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INTRODUCTION

Le chat des foréts sibériennes, ou Sibérien, est une race qui ne cesse de gagner en popularité
en France. En 2019, il était classé en huitieme place en nombre de naissances enregistrées au
LOOF (Livre Officiel des Origines Félines). Sa carrure imposante, son poil mi-long et épais et
son tempérament agréable sont quelques-uns des atouts de ce chat attachant.

Parmi les caractéristiques propres a chaque individu félin, ’'une d’entre elles oriente souvent
le choix des propriétaires quant a leur futur compagnon: la couleur. Les chats Sibérien
présentent une grande diversité de couleurs de robe, parmi lesquelles, ces dernieres années, a
émergé une couleur dorée propre a la race : le « golden », aussi appelé « sunshine ». Intrigante
tout autant qu’intéressante pour les éleveurs, elle se caractérise notamment par sa combinaison
possible avec une autre couleur appelée «silver », donnant ainsi des chats qualifiés de
« bimétals ». Parmi les éleveurs, Eleonora Ruggiero, aussi juge internationale en compétitions
félines, fut la premiére a s’intéresser a cette couleur si particuliére du Sibérien.

La mise en evidence de la transmission heréditaire de la couleur sunshine, ou plus
précisément de la modification de la couleur appelée sunshine, a conduit a I'émergence de
nombreuses questions, qui ont participé a la genése de ce travail de these : comment définir
phénotypiquement le sunshine ; quelle est son origine génétique et la probabilité de
transmission & la descendance ? Etait-il possible d'identifier le géne et la mutation en cause, et
ainsi d’aboutir a la création d'un test de dépistage des reproducteurs pour la détection de cette
couleur ?

La premiere partie bibliographique de notre travail a été consacrée a la présentation des bases
de la mélanocytogenese et de la mélanogénése, au déterminisme moléculaire de la couleur du
pelage chez le chat, ainsi qu'au déterminisme génétique des différentes couleurs et patrons de
robe félines. Dans cette partie nous avons également abordé l'origine de la race Sibérien et
rappelé les stratégies qui permettent de rechercher des génes et mutations chez le chat
domestique.

Dans la seconde partie, expérimentale, nous avons présenté 1’étude de la modification de la
couleur sunshine du chat Sibérien : sa définition phénotypique, son mode de transmission et
son origine moléculaire (recherche du géne et de la mutation en cause). La discussion présentée
a la fin de ce travail avait de plus pour vocation de mettre en perspective le sunshine du Sibérien
avec d’autres couleurs proches, décrites chez d’autres races de chats, en espérant ouvrir la
possibilité a d’autres études, fortes des connaissances apportées par le travail initié chez le
Sibérien.
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PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

LA MELANOCYTOGENESE, LA MELANOGENESE ET LEUR
CONTROLE GENETIQUE CHEZ LE CHAT
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I. RESUME DES MECANISMES DE LA MELANOCYTOGENESE ET DE LA
MELANOGENESE

Les mécanismes de la pigmentation sont des mécanismes complexes, faisant intervenir de
trés nombreux genes. Ce que ’on appelle alors le génotype (composition génétique de
I'individu) a donc une grande influence sur le phénotype, ¢’est-a-dire ici I’aspect macroscopique
de la couleur de I’animal.

La variation de ce phénotype se fait a deux niveaux :

- au niveau de la distribution spatiale de la pigmentation sur le corps ;

- au niveau de la densité et de la disposition de la pigmentation dans chaque poil.

Le contréle de ces phénomenes s’effectue tout au long de la mélanocytogéneése, de la
formation des mélanoblastes a la formation et a la migration des mélanocytes (Hoekstra, 2006).

A. Embryogénese et mélanocytogénese

Il a été montré que toutes les cellules pigmentaires des vertébrés partagent une origine
commune : la créte neurale. Ces cellules de la créte neurale vont ensuite devenir des
mélanoblastes, cellules souches a fortes capacités prolifératives, qui vont alors migrer, suivant
deux voies différentes (détaillées dans la fig. 1), en direction de différents sites de la peau, entre
autres (Cichorek et al., 2013).

Tuby ; Dorsal
ukal| 0 |\ > } ;
L \
Mélanocyte

PN \

S N

Wil Ventral
N </

>

Figure 1 : Migration des mélanoblastes durant I’embryogénése (d’apres Cichorek et al., 2013)
NCC = cellules de la créte neurale ; ces cellules migrent par deux voies, la voie principale, dorso-
latérale entre somites et ectoderme, donnant les mélanocytes de I’épiderme et des poils, et la voie
accessoire, ventrale, entre le tube neural et les somites, donnant certains éléments du systéme nerveux
périphériques, et quelques autres mélanocytes de la peau

Cette migration est sous le contrdle de nombreux genes, certains codant des facteurs de
transcription, comme PAX3 (paired box 3) et MITF (microphthalmia-associated transcription
factor), d’autres pour des facteurs de croissance, tels que PDGF (platelet derived growth factor)
et EDNRB (récepteur a 1’endothéline type B), permettant notamment de réguler la prolifération
des mélanoblastes en méme temps que leur migration (Alhaidari et al., 2002).
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Les mélanoblastes colonisent ainsi 1’épiderme et s’y différencieront en meélanocytes, des
cellules capables de synthétiser les pigments de mélanine grace a, entre autres, la tyrosinase,
une enzyme incorporée dans la paroi des mélanosomes. Les mélanosomes, organites spécialisés
ou est effectuée la synthése des pigments, peuvent ensuite étre transférés aux kératinocytes de
I'épiderme ou du poil (fig.2). On observe une distinction entre mélanocytes folliculaires (qui
donnent leur couleur aux poils) et non folliculaires ou épidermiques (déterminant la couleur de
la peau). Les premiers colonisent le follicule pileux et plus exactement la papille dermique, et
les seconds se distribuent dans 1’épiderme. Ces deux populations peuvent, chez I’humain, étre
régulées de facon indépendante, grace a I’intervention de divers génes (Allen et al., 2014).

Développement des mélanoblastes dans la créte neurale
- splorch
- patch
- piehald lethal

= / l \ \“:“-'h- Initiation de la migration des mélanoblastes

- dewminan! white spotliing
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= bl
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Différenciation en mélanocytes
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iy | - xilver
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Figure 2 : La mélanocytogéneése et la mélanogénese et leur régulation génétique
(d’apreés Alhaidari et al., 2002)
En italique sont indiquées des mutations de souris dont le gene est impliqué dans I'étape concernée.

B. Fonctionnement des mélanocytes

Les mélanocytes sont des cellules spécialisées capables de produire des pigments, les
mélanines, que I'on classifie habituellement en deux grands types : les mélanines foncées ou
eumélanines (plutdt brunes a noires) et les mélanines claires ou phéomélanines (plutot jaunes a
rouges) (Slominski et al., 2004).
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1. Répartition des mélanocytes

En plus des mélanocytes cutanés (qu’ils soient folliculaires ou épidermiques), il existe aussi
des mélanocytes non cutanés, constitués, entre autres, par les mélanocytes de 1’ceil, de 1’oreille
interne ou du ceeur (fig.3) (Aoki et al., 2009).

Cochlée
Ouie

Oreille
interne Cerveau
Equilibre Fonctions
/ =:| neuroendocrines
et detoxification

Poumons i

Anti-inflammatoire,
réduction des DRO

\
Tissu adipeux ™
Survie des cellules,
réduction des DRO

EPR
Vision

Follicule pileux
Pigmentation des
poils, destruction

des co-produits
toxiques

Epiderme

Pigmentation de la peau, Choroide
réponse et protection contre Pigmentation de I'oeil,
I'emvironnement (Uv) protection contre les UV

Figure 3 : Localisation des mélanocytes dans le corps et présentation de leurs fonctions
supposées (d’apreés Plonka et al., 2009)
EPR = épithelium pigmentaire rétinien, DRO = dérivés réactifs de I’oxygene

La répartition histologique des mélanocytes varie selon I'organe concerné. Ainsi, dans la
peau, ils sont situés au niveau de la couche basale de I’épiderme, au niveau de la jonction dermo-
épidermique (fig.4). Dans le follicule pileux, ils sont répartis au niveau du bulbe de celui-ci
(fig.5 ; Haskell, 2010).
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Figure 4 : Localisation des melanocytes dans le derme (Haskell 2010)
La fleche pointe un mélanocyte.

i
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Figure 5 : Localisation des mélanocytes dans le follicule pileux
A gauche : coupe histologique d’un follicule pileux (fléche du haut : enveloppe, fléche du bas :
bulbe) (Haskell, 2010)
A droite : marquage immunohistochimique de TYRP1 (tyrosinase related protein 1) permettant de
localiser les mélanocytes dans le bulbe (Commo et Bernard, 2000)

Des mélanocytes ont également été mis en évidence dans différentes régions comme l'oreille
interne ou l'iris (fig.6).
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Figure 6 : Mise en évidence par |mmunoh|stoch|m|e de la présence des mélanocy
répartition dans différents tissus (d’aprés Aoki et al., 2009)
Un anticorps anti-KIT (KIT proto-oncogene, receptor tyrosine kinase) a été utilisé. KIT est un
récepteur exprimé par les mélanocytes. Les pointes de fleche montrent les mélanocytes.
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Chez I'homme, il a été montré que la densité des mélanocytes ne variait pas en fonction de
la couleur de peau des individus. En effet, une personne a la peau foncée a en moyenne la méme
densité de mélanocytes qu’une personne a la peau claire (entre 12,2 et 12,8 mélanocytes par
mm? de peau). Ce n’est donc pas la densité, mais le fonctionnement des mélanocytes qui permet

la variation de couleur d’une région a I’autre du corps, et d’une personne a I’autre (Yamaguchi
et al., 2006).

2. Structure d’un mélanocyte

Les mélanocytes possédent des mélanosomes, des lysosomes modifiés ou s'effectue la
synthése des mélanines. La formation des mélanosomes est complexe et fait intervenir de
nombreux génes (Alhaidari et al., 2002).

La structure des mélanosomes varie selon le pigment qu’ils sont capables de synthétiser. En
effet, il a été montré, en microscopie électronique, que les mélanosomes produisant de
I’eumélanine (autrement appelés eumélanosomes) présentaient des dépdts d’eumélanine
ordonnés en fonction des fibres de leur matrice, tandis que les phéomélanosomes, produisant
de la phéomélanine, avaient une structure complétement désordonnée. Ces différents types de
mélanosomes spécialisés peuvent exister de fagon conjointe dans un méme mélanocyte, qui
sera alors capable de produire les deux types de pigments (fig.7 ; Slominski et al., 2004).

Figure 7 : Mélanosomes vus en microscopie électronique (Slominski et al., 2004)
Les figures a a f représentent des eumélanosomes a différent stades de leur développement (I & 1V),
tandis que les figures g a j représentent des phéomélanosomes. On distingue le dép6t de mélanine
ordonné en lamelles dans les eumélanosomes.

La pigmentation de 1’épiderme est due au transfert des mélanosomes aux kératinocytes,
cellules qui constituent la majeure partie de la couche cornée de I'épiderme, avec lesquelles les
mélanocytes sont en association tout au long de leur vie (Slominski et al., 2004). Plusieurs
mécanismes ont été proposes pour ce transfert, que nous ne detaillerons pas ici, mais qui sont
résumés dans la figure 8.
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Figure 8 : Transfert des mélanosomes aux kératinocytes (d’aprés Wu et Hammer, 2014)
Le transfert des mélanosomes des mélanocytes aux kératinocytes pourrait se faire selon différentes
voies : (1) la cytophagocytose : phagocytose de I'extrémité de I'extension du mélanocyte, (2) la fusion
de membranes, (3) la séparation d'une vésicule de I'extension du mélanocyte puis sa phagocytose ou
(4) I'exocytose puis endocytose : le mélanosome serait expulsé dans I'espace intercellulaire puis
récupéré par le kératinocyte. Le mélanocyte est représenté en rose, le kératinocyte en vert.

C. Production des pigments

1. Types de pigments : eumélanine et phéomélanine

Les eumélanines sont considérées comme des pigments « noirs ». Elles varient en fait du
marron clair au noir.

Les phéomélanines sont considérées comme des pigments « jaunes », pouvant prendre une
teinte allant du jaune péle au roux/fauve. Il en existe des variantes, les trichochromes, qui
donneraient leur couleur intense aux chats roux, ainsi que d’autres types de pigments plus rares,
comme des phéomélanines foncees, ou des pigments mixtes (Napolitano et al., 2001).

Ces pigments sont a I’origine de I’apparence du poil, notamment grace a leur répartition sur
sa longueur, qui fait varier I’aspect de la couleur du pelage a I’ceil nu (Prieur et Collier, 1981).
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2. Mécanismes de la synthese

Les différents pigments sont synthétisés dans les mélanosomes, a partir d'un précurseur : la
tyrosine (fig. 9).

L-tyrosine
l Tyrosinase

L-DOPA

L-dihydroxyphenylalanine
l Tyrosinase

DOPAgquinone

+glucathion
Cyclisation L
Conjugaisons

LeucoDOPAChrome GlucathionylDOPA

| Oxydation

A oM CystéinyDOPA

carboxylique
TRP2 I
Oxydo-réductions
DHI DHICA

5,6-dihydroxyindole 5,6-dihydroxyindole-
2-carboxylic acid
Polymérisations
TRP1

CystéinylDOPAquinone

Polymérisation

Eumélanine —— Mélanines mixtes —— Phéomélanine

Figure 9 : Bilan de la biosynthese des différents pigments mélaniques
(d’aprés Slominski et al., 2005 ; Marks et Seabra, 2001)
Il existe deux voies de synthése des pigments menant a I'eumélanine et a la phéomélanine. Trois
enzymes sont impliquées dans la synthése de I'eumélanine : la tyrosinase et les tyrosinase related
protein 1 et 2 (nommée TRP1 et TRP2 ici). Seule la tyrosinase est nécessaire a la synthése des
phéomélanines.

Il a été montré que le choix entre la production d’eumélanine ou de phéomélanine était
directement corrélé a 1’absence ou a la présence de cystéine (Slominski et al., 2004).

L'enzyme tyrosinase (TYR) est essentielle a la synthese des pigments. Elle catalyse d’abord
I’hydroxylation de la L-tyrosine en L-DOPA, puis I’oxydation de la L-DOPA en
DOPAgquinone. Les protéines TYRP1 (tyrosinase related protein 1) et TYRP2 (tyrosinase
related protein 2) sont a I’origine des derniéres réactions de I’eumélanogénése (Saternus et al.,
2015).

Il a ét¢ démontré que la tyrosinase, bien qu’ayant une activit¢ moindre lors de la
phéomélanogénese que lors de I’eumélanogénése, y avait cependant une activité plus précoce
(Slominski et al., 2004).

Enfin, il a été mis en évidence que la tyrosinase était une cible pour la régulation des
processus de pigmentation et que son activité était le processus limitant de la synthese des
pigments. Son activité dépend de la présence ou non de cystéine mais aussi du pH du
mélanosome ou de I’inhibition directe par un pigment mélanique, entre autres (Slominski et al.,
2004).
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3. Contrdle génétique, les genes TYR, TYRP1 et TYRP2 (Slominski et al., 2004)

La tyrosinase est codée par le géne TYR situé au locus C (colour). Ce gene contrble la
présence ou non d'un contraste dans la robe le chat (fig.10), et a ce jour cing alléles différents
ont été mis en évidence.

L'allele C*, sauvage, gouverne une répartition homogeéne du pigment dans la robe (Lyons et
al., 2005a).

L'alléle c® gouverne le patron sépia, faiblement contrasté (Lyons et al., 2005a).

L'alléle c® gouverne le patron colourpoint, fortement contrasté (Lyons et al., 2005a).

L'allele c™ gouverne le patron mocha, moyennement contrasté (Yu et al., 2019).

L'allele ¢ (dont deux versions ont été identifiée a I'échelle moléculaire) gouverne un
albinisme oculocutané (Imes et al., 2006 ; Abitbol et al., 2016).

Les relations entre les alléles ont été établies comme suit : C*> ¢ = ¢* > ¢. Pour ce qui est
de c™, il est suspecté que cet alléle soit codominant avec c®(Yu et al., 2019).

Figure 10 : Patrons associés aux alleles du géne TYR chez le chat
A gauche : patrons colourpoint (a) et sépia (b) (Lyons et al., 2005a)
Au milieu : patron albinos (Imes et al., 2006)
A droite : patron mocha chez un Burmese (Yu et al., 2019)

Il a été montré que le géne TYRP1, situé au locus B (brown) codait I'enzyme TYRP1 qui contréle
une des étapes finales de la synthése d’eumélanine et en permet la stabilisation (Schmidt-
Kintzel et al., 2005).

Chez le chat, trois alléles de TYRP1 ont été mis en évidence. Cela se traduit par les couleurs
noir (allele B*), chocolat (alléle b) et cannelle (alléle b') (fig.11). La relation de dominance entre
les trois alléles est simple, avec B* > b > b' (Lyons et al., 2005b).
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Figure 11 : Chats colourpoint, chocolat, et cannelle (source : Bombadillo Kittens)
De gauche a droite sont présentés : un chat chocolat colourpoint, un chat chocolat, un chat cannelle
puis un chat chocolat.

Le gene TYRP2 ou DCT (daupachrome tautomerase) code la DCT qui transforme la
DOPAchrome (molécule fortement toxique pour le mélanocyte) en un composé appelé DHICA
(acide 5,6-dihydroxyindolecarboxylique), et permet de diminuer la cytotoxicité des processus
de la mélanogénése. Aucune couleur n’a pour I’instant été associée a des mutations de ce géne
chez le chat (Slominski et al., 2004).

TYR, TYRP1 et DCT sont des enzymes qui sont intégrées dans la paroi du mélanosome.
Notons enfin qu'il a été mis en évidence que les génes TYR et TYRP1 étaient des genes dont les
mutations conduisaient a de l'albinisme oculocutané chez I'nomme et dans diverses especes
animales (OCA, oculocutaneous albinism).

4. Controle hormonal

Il été mis en évidence que plusieurs hormones influencaient la régulation de la pigmentation
cellulaire.

a. Les MSH (melanocyte stimulating hormone)

Les MSH sont des hormones mélanotropes, dont 1’a-MSH (alpha-melanocyte stimulating
hormone) et I’ACTH (adrenocorticotropin hormone) font partie. Il a été mis en évidence
qu'elles étaient sécrétées par 1’hypophyse et produites a partir d'un précurseur, la pro-
opiomélanocortine, produit du gene POMC (proopiomelanocortin) (Saternus et al., 2015). Bien
que I’a-MSH ait de nombreux réles, le réle qui nous intéresse principalement ici est celui de la
stimulation de I’eumélanogénése en tant que ligand d'un récepteur membranaire appelé MC1R
(melanocortin 1 receptor). L'activation de MC1R contrdle le taux de tyrosinase active et donc
le type de pigment produit par le mélanocyte (Slominski et al., 2005). Il a été mis en évidence
que la stimulation de la tyrosinase par cette hormone se faisait directement, en contrdlant la
transcription, la traduction et certains mécanismes post-traductionnels de la synthese de la
tyrosinase (Slominski et al., 2004).
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La figure 12 résume les étapes de la régulation de la mélanogenése.
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Figure 12 : Régulation de la mélanogenése par MC1R et 1I' a-MSH chez ’homme
(d’aprés Saternus et al., 2015)

La synthése de mélanine a I’origine de la pigmentation dépend des enzymes TYR, TYRP1 et DCT
(FTYRP2), elles-mémes sous I’influence d'un processus faisant intervenir la liaison de I'a-MSH sur
MC1R, qui augmente le taux d'’AMP cyclique (cAMP) grace a I'action de I'adénylate cyclase (AC),
entrainant I'activation de la protéine kinase A (PKA) qui va stimuler la transcription des génes TYR,
TYRP1 et DCT via l'action de CREB1 (cCAMP responsive element-binding protein 1) et du facteur de

transcription MITF.
Nucleus : noyau ; Cell membrane : membrane cellulaire ; Melanin synthesis : synthése des
mélanines.
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b. La mélatonine

I1 s’agit d’un antagoniste des hormones précédemment citées. L’action combinée des MSH
et de la mélatonine est a la base des variations saisonniéres de couleur de pelage chez les
mammiferes. Les UV (ultra-violets) ont aussi un role de stimulation de la mélanogénése
(Slominski et al., 2004).

c. Autres hormones (Slominski et al., 2004)

Il a été montré que la mélanogénése était également influencée par de nombreuses autres
molécules. Ainsi, dans la littérature, on retrouve la stimulation du récepteur MC1R, et donc de
I’eumélanogénese, par les opioides, les endothélines, I’histamine, les catécholamines, les
oestrogenes et androgenes, et la vitamine D.

Dans les inhibiteurs, en plus de la mélatonine, il a été identifié la sérotonine, la dopamine,
I’acétylcholine, les cytokines et la vitamine E, parmi d’autres.

Enfin, certaines molécules ont été identifiées comme étant des régulateurs, comme les
glucocorticoides ou les rétinoides.
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D. Le switch eumélanine/phéomélanine et son contréle

Il a été montré que la production de la phéomélanine et de I'eumélanine était régulée de
maniere spatiale et temporelle au niveau du mélanocyte.

La fixation de I’hormone a-MSH sur le récepteur MC1R oriente vers I’eumélanogénése. En
effet, la fixation de 1’a-MSH active MC1R et déclenche une cascade réactionnelle, résultant en
la synthése d’eumélanine (fig.12) (San-Jose et al., 2017). On peut ainsi dire que MC1R et ses
ligands (ACTH et a-MSH) sont des régulateurs positifs de I’eumélanogénése (Slominski et al.,
2004).

Si MCI1R n’est pas activé par I’a-MSH (en raison d’un récepteur inactif, ou d’une protéine
inhibitrice comme Agouti, voir apres), la synthése s’oriente alors vers la phéomélanogénése,
comme schématisé en figure 13 (Enshell-Seijffers et al, 2010).

melanocyte
eumelanin
Tyrosine
CAMP
N\ Dct
Tyr
Tyrp1
DOopaquUINONe  e——

+cystéine ,
xCTE pheomelany

cystéine

Figure 13 : Contrdle du switch entre production de phéomélanine et d’eumélanine
(d’aprés Hoekstra, 2006)
En I’absence d’Agouti, I’a-MSH active le récepteur transmembranaire MC1R, qui lui-méme émet
un signal via I’AMPc. La tyrosine est oxydée en dopaquinone, réaction catalysée par la tyrosinase. Les
enzymes TYR, TYRP1 et DCT transforment la dopaquinone en dopachrome puis DHICA (acide 5,6-
dihydroxyindolecarboxylique) pour aboutir a I'eumélanine.

En cas de présence d’Agouti, la concentration en AMPc est grandement diminuée car MC1R est
inhibé, permettant un switch vers la phéomélanogénése, possible uniquement si de la cystéine est
présente dans le mélanosome. Notons que seule I'enzyme TYR est nécessaire a la synthése de la

phéomélanine. Les réactions qui conduisent de la dopaquinone a la phéomélanine ne sont alors pas
catalysées (voir fig.9).

La fixation de I’a-MSH et d'Agouti sur MC1R régule de maniere temporelle, au cours du cycle
du follicule pileux (voir paragraphe E) et de maniére spatiale (sur les différentes zones du corps
de I'animal) la production d'eumélanine et de phéomélanine (Hoekstra, 2006).

Il a également été montré que le type de pigment synthétisé était controlé par
I’environnement cellulaire. Ainsi, par exemple, le pH a l’intérieur du mélanosome peut
influencer le type de pigment produit (Ginger et al., 2008).

Notons que la protéine Agouti est le principal antagoniste du ligand a-MSH sur le récepteur
MCI1R. Chez le chien, un autre ligand de MCI1R, intervenant dans la pigmentation, a été
identifié (Candille et al., 2007). Nous évoquerons ce mécanisme en détails dans le chapitre
IV.D.6.
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E. Cycle pilaire et mélanogénese

Le cycle pilaire a été divisé en trois phases (fig.14) :

- la phase de croissance, dite anagéne, elle-méme divisée en 6 phases ;
- la phase de régression, dite catagéne ;

- la phase de quiescence, dite télogene.

_ Glande
sébacée

Papiille dermale \

Catagéne

Phases de la ===

pousse du poil
L/
Apoptose
et régression
@

\ \: Colonne
A\ (- épithéliale
|\

Nouveau poil

Télogéne

A

Figure 14 : Phases du cycle pilaire (d’aprés Houschyar et al., 2020)
Le cycle pilaire comprend trois phases qui sont appelées anagene (phase de croissance), catagene
(phase de régression) et télogéne (phase de quiescence).

Il a été montré que la mélanogénése n’a lieu qu’au cours des quatre derniéres phases
anagenes (notées 111 a VI, fig.15), donc une fois par cycle. Ainsi, en cas de mort prématurée de
mélanocytes au cours du cycle (comme c’est le cas pour certaines mutations chez la souris), le
poil ne sera coloré qu’a son extrémité, donnant un aspect clair au pelage (Slominski et al., 2004).

Anagéne >

Télogéne

&

R
(RO

Anagéne 1

Anagéne 3a

Anagéne 3c/4  Anagéne 6

Figure 15 : Les différentes stades de la phase anagéne (d’apreés Mesler, 2018)

Le passage du télogéne a I'anagene lors du cycle pilaire, provoque la prolifération des cellules
souches du bulbe (en bleu) qui entourent la papille dermique (en jaune) et I'activation des cellules
souches du bulge (qui contient les mélanoblates chez la souris, voir figure suivante). A I'étape 6, la
nouvelle tige pilaire pousse I'ancienne hors du canal pilaire. La mélanogénése n'a lieu qu'a partir de

I'étape 3, quand la papille dermique et les différentes gaines du poil sont mises en place.
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A chaque nouveau cycle pilaire, on a observé une activation des mélanoblastes (situés dans
un renflement appelé le bulge chez la souris, fig.16), qui sont responsables de la régénération
des différents melanocytes au cours de ces cycles folliculaires (Joshi et al., 2018). La
coordination du comportement synchrone des mélanoblastes est contrélée par un facteur de
transcription, NFIB (nuclear factor 1/B), dont il a été mis en évidence que la mutation altererait
la couleur du pelage en déstructurant la prolifération et la division des mélanoblastes (Chang et
al., 2013).
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Figure 16 : Structure d'un follicule pileux (d’aprés Mesler, 2018)

A) Les différentes couches cellulaires du follicule pileux sont indiquées en couleur. La partie
permanente du follicule est présentée au-dessus de la ligne en pointillé, la partie éphémere en-dessous.
Le bulge contient les mélanoblastes chez la souris. B) Les cellules de la matrice se multiplient avant de
se différencier en kératinocytes du poil. C) Grossissement de la structure du follicule pileux a sa base.

CL : companion layer = gaine épithéliale externe ; IRS : inner root sheet = gaine épithéliale interne.
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F. Génes impliqués dans la mélanocytogénése et la mélanogénese chez le chat

Toutes les étapes de la mélanocytogenese et de la mélanogénése sont sous un contréle
génétique complexe. De nombreux genes ont été identifiés chez I’homme et la souris, et ont été
retrouveés, par homologie, chez le chat (Peterschmitt et al., 2009).

Nous ne développerons, dans ce manuscrit, que le fonctionnement des genes impliqués dans
des mécanismes qui peuvent étre a l'origine de la modification de la couleur observée chez le
Sibérien, sujet de notre étude. Le tableau I présenté en partie 1, récapitule les loci de coloration
connus a ce jour chez le chat.
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I1. DETERMINISME GENETIQUE DE LA COULEUR DANS L’ESPECE
FELINE

A. Récapitulatif des loci identifiés jusqu’ici

Depuis 1918 (Whiting, 1918) les scientifiques ont tenté de caractériser les modes de
transmission des couleurs chez le chat. Grace aux progres de la génétique, au moins 12 loci ont
été décrits, avec leurs alleles correspondants. Ils sont présentés dans le tableau I.

