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INTRODUCTION

L’exercice d’endurance peut étre défini comme un exercice cardiovasculaire — tout
comme la course, le ski de fond, le vélo, I’aérobic, la natation — réalisé pendant un laps de temps
étendu (Joyner, Coyle, 2008). Les besoins physiologiques et biochimiques permettant la réalisation
de ce type d’exercice induisent a la fois des réponses musculaires et systémiques. Les athlétes
d’endurance exposent leur corps a des situations physiologiques extrémes qui rompent
I’homéostasie corporelle interne en bouleversant le fonctionnement normal d’organes et de
systemes. La capacité a réaliser un exercice physique sur des laps de temps prolongés ne
requiert pas uniquement une machinerie métabolique et hormonale adéquate, mais aussi de
I’énergie et des sources électrolytiques, ainsi qu’une réponse immunitaire contrblée (Branth &
al., 2009). Exercer une activité physique a trés haut niveau pendant une longue période implique
que le corps entier s’engage dans une réponse de défense via la synthese de protéines de la
phase aigué (acute phase proteins, APP), la libération d’hormones, et les variations de
I’équilibre métabolique et des fluides corporels. Il serait intéressant de connaitre finement tous
ces mécanismes.

Dans le milieu du cheval, I’endurance est une discipline sportive équestre regroupant de
plus en plus d’adeptes. Ce sport équestre, qui connait un essor dans les pays européens et arabes
depuis la fin des années 1970, a pour objectif de parcourir de longues distances avec son cheval,
avec ou sans limitation de vitesse. Il s’agit d’une discipline sportive comparable au marathon
chez I’Homme, demandant un effort prolongé parfois extréme. En France, I’endurance équestre
revét une importance de plus en plus considerable. En effet, I’équipe de France d’endurance
équestre s’illustre depuis de nombreuses années a un niveau international, avec une médaille
d’argent par équipe aux Jeux Equestres Mondiaux (J.E.M.) de 2010 et aux Championnats du
Monde en 2012. Par ailleurs, I’élevage francais de chevaux d’endurance se situe actuellement
parmi les meilleurs au monde : lors des J.E.M. de 2010, 8 des 12 premiers chevaux étaient nés
en France, dont le 1%, le 2°, et le 4°, et parmi les chevaux ayant participé aux Championnats du
Monde en 2012, 45 des 147 chevaux participants (31%) étaient nés en France, dont 14 classés
parmi les 20 premiers (70%).

Comme dans les autres disciplines équestres, les résultats dépendent du couple cheval /
cavalier. Concernant le cheval, comme chez n’importe quel individu, son aptitude pour une
discipline donnée (ou toute autre caractéristique phénotypique) résulte de la combinaison entre
un patrimoine génétique particulier (son génotype), d’une part, et I’expression de ce dernier



(son phénotype) dans un contexte environnemental particulier (effets de milieu), d’autre part.
Pour I’instant, I’évaluation du potentiel d’un jeune cheval repose sur le jugement de son
phénotype (morphologie et allures essentiellement). Les éleveurs de chevaux d’endurance, les
cavaliers d’endurance ainsi que leurs entraineurs souhaitent disposer de chevaux présentant des
caractéristiques favorables a la pratique de ce sport. La race Pur-Sang Arabe et les croisements
qui en sont issus (demi-sang arabe, anglo-arabe...) semblent présenter ces caractéristiques,
aussi bien en termes de morphologie (ils sont en général légers et de petite taille, et de
conformation musculaire fine), que d’allures (capacité a tenir des vitesses moyennes allant
jusqu’a 15 km/h sur des distances de 20 a 160 km), ou encore de métabolisme (capacités de
résistance a I’effort et de récupération rapide et efficace, compatibles avec des efforts de longue
durée, a la fois sur les plans cardio-vasculaire, respiratoire, musculaire, digestif...). Ces
caractéres sont effectivement trés recherchés pour la pratique de I’endurance équestre. Enfin,
leur tempérament alerte, volontaire et plein d’allant la plupart du temps, se préte bien a la
pratique de cette discipline. Cependant, pour le moment, le morphotype a rechercher ou éviter
chez le cheval d’endurance est encore bien mal déterming, en raison du faible nombre d’études
menées sur ce sujet, de la jeunesse de la discipline, et de I’évolution tres importante de cette
derniére depuis les années 1990, modifiant considérablement les efforts demandés au cheval et
donc les qualités requises pour étre performant.

A la différence d’autres sports equestres faisant intervenir principalement force et
souplesse naturelle équine, I’endurance sollicite trés fortement le métabolisme. En effet, lors
d’une course d’endurance (de 160 km notamment), les chevaux sont soumis a une réponse de
stress résultant principalement de I’ajustement a la déshydratation, au désequilibre métabolique
et a I’inflammation. Il est donc trés probable qu’un effort physique d’endurance soit a I’origine
d’effets d’adaptation mesurables sur les paramétres « omiques » (transcriptome,
microtranscriptome et métabolome) de différents tissus de ces chevaux. Ce sont précisement
sur ces effets et leurs relations que je vais me pencher, c’est-a-dire sur I’analyse fonctionnelle
des parameétres « omiques » et leur intégration, dans le cadre du projet de recherche en génétique
GenEndurance (C. Robert, E. Barrey). Ce projet a globalement pour objectifs de déterminer les
combinaisons de variants génétiques, I’expression du génome et les caractéristiques
phénotypiques (biochimie, métabolisme, morphologie, allures) favorables ou défavorables a la
performance en course d’endurance, afin de proposer aux éleveurs, cavaliers et entraineurs des
outils pratiques et peu invasifs d’aide a une caractérisation du potentiel de leurs chevaux la plus
précise et la plus précoce possible (avant 6 ans ou avant la castration). Cela permettrait de

conserver la suprématie de la filiere endurance équine en France, de valoriser au mieux la
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production de ce type de chevaux, et d’offrir aux cavaliers frangais des montures de qualité, les
plus adaptées a leurs demandes.

La premiére partie de la These, bibliographique, permettra de présenter I’état actuel des
connaissances sur I’intérét et les méthodes d’intégration de différentes sources de données
« omiques » afin de prédire un phénotype particulier, notamment concernant I’endurance : on
présentera les diverses données « omiques » dont on dispose et la maniére dont elles sont
produites, puis on donnera quelques exemples d’utilisation de ces données, avant de s’intéresser
aux méthodes statistiques nécessaires a leur analyse et a leur intégration. On se concentrera
ensuite sur les principes d’étude et de prédiction d’un phénotype sportif associé a I’endurance,
comme c’est le cas dans le projet GenEndurance. On s’intéressera pour cela aux études déja
réalisées chez I’Homme dans I’objectif d’identifier des biomarqueurs de I’effort d’endurance,
puis a celles menées sur le modele animal équin, en détaillant le projet GenEndurance et en
passant en revue les études concernant les modifications du transcriptome (ensemble des
ARNmM transcrits & partir des génes de I’individu), du microtranscriptome (ensemble des
microARN codés a partir de I’information génétique de I’individu) et du métabolome (ensemble
des métabolites présents dans un échantillon biologique) et leur lien lors d’un effort
d’endurance chez les chevaux.

Dans une deuxieme partie, nous présenterons les résultats expérimentaux d’un travail
expérimental auquel j’ai été associée. L’article scientifique original, publié le 10 Mars 2016
dans la revue Scientific Reports et intitulé « Integrated mRNA and miRNA expression profiling
in blood reveals candidate biomarkers associated with endurance exercise in the horse » est
intégré dans la Thése, accompagné d’un texte introductif reprécisant le contexte et les objectifs
de ce travail.

Les limites actuelles de ce genre de travaux, les développements attendus, les
perspectives qu’ils ouvrent, seront détaillés dans la conclusion de cette Thése.
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PREMIERE PARTIE :

Etude bibliographique
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. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1. L’intégration de différentes sources de données en vue d’une prédiction

phénotypique

Le phénotype a prédire peut étre consideré a différentes échelles, qui seront présentées.
Les données « omiques » utilisées pour la prédiction sont par ailleurs de multiples natures
(phénomiques, génomiques, épigénomiques, transcriptomiques, microtranscriptomiques,
protéomiques, métabolomiques...). Nous définirons ces différentes « strates » d’information et
présenterons les principales stratégies mises en ceuvre jusqu’a présent pour les produire. Ces
« omiques » ainsi définis, nous étudierons leurs domaines d’application ; ils peuvent
effectivement étre utiles dans la production de connaissances diverses et variées : comment s’en
sert-on, quel est leur intérét ? Enfin, on explicitera les méthodologies statistiques les plus
couramment utilisées afin d’organiser, d’assembler, d’intégrer ces multiples sources

d’information.

a. Les données phénomiques

i. Le phénotype et ses différentes échelles

Le phénotype, terme créé par Johannsen en 1909 (Wanscher, 1975), désigne I’ensemble
des caractéres observables d’un individu. Plus précisément, il s’agit de la manifestation
observée de I’expression de I’information génomique propre a un individu, dans le milieu ou
ce dernier évolue (Freimer, Sabatti, 2003). Le phénotype peut donc étre défini comme I’ensemble
apparent des performances résultant de I’expression du génome et des effets de milieu sur
différents caractéres (Faucon-Lahalle, Montagu, 2011). Beaucoup d’efforts ont été consacrés a
I’identification des bases génotypiques expliquant la variabilité phénotypique, et désormais les
études se concentrent sur les points a améliorer concernant la fagcon d’intégrer ces efforts a

I’investigation de I’influence environnementale sur les phénotypes (Freimer, Sabatti, 2003).

13



Caractere phénotypique Génome, Transcriptome et Microtranscriptome

Ex : lactatémie plasmatique Ex : géne codant I’enzyme pyruvate deshydrogénase, ARNm et miARN liés

Phénotype

Ex : 2 mmol de lactate par L de sang

-

_— T~

Environnement Technique de mesure
EX : entrainement sportif, conditions de logement, stress... Ex : dosage sanguin

Figure | : Les domaines conceptuels requis pour construire un phénotype

Au-dela de cette définition du phénotype au sens large, on peut utiliser ce terme de
maniere plus restrictive et classer de différentes manieres les phénotypes : selon I’échelle
considérée (de ce qui est visible a ce qui nécessite des outils d’observation microscopique),
selon le critére d’étude (caractere d’intérét lui-méme ou bien parameétre qui lui est lié), selon la
nature du phénotype (en fonction du déterminisme génétique sous-jacent), selon la structuration
du phénotypage (horizontal ou vertical en fonction du nombre d’individus considérés et de la
finesse de leur caractérisation), selon I’intérét du phénotype, autrement dit la finalité de son
utilisation (zootechnique, meédical, sportif...). Intéressons-nous donc a ces différents

classements et a leurs caractéristiques.

On peut considérer le phénotype concernant un seul caractere (phénotype
macroscopique), a I’échelle cellulaire (phénotype cellulaire) ou encore a I’échelle moléculaire
(phénotype moléculaire). Le terme « phénotype » peut donc se rapporter a toute caractéristique
morphologique, biochimique, physiologique ou comportementale d’un organisme (Freimer,
Sabatti, 2003).

Un caractere phénotypique peut étre le caractere d’intérét lui-méme (caractére « vitesse
maximale atteinte au cours d’une course d’endurance donnée » par exemple), un bio-marqueur
(ou indicateur) qui lui est corrélé (caractére « lactatémie », lié au métabolisme anaérobie des
fibres musculaires), ou un effecteur qui le contréle (expression du géne codant I’enzyme
pyruvate déshydrogénase pour cet exemple).

Si I’on s’intéresse au cheval, au caractére phénotypique « robe de base » peut
correspondre I’état de phénotype « bai ». Ce caractére phénotypique est discret (ou discontinu)
car il présente un nombre de phénotypes limité (13 robes de base chez le cheval) : noir, bai,
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isabelle, souris, alezan, gris... Dans ce cas, le phénotype est régi par un déterminisme génétique
relativement simple (Rieder, 2009). D’autres caractéres phénotypiques sont qualifiés de continus
car ils varient de maniére continue dans un intervalle borné par une valeur basse et une valeur
haute : il s’agit par exemple de la taille, ou du poids d’un individu. Un méme phénotype peut
dépendre de I’expression de plusieurs génes et de leurs interactions, ainsi que des marques
épigénétiques et du milieu ; c’est donc la résultante de I’expression du génome (incluant
génome et épigénomes) modulée ou non par le milieu environnant. C’est par exemple le cas du
potentiel d’un cheval a étre performant en endurance : cela dépend en effet de parameétres
physiologiques intrinséques (capacités pulmonaires, cardio-respiratoires, musculaires...) mais
aussi des conditions de vie du cheval (entrainement, alimentation, logement...), de ses
interactions avec les congéneéres et avec les humains (niveau de stress, pathologies...).

Il est également possible de structurer le phénotype de deux facons différentes mais
complémentaires : horizontale et verticale. Le phénotypage horizontal est caractérisé par des
mesures réalisées aisément sur un trés large panel d’animaux. On peut citer, par exemple, les
dispositifs officiels de contrle de performance en ferme dans les différentes espéces de
ruminants (contréle laitier ou controle de croissance des jeunes), ou le programme de
phénotypage « PhénoFinLait », qui consiste, entre autres, en une mesure de la teneur en
protéines et matieres grasses du lait des ruminants par spectrométrie moyen infrarouge (MIR)
et une mise au point d’équations de prédiction, puis une mise en lien de ces phénotypes
prédictifs avec le génotype des animaux (Esvan & al., 2010). Le phénotypage vertical, quant a lui,
réunit de nombreuses mesures de plusieurs phénotypes de plus en plus fins concernant une (ou
plusieurs) famille(s) de caractéres (phénotypage trés approfondi) sur peu d’individus. Le
programme européen SafeBeef, dans le domaine de la qualité de la viande bovine, en est un
exemple : il s’agit de mesures simultanées des caractéristiques des carcasses (conformation,
engraissement), des critéres de qualité sensorielle des viandes (tendreté, flaveur, jutosité), de la
composition fine du muscle (type de fibre, teneur en collagéne et en lipides, composition en
acides gras) et de I’expression des genes et des protéines impliquées dans le déterminisme de
la qualité de la viande (Miles, Caswell, 2008; O’Connor, Wyness, 2012).

On peut aussi faire la distinction entre phénotypes d’intéréts différents : on peut par
exemple étudier le phénotype d’aptitude au saut d’obstacle d’un cheval de sport, qui est un
phénotype macroscopique particulier. On peut aussi mentionner la capacité du cheval a se
déplacer a certaines allures particulieres, comme I’amble. En effet, la plupart des chevaux ne
se déplacent naturellement qu’a trois allures : pas, trot et galop. Certaines races équines
présentent la capacité de se déplacer de maniére naturelle a des allures supplémentaires. Ainsi,
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le cheval Islandais dispose de deux allures supplémentaires : le tolt et I’amble. L’amble est une
allure caractérisée par le poser alternatif de chaque bipede latéral (et non pas diagonal comme
c’est le cas au trot) avec une phase de projection entre le poser de chaque bipéde. Une étude
récente a montré que cette allure avait un déterminisme génétique : une mutation causale dans
le géne DMRT3 (DMRT3_Ser301STOP) est ainsi responsable de I’expression d’un codon stop
prématuré et donc d’une protéine Dmrt3 raccourcie (c’est une situation ou le mécanisme de
dégradation de I’ARN apres un codon stop prématuré, appelé « nonsense-mediated mMRNA
decay » (NMD), n’est pas déclenché. (Silva, Romao, 2009)). Or, cette protéine joue un réle majeur
dans I’établissement des connexions (lors du développement embryonnaire) puis dans la
régulation des neurones spinaux contrélant la locomotion et la coordination du mouvement des
membres chez les vertébrés. La présence de cette protéine raccourcie chez les chevaux islandais
homozygotes A/A pour la mutation non-sens dans DMRT3 entraine a I’échelle phénotypique la
capacité naturelle de se déplacer a une allure supplémentaire qu’est I’amble (Andersson & al.,
2012). Les chevaux peuvent également apprendre & ambler, et maitriser cette allure par le
dressage : on voit donc qu’un phénotype (« capacité de se déplacer a I’amble ») dépend a la
fois du génotype (homozygotie pour la mutation DMRT3_Ser301STOP) et des conditions du
milieu (apprentissage locomoteur par le dressage).

ii. Le phénome et les approches phénomiques

Le « phénome » d’un individu ou organisme représente I’ensemble des « caractéres
phénotypiques », ou « traits phénotypiques » observables aux niveaux éthologique,
morphologique, anatomique, physiologique, moléculaire, cellulaire, tissulaire, etc., qui le
caractérisent. Le phénotypage d’un individu consiste a déterminer I’ensemble de ses
caracteres observables. Un « langage de référence » (une ontologie), sur lequel nous
reviendrons par la suite, est nécessaire pour décrire ces derniers de maniére précise et
standardisée, afin de pouvoir ensuite comparer différents animaux et/ou résultats d’études
indépendantes sur la base de ces caractéres. En effet, les phénotypes, tout comme les génotypes
(ensemble des combinaisons alléliques d’un individu) peuvent, par définition, différer d’un
individu & un autre, et c’est sur cette variabilité que se penche la phénomique (Freimer, Sabatti,
2003). Les approches phénomiques reposent donc sur la collecte d’informations phénotypiques
pour chaque individu a différents niveaux (moléculaire, cellulaire, tissulaire, de I’organisme
entier) puis sur la détermination de la maniére dont ces caractéres peuvent étre étudiés ensemble

de maniere profitable.
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iii. Des exemples illustrant les approches de phénotypage a haut
débit

> Le Mouse Phénome Project (M.P.P.)

Le modéle murin s’est avéré jusqu’a présent fort utile dans la comprehension de la
biologie en général, et de la biologie humaine en particulier. En effet, la facilité
colt individuel faible...), la possibilité de réalisation de nombreuses analyses phénotypiques
simultanées sur un méme animal, le contrdle aisé des facteurs environnementaux contribuant
aux phénotypes, la possibilité d’opérer des modifications ciblées du génome dans des cellules
embryonnaires souches et de générer de nouveaux phénotypes par mutagenese, la disponibilité
du génome murin désormais intégralement séquencé, ainsi que la relative similarité entre les
génomes humain et murin, font de la souris un modéle expérimental exceptionnel et sont autant
de parameétres favorables justifiant I’exploitation de ces modeles animaux dans le cadre de
I’investigation en biologie humaine.

La contribution des données murines aux avancées de la recherche en biologie,
génétique et médecine humaine a donc été majeure, et est particulierement bien illustrée par le
Mouse Phenome Project. La souris est la seule espéce animale disposant d’un programme de
phénotypage a haut débit aussi abouti. Ce projet a été initié il y a une quinzaine d’années pour
compléter les efforts de séquencage du génome murin en promouvant de nouvelles initiatives
de phénotypage dans des conditions standardisees et en rassemblant les informations dans une
base de données centralisée a accés universel, la Mouse Phenome Database (MPD). Le M.P.P.
regroupait, des ses débuts en 2003, environ 400 mesures concernant différents domaines
phénotypiques liés a I’athérosclérose, aux troubles sanguins, a la susceptibilité aux cancers, aux
troubles nerveux et comportementaux, aux defauts de fonction sensorielle, a la vulnérabilité
aux maladies, a la réactivité pulmonaire, a I’hypertension, a I’ostéoporose et a I’obeésité, et
recensait déja plus de 150 000 SNP (Single Nucleotide Polymorphism, mutation ponctuelle
d’une base nucléotidique dans la séquence d’ADN) identifiés dans un sous-ensemble de
souches murines majeures, qui contribuaient a la MPD (Bogue, 2003).
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Les données phénotypiques de souches murines sont actuellement stockées sous des
formes multiples et variees (descriptions détaillées de lignées murines, données de phénotypage
sur les nouvelles mutations, données sur les traits « normaux » de lignées consanguines, etc.),
a de nombreux endroits : le probléme typique de ces bases de données biologiques est qu’elles
contiennent des informations similaires mais non identiques, sur différents sites répartis dans
le monde entier (The Mouse Phenotype Database Integration Consortium, 2007). Un processus a donc été
initié par le Mouse Phenotype Database Integration Consortium (MPDIC) dans le but d’une
utilisation harmonieuse et la plus efficace possible de ces groupes de données : il est caractérisé
par le développement de standards de description de phénotypes (utilisant un vocabulaire de
description commun, sous forme d’ontologies) et de formats de fichiers pour la description des
protocoles de phénotypage et des jeux de données phénotypiques. Pour cela, le MPDIC a établi
un site web expérimental comme site coordinateur centralisant les informations et fournissant
les liens vers les sites individuels donnant acces aux données de phénotypage murines

(http://www.interphenome.org/). Ce processus de fusion, ou du moins, d’intégration de différentes

bases de données phénotypiques murines est en cours ; il réunit, entre autres, les informations
fournies par :

- la MPD, basée au Jackson Laboratory (Grubb & al., 2004) (http://phenome.jax.org/)

- le systeme MuTrack, développé par le Laboratoire National d’Oak Ridge (Baker & al., 2004)

- les bases de données EuroPhenome (http://www.europhenome.org) et EMPreSS (European Mouse

Phenotyping Resource of Standardised Screens) (http://empress.har.mrc.ac.uk/) du MRC (Medical

Research Council) Harwell, centre international pour la génétique murine localisé prés
d’Oxford (Mallon & al., 2007)

- PhenoSITE, développé par le centre de bioressources financé par le gouvernement japonais
RIKEN BRC (BioResource Center) (http:/ja.brc.riken.jp/lab/bpmp/index.html)

- GeneNetwork, de I’université du Tennessee (http://www.genenetwork.org) (Chesler & al., 2004)

- PHENOMIN, infrastructure francgaise développée gréce a une collaboration entre I’Institut
Clinique de la Souris (ICS, llIkirch), le centre de Transgénese et Archivage d’Animaux Modeéles
(TAAM : CDTA-SEAT-CIPA, Orléans, Villejuif) et le Centre d’ImmunoPHEnomique
(CIPHE, Marseille) (nttp://www.phenomin.fr).
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Figure Il : L’intégration de sources de données phénotypiques murines diverses (The Mouse Phenotype

Database Integration Consortium, 2007)

Ces données vont des descriptions détaillées fournies par le groupe Mouse Genome Informatics (MGI) aux descriptions d’études de
phénotypage haut débit comme EUMODIC et descriptions synthétiques de lignées mutantes détenues par de nombreux sites, en passant par

les données quantitatives sur les phénotypes « normaux » de lignées consanguines stockées dans la MPD et dans Europhenome.

