prédisposition génétique a développer des inflanamsitchroniques intestinales (identiques a la
maladie de Crohn de ’'Homme).

Cette these visait a rechercher s'il existait catiéme prédisposition aux maladies
digestives inflammatoires chroniques, chez lesdaysllet d’autres races de bergers, mutés pour le
geneMDRL Pour cela, le génotypage de 177 chiens, au IMIDR1, a été réalisé et mise en
relation avec les réponses a un questionnaire igdwbl portant sur les troubles digestifs
potentiellement présentés par chaque chien deu&egNous n’avons pas pu mettre en évidence
une influence du génotype au locDR1 dans le développement des maladies digestives
chroniques dans notre échantillon de chiens.
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INFLUENCE OF THEMDR1GENE IN THE
PREDISPOSITION TO INFLAMMATORY BOWEL
DISEASES IN COLLIE DOGS AND RELATED BREEDS.

SURNAME: BURGER Karen

Summary:
The P-glycoprotein, product of tHdDR1 gene, is known to be an efflux pump which

removes xenobiotics from the intracellular compaitin Its impact on the physiology of the dog
was highlighted when administration of ivermectnQollie dogs, naturally mutated in the MDR1
gene, produced neurologic disorders.

Studies onMdrl knock-out mice revealed the genetic predispositibrihese mice to
develop inflammatory bowel diseases (identicahshiuman Crohn’s disease).

The purpose of this thesis was to seek if there thassame predisposition to chronic
inflammatory bowel diseases in Collie dogs and thep related shepherd breeds carrying a
mutation in theMDR1 gene. Genotypes of 177 dogs for th®R1 locus were obtained and
compared with answers to an individual questiomnéocusing on putative digestive disorders in
every dog included in the study. We have concludeal lack of correlation between the genotype
at MDR1 locus and the development of digestive ks in the 177 dogs of our studies.
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