Tableau | : Récapitulatif des loci, alleles et genes associés a différentes couleurs dans

P’espéce féline

(d’apreés Abitbol, 2012 ; Lyons, 2010 ; Lyons, 2012 ; Lyons, 2015 ; Whiting, 1918)

Locus Alleles Action Phénotype Geéne Mécanisme Référence
biologique bibliographiques
A A">a Répartition de la | Agouti (= tabby) ou | ASIP Switch Eizirik et al., 2003
phéomélanine et | non-agouti (= uni) . eumeélanine/ Gershony et al.,
A* = poil agouti | de I'eumélanine (S/?gr?:lti'ng phéomélanine | 2014
a= po!l non- dans le poil Protein)
agouti (uni)
APP = patron
charbonné
A2, ALS et Al° =
phénotypes non
identifiés
B B*>bh>b Couleur de base Noir, brun TYRP1 Synthése des Lyons et al.,
de I'eumélanine (chocolat) ou brun ) pigments 2005h
B = clair (cannelle) (Tyrosinase Schmidt-Kuntzel
eumélanine noire Related etal., 2005
. Protein 1)
b = eumélanine
chocolat
b' = eumélanine
cannelle
C C*>cP =c™M=c* >c? | Répartition Patrons sépia, TYR Synthése des Lyons et al.,
(contraste) de la colourpoint, mink, ) pigments 2005a
C* = pas de couleur sur le albinos et mocha (Tyrosinase) Schmidt-Kiintzel
contraste corps etal., 2005
c® = patron Imes et al., 2006
sépia Yuetal.,, 2019
C® = patron
colourpoint
cdouc=
albinisme
c™ = patron
mocha
D D*>d Intensité de la Dilution : noir MLPH Migration des | Ishida et al., 2006
couleur devient bleu, mélanosomes
D* = coloration chocolat devient (M?Ifmo dans les
intense lilas, cannelle -philin) dendrites des

d = coloration
diluée

devient faon, roux
devient créme

mélanocytes
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Dm Dm > dm* Assombrissement | Modifications NA ?
et brunissement caramel (bases bleu,
Dm = de la couleur lilas, faon) et
modification de la diluée abricot (base
dilution créme)
dm* = pas
d'effet
E Et>e=gef=¢f Diminution de la | Ambre, copal, MC1R Switch Peterschmitt et
production carnelian et russet eumélanine/ al., 2009
E* = pas d'effet | d'eumélanine (Melanocort | hhaomélanine | Gustafson et al.,
in 1 2017
e = ambre Receptor) Abitbol et Gache,
L 2019
(Norz/eiglen) Bychkova et al.,
e® = copal et
. o 2020
carnelian (Kurilian
Bobtail)
e" = russet
(Burmese)
G Gl*>gl Panachure Extrémités des KIT Migration des | Yang et al., 2018
restreinte aux pattes blanches (= meélanocytes
GI* = pas d'effet | pattes gants) (KIT Proto-
Oncogene,
gl = gantage Receptor
Tyrosine
Kinase)
| 1>t Eclaircissement Argent (silver) et NA Synthése des Menotti-Raymond
de la fumé (smoke) pigments et al., 2009
I = inhibition phéomélanine
i* = coloration
intense
0o XO et Xo Changement de la | Roux, non-roux et NA Synthése des Grahn et al., 2005
couleur des écaille de tortue pigments Schmidt-Kuntzel
XO = coloration | pigments (tortie) etal, 2009
rousse eumélaniques en
Xo = coloration | roux (orange)
eumélanique
T TaV> TaB Proportion et Ticked (abyssian), | TAQPEP | ? Lyons et al., 2006
(seulement si chat | répartition en mackerel (striped, | (pour Eizirik et al., 2010
Ti*ITi*) motifs des poils | tigré), blotched mackerel Kaelin et al., 2012
agoutis par (classic, marbré), et
Ti*=Ti* rapport aux poils | spotted (non blotched),
unis identifié)
TaV = patron (Trans
-membrane
mackerel amino
Ti* = patron -peptidase
sauvage Q)
Ti” = patron
abyssin
TaB = patron NA (pour
blotched ticked)
Wb Wb > wb* Elargissement de | Effacement du NA ?
la bande de motif tabby (motif
Wb = tipping phéomélanine sur | shaded)
wh* = le poil

coloration normale
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W > WS > w* Absence de Blanc uniforme, KIT Migration et Cooper et al, 2006
pigmentation patrons de survie des David et al., 2014
W = blanc (robe blanche panachure : (KIT Proto- mélanocytes
s _ . . . Oncogene,
w° = panachure | unie) et taches bicolore, arlequin et Receptor
blanche blanches van Tyrosine
w* = pas d'effet | (panachure) Kinase)

B. Locus Agouti

1. Déterminisme Génétique (Gershony et al., 2014)

Au locus Agouti siege le géne ASIP (agouti signaling protein), situé sur le chromosome A3
felin. Plusieurs alléles ont été mis en évidence, dont :

- A* : I’alléle sauvage du chat domestique aussi appelé AT (Felis catus) (fig.17)

- APP : l'alléle sauvage du petit chat Iéopard du Bengal (Prionailurus bengalensis)

- a: I’alléle non-agouti du chat domestique (fig.17)

Figure 17 : Chat brown tabby (A*/a ou A*/A™) et chat non-agouti ou « solid » (a/a) noir avec
médaillon blanc (Lyons, 2015)

Les relations de dominance sont les suivantes :

Chez les chats domestiques autres que le Bengal, A* est dominant sur a, et donne le
phénotype dit « sauvage ».

Chez le Bengal, il existe d’autres alléles, et notamment APP, A 1’état hétérozygote (APY/a),
on obtient alors un mélanisme incomplet, donnant une couleur dite « charbonnée », qui n’est
pas présente a 1’état homozygote (APP/APP) (fig.18).
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Figure 18 : Patrons charbonnés chez le chat Bengal (Gershony et al., 2014)
Sur une base silver (a), colourpoint (b) et brown tabby (c) et leurs contreparties non-charbonnées
(d, eetf)

D’autres variants sont encore a 1’étude, parmi lesquels l'allele A2, trouvé chez le Bengal et
le Savannah, A, trouvé chez le Serval (Leptailurus serval) et le Savannah et A°, trouvé chez
le chat des marais (Felis Chaus) et le Chausie. Aucun phénotype particulier associé a ces alléles
n’a pour I’instant été identifié.

2. Mode d’action

Les alléles sauvages codent une protéine Agouti fonctionnelle, molécule paracrine de
signalisation qui régule la pigmentation en se fixant sur le récepteur MCIR en tant
qu’antagoniste compétitif de I'a-MSH (Slominski et al., 2005). Cela empéche la production
d’eumélanine. La production est déviée vers la phéomélanine.

Il a été montré que I'a-MSH, un des activateurs de MC1R, et Agouti, se liaient au récepteur
MCI1R de fagon mutuellement exclusive, bien qu’ils se fixent en deux sites différents. Agouti
n’a pas d’effet direct (inactivation ou séquestration) sur I'a-MSH (Ollmann et al., 1998).

Chez la souris, il a aussi ét¢ démontré qu’Agouti possede une action inhibitrice sur les
protéines de I’eumélanogénése TYRP1 et TYRP2, en réduisant leur niveau d’expression durant
la phase anagéne précoce, niveaux qui augmentent ensuite durant le reste de cette phase, lorsque
I’expression d’Agouti décline. Ce sont ces variations de I’expression d’ASIP au cours de la
phase anagene qui expliqueraient I’alternance de bandes eumélaniques et phéomélaniques sur
les poils agoutis. En effet, MC1R est exprimé sur les mélanocytes durant toute la phase de
croissance du poil, tandis qu’ASIP, exprimé au niveau la papille dermique, ne s’exprime que
par pics, d’ou une courte fenétre permettant le dépét de phéomélanine en zone subapicale du
poil tandis que le reste du poil est eumélanique (Enshell-Seijffers et al., 2010).

Il a été montré que I’alléle a, muté, codait une protéine agouti modifiée et tronquée (présence
d’un codon stop) qui perdait tout ou une grande partie de sa fonction inhibitrice de
I’eumélanogénése, ce qui conduisait a des poils dits non-agoutis, donnant un pelage
eumélanique uni (Eizirik et al., 2003).

Deux promoteurs d’Agouti ont jusqu’ici été mis en évidence chez la souris, et sont Situés
dans I’intron 1 du geéne. L’un, actif uniquement au milieu du cycle pilaire, s’exprimant apres la
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naissance, est responsable des bandes de pigments phéomélaniques donnant 1’aspect
caractéristique du poil agouti. L’autre, spécifique de la zone ventrale chez 1’animal, et
s’exprimant dés I’embryogénese, explique la coloration généralement plus claire de cette zone
du corps chez I’animal par rapport a la partie dorsale, dont les poils sont généralement plus
riches en eumélanine. Les différences d’expression entre ces deux promoteurs sont responsables
de divers motifs chez les mammiféres (Vrieling et al., 1994 ; Millar et al., 1995).

3. Phénotype

Les poils agoutis sont des poils caractérisés par une alternance de dépbt de pigments
phéomélaniques et eumeélaniques, donnant un aspect éclairci, et en général dans les tons
marrons, au pelage.

Les poils non-agoutis (dits unis) ne possedent qu’une bande basale de phéomélanine,
commune a tous les types de poils (fig.19) (Slominski et al., 2005).

eumeélanine
s & A
eumélanine
eumélanine
eumélanine
+
phaeomélanine <— phaeomélanine
aa A*- ou aa A*-
poil agouti transformé poil uni poil ticked
fond de robe dessin du fond de robe
des chats non agouti motif tabby des chats agouti
L ) J
Y 1
chat uni chat tabby

Figure 19 : Répartition des pigments mélaniques sur le poil félin (Brisson, 2016)

Il existerait d'autres types de poils constitués de bandes alternatives non visibles a 1’ceil nu
et appelés poils agoutis transformés. L’alternance de I’eumélanine ne se ferait pas avec de la
phéomélanine, mais avec un mélange eumélanine/phéomélanine, constituant la trame de fond
sombre du pelage. La robe unie peut donc elle aussi posséder un motif sous-jacent, qui n’est
cependant (presque) pas visible a I’eeil nu. On parle alors de marquage fantome. Ce type de
marquage fantdme est bien visible chez certains félins sauvages (panthéres noires observées au
soleil, fig.20) et chez les chats domestiques non-agouti (unis) lorsqu'ils sont jeunes, en
particulier pour les couleurs eumélaniques diluées comme le bleu, le lilas ou le faon.
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C. Locus Extension

1. Déterminisme Génétique

Au locus Extension siége le gene MC1R (melanocortin 1 receptor), situé sur le chromosome
E2 felin. Plusieurs alleles ont été mis en évidence :

- E* : I’alléle sauvage, dominant, sans effet

- e : récessif, responsable de I’ambre chez le Norvégien (Peterschmitt et al., 2009)

- ¢ : récessif, (c pour copal), responsable du carnelian chez le Kurilian bobtail (Abitbol et
Gache, 2019 ; Bychkova et al., 2020), aussi appelé e® (s pour serdolic)

- e": récessif, responsable du russet chez le Burmese (Gustafson et al., 2017) (fig.21)

Figure 21 : Ambre chez le Norvégien (a), carnelian chez le Kurilian bobtail (b) et russet chez
le Burmese (c) (d’apres Peterschmitt et al., 2009 ; Abitbol et Gache, 2019 ; Gustafson et al.,
2017)

2. Mode d’action

Le locus Extension code la protéine transmembranaire MC1R, qui, comme vu précédemment
(paragraphe 1.D.) contréle le switch entre la phéomélanogénése et I’eumélanogénése.

Les mutations perte de fonction, récessives, concernant ce locus affectent donc toutes le ratio
phéomélanine/eumélanine, qui est en I’occurrence augmenté. Chez le Norvégien, la mutation
sur ce locus provoque une déstructuration de la protéine MC1R, limitant son affinité pour
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I’0-MSH, menant a une diminution de 1’eumélanine dans les poils, remplacée par de la
phéomélanine (Peterschmitt et al., 2009). Pour le russet du Burmese, le changement de
coloration pourrait étre di a une diminution de la capacité de la protéine MC1R a stimuler la
production d’AMPc, malgré la présence de 1’a-MSH (Gustafson et al., 2017). Enfin, pour le
carnelian, le mécanisme exact n’a pas encore été élucidé.

3. Phénotype

Les couleurs liées aux mutations félines du locus Extension sont des couleurs évolutives, via
le remplacement progressif de I’eumélanine par de la phéomélanine. Les chats homozygotes
mutés présentent ainsi un marquage tabby plutot foncé a la naissance, avant de s’éclaircir a
I’age adulte (fig.22), au point pour certains d’en devenir presque unis (Peterschmitt et al., 2009).

(a)

Figure 22 : Evolution de la couleur carnelian chez le Kurilian bobtail (Abitbol et Gache,
2019)
L’individu est ici présenté a deux semaines (a) et un an (b).

Il existe une particularité chez le Norvégien, chez les chats ambre et non-agouti. En effet,
ceux-ci présentent des marques fantdmes particulierement importantes a la naissance (fig.23),
qui s’effacent progressivement a 1’age adulte, bien que le noir persiste sur diverses parties du
corps, et notamment sur le nez et les coussinets. Les Norvégien tabby et ambre, dont le
marquage s’éclaircit avec le temps, présentent un nez et des coussinets roses, bien que les
coussinets foncent avec la croissance (Peterschmitt et al., 2009).

Figure 23 : Norvégien ambre non-agouti, a deux mois (c) et a neuf mois (d)
(Peterschmitt et al., 2009)
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Enfin, chez les Kurilian, une équipe russe a mis en évidence des chats de couleur « Silver
Carnelian » (ou « Serdolic Silver »), c'est a dire des chats possedant la mutation Silver (alléle I,
voir paragraphe suivant) en plus de la mutation Copal (= Serdolic), leur donnant un aspect
argenté en région dorsale et doré en région ventrale, comme ce qui est observé chez les chats
Sibérien qualifiés de « bimétal » (fig.24, Bychkova et al., 2020).

Figure 24 : Kurilian bobtail de couleur Serdolic Silver (Bychkova et al., 2020)

D. Locus Inhibitor

1. Déterminisme génétique (Menotti-Raymond et al., 2009)

Le locus Inhibitor, parfois aussi appelé SILVER, a été cartographié sur le chromosome félin
D2. Mais a ce jour, le géne en cause n'a pas encore été mis en évidence.

Le locus comporterait deux alleles :

- | : dominant, responsable des robes smoke (fumée, unie) et silver tabby, en fonction du
patron du chat concerné (non-agouti et agouti respectivement)

- i* : Iall¢le sauvage, sans action (fig.25)

Figure 25 : Chatons roux (a gauche), silver tabby (deux individus au milieu) et brown tabby
(deux individus a droite)
(source : Pixabay, photographie libre de droits)
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2. Mode d’action (Menotti-Raymond et al., 2009)

Le locus | = SILVER du chat est distinct de celui de la souris et du chien. L'allele I altére la
synthése des pigments phéomélaniques, sans influence démontrée sur I’eumélanine. L’un des
genes candidats potentiels, situé dans la région candidate du locus SILVER est un Solute
Carrier (échangeur d’ions) : le gene SLC18A2. D’autres Solute Carriers, comme SLC45A2 et
SLC36A1 étant impliqués dans le déterminisme génétique de la pigmentation (et causant
respectivement le créme et le champagne chez les chevaux, entre autres (Cook et al., 2008)),
SLC18A2 semble étre un gene candidat plausible, sans qu'a ce jour aucune mutation causale
n‘ait encore été identifiée.

3. Phénotype

La base du poil chez un chat smoke est argentée (presque sans couleur, fig.26), tandis que le
reste du poil possede une pigmentation normale. Ces chats ont donc des poils non-agouti et
agouti transformes avec une base quasi transparente, parfois si courte qu’il est difficile de les
différencier des chats unis non-smoke.

Les chats silver tabby présentent des poils agoutis dont la bande phéomélanique est devenue
argentée et dont la base des poils est également argentee (fig.27).

Notons que la phéomélanine peut persister chez certains individus hétérozygotes I/i*,
donnant ce qui est alors appelé du tarnishing (Menotti-Raymond et al., 2009).

Figure 26 : Poils de chats silver (a) et smoke (b) comparés a des poils non modifiés (c)
(Menotti-Raymond et al., 2009)
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Figure 27 : Influence du locus | sur la répartition des pigments chez le chat (Brisson, 2016)
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I1l. LE CHAT SIBERIEN

A. Historique de la race

Le chat Sibérien, aussi connu sous le nom de chat des foréts sibériennes, est une race dite
naturelle. Bien que ses origines exactes n’aient jamais été clairement élucidées, la naissance de
la race a été retracée jusqu’a la Transcaucasie (Géorgie, Arménie et Azerbaidjan), ou 1’on
retrouve encore aujourd’hui un chat sauvage ressemblant étrangement au Sibérien, le Felis
silvestris caucasica. Les traces ont ensuite mené au nord de la Russie, ou plus exactement,
comme le nom de la race I’indique, aux foréts sibériennes (https://www.fff-asso.fr/).

La caractéristique « poil long », notamment, serait une mutation prenant son origine chez les
chats russes comme le Sibérien et s’étant propagée ensuite vers la Perse et la Turquie, donnant
respectivement les Persan et les Angora (Morris, 1999).

Lipinski et collaborateurs ont montré que le Sibérien est une race avec une diversité
génétique marquée, avec un coefficient de consanguinité de 0,05 et proche des anciennes
populations sauvages, laissant a penser que la race possédait une large population fondatrice.
La tendance actuelle étant & 1’hypersélection des morphotypes d’un point de vue purement
esthétique dans de nombreuses races, les scientifiques ont suggéré de conserver cette diversité
lors de la sélection pour la reproduction et 1I’¢levage de la race (Lipinski et al., 2008).

A noter que le Sibérien est aussi parfois considéré comme un chat « hypoallergénique ». Il a
été mis en évidence que de nombreux spécimens de la race posséderaient des mutations de Chl
et Ch2, les génes codant la production de 1’allergéne Fel D1 (habituellement produit dans les
glandes salivaires, sébacées et anales), mutations corrélées avec un niveau d’excrétion de
I’allergene faible. D’autres études sont cependant nécessaires pour confirmer que les chats
Sibérien sont bien des chats a faible potentiel allergénique (Sartore et al., 2017).

B. Standard de la race

Il est utile de noter que, bien que des ressemblances existent entre ces races et que les arbres
phylogénétiques permettent de leur trouver des ancétres communs, le Sibérien n’est ni un Maine
Coon, ni un Norvégien (Lipinski et al., 2008). C’est d’ailleurs pour cela que des clubs de races
ont été créés, déterminant les standards de la race, le premier d’entre eux étant le Kotofei Cat
Club a Moscou, en 1987, rapidement suivi par d’autres clubs indépendants (https://tica.org/).

Depuis, les standards de races ont été harmonisés, notamment grace a la FIFe (Fédération
Internationale Féline). Leur standard est I'un des plus utilisés en France, ainsi que celui du
LOOF (Livre Officiel des Origines Félines), par les juges lors des expositions félines
(Fédération Féline Francaise).

1. Standard LOOF
(https://www.loof.asso.fr/)

« Le Sibérien posseéde un corps puissant, a la musculature développée, et est pourvu d’une
épaisse fourrure, adaptation au climat de son pays d’origine. Le Sibérien n’arrive a maturité que
vers I’age de 3 ans, et fait preuve d’un dimorphisme sexuel marqué (males plus imposants que
les femelles).
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NB : les Sibériens colourpoints sont traditionnellement nommés « Sibériens Neva
Masquerade».

Téte : En forme de triangle adouci, large avec des contours arrondis. De face, les pommettes
ne sont ni saillantes ni proéminentes. Large, le crane, est plutot plat. Vu de profil, le front est
Iégerement arrondi et est prolongé par une légeére déclivité au niveau des yeux. Le nez est
moyennement court et plat.

Museau : Rond et fort, le museau doit étre sans pinch. Les femelles ont souvent un museau
plus fin que les males. Le menton est arrondi sans étre en galoche. Les moustaches sont longues
et épaisses.

Yeux : Grands, presque ronds, les yeux sont bien espacés 1'un de I’autre, séparés au
minimum par la largeur d’un ceil. Ils sont implantés légérement de biais, sans pour autant avoir
d’expression orientale. Toutes les couleurs d’yeux sont admises sans qu’il y ait de relation avec
la robe, sauf chez les colourpoints qui ont les yeux bleus.

Oreilles : De taille moyenne, les oreilles sont larges a la base et séparées par une distance
¢quivalente a une largeur d’oreille a une et demi. Vu de profil, elles sont 1égérement pointées
vers 1’avant. De forme arrondie a leur extrémité, elles sont recouvertes a ’extérieur d’une
abondante fourrure qui cache presque compleétement leur base. L’intérieur des oreilles est
également garni de poils abondants. Des « lynx tips « (plumets) sont appréciés.

Encolure : Ronde et courte, I’encolure est puissamment musclée.

Corps : De format semi-cobby, le corps, massif, lourd et musclé, a une forme caractéristique
dite « en tonneau « due a la rondeur de ses cotes et de sa musculature. La croupe est arrondie et
plus haute que les épaules. La sangle abdominale est trés puissante.

Pattes : De hauteur moyenne, les pattes sont robustes et musclées avec une ossature
puissante.

Pieds : Grand et ronds, les pieds montrent une importante pilosité interdigitale.

Queue : La queue est large a la base puis va en s’effilant jusqu’a un bout arrondi. Elle est
fournie d’une abondante fourrure. Idéalement, elle doit arriver a hauteur de la base des
omoplates.

Robe et texture : Mi-longue a longue, la fourrure du Sibérien est composee des trois types
de poils : poil de garde, poil de jarre et sous-poil. L’encolure, les épaules et le dos sont
recouverts de poils de garde plus épais et brillants. La collerette part de I’arriere de la téte pour
rejoindre la gorge. Le sous-poil est abondant. Les poils du ventre peuvent friser [égérement sans
que ce caractére soit particulierement recherché.

Chez les particolores : toute proportion de blanc est acceptée quels qu’en soient la taille et
I’emplacement.

Pénalités : Taches et médaillons blancs chez les chats autres que particolores. Profil droit.
Stop. Oreilles trop rapprochées chez les adultes. Museau étroit ou pointu. Yeux en amande.
Pattes hautes.

Refus de tout titre : Manque de structure ou ossature fine. »

2. Standard FlFe
(http://fifeweb.orqg/)

La race a été reconnue par la FIFe en 1997, et la derniere mise a jour du standard date de
2014. Ce standard est récapitulé dans le tableau II.

52


http://fifeweb.org/

Tableau Il : Récapitulatif du standard FIFe pour le chat Sibérien

Caractéristiques

Généralités

Téte

Oreilles

Yeux

Corps

Membres

Queue

Fourrure

Taille

Forme

Forme

Placement

Forme/Placement

Couleur

Structure

Structure

Description

Moyenne a grande, les femelles sont
généralement plus petites que les males

Un peu plus longue que large, Iégerement
arrondie, massive. Front large, trés Iégerement
arrondi. Pommettes bien développées. Nez de
longueur moyenne, large, 1égérement incurvé de
profil, sans stop. Menton Iégerement fuyant. De
profil, dessine une courbe avec la ligne supérieure
du nez

De taille moyenne, bien ouvertes a la base.
Extrémités arrondies. L’intérieur présente des poils
bien développés et des touffes de poils.

Bien écartées, Iégérement penchées en avant.

Grands, de forme légérement ovale. Un peu
obliques, bien séparés.

Toutes couleurs permises. Il n’y a pas de relation
entre couleur des yeux et de la robe, sauf chez les
Neva Masquerade, chez qui les yeux sont bleus. On
préférera une couleur bien nette.

Bonnes ossature et musculature. Cou puissant,
poitrine large. Les proportions du corps donnent une
apparence rectangulaire.

Forts, de hauteur moyenne, ils forment un
rectangle avec le corps. Pattes grandes et rondes,
touffes interdigitales bien développées.

Longueur moyenne, épaisse, extrémité arrondie.
Recouverte de toute part d’une fourrure dense, sans
poils qui trainent.

Mi-longue, bien développée, trés dense, sous-poil
non couché, fourrure imperméable, 1égérement
réche au toucher. Robe d’été nettement plus courte
que celle d’hiver. La robe d’hiver présente un jabot
bien développé, une collerette compléte et des
culottes.
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C. Couleurs de robes
(http://fifeweb.ora/)

« Toutes les couleurs sont permises, sauf le chocolat, lilas, cannelle (cinnamon) et faon
(fawn), avec toutes les variétés de blanc admises.

Une distinction particuliere est faite pour les colourpoints, groupés sous le dénominatif Neva
Masquerade, et pour lesquels les couleurs admises sont seal (= noir), bleu, roux, creme, écaille
seal/bleu, smoke, tabby et/ou silver/golden. »

Dans ce travail, le golden spécifique du Sibérien sera rebaptisé sunshine, terminologie
permettant de le distinguer du golden du Persan, différent autant par ses mécanismes que par
son apparence. Quant a I’appellation « bimétal », elle sera utilisée pour les chats présentant un
mélange de golden et de silver, qui seront étudiés un peu plus loin dans ce travail.

Certains articles utilisent aussi le sigle sg, pour différencier le golden du Sibérien du golden
traditionnellement retrouvé chez le Persan, ou encore d’autres abréviations, sans qu’aucune ne
soit communément admise.

Des exemples de Sibérien sont présentés dans les figures 28 a 30.

Figure 28 :

Figure 29 : Sibérien silver tabby (source : Figure 30 : Sibérien sunshine tabby
https://www.fff-asso.fr/) (source : Anna Ahtiainen)
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Lors d’expositions, les chats Sibérien sont jugés sur leur couleur par groupes, dont la
classification est régie par la FIFe :

« Groupe 1 : noir/bleu Groupe 2 : noir/bleu avec blanc
Groupe 3 : noir/bleu tabby et Groupe 4 : idem groupe 3 avec blanc
noir/bleu golden

Groupe 5 : roux/créme/écaille +/- tabby ou Groupe 6 : idem 5 avec blanc

golden

Groupe 7 : smoke et silver Groupe 8 : idem 7 avec blanc »

Groupe 9 : blanc

Les Neva Masquerade sont jugés a part, en deux groupes (groupe 1 sans blanc, groupe 2
avec blanc).

Dans la suite de ce manuscrit, la classification des couleurs a été calquée sur celle du systéme
EMS (Easy Mind System) développé par la FIFe, dont les abréviations sont récapitulées dans le
tableau IlI.

Tableau 111 : Code EMS utilisé pour la description de la robe chez le Sibérien
(source : http://fifeweb.org/)
COULEUR DE LA ROBE DESSINS DE LA ROBE
a = blue (bleu) 01 =van
d = red (orange, roux) 02 = arlequin
e = cream (créme) 03 = bicolour (bicolore)
f = black tortie (écaille noire) 09 = with white (quantité de blanc non
g = blue tortie (écaille bleue) définie)
12 = shell
n = black (noir) 11= shaded
21 = tabby non spécifié
s = silver, smoke (argenté, fumé) 22 = blotched / classic tabby (marbré)
T 23 = mackerel tabby (tigré)
W = white (blanc) 24 = spotted tabby
y = golden (golden) 25 = ticked tabby

On pourra donc remarquer que les couleurs qui nous intéressent sont essentiellement les ny
(golden sur base de noir) et ay (golden sur base de bleu) déclinées en 21, 22, 23, 24, 25, soit
diverses formes de tabby. Une notation «u» non officielle présente sur Pawpeds
(https://www.pawpeds.com/) a aussi été définie pour le sunshine.

Dans notre manuscrit, toutes les couleurs de robes seront mentionnées par leur dénomination
anglaises, la plus frequemment retrouvée dans les articles, qu’ils soient francophones ou
anglophones.
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D. Historigue de la couleur sunshine

Eleonora Ruggiero, une éleveuse italienne de différentes races, mais aussi et surtout une juge
internationale en exposition féline et présidente de club de race du Sibérien a la WCF (World
Cat Federation) a été 1'une des premicres a se pencher sur la nouvelle coloration étrange
apparue chez le Sibérien. Elle a supposé qu’il s’agissait, contrairement a ce qui est observé chez
le Persan, d’une couleur due a une mutation récessive (notamment grace a I’existence de chats
bimétal, couleur qui serait impossible sur un Persan a l'allele Wb dominant), dont l'origine
remonterait a des lignées russes.

Elle a décrit une robe évolutive, qui s’éclaircit avec le temps. De plus, elle a rapporté que les
chats qu’elle suivait avaient tous été testés pour I’ambre (mutation du locus Extension, géne
MCIR, Peterschmitt et al., 2009) et le russet (autre mutation féline du gene MC1R, Gustafson
et al.,, 2016) et qu’aucun ne présentait ces mutations, supposant donc qu’il s’agissait d’une
nouvelle mutation non explorée jusqu’a ce jour.

Elle a, de plus, mentionné dans ses recherches initiales la race Kurilian Bobtail, qui posséde
une couleur tres similaire et partage une origine commune avec le Sibérien. Des recherches
effectuées par la suite sur la couleur du Kurilian Bobtail ont montré cependant qu’il ne s’agissait
pas de la méme mutation, mais d’une nouvelle mutation de couleur propre au Kurilian (Abitbol
et Gache, 2019).

En France, Alyse Brisson, éleveuse, juge et écrivaine s’intéressant de pres a la génétique des
couleurs, a commencé elle aussi a collecter des informations sur le golden, ou plut6t le sunshine,
chez le Sibérien. Elle a rapporté des résultats similaires a ceux d’Eleonora Ruggiero aprés
analyse des pedigrees de chats sunshine.
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IV. QUELLE APPROCHE POUR RECHERCHER LA MUTATION A
L’ORIGINE DE LA COULEUR SUNSHINE ?

La recherche de genes et de mutations dans I'espece féline peut s'effectuer a l'aide de
différentes stratégies, utilisant différents outils statistiques et de biologie moléculaire. Nous
n'allons détailler que quelques-unes de ces stratégies, nécessaires a la compréhension du travail
expérimental présenté dans la deuxiéme partie de ce manuscrit.

A. Etudes d’association (d'apres Gandolfi et al., 2018)

Les études d'association font partie des études dites pangénomiques (genome wide en
anglais) qui visent & identifier un géne a partir de sa localisation sur les chromosomes. Le
principe général est d'évaluer 1’association qui peut exister entre un marqueur génétique
(actuellement un marqueur de type SNP : single nucleotide polymorphism) et un caractere. Pour
ce faire, il est nécessaire de recruter un groupe de chats «cas», qui présentent le caractere étudié,
et un groupe de chats «contrdles», qui ne le présentent pas. Les deux groupes sont génotypés
pour un ensemble de marqueurs SNP répartis sur tous les chromosomes du chat et on évalue, a
I'aide d'un test statistique, I'association entre chaque marqueur SNP (dont on connait exactement
la position sur un chromosome) et le caractére étudié. Si on arrive a identifier une association
pour un ou plusieurs marqueurs, c'est que tres probablement (cela dépend de la signification
statistique de I'association) le gene responsable du caractére étudié et le marqueur sont proches
sur un méme chromosome, et que leurs alléles ont tendance a étre transmis ensemble au cours
des générations.

Pour faciliter le génotypage des chats pour les marqueurs SNP, on dispose actuellement d'un
outil : la puce a marqueurs SNP féline, qui permet de génotyper un individu pour plus de 60
000 marqueurs SNP en une fois. Ce genotypage se base sur le principe de 1’hybridation de brins
complémentaires d’ADN (acide désoxyribonucléique). Ainsi, de courts segments d'ADN
spécifiques chacun d'un marqueur SNP sont disposés sur une puce a ADN (une plaque en verre
ou de silicium). Ces différents segments d’ADN, appelés sondes, peuvent s’hybrider avec des
fragments de I’ADN de 1’animal a genotyper (la cible). Le résultat final est ensuite lu par une
machine (généralement un scanner a fluorescence), qui analyse la présence des deux alléles,
pour chaque SNP, chez l'individu génotypé.