Parmi ces sources d’information, nous présenterons I’exemple de la MPD afin d’avoir
une idée plus concréte du mode de fonctionnement de ces bases de données. La MPD a vu le
jour en 2001 au sein du Jackson Laboratory (organisation indépendante a but non lucratif) en
tant que centre de coordination pour le M.P.P., et est en partie financée par les apports du NIH
(National Institutes of Health). Cette base de données accessible en ligne intégre des données
phénotypiques quantitatives, transcriptomiques (c’est-a-dire d’expression génétique) et
génotypiques murines dans un cadre commun annoté, pour faciliter les recherches comparatives
sur la santé et la pathologie humaines, en hébergeant et en mettant & disposition une grande
richesse de données standardisées et soigneusement organisées caractérisant des souches
murines : elle aide ainsi a s’affranchir de certains probléemes comme I’impossibilité
d’expérimentation sur les humains pour des raisons pratiques ou éthiques (Maddatu & al., 2012;
Grubb & al., 2014). La MPD contient désormais plus de 3500 mesures ou traits phénotypiques en
lien avec la santé humaine, dont les processus cancéreux, le vieillissement, les troubles
cardiovasculaires, I’obeésité, la susceptibilité aux maladies infectieuses, les troubles sanguins,
les troubles neurosensoriels, la toxicomanie... La plupart des données phénotypiques se trouve
sous forme d’« enquétes de lignées » (comparaisons de 10 & 40 souches murines couramment
utilisées), et les données génotypiques sont principalement de type « génotypes SNP ». Les
groupes de données sont fournis volontairement par des scientifiques provenant d’institutions
et de cadres divers et variés, ou parfois extraits de ressources publiques par I’équipe de la MPD.
Cette derniéere entretient donc toute une palette de données de référence standardisées aidant les
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chercheurs a choisir des lignées murines appropriées pour de nombreuses applications de
recherche ; elle héberge des données de témoins et de traitements pour les études
pharmacologiques et d’autres interventions ; elle offre une plateforme, elle-aussi standardisée,
pour I’étude des relations génotype-phénotype ; et elle fournit, via une interface web, des outils
d’analyse et de visualisation des données, pour les tests d’hypotheses par exemple. Les
protocoles, les conditions expérimentales et [I’historique environnemental de I’animal

accompagnent chaque jeu de données.

Figure 111 : Améliorations récentes apportées a la MPD (sur les études d’intervention et la classification des
méthodologies) (Grubb & al., 2014)

Les acteurs cités précédemment sont, en majorité, regroupés au sein de I’International

Mouse Phenotyping Consortium (IMPC) (http://www.mousephenotype.org). Ce réseau collaboratif

en pleine expansion est actuellement composé de 18 institutions de recherche et financé par 5
organismes nationaux, et a pour but de développer un plan mobilisant les programmes et
infrastructures de recherche murins internationaux majeurs, dans un effort stratégique et

coordonné pour entreprendre un projet de phénotypage systématique pangénomique géneéralisé

20



de souris mutees, afin de fournir a la plus vaste communauteé scientifique possible une ressource
pérenne d’information génomique fonctionnelle chez les mammiféres sous forme d’une base

de données centralisée et a acces libre.

Figure IV : Les membres de I"IMPC (http://www.mousephenotype.org/about-impc/impc-members)

Toutes ces bases de données et les organismes a I’origine de leur développement sont
en évolution continue, en paralléle aux changements affectant le paysage de la recherche.

> Le Human Phenome Project (H.P.P.)

Le Human Phenome Project permet, lui aussi, de comprendre le concept de
« phénomique » : en effet, il s’agit d’un projet qui repose sur un effort international
(collaboration entre des organismes publics et des agences privées a but non lucratif, dont les
NIH des Etats-Unis, le Wellcome Trust, et les industries pharmaceutiques et de bioscience)
pour la création d’une base de données phénomique (a I’instar de ce qui a été réalisé chez la
souris), afin de caractériser le plus finement possible le phénome, c’est-a-dire de disposer d’une
représentation phénotypique la plus complete de I’espece humaine (Freimer & Sabatti, 2003).

Ce projet contribue a I’objectif essentiel de la recherche en génétiqgue humaine
consistant a identifier des génotypes spécifiques (variants génétiques) associés a des
phénotypes humains particuliers (ensemble des maladies humaines, courantes ou rares, ayant
une base génétique). Il mobilise a cet effet de nombreuses disciplines scientifiques dont
I’investigation clinique, I’épidémiologie, la génétique/génomique, la phénomique comparative
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(valorisation de données produites dans des especes modéles comme la souris, le rat ou
certaines especes de primates non-humains), la (bio)statistique, la (bio)informatique, etc.. Pour
cela, il est nécessaire de disposer de bases de données phénomiques puissantes, standardisées

et exhaustives.

Parmi les caracteres phénotypiques composant le phénome humain se trouvent en
premiere ligne les diagnostics de maladie, qui sont basés sur les traditions et I’observation
cliniques, auxquelles il est nécessaire d’ajouter des études épidémiologiques pour étudier
I’héritabilité de ces caractéres.

La maladie étant un phénotype « extréme », la « pointe de I’iceberg » de la variation
phénotypique existant au sein d’une population pour un phénotype particulier, les phénotypes
intermédiaires ou endophénotypes permettent d’étudier tout ce champ de variation (on peut
citer par exemple la concentration sérique en immunoglobulines E, qui n’est qu’un des
nombreux endophénotypes pour le diagnostic clinique de I’asthme).

Les mesures de phénotypes quantitatifs et les voies biologiques liées a tel ou tel
caractere phénotypique doivent également étre déterminées.

Il faut définir des méthodes de standardisation des mesures phénotypiques et donc des
methodes de phénotypage également.

Enfin, la phénomique comparative permet de compléter la définition des caractéres
phénotypiques : les modeles animaux apportent une aide précieuse par les mesures des
parametres vitaux (respiratoires, rénaux, cardio-vasculaires, etc.) de chaque animal sous des
conditions de référence ou bien de stress, liées a des données biochimiques et histologiques
ainsi qu’a des profils d’expression génétique et des données genotypiques.

iv. Les implications des campagnes de phénotypages actuelles :

standardisation des mesures et ontologie des caractéres

Une telle évaluation phénomique, a grande échelle et a haut débit, nécessite la mise en
place de plusieurs stratégies.

Tout d’abord, I’échelle internationale implique une standardisation des protocoles
(I’obtention d’informations phénotypiques précises, fiables, répétables et comparables entre
laboratoires, pays ou entreprises) et une coopération entre chercheurs (incluant les experts qui

réalisent des évaluations directes et chronophages, mais aussi les individus « lambda »
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provenant de partout dans le monde, avec leurs propres évaluations). Ainsi, le programme
européen Welfare Quality® définit des mesures standardisees a mettre en place dans les
élevages commerciaux pour estimer douze criteres associés au bien-étre animal (Blokhuis & al.,
2010). Un autre exemple est le programme « Meat Standards Australia » (MSA) qui a permis de
développer un systeme de prédiction de la qualité de la viande bovine (watson & al., 2008) en
constituant et exploitant une base de données formée par les résultats de dégustation par des
consommateurs de différents muscles selon des modes de cuisson variés.

La standardisation des données phénotypiques nécessite au préalable de disposer d’un
langage commun, de référence, avec des définitions partagées et non équivoques des
caracteres et de leurs modes de mesure : a cet effet, le programme « Animal Trait Ontology of
Livestock » (ATOL) a eté développe a I’INRA en collaboration avec I'« lowa State
University », afin de définir précisément les caracteres phénotypiques d’intérét des animaux

d’élevage et leur organisation hiérarchique. Ainsi,
la derniere version de I’ontologie ATOL (ATOL
v6.0) définit 1848 caractéres phénotypiques
orientés autour des 7 branches principales d’intérét
zootechnique suivantes : « Bien-étre Animal et
Stress », « Nutrition et Alimentation »,
« Croissance et Qualité de la chair », « Mamelle et
Production de lait », « Reproduction et Fertilité »,
« Eufs » et « Foie gras » (Le Bail & al., 2014).

Figure V : Schéma récapitulatif des grandes étapes de la construction d’ATOL (Le Bail & al., 2014)
Quant au haut débit, il requiert d’augmenter le nombre de caracteres phénotypiques

prédicteurs de phénotypes d’intérét (ces derniers étant parfois difficiles a appréhender par eux-
mémes) ou de phénotypes complexes (comme la robustesse ou la fertilité pour les animaux
d’élevage) pouvant étre mesurés par une analyse unique (donc de développer les analyses
multiplexes automatisées et standardisées a partir d’échantillons biologiques comme le sérum)
et d’adopter des procédures exigeant moins de travail ou une main d’ceuvre moins abondante.
En ce qui concerne la définition de nouveaux caractéres (précision des relations
fonctionnelles), le phénotypage a haut débit des animaux d’élevage peut étre horizontal ou
vertical, comme évoqué plus haut, et tout I’intérét réside dans le croisement des données issues

de ces deux approches complémentaires.
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b. Les autres données « omiques » et leur production

Figure VI : Représentation schématique de I’intégration des données issues des différents concepts en « ome » et
des réseaux « multi-omiques » regroupant différentes étapes de I’expression génomique, ici appliquée aux
études phénomiques a cellule unique (RH = root hair cell = poil racinaire, cellule différenciée du rhizoderme
(assise pilifere) d’un végétal ; IT = infection thread)

Génome = ensemble des génes et des séquences intergéniques = Génomique
= ensemble des marques épigénétiques >
Transcriptome = ensemble des transcrits (ARN) = Transcriptomique
Protéome = ensemble des protéines exprimées = Protéomique
Phospho-protéome = ensemble des protéines-kinases (protéines activatrices et activées par
phosphorylation) exprimées = Phospho-protéomique
Métabolome = ensemble des métabolites présents dans un fluide biologique = Métabolomique
Fluxome = ensemble des flux métaboliques dans le contexte cellulaire 2 Fluxomique
Interactome = ensemble des interactions entre macromolécules d’une cellule (réseaux biologiques)
= ensemble des caractéres phénotypiques >
(Hossain & al., 2015; Hocquette & al., 2009)
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Les données phénomiques étant définies et illustrées, nous allons maintenant présenter
I’ensemble des autres « omiques » (données génomiques, épigénomiques, transcriptomiques,
microtranscriptomiques, protéomiques et métabolomiques), en développant plus
particulierement la partie concernant les données de génomique et de transcriptomique dans le

domaine équin.

i. Les données génomigues (génome)

La génomique est la science qui étudie la structure, le fonctionnement et I’évolution des
génomes par des approches globales et systématiques, en bénéficiant désormais de technologies
d’analyse a haut débit (Schibler, 2012). Elle se subdivise en deux disciplines complémentaires. La
premiére est la génomique fonctionnelle, domaine scientifique que I’on peut situer entre la
génétique et la physiologie (Hocquette & al., 2007) et qui vise & déterminer la fonction et
I’expression du génome en caractérisant I’ensemble des transcrits (transcriptome), des protéines
(protéome) et des métabolites (métabolome), ainsi que les éléments de la régulation de cette
expression. Elle est a distinguer de la génomique structurale, dont I’objectif principal est de
comprendre I’architecture et de I’évolution des génomes. Cette thése s’appuie principalement
sur des données issues de la génomique fonctionnelle, mais les approches de génomique
fonctionnelle reposent sur des bases issues de la génomique structurale ; il est donc essentiel de

les rappeler brievement.

Figure VII : Les objectifs de la génomique (Schibler, 2012)
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La génomique structurale s’intéresse a la localisation et a la structure des génes et des
génomes, ainsi qu’a la caractérisation de I’ensemble des variations génomiques telles que les
Single Nucleotide Polymorphisms (SNP), les insertions, les délétions, les insertions/délétions
(« InDels »), les Copy Number Variants (CNV, variations du nombre de copies de segments
d’ADN pouvant ou non contenir des genes), les réarrangements de genes, les duplications,
etc.... Elle s’appuie sur différentes techniques de biologie moléculaire, dont I’ utilisation croisée
permet de mieux appréhender des mécanismes non encore élucidés (Faucon-Lahalle, Montagu,
2011). Les applications des outils et résultats de génomique structurale sont nombreuses :
cartographie et identification / diagnostic de mutations responsables d’affections héréditaires
(ou de prédisposition a des maladies particuliéres), de QTL (Quantitative Trait Locus, ou locus
de caracteres quantitatifs, régions du génome contribuant a une partie de la variation de
caracteres quantitatifs), identification génétique, contrdles de filiation et médecine légale,

études anthropologiques, etc....

Les données génomiques valorisées actuellement sont principalement issues de
séquencage (séquencage de génomes entiers, d’exomes), et/ou de génotypage (sur puce SNP le
plus souvent). La production de données de séquence a évolué de facon exponentielle depuis la
fin des années 2000 en raison d’une rupture technologique sans précédent (développement de
séquenceurs dits « de nouvelle génération », ou NGS (Goodwin & al., 2016)). Le développement
d’outils de génotypage SNP & haut ou tres haut débit a été permis par la constitution
d’assemblages de référence pour les différentes especes a partir du milieu des années 2000, et
par le trés important travail de « re-séquencage » effectué ultérieurement (projets « 1000
génomes »), permettant d’identifier de trés nombreux polymorphismes génomiques (prés de 30
millions de locus SNP ont été identifiés sur le génome bovin, par exemple (Daetwyler & al., 2014)).
Ces outils de genotypage a (tres) haute densité sont désormais utilisés de maniére intensive dans
les especes d’élevage, notamment dans le cadre des programmes de sélection génomique. Ces
différents points sont repris et détaillés ci-dessous.

> La constitution d’un assemblage de référence dans les différentes espéces (séquence de

référence)

Deux niveaux de séquencage peuvent étre considérés : le séquencage de novo

(séquencage « princeps » d’un génome pour lequel il n’existe pas de séquence de référence), et
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le « reséquencage », qui est le séquencage de tout ou partie du génome d’autres individus suivi
de la comparaison du résultat obtenu avec celui de la séquence de reférence connue ; les
techniques utilisées sont généralement les mémes dans les deux cas.

La stratégie utilisée pour les premiers sequengages complets de novo de génomes
d’animaux (y compris de I’Homme) a consisté & produire un grand nombre de lectures par du
séquencage aléatoire global (Whole Genome Shotgun, ou WGS), et a assembler ces lectures par
des approches bioinformatiques pour former une séquence continue (contigs), puis des
assemblages de contigs (supercontigs, ou scaffolds), tout en s’appuyant sur la cartographie
génétique afin d’assigner les séquences aux chromosomes (Vignal, 2011).

Le séquencage complet du génome humain a donc été réalisé avec cette stratégie (venter
&al., 2001), et, parallelement, & I’aide de centaines de séquenceurs classiques utilisant la méthode
de synthése enzymatique de Sanger.

Une fois établie la premiére séquence compléte du génome humain, celles d’autres
espéces de vertébrés ont rapidement été produites : les génomes de la souris et du rat, modéles
majeurs pour la biologie humaine, ont ainsi été séquences respectivement en 2002 (Chinwalla &
al., 2002) et en 2004 (Gibbs & al., 2004). Cinq espéces de poissons a intérét pour la biologie
fondamentale ont également été séquencées entre 2001 et 2007. Ont suivi les génomes
d’espéces a intérét agronomique et de certaines espéces domestiques, bénéficiant de stratégies
de production et d’analyse de données affinées, et de colts de séquengage moindres, dans un
laps de temps de I’ordre d’une ou deux années seulement. Ainsi, la poule (Gallus gallus) est le
premier animal de rente a avoir été séquenceé, en 2004 (The International Chicken Genome Sequencing
Consortium, 2004), précédant les autres especes de volaille telles que la dinde (Meleagris
gallopavo) en 2010 (Dalloul & al., 2010), le canard (Anas platyrhynchos) (Kraus & al., 2011) et la
caille japonaise (Coturnix japonica) (Kawahara-Miki & al., 2013). Le séquengage du génome du
chimpanzé (Pan troglodytes) a été réalisé en 2005 (The Chimpanzee Sequencing and Analysis
Consortium, 2005), avant celui de I’opossum (Monodelphis domestica) en 2007 (Mikkelsen & al.,
2007a). Parmi nos espéces domestiques favorites, le chien (Canis familiaris), dont le séquencage
était principalement justifié par son réle de modéle expérimental des maladies humaines, a été
séquence en 2005 (Lindblad-Toh & al., 2005) ; le génome félin (Felis catus) a été séquencé a son
tour en 2007 (Pontius & al., 2007) suite au Mammalian Genome Project, programme de
séquencage partiel de 29 mammiferes initié par le Broad Institute en 2005 (Lindblad-Toh & al.,
2011). Ce projet, aussi connu sous I’appellation « 29 Mammals Project », a permis la recherche
de régions fonctionnelles gréace a la phylogénie : en alignant de multiples séquences de plusieurs

espéces, des régions pour lesquelles la séquence est particulierement conservée peuvent étre
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détectées (ces régions « fonctionnellement contraintes » aident a détecter des exons de genes
ou des régions non-codantes fonctionnelles). Le génome du lapin (Oryctolagus cuniculus) a
aussi éte partiellement séquencé dans le cadre de ce projet. Enfin, de plus en plus d’espéces
animales ont été séquencées a leur tour : la séquence du génome bovin (Bos taurus) a été
officiellement publiée en 2009 (The Bovine Genome Sequencing and Analysis Consortium & al., 2009), de
méme que celle du cheval (Equus caballus) (Wade & al., 2009). Le séquencage du génome des
autres especes d’élevage a rapidement suivi : la publication officielle concernant le génome
porcin (Sus scrofa) a notamment eu lieu en 2012 (Groenen & al., 2012) ; un génome ovin (Ovis
aries) virtuel initial, assemblé grace a des séquences alignées sur les génomes humain, bovin et
canin, a été publié en 2007 (Dalrymple & al., 2007), puis complété en 2010 gréce aux innovations

dans le domaine du séquencage (The International Sheep Genomics Consortium & al., 2010).

> Le «re-séquencage » des especes animales

La séquence de référence des différentes espéces ainsi déterminée, des variations
interindividuelles de sequence (polymorphismes) peuvent étre detectées en alignant des
séquences d’individus ou de mélanges d’individus de populations différentes sur cette séquence
de base. Les différences détectées dans ce contexte sont majoritairement de type SNP, mais
peuvent aussi étre des InDels (courtes insertions ou délétions nucléotidiques), des CNV, etc..
Bien que la plupart des polymorphismes n’aient pas ou peu de conséquences phénotypiques,
leur étude fine par le re-sequencage permet d’une part de détecter puis de préciser les régions
du génome impliquées dans I’expression de caractéres phénotypiques, et d’autre part de
comprendre I’histoire des populations naturelles ou sélectionnées. On peut ainsi identifier des
régions du génome ayant subi des pressions de sélection importantes, au point d’entrainer une
diminution locale de la variabilité (vignal, 2011).