La puce féline actuellement disponible est la puce commercialisée par le laboratoire Illumina
et dite 63k car elle comporte 63 000 SNP dont 59469 SNP autosomiques, 2724 SNP liés a X et
126 SNP caractéristiques de caracteres d'intérét (couleur par exemple) ou maladies, ainsi que
quelques SNP spécifiques de petits félins sauvages comme Prionailurus bengalensis, le chat
léopard du Bengal, a l'origine de la race Bengal. La puce Illumina 63k permet de génotyper
n'importe quel chat domestique, en se basant sur la version du génome félin Felis_Catus 6.2
(Willet et Haase, 2014 ; Gandolfi et al., 2018).

L'analyse statistique des résultats du génotypage passe généralement par la comparaison des
génotypes des «cas» et des «contrdles», pour chaque SNP. La méthode la plus simple consiste
a utiliser un test du Chi2.

Les résultats sont généralement présentés sous la forme d'un graphique appelé Manhattan
plot (fig.31).
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Figure 31 : Exemple de résultats de génotypage sur puce féline pour le caractére «poil long»
(Gandolfi et al., 2018)

En abscisse sont représentés les chromosomes félins. En ordonnées sont représentées les p-value de
I'étude d'association entre le caractére et chaque SNP, a gauche en valeurs brutes (Praw) et a droite en
valeurs corrigées aprés 100 000 permutations pour tenir compte des tests multiples effectués
(Pgenome). Chaque point représente un marqueur SNP. Les marqueurs sont représentés en fonction de
leur position sur chaque chromosome. On observe que plusieurs SNP sont associés avec le caractére
«poils longs» au niveau du chromosome B1. Le géne responsable du «poil long» est donc trés
probablement situé sur le chromosome B1 félin.

Les études d'association sont souvent nommées GWAS pour Genome Wide Association
Studies.

B. Séquencage de génomes entiers

Un séquencage de génome entier (WGS en anglais pour Whole Genome Sequencing) a pour
but de déterminer ’enchainement exact de tous les nucléotides de I’ADN d’un individu. La
séguence obtenue peut ensuite étre analysée, notamment en la comparant a ce que I’on appelle
communément une séquence de référence. Il s'agit de la séquence du génome d'un individu de
I'espéce, qui sert de référence. Chez le chat domestique c'est la séquence d'un chat Abyssin,
disponible dans les bases de données (Pontius et al., 2007).

La technique de séquencage utilisée actuellement pour le WGS est une technique de
séquencage a tres haut débit, permettant de sequencer plusieurs dizaines de milliers a millions
de courtes séquences en une seule expérience. Cette technique, ou plus précisement cet
ensemble de techniques (car il existe des procédés différents), s'appelle le NGS : Next
Generation Sequencing (Yoshinaga et al., 2018).

Nous ne rentrerons pas les détails des procédés techniques, mais le séquencage aboutit a
générer des millions de courtes séquences qui sont alignées sur un génome de référence.

Dans le cas du chat domestique, le génome de référence est constitué de la séquence d'un
chat Abyssin, mais I'assemblage de ce génome a connu plusieurs améliorations. La premiere
version a avoir été publiée en 2007 était de qualité moyenne (Pontius et al., 2007). Une
deuxiéme version puis une troisieme version, améliorées, nommées Felis_catus 6.2 puis
Felis_catus 8.0 ont été publiées en 2014 (Montague et al., 2014) et 2016 (Li et al., 2016). La
derniere version disponible a ce jour, nommée Felis_catus 9.0, a été publiée en juin 2018
(www.ensembl.org).

La comparaison du génome séquence et du génome de référence permet généralement de
mettre en évidence des dizaines de milliers de variants génétiques de plusieurs types : des SNP
et des INDEL (courtes insertions ou délétions) ou des remaniements de plus grande taille. La
difficulté dans l'analyse des données consiste a trouver le ou les variants causaux du phénotype
étudié, parmi ces milliers de variants. Pour cela, il est souvent nécessaire de disposer d'autres
génomes d'individus de la méme espéce déja séquencés, qui permettent de filtrer les variants et
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de s'affranchir des simples polymorphismes dus a des différences entre individus et entre races
(Mauler et al., 2017 ; Aberdein et al., 2017).

De plus, on peut orienter la recherche de variants d'intérét en ciblant des génes particuliers.
En effet, il est souvent possible de s'appuyer sur des données acquises dans d'autres especes que
le chat (homme, souris, chien, chevaux) pour accélérer la recherche d'un gene et d'une mutation.
Par exemple, dans le cas de la recherche d'une mutation responsable d'une couleur de pelage,
les génes ciblés en priorité pour la recherche de variants dans le génome séquencé seront ceux
impliqués dans une couleur similaire dans d'autres espéces. On peut ainsi, avant d'analyser tous
les variants du génome, dresser une liste de genes candidats a explorer en priorité.

C. Etudes d’homozygotie

Les études d’homozygotie se basent sur un génotypage par puce (comme vu précédemment)
et ont pour but de mettre en évidence des régions homozygotes et partagees par au moins deux
individus présentant le phénotype étudié. Ce type d'analyse n'est donc possible que pour des
individus dont on est certain qu'ils sont homozygotes pour la mutation recherchée, c'est a dire
essentiellement pour les caractéres récessifs.

Ce type d'analyse repose sur le principe que la transmission des alléles se faisant par blocs
lorsque les locus sont proches (une combinaison d'alléles situés sur une méme portion de
chromosome et héritée en bloc s'appelle un haplotype), il est tres fréquent qu’une zone avec une
mutation a 1’état homozygote soit entourée de fragments d’homozygotie de taille relativement
élevée. La taille de la région homozygote encadrant la mutation dépend essentiellement de
I'ancienneté de la mutation et des brassages génétiques intervenant au cours des générations.

On recherche donc ces régions d’homozygotie chez tous les chats présentant le phénotype
muté et on les compare aux chats de phénotype sauvage (qui ne doivent donc logiquement pas
présenter des régions homozygotes pour les mémes alleles).

L'analyse peut étre réalisée par inspection manuelle des génotypes ou a l'aide de logiciels
dédiés, en paramétrant en particulier la longueur (en paire de bases) des régions d’homozygotie
recherchées (Abitbol et al., 2015).

Un exemple illustrant un résultat d'étude d'homozygotie chez le chat est présenté dans la
figure 32.
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Status Healthy carrier Healthy carrier Affected Affected Mon carrier  Putative healthy carrier Non affected
Chr SMP Position (bp) Dam Sire Proband Brother Grandfather Grandmather Proband's littermate

€2 chrZ 175337001 137108027 GG AG GG GG AG GG AG
€2 chrC2.1753107559 137133878 GG AG GG GG AR hG AG
€2 chrC2,175218723 137203771 GA GG GG GG GA GA GG
€2 chrind7917881 137211858 AR LY AR BA GA GA LY
€2 chrC2,175177097 137242314 GA AA AL AA AR AA AA
€2 chrC2.175144152 137265201 GA GA AR AR G A AR GA
€2 chrC2,174974190 137408134 A A GA AR AA GA AR G A
€2 chrC2 174787463 137545216 AL cC SE ) AC AC o
€1 chrC2.174761118 137568447 AC cC cc cC AL AC o
€2 chrC2.174723476 137591152 AG MG AR AR GG AG AG
C2  chrC2 174696607 137620200 GG AG GG GG AG GG AG
€2 chrC2.174623597 137682821 GA AR AR LY G A GA AA
C2 chrC2.174571402 7 AG G6 GG GG AG AG 1]
€2 chrC2 174547865 GA A A AR AA GA GA hA
€2 chrC2.174454896 CA CA Il cC CA EC CA
€2 chrC2,174421588 137842525 AG GG GG GG GG GG GG
€2 chrC2.174341473 137893163 AA CA AR AR CA AA CA
C2 chrC2, 174300180 137926345 AG AG GG GG AG GG AG
€2 chrC2.174255430 137972152 GA GA GG GG GA GG GA
€2 chrC2, 174195738 1318028327 A AG GG GG AG GG AG
€2 chrC2.174107630 138099447 AC AT (7<) (el AC G AC
€2 chrC2. 174105851 138101224 AG GG GG GG GG GG GG
€2 chrC2.174029595 138165362 GA GA AR AR GA AR GA
C2 chrC2 173883945 138286234 AG G6 GG GG GG GG GG
€2 chrC2.173847742 138311720 GG GG GG GG AG AG GG
€2 chrC2.173802457 138346856 GA GA GG GG AR GA GA
€2 chrC2.173714061 138411243 CA CA EC cc CA cc CA
€2 chrC2.173631034 133481242 GG GG GG GG GG GG GG
€2 chrC2.173572562 138536012 AG AG AA AA GG AG AG
€2 chrC2.173321757 138730765 Ak AR AR AR (i) [ AA
€2 chrC2.173229005 138800996 AR AR AR AR CcA CA AR
€2 chrC2.173137883 138877556 GA AR Al AR AR AA AA
€2 chrC2.173063842 138939914 AR Ca AR Al Ca Ak CA
€2 chrC2.173029035 138%63381 AG AG AR AA GG AG AG
€2 «chrCZ, 172964348 133012951 GG AG GG GG AG GG AG
C2 chrC2.172935362 139034310 AG AG AR LY GG AG AG

Figure 32 : Exemple de résultat d’une étude d’homozygotie chez une famille de chats Sphynx
présentant une myasthénie congénitale autosomique récessive (Abitbol et al., 2015)
Chaque colonne représente un individu. Chaque ligne représente un marqueur SNP. Les deux
alleles que porte chague chat pour chaque marqueur sont indiqués. Les génotypes homozygotes sont
surlignés en vert, les génotypes hétérozygotes en jaune. Remarquez les deux blocs verts
d’homozygotie pour les deux chats affectés, tandis que les chats indemnes présentent de
I'hétérozygotie dans la méme région (en jaune). Chr = chromosome. Status = statut pour la maladie. bp
= paire de base. Dam = mere. Sire = pére. Proband = cas. Brother = frére. Grandfather = grand-pére.
Grandmother = grand-mére. Proband's littermate = frére de portée du cas. Healthy carrier = porteur
sain. Affected = atteint. Non carrier = non porteur. Putative healthy carrier = porteur sain probable.

Que I'on ait mis en ceuvre une étude d'association ou une étude d’homozygotie, le résultat de
I'étude abouti a la mise en évidence d'une région candidate contenant le géne en cause. Une fois
la région candidate cernee, il est nécessaire de faire I'inventaire des genes présents dans cette
région, classer ces génes par ordre de priorité d'analyse (en fonction par exemple de leur réle
biologique connu ou suppose) puis d'analyser chacun de ces génes. L'analyse de ces genes, dits
génes candidats, peut passer par des études d'expression si I'on dispose de prélévements de
tissus adequats, ou par le séquencage de ces genes chez un individu «cas» et chez un individu
«contrdle». Cependant, si en paralléle de I'étude d'association ou d’homozygotie on a séquencé
le génome d'un chat «cas» on peut rechercher les variants génétiques de la région candidate
dans son génome. Les différentes approches décrites précédemment peuvent donc étre
complémentaires.

D. Geénes candidats majeurs pour la modification sunshine du Sibérien

Ainsi que nous lI'avons évoqué dans le paragraphe B, dresser une liste de genes candidats,
pour un phénotype donné, peut aider a accélérer la recherche d'une mutation causale. Dans le
cas du phénotype sunshine du Sibérien, de nombreuses données étaient disponibles concernant
des génes de pigmentation. Ces données avaient été acquises lors d'études portant sur
différentes especes dont I'homme, la souris, le chien, le cheval. Nous avons donc dressé une
liste des génes candidats qu'il nous semblait prioritaire d'étudier.
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1. MC1R

a. Mode d’action

Comme nous ’avons vu précédemment, le récepteur MCIR régule la production de la
phéomélanine et de I’eumélanine, en interaction avec de nombreuses enzymes (dont TYR,
TYRP1, DCT), notamment via la fixation de son ligand activateur I'a-MSH et de son
antagoniste Agouti.

b. Phénotypes résultants

De nombreuses mutations pertes de fonction (en général récessives) de MC1R ont été
identifiées, dans de nombreuses espéces animales, ainsi que chez I'nhomme. Elles produisent,
chez I'nhnomme les cheveux roux a blond vénitien et chez les animaux des phénotypes allant du
roux au fauve clair (Abitbol et al., 2014). Les pertes de fonction de MC1R conduisent a des
phénotypes phéomélaniques (fig.33).

Extracellular

Beach mouse

Cytoplasm

Figure 33 : Représentation en deux dimensions de la structure transmembranaire de MC1R

chez I’ane et des mutations pertes de fonction chez les mammiferes (Abitbol et al., 2014)

Les acides aminés sont représentés par des cercles. Les mutations faux-sens sont représentées par
des cercles, les non-sens par des carrés. Les mutations donnant les cheveux roux chez 1’homme sont
représentées en vert, les mutations récessives e donnant du roux chez les autres mammiféres sont en

bleu. Le début de la mutation « frameshift » (décalage du cadre de lecture) chez la souris est
représentée par un hexagone. La délétion chez le lapin est représentée par des losanges. Le résidu D84,
en bleu, est la partie mutée chez les chats ambre mais est aussi associé a du roux chez I'nomme. La
mutation récessive e identifiée chez I’4ne est représentée en rouge. Lorsqu’un résidu différe entre 1’ane
et les autres especes, il est représenté entre parentheses. Beach mouse = souris des sables, mouse =
souris, human = homme, cat = chat, horse = cheval, rabbit = lapin, cattle = bovin, goat = chévre, pig =
porc, bear = ours, dog = chien, extracellular = extracellulaire, cytoplasm = cytoplasme.
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De plus, chez les otaries a fourrure, il a été mis en évidence une mutation de MC1R qui donne
une hypopigmentation de leur pelage due a une production réduite de mélanine, semblable a
celle des chiens Labrador fauve clair (fig.34, Peters et al., 2016).

s 4

Figure 34 : Phénotypes sauvage (a gauche) et muté (a droite) chez des otaries a fourrure
d’Antarctique (Peters et al., 2016)

Quant aux mutations de MCI1R chez le chat domestique, nous les avons évoquées
précédemment : le russet chez le Burmese, I’ambre chez le Norvégien, et le carnelian = serdolic
chez le Kurilian Bobtail donnent tous les trois des couleurs évolutives avec perte d’eumélanine
au cours de la croissance, pour arriver a differentes variantes de couleur proches du roux
(Gustafson et al., 2017, Peterschmitt et al., 2009, Abitbol et Gache, 2019).

Chez les jaguars, une mutation dominante activatrice dans MC1R est a I’origine de la couleur
noire, contrairement a ce qui a été observé chez les chats domestiques chez lesquels le noir uni
est d0 a une mutation perte de fonction d'ASIP (Eizirik et al., 2003). Une autre mutation
dominante donnant du noir existe aussi chez les chévres Murciano-Granadina et maltaises
(fig.35). Ces mutations dominantes donnent un récepteur MC1R constitutivement actif
(Fontanesi et al., 2009).

Figure 35 : Chévres Murciano-Granadina présentant les phénotypes noir (dominant) et roux
(récessif) liés a des mutations sur MC1R (Fontanesi et al., 2009)
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2. ASIP

a. Mode d’action

Comme nous I’avons vu précédemment, la protéine Agouti est un antagoniste compétitif de
I’a-MSH, qui empéche la production d’eumélanine et oriente vers celle de phéomélanine en se
fixant sur le récepteur MC1R a sa place, ainsi qu’en inhibant la production des enzymes TYRP1
et TYRP2.

b. Phénotypes résultants

Les mutations du locus Agouti peuvent affecter la protéine en elle-méme, comme par
exemple la mutation a chez le chat domestique, ou le profil d'expression d'Agouti.

Chez la souris, on a identifié trois alléles principaux contrélant la formation des motifs
agoutis. AV, donnant un agouti avec un ventre clair, A, I’agouti traditionnel, dont le ventre n’est
que trés légérement éclairci, et a', donnant une coloration « black and tan » (traditionnellement
traduit par « noir et feu », mais phénotypiquement ici plutdt un « noir et beige »), tous les trois
dominants par rapport au a non-agouti (fig.36). Les différences de coloration ventro-dorsales
sont liées a une expression plus ou moins longue d’agouti en fonction de la zone du corps.
(Vrieling et al., 1994).

Figure 36 : Phénotypes des souris agouti a ventre clair (A), agouti (B) et « black and tan » (C)
(Vrieling et al., 1994)

A gauche, les poils agoutis sont situés uniquement en région dorsale, avec des poils constitués
uniquement de phéomélanine en région ventrale. Au centre, I’animal posséde des poils agoutis sur
toute sa surface, bien que la coloration soit plus marquée en région dorsale. A droite, la souris posséde
des poils eumélaniques (noirs) en région dorsale et phéomélanique (comme la souris de gauche) en
région ventrale.

Chez le chien, quatre alléles ont été identifiés au locus Agouti, donnés ici par ordre de
dominance :

- I'allele fauve/sable (AY), donnant une couleur jaune a rousse, avec présence possible de
poils & la pointe noire en région dorsale ou de poils noirs distribués dans le pelage (robe
charbonnée) ;

- I'alléle wild sable ou agouti wild (a“), sauvage, donnant la présence de poils agoutis comme
par exemple chez le berger Allemand ou le spitz de couleur gris-loup. 1l s'agit de I'alléle retrouvé
chez le loup et le coyote ;
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- I'allele noir et feu (a'), donnant un noir avec des marques fauves restreintes au niveau des
sourcils, des joues, des ischions, du bas des pattes ; caractéristique par exemple du Beauceron,
du Dobermann ou du berger Allemand ;

- etun alléle noir récessif (a) tres rare, restreint a quelques races (dont le berger Allemand),
donnant un pelage entierement noir (fig.37) (Kerns et al., 2004, Berryere et al., 2005, Dreger et
Schmutz, 2011).

Figure 37 : Spitz-loup de couleur gris-loup (A), Dobermann noir et feu (B), berger des
Shetland fauve charbonné (C) et berger Allemand noir (D) (Dreger et Schmutz, 2011)

3. RALY

Il existe un phénotype appelé lethal yellow (littéralement « jaune létal », fig.38) chez la
souris, initialement attribué a un alléle d'Agouti appelé Ay, donnant une coloration entierement
jaune a la souris, et associé a 1’état hétérozygote a de 1’obésité, du diabéte et une sensibilité
accrue aux tumeurs, et étant létal a 1’état homozygote (Bultman et al., 1992, Michaud et al.,
1993).

Figure 38 : Phénotype lethal yellow chez une souris hétérozygote (Wilson et al., 1999)
Notez I'obésité.
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L'analyse génétique de ce phénotype a montré que la mutation causale n'était pas une
mutation du géne ASIP mais une délétion touchant trois génes, RALY (RALY Heterogeneous
Nuclear Ribonucleoprotein), Eif2s2 (Eukaryotic Translation Initiation Factor 2 Subunit Beta)
et ASIP. La délétion induit une expression ectopique d'ASIP chez les souris mutantes (Duhl et
al., 1994).

Chez la souris, le géne RALY ne serait donc pas seul en cause dans le phénotype de couleur.
En revanche, chez le chien, une duplication de 16 paires de bases a été identifiée dans le géne
RALY canin, insertion qui serait responsable de la différence entre le phénotype noir et feu et le
phénotype fauve a manteau. Le mécanisme d'action de RALY n'est pas connu a ce jour (fig.39,
Dreger et al., 2013).

A
B
C
Y y
Fauve a manteau Fauve a manteau Noir et feu
a téte fauve a téte charbonnée
+/+ ou +/dup +/dup dup/dup

Figure 39 : Chiens fauves a manteau et noirs et feus (d’aprés Dreger et al., 2013)
A) Caractéristiques de la robe fauve a manteau qui est une robe évolutive. Le chien nait noir et feu
et progressivement les marques feu envahissent le pelage pour ne laisser qu'un manteau sombre. B)
Chien noir et feu. C) Génotypes associés aux robes fauve a manteau (homozygote sauvage ou
hétérozygote pour la duplication, deux chiens de gauche) et noir et feu (homozygote pour la
duplication, chien de droite).
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4. CORIN

a. Mode d’action

Une mutation du géne CORIN (Corin, serine peptidase) a été mis en évidence chez des tigres
dont la couleur a été qualifiée de dorée, et présentant des rayures tres éclaircies comparées a
celles des autres tigres (fig.40, Xu et al., 2017).

A Orange tiger

Figure 40 : Comparaison entre les phénotypes d’un tigre roux et d’un tigre doré (Xu et al.,
2017)
Le temps d’effet plus long d’ ASIP conduirait a une production de phéomélanine plus importante, et
a une augmentation de la taille des bandes de phéomélanine sur les poils, leur donnant une couleur
plus claire qu’un poil agouti traditionnel (Golden tiger = tigre doré). Le phénotype sauvage est
présenté au-dessus (Orange tiger = tigre roux).

L'étude d'un mutant de souris pour CORIN a mis en évidence que ce gene n'était pas requis
pour la formation du poil, mais qu'il agissait en aval d'Agouti et se comportait comme un
suppresseur d'Agouti (Enshell-Seijffers et al., 2008).

Il a été montré que ce gene était principalement exprimé dans la papille dermique et qu'il
codait une protéase transmembranaire. Le géne CORIN non muté (I'allele sauvage) régulerait
I’activité d’ASIP en diminuant sa durée d'action. Une mutation de CORIN pourrait donc
conduire a une augmentation du temps d'action d’ ASIP et donc & une production prolongée de
phéomélanine lors du cycle pilaire (Xu et al., 2017).

A I'heure actuelle, le mécanisme d'action exact de CORIN sur ASIP n'est pas encore élucidé.
CORIN ayant une activité de sérine protéase, il a été postulé que CORIN pourrait dégrader
directement la protéine ASIP par clivage protéolytique. Un tel mécanisme a été mis en évidence
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pour un des autres roles de CORIN, qui est de réguler la pression artérielle par action directe
sur le proANP (pro atrial natriuretic peptide) dans le cceur, en le clivant et en donnant ainsi
naissance a I'ANP actif (Avigad Laron et al., 2019).

La mutation identifiée chez les tigres dorés engendre un remplacement d’une histidine par
une tyrosine en position 587 dans la protéine. Au niveau de son mode de transmission, seuls les
tigres homozygotes récessifs présentaient un phénotype altéré. Le phénotype des hétérozygotes
est non différenciable des individus normaux. Il semblait donc qu’il s’agisse d’une transmission
autosomique récessive (Xu et al., 2017).

b. Phénotypes résultants

La mutation sur CORIN entraine un éclaircissement important des bandes eumélaniques chez
les tigres « golden «, leur donnant une couleur presque dorée (voir figure 40 précédente).

L’extension des bandes aux pdles basal et apical du poil se ferait de facon indépendante et
la différence de couleur entre poil agouti normal et poil agouti modifié par CORIN serait plus
marquée chez le jeune, bien que persistant a 1’age adulte, en tout cas chez la souris (Enshell-
Seijffers et al., 2008).

Chez la souris, une mutation de CORIN a été identifiée et nommée « dirty blonde » soit
blond cendré. Les souris mutées présentent un phénotype de couleur éclaircie par rapport aux
souris agouti (fig.41).

D A% fa AW /AW Corin
Corin+/ Corin-/- Corin-/- Corin+/+ -/- +/+

Figure 41 : Effets de Corin sur les phénotypes de souris agoutis (Enshell-Seijffers et al., 2008)
Les souris de gauches sont hétérozygotes A"/a, tandis que celles de droites sont homozygotes
AY/AY, Pour chacun des groupes sont présentées des souris homozygotes mutées Corin (Corin -/-), plus
claires et homozygotes non-mutées (Corin +/+), plus sombres.

5. SLC24A5

a. Mode d’action

Il a été mis en évidence que SLC24A5 était un géne qui codait 1’échangeur d’ion NCKX5
(sodium/potassium/calcium exchanger 5), permettant 1’échange de Na' et Ca?* sous
dépendance du K*. Cet échangeur a principalement été retrouvé dans les mélanocytes, et les
mélanophores chez les amphibiens (Williams et al., 2017). Il a été montré qu'il était le seul
échangeur de la famille des NCKX (échangeurs sodium/potassium/calcium) a étre exprimé
exclusivement dans les mélanocytes et le seul situé en position intracellulaire, plus précisément
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au niveau de I’appareil de Golgi (Rogasevskaia et al., 2019 ; Wilson et al., 2013), contrairement
aux autres échangeurs qui sont membranaires.

Le mécanisme proposé de fonctionnement pour cette pompe est le suivant : NCKX5 ferait
pénétrer le Ca?* cytoplasmique dans le mélanosome grace & un gradient sodique, lui-méme créé
a partir d'un échangeur Na*/H* et d'une ATPase. Ainsi, I'accumulation de calcium dans le
mélanosome activerait une protéase calcium-dépendante, qui participerait a la maturation des
protéines mélanosomales, parmi lesquelles TYR et TYRP1 (Ginger et al., 2008).

Un variant humain de la protéine SLC24AS5 (substitution d’une alanine par une thréonine en
position 111 dans la protéine), aurait une activité bien plus limitée que la version sauvage de la
protéine (Wilson et al., 2013). Dans ce cas, une réduction de I'activité d'échange de NCKX5
causerait une acidification importante a l'intérieur du mélanosome en limitant l'activité de
I'schangeur Na*/H", acidification qui favoriserait la production de phéomélanine en limitant
I’activité de la tyrosinase, et donc une pigmentation plus claire de la peau chez les humains
porteurs du variant. L hypothése semble viable, le pH des mélanosomes ayant été démontré
comme étant plus élevé dans les populations a peau foncée, en comparaison aux populations
caucasiennes (Wilson et al., 2013).

Certains articles suggerent que SLC24AS5 aurait aussi un role direct sur 1’appareil de Golgi,
en affectant la maturation de la tyrosinase, sans qu’aucune étude n’en ait encore apporté la
preuve (Ginger et al., 2008).

Le fonctionnement de I'échangeur NCKX5 dans le mélanocyte est presenté dans la figure
42,
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Figure 42 : Fonctionnement de I’échangeur NCKX5 dans un mélanocyte épidermique
(Jalloul et al., 2016)

L’ATPase et I’échangeur Na*/H* permettent de créer le gradient sodique a I’intérieur des
mélanosomes. On observe ici qu’une diminution de 1’activité du transporteur NCKXS5 aménerait a une
persistance de H* a I’intérieur du mélanosome, et donc a une acidification du milieu
Epidermal melanocyte = mélanocyte épidermique, RER = réticulum endoplasmique rugueux,

nucleux = noyaux, Na*/H* antiporter = échangeur Na*/H*, V-ATPase = ATPase
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Une expérience menée par Williams et ses collaborateurs, sur des amphibiens (Xenopus
laevis) a permis de montrer que le knockdown de SLC24A5 induisait une diminution marquée
de la pigmentation chez les xénopes, ainsi qu’une réduction significative du taux de marqueurs
des mélanosomes (dont les enzymes TYR et TYRP1), sans diminution des marqueurs
lysosomaux ainsi qu'une perte de MC1R (Williams et al., 2017 ; Ginger et al., 2008). Cela
semblait suggérer que SLC24A5 était impliqué dans la formation précoce des mélanosomes.

Ces résultats ont été corroborés par d’autres études. En effet, aprés un knockdown de
SLC24A5, on aurait une altération du fonctionnement de MC1R, mais aussi de I'expression des
geénes intervenant dans ’homéostasie du cholestérol, provoquant une élévation du cholestérol
intracellulaire (dont le rdle sur les mélanocytes et leur fonction est suspecté). On aurait aussi
une expression diminuée de plusieurs genes impliqués dans la pigmentation, comme TYR,
TYRP1 et PMEL17 (Premelanosome protein 17). SLC24A5 serait de plus lié fonctionnellement
a MC1R et ASIP aurait un réle régulateur négatif sur SLC24A5 (Wilson et al., 2013).

b. Phénotypes résultants

D’un point de vu phénotypique, SLC24A5 a été identifié comme étant responsable de la
couleur golden chez le poisson zébre (Lamason et al., 2005).

Un variant du gene a été associé a une pigmentation plus claire dans les populations
humaines européennes (Ginger et al., 2008), et serait plus précisément associé a des yeux bleus
et cheveux blonds (de Aratijo Lima et al., 2015). Chez ’humain, SLC24A5 est aussi impliqué
dans une forme d’albinisme oculo-cutané (fig.43) : il s’agit d’un caractére autosomique récessif,
caractérisé par une hypopigmentation de la peau, des cheveux et des yeux, et associé a des
troubles de la vision, un nystagmus et de la photophobie (Morice Picard et al., 2014 ; Vogel et
al., 2008).

Patient 100404

Patient 120233

Figure 43 : Variations phénotypiques de patients atteints d’albinisme oculocutané de type 6
(OCAWB6) (Morice Picard et al., 2014)
La couleur des cheveux est présentée a gauche, et le phénotype oculaire a droite, par
transillumination (patient 110299) ou par observation du fond d’ceil (patients 100404 et 120233).
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Chez la souris, des mutations de SLC24A5 causent principalement une hypopigmentation au
niveau des yeux (Ginger et al., 2008). Chez la poule, il s’agit d’une hypopigmentation des
plumes (Liu et al., 2011).

Chez le cheval, une mutation récessive de SLC24A5 est a I’origine de la couleur diluée créme
et donne a I’état hétérozygote les robes palomino et isabelle (fig.44). En effet, |’état
hétérozygote n’influence que la phéomélanine, tandis que 1’état homozygote influence
phéomélanine et eumélanine (Mariat et al., 2003).

, SEE &

Figure 44 : Cheval isabelle, présentant la dilution créme a I’état hétérozygote
(source : https://www.animalgenetics.us/)

Une mutation récessive de SLC24A5 serait aussi a I’origine du phénotype « tiger-eye » (iris
jaune vif a orangé) chez le cheval de race Paso Fino (fig.45 ; Mack et al., 2017).

Phenotype Scale

: e e .'_0'.‘1‘-1 P

Yellow Amber Bright Orange Blue Light Brown Grey Dark Brown/

Black
Tiger Eye Excluded Wild Type

Figure 45 : Echelle phénotypique utilisée pour déterminer la couleur d’ceil chez le cheval Paso
Fino (Mack et al., 2017)

A gauche, les phénotypes tiger-eye jaune, ambre et orange ; au milieu, les phénotypes exclus, bleu,

marron clair et gris ; a droite, le phénotype sauvage marron foncé a noir.
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6. CBD103

Chez le chien, un troisieme locus intervient dans la régulation du switch
eumélanine/phéomélanine, en plus des loci Extension (MC1R) et Agouti (ASIP) : le locus K
(BlacK), ou le géne CBD103 (beta défensine 103) a été identifié. Une mutation dans le géne de
cette défensine produit une protéine a forte affinité pour MC1R et donne, selon les alléles
concernés, un pelage uni eumélanique appelé par simplification noir dominant, ou de la
bringeure (fig.46 ; Candille et al., 2007 ; Kerns et al., 2007).
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Yellow Labrador Retriever
~ : _ ™
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E——
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Black Curly Coated Retriever

Figure 46 : Production régulée des eumélanines et phéomélanines chez le chien
(Candille et al., 2007)

Premier cas (en haut) : les trois génes (ASIP, MC1R et CBD103) sont a 1’état sauvage. Les
protéines produites sont normales. On a alors antagonisme d’Agouti sur MC1R et un pelage fauve
avec des poils agoutis et noirs. La production des deux types de pigments est régulée.

Deuxiéme cas (au milieu) : MCL1R a subi une mutation entrainant une perte de fonction. Peu
importe 1’état d’ Agouti et de CBD103, I’animal aura un pelage fauve, uniquement pigmenté par de la
phéomélanine.

Troisiéme cas (en bas) : si Agouti et MC1R sont sauvages mais que CBD103 est mutée, la protéine
CBD103 mutée se fixe sur MC1R et I'active de maniére permanente, orientant la production vers de
I'eumélanine. Le chien est noir.

Pheomelanin = phéomélanine, Eumelanin = eumélanine, Yellow Great Dane = Dogue Allemand
fauve, Yellow Labrador Retriever = Labrador retriever sable, Black Curly Coated Retriever =
Retriever a poils bouclés noir
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Trois alléles ont été identifiés sur ce locus, donnés ici par ordre de dominance (Kerns et al.,
2007) :

- KB, responsable du pelage eumélanique dominant, a I’état hétérozygote comme
homozygote ;

- k°r, responsable de la bringeure ;

- k¥ (ou k), récessif, considéré comme 1’alléle sauvage, sans action sur MC1R, donnant alors
un pelage fauve.

72



PARTIE EXPERIMENTALE

ETUDE PHENOTYPIQUE, GENEALOGIQUE ET GENETIQUE DE LA
COULEUR SUNSHINE

73



74



|.BUT DE L'ETUDE

Le but de cette étude était triple :

- caractériser la modification de couleur sunshine ;

- identifier le mode de transmission du sunshine ;

- rechercher le géne et la mutation en cause dans le sunshine.

Pour ce faire, nous avons cherché a déterminer ce qu’était exactement le sunshine, par une
étude phénotypique. Une étude généalogique nous a ensuite permis d'étudier le mode de
transmission de cette couleur, et donc de la mutation concernée. Des études de cartographie
génétique ont ensuite été entreprises, en se basant sur les résultats précédents, afin de tenter de

trouver la mutation causale.
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Il. MATERIEL ET METHODE

A. Animaux

1. Chats

Cent soixante-sept chats ont été inclus dans 1’étude :
- 98 chats de race Siberien ;
- 69 chats d'autres races en qualité de controles.

Le tableau répertoriant les informations (sexe, couleur, statut pour le sunshine, analyses
réalisées) des chats Sibérien inclus dans I'étude est présenté en annexe 1.

2. Méthode de recrutement

Les chats Sibérien ont été recrutés :

- lors d’expositions félines ;

- grace a I’aide du LOOF qui a communiqué le protocole de I’étude et les fiches de
prélevement aux éleveurs de Sibérien ;

- gréce au Cercle des Amateurs de chats Siberien (CASib) qui a communiqué sur I’étude
aupres de ses adhérents ;

- grace a I’aide de la juge internationale féline Eleonora Ruggiero.

Les chats des autres races ont été recrutés grace a la biobanque FeliDNA gérée par VetAgro
Sup et Antagene (www.antagene.com).

3. Criteres d’inclusion

L’inclusion des chats Sibérien dans I’étude se basait essentiellement sur la couleur (sunshine
ou non). Les chats roux n'ont pas été retenus pour I'étude phénotypique (poils) et génétique
(recherche de la mutation), la modification sunshine étant difficile a apprécier sur le roux.

4. Fiche de prélévement, consentement et éthique

Les chats Sibérien ont été inclus dans I’étude a la demande de leur propriétaire, apres
signature de la fiche de prélévement et de consentement a 1’utilisation des prélévements pour
des recherches en génétique (annexe 2).

Les chats des autres races ont été collectés dans le cadre de la biobanque FeliDNA et aprés
signature de la fiche de prélevement et de consentement de chaque propriétaire (annexe 2).

Tous les animaux étaient des animaux de propriétaires. Aucune procédure invasive n’a été
réalisée sur les animaux inclus dans I’étude. Il n’y a pas d’expérimentation animale au sens de
la Directive Européenne (Subject 5f of Articlel, Chapter | of the Directive 2010/63/UE of the
European Parliament and of the Council).

Cette étude a fait I’objet d’une déclaration au Comité d’éthique de VetAgro Sup Lyon. Elle
a recu l'avis favorable n° 2013 (annexe 3).
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B. Arbres généalogiques

Les données de pedigree ont été collectées aupres des propriétaires en méme temps que les
échantillons d’ADN.

Les arbres généalogiques, constitués a partir des pedigrees des chats inclus dans 1’étude, ont
¢té dessinés a I’aide du logiciel Genopro (http://www.genopro.com/ft/).

Les autres arbres généalogiques (plus anciens, chats non inclus dans 1’é¢tude mais dont la
couleur était reconnue phénotypiquement comme étant sunshine) utilisés dans 1’étude pour
permettre le déterminisme du mode de transmission de la mutation ont été extraits de la base de
données Pawpeds (https://www.pawpeds.com/) et de la base de donnée Russe des pedigrees de
chats Sibérien (http://tree.sibcat.info/), répertoriant notamment les chats avec leurs photos par
couleur, ainsi qu'a partir du site MessyBeast (http://messybeast.com/).

C. Analyse des phénotypes

Les phénotypes de couleur des chats ont éte évalues a l'aide de différents documents fournis
par les éleveurs :

- photographies ;

- comptes rendus de jugements d'exposition ;

- pedigrees ;

et avec l'aide de la juge internationale Eleonora Ruggiero.

Des poils de certains des chats inclus dans I’étude ont été envoyés par les propriétaires et les
éleveurs pour contribuer a I'analyse phénotypique. Ces poils ont été collés sur des feuilles
blanches et pris en photo.

D. Extractions des ADN

Les prélevements des chats inclus dans I’étude ont été envoyés directement par les
propriétaires ou collectés par le Dr Marie Abitbol (brossettes buccales) ou par le vétérinaire
traitant du chat, dans le cadre d’une visite médicale vétérinaire annuelle (sang).

1. Extraction de I’ADN a partir des échantillons sanguins

Le sang a été prélevé dans des tubes avec anticoagulant EDTA (Ethyléne Diamine Tétra-
Acétique) et I’extraction de ’ADN a été réalisée a I’aide de I’automate Maxwell16 de Promega
(Madison, Wisconsin, USA : fiche d’utilisation en annexe 4) en se conformant aux
recommandations du fabriquant.

Les ADN en solutions ont ensuite été conservés au réfrigérateur a +4°C.

2. Extraction de ’ADN a partir des brossettes buccales
L’ADN a été extrait a ’aide de 1’automate Maxwell16 de Promega (Madison, Wisconsin,

USA) en suivant les recommandations du fabriquant (annexe 4). Les ADN en solutions ont
ensuite été conservés au réfrigérateur a +4°C.

78


http://messybeast.com/

3. Concentration des ADN

La concentration des ADN a été mesurée a 1’aide d’un spectrophotometre (Nanodrop 2000).

E. Génotypage sur puce

Les chats ont ét¢ génotypés a I’aide de la puce féline a marqueurs SNP Illumina 63K
(www.illumina.com).

Apres extraction et mesure de la concentration des ADN, ces derniers ont été envoyés au
laboratoire NEOGEN pour le génotypage (www.neogen.com), effectué sur une plateforme
[llumina (www.illumina.com) selon les recommandations du fabriquant.

La réassignation de certains SNP, initialement positionnés sur le génome de référence
Felis_catus 6.2 publié en 2013, au génome de référence Felis_catus 9.0 publié en 2018
(www.ensembl.org) a été effectuee a l'aide de I'utilitaire BLAST, en comparant les 200 paires
de bases entourant chaque SNP (fournies par le laboratoire NEOGEN) avec le génome félin
Felis_catus 9.0 (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

F. Sequencage de génome entier

Un séquengage complet du génome d’un chat Sibérien sunshine a été réalisé.

Ce séquencage complet a été effectue par le laboratoire GATC (GATC Biotech, Eurofins,
Ebersberg, Allemagne). Le séquencage a été réalisé sur une plateforme Illumina HiSeq3000
(www.illumina.com), avec la technologie paired-end (fragments de 150pb) et une profondeur
de 30X. Les alignements sur le génome de référence du chat (Felis_catus 8.0,
www.ensembl.org) et I’extractions des variants génomique de type SNP et Indel ont été réalisés
par GATC.

G. Analyses statistiques des génotypes

Les fréquences alléliques ont été comparées a I’aide d’un test du Chi2 et une correction de
Bonferroni pour les tests multiples a été appliquée. Le logiciel PLINK a été utilisé
(http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/).

H. Prédiction de I'effet des variants SNP

Nous avons utilisé les logiciels en ligne PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)
et PROVEAN (http://provean.jcvi.org/seq_submit.php) pour prédire I'effet des variants de type
SNP sur les protéines.
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I. Génotypage pour le variant

Le génotypage pour le variant ¢.2383C>T de CORIN a été effectué par PCR (polymerase
chain reaction) puis séquencage Sanger a l'aide de 100 ng d’/ADN génomique et des amorces
5- ACCCGCTGTCTTTCCTGC-3' et 5- GCAATGAGGACACAGCCAC-3. Une
amplification a une température d'hybridation des amorces de 58°C et 35 cycles a été réalisée a
I'aide du kit GoTag G2 Hot Start® (Promega Corporation, Madison, USA), conformément aux
préconisations du fabriquant. Les amorces ont été dessinées a 1’aide du logiciel Primer3
(http://primer3.ut.ee/). Les produits de PCR ont été envoyés a GATC (GATC Biotech
AG, Konstanz, Allemagne) ou ils ont été séquencés dans les deux sens. Les chromatogrammes
obtenus ont été visualisés a I’aide du logiciel FinchTV
(https://digitalworldbiology.com/FinchTV). Les séquences obtenues ont été comparées avec les
séquences de référence. L’alignement des séquences a été réalisé a 1’aide de 'utilitaire Multalin
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html).

J. Alignement des protéines

Les séquences protéiques de CORIN de différentes espéeces ont été extraites de la banque de
données Ensembl (www.ensembl.org). L’alignement des séquences obtenues a été réalisé a
I’aide de I’utilitaire Multalin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html).
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I1l. RESULTATS

Nous avons d’abord étudié¢ le phénotype de la couleur sunshine, pour en déterminer les
caracteéristiques et les différentes variantes.

Nous avons ensuite procédé a 1’établissement d’arbres généalogiques pour les chats intégrés
a I’étude.

Enfin, I’étude moléculaire visait a rechercher le gene et la mutation en cause dans le
phénotype sunshine.

A. Etude phénotypique

1. Patron brown sunshine tabby

. Couleur _des poils : tous les chats inclus dans notre étude n'ont présenté le sunshine
gu'associé a un patron tabby (avec les quatre variations possibles : mackerel, spotted, blotched
ou ticked, bien que la variation ticked ait été peu souvent observée).

Les chatons naissaient avec une couleur de base brown tabby (= black tabby). La couleur
semblait évolutive, avec un éclaircissement de la robe plus ou moins marqué avec 1’age, menant
le marquage tabby a devenir brun-clair a abricot chez certains individus (fig.47 a 50).

La base du poil était entre un blond et un noisette (fig.48). C’est ce qui donnait cette couleur
caracteristique « dorée » au pelage. Bien que s’éclaircissant parfois aussi, elle était sujette a des
changements moins drastiques que les marques tabby (fig.50).

Analysés individuellement, les poils agoutis (formant le fond de robe) présentaient une
bande de phéomélanine allongée et une pointe d’eumélanine, rappelant les poils tipped, bien
que la bande foncée soit plus longue que chez ces derniers. Les poils non-agoutis (situés dans
les marques tabby) présentaient le méme aspect, avec une pointe d’eumélanine qui semblait
plus longue encore que sur les poils agoutis modifiés sunshine (fig. 49).

Les chats sunshine présentaient une décoloration blanche autour du nez et de la bouche, ainsi
qu’un triangle éclairci au-dessus du nez, caractéristiques. Cette décoloration s’étendait
généralement jusqu’au plastron, avec une plage blanche, plus ou moins marquée. Ils
présentaient de plus un « M » classique du tabby sur le front (fig.50).

A noter que le plumeau de la queue était toujours noir, tout comme les poils en zone palmaire
et plantaire.

. Couleur de la truffe : elle était rose, avec une absence de liseré eumélanique (ou liseré
limité aux coins supérieurs externes et peu prononcé).

. Couleur des yeux : ils étaient généralement jaunes a verts.

. Couleur des coussinets : ils étaient noirs chez les chats brown tabby et sunshine.
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Figure 47 : Sibérien sunshine mackerel Figure 48 : sous-poil d’un chat sunshine
tabby mackerel tabby
(Photographies : Marie Abitbol)
Notez I'impression de doré de I'ensemble du chat et la base des poils de couleur doré-abricot.
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Figure 49 : Photo de poils de chat brown sunshine tabby et répartition des pigments
A. Deux poils de chat Sibérien brown sunshine tabby. Noter la base des poils qui est gris-blanchatre,
suivie d'une longue bande de phéomélanine dorée a rousse puis I'extrémité des poils qui est noire.
B. Répartition schématique des pigments dans les poils d'un chat sunshine tabby.
(Photographie : Marie Abitbol ; dessin personnel)
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Figure 50 : Sibérien brown tabby avec et sans modification sunshine
A. Sibérien sunshine tabby — femelle adulte. Remarquez les marques tabby éclaircies et I'aspect trés
doré de I'ensemble. B. Sibérien brown tabby et blanc non sunshine — méale adulte. Notez les marques
tabby foncées, le cuir de la truffe rouge brique et son liseré noir.
(Photographies : Ghislaine Cabos)
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Dans la figure 51 sont présentées les caractéristiques faciales du sunshine. Le contour
de la bouche et du nez étaient blancs, avec un triangle éclairci au-dessus de la truffe. La truffe
était rose, sans liseré. On observait le marquage en « M » sur le front (fig.51).

Figure 51 : Caractéristiques faciales de la modification sunshine
A. Sibérien brown sunshine tabby — femelle adulte (Photographie : Eleonora Ruggiero). B. Sibérien
brown tabby non sunshine — méle adulte (Photographie : Pascal Degory).
Notez la large zone éclaircie sous le menton et autour du nez, le triangle au-dessus du nez, la truffe
rose sans liseré chez le chat en A.

La figure 52 présente un chat sunshine et permet d'apprécier la pigmentation noire du bout
de la queue, des coussinets et poils les entourant.
——

Figure 52 : Sibérien brown sunshine tabby adulte
(Photographie : Alyse Brisson)
Cette photo permet d’apercevoir les coussinets noirs, ainsi que les poils qui les entourent, eux aussi
noirs.
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Bien que la couleur de la truffe semblait étre en général un rose franc et sans contour, nous
avons observé des chats Sibérien sunshine possédant un trés léger liseré autour du nez, se
cantonnant a la bordure des ailes des celui-ci (fig.53).

Figure 53 : Sibérien brown sunshine tabby et blanc, male adulte
(Photographie : Eleonora Ruggiero)
Notez le trés Iéger marquage sombre sur l'aile du nez. La truffe est rose.

Nous avons observé que la modification sunshine était évolutive (fig.54), la couleur de
pelage du chat s'éclaircissant lorsqu'il passait du stade chaton a adulte et que cette modification
persistait a I'age adulte, en étant stable.

B

Figure 54 : Evolution de la modification sunhine chez le chat brown tabby
(Photographies : Eleonora Ruggiero)
A. Deux chatons brown sunshine tabby (a droite) 4gés de trois semaines, avec leur mere. Notez les
marques tabby noires. B. Chaton & deux mois (méme chaton que le deuxiéme en partant de la droite
sur la photo A). Notez I'éclaircissement des marques tabby trés net sur la face et le bout de la queue
noir.
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En résumé, nous avons défini la modification sunshine, sur une base brown tabby, ainsi :

- couleur évolutive, pour laquelle le noir du marquage tabby s’éclaircit progressivement,
avec persistance de la couleur plus foncée au niveau de I'extrémité de la queue, de la ligne du
dos et de la face palmaire/plantaire des membres ;

- décoloration blanche autour de la truffe et de la bouche, s’étendant généralement au
plastron ;

- présence d’un triangle éclairci au-dessus de la truffe ;

- truffe rose, sans liseré eumélanique ou avec liseré trés peu marqué persistant uniquement
sur les ailes du nez ;

- coussinets noirs.

Remarque : n‘ayant pas observé la modification sunshine sur la base blue tabby, nous ne la
décrirons pas.

2. Couleurs dérivées du sunshine

a. Modification sunshine sur une base silver tabby, aussi appelée bimétal
Nous avons observé des chats black silver tabby présentant la modification sunshine.

. Couleur des poils : pour rappel, le patron black silver tabby, présente un éclaircissement
(blanchiment) de la phéomélanine de la base du poil et de la bande subapicale des poils agoutis.
La couleur black silver sunshine tabby semblait la encore évolutive. On a observé une division
dorso-ventrale de la coloration chez les chats silver sunshine, avec une couleur abricot rappelant
le sunshine traditionnel au niveau du ventre et des membres, et un éclaircissement silver du
patron au niveau de la ligne du dos, commengant entre les deux oreilles et s’étendant jusqu’au
bout de la queue (fig.55 a 57).

Chez les chats sunshine silver, les poils agoutis (formant le fond de robe) étaient globalement
divisés en deux catégories, ceux de la région ventrale présentaient une pigmentation tres
éclaircie (base blanche et pointe noire peu étendue et peu marquée), et ceux de la région dorsale
présentaient une répartition entre eumélanine et phéomélanine modifiée : I'eumélanine était
repoussée a la pointe du poil comme chez les chats brown sunshine tabby et la phéomélanine
ayant subi la dilution liée & I (alléle inhibition, locus I) apparaissait blanche-grise a transparente.
Les poils non-agoutis (marquages tabby) présentaient une apparence similaire a celle des poils
non-agouti des chats brown sunshine tabby mais avec une phéomélanine plus jaune que rousse-
dorée (fig. 57 et 58). La délimitation entre les deux catégories de poils (région dorsale et région
ventrale) n'était pas exclusive. Certains chats possédaient les deux catégories de poils sur le dos
et les flancs.

Le pourtour du nez et de la bouche était blanc. Le dessous des membres était foncé.

. Couleur du nez : il était rose, sans liseré (fig.55 et 56).

. Couleur des veux : ils étaient généralement jaunes a verts (fig.55 et 56).

. Couleur des coussinets : ils étaient noirs.
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Figure 55 : Sibérien black sunshine silver tabby, femelle adulte
(Photographie : Eleonora Ruggiero)
Notez les yeux verts, la partie dorsale silver tabby, la queue noire et la partie ventrale abricot.

Figure 56 : Sibérien black sunshine silver tabby, jeune femelle
(Photographie : Eleonora Ruggiero)
Notez la truffe rose et sans liseré, les yeux jaunes, la partie ventrale du chat avec des marques tabby
abricot, et le silver tabby sur le front.
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Figure 57 : Photographies de poils d'un chat black sunshine silver tabby
A gauche sont présentés des poils de la région ventrale du chat : noter la base blanchéatre, puis une
bande de phéomélanine jaune péle a dorée et enfin une pointe noire.

A droite sont présentés des poils de la région dorsale : noter que la quasi-totalité de la longueur des
poils est blanchéatre (comme un poil silver) avec une pointe noire. Seul le poil de droite présente une
pointe noire tres réduite et une coloration jaune sous cette pointe noire.
(Photographie : Marie Abitbol)

Face dorsale Face ventrale

Poil agouti Poil non-agouti Poil agouti Poil non-agouti

Figure 58 : Répartition schématique des pigments dans les différents types de poils observés
chez un chat black sunshine silver tabby (dessin personnel)
La représentation est schématique. Sur le dos et les flancs des chats sunshine silver tabby, des poils
des quatre catégories ont été observés. Sur le ventre étaient plutdt présents les poils dits «face
ventrale».
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Remarque : n'ayant pas observé la modification sunshine sur la base blue silver tabby, nous
ne la décrirons pas.

b. Modification sunshine sur le patron colourpoint, Sibérien de variété Neva masquerade
La variété Neva masquerade correspond a la présence du patron colourpoint.

. Couleur des poils : la base de la robe est blanc ivoire, sauf au niveau de la face et des
extrémités (bout de la queue et des membres) qui conservent un patron sunshine tabby ou
sunshine silver tabby.

Nous avons observé que le pourtour du nez et de la bouche étaient blancs, avec triangle
éclairci au-dessus du nez. Nous avons observé des poils fonces au niveau du plumeau de la
queue et en face palmaire/plantaire des membres (fig. 59 et 60).

. Couleur du nez : il était rose, sans liseré (fig. 59 et 60).

. Couleur des yeux : ils étaient du bleu caractéristique des chats colourpoint (fig. 59 et 60).

. Couleur des coussinets : ils étaient noirs.

Figure 59 : Sibérien sunshine Neva masquerade, male adulte
(Photographie fournie par le club de race du Sibérien CASib)
Notez la coloration restreinte aux extrémités du chat et les yeux bleus (patron colourpoint), le triangle
blanc au-dessus du nez, le cuir du nez rose et sans liseré (modification sunshine)

Il s’agit de chats colourpoint, dont la base serait alors un sunshine (ou un bimétal, bien que
la distinction sur un chat colourpoint soit particulierement complexe a faire). Cette couleur est
sous I’influence du locus C (génotype c®/cS, voir partie 1, paragraphe 1.C.3.), donnant ce qui est
communément appelé chez le Sibérien un patron Neva masquerade.
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Figure 60 : Sibérien sunshine (et probablement silver) Neva masquerade, méale adulte
(Photographie fournie par le club de race du Sibérien CASib)
Notez la coloration restreinte aux extrémités du chat et les yeux bleus (patron colourpoint), le triangle
blanc au-dessus du nez, le cuir du nez rose et sans liseré (modification sunshine) et la couleur générale
du chat trés blanche.

Remarque : n'ayant pas observe la modification sunshine sur la base blue point tabby, avec
ou sans silver, nous ne la décrirons pas.

B. Etude généalogique et determinisme génétique

1. Etude généalogique

Nous avons remonté les généalogies de certains chats de I'étude, afin d'apprécier la
transmission de la modification sunshine dans les pedigrees.

Nous présenterons ici le cas de la femelle Sibérien brown sunshine tabby ayant servi au
séquencage de génome entier (fig.61).

T\ IS
Figure 61 : Sibérien brown sunshine tabby femelle a cing mois
(Photographie : Ghislaine Cabos)
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Elle possédait la modification de couleur caractéristique du sunshine. Elle a été enregistrée
comme brown spotted tabby (golden). Ses deux parents ont été déclarés de couleur brown tabby,
sans golden. On a retrouvé, a la génération précédente, deux chats enregistrés en brown tabby
(golden), un de chaque co6té de 1’ascendance.

La figure 62 représente 1’arbre généalogique particl de cette femelle,

transmission du sunshine dans son pedigree.
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0

Eger

Onix

0

Hisey
Onix

Gloria
LS

] 5

Buplik Angelur
Slagkoe Shalunya
Pyatnis hko

Ideal
Sladko

Germiona
o Q ] O
Angelur
Aramis Vesta Prince Fanny
Onix Valenvic Tigra of White
Gloria Marcell Rayen
Q
Angelur
Marusya
Komandor Vangssa
Sibaris of White
Rai/en

Pyatnyshko $

Angelur
Zenglah

Camella
for
Slavicat

!

Izhica
for
Slavicat

Figure 62 : Arbre généalogique partiel de la femelle brown sunshine tabby dont le génome a

été séquencé

Les carrés représentent les males, les ronds les femelles ; ’all¢le responsable du sunshine est
représenté en jaune clair. Un chat sunshine est supposé homozygote pour cet allele sous I'hypothese
d'un mode de transmission autosomique récessif du sunshine (symbole complétement jaune), tandis

que les porteurs (symbole a moitié jaune) seraient hétérozygotes. Les points d'interrogation

représentent les chats de statut inconnu pour le sunshine.

L’arbre généalogique complet de la femelle a été tracé, afin de mettre en évidence les
individus « de fondation », qui représentent les premiers individus a avoir présenté le phénotype
sunshine ou transmis celui-ci. Cet arbre complet est représenté en figure 63.
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Figure 63 : Arbre généalogique de la femelle dont le génome a été séquenceé
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Légende figure 63 : Les carrés représentent les males, les ronds les femelles ; 1’alléle responsable du
sunshine est représenté en jaune clair. Un chat sunshine est supposé homozygote pour cet alléle sous
I'nypothese d'un mode de transmission autosomique récessif du sunshine (symbole complétement
jaune), tandis que les porteurs (symbole @ moitié jaune) seraient hétérozygotes. Les points
d'interrogation représentent les chats de statut inconnu pour le sunshine. Les individus avec un point
au centre de leur symbole étaient silver.

Plusieurs individus de fondations ont été identifiés.

Parmi eux, nous avons identifié Indiana Abakan. Enregistrée en « ny » dans la base de
données de pedigrees Pawpeds (https://pawpeds.com/), soit golden, elle a cependant été
enregistrée en «n» sur la plupart des autres pedigrees, dont la base de données SibCat
(http://tree.sibcat.info), soit un brown tabby traditionnel. Malheureusement, la seule photo que
nous possedions d’elle était floue et mal exposée et permettait peu de distinguer sa couleur
exacte. Il apparaissait qu’elle possedait un ton tres clair, presque sunshine, mais avec un liseré
assez marqueé autour du nez.

Malgré cette incertitude quant a sa couleur, sa portée avec Unique Onix Gloria, un chat uni
noir, a mené a la naissance de deux chatons enregistrés comme golden (et possédant, au vu des
photos, un léger liseré noir autour du nez) : Losana Itamkhash de Germinal et Leopoldina
Itamkhash de Germinal (non représentée sur 1’arbre généalogique).

D’autres de ses descendants ont permis de conforter la présence du sunshine, notamment a
travers de nombreux porteurs hétérozygotes (ayant donné naissance a des chats sunshine),
comme Gelios Onix Gloria.

Un autre individu qui pouvait étre considérée comme de fondation, était Kusma Litvik.
Indéniablement sunshine d’aprés les photos existantes, on retrouvait a la fois Unique Onyx
Gloria et Indiana Abakan dans ses ancétres coté paternel. La provenance de 1’alléle du sunshine
du coté maternel a été difficile a déterminer, au vu du manque d’informations sur les chats qui
en constituaient I’arbre. Kusma Litvik et Indiana Abakan ont de plus eu une portée ensemble,
donnant naissance a Wonder-Gold Itamkhash de Germinal et Wasiliy-Gold Itamkhash de
Germinal (non représenté sur ’arbre généalogique), deux chats enregistrés comme golden. La
photo de Wonder-Gold montrait un chat effectivement sunshine, bien que possédant encore un
trés 1éger liseré autour du nez.

Une autre femelle de fondation nous a semblé étre Murashka. Bien que ne possédant aucune
photo pour le confirmer, elle a été enregistrée comme « ny », donc golden. Cependant sa fille
Bukashka, elle aussi enregistrée golden, semblait plutot étre d’un brown tabby trés éclairci,
avec une légere décoloration du nez mais un liseré marron persistant.

Enfin un dernier individu de fondation possible était Ivolga Eukharis. Il s’agissait d’une
femelle Sibérien enregistrée dans Pawpeds en « ny », dont les parents étaient pour 1’un silver,
et pour 1’autre tortie (écaille de tortue). Aucune photo d’elle n'a €té trouvée.

Afin d'étudier la transmission du sunshine nous avons sélectionné les animaux dont le
sunshine était confirmé, et analysé ensuite le mode de transmission de la couleur au sein de leur
famille.

Un bon exemple était constitué par les diverses portées de Tiger Onix Gloria (sunshine
confirmeé sur photographie) et Anastasia Zhemchuzhina Rossi (également sunshine confirmée).
Toute leur descendance, soit treize chats, a éte enregistrée en « ny » dans Pawpeds. Seuls cing
chats sont représentés sur 1’arbre généalogique en figure 64, dont le sunshine a été confirmé sur
photographie. La figure 64 illustre une transmission qui semble compatible avec un mode de
transmission autosomique récessif pour le sunshine.