Le projet 1000 génomes illustre parfaitement ce concept : initié en 2008 et finalisé en
2015, ce programme de caractérisation du large spectre géographique et fonctionnel de la
variabilité génomique humaine fournit une base solide d’aide & la compréhension de la
contribution génétique aux maladies chez I’Homme. Cette description exhaustive des variations
du géenome humain a pu étre realisée grace au séquencage « tout-genome » a basse couverture,
au séquencage d’exomes et au génotypage dense par biopuces (ces termes seront précisés par
la suite) de divers groupes d’individus issus de multiples populations. Deux articles récapitulant
les différentes étapes et résultats du projet ont été publiés a son stade final, analysant les données
issues du génotypage de 2 504 individus de 26 populations différentes (provenant de 5 régions
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continentales distinctes), et fournissant ainsi la vue aujourd’hui la plus aboutie de la variabilité
structurale génomique humaine mondiale sous forme de carte intégrée. Le premier (The 1000
Genomes Project Consortium, 2012) Se concentre sur les variations courtes et relativement simples
affectant jusqu’a 500 bases, mais expose aussi des petites mais complexes modifications (autres
que des SNP et des indels) non étudiées auparavant. Le deuxiéme (Sudmant & al., 2015) explore
quant a lui les modifications plus complexes affectant des portions chromosomiques plus
larges, pouvant atteindre une longueur de 500 kb ; ces variants structuraux sont analysés bien
plus en détail que ce qui était possible auparavant (gréce aux avancées technologiques
considérables realisées au cours de la derniére décennie), et leurs effets sont comparés a ceux
des variants caractérisés par la substitution d’un nucléotide par un autre (SNP). L’article met
également en lumiére la localisation de variants structuraux au sein de régions génomiques
associées a des caracteres complexes ou a des maladies : ces nouvelles données fournissent
donc un point de départ pour des études mécanistiques ultérieures, facilitant ainsi I’exploration
de rares variants structuraux qui n’étaient pas accessibles auparavant. De plus, les individus
étant issus de cing régions continentales différentes, les données issues de leur génotypage sont
a I’origine d’une vision beaucoup plus riche de la variabilité humaine physiologique que celle
issue des jeux de données « euro-centrées » précedents (The 1000 Genomes Project Consortium, 2012).
La création en 2015 de I’International Genome Sample Resource a permis la mise au point d’un
centre de coordination de ces jeux de données a acces public, mais cet accés est fortement
susceptible de devenir contrdlé a I’avenir (Birney, Soranzo, 2015).

En ce qui concerne les animaux, un projet 1000 génomes bovins a été calqué sur le
modéle humain et 234 taureaux ont ainsi eté séquencés, fournissant une base pour la
compréhension de I’architecture génétique des caractéres monogéniques et complexes dans
cette espece (Daetwyler & al., 2014). Ce programme a €été construit dans I’optique d’accélérer le
progres genétique chez les animaux de rente tout en tenant compte de la santé et du bien-étre

animal par I’annotation des variants de séquence et le génotypage de taureaux ancestraux clés.

> Le développement d’outils de génotypage a trés haut débit : puces SNP (SNP beadchips,

analyse de la variabilité du génome), a distinquer des puces d’expression / puces de

genes (DNA microarrays, analyse de I’expression du génome)
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Figure VIII : Les puces de génotypage (Schibler, 2012) (http://www.hendrix-genetics.com/fr-fr/)

La détection de plusieurs millions de SNP puis leur intégration dans des outils de
génotypage a grande échelle et a colt raisonnable comme les biopuces (SNP beadchips)
permettent d’une part I’étude des polymorphismes (variations interindividuelles de séquence)
répartis sur I’ensemble du génome (genome wide SNP array) dans les études d’association
pangénomiques (Genome Wide Association Studies, GWAS, qui comparent de larges cohortes
d’individus pour identifier des variants associeés a une maladie ou a d’autres caracteres), et
d’autre part de mettre en ceuvre des méthodes de sélection prenant en compte I’information
moléculaire, telles que la selection génomique ou GWMAS (Genome Wide Marker Assisted
Selection) (Hayes, Goddard, 2010). Cette application a pu étre mise en place grace a la grande
densité en marqueurs SNP existant dans les génomes et aux nouvelles technologies de
génotypage permettant I’étude simultanée de plusieurs centaines de milliers de ces marqueurs
(Vignal, 2011). Les puces SNP permettent donc désormais de génotyper précocement (dés leur
naissance) la plupart des individus avec une précision remarquable, de maniére relativement
rapide et a moindre co(t. Par exemple, le génotypage de bovins femelles sur puce 10K (c’est a
dire comportant 10 000 SNP) dans le cadre de la sélection génomique peut varier de 45 a 60€
selon le nombre d’analyses demandées. Le génotypage de chevaux sur puce 54K (lllumina
EquineSNP50 Beadchip) dans le cadre de projets de recherche est de I’ordre de 150€ ; son codt
avoisine les 200€ si I’on utilise la puce 74K (Illumina EquineSNP70 Beadchip). Concernant les
espéces ovine, caprine, porcine, et la poule, le colt du génotypage sur puce de 50 & 60K varie
autour d’une centaine d’euros. Bien évidemment, le prix des puces augmente avec leur
résolution (autrement dit, le nombre de marqueurs (SNP) qu’elles comportent).

Les puces d’expression (microarray d’ADN), permettant d’analyser les profils
d’expression du génome, sont a distinguer des puces de génotypage (puces SNP) et seront

présentées par la suite, avec les autres outils d’analyse transcriptomique.
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> Des connaissances affinées grace aux innovations dans le domaine du séquencage

Depuis 2007, on constate un essor important du séquencage massif paralléle (NGS : Next
Generation Sequencing, sequencage de nouvelle génération) par des séquenceurs de haut débit,
tres utilisé actuellement (Lamoril & al., 2008). Ces sequenceurs de nouvelle génération permettent
la lecture parallele d’un tres grand nombre de fragments d’ADN (ou d’ARN, dans le cas de
I’ARN-seq, sur lequel nous reviendrons par la suite) immobilisés, par lecture des bases au fur
et & mesure de leur incorporation, et ainsi de s’affranchir de certains biais de la méthode de
Sanger (Pinaudeau, 2015).

Pour le séquengage de nouvelle génération, plusieurs technologies existent,
correspondant a différents fournisseurs sur le marché : le pyrosequengage (utilisé par Roche),
le séquencage par terminateur réversible (utilisé par Illumina), le séquencage par mesure
ionique (utilisé par Thermo Fisher Scientific), le séquengage de molécule unique en temps réel
(technologie Single Molecule Real Time (SMRT) ®,
utilisée par Pacific Biosciences)... Ci-dessous sont

récapitulés les différents instruments disponibles et leurs
caracteristiques d’acquisition de données, en comparaison
avec un séquencage « classique » de Sanger (premiére

ligne du tableau).

Figure 1X : Séquengeur MiSeq, Illumina (http://www.illumina.com)

Tableau I : Offre industrielle pour les appareils de NGS comparée a du séquengage Sanger

(Guéguen & al., 2015; http://sequencing.roche.com, http://www.illumina.com, https://www.thermofisher.com, http://www.pach.com)

Applied Biosystems 3730 0,000096 0,00006

GS Junior System 10 0,100 400 (600) 0,035
GS Junior+ System 18 0,100 700 (800) 0,070
GS FLX+ System 23 1 700 (1000) 0,700
MiniSeq System 4-24 25 2x150 75
MiSeq Series (v3) 4-55 25 2x 300 15
NextSeq Series 12-30 400 2x150 120
HiSeq Series * 5000 2x150 1500
HiSeq X Series <3j 6000 2x150 1800

lon S5 . 200 06-)1
lon 520 Chip 25-4 (3-)5
System 400 12-)2
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200 (3-)4

lon530 Chip  2,5-4 (15-) 20
400 6-)8
lon 540 Chip 25-4 (60-) 80 200 (10-) 15
lon lon 314™ 2,3 200 (0,03 -) 0,05
. (0,400 -) 0,550
PGM™ Chip v2 3,7 400 (0,06 -) 0,1
(Personal lon 316™ 3,0 293 200 (0,3-)0,6
Genome Chip v2 4,9 400 0,6-)1
Machine) lon 318™ 4.4 200 06-)1
: (4-)55
System Chip v2 7.3 400 (12-)2
lon Proton™ System
) 2-4 (60-) 80 200 10
Chip PI
RS 11 System 05-4 0,060 par cellule 3000 (20000)
(0,750 -) 1,25 par
cellule, max 16
Sequel System 05-6 0,370 par cellule > 20000 (60000)

cellules

*: < 1-35 j (HiSeq 3000/4000), 7 h - 6 j (HiSeq 2500)

Les industries PacBio (Pacific Biosciences) ont méme développé des séquenceurs
permettant de lire des séquences de 3 000 (RS 11 : Read-Sequencer 1) a 20 000 pb, voire jusqu’a
60 000 pb (technologie SMRT) (Guéguen & al., 2015). Les outils proposés par PacBio sont idéaux
pour la création de nouveaux génomes d’assemblage, a savoir les génomes d’espéces pour

lesquelles il n’y a pas de référence (par exemple, les

génomes bactériens). Ils sont également idéaux pour
I’amélioration de génomes de référence existants chez les
mammiféres, en particulier parce qu’ils augmentent la
précision dans les régions riches en G-C et dans les régions

avec de nombreuses répétitions. De toute évidence, I’un des

inconvenients reste leur codt plus élevé.
Figure X : Séquengeur PacBio RS |1, Pacific Biosciences (http://www.pach.com)
L’une des caractéristiques les plus importantes de la NGS est la « couverture », définie

comme nombre de fois ou chaque base est présente dans les fragments obtenus par séquencage
du génome a une position donnée ; la valeur de couverture est I’un des facteurs déterminants
pour I’évaluation de la fiabilité avec laquelle des nucléotides sont affectés a une position dans
le génome, ainsi que la valeur de qualité de séquencage. Cela peut permettre de choisir le type
de séquengeur NGS que I’on souhaite utiliser. Dans des expériences pharmaco-oncologiques et
de médecine clinique détectant des mutations associees a des maladies ou quantifiant le nombre
de copies d’une variante de structure (par exemple de duplication), cette valeur de couverture

est encore plus importante.
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Les données de séquences des génomes complets sont stockées dans les bases de
données internationales DDBJ (Japon) / EMBL (Etats-Unis) / GenBank (Europe) et les
principaux browsers de génome utilisés pour la visualisation des données de séquence et
d’annotation sont Ensembl, UCSC (University of California Santa Cruz) et NCBI (National
Center for Biotechnology Information). (Vignal, 2011).

ii. Les données épigénomiques (I’épigénome)

On abordera de maniere succincte les données épigénomiques, puisqu’elles
n’interviennent pas directement dans cette thése ; leur présentation est tout de méme justifiée
en ceci qu’elles sont également intégrées dans les études et analyses, au méme titre que les

autres données « omiques ».

L’épigénomique est une science « omique » récente et en plein essor : il s’agit de I’étude
des modifications réversibles et héritables de I’ADN qui régulent I’expression génomique,
telles que la méthylation des cytosines, la modification post-traductionnelle (méthylation,
acétylation, phosphorylation notamment) des extrémités amino-terminales des histones,
protéines intimement liées a I’ADN, le remodelage des nucléosomes (complexe
nucléoprotéique formé d’un ensemble de protéines histones structurant I’ADN en un premier
niveau de compaction ; il représente I’unité de base de la chromatine), les variations
d’architecture tridimensionnelle de la chromatine et toute autre modification ayant pour
conséquence un changement d’accessibilité de I’ADN. Les modifications des histones sont une
des « voies » épigénétiques les plus étudiées (Kouzarides, 2007) ; toutes ces modifications
biochimiques, quelle que soit leur nature, influent sur la transcription de I’ADN, certaines
affectent la réparation de I’ADN, ou sa réplication ; la condensation de I’ADN est, quant a elle,
impactée uniquement par I’acétylation et la phosphorylation des histones (Kouzarides, 2007).
L’épigénomique regroupe donc un ensemble de mécanismes aboutissant & des modifications
phénotypiques sans modification de la séquence d’ADN mais avec des changements de
structure du génome. Des mécanismes de nature épigénétique contribuent a la régulation de
différents phénomenes biologiques, comme par exemple I’« empreinte génomique » (aussi
appelé « empreinte parentale », phénoméne épigénétique par lequel certains genes peuvent étre
exprimes de maniere « parent-spécifique »), I’inactivation du chromosome X, le développement
de I’embryon et la reprogrammation cellulaire, etc. ; de nombreuses modifications

épigénétiques induites par I’environnement ont également été décrites, certaines étant
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transmises d’une génération a I’autre sans nécessité de maintien du stimulus d’origine
(Kouzarides, 2007). Certaines marques epigénétiques pourraient constituer une nouvelle classe de

biomarqueurs a valeur diagnostique, pronostique ou thérapeutique (Guéguen & al., 2015).

Les méthodes d’étude des modifications des histones peuvent faire intervenir des
anticorps spécifiques et/ou la spectrométrie de masse, mais aussi, désormais, le sequencage.

La méthode d’évaluation de I’état chromatinien fait ainsi souvent intervenir une phase
d’immunoprécipitation de chromatine (Chromatin ImmunoPrecipitation, ChlP) : des anticorps
ciblant I’ADN de régions génomiques portant un épitope (déterminant antigénique) spécifique
sont utilisés. On obtient ainsi une collection de fragments d’ADN de courte taille (dont on sait
qu’ils interagissent avec la protéine sélectionnée par I’anticorps). Cette phase immunologique
peut étre suivie d’une PCR classique (ChIP puis PCR), mais une approche plus récente la
couple a I’utilisation d’une biopuce (microchip), accélérant I’identification des séquences (car
plusieurs milliers de séquences sont testées simultanément) : c’est la méthode ChIP on chip
(ou ChlP-chip) ; I’ADN enrichi est hybridé & une puce a ADN. Une alternative a I’utilisation
de puces est le séquencage des fragments issus de I’'immunoprécipitation : il s’agit du ChIP-
seq, méethode couplant une phase immunologique & un séquencage, utilisée dans de nombreuses
études, dont celle de Mikkelsen & al. (Mikkelsen & al., 2007b).

Une autre étude place le seéquengage de fractions définies d’ADN génomique ayant été
traité au bisulfite de sodium (Reduced Representation Bisulphite Sequencing, RRBS) comme
technologie la plus efficace et puissante pour le profilage épigénétique (évaluation de la
méthylation de I’ADN) de populations cellulaires intervenant dans la biologie du
développement, I’oncologie et la médecine régénérative (dont les cellules embryonnaires
souches, les cellules dérivées de ces derniéres, et les cellules nerveuses primaires) (Meissner &
al., 2008). Elle génére, en utilisant cette méthode, des cartes de méthylation d’ADN couvrant la
plupart des Tlots CpG (séquences a concentration élevée en dinucléotides de bases nucléiques
cytosine et guanine, dont la méthylation constitue autant de marques épigénétiques
dynamiques) ainsi qu’un échantillon représentatif d’éléments non codants conserveés, de
transposons et d’autres éléments génomiques particuliers dans ces cellules. Cette étude montre
également que les motifs de méthylation de I’ADN sont mieux corrélés aux motifs de

méthylation des histones qu’a la séquence génomigque sous-jacente.

Une hypothése majeure révolutionnant le domaine de I’épigénétique est que les
modifications des protéines histones seraient les exécutants de phénomenes épigénétiques
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plut6t que les véritables porteurs de mémoire épigénétique : la transmission des processus de
modifications chromatiniens est en effet réalisée via les petits ARN, Vvéritables « déterminants »
de transmission (Kouzarides, 2007). De multiples études appuient cette hypothése, notamment en
montrant que certains petits ARN présents dans le sperme murin peuvent étre transmis a la
descendance, et que la présence de ces ARN particuliers est associée a une conversion
épigénétique stable et récurrente, phénomene appelé paramutation (Rassoulzadegan & al., 2006).
Ce transfert héritable d’informations épigénétiques entre deux copies (alléles) d’un méme géne,
découvert initialement chez les végétaux, n’a été étudié et compris que bien plus tard chez les
animaux ; c’est chez la drosophile que I’on a objectivé son lien avec I’émergence d’un locus
producteur de piARN (PIWI-interacting RNA, petits ARN particuliers que I’on présentera par
la suite) (de Vanssay & al., 2012). Epigénomique et transcriptomique apparaissent ainsi trés

étroitement intriquées.

iii. Les données transcriptomiques et microtranscriptomiques (le

transcriptome et le microtranscriptome)

La transcriptomique est une approche permettant de quantifier et décrire le
transcriptome, c’est-a-dire les différents transcrits d’une cellule (ARN codés par le génome),
reflet direct du niveau d’expression des geénes. Elle se méle étroitement a la génomique
fonctionnelle, puisque cette derniére s’intéresse en partie a la régulation de I’expression
génomique, et que certains transcrits interviennent dans ce fin contréle.

Notons que le transcriptome peut aussi étre considéré comme un phénotype

moléculaire ; ici, nous le traitons comme « omique » a part entiére.

> Le transcriptome

Les ARN, chefs d’orchestres majeurs dans les réseaux métaboliques et en biologie, sont
tres divers, aussi bien en termes de structure que de fonction (Lamoril & al., 2010a). Ce sont des
molécules intermédiaires (adaptateurs) se fixant sur une séquence nucléique (molécule cible)
et provoquant ainsi I’activité catalytique d’une ou plusieurs molécules partenaires (Lamoril & al.,
2010a). Parmi les ARN, on trouve notamment :

0 Les ARN codants, dont la traduction aboutit a la synthése d’une protéine : il s’agit

des ARN messagers (ARNmM ou mRNA).
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o0 Les ARN non codants : ils guident en général des complexes protéiques vers des

séquences d’acides nucléiques ; de nombreuses protéines partenaires sont

impliquées et constituent une wunité fonctionnelle : le complexe des

ribonucléoprotéines.

Les ARN ribosomaux (ARNr, ou rRNA) : ces composants constitutifs des
ribosomes (organelles cytoplasmiques permettant la traduction des ARNm
en protéines) participent a la reconnaissance des ARN de transfert (présentes
par la suite) au site A du ribosome.

Les ARN de transfert (ARNt ou tRNA) : ils participent a la synthése
protéique en jouant le réle de transporteur d’acides aminés, permettant le
transfert de I’acide aminé spécifique qui leur est attaché au peptide en cours
de synthése au sein du complexe ARNm / ribosome / ribonucléoprotéines /
ARNIr, lors d’une réaction complexe, la « traduction ». 1l est important de
souligner que les erreurs de traduction participent a la diversité protéique,
donc phénotypique.

Les ribozymes : ce sont des ARN a activité catalytique (ARN-enzymes),
comme par exemple la RNase P (ribozyme clivant spécifiquement les
précurseurs d’ARNt (pré-ARNt)), les introns auto-épissants, et les petits
ARN catalytiques.