Ainsi, tous les individus nés de deux parents sunshine étaient tous sunshine. Les individus nés
d’un croisement entre un porteur et un sunshine étaient soit sunshine, soit non sunshine. Quant
aux individus nés de deux parents porteurs ils étaient soit sunshine soit non sunshine.
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Figure 64 : Arbre généalogique illustrant la transmission récessive du sunshine sur plusieurs
générations
Les carres représentent les males, les ronds les femelles ; 1’all¢le responsable du sunshine est
représenté en jaune clair. Un chat sunshine est supposé homozygote pour cet alléle sous I'hypothése
d'un mode de transmission autosomique récessif du sunshine (symbole completement jaune), tandis
que les porteurs (symbole a moitié jaune) seraient hétérozygotes. Les points d'interrogation
représentent les chats de statut inconnu pour le sunshine.

L'hypothése d'un mode de transmission autosomique récessif pour le sunshine était en accord
avec tous les arbres genéalogiques des animaux sunshine inclus dans notre étude (non présentés
ici). Outre la transmission récessive du sunshine, tous ces chats avaient en commun, au moins
chez I’un de leurs ancétres, la présence de I’un des individus identifiés comme « de fondation »
avec notamment une partie des chats avec I'affixe Onix Gloria dans leurs lignées.
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En ce qui concerne le sunshine associé au silver (ou bimétal), son développement semblait
récent. Nous avons en particulier identifié¢ que divers mariages de Kusma Litvik, ’'un avec Viola
Sarji, I’autre avec Izuminka Onix Gloria, deux chattes silver, avaient donnés naissances a des
chats enregistrés comme silver, mais présentant en partie ventrale des poils doreés, rappelant le
bimétal (fig.65).
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Figure 65 : Arbre généalogique des premiers bimétal supposés

Les carrés représentent les males, les ronds les femelles ; 1’all¢le responsable du sunshine est
représenté en jaune clair. Un chat sunshine est supposé homozygote pour cet allele sous I'hypothese
d'un mode de transmission autosomique récessif du sunshine (symbole complétement jaune), tandis

que les porteurs (symbole a moitié jaune) seraient hétérozygotes. Les points d'interrogation
représentent les chats de statut inconnu pour le sunshine. Les individus avec un point au centre de leur
symbole étaient silver. Les chats silver avec des marques dorées en région ventrale (possibles
bimétals) sont représentés en bleu.
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Des arbres de chats bimétals dont la couleur a été confirmée sur photographie ont ensuite été
analysés, pour vérifier qu’on obtenait bien une transmission dominante pour le silver (la
présence d’un all¢le | suffisant a obtenir du silver, voir partie bibliographique) et récessive pour
le sunshine. L un de ces arbres est représenté en figure 66.
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Figure 66 : Exemple d’un arbre généalogique d’un chat bimétal
Les carrés représentent les males, les ronds les femelles ; 1’alléle responsable du sunshine est
représenté en jaune clair. Un chat sunshine est supposé homozygote pour cet allele sous I'hypothese
d'un mode de transmission autosomique récessif du sunshine (symbole completement jaune), tandis
que les porteurs (symbole a moitié jaune) seraient hétérozygotes. Les points d'interrogation
représentent les chats de statut inconnu pour le sunshine. Les individus avec un point au centre de leur
symbole étaient silver. Les chats silver avec des marques dorées en région ventrale (bimétals) sont
représentés en bleu. L’individu représenté en cyan est d’une couleur inscrite « ay », soit bleu golden.
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Nous avons constaté que les arbres étaient compatibles avec une transmission autosomique
dominante de la modification silver et une transmission autosomique récessive du sunshine.

En conclusion, les données des arbres généalogiques étaient compatibles avec un mode de

transmission autosomique récessif pour le sunshine, et il semblait que le sunshine associé a la
présence de silver donne la couleur sunshine silver, également appelée bimétal.

2. Analyse du mode de transmission

Nous avons analysé le mode de transmission de la modification sunshine a l'aide des
documents de généalogie et de portées fournis par les éleveurs.

Les résultats sont récapitulés dans le tableau 1V.

Tableau IV : Portées analysées en fonction de la couleur des parents et des chatons

. Sexe des Chatons Chatons Chatons Chatons
Type de mariage chatons sunshine bimétal silver brown
Sunshine x 23 males
bimétal 15 femelles . 2l 0 0
Sunshme X 4 males 9 0 0 0
sunshine 5 femelles
Bimétal xns | 2 Males 0 0 6 0
1 femelle
Sunshine x ns 16 males 6 1 2 21
7 femelles
Ns x ns 8 males 5 2 2 7
8 femelles

Légende : Ns = non sunshine = brown ou blue tabby, noir ou bleu, silver ou smoke

Nous avons regroupé les chats sunshine et bimétal (= sunshine et silver) et séparé les
différents types de mariages. Nous avons comparé les proportions observées et attendues, sous
I'nypothése d'un mode de transmission autosomique récessif, a I'aide d'un test du Chi2 (avec
correction de Yates si nécessaire). Les résultats sont présentés dans le tableau V.

Tableau V : Analyse statistique des portées

. Nombre de Chatons Chatons non Chi2
Type de mariage chatons sunshine sunshine
Sunshine x sunshine 47 47 0
Proportl_ons , atte_ndues (modele 47 47 0 -
autosomique récessif)
Sunshine X ns sans chaton sunshine 23 0 23
Proportl_ons , attepdues (modéle 23 0 23 -
autosomique récessif)
Sunshine X ns avec chaton sunshine 13 7 6 p-value = 0,84
Proportions  attendues  (modéle non significatif
. L 13 6,5 6,5
autosomique recessif)
Ns x ns avec chaton sunshine 16 7 9 p-value = 0,46
Proportions  attendues  (modéle non significatif
. . . 16 4 12
autosomique récessif)

Légende : Ns = non sunshine = brown ou blue tabby, noir ou bleu, silver ou smoke
Sunshine = sunshine et sunshine silver
Les proportions attendues sont indiquées sous I'hypothése d'un mode de transmission autosomique récessif.
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L’analyse statistique des résultats des accouplements était en accord avec un mode de
transmission autosomique récessif pour la modification sunshine du chat Sibérien.

C. Etude moléculaire

1. Analyse du séquencage de génome entier

Le génome entier d'un chat sunshine a été séquence par le laboratoire GATC
(https://www.eurofinsgenomics.eu/en/custom-dna-sequencing/gatc-services/). Les séquences
brutes ont été alignées sur le génome de référence du chat (Felis_catus 8.0, www.ensembl.org)
par GATC et les variants génomiques de type SNP et INDEL ont été identifiés. GATC a ainsi
fourni le tableau des variants différant entre notre chat séquencé et le génome de référence
(Felis_catus 8.0).

Nous avons extrait les variants homozygotes présents chez le chat séquencé et le
différenciant du génome de référence. Les données ont ensuite été comparees avec la liste de
nos génes candidats (voir partie IV. D. de I'étude bibliographique) et des genes de pigmentation
publiée en 2019 (Baxter et al., 2019), afin de sélectionner les variants pouvant affecter la
pigmentation.

a. Variants présents a I'état homozygote dans un géne candidat

Nous avons cherché les variants siégeant dans la liste de nos genes candidats, ainsi que leur
possible impact au niveau phénotypique. Nous nous sommes restreints aux variants présents
dans la séquence codante des génes (exons) et dans les sites conserves d'épissage. De plus, nous
n'avons considéré que les variants non synonymes des exons.

En cas de gene pouvant posséder plusieurs noms (comme Agouti/ASIP), le site Ensembl
(www.ensembl.org) a été utilisé, nous permettant d’obtenir le code universel du gene pour
faciliter les recherches.

. Gene candidat CORIN

Ce gene a été identifié sur le chromosome B1 félin (www.ensembl.org).

Nous avons identifié deux SNP non synonymes dans CORIN, d’impact faible a fort prédit
par Polyphen et PROVEAN (tab.VI1) : une thymine remplagcant une cytosine en position
166234440, le codon CGC devenant un TGC engendrant le remplacement d’une arginine par
une cystéine, en position 795 (R795C) ; et une adénine remplagcant une guanine position
166261374, le codon ATG devenant un ATA engendrant le remplacement d’une méthionine
par une isoleucine, en position 1037 dans la protéine (M10371).

Tableau VI : variants homozygotes non synonymes identifiés dans le géne candidat

CORIN
Variant Chr Position Référence | Chat Modification | Impact Impact
séquencé | predite PolyPhen- | PROVEAN
2
€.2383C>T B1 166234440 | C T/T R795C Bénin Délétere
c.3111G>A Bl 166261374 | G A/A M1037I Bénin Neutre

La nomenclature des variants est présentée d'apres le HGNC (Hugo Gene Nomenclature Comittee,
https://www.genenames.org/). Chr : chromosome. La position est présentée d'aprés le génome de référence
Felis_catus 8.0.
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. Gene candidat SLC24A5

Ce gene a été situé sur le chromosome B3.

Nous avons identifie un SNP non-synonyme dans SLC24A5, d’impact faible (prédictions
Polyphen-2 = bénin et PROVEAN = neutre) : une guanine remplagant une cytosine en position
55888135, le codon GGA devenant un GCA et engendrant le remplacement d’une glycine par
une alanine, en position 180 dans la protéine.

Nous n'avons identifié aucun autre INDEL ou SNP non-synonyme ou affectant un site
d'épissage dans les genes candidats dont nous avions dressé la liste pour le phénotype sunshine
(voir partie V. D. de I'étude bibliographique).

b. Variants présents a I'état homozygote dans des genes de pigmentation autres

Nous avons identifié plusieurs variants SNP dans des génes de pigmentation et présents a
I'état homozygote dans le génome du chat sunshine séquencé. lls sont présentés en annexe 5.

2. Etude d’association

Nous avons génotypé 25 chats Sibérien sunshine et contrdles a lI'aide de la puce a marqueurs
SNP. Le détail des chats génotypés est présenté dans le tableau VII.

Tableau V11 : Liste des chats génotypés sur puce

Chat | Couleur Groupe | Remarque
S1 Brown sunshine tabby | Sunshine
S2 Brown sunshine tabby | Sunshine

B1 Bimétal Sunshine
B2 Bimétal Sunshine
S3 Brown sunshine tabby | Sunshine
B3 Bimétal Sunshine

S4 Brown sunshine tabby | Sunshine
S5 | Brown golden tabby | Sunshine | Atypique (tres roux)
S6 Brown sunshine tabby | Sunshine
S7 Brown sunshine tabby | Sunshine
S8 Brown sunshine tabby | Sunshine
B4 | Bimétal Sunshine | Nez peu typique
C1 | Brown tabby Contréle
C2 | Brown tabby et blanc | Contréle
C3 | Brown tabby et blanc | Contréle
C4 | Brown tabby et blanc | Contréle | Issu de sunshine

C5 | Brown tabby Contréle
C6 | Brown tabby et blanc | Contréle | Issu de sunshine
C7 | Blue cream tortie Contrdle
C8 | Brown tabby Contréle
C9 | Black silver tabby Contréle
C10 | Brown tabby Contréle
C11 | Brown tabby Contréle
C12 | Brown tabby Contréle
C13 | Brown tabby Contréle
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types des 13 chats du groupe contr6le, sans appliquer de modeéle particulier

et sans correction pour les tests multiples. Les résultats sont présentés dans la figure 67.

7

7

Nous avons analysé les génotypes a l'aide du logiciel PLINK, en effectuant une étude
comparés aux géno

d'association. Dans un premier temps, les génotypes des 12 chats du groupe sunshine ont été

-logio(p-value)

Al A2 A3 Bl B2 B3 B4 C1 C2 D1 D2 D3D4EL1E2E3F1F2 UN
Chromosomes

Figure 67 : Manhattan plot de I'étude d'association chez les 25 chats Sibérien
En abscisse sont représentés les chromosomes félins, avec UN = unknown (inconnu). En ordonnées sont
représentée les p-value de I'étude d'association entre le caractére sunshine et chaque SNP, sans correction
pour les tests multiples. Chaque point représente un marqueur SNP. Les marqueurs sont représentés en
fonction de leur position sur chaque chromosome, d'aprés le génome de référence Felis_catus 6.2.
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Nous avons identifié quelques marqueurs dépassant une p-value non corrigée de 10 sur le
chromosome A2, le chromosome B1 et parmi les chromosomes non assignés a un chromosome
(UN).

Nous avons analysé le tableau des résultats individuels des SNP présentant les plus fortes p-
values, avant et apres correction de Bonferroni pour les tests multiples (tab.V1I1).

Tableau VIII : Résultats de I'étude d'association, avant et aprés correction de
Bonferroni, pour les 20 marqueurs présentant les p-values les plus significatives

Chr SNP p-value non corrigée p-value Bonferroni
A2 | chrA2.213229082 2,037x10° 1
B1 | chrB1.190190050 3,467x10° 1
UN | chrUn13.9964347 5,161x10° 1
UN | chrUn8.13335617 5,651x10° 1
UN | chrUn13.9586940 0,0001027 1
Bl | chrB1.27123912 0,0001502 1
E2 | chrE2.50376100 0,0001764 1
Bl | chrB1.188241628 0,0001834 1
UN | chrUn13.12344998 0,0001834 1
F2 | chrF2.46274570 0,0002015 1
D2 | chrD2.77878487 0,0002015 1
X chrX.11164970 0,0002337 1
Al | chrAl1.233053939 0,0002411 1
UN | chrUn13.10512914 0,0003086 1
UN | chrUn13.8864847 0,0003108 1
UN | chrUn13.12073551 0,0003108 1
X chrX.12753921 0,0003401 1
Cl | chrC1.115852335 0,0003532 1
D1 | chrD1.17425830 0,0004835 1
A2 | chrA2.226725985 0,0004835 1

Légende. Chr : chromosome

Nous avons constaté qu'aucun SNP ne présentait une p-value significative apres correction
de Bonferroni.

Nous avons remarqué que six SNP parmi les SNP avec les meilleures p-values étaient non
assignés a un chromosome (UN) et étaient assignés a un méme segment d'/ADN appelé UN13.
Un septieme SNP était assigné au segment UNS.

La puce a marqueurs SNP a été développée a partir de la sequence de référence féline
Felis_catus 6.2 publiée en 2013 (www.ensembl.org). Depuis, deux nouveaux assemblages et
annotation ont été publiés : Felis_catus 8.0 et Felis_catus 9.0 (www.ensembl.org).

Nous avons cherché la position des marqueurs SNP assignés aux segments chromosomiques
UNB8 et UN13 dans la derniére version du genome félin Felis_catus 9.0, a lI'aide de l'utilitaire
BLAST. Les résultats sont présentés dans le tableau IX.
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Tableau IX. Résultats de I'étude d'association, avant et aprés correction de Bonferroni,
pour les 20 marqueurs présentant les p-values les plus significatives, aprés réassignation
sur le génome de référence Felis_catus 9.0

Chr SNP Position dans | Chr | Position dans p-value p-value
6.2 6.2 9.0 9.0 non Bonferroni
corrigée
A2 chrA2.213229082 213229082 A2 - 2,037x10° 1
Bl chrB1.190190050 190190050 Bl 166236605 3,467x10° 1
UN | chrUn13.9964347 inconnue Bl 170916548 5,161x10° 1
UN | chrUn8.13335617 inconnue B1 167763890 5,651x10° 1
UN | chrUn13.9586940 inconnue Bl 171308832 0,0001027 1
Bl chrB1.27123912 27123912 Bl 27123912 0,0001502 1
E2 chrE2.50376100 50376100 E2 - 0,0001764 1
B1 chrB1.188241628 188241628 Bl 167852412 0,0001834 1
UN chrun13.12344998 inconnue Bl 168325362 0,0001834 1
F2 chrF2.46274570 46274570 F2 - 0,0002015 1
D2 chrD2.77878487 77878487 D2 - 0,0002015 1
X chrX.11164970 11164970 X - 0,0002337 1
Al chrA1.233053939 233053939 Al - 0,0002411 1
UN | chrUn13.10512914 inconnue Bl 170347423 0,0003086 1
UN | chrUn13.8864847 inconnue B1 172047936 0,0003108 1
UN chrun13.12073551 inconnue Bl 168732779 0,0003108 1
X chrX.12753921 12753921 X - 0,0003401 1
C1 chrC1.115852335 115852335 C1 - 0,0003532 1
D1 chrD1.17425830 17425830 D1 - 0,0004835 1
A2 chrA2.226725985 226725985 A2 - 0,0004835 1

Chr 6.2 : chromosome du génome de référence 6.2. Chr 9.0 : chromosome du génome de référence 9.0. Les tirets
indiquent des positions non recherchées dans 9.0 et laissées assignées a 6.2.

Nous avons ainsi mis en évidence que les sept SNP non assignés dans le génome de référence
6.2 étaient situés sur le chromosome B1 dans le genome de référence 9.0.
Nous avons corrigé les positions et refait le Manhattan plot avec les positions corrigées.

Le Manhattan Plot obtenu apres cette réassignation est présenté en figure 68.
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Figure 68 : Manhattan plot de I'étude d'association chez les 25 chats Sibérien, apres réassignation de
certains SNP
En abscisse sont représentés les chromosomes félins, avec UN = unknown (inconnu). En ordonnées sont
représentée les p-value de I'étude d'association entre le caractére sunshine et chaque SNP, sans correction pour les
tests multiples. Chaque point représente un marqueur SNP. Les marqueurs sont représentés en fonction de leur
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Le Manhattan plot montrait un pic de marqueurs SNP associés au caractere sunshine, situés
dans la méme région (pic) du chromosome B1. Le marqueur le plus associé (p-value non
corrigée = 2,037x10°) était situé sur le chromosome A2. Le deuxiéme SNP le plus associé était
situé sur le chromosome B1 (p-value non corrigée = 3,467x107°) en position 166236605.

Dans cette région, était situé le gene CORIN, entre les position 167578182 et 167835768
(séquence codante de CORIN d'apres www.ensembl.org, génome de référence Felis_catus 9.0).

3. Etude d’homozygotie

Nous avons effectué une analyse manuelle des génotypes des chats du groupe sunshine afin
d'identifier des régions homozygotes partagées entre ces chats, compte tenu du mode de
transmission autosomique récessif du caractére sunshine. Puis nous avons affiné la recherche
pour identifier les régions homozygotes partagées entre les chats sunshine mais non partagees
par les chats contr6les. Nous avons identifié une unique région, située sur le chromosome B1.
Le résultat de I'analyse pour une portion du chromosome B1 est présentée en figure 69.
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Figure 69 : Région homozygote partagée par les chats sunshine, une fois les marqueurs réassignés
Chr : chromosome. Les positions des SNP sont indiquées dans les génomes de référence 6.2 et 9.0. Les chats du groupe sunshine sont présentés en
rouge (S1 a S8 et B1 a B4). Les chats du groupe contrdle sont présentés en vert (C1 a C13). Le surlignage rouge indique un génotype homozygote.
Le surlignage vert indigue un génotype hétérozygote.
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Sur le chromosome BI1, une zone d’homozygotie a été trouvée, partagée par les chats
sunshine, mais pas par les chats contréles. Cette région s'étendait de la position 158631490 a la
position 202478307. Cette région contenait de nombreux génes (présentés en annexe 6), dont
le gene candidat CORIN.

4., Etude du variant candidat retenu

A l'issue de l'analyse du séquencage entier du génome d'un chat sunshine et de I'analyse
combinée d'association et de cartographie d'homozygotie, nous avons retenu le variant
€.2383C>T de CORIN comme variant candidat pour la mutation responsable du phénotype
sunshine.

Nous avons génotypé un panel de 157 chats sunshine et contréles, de différentes races, pour
ce variant. Les résultats sont présentés dans le tableau X.

Tableau X. Génotypes des chats pour le variant ¢.2383C>T de CORIN

Génotype
Race et couleur c/Cc cIT TIT Nombre
Sibérien sunshine tabby 0 0 27 27
Sibérien bimétal (sunshine silver) 0 9 7 16
Sibérien sunshine tabby point (silver inclus) 0 1* 6 7
Sibérien goldenSib# 0 0 2 2
Sibérien contrdle tabby 7 26 0 33
Sibérien contrdle non-agouti (unis) 2 0 1x* 3
DSH 18 0 0 18
Maine coon 2 0 0 2
Sphynx 3 0 0 3
Sacré de Birmanie 1 0 0 1
Nebelung 3 0 0 3
Persan 1 0 0 1
British 7 0 0 7
Devon rex 2 0 0 2
Kurilian bobtail 29 K 0 32
Total 75 39 43 157
Légende :

* chat blue sunshine tabby point ; ** chat black smoke et blanc ; *** chat golden (copal) tabby, chat
testé E*/e° pour I'allele copal

£ le patron goldenSib e été assimilé au patron sunshine dans notre étude. Pour plus de détails sur la
différence entre le goldenSib et le sunshine, voir la partie dicussion et la figure 74.

Les chats roux et créme ont été exclus de I'analyse (n = 7). Les chats présentant un phénotype
ressemblant au sunshine, mais qualifié d'extréme golden, ont été exclus de I'analyse (n = 3). Voir
partie discussion.

Nous avons observé que les chats sunshine et goldenSib (voir partie discussion) étaient tous
homozygotes mutés pour le variant (n = 29). Nous avons observé que les chats bimétal (=
sunshine silver) étaient homozygotes mutés (n = 7) ou hétérozygotes (n = 9). Les chats
colourpoint sunshine étaient tous homozygotes pour le variant sauf un chat, a la robe bleue
sunshine tabby point, un patron de robe tres clair. Les chats Sibérien contrdles et tabby étaient
soient hétérozygotes, soit homozygotes sauvages pour le variant. Parmi les trois chats Sibérien
contréles et non-agoutis, deux chats étaient non porteurs du variant et un chat était homozygote
muté.
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Afin d'étudier I'impact potentiel du variant identifié sur la protéine CORIN, nous avons
effectué un alignement des séquences de CORIN chez différentes especes. L'alignement
complet est présenté en annexe 7. Nous avons observé que l'arginine 795 (R795) qui était
prédite remplacée par une cystéine (R795C) chez les chats sunshine, s'alignait avec une arginine
chez toutes les especes analysées sauf deux : le poulet et le cheval chez qui cette arginine était
remplacée par une histidine dans la protéine sauvage.

Dans CORIN, le remplacement de I'arginine 795 (position dans la protéine de chat) par une
histidine était prédit neutre par le logiciel de prédiction de I'impact des changements d'acides
aminés PROVEAN. En revanche, le remplacement de I'arginine 795 par une cystéine ou le
remplacement de I'histidine, a la méme position, par une cystéine, étaient prédits déléteres.
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IV. DISCUSSION

A. Emergence du sunshine

Bien que le sunshine existe depuis des années, la demande de reconnaissance de cette couleur
aupres des fedérations et livres des origines félins est récente. En effet, il avait d’abord été
supposé que le sunshine avait une origine similaire au golden chez le Persan (fig.70), & savoir
une mutation dominante du locus Wideband (Wb)*.

Figure 70 : Persan golden shaded (source : Takashi Hososhima)

L’apparition des chats bimétals a cependant remis en cause cette théorie. En effet, la
coexistence du silver (locus Inhibitor, allele I dominant) avec la mutation du locus Wb donne
du silver shaded ou du chinchilla, et la coexistence de poils golden et de poils silver est donc
impossible. 1l fallait trouver une autre explication a la coexistence du golden et du silver chez
le Sibérien, et donc a la couleur dorée du Sibérien.

* Remarque : I'existence d'un locus mendélien Wb et d'un alléle dominant Wb n'est pas
confirmée a ce jour. Il est possible que la modification golden (jaunissement du fond de robe)
soit indépendante de la modification shaded (supposée due a Wb), méme chez le Persan.

De plus, le golden (ou sunshine comme on I'appelle désormais) du Sibérien posséde des
caractéristiques propres, différant de celles du golden shaded du Persan. Les Sibérien golden
ont en effet une absence de liseré autour de la truffe et les marques tabby sont présentes mais
I'eumélanine perd son caractére foncé pour devenir brun-rouge. On n'observe pas cela chez le
chat black golden shaded ou I'eumélanine reste noire, mais ou la bande de phéomélanine des
poils agoutis est agrandie et les marques tabby effacées. De plus, les chats golden shaded ont
un liseré eumélanique autour de la truffe (fig.71).
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Figure 71 : Comparaison du golden shaded et du sunshine
A) Sibérien black sunshine tabby présentant des marques tabby rougeatres, sauf au niveau du bout
de la queue qui reste noir, une truffe rose et un effacement du liseré.
(Photographie : Yves Zalensky)
B) Persan black golden shaded présentant un effacement des marques tabby, une répartition
homogeéne d'une eumélanine noire dans le pelage et une truffe rouge brique avec un liseré marqué.
(Photographie : Cat Fancier Association (www.persianbc.org))

Parmi les éleveurs, la juge et éleveuse Eleonora Ruggiero fut dans les premiéres a compiler
des données sur les chats sunshine et bimétals, et a supposer qu’il s’agissait d’une nouvelle
mutation, sans doute récessive, qui n’avait rien a voir avec le golden shaded des autres races.

B. Définition phénotypique du sunshine

1. Sunshine et bimétal

Nous avons défini le sunshine comme étant une couleur avec une base de poils blond a
noisette et un marquage tabby noir a brun, évolutif, ayant tendance a 1’éclaircissement au fur et
a mesure de la croissance pour finalement donner du brun clair ou de 1’abricot. Les
caracteristiques les plus pertinentes pour la reconnaissance de la couleur étaient les traits
faciaux — nez rose, sans liseré ou avec un liseré tres discret, triangle éclairci au-dessus du nez,
et contour de la bouche blanc, ce blanc s’étendant généralement au plastron — et les extrémités
noires, qu’il s’agisse du dessous des pattes ou du bout de la queue.

La distinction entre un chat sunshine et un chat brown tabby était généralement aisée, de par
ces caractéristiques. En effet, un chat brown tabby avait le nez rouge brique, avec liseré, et le
pelage était plus fonce et non évolutif. En cas de doute, un préléevement de poils pourrait
permettre de faire la différence : en effet, nous avons observé que les poils sunshine présentaient
une extension de la bande de phéomélanine et que I'eumélanine était repoussée au bout du poil.
Ces poils étaient bien différents des poils agoutis et non-agoutis traditionnels (fig.72).
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Figure 72 : Représentation schématique de poils agoutis, non-agoutis et de poils sunshine
Notez I’eumélanine repoussée a la pointe pour les poils sunshine, qu’ils soient agoutis ou non

Un chat bimetal possédait un patron délimité en deux parties assez facilement
reconnaissables. 1l gardait en partie ventrale les caractéristiques du sunshine (bien que la base
du poil soit généralement relativement éclaircie par rapport au sunshine, avec un blond clair),
ainsi que les caracteéristiques faciales, comme le nez rose et le contour blanc. La partie dorsale
¢tait occupée par la modification silver, partant du front et s’étendant jusqu’au bout de la queue,
le pelage paraissant plus froid (gris argenté) au niveau dorsal qu'au niveau ventral. La encore,
bien que la couleur soit relativement caractéristique a 1’ceil nu, une analyse des poils pourrait
permettre de lever le doute quant a la couleur d'un chat.

S’il était relativement aisé de distinguer un chat sunshine d’un bimétal lorsqu’ils étaient
chatons ou jeunes chats, la difficulté apparaissait chez certains spécimens adultes de bimétal,
dont la longueur du poil et 1’évolution de la robe pouvaient parfois laisser penser qu’ils étaient
simplement sunshine. Les photographies de I’animal jeune étaient généralement suffisantes
pour faire la différence.

La distinction entre les robes sunshine, bimétal et brown tabby chez des chatons est illustrée en
figure 73.
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Figure 73 : Comparaison de chatons bimétal (sunshine silver), sunshine, et brown tabby
Notez notamment le nez rose et le contour de bouche blanc s’étendant au plastron chez les deux
chatons sunshine, ainsi que la couleur générale dorée. La dilution silver est visible sur le front du
chaton bimétal.
(Photographie : Silvia Perego)

2. Sunshine ou goldenSib

En 2018, Eleonora Ruggiero a fait la distinction entre le sunshine (contour du nez sans liseré,
nez rose, base des poils abricot/noisette clair) et ce qu’elle a ensuite appelé le goldenSib
(contour du nez marron, nez brique, base du poil noisette, fig.74). En effet, elle avait remarqué
la présence de chats qui n’étaient pas tout a fait sunshine, mais dont la couleur générale était
éclaircie par rapport a un brown tabby traditionnel, tout comme le sous poil (fig.75). Ces chats

gardaient cependant un liseré assez marqué autour du nez, principale caractéristique dont elle
s’est servie pour classer les chats.
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Figure 74 : Sibérien de couleur Figure 75 : Bases des poils de couleur
goldenSib noisette chez un Sibérien goldenSib
Notez le nez couleur brique du nez.
(Photographie : Eleonora Ruggiero)

Compte tenu de ce qu'elle avait observé comme transmission des deux couleurs dans les
pedigrees, elle avait ensuite supposé qu’il s’agissait de deux mutations récessives différentes
d'un méme gene, avec l'allele responsable du goldenSib qui serait dominant sur l'alléle
responsable du sunshine.

N’ayant nous-méme jamais observé de Sibérien goldenSib, et les deux chats décrits comme
goldenSib et génotypés pour le variant de CORIN que nous avons identifié étant homozygotes
mutés, comme les chats sunshine, nous avons plutét émis I'nypothése d’une sélection
progressive des chats sur la modification sunshine la plus marquée et donc la plus spectaculaire
visuellement. En effet, les premiers chats sunshine supposés présentaient eux aussi un liseré
foncé qui dépassait parfois les ailes du nez, bien que le nez tendait toujours vers le rose. Le
liseré aurait progressivement disparu chez les individus sunshine au fur et a mesure des
croisements.

Pour ce qui est de ’individu présenté en figure 74, il ne présentait pas tant un liseré qu’un
nez rouge brique. Sa base de poil était de plus trés éclaircie. Ce chat était homozygote muté
pour le variant de CORIN identifié, malgré son nez peu caracteristique.

3. Neva masquerade et sunshine

Une autre difficulté s’était posée pour les chats Neva masquerade. Leur patron colourpoint
repoussait toutes les couleurs aux extrémités du chat ou presque, et le peu de couleur qui restait
au niveau de la face, des membres et de la queue était généralement insuffisant pour déterminer,
sur photo, s’il s’agissait d’un chat réellement bimétal ou sunshine. Seule la truffe donnait une
bonne indication. De facon a ne pas faire d'erreur dans notre phénotypage, nous avons donc
exclu des analyses de cartographie les chats de variété Neva masquerade.

De plus, notons que la nuance entre sunshine et bimétal était également difficile a faire, les
marques faciales (triangle éclairci au-dessus du nez, papillon blanc autour de la bouche) et de
la queue (pointe noire) des deux couleurs étaient trés similaires. Chez certains chats, la couleur
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sur le front restait assez étendue pour apercevoir une plage de silver, en plus du sunshine au
niveau du nez, mais il s’agissait de cas rares.

Le génotypage pour le variant de CORIN de sept chats Neva masquerade décrits comme
sunshine a montré que six d'entre eux étaient homozygotes mutés et I'un d'entre eux était
hétérozygote. Ce chat hétérozygote présentait une robe décrite comme blue sunshine tabby
point. Il était donc dilué et d'une couleur tres pale. Nous avons supposé que la description de sa
couleur avait pu étre erronée, du fait de la dilution de la couleur de base et du faible marquage
de son liseré de nez du a la dilution du noir en bleu. Nous n‘avons pas pu observer de photos de
cet individu et aucun compte rendu de jugement d'exposition ne nous a été fourni pour attester
de la couleur de cet individu. Une observation directe des poils de ce chat permettra peut-étre
de trancher quant a son statut sunshine ou non.

4. Roux et sunshine

Dans notre cohorte de chats Sibérien nous avions sept chats roux et cremes, dont certains
avaient été décrits comme sunshine. De plus, certains de ces chats étaient également colourpoint
(variété Neva masquerade). Nous n'avons pas pu définir les caractéristiques de la modification
sunshine sur une base rousse ou créeme, la modification sunshine nous étant apparue quasi
impossible a distinguer sur un chat roux ou créme.

5. Aspect évolutif du sunshine

L’aspect évolutif de la robe peut sans doute s’expliquer par un mécanisme semblable a celui
proposé pour la modification ambre présente chez le Norvégien (Peterschmitt et al., 2009).
Nous avons donc supposé que les zones qui conservaient une pigmentation noire étaient celles
qui muaient le moins (la ligne du dos, la queue et les pattes notamment), tandis que les autres
zones étaient soumises & une régulation de la production d’eumélanine par CORIN et son variant
¢.2383C>T, apres la naissance, amenant a des poils dont la pointe eumélanique était encore
présente, mais de plus en plus repoussée au bout du poil, donnant cette impression de couleur
éclaircie.

C. Génotypage et cartographie du locus du sunshine

1. Etude d'association et cartographie d'homozygotie

L’étude d’association et la cartographie d’homozygotie permettent toutes les deux de
déterminer des régions du génome susceptibles d’héberger la mutation causale pour une
maladie ou un phénotype d'intérét. Bien qu’en pratique, les deux soient complémentaires, elles
possédent toutes les deux des avantages et des inconvénients.

L’étude d’association se base sur la proximité entre marqueur et mutation causale pour
déterminer sur quel chromosome, et a quel niveau de celui-ci, la mutation peut étre située. Si
un marqueur est fortement associé a un caractere (le phénotype sunshine, dans notre cas), alors
la mutation causale est probablement située proche de ce marqueur.

Une ¢étude d’association a I’avantage de nécessiter bien moins de cas que d’autres méthodes
employées historiqguement, comme par exemple I'analyse de liaison. De plus, si le caractére est
récessif (comme ¢’était le cas pour le sunshine), et qu’il a été fortement sélectionné, notamment
par une consanguinité importante, la taille des populations échantillonnées peut étre réduite, et
permettre malgré tout un résultat concluant.
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Cependant, il y a nécessité que le caractere ou la maladie pour laquelle la mutation est
recherchée soit correctement défini, avec une classification des individus non ambigte. 11 s’agit
d’une des raisons pour lesquelles nous avons fait revérifier notre classement phénotypique des
chats par des éleveurs et juges, suspectant que nos groupes de couleurs pouvaient avoir été mal
définis, donnant des résultats peu significatifs sur la représentation du Manhattan plot initial
(fig.67). De plus, et bien que le nombre de cas puisse étre plus limité que dans une étude de
liaison traditionnelle, I’étude d’association nécessite quand méme une cohorte de plus de deux
chats présentant le caractere étudié, ce qui n’est pas toujours possible, en fonction du caractere
étudié. Dans l'idéal, pour un caractére récessif, le recrutement et le génotypage d'un groupe de
20 chats présentant le caractere étudié et de 20 chats contrdles sont recommandes (Gandolfi et
Alhaddad, 2015).

La puce utilisée dans notre étude pour cette étude d’association (puce féline lllumina 63k)
était basée sur la version du génome felCat5 (Willet et Haase, 2014) et possédait une densité de
marqueurs relativement peu importante comparée aux puces d'autres espéces (puce canine
Illumina 170k par exemple, www.illumina.com), rendant la cartographie par étude d'association
peu puissante. De plus, certains des marqueurs SNP annotés UN (pour unknown), dont la
localisation était alors inconnue lors du développement de la puce, ont depuis été réassignes sur
divers chromosomes (Gandolfi et al., 2018). Bien que cela n’ait pas empéché de nombreuses
découvertes de mutations chez le chat (Gandolfi et Alhaddad, 2015; Abitbol et al., 2015), il
s’est avéré que dans notre étude, cela nous a pos¢ un vrai probléme, notre région candidate étant
justement placée dans une région non assignee initialement a un chromosome et notée UN. Le
résultat de notre premiére étude d'association (fig.67) était tres décevant, ne montrant aucun
groupe de SNP, ni pic particulier sur un chromosome se détachant du bruit de fond, comme
c'est souvent le cas pour les caractéres mendéliens simples (fig.76).
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Figure 76 : Exemple de Manhattan plot significatif chez le chat (Gandolfi et al., 2013)
Manhattan plot de I'étude d'association pour le caractére poil frisé chez le chat selkirk rex. On note
un net pic de marqueurs SNP situés sur le chromosome B4, se détachant du bruit de fond.

La présence de marqueurs avec une p-value suggérant une association et situes sur le
chromosome inconnu UN (fig.67) nous a incité & rechercher la localisation correcte de ces
marqueurs non assignés sur le génome félin dans sa version FelCat5 initiale. Nous avons ainsi
recherché l'assignation correcte, sur la derniére version du génome félin, Felis_catus 9.0
(www.ensembl.org) de nombreux marqueurs. Ces marqueurs bien associés étaient tous situés
sur le chromosome B1, dans la méme région. Cette situation illustre la difficulté de travailler
sur le génome félin, dont il existe plusieurs versions successives du séquencage, de I'assemblage
et de I'annotation, avec des qualités croissantes (voir partie 2. suivante ; Gandolfi et al., 2018;
www.ensembl.org).
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La cartographie d’homozygotie se base sur la transmission des haplotypes entre générations,

permettant de déterminer les régions candidates pour la mutation causale en cherchant des
régions d’homozygotie de taille importante. La ou I’étude d’association nécessite une cohorte
d’au moins trois chats présentant le caractére pour fournir des résultats (résultats dont la
certitude est améliorée par la taille de la cohorte en question), la cartographie d’homozygotie
peut étre effectuée chez n’importe quel individu, et ne nécessite au minimum que deux chats
présentant le caractére étudié pour permettre une premiére identification d’une région
candidate. Utilisée seule, avec ensuite une approche gene candidat, elle permet de mettre en
¢vidence des régions d’homozygotie et d'y rechercher des génes candidats (Abitbol et al., 2015).
Son utilisation en conjugaison avec une étude d’association permet potentiellement de pallier
une insuffisance de cas dans I'étude d'association ou de définir plus précisément la région
candidate. Il a en effet été démontré que les variants homozygotes pathogéniques (responsables
de maladies) étaient la plupart du temps situés dans des régions d’homozygotie de grande taille
(Wakeling et al., 2019). L’utilisation de ces deux études de maniere combinée permet de
grandement diminuer le nombre de genes candidats a étudier par la suite, et de limiter les codts
de séquencages de ces génes pour trouver la mutation causale (Alkuraya, 2010).
Cette approche présente cependant des inconvénients : la taille de la région d’homozygotie
recherchée est choisie arbitrairement, et 1’analyse est faite par un ordinateur. Si une région
d’homozygotie est plus petite que les parametres rentrés (et pourtant bien présente), elle ne sera
pas révélée dans les résultats, et 1’on pourra passer a coté. Une analyse manuelle serait alors
nécessaire pour contrer ce phénomeéne, mais cela reste en pratique difficilement réalisable. Au
contraire, la liste des régions d’homozygotie, en fonction des parameétres choisis, peut parfois
étre importante, donnant de nombreuses régions candidates pour un unique caractére (Alazami
etal., 2015).

2. Différentes versions de I'annotation du génome félin

Le génome du chat, contrairement au génome du chien, a subi un nombre important de
reséquencages et d’annotations au fur et a mesure des années.

Le reséquencage d’un génome se fait actuellement par coupure aléatoire de I’ADN en petits

morceaux, eux-mémes sequences, dont les séquences sont ensuite réassemblées pour former un
génome continu (stratégie dite du whole genome shotgun). La découpe de I’ADN étant
aléatoire, et le séquencage ne pouvant étre ciblé pour obtenir exactement une séquence de
chacun des morceaux générés, il est nécessaire d’effectuer ce séquengage de fagon répétée pour
pouvoir ensuite obtenir des zones de superposition, qui vont permettre de remettre les fragments
dans I’ordre, avec un minimum d'erreurs et de trous dans la séquence finale. Or, le premier
séquengage du génome du chat (Pontius et al., 2007) n’avait été effectué¢ qu’a une profondeur
d’1,9 fois le génome, donnant lieu a beaucoup de trous et d’erreurs d’assemblage. Felis_catus
6.2, quant a lui, se basait sur un séquencage effectué a une profondeur de 14 fois le génome
(Montague et al., 2014), permettant de limiter ces erreurs, mais encore loin d’étre parfait. La
couverture du séquencage pour Felis_catus 8.0 avait une profondeur de 20 fois le génome (Li
et al., 2016). Aujourd'hui nous disposons de la derniére annotation : la version Felis_catus 9.0,
qui a été publiée en juin 2018 dans les bases de données (www.ensembl.org).
En comparaison, le génome du chien avait immédiatement été séquencé & une profondeur de
7,5 fois le génome (Lindblad-Toh et al., 2005), permettant une annotation relativement facile
de celui-ci grace a son taux important de synténie conservée par rapport a I’homme et a la souris
(Ostrander et Wayne, 2005). Le génome du chat, quant a lui, a donc subi de nombreuses
modifications dans son annotation, faisant bouger des portions de chromosomes entiéres d'une
position a une autre et modifiant la place des genes et méme leur existence (genes devenus des
pseudogenes ou totalement disparus entre la version 6.2 et la version 9.0).
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L’annotation des séquences consiste a déterminer, grace a des prédictions de

bioinformatique, ou sont situés les genes, les introns et les exons sur le génome, en se basant
sur des homologies de séquence avec la souris et 1’homme, espéces chez lesquelles les
connaissances en la matiére sont bien plus précises. Ainsi, chez le chat, les séquencages
successifs ont nécessité de réannoter chacune des versions, permettant une amélioration de
I’annotation de version en version. De plus, les annotations les plus récentes ont pu étre affinées
grace a 'utilisation de séquengages supplémentaires par rapport au chat Abyssin sur lequel
chaque version s’est basée. Ainsi, les génomes des chats séquencés pour diverses études ont pu
étre comparés a ce génome originel et permettre d’améliorer la qualité des annotations.
Ces différences d’annotation expliquent les problémes rencontrés lors de notre étude
d’association. En effet, en 2018, une étude sur la puce Illumina 63k a mis en évidence que 6893
SNPs étaient situés dans une région inconnue avec la version 6.2 du génome félin. Apres
réassignation d’une partie de ces SNP, grace a I’utilisation de la version 8.0, seuls 704 (soit 1,1
%) des SNPs n’étaient pas assignés a une région précise (Gandolfi et al., 2018).

3. Le géne candidat CORIN

CORIN, notre géne candidat majeur pour le sunshine, est prédit coder une protéine inhibitrice
d’ASIP. Cette inhibition, ponctuelle, permet de limiter I’action d’ASIP dans le temps par un
mécanisme encore non élucidé, et donc par la suite (via 1’action d’ASIP sur MCIR, et I’action
de MCI1R sur le switch entre phéomélanogénese et eumélanogénése) le ratio
phéomélanine/eumélanine du poil. Chez un animal pour laquelle la protéine CORIN est mutée,
et donc non fonctionnelle, cette inhibition d’ASIP n’a pas lieu. ASIP agit alors plus longtemps
et empéche I’activation de MC1R par 1'a-MSH et ainsi la production d’eumélanine. La quantité
de phéomélanine dans le poil est alors augmentée, d’ou une apparence plus claire du pelage.

Chez les tigres « golden », cet éclaircissement est particulierement marqué. La mutation
ponctuelle qui a été identifiée par Xu et collaborateurs, a transmission autosomique récessive,
entraine une modification au niveau du sixieme domaine LDLR (Low-Density Lipoprotein
Receptor) de CORIN, perturbant son fonctionnement et entrainant un dép6t de phéomélanine
plus important dans les poils de I’animal, qu’ils soient agoutis (fond de robe fauve) ou non
(rayures) que chez un tigre de phénotype sauvage (Xu et al., 2017). Ainsi, tout le pelage est
éclairci, bien que les rayures restent plus foncées que le fond de robe. Contrairement a celles
des chats sunshine, ces rayures sont cependant tres «abricot», peu importe ou elles sont situées
sur le corps. De plus, la couleur « golden » du tigre est plus marquée chez le jeune que chez
I’adulte, ce qui constitue un schéma inverse a celui que nous avons observé chez le chat
domestique de race Sibérien. La mutation n’étant cependant pas identique chez les deux
especes, il ne semble pas improbable qu’elles aient des effets légeérement différents.
L’éclaircissement global de la robe et le dépbt plus important de phéomélanine dans le poil,
associe a une réduction de la longueur du segment eumélanique apical du poil, restent cependant
deux phénomeénes conservés dans les deux especes.

Chez les souris mutées dans CORIN la protéine a été rendue entiérement non fonctionnelle.
Les chercheurs ont observé un éclaircissement de la robe (bien que celui-ci soit moindre que
chez le tigre). Les poils présents chez les souris mutées avaient une bande basale de
phéomélanine plus étendue que chez les souris de phénotype sauvage (Enshell-Seijffers et al.,
2008), comme ce que nous avons observé chez le Sibérien sunshine.

Une des particularités de I'espece féline, que nous avons observée chez le chat Sibérien, est
la présence de chats a la fois sunshine et silver. Leurs poils présentaient une répartition étrange
des pigments : les poils agoutis du fond de robe avaient un mélange de phéomélanine « non
pigmentée » apparaissant argentee, ou silver, et de phéomélanine jaune a dorée, en plus de
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I’eumélanine a leur pointe. De plus, nous avons observé des chats sunshine silver
hétérozygotes pour le variant ¢.2383C>T, dont nous discuterons ci-aprés. Ces singularités
laissent penser qu’il existe une possible interaction entre CORIN et le géne responsable du
silver. Ce géne n’étant pas identifié a ce jour, il est pour le moment impossible de faire des
hypotheses fonctionnelles. 11 est cependant utile de noter que, chez les tigres, 1’association
d’une mutation homozygote de SLC45A2 (géne candidat pour le silver chez le chat (Menotti-
Raymond et al., 2009)) et de la mutation de CORIN, menait a des tigres entiérement blancs,
avec un marquage presque fantéme (Xu et al., 2017).

4. Un variant candidat dans CORIN

Nous avons identifié, a la suite de notre approche géne candidat et d'un clonage positionnel,
un variant de CORIN comme associé au phénotype sunshine du chat Sibérien. Ce variant
€.2383C>T eétait prédit engendrer le remplacement d’une arginine par une cystéine en position
795 dans la protéine CORIN (R795C). Ce changement d'acide aminé était prédit délétere.

Les donnees de la bibliographie (Xu et al., 2017, Avigad-Laron et al., 2019) et des bases de
données positionnaient ce variant R795C dans le domaine SR (scavenger receptor) de la
protéine (https://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y5Q5). Ce type de domaine est predit coder des
récepteurs de ligands (Hohenester et al., 1999). Or, CORIN a été décrite comme une protéine a
activité sérine protéase, requise pour l'inhibition d’ASIP lors du switch de production entre
I'eumélanine et la phéomélanine (Avigad-Laron et al., 2019). Bien que I'action de CORIN sur
ASIP ne soit pas encore élucidée, il est possible de faire I'hypothése qu’une mutation au niveau
d’un site de liaison a un ligand (pourquoi pas ASIP) puisse altérer le fonctionnement de CORIN
et ainsi avoir un effet sur la régulation de la synthése des pigments eumélanines et
phéomélaniques dans le temps et I'espace.

D. Questions soulevées par I’étude du sunshine

1. Les chats unis n’expriment-ils pas le phénotype sunshine ?

Aucun chat uni sunshine n’a pu étre observé au cours de notre étude ou au travers de nos
diverses recherches. Leur existence n’est a priori pas non plus rapportée par les éleveurs. Bien
qu’il semble que le sunshine ne s’exprime pas sur un patron uni, il nous est impossible d’étre
catégoriques quant a son existence ou non. En effet, dans notre cohorte de chats Sibérien,
seuls trois chats étaient unis. Deux chats ne portaient pas le variant ¢.2383C>T et un
chat était homozygote muté pour ce variant. Ce chat était noir et blanc. Il était issu de deux
reproducteurs tabby et porteurs hétérozygotes du variant et I'un de ses freres de portée était
sunshine tabby et homozygote muté pour le variant.

Notre hypothése principale pour expliquer la non-expression de la modification sunshine sur
un chat de robe unie est que la protéine CORIN, lorsqu’elle est non mutée, agit (supposément)
en clivant ASIP. En cas de mutation de CORIN, I’activité d’ ASIP serait prolongée. ASIP agit
par pics, permettant le dép6t de phéomélanine dans le poil au fur et a mesure de sa croissance.
Si son action n’est plus inhibée par CORIN, ces phases de dépot de phéomélanine pourraient
étre prolongées. Ainsi, CORIN agissant sur ASIP, il est normal que son effet normal ou altéré
ne soit visible que sur des poils agoutis, présentant de la phéomélanine. Un chat uni de génotype
ala présente une protéine ASIP qui n’est pas ou peu fonctionnelle. CORIN, mutée ou non,
n'aura alors pas ou peu d'effet sur le pelage de cet animal. On aurait une épistasie récessive de
a sur CORIN.
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Cependant, nous avons observé que chez les chats sunshine tabby, les poils agoutis et les
poils non-agoutis présentaient un aspect modifié. En particulier, les poils des marques tabby
(poils non-agoutis ou unis) présentaient une base phéomélanique augmentée en taille par
rapport aux poils non-agoutis d'un chat non-sunshine. Il est donc étonnant qu'aucune
modification de la base du poil ne soit visible chez un chat sunshine uni. Le seul chat uni et
homozygote muté de notre cohorte présentait un patron décrit par son propriétaire comme black
smoke, c'est a dire noir fumé (due a la présence d'au moins un alléle I du locus Inhibitor =
SILVER), avec la base des poils éclaircie. L'un des deux parents étant silver (porteur d'un alléle
1), ce patron était possible chez le chaton. Il serait cependant intéressant d'observer en détails
les poils de ce chat, lorsqu'il sera adulte, de facon a déterminer si la base des poils éclaircie
ressemble bien a celle d'un chat smoke ou a celle des poils non-agoutis d'un chat sunshine.
Enfin, a I'avenir, nous espérons que des chats unis non smoke et homozygotes mutés naitront,
permettant d'apprécier I'effet du variant ¢.2383C>T chez les chats unis.

2. La mutation s'exprimerait-elle a I'état hétérozygote ?
Nous avons identifié dans notre cohorte des chats Sibérien bimétals hétérozygotes pour le

variant de CORIN. Ces chats sunshine silver hétérozygotes étaient indissociables des
homozygotes a 1’ceil nu et sur photos (fig.77).

Figure 77 : Photographies de chats Sibérien bimétals
L'individu de gauche est homozygote muté pour le variant ¢.2383C>T de CORIN. Le chat de droite
est hétérozygote pour ce variant. Tous deux sont silver.
(Photographies : Eleonora Ruggiero et Leo Bosch respectivement)

Le sunshine étant une mutation ne s'exprimant phénotypiquement qu’a 1’état homozygote
lorsqu’elle n'était pas associée au silver, notre premiére hypothese repose donc sur une
interaction entre le gene situé au locus Inhibitor et CORIN. Le gene responsable du silver et son
fonctionnement n’ayant pas encore été identifiés, il reste pour le moment impossible
d’expliquer cette interaction.
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3. Coexistence chez le Sibérien de la mutation sunshine et d'une autre mutation ?

Nous avons observé que trois chats Sibérien inclus dans notre étude et déclarés comme
sunshine possédaient en fait un phénotype distinct du sunshine. Leur robe était éclaircie mais
tendait vers ’abricot, voire le roux pour un des chats (fig.78) et vers une modification de la
robe appelée « extréme golden » pour les deux autres chats (fig.79). Nous avons exclu ces
chats du groupe sunshine mais les avons quand méme génotypés pour le variant ¢.2383C>T.
Ces trois chats étaient hétérozygotes pour le variant.

)

Figure 78 : Comparaison entre un Sibérien sunshine et un Sibérien avec un pelage roux-
abricot distinct du sunshine
Le chat du haut est sunshine. Il a été génotypé homozygote muté pour le variant ¢.2383C>T. Le chat
du bas présente une modification de la couleur du pelage qui tend vers le roux et est distincte du
sunshine. 1l a été génotypé hétérozygote pour le variant.
(Photographie : Marie Abitbol)
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Figure 79 : Chats Sibériens présentant un phénotype extréme golden
A : chaton méle ; B : chat male adulte
Notez dans les deux cas une couleur proche du sunshine (fond de robe clair, nez rose et sans liseré,
extrémité de la queue noire), mais avec un fond de robe plus roux, des pieds marqués de blanc, une
délimitation marquée entre le dos coloré et le ventre entiérement blanc (particuliérement visible en
photographie A).
(Photographies : Burian’s Secret Siberian Cat)

Le phénotype extréme golden a été décrit récemment chez le British. Il a également été appelé
copper (cuivre) (http://messybeast.com/copper-british-shorthairs.htm). Les chats copper
présentent une base de pelage abricot, un nez rose sans liseré ou avec un liseré peu prononcé,
un marquage blanc autour du nez et de la bouche s’étendant au plastron et au-dessous des
membres, et un bout de queue noir. Le triangle éclairci au-dessus du nez est moins marqué que
chez le Sibérien (fig.80 et 81).
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Figure 80 : British shorthair extréme golden de face
Notez le nez rose sans liseré, le tour du nez et de la bouche blancs, la couleur générale presque
abricot et le bout de la queue noir.
(Photographie : Alyse Brisson)

Figure 81 : British Shorthair extréme golden
Notez le nez rose sans liseré, le petit triangle blanc au-dessus du nez, le tour du nez et de la bouche
blancs, le bout de la queue noir. Notez également le bout des pieds blancs.
(Photographie : Lucyna Grzenkowicz)
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Parmi les chats contrdles d'autres races que le Sibérien génotypés pour le variant ¢.2383C>T
de CORIN, nous avions trois chats British extréme golden. Tous étaient homozygotes sauvages
pour le variant.

Le séquencage complet de CORIN chez des chats Sibérien et British extréme golden pourrait
s’avérer utile. Si aucun nouveau variant n'est découvert dans CORIN, une étude par clonage
positionnel pourrait permettre d'identifier le variant génétique en cause dans ce phénotype.

Nous avons également émis I'hypothése que la mutation Wb du Persan (golden shaded)
aurait pu étre présente chez les individus hétérozygotes pour le variant ¢.2383C>T et
présentant un phénotype de pelage similaire au sunshine (extréme golden et bimétal). Wb
ayant un effet similaire a celui du variant de CORIN sur les poils (eumélanine repoussée a la
pointe du poil), il faudrait alors envisager une possible interaction entre Wb et CORIN
qui expliquerait le maintien du marquage tabby (habituellement effacé par la présence de
Wh). L’existence et le fonctionnement du locus Wb n’étant pas élucidés, nous n‘avons pas pu
tester cette hypothése.

Enfin, il est possible qu'une autre mutation de pelage existe chez le Sibérien, par exemple
une mutation identique ou similaire a celle gouvernant le golden du British. En effet,
la modification de la couleur appelée golden tabby chez le British ressemble au sunshine
du Sibérien (fig.82).

Figure 82 : Male British shorthair golden blotched tabby
Notez I’aspect doré général, le bout de la queue noir, le museau blanc et le nez tendant vers le rose.
(Photographie : Chatterie Nekobaa)

Les chats British golden tabby présentent une base de poil entre le noisette et le roux, donnant
un aspect général doré au pelage. Le motif tabby est bien visible. Le bout de la queue, le dessous
des pattes et les coussinets sont noirs. Au niveau de la face, on retrouve le « M » du motif tabby
sur le front et du blanc autour de la bouche, s’étalant vers le plastron. L envahissement du blanc
sur le plastron est cependant moindre que chez le Sibérien sunshine. Une autre différence repose
sur le nez. Bien que sa teinte semble globalement rose chez la plupart des British golden tabby,
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avec un triangle éclairci au-dessus de celui-ci, nous avons observé chez certains individus un
nez dont la couleur varie entre le rose et le rouge brique, avec parfois un liseré, et un triangle
blanc moins marqué que chez le Sibérien sunshine (fig.83).

Figure 83 : Femelle British shorthair golden spotted tabby
Bien que le pelage ressemble au sunshine chez le Sibérien, on peut noter le liseré noir assez
prononcé sur le nez, qui est rose et I'absence de triangle blanc au-dessus du nez.
(Photographie : Chatterie No Demetra)

Les premiéres observations des éleveurs suggéerent que la transmission est, comme pour le
sunshine, autosomique récessive ((http://messybeast.com/). La mutation a l'origine de la
modification golden du British est inconnue a ce jour. Nous n'avons donc pas pu tester
I'nypothese de sa présence chez le Sibérien.

Parmi les chats contrdles d'autres races que le Sibérien génotypés pour le variant ¢.2383C>T de
CORIN, nous avions deux chats British golden tabby. Tous deux étaient homozygotes sauvages
pour le variant.

4. ASIP, CORIN et MC1R

Comme nous l'avons vu, le phénotype golden/sunshine est présent dans de nombreuses races
de chat. A l'issue de notre étude nous avons identifié un variant dans CORIN, associé au
phénotype sunshine du chat Sibérien. Chez le Kurilian bobtail, une mutation du géne MC1R a
récemment été mise en évidence (Abitbol et Gache, 2019 ; Bychkova et al., 2020). Les chats
homozygotes muteés, lorsqu'ils sont tabby, présentent a I'dage adulte un pelage d'aspect roux
tabby (fig.84) avec un nez rose, un contour de la bouche éclairci, des coussinets et des pattes
claires.
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Figure 84 : Kurilian bobtail tabby et de phénotype carnelian (serdolic)
Notez le contour de la bouche éclairci, le nez rose et le bout des pattes clair.
(Photographie : Pauline Dekens)

Chez les chats homozygotes mutés et unis (non-agoutis, de génotype a/a pour ASIP), il a été
observé la présence de marques fantdmes importantes (similaire a celles de 1’ambre chez le
Norvégien), un contour de la bouche non éclairci et une truffe rouge (fig.85, Bychkova et al.,
2020).

YUTH, - YAEQE®YIT, PYBU
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Figure 85 : Kurilian bobtail unis a/a et carnelian (serdolic) (Bychkova et al., 2020)
Notez I’'importance du marquage fantbme et le contour de la bouche pigmente.

Ce qui nous intéresse plus particulierement dans le cadre de notre étude est la mise en
évidence de Kurilian bobtails porteurs de la mutation de MC1R (hétérozygotes). Lorsqu'ils sont
tabby, ces chats présentent une modification appelée «golden» la encore. Bien que présentant
une partie des caractéristiques du carnelian (serdolic), ces chats rappellent surtout étrangement
les Sibérien sunshine. Les chats tabby hétérozygotes ont un nez rose avec un triangle éclairci
au-dessus du nez et peu ou pas de liseré, un marquage blanc autour du nez et de la bouche qui
s’étend vers le plastron, une couleur générale entre le noisette et I’abricot avec un marquage
tabby plus foncé, et des coussinets noirs (fig.86).
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Figure 86 : Kurilian bobtail golden tabby et hétérozygote pour une mutation de MC1R
(Bychkova et al., 2020)
Notez le nez rose sans liseré, le triangle éclairci, le blanc s’étendant de la face au plastron, la
coloration noisette du poil et le marquage tabby plus marqué sur le front et les pattes. Le dessous des
pattes noir peut-étre deviné.

Les chats unis (non-agoutis, a/a) ne présentent pas de modification de la couleur lorsqu'ils
sont hétérozygotes pour la mutation de MC1R (Abitbol et Gache, 2019 ; Bychkova et al., 2020).

Les Kurilian bobtail carnelian (serdolic) tabby portant en plus au moins un alléle I, c'est a
dire silver, évoquent singulierement les Sibérien bimétals. 1ls ont le nez rose, une délimitation
ventro-dorsale entre 1’éclaircissement silver du patron en région dorsale et une coloration
tendant vers 1’abricot en région ventrale, associée a des coussinets noirs (fig.87).