Les petits ARN non codants (de 20 a 200 nucléotides) :

e Les petits ARN nucléaires (SNARN ou snRNA, small nuclear
RNA) : ils guident la reconnaissance d’une séquence nucléique cible
(par exemple lors de I’épissage alternatif des pré-ARNm).

e Les petits ARN nucléolaires (snoARN ou snoRNA, small nucleolar
RNA) : ils contribuent aux modifications de séquence des ARN
ribosomaux en assurant le lien entre un ou des composants
catalytiques (les ribonucléoprotéines, RNP) et leur cible. En
dégradant ou en réprimant leur cible par fixation a une extrémité
3’UTR (Kutter, Svoboda, 2008), ils interviennent ainsi dans la traduction
en protéines, ils contribuent a la stabilité du génome, et certains
joueraient un réle dans la régulation de I’épissage alternatif des
ARNM.

e Les petits ARN régulateurs/répressifs : ces petits ARN de 20 a 30

pb présentent la particularit¢ d’exercer un contréle négatif sur
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d’autres ARN en s’associant & des complexes protéiques comprenant
des protéines de la famille Argonaute (RNA silencing).

v" Les microARN (miARN ou miRNA) : ce sont de courts
ARN de 20 a 24 pb, dont le réle de régulateur de I’expression
génétique physiologique et au cours du développement est
fondamental. Associés aux protéines AGO, ils provoquent la
dégradation de I’ARNm cible ou inhibent la traduction. Le
mode de fonctionnement précis et les particularités de ces
ARN seront détaillés plus tard.

v' Les petits ARN interférents (SiARN ou siRNA, small
interfering RNA) : ARN de 21-22 pb exogenes ou endogenes
(endo-siARN exprimés dans les oocytes et les cellules des
lignées germinale et somatique), leur réle est similaire a celui
des miARN mais ils dégradent systématiquement I’ARN
cible, et leur association aux protéines AGO guide
I’interférence soit sur I’ARN, soit sur I’ADN. Ils régulent
ainsi I’expression génomique, notamment par répression des
transposons ; ils interviennent également dans le
développement de la lignée germinale.

v Les ARN interagissant avec les protéines PIWI (piARN ou
piRNA, PIWI-interacting RNA) : ces ARN de 24 a 31 pb
s’associent aux protéines de la famille PIWI (p-element
induced wimpy testis), sous classe de la famille des protéines
Argonautes, et régulent ainsi I’expression génomique, avec
pour cible principale les transposons. lls différent des
miARN et SiARN par une biogénese indépendante de
I’enzyme DICER entre autres. Chez les Mammiferes, les
piARN ne sont présents que chez les méles, dans les cellules
germinales ou somatiques en contact avec des cellules
germinales : ils ne sont pas essentiels dans la lignée germinale
femelle mais sont nécessaires pour une spermatogenese
correcte (ce n’est pas toujours le cas, la situation différe par
exemple chez le poisson-zébre (Kutter, Svoboda, 2008)). Les
fonctions des piARN sont diverses : protection de la lignée
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germinale et somatique, maintien de I’intégrité du génome,
régulation de [I’expression de I’ARNm, contrdle de
I’expression genomique dans la lignée germinale, role dans

I’empreinte génomique...
e On trouve d’autres petits ARN non codants tels que les
« riboswitches » par exemple, intervenant dans le controle de la

traduction (Mattick, Makunin, 2006).
Les longs ARN non codants (longs ARNnc ou IncRNA, long non-coding
RNA) : de taille supérieure a 200 nucléotides, allant jusqu’a 100 kb, leur
origine et leurs modes d’actions sont multiples, ce qui rend leur
identification et leur étude complexes (Mercer & al., 2009; Rinn, Chang, 2012;
Geisler, Coller, 2013). Parmi eux, on trouve les ARN ribosomaux 18S et 28S
(ARN), les longs (ou larges) ARN non codants intergéniques (lincARN),
les régions transcrites ultraconservées (T-UCR), les pseudogeénes (séquence
génomique de structure proche d’un gene connu mais non fonctionnelle), les
ARN a sequence repétée GAA (GRC-ARN), les longs ARN introniques non
codants, les ARN antisens (aARN, encore appelés transcrits antisens, dont
on commence tout juste a entrevoir les fonctions biologiques et leurs
implications sur la régulation, I’architecture, et I’évolution génomiques
(Pelechano, Steinmetz, 2013)), les longs ARN associés aux promoteurs (PALR),
les transcrits en amont du promoteur (PROMPT), les ARN stables issus
d’introns, les longs transcrits non codants induits par le stress (LSINCT)...
Ce sont notamment des régulateurs épigénétiques, en tant qu’intermédiaires
favorisant I’association de complexes protéiques agissant sur le remodelage
chromatinien donc sur I’expression génomique ; un paradigme émergeant
serait de les considérer comme chefs d’orchestre des actions coordonnées
dans I’espace et dans le temps des complexes agissant sur le remodelage de
la chromatine (Geisler, Coller, 2013; Mercer, Mattick, 2013; Lee, 2012). On peut par
exemple citer leur implication dans I’empreinte parentale (seul un des
chromosomes est exprimé par inactivation de I’autre par un long ARNNCc) et
I’inactivation du chromosome X chez les Mammiféeres via XIST (X-inactive
specific transcript) (Chow, Heard, 2009). Leurs nombreuses fonctions incluent
la régulation de I’épissage alternatif, la répression de la transcription via les
ARNNC Alu (Brosnan, Voinnet, 2009), la régulation du cycle cellulaire et de
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I’apoptose, et le contrdle du développement via les loci HOX (homeobox)
(Brosnan, Voinnet, 2009; Sauvageau & al., 2013). Au-dela de leurs nombreux roles
sur la transcription (Ponting & al., 2009; Wilusz & al., 2009; Nagano, Fraser, 2011),
les longs ARNNc interviennent dans la régulation post-transcriptionnelle et
post-traductionnelle de I’activité protéique (par leur capacité d’inhibition
d’activités enzymatiques diverses et multiples), I’organisation des
complexes multiprotéiques (par leur potentiel a servir de base a la formation
(autrement dit, de point de nucléation) de complexes protéiques d’ordre
supérieur), le signalement intercellulaire (par leur présence dans les
exosomes en tant qu’exosomal shuttle RNAs, comme certains miARN et
ARMM), la recombinaison de I’ADN (notamment la recombinaison V(D)J,
réaction de recombinaison site-spécifique a I’origine de la grande diversité
de récepteurs des cellules immunitaires T et d’immunoglobulines,
essentielle & la reconnaissance d’anticorps divers) (Geisler, Coller, 2013)... De
nombreuses études restent a effectuer pour appréhender la complexité de ces
longs ARNNC (Mattick, 2009).

Figure XI : Représentation quantitative des génes d'’ARN non codants parmi les génes identifiés dans le génome
humain (Lamoril & al., 2011)
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Encart : les micro ARN

L’ importance toute particuliére des miARN dans le cadre de la partie expérimentale de
cette thése justifie leur présentation de maniere détaillée dans cet encart.

Ce sont une des trois classes de petits ARN simple brin non codants, constitués de 20 a
24 (ou 21 a 23, selon les sources) nucléotides, assurant la régulation post-transcriptionnelle de
I’expression génétique en se liant aux protéines de la famille argonaute. L’étude de ces petits
ARN particuliers est a I’origine d’une science a part entiére : la microtranscriptomique ou
microRNomics, sous-discipline de la génomique fonctionnelle et de la transcriptomique, se
concentrant sur I’identification des miARN et I’analyse de I’expression, la biogenése, la
structure, les cibles, ainsi que les fonctions biologiques des miARN a une échelle génomique,
ainsi que leur role dans la régulation de I’expression genomique. L’expression des miARN est
tissu-spécifique. Cette spécificité associée a la possibilité de les mesurer dans le sang circulant,
ainsi que leur stabilité (liée a I’association a des complexes particulaires ou protéiques assurant
leur protection contre les RNases) en font de bons biomarqueurs (la notion de biomarqueur sera
développée par la suite). Depuis Juin 2014, 28 645 miARN sont répertoriés dans la base de
données miRBase (version miRBase 21) (http://www.mirbase.org/). Les miARN sont

impliqués dans de nombreux mécanismes essentiels a la vie cellulaire tels que le métabolisme
et le cycle cellulaire, I’apoptose, le développement et la différenciation cellulaire, la réponse au
stress et la signalisation hormonale. Toute variation qualitative ou quantitative de leur
expression peut étre associée au développement de nombreuses affections, ce qui explique en
partie leur utilisation en tant que biomarqueurs (de cancers, de prédisposition a la résistance
aux thérapeutiques, etc.). Les miARN sont des répresseurs post-transcriptionnels, c’est-a-dire
qu’ils guident la dégradation ou la répression de la traduction en protéine des ARN messagers
cibles en s’y appariant de maniére spécifique par quelques bases : en s’associant a des protéines
de la famille Argonaute (AGO), ils guident des complexes appelés RNA-induced silencing
complexes (RISC) aux ARNm auxquels ils s’apparient, avec une spécificité absolue ou relative.
IIs peuvent donc réguler les fonctions cellulaires mais aussi contrdler la structure de la
chromatine, la méthylation des acides nucléiques et I’expression de genes codants, notamment
celle de genes codant des facteurs de transcription. La régulation biologique par les miARN
prend donc différents degrés : il s’agit soit d’une inactivation totale de la cible (par répression
totale de I’expression de I’ARNm), soit d’une modulation d’expression (I’ARNm reste
fonctionnel mais moins qu’en I’absence du/des miARN le ciblant), soit d’un effet neutre (pas
d’effet) ; cela se traduit en des modulations phénotypiques, ou bien en un changement
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phénotypique total, ou encore par un effet quantitatif sur le phénome (pour les miARN ayant
une action sur plusieurs cibles). Les miARN sont responsables d’un « tuning » : ils peuvent
moduler I’activité de leur cible, et ainsi la concentration en miARN influe sur I’expression de
I’ARNmM cible et donc sur la quantité de protéines, ce qui modifie les effets biologiques et est a
I’origine de la modulation phénotypique. Les miARN différent des facteurs de transcription
principalement par leur vitesse d’action (plus grande), la réversibilité de la régulation qu’ils
operent, ainsi que leur compartimentation cellulaire (ils affectent donc I’expression locale d’un
géne, par exemple dans les synapses) ; ils sont ainsi a I’origine d’une réponse ajustée, rapide et
specifique, permettant le maintien de I’homéostasie cellulaire et I’obtention d’une réponse
rapide a un stimulus environnemental. (Savagner & al., 2015; Lamoril & al., 2010b). L’efficacité de
ciblage et donc de fonctionnement des miARN (et siARN) est principalement liée a
I’accessibilité du miARN a son/ses site(s) cible(s) (donc a la possibilité d’interaction

ARN(/cible) (Kutter, Svoboda, 2008).
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> Les outils de la transcriptomique

La quantification des transcrits utilise différents outils et techniques, dont les plus

importants sont :

0 LaRT-PCR (reverse transcriptase-polymerase chain reaction) ou PCR quantitative
en temps réel, qui permet de dénombrer les transcrits (ARN) issus d’un géne donné.
Elle est surtout utilisée pour valider les différentiels d’expression observés entre

deux conditions données avec les puces & ADN.

0 Les puces a acides nucleiques (ADN, ARN, ADNc, ARNCc) (microarray,
biopuces, puces d’expression) : lames (de verre, dans la majorité des cas) sur
lesquelles sont déposées de maniére ordonnée des fragments d’ADN ou ARN

appelés « sondes ». En raison de son

utilisation dans la partie expérimentale de la
thése, cet outil issu des innovations
technologiques dans le domaine de la biologie

moléculaire se doit d’étre présenté en détail.

Figure XII : Puce Affymetrix (GeneChip®), zoom sur I’aspect du microarray (https://www.affymetrix.com)
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Principe d’analyse sur microarray :

Les microarrays sont une application du principe d’hybridation inverse (représenté
sur la Figure XII1) : les sondes sont utilisées pour repérer de maniére spécifique des
séquences d’intérét dans un milieu complexe contenant des milliers de séquences
nucléotidiques différentes (Bogard & al., 2008). Chaque fragment d’acide nucléique
peut représenter un géne, un ARN non codant (tels que les miARN ou les ARN
longs non codants), ou une entité encore inconnue. Les hybridations sont hautement
specifiques dans les conditions expérimentales utilisées. Les puces permettent ainsi
de détecter des acides nucléiques extraits d’un échantillon biologique, et de les
quantifier dans certaines conditions. Le marquage de ces extraits est généralement
effectué a I’aide de fluorophores. Grace aux microarrays, on peut donc comparer
I’expression de milliers de transcrits entre plusieurs conditions en une seule
manipulation opératoire, ce qui en font un outil d’une grande puissance. Par
exemple, la puce GeneChip® human genome U133 Plus 2.0 array, commercialisée
par la société Affymetrix, permet I’analyse simultanée de plus de 47 000 transcrits.
Les puces d’expression permettent de découvrir des réseaux de genes exprimeés sous
certaines conditions et donc de détecter des QTL d’expression (eQTL : régions du
génome polymorphes, dont le polymorphisme explique une part de la variation du

niveau d’expression de génes de la méme région — cis eQTL — ou d’autres régions —

trans eQTLs). (

Figure XII1 : Principe d’analyse sur microarray Figure X1V : Aspect d’un microarray
Technique d’hybridation inverse : sonde fixée sur le support, Sondes déposées de maniére ordonnée
cible capturée marquée par un fluorophore dont I’excitation (chaque spot correspond & une sonde) ;

par un laser entraine I’émission d’un signal quantifié, si la analyse simultanée de centaines voire de
cible est présente dans le milieu analysé. milliers de cibles différentes.

(Bogard & al., 2008)
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En général, les études portent sur des acides nucléiques obtenus a partir d’ARNm ;
I’array mesure alors I’expression des génes dont sont issus les messagers (le signal

mesuré sera proportionnel au nombre de messagers transcrits).

Fabrication d’un microarray :

Il existe trois technologies principales de création de ce type d’outil
transcriptomique : le dép6t de sondes sous forme de microgouttes, la synthése de
sondes in situ (systemes de synthese d’oligonucléotides de type « jet d’encre », ou
de techniques photolithographiques avec « masque de protection » des acides
nucléiques sondes (utilisée par Affymetrix pour sa puce GeneChip®, cf Figure XV
ci-dessous) ou sans masque de protection (systeme Maskless Array Synthetizer
développé par Nimblegen™ Systems)), et I’adressage électronique de sondes sur
des microélectrodes de platine (développé par la société Nanogen™ avec son
systeme NanoChip® Electronic Microarray).

L’article de M. Bogard et ses collegues (Bogard & al., 2008) présente le détail de
fabrication de ces différentes puces ; on peut également accéder a de nombreuses
informations via les sites internet des différentes sociétés commercialisant ce type
d’outils (Affymetrix et sa puce GeneChip®

http://www.affymetrix.com/estore/browse/level one category template one.jsp?cateqory=35796&

categoryldClicked=35796&parent=35796,

Agilent et sa puce SurePrint G3®

http://www.genomics.agilent.com/campaign.jsp?id=5000008&CID=G012085.. )

Figure XV : Caractéristiques d’une puce GeneChip®, société Affymetrix
Puce de 1,28 cm x 1,28 cm, & 500 000 secteurs (dans chacun : des milliers de sondes identiques de
25 bases de long). (Bogard & al., 2008)
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Concernant les puces d’expression, comme celles utilisées pour notre étude
expérimentale (Agilent custom equine miRNA microarray 8x60K et 4x44K), les
sondes que I’on utilise sont préparées a partir d’ADNc (ADN complémentaire des
ARNM) obtenus par transcription inverse.

Utilisation des microarrays d’expression :

Cette application particuliére des arrays présente un caractére innovant par la
réalisation d’un « instantané » de ce qui se passe a I’échelle cellulaire : on observe
dans sa globalité I’expression sous forme d’ARNm ou d’ADNc d’un ensemble de
génes, voire de tous les génes d’une culture cellulaire ou d’un tissu, et on compare
cette expression dans différentes circonstances. Ainsi, produire un profil
d’expression de génes revient a étudier un ensemble de genes dans deux conditions
différentes : par exemple, on analyse I’expression d’un tissu aprés une phase
d’exercice musculaire de I’individu (conditions de stress cellulaire et tissulaire) par
rapport au méme tissu avant I’effort, au repos (condition qui sert de référence).

Les trois étapes principales d’une analyse sur microarray sont représentées sur la
Figure XVI : (2) Préparation de I’échantillon avec vérification de sa qualité par
électrophorese, mesure d’absorbance ou étude de I’ARN total sur biochip
(Agilent™) combinant électrophorése et mesure quantitative de fluorescence ;
Hybridation de I’extrait sur la puce ; (c) Phase de lecture, c’est-a-dire excitation au

laser et enregistrement des signaux correspondant aux molécules hybridées.

Figure XVI : Analyse sur puce Affymetrix (Bogard & al., 2008)
La méthode de marquage est fonction de la technologie de I’array utilisé. Soit on

réalise deux arrays indépendants, chacun par hybridation des transcrits dans une des

deux conditions : il s’agit alors d’un marquage unique (méthode utilisee par
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Affymetrix par exemple) ; soit on hybride sur le méme array les deux extraits
(cibles, transcrits a tester) marqués de maniere différente dans chacune des deux
conditions : c’est une hybridation compétitive. Dans ce dernier cas, présenté sur la
Figure XVII, les marqueurs fluorescents Cy3 et Cy5 sont classiquement utilisés.
L’approche par hybridation compétitive facilite les analyses comparatives et la
méthode limite la variabilité entre les expérimentations, car I’utilisation d’une seule
puce au lieu de deux limite tous les biais potentiels issus de la comparaison de deux

arrays.

1) (1) Formation des ADNc en présence d’une
transcriptase inverse et de précurseurs (ANTP)
dont I’'un (le dCTP) est marqué avec une molécule
fluorescente. L’ADNCc de la source 1 est marqué au
Cy5, celui de la source 2 au Cy3.

(2 (2) Elimination du brin d’ARN, ADNc retrouvés
sous forme simple brin.

©) (3) Mélange des deux sources, placées a hybrider
sur la puce d’expression.

Figure XVII : Analyse comparative de I’expression de génes par hybridation compétitive de deux

échantillons de sources différentes (Bogard & al., 2008)
En ce qui concerne I’exploitation des images, ces derniéres sont traitées par un
logiciel affectant, a partir de deux images monochromes, des couleurs aux signaux
mesurés : vert pour Cy3 et rouge pour Cy5. La fluorescence est d’abord mesurée
aux deux longueurs d’onde (mesure des signaux) puis le rapport d’intensité de
fluorescence (Cy5/Cy3) des deux échantillons hybridés de fagcon compétitive sur le
microarray est calculé (analyse des signaux). Ainsi, si le spot est vert, I’expression
du géne est plus forte dans la source marquée par Cy3. S’il est rouge, I’expression
du gene est plus forte dans la source marquée par Cy5. S’il est jaune ou gris, les

deux sources ont le méme niveau d’expression.

45



Figure XVIII : Analyse des images dans le cadre d’une hybridation compétitive (Bogard & al., 2008)
L analyse des données fournies par un microarray d’expression nécessite une
normalisation préalable de I’intensité des signaux obtenus, I’extraction d’ARN et le
marquage fluorescent étant effectués de maniére indépendante. On élimine les
mauvaises images (décalées, noires, de mauvaise qualité), on soustrait le bruit de
fond (pour faire ressortir les différences entre les deux échantillons comparés ; cela
peut étre réalisé de plusieurs manieres différentes) et enfin on procéde a la
normalisation proprement dite (traitement du signal) : elle a pour objectif de corriger
les biais systématiques des données (liés a la préparation des sondes, I’impression
des arrays / alignement des sondes, la quantité et la qualité de I’ARN initial, les
problémes de lecture du scanner, le logiciel d’analyse, I’expérimentateur, etc.) et de
supprimer dans la mesure du possible toute influence non biologique sur ces
données, afin de tirer de vraies informations biologiques des données et de pouvoir
comparer ces dernieres d’un array a I’autre, voire d’une plateforme d’array a une
autre. La normalisation passe par une transformation du signal : I’intensité de
chaque spot (généré par laser) est en général exprimée en échelle logarithmique
(log. le plus souvent), ce qui permet de traiter de maniére « symétrique » les génes
surexprimés ou sous-exprimés, de rendre les variations d’intensité plus
indépendantes de leur valeur absolue, et de faciliter I’emploi d’outils statistiques qui
pourront alors recentrer la distribution. On utilise alors un MA plot, qui exprime
graphigquement la fonction y = f(x) ou x est I’intensité moyenne de fluorescence de
chaque spot ety le log du rapport de fluorescence Cy5/Cy3. Afin de rectifier I’image
en forme de « banane » reflet des courbures dues a une non-linéarité des intensités
de fluorescence, on utilise fréquemment une correction des courbures appelée

transformation de Loess ou Lowess (locally weighted scatter plot smoothing) qui
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permet la production d’un nuage de points centrés sur une droite. Ainsi normalisées,

les données peuvent étre exploitées par analyse statistique. (Bogard & al., 2008)

Le séquencage d’ARN : comme dans le

champ de la génomique structurale, le
séquencage de masse (NGS) est entré fortement
dans le domaine de la transcriptomique. Si les
puces sont actuellement encore largement

utilisées dans de nombreux contextes, I’ARN-

seq (ou RNA-seq, séquencage de I’ARN,
) _ Figure XIX : Séquengeur lon Proton™,
analyse transcriptomique par NGS) a Thermo - Life Technologies

(https://www.thermofisher.com)

commenceé a remplacer cette technologie.

Les avantages que présente I’ARN-seq sont qu’il permet : i) de détecter de nouveaux
geénes et isoformes ; ii) de détecter I’expression spécifique d’alleles différents ; iii) de
détecter des sites d’épissage (« splice junctions ») ; iv) de détecter des longs ARN
non codants qui peuvent avoir un réle important dans la régulation épigénétique (tels
que les lincARN, T-UCR, etc.), comme exposé plus haut (Ozsolak, Milos, 2011). En
outre, I’ARN-seq ne nécessite pas la sélection d’une sonde (séquence nucléotidique)
a hybrider sur une puce ; elle prend en compte la totalit¢ de séquence du
transcriptome d’une cellule ou d’un tissu. Cependant, I’étude d’une séquence
d’ARN implique le développement de nouveaux algorithmes pour I’analyse et la
normalisation des données ainsi que la quantification des transcrits de genes, et
d’autres algorithmes également afin d’ajuster la distribution de I’expression ou de
corriger des erreurs de détection de genes différentiellement exprimés.
Contrairement aux ARN codants, les petits ARN non codants sont rarement détectés
avec le protocole classique d’ARN-seq. Bien que I’on dispose des biopuces pour
étudier I’expression de ces petits ARN dans les différents tissus, I’utilisation des
technologies de séquencage massif par de petits fragments d’ARN offre la
possibilité de découvrir de nouveaux petits ARN qui ne sont pas encore décrits sur
miRBase (http://www.mirbase.org). Les miARN sont désormais des outils puissants de

diagnostic en tant que biomarqueurs parce que : i) ils sont conservés entre espéeces,
ce qui suggéere I’importance de leur r6le biologique ; ii) le nombre relatif de miARN
connus est encore faible, bien que leur gamme d’expression soit tres variable ; iii)

ils sont sécrétés dans la circulation, ce qui permet de les étudier dans des fluides
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biologiques tels que le sang et donc de s’affranchir d’une biopsie ou d’autres
méthodes invasives ; iv) ils ne se dégradent pas aisément, et cette grande stabilité est
une valeur importante dans I’analyse d’échantillons cliniques ou d’échantillons
d’intérét ancien et historique ; v) ils sont impliqués dans la régulation d’environ un
tiers du transcriptome ; vi) ils présentent la particularité d’avoir une expression tissu-
dépendante ; vii) on dispose maintenant de nombreuses données bibliographiques
sur leur réle dans la physiopathologie des maladies.

Figure XX : Les principaux outils de la transcriptomique / génomique fonctionnelle (Schibler, 2012)

o Etenfin des techniques génomiques pour I’étude de I’expression antisens : cette
derniére nécessite des approches « brin spécifique » pour mesurer ces transcrits
particuliers et minimiser les artéfacts environnementaux. L’ immunoprécipitation de
la chromatine étant une méthode non « brin-spécifique », on utilise désormais pour
quantifier et séquencer les transcrits antisens la GRO-seq (Global Run-on
sequencing), qui mesure la présence et I’orientation de polymérases actives réalisant
I’élongation d’un brin, ainsi que la NET-seq (Native Elongating Transcript
sequencing), qui mesure les transcrits en formation (transcrits « naissants ») a partir
d’ARN polymérases engagées dans la transcription ; ces deux techniques sont
complétées d’un séquencage des ARN produits. (Pelechano, Steinmetz, 2013)

iv. Les données protéomiques (le protéome)

C’est le généticien australien Marc R. Wilkins qui donne naissance en 1994 a la notion
de protéome (Wilkins, 2009). Suite a I’achévement du Human Genome Project, I’intérét s’est
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reporté sur I’aspect protéique de I’organisme humain ; ainsi s’est développée la protéomique.
Ce domaine scientifique est défini comme I’étude a grande échelle des protéines, en particulier
de leurs expression, structures, fonctions et interactions, dans un systeme biologique donné
(Zhang & al., 2010) : cette approche, d’émergence récente, permet d’identifier, de décrire, de
caractériser et de quantifier les protéines présentes (exprimées), dans un compartiment
cellulaire, une cellule, un tissu, ou méme un organisme entier. On pourrait dire que la protéine
est a la protéomique ce que le géne est a la génomique. Alors que la séquence de référence
équine était encore incompléte, une carte de référence en deux dimensions des protéines
sériques équines avait déja été realisée (Miller & al., 2004). Avec la finalisation du séquengage
des génomes entiers de nombreux procaryotes et eucaryotes, la protéomique a connu un regain
d’intérét ; le protéome refléte plus précisément I’état dynamique d’un systeme biologique que
le génome, ce qui fait de la protéomique un domaine complémentaire a la génomique
fonctionnelle (Cho, 2007). L’importance du protéome est incontestable : ce sont les protéines
cellulaires qui sont responsables de la structure de la cellule et de la production d’énergie, ce
sont elles qui assurent la communication, le mouvement et la reproduction cellulaires ; en
d’autres termes, les protéines fournissent le cadre structural et fonctionnel de la vie cellulaire

(Cho, 2007).

A I’instar des technologies utilisées en génomique, celles utilisees en protéomique ont
connu de nombreuses avancées depuis leur premiére utilisation, mais les méthodes initiales
restent des techniques de choix dans certains cas.

La séparation des protéines se fait soit par électrophorése bidimensionnelle (la plus
souvent utilisée), soit par chromatographie en phase liquide, puis leur identification est réalisée
par spectrométrie de masse (digestion des protéines et identification des peptides obtenus, selon
leur masse moléculaire, par comparaison avec des bases de données).

L’électrophorése bidimensionnelle sur gel (2-Dimensional (Polyacrylamide Gel)
Electrophoresis, 2-D(PAG)E) est la méthode traditionnelle, puissante, de séparation de
protéines sur la base de leur point isoélectrique et de leur poids moléculaire (Klose, Kobalz, 1995) ;
elle a connu des améliorations au fil des années depuis sa premiére utilisation, lui conférant
désormais une haute résolution (Zabel, Klose, 2009).

L approche par chromatographie en phase liquide (liquid chromatography, LC) lui est
parfois préférée dans les études protéomiques a grande échelle (shotgun proteomics) en raison
de sa sensibilité et de son rendement supérieurs ; I’objectif étant de fractionner les mélanges

protéiques afin de maximiser les capacités des spectromeétres de masse a identifier et quantifier
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les peptides composant les protéines (zhang & al., 2010). La LC-MS (Liquid Chromatography
coupled with Mass Spectrometry) est ainsi considérée par de nombreux laboratoires comme la
méthode de choix en protéomique, pour sa rapidité et sa précision (Xu & al., 2005). Le
développement récent de la chromatographie multidimensionnelle en phase liquide
(Multidimensional Liquid Chromatography, MDLC) permet désormais une séparation encore
plus puissante des peptides (zhang & al., 2010).

Pour exploiter les profils protéiques exprimés sous différentes conditions
physiologiques et pathologiques, la spectrométrie de masse est classiquement utilisée comme
plateforme puissante en protéomique (Cho, 2007). La phase d’ionisation des protéines peut étre
réalisée de différentes manieres, les plus fréquemment utilisées étant I’ionisation par
électronébuliseur (Electrospray lonisation, ESI), I’ionisation par désorption au laser d’une
matrice (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization, MALDI), et I’ionisation par désorption
au laser activée par une surface (Surface-Enhanced Laser Desorption/lonization, SELDI), car
ce sont celles qui ne causent que peu ou pas de fragmentation des molécules durant le processus
d’ionisation/désorption. Le spectrometre de masse utilisé comportant souvent un détecteur
triant les ions selon leur « temps de vol » (Time-Of-Flight, TOF), on parle de spectrométrie de
masse ESI-TOF, MALDI-TOF ou SELDI-TOF. En effet, lorsque les ions sont accélérés dans un
champ électrique et/ou magnétique, la vitesse avec laquelle ils atteignent le detecteur est
conditionnée par leur masse, on peut ainsi séparer les peptides (ensemble de ces ions) selon leur
vitesse, qui est fonction du rapport m/z (masse/charge ou nombre de protons). Alternative aux
spectrometres a détecteurs de type TOF, la technologie LTQ-Orbitrap de spectroscopie de
masse (Linear ion Trap Quadrupole — Orbitrap Mass Spectroscopy, LTQ-Orbitrap MS) peut
étre utilisée, prenant en compte non pas le temps de vol des ions, mais leur courbure de
trajectoire (le point d’impact des ions dépend lui aussi du rapport m/z, ce qui permet leur tri).

Les innovations dans les biotechnologies ont permis la mise au point d’outils a présent
disponibles pour les analyses protéomiques, pouvant compléter I’utilisation des spectrométres
de masse ou bien étre utilisés seuls. On trouve notamment des puces a protéines, robustes et
stables, permettant de détecter les interactions moléculaires avec d’autres protéines, peptides,
acides nucléiques, sucres, etc. (Figeys, Pinto, 2001), mais aussi des outils de protéomique
quantitative faisant intervenir des isotopes stables, permettant de surmonter le probleme de la
variabilité d’ionisation de différents peptides (Cho, 2007). Parmi ces outils, la technique de
marqueurs d’affinité contenant un isotope d’identification (Isotope-Coded Affinity Tag
labeling, ICAT) est la plus développée ; elle permet de comparer I’abondance relative des
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protéines entre deux échantillons (par exemple entre une condition normale et une condition

pathologique).

Figure XXI : Les technologies protéomiques contemporaines et leur organisation (Cho, 2007)

2-D PAGE : 2-Dimensional Polyacrylamide Gel Electrophoresis ; ESI : Electrospray lonization ;
ICAT : Isotope-Coded Affinity Tag ; iTRAQ : isobaric Tags for Relative and Absolute Quantification ;
LTQ : Linear ion Trap Quadrupole ; MALDI : Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization ;
MudPIT : Multidimensional Protein Identification Technology, PTM : Post-Transcriptionnal Modification ;

SELDI : Surface-Enhanced Laser Desorption/lonization ; TOF MS : Time-Of-Flight Mass Spectrometry.

Comme pour les autres données « omiques », les outils bioinformatiques sont essentiels
pour convertir des données protéomiques brutes en connaissances et donc applications utiles.
Nous n’abordons pas ici en détails les applications de la protéomique, puisqu’elles seront
évoquées dans le « zoom » sur les « omiques » équins, mais il est important de souligner que
la protéomique est a I’origine de nouveaux horizons dans de nombreux domaines de recherche
biomédicale et de médecine.

La protéomique clinique peut étre définie comme sous-discipline de la protéomique
appliquée au domaine de la médecine, et s’avere prometteuse dans I’identification de nouvelles

cibles thérapeutiques et de marqueurs protéiques d’affections utiles au diagnostic in vitro (In
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Vitro Diagnostics, IVD, tests cliniques applicables a des échantillons tels que les tissus et fluides
corporels : sérum, plasma, urine...) (Vitzthum, 2005).

En effet, les technologies protéomiques a haut débit combinées aux approches
bioinformatiques sont utilisées de maniére considérable dans I’identification de signatures
moléculaires d’états physiologiques ou pathologiques basée sur les voies du métabolisme
protéique et les cascades de signalisation protéique. Citons le domaine de I’oncologie, ou les
études protéomiques visent a I’identification de biomarqueurs dans I’optique d’une détection
précoce d’évolution cancéreuse (Conrad & al, 2008). Combinée a [I’utilisation de la
transcriptomique (par des analyses sur microarrays par exemple), la protéomique aide a gagner
en précision et peut étre & I’origine de I’identification de biomarqueurs dans des contextes ou
I’on n’en avait pas déja repéeré en utilisant seule une des deux sciences « omiques » (Devaux &
al., 2010). Au dela de son utilisation dans le diagnostic au sens strict, la protéomique permet
aussi la conception de nouveaux traitements pharmaceutiques sur la base de I’identification de
cibles thérapeutiques protéiques. On comprend aussi son intervention dans la médecine
personnalisée, puisqu’elle pourrait permettre I’élaboration d’un traitement optimal de chaque
sous-population de patients si ces derniers sont discriminés sur la base de leur machinerie
cellulaire (Gulmann & al., 2006) et de leur expression protéique. Elle offre la possibilité de suivre
I’évolution des affections et d’émettre un pronostic en suivant un ou des marqueurs protéiques
suite a un traitement ou dans le cadre d’un non-traitement. Enfin, la précocité de détection des
biomarqueurs protéiques justifie le fait que I’on considere la protéomique comme moyen de
prévention contre certaines affections. Prévention, diagnostic, pronostic, traitement et suivi sont
donc des champs couverts par ce domaine scientifique en plein essor.

Il faut préciser que la protéomique « différentielle » est utilisée dans le cadre de la
protéomique clinique : elle détecte les protéines associées a une maladie grace a des niveaux
d’expression diminués ou augmentés entre un état témoin et un état pathologique ; des
corrélations sont alors établies entre I’ensemble des protéines produites par un systéme
biologique et I’initiation ou la progression d’une affection (Cho, 2007).

Les possibilités d’intervention de la protéomique en pharmaco-toxicologie paraissent
évidentes : en effet, de nombreuses drogues et/ou substances dopantes étant de nature protéique,
des analyses protéomiques semblent pertinentes afin de les déceler dans un organisme. Elle
trouve a ce titre des applications a la fois dans les domaines médical, sportif et méme juridique.

Enfin, les données protéomiques viennent enrichir les connaissances issues des données
génomiques : par exemple, des séquences génomiques équines ont été validées et annotées par

modélisation fonctionnelle du protéome d’un fluide issu de lavage broncho-alvéolaire équin
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(Bright & al., 2011), et on a pu montrer des différences substantielles entre le protéome sérique de
chevaux et d’anes, liées a des modifications post-traductionnelles spécifiques d’espéce, par une
étude utilisant des puces de protéines (ProteinChips®) (Henze & al., 2011).

v. Les données métabolomiques (le métabolome)

Le terme « métabolome » a été proposé dans une étude anglo-saxonne en 1998 (Oliver &
al., 1998), par analogie avec les termes « génome », « transcriptome » et « protéome ». La
métabolomique est un domaine scientifique étudiant I’ensemble des métabolites (molécules de
faible poids moléculaire synthétisées par un organisme : sucres, acides aminés, acides gras, etc.)
présents et quantifiables dans un échantillon biologique (cellules, tissus, plasma, urine). Elle
repose actuellement sur I’utilisation de deux grandes techniques que sont la spectrométrie de
masse et la résonnance magnétique nucléaire (RMN) et permet de visualiser I’ensemble de
I’activité d’un systeme biologique (compartiment cellulaire, cellule, tissu, organe...) (Faucon-

Lahalle, Montagu, 2011).

Une définition plus étroite de la métabolomique est la caractérisation des phénotypes
métaboliques sous des conditions parfaitement définies (stade évolutif de I’organisme (age pour
un mammifere), modifications génétiques et/ou conditions environnementales) et du lien entre
ces phénotypes et les génotypes correspondants. Cette définition a quelque peu évolué puisque
les communautés scientifiques ont eu tendance a associer la notion de métabolomique a
I’identification et a la quantification de groupes de métabolites (biomarqueurs) présents dans
un systéme biologique, sans relation avec la notion de génotypage (Combourieu, 2007). Toujours
est-il que le profilage métabolique permet de prendre en compte des informations d’origine a
la fois intrinséque (génomique et expression protéique) et extrinséque (régime alimentaire,

microbiote intestinal...), fournissant une vue du systeme dans sa globalité (Escalona & al., 2015).

Que cela soit pour I’étude ciblée de voies métaboliques, I’analyse des flux métaboliques
associés ou I’analyse globale (statistique) du métabolome, les outils privilégiés restent la
spectrométrie de masse et la RMN, parfois utilisés de maniére complémentaire afin d’obtenir
une couverture maximale du métabolome (Combourieu, 2007; Escalona & al., 2015). La
spectrométrie de masse ayant déja été présentée comme outil protéomique, il convient de
décrire brievement la RMN. Cette méthode est utilisée depuis les années 1980 dans I’étude du
métabolisme énergétique et permet d’explorer un répertoire de quelques centaines de
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métabolites de petits poids moléculaires a un co(t relativement abordable, et donc de comparer
le métabolome de plusieurs centaines d’individus ou tout simplement de trés nombreux
échantillons différents (San Cristobal & al., 2014). Le suivi de molécules endogénes par RMN *H,
31p ou 13C constitue d’ailleurs un des seuls moyens d’accéder in situ ou in vivo aux voies et aux
flux métaboliques (Combourieu, 2007). La RMN s’applique surtout a des biofluides (urine, plasma
sanguin...) et fournit en sortie des spectres tels que celui présenté ci-aprés (Figure XXII), ce
qui donne une image qualitative et quantitative de ces fluides biologiques sans aucun a priori.
Un spectre peut étre considéré comme la signature métabolique d’un systeme biologique
observé a un temps donné, dans un état physiologique ou pathologique donné. En spectroscopie
RMN *H & une dimension (1D), les métabolites sont identifiés par la position des pics, due &
leurs protons non-échangeables. La position (déplacement chimique par rapport a la fréquence
de résonance d’une substance de référence) et le motif (structure en multiplet) d’un pic donné
refletent tous deux I’environnement chimique du ou des protons constituant le métabolite. Ces
informations, associées a de vastes bases de données, sont utilisées pour I’identification des
métabolites. L’intensité d’un pic est proportionnelle a la concentration de métabolite dans
I’échantillon, mais un pic peut correspondre a un ou plusieurs métabolites, et un métabolite
précis peut étre représenté par différents pics sur le spectre, ce qui complexifie I’analyse du
spectre. Pour pallier le manque de résolution lors d’analyse de mélanges complexes par RMN
du proton sans accroitre la valeur du champ magnétique (onéreux), il est possible de coupler
une détection RMN avec une séparation chromatographique (LC, présentée auparavant).

Figure XXII : Exemple de spectre métabolomique RMN d’un échantillon plasmatique
(San Cristobal & al., 2014)
Le déplacement chimique est représenté en abscisse.

Chaque valeur du spectre en ordonnée est susceptible de varier d’un échantillon & un autre.
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La spectroscopie RMN *H présente I’avantage, par rapport & la spectrométrie de masse,
d’étre une méthode de forte reproductibilité, et dont la sensibilité ne dépend pas des propriétés
physiques et chimiques des molécules (Pan, Raftery, 2007). En revanche, elle nécessite une

concentration en métabolites plus élevée afin que ces derniers soient détectés.

Tout comme les autres sciences « omiques », la métabolomique trouve des applications
et ouvre des horizons potentiels dans des domaines multiples et variés : recherche, médecine,
pharmacologie, toxicologie, nutrition, environnement, sport, zootechnie, domaine législatif /
judiciaire... Dans tous les cas, son utilisation pour comprendre les mécanismes biologiques
sous-jacents d’un phénotype particulier (maladie, conformation, performance sportive...) ou
pour prédire ce dernier, consiste en une recherche de biomarqueurs (ce terme sera défini de
facon précise par la suite) pronostiques, précoces ou descriptifs ; I’utilisation de la
métabolomique plutét que d’autres sciences —omiques en tant que predicteur de phénotypes est
particulierement justifiée en partie en raison de la proximité forte entre métabolome et phénome
dans la cascade biologique (génome et ADN, transcriptome et ARN, protéome et protéines,
métabolome et métabolites, phénome et phénotypes). Ainsi, certaines études sont menées afin
de quantifier le pouvoir prédictif du métabolome sur des phénotypes d’intérét : par exemple,
M. San Cristobal et ses collégues se sont récemment concentrés sur la quantification du pouvoir
predictif du métabolome sanguin sur les phénotypes de production particuliers que sont la
composition corporelle porcine (taux de muscles des piéces ou poids de certaines piéces de la
carcasse comme le jambon) ainsi que le rendement de carcasse et la consommation moyenne
journaliére de ces animaux, et ont montré qu’un spectre métabolomique peut étre envisagé
comme source de biomarqueurs intéressants dans certaines conditions (San Cristobal & al., 2014).
Le principe d’une étude métabolomique est schématisé sur la figure suivante, ici dans le cadre
de bovins traités par I’administration d’anabolisants.
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Figure XXI1I : Etude métabolomique utilisant la RMN dans le cadre d’un traitement de bovins aux anabolisants

(JC Portais, Cours de Métabolomique, Université Paul Sabatier (Toulouse))
(Figure issue d’un diaporama en ligne : http://genowebl.irisa.fr/OGP/ftp/Gen2Bio2012/Atelier27_Giraudeau_Gen2Bio2012.pdf)

La métabolomique se révele tout particulierement efficace dans la compréhension des
interactions métaboliques complexes entre un hdéte mammifére et sa flore commensale
intestinale, ce qui est intéressant pour la recherche équine au vu du large impact du microbiote
intestinal sur la biodisponibilité d’aliments, de médicaments et de I’énergie. Comme les autres
—omiques, elle montre un potentiel de plus en plus important dans les parameétres cliniques a la
fois comme outil de détection/dépistage et comme moyen de compréhension des mécanismes

de voies métaboliques associées a une maladie (Escalona & al., 2015).
Puisque nous reviendrons sur certaines applications de la métabolomique en lien avec

le sport, et que ce domaine scientifique sera abordé dans la suite de la thése, nous n’entrerons

pas plus dans les détails ici.

c. Un zoom sur les données de génomique, transcriptomique, et autres

« omiques » équines, et leur application en médecine vétérinaire

(génomique clinique et autres sciences omiques équines appliguées)

Les connaissances dans le domaine de la génomique et transcriptomique et des autres
sciences « omiques » équines présentent quelques particularités qu’il est intéressant de
souligner. Afin d’avoir un apercu de la situation chez le cheval, il semble important de rappeler
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les principales étapes clés dans les investigations menées depuis quelques décennies, de
présenter les outils de biologie moléculaire spécifiquement utilisés pour les études chez cet
animal, et de s’attarder sur quelques applications usuelles de ces outils a des fins cliniques.

i. Les débuts de la génomique équine : séquence de référence,

assemblage (Finno, Bannasch, 2014; Brosnahan & al., 2010)

L’ aventure « génomique » commence chez le cheval il y a une vingtaine d’années
(Octobre 1995) avec la mise au point des premieres cartes génétiques équines par le First
International Equine Gene Mapping Workshop (Premier Atelier International de Cartographie
Geénétique Equine), au sein du Horse Genome Project (H.G.P.) regroupant généticiens et
cliniciens vétérinaires de 22 laboratoires répartis dans 12 pays. Les cartes de premiere
génération du génome équin, qui recensaient 733 marqueurs polymorphes distribués
uniformément, ont rapidement été suivies par celles de deuxiéme génération, qui regroupaient
4104 marqueurs. Ces cartes ont fourni les outils initiaux nécessaires a I’assemblage de la

séquence génomique entiere de notre animal préféré.