[
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Figure 87 : Kurilian Bobtail black silver carnelian (Bychkova et al., 2020)
Notez la délimitation ventro-dorsale entre le dos silver et le ventre de couleur abricot, le nez rose et
le dessous des pattes noirs.
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Cette similitude entre les couleurs - golden et silver serdolic du Kurilian, engendrées par une
mutation de MC1R, et les couleurs - sunshine et bimétal du Sibérien, dont la mutation est
probablement située dans CORIN, pourrait s’expliquer par des interactions entre les protéines
codées par ces deux genes (fig.88). Les trois protéines et les trois genes appartiennent a la méme
voie de controle de la pigmentation, qui régule le switch entre phéomélanogénése et
eumélanogénése. Il n’est donc pas aberrant que des mutations touchant des protéines différentes
de cette méme voie aboutissent a des résultats phénotypiques similaires.

COIRIN CORIN CORIN
Agouti Agouti i
a-MSH j a-MSH )(gou 1 a-MsH joun

MC1R MC1R

Phéomélanine Eun}l(ﬂne

Mélanocyte Mélanocyte Mélanocyte

Figure 88 : Résumé des hypotheses d'interactions entre les protéines CORIN, ASIP et MC1R
A) CORIN et ASIP (Agouti) sont toutes les deux fonctionnelles. CORIN cliverait Agouti, limitant
dans le temps sa durée d’action. Agouti se fixe séquentiellement sur MCI1R et inhibe
I’eumélanogénése, orientant vers la production de phéomélanine. Le poil est agouti, avec une/des
bande(s) de phéomélanine limitée(s), le chat est brown tabby.
B) MCL1R est mutée et non fonctionnelle. Ses ligands et antagonistes n'ont plus d'effet sur elle.
Dans ce cas-1a, peu importe le statut pour Agouti ou pour CORIN, la production de pigment sera
orientée vers la phéomélanogénése. Le poil n'a plus d'eumélanine. Le chat est ambre, russet ou
carnelian.
C) CORIN est mutée, la protéine est incapable de cliver ou clive peu Agouti. Agouti a un temps
d’action augmenté, se fixant plus longtemps sur MC1R, d’ou une production de phéomélanine
augmenteée. Le poil a une bande de phéomélanine agrandie. Le chat est golden.
Sur un chat uni, Agouti est non fonctionnelle, I’a-MSH peut donc se fixer sur MC1R et orienter la
mélanogénése vers I’eumélanine. Le chat est uni eumélanique (situation non représentée sur la figure).
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CONCLUSION

Le but de cette thése était de fournir un support scientifique, notamment aux éleveurs félins, concernant une
couleur d’apparition récente chez le Sibérien : le sunshine.

Bien que le moment exact de 1’apparition de cette couleur dans les arbres généalogiques ait été difficile a
identifier, la présence du sunshine parmi diverses lignées de Sibérien actuelles et I’existence de chats
sunshine silver (également appelés bimétals) faisaient du sunshine une couleur & part, dont la définition était
nécessaire pour faciliter le travail des éleveurs et des juges.

Ainsi, nous avons souhaité apporter une définition du phénotype sunshine, afin de faciliter 1’identification
des individus sunshines. L’analyse des données généalogiques a de plus permis de confirmer ’hypothése,
préalablement formulée, d'une transmission autosomique récessive de cette couleur. La recherche du
déterminisme moléculaire de la modification sunshine a été effectuée a I'aide d'outils actuels de génomique
féline. Nous avons génotypé une cohorte de chats sunshines, bimétals et contrdles a I'aide de la puce féline a
marqueurs SNP et fait séquencer le génome entier d'un chat sunshine.

La combinaison d'une étude d'association et d'une cartographie d'homozygotie nous a permis de mettre en
évidence une unique région candidate. Dans cette région, nous avons identifié le gene candidat CORIN.

Les données de séquencage du chat sunshine avaient de plus permis l'identification de deux variants
génomiques, dont I'un était situé dans le géne CORIN. Ainsi, nous avons identifié un variant candidat
majeur pour le phénotype sunshine. Ce variant, appelé ¢.2383C>T, causait le remplacement d’une
arginine par une cystéine, en position 795 de la protéine (R795C). Nous avons ensuite géenotypé une
large cohorte de chats Sibérien et de chats d'autres races pour ce variant. Le variant était présent a 1’état
homozygote chez tous les individus identifiés comme sunshine dans notre étude, et chez environ la
moitié des chats sunshine silver (1I’autre moitié étant hétérozygote pour le variant). La corrélation forte
entre le génotype et le phénotype nous a conduit & considérer le variant ¢.2383C>T de CORIN comme
potentiellement responsable du phénotype sunshine. L'étude de poils de chats sunshines a renforcé cette
hypothése, en révélant une modification de la répartition des pigments eumélaniques et phéomélaniques le
long de la tige pilaire, modification auparavant mise en évidence pour des mutations de CORIN
identifiées chez la souris et le tigre. Certains éléments, en plus du mécanisme d’action exact de CORIN
encore mal connu, restent cependant a préciser. Le principal est I’existence de chats sunshine silver
hétérozygotes, tandis que la mutation ne s’exprime qu’a I’état homozygote chez les sunshines
traditionnels. Bien qu’une interaction entre le sunshine et le silver soit suspectée, de nouvelles
études, et notamment 1’identification de la mutation causale du silver, seront nécessaires afin de
comprendre le mécanisme a I’origine de cette disparité.

Nous espérons avoir contribué a la caractérisation du sunshine du Sibérien et ainsi aidé les éleveurs et
les juges, notamment pour la reconnaissance officielle de la couleur par les fédérations félines qui ne I'ont
pas encore reconnue. De plus, I’existence d’autres couleurs proches du sunshine, dans diverses races de
chats, devrait conduire a envisager CORIN comme un géne candidat pertinent pour les futures études qui
porteront sur ces couleurs.
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ANNEXES

Annexe 1 : Liste des chats Sibérien inclus dans le projet de recherche

Chat Sexe Couleur Sunshine Génotypage puce
51 T Black golden spotied tabby oui oui + séguengage
c3 m Brown bloiched tabby et blanc nan oui

m Brown gokden blotched tabby et blanc nan nan

m Brown blotched tabby nan non

8 m Brown spotied tabby el blanc nan oui
C4 m Brown bloiched tabby st blanc nan oui
m Brown golden spotied tabby oui non

C5 m Brown mackaral tabby nan non
52 T Brown goklen spotted tabby oui non
m Seal tabby golden point point non

T Brown mackaral tabby nan non

f Seal tabby point nan nan

m Blue silver sunshine tabby point sunshing point nan

T Seal point et blanc nan non

c2 f Brown mackeral tabby st blanc nan oui
B1 1 Bimetal bimétal aui
f Bimatal bimétal nan

B2 m Bimetal bimétal oui
f Bimatal bimétal non

m Bimatal bimétal nan

f Bimatal bimétal nan

f Bimaétal bimétal nan

T Bilue sunshine tabby oui non

c1 T Brown tabby nan oui
53 T Black golden tabby oui oui
f Bimatal oui nan

m Red point sunshina roux non

54 T Black golden spotied tabby oui oui
m Brown sunshina tabby el blanc oui nan

S5 f Black golden tabby {atypique, trés roux) non : axirdme golden oui
56 T Black golden tabby oui oui
m Seal siver tabby point golden sunshine paint nan

i Black galden tabby oui non

f Seal tabby golden paint sunshine paint oui

ci1z m Brown tabby nan oui
c11 f Brown tabby non oui
57 T Black golden tabby oui oui
CB T Brown tabby nan oui
€13 m Brown tabby non oui
m Brown tabby nan non

S8 m Black golden tabby oui oui
ca m Black siver tabby non oui
ci10 T Brown tabby nan oui
B4 m Bimetal bimétal oui
CT f Brown tabby non oui
m Brown sunshina tabby el blanc oui nan

f Bimatal bimétal nan

m Brown sunshina tabby et blanc oui non

f Brown sunshina tabby el blanc oui nan

T Brown sunshine tabby oui non

m Brown tabby et blanc non non

T Brown sunshine tabby oui non

f Blus sunshine tabby point sunshine paint nan

T Blus tabby nan non

f black tortie tabby et blanc nan nan

m Black golden bloiched tabby oui non

m Fiad sunshine tabby roux non

T Bimetal, black torie sunshine silver tabby bimatal non

m Craam silver tabby at blanc roux non

m Red siver tabby roux non

m Black silver tabby st blanc nan nan

m Red silver tabby et blanc roux non

T Red siver tabby at blanc roux non

T Black silver fabby nan non

f Bimetal et blanc bimétal nan

m Black smoke nan nan

f Black sunshine tabby et blanc oui nan

f Black smoks et blanc non non

m Black silver tabby (+tache roussa) nan non

T Blue mackeral tabby nan non

f Brown mackaral tabby non nan

f Seal tabby golden paint sunshine paint nan

f Blus mackeral tabby sunshina oui nan

f Brown spotted tabby sunshine oui non

f Nair nan nan

Bimatal bimétal nan

T Brown Sunshine Tabby oui nan

T Black tortie siver tabby nan non

m Brown tabby nan non

m Seal tabby point nan nan

m Brown tabby nan non

m Seal tabby point nan nan

T Brown tabby nan non

m Brown Golden Tabby oui non

f Black sunshine silver tabby (Bimatal bimétal non

m Black sunshine siver tabby {Bimatal) bimétal nan

m Brown sunshine tabby oui non

m Black sunshine silver tabby (Bimatal bimétal non

f Bimatal bimétal nan

m Black Golden Tabby oui non

f Black sunshine silver tabby (Bimetal) bimatal non

T Brown Sunshine Tabby oui non

f Bimatal bimétal nan

m Brown Tabby non nan

m Bimetal Créma roux nan

m Brown goklen tabby exiréme (pieds blancs) non : axirdme golden nan

f Bimatal Point sunshine point non

m Brown goklen tabby exiréme (pieds blancs) non : axirdme golden nan
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Annexe 2 : Certificat de prélevement

Recherches génétiques
V VetAgro Sup J q

A chez le Chat

Campus Vétérinaire de Lyon

Dans le cadre de recherches génétiques dans les différentes races félines, nous collectons des échantillons
ADN de chats LOOF appartenant a toutes races.

- remplir le formulaire

- joindre une photocopie du pedigree et une photo du chat, que vous pouvez envoyer par mail

- joindre 5ml de sang prélevé sur EDTA (tube a bouchon violet, envoi en courrier simple dans une
enveloppe a bulles) ou 2 brossettes buccales ou 2 cotons tiges (qui peuvent étre réalisées par vous-
méme et envoyées en lettre simple).

Les docteurs vétérinaires de I'Ecole Vétérinaire de Lyon (VetAgro Sup) ainsi que tous les membres du projet
CHAT s’engagent a respecter une totale confidentialité sur les informations transmises.

En cas de besoin, vous pouvez contacter le Dr. Marie Abitbol au 04-78-87-25-66

ou par mail : marie.abitbol@vetagro-sup.fr.

Identité du chat :

(Numeéro de dossier VetAgro Sup si le chat a été recu en consultation a VetAgroSup: _ )
Nom: _ __ _ _ _ _ _ L ____ Date de naissance :_ _ _ _ _ _ _ __ _ __

Sexe : male femelle Race:_ _ N° d'identification: _ _
Couleur :

Remarques éventuelles :

Nom et coordonnées postales :

Adresse électronique :

Je consens a l'utilisation du prélevement ADN de mon chat décrit ci-dessus a des fins de recherche génétique.
- Le prélévement pourra étre utilisé par VetAgro Sup et ses laboratoires partenaires.

- L'identité du prélévement restera confidentielle.

Lu et approuvé.

Date Signature

Nous vous remercions d’envoyer cette fiche accompagnée des prélévements, (du pedigree et d’une photo) au :

Dr Marie ABITBOL

Génétique

VetAgro Sup - Campus Vétérinaire de Lyon
1 Avenue Bourgelat

69280 Marcy L'Etoile
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Annexe 4 : Extraits du manuel de I'automate Maxwell 16 (Promega)

Technical Manual

Maxwell® 16 LEV Blood
DNA Kit and Maxwell® 16
Buccal Swab LEV DNA
Purification Kit

INSTRUCTIONS FOR USE OF PRODUCT AS1290 AND AS1295

Part# TM333
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3. Before You Begin
Maxwell® 16 Instrument Hardware and Firmware Setup

To use the Maxwell® 16 LEV Blood DNA Kit or Buccal Swab LEV DNA Purification
Kit, the Maxwell® 16 Instrument must be configured with LEV hardware. If your
Maxwell® 16 Instrument contains standard elution volume (SEV) hardware, it will
need to be reconfigured using the Maxwell ® 16 LEV Hardware Kit (Cat.# AS1250).
Reconfiguring the instrument is simple and easy. Refer to the Maxwell® 16
Instrument Technical Manual specific for your instrument for directions.

Materials to Be Supplied by the User

*  optional, rotating tube mixer for liquid blood samples

*  benchtop vortex mixer

*  pipettors and pipette tips for sample transfer into prefilled reagent cartridges
¢ 1.5-20ml tubes for incubation of samples (e.g., Microtubes, 1.5ml [Cat.# V1231])
*  heating block set at 56°C

*  microcentrifuge (buccal swab protocol)

*  buccal swabs (e.g., Puritan Medical Products Cat.# 25-806 1PD or 25-806 1PC)

3.A. Preparation of Whole Blood Samples (Cat.# AS1290)
Whole Blood Sample Processing Capacity

The total yield of genomic DNA from whole blood samples depends on the
sample volume and number of white blood cells/ml. Each cartridge supplied
in the Maxwell® 16 LEV Blood DNA Purification Kit is designed to purify
genomic DNA from up to 300l of whole blood, assuming an average number
of white blood cells in the range of 4 x 10 ¢ to 1.1 x 107/ml whole blood (values
for a normal healthy adult; 1).

Note: Whole blood samples collected in EDTA, ACD or heparin tubes can be
used. These samples may be either fresh or frozen. Frozen samples should be
thawed before processing. We recommend mixing all blood samples before
use. EDTA blood collection tubes are preferred if the purified DNA will be
used in downstream amplification assays.

1. Mix all blood samples for at least 5 minutes at room temperature.
Prepare and label incubation tubes compatible with heating block.
Add 30ul of Proteinase K (PK) Solution to each incubation tube.
Add liquid blood (up to 300pl) to each incubation tube.

Add 300ul of Lysis Buffer to each incubation tube.

Vortex each tube for 10 seconds.

NS O »wN

Incubate each tube in the heating block (set to 56°C) for 20 minutes. During
this incubation, prepare cartridges as described in Section 3.C.

8. Transfer each blood lysate sample from the incubation tube to well #1 of
each cartridge. (Well #1 is the well closest to the cartridge label and

furthest from the user.)
Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road * Madison, WI 53711-5399 USA
Toll Free in USA 800-356-9526 - Phone 608-274-4330 - Fax 608-277-2516 - www.promega.com
Printed in USA. Part# TM333
Revised 1/11 Page3
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3.B. Preparation of Buccal Swab Samples (Cat.# AS1295)

Buccal Swab Sample Processing Capacity

The total yield of genomic DNA from buccal swab samples depends on the
cellular material contained on the swabs. Each cartridge supplied in the Maxwell ®
16 Buccal Swab LEV DNA Purification Kit is designed to purify genomic DNA
from 1 or 2 buccal swabs.

Note: Customers have performed this protocol successfully with samples collected
using Pur-Wraps Sterile Polyester Tipped Applicators, Puritan Medical Products
Cat.# 25-806 1PD or Pur-Wraps Sterile Cotton Tipped Applicators, Puritan Medical
Products Cat.# 25-806 1PC. We also recommend using Promega Microtubes, 1.5ml
(Cat.# V1231) for sample preparation.

1. Collect samples with a standard buccal swab collection procedure.

2. Assemble a Clearing Column/microtube for each m

sample.

3. Cut the head off the applicator stick. Add dried
swab head to the Clearing Column/microtube
assembly.

4. Inaseparate tube, mix 300ul Lysis Buffer +30ul
Proteinase K for each sample.

5. Add 330ul of Lysis Buffer/Proteinase K to swab head in the Clearing
Column/microtube assembly.

9601MA

6. Close tube over the Clearing Column and vortex for 10 seconds.

Note: If using tubes other than the recommended Cat.# V1231, the tube may
not close.

7. Incubate for 20 minutes at 56°C.

Note: Some flowthrough from the column may be observed in the microtube
after incubation. This is normal.

8. Centrifuge the Clearing Column/microtube assembly with swab for 2 minutes
at maximum speed.

9. Remove the Clearing Column with swab head and discard.

10. Add flowthrough to well #1 of the Maxwell ® 16 LEV cartridge (see section 3.C
for cartridge preparation) .

11. Process using Maxwell® 16 in LEV Research Mode using the LEV Blood
method (see Section 4).

12. Once the extraction is complete, remove and cap each elution tube. Store
appropriately until use.

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road * Madison, WI 53711-5399 USA

Toll Free in USA 800-356-9526 - Phone 608-274-4330 - Fax 608-277-2516 - www.promega.com
Part# TM333 Printed in USA.
Page 4 Revised 1/11
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3.C. Maxwell® 16 Cartridge Preparation

1. Change gloves before handling cartridges, LEV Plungers and Elution
Tubes. Place the cartridges to be used in the Maxwell ® 16 LEV Cartridge
Rack (Cat.# AS1251). Place each cartridge in the rack with the label side
facing away from the Elution Tubes. Press down on the cartridge to snap it
into position. Carefully peel back the seal so that all plastic comes off the
top of the cartridge. Ensure that all sealing tape and any residual
adhesive are removed before placing cartridges in the instrument.

2. Place one plunger into well #8 of each cartridge.

3. Place an empty Elution Tube into the Elution Tube position for each
cartridge in the Maxwell® 16 LEV Cartridge Rack. Add 50ul of Elution
Buffer to the bottom of each Elution Tube.

Notes:

1. If you are processing fewer than 16 samples, center the cartridges on
the platform.

2. Specimen or reagent spills on any part of the Maxwell ® 16 LEV
Cartridge Rack should be cleaned with a detergent-water solution,
followed by a bacteriocidal spray or wipe, then water. Do not use
bleach on any instrument parts.

Well Contents  User Adds:

1. Binding Buffer = Sample

2. Paramagnetic
Cellulose
Particles

3. Wash Buffer

4. Wash Buffer

5. Wash
6. Wash
7. Water

8. Empty Plunger

8502TA

Figure 1. Maxwell® 16 LEV DNA Purification Cartridge. This figure shows the
contents of a cartridge. In all cases, lysate sample is added to well #1.

Figure 2. Setup and
configuration in the
Maxwell® 16 LEV Cartridge
Rack. Elution Buffer is added
to the Elution Tubes as

indicated.
Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA
Toll Free in USA 800-356-9526 - Phone 608-274-4330 - Fax 608-277-2516 - www.promega.com
Printed in USA. Part# TM333
Revised 1/11 Page 5
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4, Instrument Run: AS2000 and AS3000 Instruments
Setup for AS2000 Maxwell® 16 Instruments

Refer to the Maxwell® 16 Instrument Operating Manual #TM295 for more
detailed information.

To run the “Blood” protocol, you must have Maxwell ® 16 firmware version
4.71 or higher installed on your instrument.

1. Turn on the Maxwell® 16 Instrument. The instrument will power up,
display the firmware version number, proceed through a self-check and
home all moving parts.

2. Verify that the instrument settings indicate an “LEV” hardware
configuration and “Rsch” operational mode setting.

3. Select “Run” on the Menu screen, and press the Run/Stop button to start
the method.

4. Select “DNA” on the menu screen, then select “OK” at the Verification
screen.

5. Select “Blood” on the Menu screen, then select “OK” at the Verification
screen. “Blood” Method is used for both kits (Cat.# AS1290 and AS1295).

6. Open the door when prompted to do so on the screen. Press the Run/Stop
button to extend the platform.

& Warning: Pinch point hazard.

7. Transfer the Maxwell® 16 LEV Cartridge Rack containing the prepared
cartridges on the Maxwell® 16 Instrument platform. Ensure that the rack is
placed in the Maxwell® 16 Instrument with the Elution Tubes closest to the
door. The rack will only fit in the instrument in this orientation. If you have
difficulty fitting the rack on the platform, check that the rack is in the correct
orientation. Ensure that the cartridge rack is level on the instrument
platform.

Note: Hold the Maxwell® 16 LEV Cartridge Rack by the sides to avoid
dislodging cartridges from the rack.

8. Verify that samples were added to well #1 of the cartridges, cartridges are
loaded on the instrument, Elution Tubes are present with 50l of Elution
Buffer and LEV Plungers are in well #8.

9. Press the Run/Stop button. The platform will retract. Close the door.

Warning: Pinch point hazard.

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, W1 53711-5399 USA

Toll Free in USA 800-356-9526 - Phone 608-274-4330 - Fax 608-277-2516 - www.promega.com
Part# TM333 Printed in USA.
Page 6 Revised 1/11
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10. The Maxwell® 16 Instrument will immediately begin the purification run.
The screen will display the steps performed and the approximate time
remaining in the run.

Notes:
1. Pressing the Run/Stop button or opening the door will pause the run.

2. If the run is abandoned before completion, the instrument will wash the
particles off the plungers and eject the plungers into well #8 of the
cartridge. The sample will be lost.

11. When the automated purification run is complete, the LCD screen will
display a message that the method has ended.

End of Run

12. Follow on-screen instructions at the end of the method to open door. Verify
that plungers are located in well #8 of the cartridge at the end of the run. If
plungers are not removed from the magnetic plunger bar, push them down
gently by hand to remove them.

13. Press the Run/Stop button to extend the platform out of the instrument.

14. Remove the Maxwell® 16 LEV Cartridge Rack from the instrument.
Remove Elution Tubes containing DNA, and close the tubes.

Note: Following the automated purification procedure, the LEV Cartridge
Rack will be warm. It will not be too hot to touch. To remove the rack from
the instrument platform, hold onto the sides of the rack.

Rack, and discard as hazardous waste. Do not reuse reagent cartridges,

2 15. Remove the cartridges and plungers from the Maxwell ® 16 LEV Cartridge
LEV Plungers or Elution Tubes.

Setup for AS3000 Maxwell® 16 MDx Instruments

Refer to the Maxwell® 16 MDx Instrument Technical Manual #TM320 for
detailed information. To run the “Blood” protocol, you must have the
Maxwell® 16 Firmware version 1.10 or higher installed on your instrument

1. Turn on the Maxwell® 16 MDx Instrument. The instrument will power up,
display the firmware version number, proceed through a self-check and
home all moving parts.

2. Verify that the Home screen indicates “LEV” and the LEV hardware is
present. Press “Run” to continue.

3. Enter user and PIN, if this option is enabled.

4. At the Protocols screen, select “DNA”.

5. At the Method screen, select “Blood”.

6. On the next screen, verify that the correct user was chosen. The protocol

should read “DNA”. Select “Run/Stop” to continue.

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA
Toll Free in USA 800-356-9526 - Phone 608-274-4330 - Fax 608-277-2516 - www.promega.com
Printed in USA. Part# TM333
Revised 1/11 Page7

151



ts a I'état homozygote dans des génes de

ésen
pigmentation, chez le chat s

4

: Variants pr

Annexe 5

7

4

équencé

La description du phénotype peut étre animale ou humaine.

9 1f1| l=omestesoriE|  =igsz-uossiod )18 snos B z8Y3 SIUEINW S3P ISSNE {HHd4] vonneuswsidodiy xnah ‘zdioa puesim 1y oy
uaispa ‘sazuawsidodAy no -JadAy nead ap sauoz SUES No I8AE SnlssaiSoud
a|e1|lwey uoiieiuawEdiadiy
W /o O IEEEEDATE unw +HE|RENY xnah ‘sdiod Z Uungns £ xsidlwiod ssisunbig #odH
1 2 J<198ZZE0AT S| weInw un ssne 2351%2 | 3unad g| ap uoneawiidodhy | Aysuewsay ap 3woipuls B5dH jowosasA] o ssausboig $LdH
"¥nasayl s3p 18 nead g| 3p uoneusws dadiy
5 2 DT LBRSETLE uaiIEIuswWwEdodiy UMW JUEINW Un 34387 sdiod £ a3Buiy JufF Aoy 15 £115
‘31USA NP NESAIU NE BYIE] ‘BIUEINW SUNDE
9 D=0/ 6 0EEES HE| nE 2483 53Y3e3 ‘uonewawsidiadiy IUDIUES 3P BIWLBUY sdi0d 3 dNoJD oM US LSOO by FINYS
9 YCOBEDEDERE
W BYSATERERE S
W oW T TR IIER S S23USE1E B SPUD|Q XNan3Y2 LE| NE S4E3 S3YIET (en=woaoyd =dio £ #50JaiTuDJdI 183y USIEEYCa) F0o053
‘nead | 2p uoneluswsHidodiyia uoneuswSidiadiy 5] suagqoy 3p Fwolpuls DIIDWOIYT
J8ISIS 0 JUS WIS QOIS
=) a3 OTTEEOL99E 2uuaiuizd uoielvawsidodAy “211e|N20 32 FuEInd 121, 3P BLOJPUAS xnah 'sdioa bojowoy ¢ ufioid £0d3
W a/a O b 57955 5 | wsiuig e xnaaays sap 18 nead g 3p uoneyuawE dodiy Afpydoiny s3jnunin-4 300133
1 2 2<179TB655T 3| J2pieH 2p3pUE|E gl 2P 32 31040y B 2P wlapidyy UMW JUEINW Un 3433] xnah ‘sdioa T swdzuz Buiisanuo) ujsyiopu3 1303
3pneaaune sjUEnbuEw S31A30UE|SW “SIUEINW SUNDS
1 4 =l [ THETEEE R nead g| ap sumEa. ap uoneuswsidodhy He| £z anbiseds aifa|deiey =dio3 SEOUTY iS00 SUFoIA) MUTT
NE 3JE7 53Y3E1 "3Un1EwWald xnasayl sap JUaW3UUosUD DUy SULUOSIY/EULISE (B
W OWEgSEHETES uoneluswsidiadiy 31z|dwos no 2j21ued sdiod T Jaquuspy v Awnfgng T¥TTdAD
1 J<IS09TEETES ‘IAXGt BX3E 3P UDISIBALI ITAE TT ANWoS gotd SWOIY30AD
‘2|enuaZuod 'UosIpPY, P 3IPEIEY
W o/o DY/ 96,560 F nead 3|E1U3ZU0T BSOIEIZYSA] sdi0d T IUauodLns) T30
E| 3p #3|N3138J usIeuawidiadiy ‘SIUBUUDSUE XNAA3YD XS[dLWO] UORDIOsY SI5WON8L 150
2 Wi W<IHOPTEETT S HE|NE 3483 53Y3E] "uonejuawiidiadiy IUOJUES Ip 3IWDUY =dioa palnIossy Jnday YN EYIHE EVIHE
L 22 HLITEBTSSTTE
&) 11 10T TETSHS 2 1IE| NE 3JE3 S3|NIEW 13|05 WOO|g 3P SWoIpuUis =sdiod SSD3I[H 5417 DI5H NS wig
3 11 1=379TT5e5 8 ne 231|1qIs5uas ‘@auswsidiadiy 38 -odhy neay
g 22 BSETZEEE S
W o/9 DWEB0TSHS §
2 Wi WIOSESHES E
1 2 FelTTeETE9E 31E| NE 2482 s2Y3E3 ‘uoneuaws diadiy BI15EIIR1FUE|FIBIXEY sdiod FEOULY FUILOSIL] fFUIISS LY ML
] iy w<DEETG0R S
9 L 1=OSTEDLETE
] iy w<DETEL9E9 S
W o/9 DWEBTL989
ajualagal | ajuanbas ey JUBLIER adizouayd np uonduasag BUIBLLNY UDIIIaYY uoiiesi|eln| ‘adiiouayg aual np 1a|dwo woy auang
ap=aiuanbag| npadiousg

152



W oo O=v0/9TH506 5 sanbiugjawodAy s3|n3ew ‘uoieuawsidodiy axa3|dwo3 asnalaqny asol3|a5 sdioa T yungng xsdwa) 25 o5t
0 3/2 DT/ 77089 &| sawosouE|aw sap #sauaf01g B| 2p NE3AIU NE UCIEINE3Y adousay xnad ‘sdiod 7 dagLuapy Aoy Wooays FWOOHHS
s Wiy woIT907089 5 ap sawa|qoud "suuaiunal uonevawsid ap Jauag 3|zayz nead g| 3p 32 auuaIuial
3 9/D J<D9EFE5/9E uoiEuaWwsd ap s33yag
¥ 32 J=%0F595/9°F
5 wiv| weDzErsssozTE 3Jq32-uossiod 3 18 51IN0S B| 2343 WO U 3IUNISP sdioa LLLIOIOUD[EWad000d R e
5 2| +DT0S96L0TT'S| SIUEINW S3P ISSNE JUSISIND | XN0J ¥NBaayd ‘ajed nead UM E B3NP ¥N0J ¥Naaay
13 UDSIPPY,P 3IPE|EW 8115300

] oo OeWSOEGRETE S ULIMLL JUEINLL UM [SENE 33513 wnsojuawsd Ewispoiay =dioa 0313 aspaswiAjod vhg H10d

 sazuawsidap no saajuawsid sayde3 no s3N2ep
3 L1 1=JE08E0ES 8 SJIE||I¥E ||d NE JN335N0J SLOSPUAS J5IUDT 105 IIOLISA =dioa IUSUOTLLIT TS
1 23 IT/IE0ES S 3p 53Y3E1 "11E| nE 343 say3e] ‘voneuswSidiadiy wissdc indsy
3 L1 1=3TEL90F 5 UE|NE 1] 3041 Wsyinmp [oipIowiig =sdio3 ENTGTERITER AN
W ) OeWELELEEE| e saylel ‘uonewaws dodAy 12 voneluswiidiadiy I150)dsA 008150 3 BYdSI0II A
9 L1 L=DIHBLSEE
o' L1 1=38575iE90Ts 3Jq3z-uoss|od 3|12 £ ‘T SInquapleEE), 3P SWOIPUAS xnak ‘sdiol £ x0g paaiog EXvYd

SIINOS B| Z3YJ SIUEINW S3P ISSNE 3151%3 | sauawsidodiy
11511 530 BIWO0IYI0IFIFY ‘BInIEwald uawauuosE

‘saquawiidodAy 5(13 38 5)13UN0S "SAYIFW “SRIQUIBW

53| 33 JU0J3 3| "B3E4 E| IS sa@uawsidodiy suciFay
0 Wiy WO EQT BT S 1E| NE 2483 53Y2e3 ‘uoieuawsidiadiy IUDJUES 3P BIWaUy =dioa FYIHE 0 Ja20307 puy JAULIDS FHTvS
a L1 1=0BSHTTSLES sazuawsidodAiy no 31g| ne 34e3 say3E] an3awy 3p Fwolpuls =dioa aulgliy NEN
1 32| o<19s80r085TF 2J1E||1¥E ||d NE JN35sN0d FLopUAs J3IUDT 11003 YIIDLISA =dioa T Bojowoy 7anpy THTW
9 wiv| weDsisocobSTE 2p s23Y3E3 }|E| NE 3483 say3el ‘uoneuawidiadiy
] wiw| w<D9090/0wsTE
5 22 J<0e9aTSETT S nead | ap uonejswsidiadiy 5 3IUBIIYBPOUNLIL| =dio3 # IUEUOdLIa]) XS[dUa] FADI

SIUBUSILTOMY 5LUOSOLLIOSYITLIY

W /o O=WIH+BTTIIET S ULINLW JUEINLU UM SENE 3151%8 1yseSIH-yEIpaY] 2p SwWwolpuls xnad ‘=dioa soippnfsy Bupyayfon jowososdy 1547
W /o O=w9T9TZIET S| !zuy2pi1sxnassys s=p ‘nead g) 2p uoneusws dodAy
¥ /0| Be¥{BEILDETE
¥ /0| DevE9LSiDETE
¥ /0| ©ew99iEiDETE
1 2/2 J=<13LETL0ET S
] w/iw| w=DIggTi0oETE
] wiw| w=D3LETLOETE
9 L1  l=BSEgicTovE s3IpE[EW 3J1E|N3R3) B1y1edolEwlEp =dio3 FT SULLIEY FILHN

*nap 53| suep usiieluswsidiadAy,pa|n3ad Jiow

‘UYOSSEPE[-111SYITIIUELY
-1|@82 e 2p Wolpuls

153



didate

Ensembl.