La premiére séquence génomique du cheval domestique
est publiée en Novembre 2009 suite au travail collaboratif de la
communauté mondiale de chercheurs équins (Wade & al., 2009).
Elle est construite a partir de I’ADN d’une jument pur-sang

nommee Twilight, présentant un niveau élevé d’homozygotie de

son Complexe Majeur d’Histocompatibilité (C.M.H., région de Figure XXIV : Twilight,

. - . . N s 1" jument séquencée
haute diversité génétique impliquée dans le systeme immunitaire, (https:/Au.uky.edu/Ag)

Horsemap/hgphorses.html)

en general difficile a assembler) comparé aux autres chevaux
candidats. La méthode utilisee est le WGS (présentée précédemment). Cette version
préliminaire (« draft sequence ») de haute qualité a été enrichie par I’ajout de séquences
supplémentaires (extrémités de BAC, bacterial artificial chromosome) a partir d’un hongre pur-
sang du nom de Bravo, apparenté a Twilight. L’assemblage résultant, EqCab2.0, présente une
couverture de 6,8X du géenome (autrement dit, chaque portion d’ADN est séquencée 6,8 fois en
moyenne) ce qui est certes faible mais parmi les meilleures valeurs de couverture que I’on
pouvait obtenir il y a quelques années (plus importante que celle des autres genomes de
mammiféres hormis I’Homme et la souris). Cette base de données a été rendue publique et
accessible a la communauté de la recherche équine. La séquence génomique équine a été

estimee a cette occasion & une longueur de I’ordre de 2,7 Gb, avec 32 paires de chromosomes
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(31 paires d’autosomes et les chromosomes sexuels, soit une formule génétique de 2n = 64 pour
une cellule diploide de cheval domestique), 20 322 genes ont été annotés, et un taux de
polymorphisme global de 1/1000 pb a été déterminé.

La base de données de marqueurs génétiques a été étoffée par I’apport de séquences
génomiques partielles de sept chevaux supplémentaires, chacun de race différente (Akhal-Teke,
Andalou, Arabe, Islandais, Pur-Sang, Quarter Horse, Trotteur Américain) (Wade & al., 2009). Une
carte SNP de plus d’un million de marqueurs a été génerée a partir des 400 000 SNP
supplémentaires découverts suite & une centaine de milliers de lectures WGS des séquences
partielles de ces chevaux, ajoutés aux 700 000 SNP découverts dans le génome de Twilight. En
complément aux marqueurs microsatellites, cette carte est alors disponible comme outil
génomique pour I’étude de caractéres et d’affections génétiques.

En 2011, le génome entier d’une jument Quarter Horse Ameéricain a été séquencé en
utilisant le séquencage massif paralléle « paired-end » (séquencage de deux extrémités de
fragments courts, de taille inférieure a 1 kb) ; la couverture du génome de cette jument était de
24,7X (Doan & al., 2012). 19,1 Mb de séquence genomique équine inédite ont été générés a
I’occasion de ce séquencage de novo. Ce dernier permettait en outre de passer d’un répertoire
de 1 163 580 SNP équins, sans polymorphismes d’insertion/délétion ni CNV annotés, a un total
de 3,1 millions de SNP, avec 193 000 insertions/délétions et 282 CNV détectés et
consécutivement répertoriés. Des analyses de voies biologiques ont mis en évidence chez le
Quarter Horse des SNP a I’origine d’une utilisation de voies biologiques impliquées dans la
proprioception, les processus cellulaires et la transduction de signaux. Etant donné que la
jument n’avait pas été sélectionnée pour le séquencage sur des critéres d’homozygotie et qu’elle
était d’une race différente de celle ayant fourni la séquence de référence, son génome a fourni
une ressource précieuse pour les études de variabilité génétique.

En plus du séquencage de races contemporaines, la séquence génomique de chevaux
prehistoriques a été étudiee recemment, révélant que la lignée Equus a donné naissance a tous
les chevaux modernes, zébres et anes, et que cette lignée est née il y a 404,5 millions d’années
(Orlando & al., 2013). Le cheval de przewalski possede 66 chromosomes (donc deux de plus que
les chevaux domestiques modernes) et son ADN mitochondrial forme un groupe génétique
distinct ; il proviendrait d’un groupe génétique régional différent de celui dont sont issus les
chevaux domestiques modernes (Jansen & al., 2002). Le séquencage supplémentaire par NGS de
races de chevaux domestiques et d’un przewalski n’a pas montré de preuve de brassage
génétique recent entre ces deux types de chevaux, ce qui conforte I’hypothése selon laquelle les

chevaux de przewalski représenteraient les derniers survivants de la population équine sauvage
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et I’étude ayant révélé cela montre que le cheval de przewalski a divergé de la lignée du cheval
moderne il y a environ 50 000 ans (Orlando & al., 2013) et non pas 160 000 ans comme le suggérait
une étude antérieure (Goto & al., 2011).

Les efforts sont actuellement concentrés sur I’amélioration de la séquence équine de

référence via la création de EquCab3.0 en enrichissant la séquence genomique de Twilight.

ii. Les outils disponibles (Finno, Bannasch, 2014)

Le sequencage du génome équin et les avancées consécutives dans le domaine de la
génomique équine ont mené a des progres conséquents dans le développement d’outils visant
a cartographier des caracteres et des maladies et a évaluer I’expression génétique.

Ainsi, les puces SNP équines permettent I’étude de caractéres génétiques « simples » et
« complexes », tandis que les microarrays d’ADN se révelent essentiels dans I’étude de
I’expression génétique de divers tissus et sous certaines conditions pathologiques. La NGS étant
devenue plus abordable depuis peu, le séquencage d’ADN tout-génome et I’ARN-seq sont des
méthodes désormais couramment appliquées a la recherche génomique équine, domaine qui
continue a s’étendre rapidement au fur et @ mesure de la diminution des codts de génotypage et

de séquencage.

Deux puces SNP équines sont actuellement disponibles. La puce de
premiére génération, EquineSNP50 Beadchip, mise au point en 2008 a San
Diego en Californie et commercialisée par Illumina, rassemble 54 602
marqueurs SNP (puce SNP 50K) et couvre le génome équin entier a
I’exception du chromosome Y, avec une distance de 43,1 kb entre SNP sur
les 31 autosomes. Parmi ces 54 602 SNP, 53 524 révélent un polymorphisme,

(c’est-a-dire qu’on trouve au moins un individu hétérozygote en ce locus au

sein du groupe échantillon). Dans I’article présentant la séquence de Twilight,

Fi ﬁre XXV . des estimations de puissance reposant sur la longueur du déséquilibre de
Illumina

EquineSNP50 liaison (linkage disequilibrium (LD), niveau d’association entre
Beadchip

(htto-/mww.illumina.comy  Marqueurs) chez le cheval, le nombre de combinaisons alléliques au sein
d’un haplotype (séquences adjacentes d’ADN sur un chromosome) et le taux de recombinaison,
ont suggeéré que plus de 100 000 SNP seraient nécessaires pour cartographier des caracteres au
sein de chaque race et entre les différentes races (Wade & al., 2009). La puce SNP de premiere
génération a été validée sur un panel d’échantillons représentatifs de 14 races de chevaux
domestiques modernes et 18 espéces apparentées (McCue & al., 2012). En raison du grand
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déséquilibre de liaison dans des races telles que le Quarter Horse et le cheval mongol, il a été
recommandé d’augmenter le nombre de marqueurs afin d’obtenir une cartographie fine dans
les races préhistoriques et celles caractérisées par une taille efficace de population (Ne, aussi
appelée population efficace ou effectif efficace de population) importante (McCue & al., 2012). La
puce SNP 50K de premiére génération ne posséde donc que la moitié de la densité de marqueurs
estimée nécessaire pour mener a bien des études d’association sur des races avec un LD moyen
ou elevé. Elle a cependant été utilisée pour étudier la structure de la population chez 744
individus de 33 races équines. La variabilité relevée parmi les races a été utilisée afin
d’identifier des génes et des variants génétiques ciblés par la sélection génétique (c’est-a-dire
des « signatures » de sélection). Cette étude a permis d’identifier : i) des variants du gene de la
myostatine (MSTN) sur le chromosome 18 (ECA18) du cheval Paint américain (American Paint
Horse) et du Quarter Horse américain, associés de maniere significative a des proportions
modifiées d’un type de fibres musculaires impliquées dans les capacités de sprint (fibres de
type 2B augmenté, type 1 diminué), ii) des variants (mutation du gene DMRT3 sur le
chromosome ECA23, présentée plus haut dans cette thése) dans les races qui présentent des
allures supplémentaires, et iii) des polymorphismes dans des régions genomiques participant a
la détermination de la taille (sur le chromosome ECA11) chez des chevaux de trait et des
chevaux miniatures (Petersen & al., 2013). En Janvier 2011, la puce EquineSNP50 a été remplacée
par une puce SNP de seconde géneration, la EquineSNP70 Beadchip, présentant 74 500
marqueurs, avec une moyenne de 1,5 SNP toutes les 50 kb. Cette plateforme réunit les 53 524
marqueurs polymorphes initiaux de la puce SNP 50K et des SNP supplémentaires choisis pour
combler les lacunes et améliorer la couverture sur I’ensemble du génome. Ces derniers ont été
fournis & partir du séquencage des chevaux des 7 races « de découverte » (ayant contribué a
étoffer la base de données de marqueurs génétiques, présentés dans le paragraphe précédent :
Akhal-Teke, Andalou, etc.), de celui de Twilight, et de données issues de RNA-seq (sur
lesquelles nous reviendrons plus tard) (Coleman & al., 2010). Par rapport a la précédente, la puce
SNP 70K contient des SNP augmentant la couverture du C.M.H. sur le chromosome 20, ainsi
que des SNP supplémentaires sur le chromosome X et 2 SNP sur le chromosome Y. Des études
d’association utilisant les puces a SNP équines ont permis d’identifier une région
chromosomique portant un géne candidat important dans le syndrome du poulain lavande
(Lavender Foal Syndrome, LFS) et un séquencage consécutif a mis en évidence la mutation
génétique responsable de cette affection (Brooks & al., 2010). En plus de son apport pour I’étude
du LFS, la puce SNP équine 50K a été utilisée pour identifier des mutations génétiques
impliquées dans le syndrome de I’immunodéficience létale du poulain (Fox-Clipsham & al., 2011)
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et la mutation DMRTS3 (présentée plus haut) permettant la possession d’allures supplémentaires
(Andersson & al., 2012). D’autres études d’association utilisant les puces SNP équines ont permis
de détecter : i) des QTL impliqués dans I’ostéochondrite disséquante chez les pur-sangs (Corbin
& al., 2012) & explorer de maniére plus poussee, ii) des loci associés a un risque de neuropathie
laryngée récurrente (affection du nerf laryngé récurrent, causant un symptéme respiratoire
appelé « cornage » chez le cheval) (Dupuis & al., 2011), iii) des loci et QTL associés a la taille
corporelle (Makvandi-Nejad & al., 2012; Tetens & al., 2013; Metzger & al., 2013; Frischknecht & al., 2015),
et iv) des régions candidates impliquées dans le tympanisme des poches gutturales (Metzger & al.,
2012), I'uvéite équine (Kulbrock & al., 2013), et I’hypersensibilité aux piqures d’insectes
(responsable de la derm(at)ite estivale récidivante équine, DERE) (Schurink & al., 2012). La
densité de marqueurs de 100 000 SNP n’ayant toujours pas été atteinte, une puce SNP de
troisieme génération est en cours de développement, avec un objectif de 700 000 marqueurs ;
sa disponibilité était prévue pour 2014 mais elle n’est pas encore commercialisée actuellement.

L’étude de I’expression génomique tissu-spécifique chez le cheval sous des conditions

particulieres et en considérant certains processus

pathologiques est un domaine de recherche en plein
essor. Les premiers outils développés pour étudier

cette  expression, par  I’évaluation  du

microtranscriptome, incluaient le séquencgage - -
Figure XXVI : Puce d’expression

d’EST (Nagaraj & al., 2006), I’analyse en série de commercialisée par Agilent

(http://www.agilent.com)

I’expression des genes (serial analysis of gene

expression, SAGE) (Velculescu & al., 1995), ainsi que les puces d’expression (microarrays) (Schena
&al., 1995). Jusqu’a une période récente, les puces d’expression étaient utilisées comme méthode
expérimentale primaire dans I’analyse de I’expression génétique chez le cheval au niveau
transcriptomique. Pour rappel, les technologies par microarray font intervenir une extraction
d’ARN (cible, target) et son hybridation consécutive sur la puce d’expression a des séquences
d’ADN connues et spécifiques (sondes, probes). Les motifs d’hybridation sont alors comparés
pour permettre I’identification d’ARNmM surreprésentés ou sous-représentés dans deux
échantillons cibles ou plus (Murphy, 2002). Initialement, les puces humaine et murine étaient
utilisées pour établir les profils d’expression génétique équins. Suite au séquencage du génome
équin, quelques groupes ont initié des études afin d’améliorer les puces équines, en utilisant les
modeles prédictifs d’Ensembl et du NCBI. Les microarrays équins ont été utilisés pour évaluer
I’expression génétique dans le cadre de fourbures (Noschka & al., 2009) et de cicatrisation du
cartilage articulaire (Mienaltowski & al., 2009). Une étude récente utilisant la technologie des
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microarrays sur des tissus placentaires équins a identifié une surexpression de I’ARNm codant
la cytokine interleukine (IL)-22 dans la ceinture chorionique : c’est la premiére fois que I’1L-
22 était détectée dans d’autres cellules que celles du systeme immunitaire (Brosnahan & al., 2012).
Comme requis pour toute étude d’expression utilisant les puces & ADN, ces résultats ont été
confirmés a I’aide de la RT-PCR quantitative. Agilent™ fournit actuellement une puce
d’expression équine comportant 43 803 sondes, qui peut étre personnalisée de maniére a

répondre a divers besoins spécifiques de recherche : Agilent eArray custom microarray
(http://www.genomics.agilent.com/en/Custom-Design-Tools/eArray/?cid=AG-PT-122&tabld=AG-PR-

1047&pageld=1456&crumbAction=push&navAction=pop).

Depuis peu, I’ARN-seq est utilisée pour affiner les modéles structuraux geniques et
évaluer les motifs d’expression génigques (Coleman & al., 2010a, 2010b). Cette méthode génere des
données a la fois quantitatives et qualitatives, tout en donnant un apercu sur les transcrits
alternatifs d’un méme gene. Elle est actuellement appliquée dans I’étude de nombreuses
affections équines. En outre, elle a été utilisée pour étudier le réle de I’empreinte génomique
chez le cheval (Wang & al., 2012; Wang & al., 2013). La NGS est aussi utilisée au niveau de I’ADN
(séquencage massif parallele d’ADN) chez le cheval ; ces technologies plus efficaces

permettent d’obtenir des séquences représentatives du génome entier d’un cheval a un co(t

abordable et d’offrir un apercu sans précédent de tous les variants
(SNP, insertions, délétions, réarrangements) du génome. De
nombreuses études qui avaient initialement employé des
techniques d’association pangénomiques (présentées ci-dessus)
recourent désormais a la NGS afin d’étudier de maniére plus

poussée une ou des régions d’association. Grace au fait que la
Figure XXVII : Gene expression . . ) ) ) )
custom microarray, Agilent NGS soit de moins en moins onéreuse, des séquences de génome

(http://www.agilent.com)

équin entier sont générées dans des laboratoires répartis dans
différentes régions du monde. L’analyse et le stockage de ces grandes quantités de données de
séquence peut devenir problématique. De nombreux programmes logiciels sont actuellement
disponibles afin de réaliser des contrdles de qualité, I’alignement sur la séquence de référence,
I’assemblage de séquences non alignées, et la détection de variants dans les données issues de
séquencage massif paralléle (Koboldt & al., 2013). Concernant la RNA-seq, des algorithmes variés
permettent de quantifier et comparer I’expression génétique entre différentes conditions
(Seyednasrollah & al., 2015). Des connaissances poussées en bioinformatique sont désormais
essentielles afin d’analyser les séquences obtenues par NGS.
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iii. Les méthodes pertinentes pour utiliser ces outils biomoléculaires

dans I’étude de caractéres génétigues (Finno, Bannasch, 2014)

Avant de décrire les principales découvertes liées a I’application de ces outils novateurs
dans I’espéce équine, il est important de brievement rappeler les stratégies d’analyse
appropriées pour I’étude de caracteres génétiques.

Au vu de la disponibilité croissante et de la baisse des colts des outils génomiques
congus pour les chevaux, de larges opportunités se présentent pour les mettre au service de
I’étude d’un grand nombre d’affections équines. Si I’on souhaite étudier les maladies génétiques
équines, il faut choisir judicieusement la population échantillon ainsi que des outils adéquats.

Pour étudier les facteurs de risque de développer une affection, il est essentiel de réaliser
un phénotypage fin. Le phénotype étudié devrait étre choisi a priori et son intensité devrait étre
gradee, comme cela devient utile pour la sélection de candidats au séquencgage. Lorsque cela
est possible, une population témoin devrait étre choisie afin de maximiser les chances que les
chevaux témoins ne manifestent jamais le phénotype étudié, en considérant 1’age moyen
d’apparition de la maladie, les facteurs de risque environnementaux et le degré de parenté entre
les populations témoin et malade.

La taille de I’échantillon disponible influe sur I’utilisation des outils génomiques. Des
articles comme celui de Finno et Bannasch (Finno, Bannasch, 2014) rapportent qu’« avec des
populations de taille moyenne présentant des phénotypes bien perceptibles et un mode de
transmission autosomique récessif du caractére phénotypique [c’est-a-dire que le géne
impliqué est porté par un autosome, et que la présence de deux alléles identiques est
indispensable pour que le caractére phénotypique soit exprimé par I’individu], une association
entre le phenotype et un locus chromosomique (ou des loci) peut étre identifiée a I’aide des
techniques disponibles actuellement via une étude d’association tout-génome utilisant les puces
SNP équines sur le marché. Cependant, de faibles tailles d’échantillon ou bien un phénotype
influencé par de multiples facteurs de risque, par I’imprécision du diagnostic, ou par le faible
déséquilibre de liaison dans certaines races (telles que le Quarter Horse), peuvent aboutir a
un échec de détection d’associations significatives en raison de la faible puissance
statistique. ». Mais comment définir concrétement une « population de taille moyenne » ?
Effectivement, un échantillon de population de taille importante ne permet pas de s’affranchir
de bons estimateurs phénotypiques ; autrement dit, non seulement I’échantillon doit étre assez
grand, mais le caractere phénotypique étudié doit étre clairement et précisément défini et sa

variabilité doit étre assez grande au sein de la population afin de pouvoir I’associer a un
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déterminisme génétique. Les facteurs qui influent sur le caractere doivent étre limités, ou a
défaut, leurs effets doivent pouvoir étre quantifiés (et corrigés). Dans le cas d’une maladie, le
diagnostic doit étre établi sur la base de signes cliniques non ambivalents, et/ou de criteres
analytiques (biochimiques, métaboliques, etc.) révélateurs, et/ou d’examens complémentaires
(radiographiques, échographiques, etc.) non équivoques. Si ces conditions sont réunies, un
échantillon de 500 chevaux devrait étre suffisant pour de telles études. Cela dit, n’oublions pas
qu’une des difficultés avec laquelle les chercheurs doivent composer dans le domaine équin est
la réticence de nombreux propriétaires a consentir a la réalisation de prélévements ou
d’interventions sur leurs chevaux lorsque ces derniers sont en bonne santé : ce probléme limite
bien souvent les possibilités de disposer d’un échantillon de grande taille dans le cadre d’études
de recherche (en plus qu’il soit véritablement dommage de ne pas disposer des valeurs de
référence de son propre cheval afin d’avoir une base de comparaison si celui-la connait une
baisse de forme ultérieurement, dans le cas ou il s’agit d’un simple prélévement sanguin). Une
solution peut étre de mentionner I’intérét et les applications concrétes que I’étude de recherche
pourrait entrainer : par exemple, pour impliquer les propriétaires dans une étude sur le
microbiote intestinal des chevaux, bien insister sur le fait qu’une connaissance plus fine de ce
dernier permettrait d’évaluer le risque d’un cheval de développer un jour des affections
digestives, et que des avancees sur cette question pourraient permettre de prévenir I’apparition
de ce genre de maladies, ou du moins d’étre conscient du danger pour étre prét a réagir en
consequence.

Le séquencage massivement parallele d’ADN et I’ARN-seq peuvent étre utilisés
simultanément pour explorer I’expression genomique et la corréler a des variants de séquence
génomique. Lors de la conception d’une expérience par ARN-seq, il est nécessaire de prendre
en compte les aspects fondamentaux d’une méthodologie expérimentale solide : la réplication
(nombre de réplicats biologiques/techniques), la randomisation et la constitution de blocs. Il est
également impératif que I’ARN extrait pour tous les cas provienne d’un site standardisé du tissu
d’intérét. L’utilisation simultanée d’ARN-seq et de séquengage ADN tout-génome sur des
échantillons appariés augmente la puissance de détection de variants pertinents d’un point de
vue biologique avec des échantillons de taille plus restreinte, et devrait étre envisagée pour
I’étude de caractéres génétiques dits « complexes ».

iv. Les applications principales des outils génomigques chez le cheval
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Les applications de ces outils biomoléculaires en génomique clinique chez le cheval
sont nombreuses. Les principales restent actuellement le dépistage d’affections génétiques, le
diagnostic génétique associé a la medecine personnalisée, ainsi que la gestion du cheval athléte.

> La génomique au service du dépistage d’affections génétiques (Brosnahan & al., 2010;

Schibler, 2012; Finno, Bannasch, 2014; Bailey, 2014)

o L’identification de génes responsables d’affections monogéniques (Schibler, 2012)

Historiquement, la premiere application des travaux de génomique a été I’identification
de mutations responsables d’affections monogéniques (affections liées a la mutation d’un seul
géne). A I’heure actuelle, on recense pour I’espéce équine 49 caractéres et affections
monogéniques, parmi lesquels 37 ont d’ores et déja une mutation causale identifiée, notamment
les mutations touchant les loci liés aux différentes robes de chevaux. Une liste réguliérement
actualisée et disponible au grand public les répertorie, tout en fournissant des informations sur
les publications relatives a chaque caractere ou affection monogenique : elle se trouve sur la
base de données OMIA (Online Mendelian Inheritance for Animals) de I’Université de Sydney

(http://omia.angis.org.au/home/). Le Conseil et Observatoire Suisse de la Filiere du Cheval

(COFICHEV) présente également des informations & ce sujet, accessibles sur internet

(http://www.cofichev.ch/fr/Connaissances/Genetique-genomique/Maladies-hereditaires.html). A quelques

exceptions pres, ces mutations ont été identifiées via une approche de genes candidats, reposant
sur la connaissance de syndromes héréditaires similaires chez I’Homme et la souris (Brosnahan
& al., 2010). Les mutations responsables des 12 autres affections / caracteres monogéniques
restent donc a déterminer ou & publier ; plusieurs programmes sont en cours a cet effet, a
I’échelle internationale (listés sur le site web francais de I’l.N.R.A. de Jouy-en-Josas

http://dga.jouy.inra.fr/horse.genomics/hgpprojects.html ou sur le site web américain de I’University of

Kentucky  https://www.uky.edu/Ag/Horsemap/hgpprojects.html). Le tableau ci-dessous présente plus

d’une vingtaine d’affections monogéniques pour lesquelles la mutation causale a été identifiée.

Tableau Il : Principales affections monogéniques a mutation causale identifiée
(Schibler, 2012; Bailey, 2014; site internet OMIA de I'Université de Sydney)

Mode de transmission : D = dominant, R = récessif, C = codominant, Y-linked = lié au chromosome Y
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Maladie génétique  Description Géne Sources
(transmission) (chromo)
HYPP (D) Hyperkalemic Periodic Paralysis SCN4A (Rudolph & al., 1992a ;
Periodic Paralysis Il in Equus caballus (ECA11) Rudolph & al., 1992b)
(Hyperkaliémie périodique paralysante)
OT-DSD (Y-linked)  Ovotesticular Disorder of Sexual Development SRY (Pailhoux & al., 1995 ;
Sex Reversal Syndrome, 64, XY, SRY-negative XY female (ECAY) Abe & al., 1999 ;
(Réversion du sexe, 64, XY, SRY négatif) Raudsepp & al., 2010 ;
Pujar, Meyers-Wallen, 2012)
SCID (R) Severe Combined Immunodeficiency Disease DNA-PKcs (Bailey & al., 1997 ;
(Syndrome d'immunodéficience sévére combinée) (ECA9) Shin & al., 1997a, 1997b ;
Bernoco, Bailey, 1998)
OLWEFS (R) Overo Lethal White Foal Syndrome EDNRB (Metallinos & al., 1998 ;
Ileocolonic aganglionosis, Megacolon... (ECA17) Santschi & al., 1998 ;
(Syndrome Iétal du poulain blanc - robe pie Overo) Yang & al., 1998 ;
Bellone, 2010)
JEB1, H-JEB (R) Junctional Epidermolysis Bullosa 1 LAMC2 (Spirito, & al., 2002 ;
Herlitz Junctional Epidermolysis Bullosa (H-JEB) (ECA5) Baird & al., 2003 ;
(Epidermolyse bulleuse jonctionnelle (Herlitz)) Milenkovic & al., 2003 ;
Graves & al., 2009)
JEB2, El (R) Junctional Epidermolysis Bullosa 2 LAMA3 (Lieto, Cothran, 2003 ;
Epitheliogenesis imperfecta neonatorum (ECAS8) Graves & al., 2009)
(Epidermolyse bulleuse jonctionnelle 2)
GBED (R) Glycogen Branching Enzyme Deficiency GBE1 (Valberg & al., 2001 ;
Glycogen Storage Disease VI (GSD 1V), Amylopectinosis (ECAZ26) Ward & al., 2004)
(Déficience en enzyme branchante du glycogéne)
MH (D) (Equine) Malignant Hyperthermia (EMH) RYR1 (Aleman & al., 2004 ;
(Hyperthermie maligne) (ECA10) Aleman & al., 2009 ;
Nieto, Aleman, 2009 ;
McCue & al., 2009)
GT (R) Glanzmann's Thrombasthenia ITGA2B (Christopherson & al., 2006 ;
Thrombasthenia 1 (ECAL11) Christopherson & al., 2007 ;
(Thrombasthénie de Glanzmann) Sanz & al., 2011)
HERDA (R) Hereditary Equine Regional Dermal Asthenia PPIB (Tryon & al., 2007)
Ehlers-Danlos Syndrome, Hyperelastosis Cutis (ECAL)
(Asthénie dermique héréditaire localisée équine, Hyperélastose
cutanée)
PSSM (D) (Equine) Polysaccharide Storage Myopathy, Type 1 GYS1 (McCue & al., 2008a, 2008b ;
(Myopathie a stockage de polysaccharides, type 1) (ECA10) McCue & al., 2009 ;
Herszberg & al., 2009 ;
McCoy & al., 2014)
Gray horse Gray horse melanoma STX17 (Rosengren Pielberg & al.,
melanoma (D) Progressive greying with age, Melanome, Melanomatosis (ECA25) 2008 ;
(Prédisposition au mélanome, mélanose du cheval gris) Bellone, 2010)
MCOA (C) Multiple Congenital Ocular Anomalies - Coat color Silver PMEL17 (Andersson & al., 2008 ;
(Anomalies congénitales oculaires multiples - Robe Silver) (ECA®) Bellone, 2010 ;
Andersson & al., 2011 ;
Andersson & al., 2013)
CSNB (R) Congenital Stationary Night Blindness - Leopard TRPM1 (Bellone & al., 2010 ;
(ECAl) Bellone, 2010 ;

Sandmeyer & al., 2012 ;
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LFS (R)

CA (R)

FIS (R)

MY (R)

AlS (R)

CLD (D)

CLF (R)

WFFS (R)

HWSD (R)

Hydrocephalus (R)

(Leopard complex / print / spotting, Appaloosa Coat Pattern...)
(Cécité nocturne / héméralopie congénitale non évolutive - robe
tachetée)

Lavender Foal Syndrome - Coat Color Dilution Lethal (CCDL)

(Syndrome du poulain lavande)

Cerebellar (Cortical) Abiotrophy
Neonatal Cerebellar Cortical Degeneration (NCCD)

(Abiotrophie / atrophie (corticale) cérébelleuse)

Foal Immunodeficiency Syndrome (in the Fell and Dales Pony)
Fell Pony Foal Syndrome (FPFS)

(Syndrome d'immunodéficience du poulain / poney Fell)
Congenital Myotonia

Equine Myotonic Dystrophy, Myotonia congenita

(Myotonie congénitale)

Androgen Insensitivity Syndrome - 64, XY, SRY-positive
Testicular feminization (XTfmY)

(Syndrome d'insensibilité aux androgénes - 64, XY, SRY positif)
(Equine) Incontinentia Pigmenti - Brindle
Hyperpigmentation

(Incontinentia Pigmenti, Robe bringée)
Chondrodysplasia-Like Dwarfism

ACAN Dwarfism

(Nanisme)

Congenial Liver Fibrosis

Caroli Liver Fibrosis

(Fibrose hépatique congénitale, Syndrome de Caroli)
Warmblood Fragile Foal Syndrome (Type 1)
Ehlers-Danlos-Like Syndromes (EDLS)

(Syndrome du poulain de sang fragile)

Hoof Wall Separation Disease

Hoof Wall Separation Syndrome (HWSS) in Connemara Ponies
(Maladie / syndrome de séparation de la paroi du sabot)
Hydrocephalus

(Hydrocéphalie)

MYO5A
(ECA1)

TOE1 ou
MUTYH
(ECA2)

SLC5A3
(ECA26)

CLCN1
(ECAQ)

AR
(ECAX)

IKBKG
(ECAX)

ACAN
(ECA1)

PKHD1
(ECA20)

PLOD1
(ECA2)

SERPINB11
(ECAS)

B3GALNT2
(ECA1)

Bellone & al., 2013)

(Brooks & al., 2010 ;
Bellone, 2010 ;

Gabreski & al., 2012)
(Brault & al., 2011a, 2011b ;
Cavalleri & al., 2013)

(Fox-Clipsham & al., 2011 ;
Bailey, 2011)

(Wijnberg & al., 2012)

(Révay & al., 2012 ;

Pujar, Meyers-Wallen, 2012)

(Towers & al., 2013)

(Eberth, 2013)

(Drégemiller & al., 2014)

(Winand, 2012 ;

Monthoux & al., 2015)

(Finno & al., 2015)

(Ducro & al., 2015)

Le clonage positionnel des affections a déterminisme dominant (la présence d’une seule

copie mutée suffit a entrainer le développement de la maladie) nécessite des dispositifs de

quelques centaines d’animaux répartis en quelques grandes familles. L’hyperkaliémie

périodique paralysante (HYPP) des chevaux Quarter Horse pure race ou croisés, American

Paint Horse et Appaloosa, est une illustration de ce type d’affection sélectionnée

involontairement parce qu’associée a une hypertrophie musculaire recherchée par les éleveurs.

Les chevaux malades sont porteurs d’une mutation ponctuelle faux-sens (substitution de

cytosine par la guanine) dans le géne SCN4A, entrainant le remplacement d’un acide aminé par
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un autre (phénylalanine remplacée par la leucine) dans la structure protéique que code ce géne :
la sous-unité a du canal sodique voltage-dépendant du myocyte squelettique, une glycoprotéine
essentielle a I’activation électrique des cellules musculaires (Rudolph & al., 1992). Chez les
chevaux atteints, la protéine ainsi altéree présente un defaut de fermeture (entrée accrue d’ions
sodium), ce qui se traduit a terme par une diminution du potentiel membranaire de repos,
devenant trés proche du potentiel d’action, donc & un état de dépolarisation prolongée des
myocytes. lls présentent, dans certaines conditions, des phases de tremblements et
fasciculations musculaires (épisode de myotonie quand le niveau de dépolarisation est tel que
I’excitabilité des fibres musculaires est encore possible) pouvant aller jusqu’a la paralysie, ou
une faiblesse musculaire et hypotonie généralisées (asthénie liée a I’inexcitabilité membranaire
résultant de la dépolarisation accrue), cette deuxiéme phase faisant souvent suite a la premiére
et caractérisée par un décubitus involontaire chez un animal encore conscient. Cette situation
ou une affection monogénique est accidentellement sélectionnée car associée a un phénotype
d’intérét pour les éleveurs n’est pas uniquement retrouvée dans I’espece équine : en effet, si
I’on prend I’exemple des bovins, la mutation du gene de la myostatine est connue pour le
phénotype « culard » auquel elle est liée, caractérisé par un fort développement musculaire. En
sélectionnant I’alléle muté de ce gene, on a involontairement sélectionné les difficultés au
vélage (deséquilibre pondéral et inadéquation morphologique foeto-maternels a la mise-bas),
les troubles de la reproduction (comportement sexuel des jeunes affecté, diminution de la
fertilité et de la production de lait chez les femelles culardes, diminution de la viabilité des
veaux culards...) et les probléemes de susceptibilité au stress des animaux homozygotes pour
cette mutation (Allais, 2011).

Les affections récessives sont plus insidieuses, puisque les animaux porteurs d’un seul
allele défavorable sont sains et seuls leurs descendants homozygotes pour I’allele défavorable
peuvent déclarer la maladie. L’identification des bases moléculaires de telles maladies s’avére
particulierement efficace et requiert I’analyse d’une dizaine d’individus atteints (Schibler, 2012).
Une délétion dans le gene codant la myosine Va (MYO5A) a ainsi €té identifiée en analysant
six poulains de race arabe atteints du syndrome du poulain lavande (LFS) et 30 chevaux sains
présentant un lien de parenté fort avec ces poulains, a I’aide de la puce SNP 50K (Brooks & al.,
2010).

o0 Un mangue d’informations épidémio-génétiques (Schibler, 2012)
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Peu d’anomalies génétiques sont décrites chez le cheval en comparaison des autres
espéces (49 anomalies mendéliennes équines recensées par OMIA, contre 216 chez les bovins
et 277 chez le chien actuellement). Cela peut s’expliquer par la sélection sur les performances
sportives dans I’espéce équine, privilégiant les individus en excellente santé et de conformation
irréprochable. Cependant, de nombreuses affections résultent de mutations de novo (se
produisant lors de la formation des gameétes) et devraient donc étre répertoriées chez le cheval
(Schibler, 2012). Leur absence dans la base de données OMIA suggeére ainsi plutot un déficit de
signalement et de recueil des informations, & I’origine d’une méconnaissance du déterminisme
génétique de nombreuses maladies. Ce déficit expliquerait le faible nombre de génes identifiés
chez le cheval comme responsables d’affections ou de caractéres monogéniques, alors que 3212
génes de ce type sont déja recenses chez I’Homme sur OMIM (Online Mendelian Inheritance

in Man (http://www.omim.org/)).

o L’opportunité du conseil génétique grace au testage (Schibler, 2012)

La genomique fournit des outils permettant de faire face a I’émergence de certaines
affections héréditaires en évitant des « situations génétiques a risque », et de générer des
connaissances utiles pour prévenir la manifestation clinique de ces affections.

Des tests géenetiques commerciaux sont ainsi réalisés a partir d’un simple prélévement
sanguin, afin de détecter de maniére précoce les animaux porteurs. Dans le cas d’affections
récessives, le dépistage permet de mettre en ceuvre un conseil génétique comme alternative a
I’éradication : en évitant les accouplements a risque, on réduit I’incidence de la maladie, sans
pour autant perdre les qualités génétiques des animaux porteurs.

La connaissance précoce d’une prédisposition génétique a une maladie peut également
permettre de prévenir son développement clinique, par I’adoption d’une conduite d’élevage ou
d’une gestion des animaux adéquate (régime alimentaire, type d’exercice...). On peut par
exemple réduire les crises d’HYPP en réduisant la teneur en potassium de la ration, en
privilégiant un entrainement modéré régulier et en évitant d’exposer les chevaux au froid.

Dans son article, Laurent Schibler met donc en lumiere le rle des praticiens vétérinaires
équins dans la recherche et le conseil génétique, a la fois en tant qu’acteurs épidémiologiques,
prescripteurs de tests génétiques, et conseillers pour une gestion pertinente de chaque cheval en

fonction de ses données génomiques.
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> Lagénomique au service du diagnostic clinigue et de la médecine personnalisée (Schibler,
2012)

o La prédisposition aux affections « complexes » (Schibler, 2012)

De nombreuses affections présentent une composante génétique, mais sont dites
complexes car déterminées par de nombreux facteurs génétiques et environnementaux, qui,
considérés isolément, ont des effets modestes sur le risque d’apparition des symptémes. La
génomique et la transcriptomique peuvent permettre d’identifier des biomarqueurs liés a la
prédisposition & une maladie : marqueurs génétiques, protéines circulantes, niveaux
d’expression de genes... Ces données ouvrent la voie au concept novateur d’une « génomique
personnalisée », c’est-a-dire a une prédiction individuelle du risque.

Quelques etudes des déterminants génétiques d’affections équines « complexes » sont
en cours au niveau mondial ; parmi ces affections, de nombreuses sont bien connues dans le
milieu équin et équestre. La RAO (Recurrent Airway Obstruction), premiere maladie
respiratoire chronique chez le cheval, aussi appelée emphyséme ou pousse, en fait partie ; cette
maladie inflammatoire chronique des voies respiratoires profondes, d’origine allergique, est
caractérisée par de la toux, une intolérance a I’effort et de la détresse respiratoire au repos. On
pourra aussi citer le SME (Syndrome Métabolique Equin) ou EMS (Equine Metabolic
Syndrome), trouble endocrinien multifacettes se manifestant par une obésité et une résistance a
I’insuline, prédisposant a la fourbure. Le tympanisme des poches gutturales des poulains de
race Arabe et issus de cette race est une dysfonction du clapet cartilagineux fermant I’orifice
pharyngien du tube auditif qui n’est également pas étrangére aux éleveurs de ce type de
chevaux. L’uvéite récidivante équine (URE), maladie oculaire chronique et cause la plus
commune de cécité chez le cheval, serait, elle aussi, sous un certain déterminisme génétique ;
I’uvéite isolée étant un vice rédhibitoire, il s’agit d’une maladie que le vétérinaire équin doit
impérativement connaitre et savoir reconnaitre, notamment dans un contexte de visite d’achat.
Les propriétaires et cavaliers connaissent aussi en general le syndrome de dermatite estivale
récidivante équine (DERE) déja évoqué dans cette these, affection dermatologique d’origine
allergique a base héreditaire. L’ immunité vis-a-vis de certains agents infectieux présente une
composante génétique encore imparfaitement elucidée, qu’il s’agisse d’agents viraux
(Herpesvirus équin de type 1 (EHV1), ou Papillomavirus responsable de sarcoides par
exemple), bactériens (Rhodococcus equi par exemple, causant des infections auxquelles les

poulains sont tres sensibles), ou parasitaires. Enfin, on mentionnera les affections locomotrices
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présentant un déterminisme génétique « complexe » fréquentes comme : i) les Iésions du tendon
fléchisseur superficiel du doigt et les Iésions du ligament suspenseur du boulet chez le cheval
de course pur-sang anglais, ii) le syndrome podo-trochléaire ou maladie naviculaire (lié a des
Iésions dégénératives de I’os sésamoidien distal, aussi appelé os naviculaire, souvent associees
a des lésions des formations anatomiques voisines comme le tendon fléchisseur profond du
doigt, les ligaments sésamoidiens, les synoviales adjacentes...), une des causes les plus
répandues de boiterie chronique antérieure chez le cheval, iii) I’ostéochondrose dans la race
Trotteur Francais, objet du programme de recherche GenEquin mené conjointement par I’Ecole
Nationale Vétérinaire d’Alfort (ENVA), le Centre d’Imagerie et de Recherche sur les
Affections Locomotrices Equines (CIRALE), I’Institut National de la Recherche Agronomique
(INRA) et I’Institut Francais du Cheval et de I’Equitation (IFCE) et financé par I’Agence
Nationale de la Recherche, I’IFCE et le Fonds Eperon ; ou plus rares comme la lordose précoce
des chevaux de selle américains (American Saddlebreds), malformation congénitale des
vertebres vraisemblablement sous contrdle génétique.