égion can
ees

7

tsdanslar
de bases)

de bases)

ene

dans la base de donn

\

enes présen
du géne
éne (en paires
description du g
éne

erence

7

réf
début du gene (en paires
findug

te des g

Lis
acronyme du g
chromosome

Gene description
Gene name

Gene start (bp)
Chr

Annexe 6
Légende
Gene stable ID
Gene end (bp)

1] O¥RECEZE L ZLBFFITIL| JBPLS000000DVOH4SNT
1] LEZEWYIN [eE0EE:oNDA Y Ioquis DDA Bnos] | 121N L00¥EEZ01 BRLEFSTIL | BESO0000000DVI4ENT
TH| HOSVY [BSFESOND N IORERS TNDASN0E] eseuRbiupiyap apfys pees-a Rt PEoUREe LeFEEECHL FoeElbicd L | PLSH000000VISENS
1] Lvidd | e e I T = e e e T e e L S T e e OSEFEFZI0L ELFDSFZIL | BLEEZ000000DVI4ENT
[X=] Hm DiF80LOL ..-.._d._.n uaa _MU{.N._._:U“H ﬂﬂ.a._r.__._-nm PR RDD L SO NS RO TR L ASOOUD IR0 QUR SRERAXDQIRD HOT R FIASOOUD IS0 BESZLFCOL #SOFERFEOL | SR LEZ000000DYVDLHASNT
Lg CldHs [sagcoonaioquis ohaaeoenas] Zs spped won al |Rubs SLFOLFZOL FEEEEETIL | DOOLZD0000DDVIAENT
TH| 3 [ESFELINDATWIOqWAE JNDNunas] § #sed D &4 JORE] BHeista J0y BEFE 13 Ceolbeeal| Sl 0000000V I45N S
TH T2 EHL LL 00T DN ATOYIOGUIAS DNDA FUNeE] 5| Wland mirussEs Bagy SHORSESOE UHBEECcOE| | (D E b |
1] HdOH (6059 INDATITIOqQUAS DNEA Renos] X0qeawoy 40H LFEERZZOL ELBELBZZIL| SORZEDDODDIEDWIHASNT
1] E0LBEZZEL BrFEFECLAL | BLOESDOODDIDVIHASNT
1] [5a5990 100y suall |gonewneg] z edl) ezey Songyu esepnded supss BECFELZDL SEFZZIEL | ELODEDDOOODDVDASNT
TH| kil [OZDDDH=2Y Y e N E] Wi | OLEERDEHL ShBCFOCAL| 00 [N NN E e |
1] LS5 [EL ZBE0L0 L0y aUal [SONEENG S IO R LR OESZ0LZSL D291 | 51 9¥000000DVIASNT
L8 LY O [EFRERINDAZOYIOGRIAS DND A BMNOS] | PRIFDOSSE AP0 U EBZZ00Z8L FELDL| 001 ¥Z0000000VIHENST
Lg ST 10d [Lr6ag onon 2o oquis onoaeunes] g gungns || sseimufiod iy FELEEELDL FELTL| SOGEDODODDIDVIHENT
LE L8491 [risasonoa2oquis onpaeenes] ¢ uead Bupag sooey gaal e wnsu BECOPELDL SOLELELOL | PEDSZ00000DDVIAENT
TH B | 513 COLCOERSE | SOSEPU00000 VOSSN
LE| dHE POIETHY (L 100020y iRl -eunog] wi epqed uoguBooa pulls urozeay SEFLPLLOL LEELFLIGE| ELB6LED00000DVIHENT
1] [5z0004u=2% Wy 3a sanog] v 1= BELZFELEL SEBTFELGL| S09LED0000DDDVDH4SNT
[1:] [T (1] LBl9L| 2LZ6¥000000DVIHASNT
TH| (I=Jvra=] 5=11 DeSlaS gL | HESES00000I VISR S
1] BESSEFLEL FREFEFISL | JERLFO0000DDEDVIASNT
L8 ELEBSZLEL CBZZPO00000DVI4ENT
L8 EBLDELLOL CL06PD00000DVD4ENT
LE SLEGLELOL BHLELDIOL | BOODPOODOODDYIAENT
o = D=1 CLCOEDUAT | GeBEEo00N0D yod=ns
Lg SLE0LE00} CELEEFDDL | BLOIS00000DDYVIAENT
1] EZREGEDS L DBTLEEDGL | J¥SLrD0000DDVIH4SNT
[1:] B0 (320004822 WY S0 sunog] vNd [mucsoegds on OEFEGLOS L FEEEGLDGL | ERLLRD0000ODEDVI4SNT
TH| FroloHesL bcEFISES L | BERFRO0ODDIWOSENS
1] B0 (B0 WY SH FEUnoE] Wi [RUcsoends an 258L5565 1 V555565 L | BEBREDDODONDWIASNT
L8 £ (02000482 Wy S sunog] i [Rucsoecgds on LOPLOZES | EETIBEES L | 1B00RD0000DDVI4ENT
L8 ZIVHONS (L6000 sev Y saunos] & J OVHONS/IZIVHONS YNE JRoHINU |8 CFEFPPLESL EEDFFLESE| EZEPEDDDOODDVDLASNT
LE en (520004822 Wy 3 sunog] i Rucsoeogds on LEDBFEEC FEELFEES || BEEEED0000DDYVIAENT
TH BIODSEEC] Bellebwsl| SE0IS0000000VI45N S
Lg OSO5LFECE DEETDFESE| JBCTPO0D00ODDYVIAENT
1] OFEELFECL LEFZAFESL | BL0ZP00000DEDVIAENT
[1:] BFEGEZES L SELTECES | ¥2FSRO0000DDVI4SNT
TH| ELLELEGT SOELLeES L | PRESPOOODDII VOSSN
T8 i1 5=t =11 FircSEcES L] BLERR000000VI4ENS
1] FOLELLBCL BOLZLIESE | SETRRO00000DVIASNT
L8 ERL L[ 2LO1E0000000YDH4ENE
Lg ETdDOV [srrasonoAoquls oNaneuncs] £ smdeca padnos-wsosd 5 uoseype (] ELSE| B4 1900000000V DHAENT
TH| T BOFCEELSL | THEREOOUNODD Yod =g
Lg BELFELLCE ERDLELLSE] DLDESDOD00DDYIDAENT
1] 28P02LLCL EFETLLISL| ZEBELPDDODDIDVIOH4SNT
[1:] FFSLEDLS L 6L FEEEES L | ESELS0000000VI45NT
1] B0 LD FIBECL EEESL | B0OZ 0000000 VIAENST
TH il CEEORCHE | BITBECES | EOTSEOODOD0D vod==
1] SEOFEDECL BRLEBESS | LL12P00000DDVIASNT
L8 CLELELECL DikPiTIS0L| BELLPOODDODDVILAENT
Lg T [oeoeeonD A=y Iogels onan snos] e sseanpal yooPFousg gEuRg LTLFERSSE| BLEIEDODOODDYVDAENT
TH FLELDDSS L] O5L6C0000000 V45N

uopdposep susp (dq) pus susg (do) ms sues

154



=] BroPODODL DFFEFOODO00D VoI ENS
=] LOVED [Br6EaoNDAOVIoQARS DDA sUNeS] | Buumeco weuop WIoo|  cErlcoool FECECODDOO0DVOdENS
™ Fa sl [LPEET oD oy TOQahs OND/, EaneEs] ¢ DM ies WBUoE YO0 || UBtecounl p A i A L
=] EFHND (6T LT ONDA S OIS DD snos] Doeuioy [SURNREFD CF e bebo oW o | J010Eceal CEOEDDO0000DVodENT
=] PG BLLEFFEdL| LODOFOODO00DVodSNS
=] PO LRG0 [EBE L ONSA=IYIORMS DDA Funos] ¢ BulRUGD WRUOR | oo ppeU UG U ANpeep|  Bocoorool EEOPGEEdL| OFFECODDOO0DVOIENS
™ [EISIa0L0L 0y ouah [HoN meneE] 09 Dmum U0 jeetn o0 ounnm | BIFooenal FEcol el | Bleeruunnor vad ey
= [z ie]a; [EL0EDOND AoV oA OND/ wanos] weq Ueaibmues | SeFrlennl 5o Wk o [P e i A e
=] Blvilvds [E0DDEoND ATV IOREE DNDAFUN0S] Bl PAIFDOSSE SISRURD0RWSES | BIPCFCOoL EELFOCEd)| BEDO0D0D000DVodSNT
=] EECEZE0DDE DERLFO00000D VoI ENE
=] [P L CoBG0RaL| DECLFODDO00DVodSNS
™ Eal [BZ000FH = IV 3 wunoG] yiid Rlosomads o | Loeoeuunl §-1 8235022 10 [ st sh T i i A B L
=] AL BOP0CO00000DVodENE
1] EEED [EEagonoA oyl oNoa aunos] oy esepndad oyoeds upnbegn| — CEOELEEDL ¥ECF LOD0000D Yo dSNE
=] [ DEG5C/50) | CODEEODD000DVoIENS
=] BEDBZICOL BBOPCIGaL| BJELFODDOODDVOIENS
= TEEUCIEaT LTy i ] I §=D i e e |
= NS EE [EEELEFED L =Y SIS |G0NSNN0S] #O0@ANS ' JISqWRY pEREW Ol snasonm snourBopus | FECIoOc0k BFGGEOGTL| CBLZFODDOO0DVOIENS
=] ISR GLIOPEEGIL| LPFECODDO0O0DVOIENS
=] ST [E8LEG0LOL =Y oual |GoN-RUNGE] g Jequay || Apum) ol S| TEcooocolk EGBOCEGTL| CESCFODDO0O0DVoIENS
™ a2 TIO00E ONSA =0y OGRS DD, Sanos] ¢ DUEUCD WHUop MRUe) Lows | OFJCTOeal UFFEUCoal | Dol

=] [SITE] [BEFELOND ooy OIS SND, Snns] [ 540 PUR W 10dYd U DUEpesem 00w | OFo00ZEak TICICISdL| BPIZCODD000DVodENS
=] ETH] [eLopronoAsov Qs oD/ emnos] | x wemd-gunu jo peBe | FL0BLCEok ToUGREFdL| L6B0000000DVodENS
=] LO0FPLGFOL BECOLGFIL| BLLEFPOODOO0DVOIENS
=] CllzEErol BOFLEEFIL| BLLECOODOO0DVOIENS
™ b4 w0 (L6000 7Y Fivdd saunos] W) OVHONSIZIvE0NS YHE Jeewent I90s | TOROueRral P 1 I P A L
=] FLELCErFOL FEDBLIFdL| DECECOODO00DVodENS
=] [EEREIET GIIOG/Fd)| CEROCO0D000DVodENS
=] BIOELLyOL ZB0J0FdL| SOBEFOOD000DVodSNT
™ f42] 1ia] [LIZTI60L0L =0y suah [HoN SuneE] ¢ Weaiop SquqdmpAy you s | UeFoearaT i e L I A D L |
=] LICCOGrPOL ISEOFGFAL| DECOFDDD000DVodENS
=] P TLLPFGFIL| BECCFODDOO0DVOIENS
=] TAED [EELzrononovIoqais SNDAeunog] £ xoqomuoy S5 TIFOrFSrol ZBOBEGFAL| LEEco00000DvodENS
=] CPFLOGPOL LOFB0GFIL| BEEFCODDO00DVOIENS
™ TIEZFFFOT EIUTFEFAL| Doruennnnora vod ey
=] Vadodd ErSaL oD oy TPRUAS NS, Rune 5] BO[e J0peRa JOEE] WD persiep W | [CICCrral DELBELFAL| LPLEO000000DVodSNT
=] LTFPCOFPOL EGFLGOFL| DOLIFOODO00DVOIENS
=] e [0S6.9 NN IRqQWAS ONDA RUNGS] asruly suswl) soqdeoas susboous-oiwd LiM|  JEEGEOFDL BBGLOEEDL| ¢k FEODDDOO0DVodENS
™ TICIIOEnT TECLUETAT | DRFFFOULLO ad e
TH| ] [SZ 000 Y S Eanos] Y [RUCsomnds on | Dloheital TIoECibal | BiCrEunoi o=
=] HOH [BEELBONENEYIOQS DDA sunos] Jydeom WRLIOR oS PSRN | CROFGOLOL JEOGFBEEDL| BJOB0000000DVodSNT
=] CEDDLOEDE FPLLFOODO00D VodSNE
=] FOGZESED L Z000/5E9)| CERLFPODDO0O0DVOIENS
™ TV e [PI95T ONDA oY QRS OND /. wenes] § eeeonpa-egale G ek | G TOSEaT Pzl g A RO i A L |
=] GO LNEPIL [FHZ 90 OND A oy TS DND/, ERN0E] GOL eI RURGUEUSURS | CFCCOFEDE ECBLEFEDL| ¢ lE6C000000DVodENT
=] Ao D [oie0oononsovioquis oo sunosioenie uspen oo | CLLGoFEDE ZICBOEED )| FO0FOD0D000D VoI SNE
=] T 0d [6L0PaoNDA OV IOARS DNDABENGS] T ol UDnpsoud|  CoOBbotol CEFCOCEdl| BEDPCODDOO0DVOIENS
=] TN [eESELOND ATV IOQUAE SND A sunos] N wpauanes | TEoooceok IBlEcctdl| BORPEOODOODDVOIENS
= il [BZ000IH = IV 3 wunoG] Y [Rlosomads o | U0 Eal 3 e W S FAsp i AT b
=] [BZ000SH=y WY R FuNog] v (Ruosornds on|  TEcooocol LEBDEDL | CEBECOODODIDVoIENS
=] p=GrE] (65 LEGFED L=y el |goNauNoE] ot | jusuoduos xmdwod 15i00ne | DECLSOEo L SELGEOED)| JSOPEODDOO0DVOIENS
=] [lrE] [EEFaLoNDNEVIORaRS SNDAaNoS] | esuoduod xemdwos 5/00ne | Drcc LoDk SZcOGbcdl| CEBe L0DD000DVodENS
™ k1l TFODDDIH = IV 3 wunos] yid [ebosomads | TIEelaenl g e | e S T l=D T i A B L |
=] [HTES] [EELODOND Aoy OGS DN/, San0s] G| URo [RUtsiees | BEFLLGEDE ISFIFECAL| GELFLOODOO0DVodENT

155



=] LrNEd [sEsraoNoA o IEguis ONSaRenes] L wead o Bupag wie 20EL00F.LL EBLSDEELL| BEEZ LODDOOIDYDASNT
[1=] CH0EERELL COEEREELL| BLBLED0D00IDNYDAENT
T SoZbrRell eelb el L] BEEERDOD00IV ISR
=] SFLFERELL FEEDLEELL| D2EERD0OD00IDYIAENT
[1=] LNNEM [9REES NS IaqWAE NS RIno ] 1 Iemuem AIUR) FSRIGIEURDS MY YHH INSZd0N SFER0EELL FEERSEIELL| L¥PETLODDOOIDNDAENT
L8 ZaEdY [ieripoNswoyoguels o enas] 7 segusn g ey Bupeg uapnd josnomd s pofue OLLLELELL BOOEFFELL| EFEZLODD0OOIDNYDAENT
T4 FHC0 [SELIEINDA T RIS DJNDARUNDE] |7 SRRmIpAL [RULLIRED UnDegn A=k eELELLELL] J5wEsn0n00lioy o4
TH THOWTT [GZZERONDATIVIORAE JNDA-RInGS] | SRR ATGmuny & PUB AN UFElECElL BB LBl L] PRRIODDDDOINISERS
L8 HINOH [£0L£60 L 0Ly Bual |SINFENGE] G XOG0MACY B3l PRIRE SECLICEZLL CAOFCETLL| DEZSRDDD0OOIDNYDAENT
[1=] SOEELLTLL BFCEEBELL| DSS0S000000DNDAENT
L8 SEWIIRL [1cEZE0L0L oy auall 190N aunE] CE U0 BURIGIILIS IR CIZEEBDZLL BFFELOTLL| BPEORDDD0OIDYIAENT
= BYUED TS [ELEEEINDATTYIDRARS DNDASUN0E] § SRqUiail 0F JUR] ISUe snes =] =y L0t ol L] ERERSD0D00IDVIAERS
[1=] FEBZESCLL LEELESTLL| RODERDODOOIDNDAENT
[1=] rONIE [o08zE0L 0L 2 susE [g0ON:snog] ¢ Susum Wmuop N3E QEENECZLL BECREFZLL| DE0FROOD0OOIDNIAENT
=] SEELOFZLL EZEEFFZLL| D02E¥D0D00IDYIAENT
[1=] LARLLFELL BFEBEETLL| BELFRFODDOOIDNVIAENT
TH nl [EZ 000 WY S US| Wi (RS0 s or PHEEPLLLL FELSFLCLL] BHILEDDDDOIW ISR S
=] CEREOEZLL EDECDEZLL| ZZEERD0D00IDYIAENT
[1=] EVSIHE [G0LZE0L0 L RURE [IN snas] £ IR AIUE] FRUE CFEEOECLL SEODDETLL| ELRERDDDOOIDNDAENT
L8 LW Ed LY [izoogoNSAaquis onasseunes] Ly Fipodsuss pducyssogd esedly BECBEZZLL DBLLBOELL| ELZELD0D0OIDNDAENT
T4 Leelenlll oeLDERLLIL] BEEREDODOOIDV ISR
[1=] [FEREE] [ETLTEONDA TN OREAE JNDA N0 E] | GUIEUE WHUOR G BURERD pUR UEnpass gt CEFELELLL OEELELLLL| BESELO0D00IDYDAENT
L8 CLIEZLLLL LELFDALLL| #FLERDODDOOIDNDAENT
[1=] LEEGOELLL QROBDERLL| EQLERDODOOIDNDAENT
L8 2010 [gLcELDNDAEoquis DN E-Funas] g BUMBUoD WRLGE B0 ETRIRIRIE [FRILELD LWUTISSE LEBCPE0LL SEBEESDLL| DLSOEDDDOOIDYDAENT
= oRcBEROLL BhEEEFOLIL] & 2

[1=] FEET [PFILLE-DONDATRVIOREAE DINDIABINOS] L ISGIL KRR IWRUOR LdL) BFOFEEDLL DELESEQLL| 2E2B00000000%0AENT
L8 L4N5 oLz 0Na AN oquis NSy eunos] #sRdl S Boouoy 14ns LFBLPEDLL LFDSZEDLL| DESEZ00000IDYD4AENT
=] Z¥0dND [1esze:oNonoyiogusls onan sanog] z sseuursp aipyisopd-g-sumuesmnE SEFZZEOLL OZDEEZDLL| 9EwEZD0D00IDYI4AENT
L5z cHERSHOLE BREFRDOLL] BeSErOO000I0N ISR
[1=] ENEETEE FEZFERESL| BECLPDDDOOIDNVIDAENT
=] 1 [ED00Ddu=ay Wy S munos] v 1=ucsoeads 10 ¥ZEREFEDL BZLBERESL| SECFEDDDOOIDNYDASNT
[1=] Lo EYD [1oseLDNDA=EY IO E Dla A snas] Iungns | Rael soqdaca y #E8) pee SRk naemUE-RIEEE OE0LLTESL CLEEFLESL| BLLFEDDDOOIDNDAENT
L8 ZVHEYD (Bl pza-ona AoV IeRuls oNSA sunos] pungns zeydie opdeoa) v 0] pos sulngouaue-rIueE SEFLFDEDL SLELZEEIL| 9E6L2000000DYD4AENT
T4 fd=EA ] [ELPELIDNDNTONIOQUAS DINDA BUN0S] ZEL BUNNS SRR I3 SMAGILDOAD []5=] 5= TECPooraL| DoEBEOuO I Vo d e
[1=] PREEYD | e e v e b e e o e b e s e I e R LEELEFEDL SFLSLFESL] LALELDDD00IDYDAENT
L8 LEHEYD [EZrZe-DNDATOWIDGAIAS DNS N BRNoS] IUngrs | eeg oqdasa y sl pos Sl ngo U e-RIeE 2L LERERal LBELDDEIL| 22100000000 045N
[1=] BIWMOO LI QL DNDARONIREA G DNDA SUNGS] f BURHEcD UEECR WNOD SFECEELOL SDEEBELIL| |1 IEECD0D00IDNDAENT
TH Q0L dLy [ZEELBOLD Ly BHaE [HoN: wnaa] (BAIed] Q0| Fipoasumg Pore et s eeedly ] e 1 B S D T e |
TH T uca] [FLFBL DN A SO TGS ONDN EINOS] SeEpI0e supas 2HIERRIS] i tELSAS L] S LR000000T0VIAERS
[1=] e L[EBLES DNDATIN OIS DND A SaInag] | &l SApLeg KOy J0EE] BOEESURS R 260 EL ODLBERLIL| EOFLEDDDDOODIDNDAENT
L8 LSk Lot oNaAoquis ONSA-enes] | Bud® JUNGrs [BUURLD PREE RO e LZEZERLOL EEELFFITL| PELEDDDDOOIDYDAENT
=] LT¥dIN [aog6a0L 0Ly auall |gon-eancs] | Buueecs wmaop o vdil SOLEZFLOL ZLSERELTL| 1B0SRD0D00IDYIAENT
L5z L (61 295 INDNTVIOQUAS ONDA-RENOE] S5UR SUSaIR ML chbcELidl e I e e e T e |
[1=] 231 LSO TN DA IOUAS DDA RENDE] SR SUSmAT L0 18] LIBELELDL OFEFECLIL| BPERLODDDOIDYDAENT
=] LELELLLDL OBECLLLTL| 2LER000000DYIAENT
[1=] ZMHIVTS [LLSFINDAINTPRAS ONDA BRG] 2 aquie ARy Jiow NIV1S ¥EBLELLEL LELDEDETL| LESE000000IDNDAENT
[1=] POLDTS [ER1SEONDATOWIOGEIAS ONSA BNNOS] p 350UIEY 0L AIUR] JSURD 3INps LFLEEEDOL DLLBLEDGL| BERC0D0D00IDYIAENT
= LY (61 LOS-OMNDAPONIRRRE ONDARMNGE] | 15aUR Mol SE0EIEEH] fEcklpEd L] LII5SD000000VIAERS
[1=] STEDLEDDL 0EEEFD0D00IDNIAENT
L8 [EZ000du0y WY S aunos] v (mucsoeads on CELLCEDOL A2 LZENDDODIDNDAENT
[1=] LZEEEEDEL BOSECEEIL| ECEESD0D00IDNIAENT
TH A [LIEZEINDATIVIIQEAS JNDARUNGS ] RAEEED UdEs TRl @ AHd CVOEEGEET EFFFELEIL] BERSO00000I0N ISR
[1=] FREEEEET SLFCEREIL| E0RZE00D00IDNDAENT

156



=] ] [rezEaoMD Aavioquls ONDA-Renas] | Iungns 0 Jope) seemdas PLZEQDSLL BEEBLERLL] 12LLD0000D0IDYIHAENT
[1=] CRE] [EZLE-INDASOWTOGRIE INDA ENN0E] IR T20R CCBESERLL CEPELERLL] FLLBE000D0IDNIAENT
[1=] E7dd [EEBELDNDATIYIDQUAS INSAAUNOE] £ Wmasd [Pssnns CEQTLERLL ESERDERLL] ¥EZZL000D0IDYILAENT
™ =W [LZTETINDA OV IORARS DNDA FUN0E] SSFauiuRs pae Hody EEERIaY chEcbEPll] I95E 000000V IAENS
[1=] HODN [SOF3T oD TaAS OND, Rene ] a5 Eua b pAE -5 eecem|E g0 LELFEERLL BLCERERLL] DOBBO0OD0D0IDNYDHAENT
[1=] FLANE (20008 INDATRIOGQUAS ONSARENGE] i usiad suriqusus [RIGE) ZFOBERRLL ZEFIELPLL] PEOZEQDODOIDYIAENT
=] BEERRLIFLL LBELFIFLL] EEDPFZ00000IDYILAENT
[1=] Zin (2 D000 =0 WY RRnE] W [PUs0acads JOURE 7L LiZELBRLL BLLELBRLL] BRSREQDODOIDNYIHEHE
TH ACSEN [EE00E ONDATIOQUAS DNSAFUNOE] W 23 MuiTus Bunahniees upnksgn COEBEOFLT ESFELERIL] EELEE 000000 VOSSN
[1=] WE50d LIBOFEINDASIVIRGAIAS INDASNN0E] W I0FR) PRBIGSSE USSR 5504 2EELISRLL SEECFFRLL] BOZEDODODOIDNDAENT
L8 B [SE0D0SEIY WY S aunos] Wi |Rucsomnds an ZEOE0ERLL BREFDERLL] SEELEQDODOIDYIHENT
=] EEELE [zoLggoNanaequis oNArenes] z waud Bapag mooaw AF9BCERLL EEEBSTRLL] L289Z000000D%W24ENT
L5z HUHY (2B BB OND S O E D, Plnios] [ Se st RIIE] oot S ZEERUCRLL ik Bue PLE | POESFODODOIIGOIEN S
[1=] BYREHD [EGFEL OND/o0y FORAIAS OO, SaNos] NI 5 BUOE BN Foya e N BLICELRLL SLEEZLPLL] APECEDDODOIDYDAENT

157



Annexe 7 : Alignement des protéines CORIN chez différentes especes

Légende, wt-cat :

chat non sunshine, sunshine-cat : chat Sibérien sunshine, wt-tiger : tigre non golden,

golden-tiger : tigre golden, horse : cheval, human : homme, pig : porc, cow : vache, rabbit : lapin, dog
: chien, mouse : souris, chicken : poulet, consensus : séquence consensus. Les points indiquent des
acides-aminés identiques. Les traits indiquent les délétions.
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Légende, wt-cat : chat non sunshine, sunshine-cat : chat Sibérien sunshine, wt-tiger : tigre non golden,
golden-tiger : tigre golden, horse : cheval, human : homme, pig : porc, cow : vache, rabbit : lapin, dog
: chien, mouse : souris, chicken : poulet, consensus : séquence consensus. Les points indiquent des
acides-aminés identiques. Les traits indiquent les délétions.

L'arginine en position 795 dans la protéine du chat est indiquée par une fleche.
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BEAUVOIS Héléne

CARACTERISATION D’UNE NOUVELLE COULEUR DE PELAGE
CHEZ LE CHAT SIBERIEN

Thése d’Etat de Doctorat Vétérinaire : Lyon, le 13 Novembre 2020

RESUME :

Dans les décennies passées, de nombreux genes ont été identifiés comme étant a I’origine de
diverses couleurs et patrons de robe dans 1’espece féline. Notre travail a porté sur une
modification de la couleur propre a la race de chat Sibérien et appelée sunshine. Nous avons
recruté une cohorte de chats Sibérien sunshine et contr6les qui nous a permis de proposer une
description phénotypique de la modification sunshine. L'analyse de données généalogiques
nous a permis de confirmer le mode de transmission autosomique récessif du sunshine. De plus,
a l'aide d'outils et de stratégies de génomique féline actuels, nous avons identifié un variant
génétique associé au phénotype sunshine. Ce variant, situé dans un gene candidat majeur,
présentait une corrélation génotype-phénotype forte et était associé a une modification de la
répartition des pigments eumélaniques et phéomélaniques le long du poil. Ainsi, nous espérons
avoir contribué a la caractérisation du phénotype sunshine du chat Sibérien, base préalable a la
reconnaissance officielle de cette modification de la couleur, en particulier en France, et ouvert
la possibilité a des études complémentaires.

MOTS CLES:
- Sibérien (race féline) - Follicule du poil
- Génétique Animale - Pigments animaux
- Mutation (biologie)
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