Les génomiciens ont encore de gros progrés a réaliser pour améliorer la qualité et la
précision des prédictions, mais le concept répond a une attente de la filiére équine dans la
prévention des affections. Le développement de ces approches ne peut cependant s’envisager
qu’a la faveur d’études transversales intégrant sciences en « omique », zootechnie et recherche
clinique, car la prédiction individuelle n’a d’intérét que si elle est couplée a des préconisations
permettant de prévenir I’apparition de la maladie. La encore, on apercoit le role du vétérinaire
clinicien et praticien comme vétérinaire conseil : c’est en effet le mieux placé pour proposer
des ajustements pertinents de la conduite des élevages ou d’élaborer des stratégies de traitement

novatrices au vu de I’information génomique.

o Des outils de diagnostic et de pronostic (Schibler, 2012)

Les innovations dans les sciences « omiques », notamment les progres importants en
génomique fonctionnelle, I’apport de la NGS, et I’essor de la métabolomique, ont engendré un
regain d’intérét pour la découverte et I’utilisation de biomarqueurs génomiques chez I’Homme
et les animaux. Définis comme « indicateurs de processus biologiques normaux, de processus
pathogéniques ou de réponses pharmacologiques a une intervention thérapeutique, mesurés
objectivement, et censés remplacer un critere d’évaluation clinique (prédire I’aspect bénéfique
ou nocif/préjudiciable) sur la base de preuves épidémiologiques, thérapeutiques,

physiopathologiques ou d’autres preuves scientifiques » (Biomarkers Definitions Working Group,
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2001), ils possedent une grande diversité de fonctions et leurs applications dans le domaine
médical sont multiples. lls apportent, entre autres, une facilité d’accés a de nouveaux dosages,
et sont a I’origine d’améliorations conséquentes dans la détection précoce de maladies, le suivi
des traitements, le pronostic ou les études de toxicité (Beger, 2007; Hong & al., 2010; Ganesalingam,
Bowser, 2010; Rosenson, 2010; Hong, Slikker, 2015; Zhang & al., 2015). lls sont a la base de la
« théranostique » (« theranostics »), discipline née de I’union entre la thérapie et le diagnostic
(Jain, 2005; Netto, Epstein, 2010), et s’inscrivent dans une démarche de stratification des patients et
de médecine personnalisée, permettant « d’ajuster les traitements médicaux a différentes sous-
populations de patients » partageant des caractéristiqgues communes de « sensibilité vis-a-vis de
maladies particuliéres ou de réponse a un traitement spécifique » (définition proposée en 2008
par le President’s Council of Advisors on Science and Technology dans un rapport intitulé
Priorities for Personalized Medicine, accessible en ligne via le lien suivant

https://www.whitehouse.gov/files/documents/ostp/PCAST/pcast_report v2.pdf). Ces approches sont

particulierement développées dans le domaine de I’oncologie (cancers de la prostate, du sein,
du poumon, du colon et du rectum), dans le but de classer et stratifier les types de tumeurs via
des profils d’expression, pour mieux prédire leur évolution, ajuster les traitements en
définissant la stratégie thérapeutique la plus pertinente, et prévenir les risques de rechute.
Depuis quelques années, I’intérét se porte particulierement sur les miARN car le sérum et le
plasma contiennent de grandes quantités de miARN dérivés de différents tissus ou organes (Chen
& al., 2008). Ces miARN constituent ainsi d’excellents biomarqueurs non invasifs, en améliorant
a la fois précocité du diagnostic et précision du pronostic chez I’Homme, non seulement dans
les cas de cancers (Trang & al., 2008; Weiland & al., 2012; Liu & al., 2013), mais également d’affections
ostéo-articulaires (arthrose, etc.), cardio-vasculaires, musculaires, hépatiques, endocrines,
immunitaires (zhang, 2008; Weiland & al., 2012)... Un article de revue (Weiland & al., 2012) liste
notamment les miARN circulants biomarqueurs de différentes conditions pathologiques (états
cancéreux, affections cardiaques, hépatopathies, infections, troubles psychiatriques) et de
certaines conditions physiologiques (gestation) humaines, recensés jusqu’a sa publication. La
tendance actuelle, aussi bien en oncologie que dans les autres domaines médicaux, est a
I’intégration de toutes ces données omiques, afin d’identifier des « signatures moléculaires
complexes » (ARNm, miARN, protéines et métabolites) (Devaux & al., 2010; Liu & al., 2011; Cavill
& al., 2011; Liu & al., 2013; Yeoman & al., 2013; Hong, Tong, 2014). En effet, I’application de la
génomique a la biologie évolue désormais de la découverte de déterminants génétiques
(génomique structurale) a ces « signatures biologiques » (génomique fonctionnelle et autres

« omiques »), c’est-a-dire un motif typique d’expression génétique, ou méme un profil
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protéique ou de métabolites typique, caractérisant un état physiologique ou pathologique
specifique.

Des approches similaires se dessinent peu a peu chez le cheval, peut-étre a la faveur du
contexte sportif équin actuel ou les contraintes du contréle antidopage accroissent I’intérét pour
une thérapeutique plus ciblée et plus efficace. On met ainsi a profit les connaissances
émergentes des microtranscriptome, protéome et métabolome équins dans des états
physiologiques et pathologiques.

Actuellement, 715 séquences de précurseurs de miARN équins sont recensées, et on

compte 690 miARN équins matures (http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_summary.pl?org=eca,

[EquCab2.0]). Les séquences codant des miARN sont souvent regroupées en clusters sur les
chromosomes (zhou & al., 2009) ; on en trouve sur tous les chromosomes sauf ECA31. La base
de données microtranscriptomiques équines est régulierement mise a jour, notamment par
I’apport des données issues des méthodes novatrices comme les NGS ; une étude relativement
récente a ainsi permis d’enrichir cette base de données par la caractérisation de 292 miARN
équins déja connus et I’identification de 329 nouveaux miARN équins dans différents tissus
(dont le muscle squelettique, le colon et le foie) en conditions physiologiques, a I’aide de
séquenceurs haut débit de la société lllumina™ : il s’agit de la premiére analyse expérimentale
ayant identifié et caractérisé le profil d’expression global des miARN dans des tissus équins
sains (Kim & al., 2014). L afflux de telles connaissances commence a étre mis a profit dans des
domaines variés, notamment de santé équine :

i) en élevage : les polymorphismes affectant des séquences codant des miARN sont de nouveaux
biomarqueurs de caractéres phénotypiques ; leur analyse et leur comparaison entre différentes
espéces, notamment celles de rente, a pour objectif de servir a la recherche dans le domaine des
productions animales afin de sélectionner de maniére efficace des SNP sur les séquences codant
des miARN et/ou des QTL d’expression de miARN pour une évaluation genétique quantitative
et moléculaire plus poussée de leurs effets phénotypiques et de leurs associations causales avec
les caracteres de production (Jevsinek Skok & al., 2013) ;

ii) en reproduction : en ce qui concerne la jument, I’étude de miARN présents a différents
niveaux d’expression dans des microveésicules et exosomes du liquide folliculaire ovarien équin
suggere leur implication dans la communication cellulaire lors du développement folliculaire
chez les chevaux (Schauer & al., 2013) ; c6té male, une étude d’association a révélé la présence de
polymorphismes affectant des régions non-codantes (en d’autres termes, introns) dans le gene
PLCz1 (codant la protéine phospholipase C zeta 1) : ces SNP seraient impliqués dans la fertilité
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de I’étalon, et PLCz1 serait un locus candidat pour la fertilité male chez les chevaux Hanovriens
(Schrimpf & al., 2014) ;

iii) en pathologie ostéo-articulaire : la caractérisation du miRNome (microtranscriptome,
ensemble des miARN) du cartilage épiphysaire et de I’0s sous-chondral équins par NGS a mis
en évidence des différences d’expression des miARN entre I’0s et le cartilage chez 3 chevaux
sains et 3 poulains de race Anglo-Arabe atteints d’ostéochondrose, ce qui les place comme
potentiels biomarqueurs de I’intégrité cartilagineuse et osseuse (via le contréle du cycle et de
la différentiation cellulaire, de la production énergétique, du métabolisme, et de la structure et
dynamique de la matrice extracellulaire) (Desjardin & al., 2014) ; parmi ces miARN, le rble
prépondérant de miR-140 comme miARN spécifique du tissu cartilagineux est mis en lumiere,
avec quelques cibles impliquées dans le développement et I’homéostasie du cartilage (Buechli &
al., 2012) ;

iv) dans I’étude du métabolisme associé a I’exercice physique, sur laquelle nous reviendrons
plus tard ;

v) dans la pathologie musculaire : le réle majeur des miARN dans la prolifération et la
différentiation des myoblastes ayant été démontré chez I’Homme et la souris, on a suspecté que
leur profil d’expression soit lié au statut musculaire dans I’espéce équine. Des approches
protéomiques et microtranscriptomiques ont été menées de front dans la recherche de
biomarqueurs en relation avec différentes myopathies comme les rhabdomyolyses récurrentes
a leffort (RER, recurrent exertional rhabdomyolysis, affection caractérisée par une
augmentation de concentration des enzymes musculaires plasmatiques, la libération de
myoglobine, et par une inflammation ou nécrose des myocytes de type Il) et les myopathies par
rétention/stockage de polysaccharides (PSSM, polysaccharide storage myopathy, maladie
caractérisée en histopathologie par le stockage élevé de glycogéne dans les myocytes au sein
de nombreuses vacuoles et sous forme d’inclusions positives a la coloration a I’Acide
Périodique de Schiff, situées sous le sarcolemme (membrane plasmatique des myocytes striés
squelettiques)). La recherche de biomarqueurs en relation avec la RER a ainsi été réalisée par
électrophorese bidimensionnelle (2-DE), identifiant 9 protéines surexprimées et 4 sous-
exprimées dans les biopsies de muscle de chevaux atteints de RER (Bouwman & al., 2010). Une
étude de 10 miARN, réalisée sur des biopsies musculaires de chevaux cobs normands (sains ou
atteints de PSSM) et trotteurs francais (sains ou atteints de RER), a, quant a elle, montré des
différences d’expression de ces miARN entre races, ainsi que des profils d’expression distincts
pour chacune de ces deux myopathies : ces profils d’expression spécifiques dans le muscle
gluteus medius ont de fait été associés respectivement a la PSSM et a la RER (Barrey & al., 2010) ;
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cette information pourrait étre utilisée dans I’établissement du diagnostic différentiel et
contribuer de cette maniére & améliorer la définition d’entités nosologiques.

vi) en pathologie respiratoire : comme vu plus haut, la RAO est une maladie d’origine allergique,
se rapprochant de I’asthme humain, qui affecte couramment les chevaux dans le monde entier
(Robinson, 2001). Or, des différences d’expression des miARN ont déja été montrées dans le
sérum de patients humains asthmatiques (Panganiban & al., 2012), dans les exosomes isolés a partir
de prélevements par lavage broncho-alvéolaire réalisés sur ces individus (Eissa, 2013), et dans
les lymphocytes T de leurs voies respiratoires (Simpson & al., 2014) ; on peut donc s’attendre a ce
que les profils de miARN fassent évoluer notre compréhension du mécanisme de la RAO
équine. La maladie se déclarant chez des chevaux d’age mar, I’identification de biomarqueurs
précoces tels que les miARN pourrait permettre de la diagnostiquer a ses premiers stades, avant
I’apparition des symptomes (van der Kolk & al., 2015). Il est intéressant de savoir que I’effet
thérapeutique de I’antagomir (miARN antagoniste d’un autre miARN) antimiR-126 a déja été
rapporté sur le modéle murin de I’asthme (Mattes & al., 2009).

vii) enfin, dans d’autres troubles médicaux equins, des profils plasmatiques obtenus par
spectrometrie de masse pourraient étre utilises, afin de confirmer ou de préciser un diagnostic
d’intoxication, par le sénecon de Jacob par exemple (Moore & al., 2008), ou d’infection (Chaussabel
& al., 2010).

Par ailleurs, les séquences nucléotidiques spécifiques de pathogenes constituent autant
de biomarqueurs genomiques utilisables dans le diagnostic des maladies infectieuses ; les
biopuces pourraient ainsi permettre de détecter par hybridation des séquences spécifiques de
pathogénes et de conclure & une contamination ou une infection, méme tres faible. Le
séquencage massivement paralléle devenant de plus en plus abordable, son utilisation en routine
pourrait jouer dans I’amélioration du suivi global de I’état sanitaire des animaux par des
approches de métagénomique (par le diagnostic des maladies infectieuses et des parasitoses,
I’étude des écosystémes bactériens de la flore intestinale en lien avec I’age, I’alimentation ou
la maladie...) (Schibler, 2012).

Enfin, la métabolomique, seule ou utilisée en complément aux autres « omiques », vient
progressivement enrichir les études en santé équine. Bien que les travaux en métabolomique
équine se soient jusqu’a présent beaucoup concentrés sur la détection de substances dopantes
dans le domaine de la course (Scarth & al., 2010; Liu & al., 2011), on trouve des analyses
métabolomiques utilisant le cheval comme modeéle pour I’étude de la réponse a différents
stimuli dans le cadre de maladies métaboliques. Pour ne citer qu’un exemple, une analyse

métabolomique utilisant la RMN sur un modéle d’induction de fourbure par une surcharge en
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oligofructose (sucre utilisé dans les aliments administrés aux chevaux et habituellement
considéré comme indigestible dans I’intestin gréle) a confirmé I’augmentation de lactatémie
plasmatique caractéristique des stades primaires de fourbure équine, et a surtout révélé des
modifications biochimiques sanguines auparavant inconnues, notamment une augmentation de
concentration plasmatique en oligofructose et en certains phospholipides, modifications
métaboliques que les auteurs ont liées a la rupture de barriere muqueuse intestinale et a
I’augmentation de perméabilité intestinale se manifestant au cours du développement d’une
fourbure (Keller & al., 2011). Certains autres auteurs ont publié des analyses métaboliques de
biofluides équins par rapport a I’age (Ralston & al., 2011) ou a un état pathologique comme
I’ostéochondrose (Ralston & al., 2009). Une étude a aussi exploré la variabilité métabolique selon
la race du cheval et a révélé des différences significatives importantes, probablement liées a
une vitesse de croissance et une utilisation protéique différentes (Pappalardo & al., 2013). Tous
ces travaux métabolomiques alimentent le potentiel énorme d’exploration de variabilité
physiologique et pathologique équine. Cependant, on constate encore un manque de données
de base sur le phénotype métabolique des chevaux, manque que certains auteurs ont voulu
combler en réalisant un atlas des métabolites de biofluides courants équins (Escalona & al., 2015) :
cette étude a permis de dégager les composants dominants du métabolome de chevaux Pur Sang
par un profilage métabolique en spectroscopie RMN-'H de plasma, urine et liquide fécal de
chevaux de course en bonne santé, fournissant ainsi un guide de reférence préliminaire sur le
milieu métabolique physiologique équin. Ainsi, 102 pics ont été attribués a des métabolites
pour I’ensemble des biofluides et un « métabolome noyau » constitué de 14 métabolites
communs aux trois matrices biologiques a été determiné. Ce noyau regroupe des €léments du
métabolisme énergétique tels que le glucose et le lactate, un nombre important d’acides aminés
dont I’alanine, I’arginine, la glycine, la glutamine, la taurine, la thréonine et la valine, ainsi que

des métabolites liés au microbiote comme I’acétate, le formate et le p-hydroxyphénylacétate.

Figure XXVIII : Spectre métabolomique de I’urine équine en RMN 1H 700 MHz 1D (Escalona & al., 2015)

Chaque numéro correspond a un métabolite (se référer a I’article correspondant, Table 1).
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Figure XXIX : Diagramme de Venn mettant en évidence les similitudes et différences métaboliques entre

compartiments biologiques (Escalona & al., 2015)

Section centrale : nombre de métabolites « noyaux » présents dans les trois matrices biologiques (14 métabolites communs).
Partie périphérique découpée en portions : métabolites spécifiques a chaque biofluide (rouge : plasma, jaune : ,vert: ), ordonnés
selon leur origine/fonction, numérotés selon la Table 1 de I’article correspondant).
Pois colorés selon les fonctions métaboliques : métabolisme protéique et des acides aminés en violet, en orange,
métabolisme lipidique en bleu.
* : métabolites pouvant étre d’origine mammalienne.

d : métabolites pouvant étre d’origine alimentaire (dietary).

L’étude d’E. Escalona & al. dégage des similarités métaboliques entre chevaux et hommes : en
effet, 32 métabolites plasmatiques, 23 métabolites urinaires et 27 métabolites fécaux détectés
lors de cette étude sont retrouvés dans ces deux espéces (Nicholson & al., 1995; Holmes & al., 1997;
Le Gall & al., 2011). Le fait qu’une partie plus restreinte des profils métaboliques fécal et urinaire
soit partagee par ces deux especes que le profil métabolique plasmatique est lié a leurs systémes
digestifs et voies métaboliques différents ; si I’on compare les ruminants aux chevaux, on
remarque que de nombreux métabolites liés au microbiote intestinal sont communs a ces
herbivores, qui présentent des stratégies digestives semblables aboutissant a I’obtention de
nutriments a partir d’une alimentation riche en fibres (Ametaj & al., 2010; Nyberg & al., 2010; Li &
al., 2011). La variabilité interindividuelle inhérente aux échantillons fécaux, la nature invasive
des prélévements sanguins ainsi que I’abondance relative de métabolites liés au co-métabolisme
entre mammiféere hote et microbiote intestinal dans I’urine (65 métabolites identifiés, parmi

lesquels 39 spécifiques de cette matrice biologique, avec la plupart de ceux-la liés au co-
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métabolisme mammifére hodte/micro-organisme symbiote) placent cette derniére comme
biofluide de choix pour les objectifs de I’analyse métabolomique et fenétre biologique sur les
interactions métaboliques hote/symbiote, comme cela a été montré pour d’autres espéces que
le cheval (Merrifield & al., 2011). Les profils métabolomiques sanguins, quant a eux, sont plus
susceptibles d’étre représentatifs de processus physiologiques chez I’héte (Escalona & al., 2015).

o Les outils thérapeutiques du futur ?

L’observation de signatures —omiques d’un état pathologique peut aider a
I’identification de nouvelles molécules thérapeutiques : effectivement, la mise en évidence, par
un screening pharmacologique in vitro, de composes produisant des signatures inverses a celles
observées dans le tissu atteint permet de pointer du doigt des molécules candidates, susceptibles
de contrecarrer les effets négatifs de la maladie (Schibler, 2012).

Les miARN, en particulier, se révelent prometteurs en thérapeutique. En effet, leur
action au stade post-transcriptionnel comme inhibiteurs de la traduction ou inducteurs de
dégradation d’ARNmM cibles (Bronze-da-Rocha, 2014) serait intéressante a mettre a profit dans le
traitement de certaines maladies. En ciblant les miARN liés a une maladie par I’utilisation
d’oligonucléotides anti-miARN (inhibiteurs de ces miARN), on pourrait contrecarrer la
surexpression de ces miARN spécifiques a la maladie, donc lutter contre cette derniere (zhang,
2008). L’intérét de cibler les miARN plutdt que les ARNm ou des protéines spécifiques est
évident : de nombreux génes étant impliqués dans une méme voie métabolique, cibler le
miARN qui régule tous ou une majeure partie de ces genes (Bronze-da-Rocha, 2014) semble d’une
part plus simple que de lutter contre I’expression de chacun de ces génes, et d’autre part plus
efficace que de cibler une ou quelques protéines spécifiques de la maladie étudiée (Caroli & al.,
2013). Cela dit, le risque de ce type d’approche est de réguler, par la méme occasion, des genes
sur lesquels on ne souhaite pas intervenir. Les miARN peuvent étre régulés par des
oligonucléotides composés de nucléotides mimétiques a forte affinité pour ces miARN,
désignés miR-mimics, et des oligonucléotides simple-brin antisens, nommés antimiRs ou
antagomirs. Les miR-mimics sont utilisés afin d’augmenter le niveau d’un miARN spécifique
lorsqu’une certaine affection est a I’origine d’une sous-expression de ce miARN ; ce sont des
petites séquences nucléotidiques de synthese, semblables aux pre-miARN, reconnus par la
machinerie de biogenése des miARN ou pris en charge par le complexe RISC (présenté par la

suite), se comportant comme le miARN endogene d’intérét et bloquant I’expression genétique
(Galasso & al., 2010; Fasanaro & al., 2010; Oliveira-Carvalho & al., 2013; Caroli & al., 2013; Bronze-da-
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Rocha, 2014). A I’inverse, les antagomirs sont utilisés quand les conditions pathologiques
résultent de la surexpression d’un miARN particulier ; ce sont des oligonucléotides antisens
modifiés (morpholinos) de synthése qui ciblent la séquence de miARN mature, augmentant par
conséquent la quantité d’ARNm cible de ce miARN particulier (Weiler & al., 2006; Galasso & al.,
2010; Fasanaro & al., 2010; Bronze-da-Rocha, 2014). lIs peuvent exercer leur fonction a différents
stades de la biogenése des miARN en interférant avec les pri-miARN (précurseurs des pre-
miARN) et avec I’export de pre-miARN (transcrit intermédiaire) (Caroli & al., 2013). Enfin, on
dispose d’autres moyens pour inhiber la fonction des miARN, par des mécanismes appelés
sponges, masking et erasing. Les sponges (éponges) empéchent la fixation du miARN sur sa
cible en agissant comme inhibiteurs compétitifs. Le masking (masquage) utilise des
oligonucléotides qui empéchent I’action d’un miARN particulier grace a leur complémentarité
parfaite au miARN en question. Enfin, les erasers (effaceurs) sont aussi des oligonucléotides a
séquences répétées en tandem spécifiques de la séquence antisens complémentaire du miARN
d’intérét (Galasso & al., 2010; Fasanaro & al., 2010; Oliveira-Carvalho & al., 2013; Caroli & al., 2013;
Bronze-da-Rocha, 2014). Ces miARN font leur entrée dans le domaine de la thérapeutique humaine,

il sera donc intéressant de suivre leur étude a des fins thérapeutiques dans I’espece équine.

> La génomique au service de la gestion du cheval athléte (Schibler, 2012)

0 La caractérisation des aptitudes (Schibler, 2012)

L’ aptitude sportive est un caractere phénotypique synthétique complexe, abordé par la
mesure de plusieurs parameétres : le modele, les allures et les performances en compétition.
L’obtention d’une information fiable sur le potentiel génétique d’un cheval demande du temps,
puisqu’il faut attendre de pouvoir observer ses performances, voire celles de sa descendance,
afin de déterminer s’il possede une combinaison favorable d’alléles des génes d’intérét (Schibler,
2012). Les sciences omiques appliquées a I’analyse des performances et a la physiologie de la
réponse a I’entrainement permettent d’identifier des éléments (génes clés, transcrits, séquences
nucléotidiques, protéines, métabolites) ayant un réle majeur. La génomique, en particulier,
permet en outre d’évaluer directement les alleles transmis par les parents pour obtenir une
caractérisation du poulain des sa naissance. L analyse globale du génome permet de s’affranchir
de la connaissance préalable des génes clés en exploitant la totalité des 74 000 marqueurs
génétiques disponibles sur la puce de génotypage SNP 74K équine. Cette caractérisation
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génomique repose sur le génotypage et le phénotypage d’une population de référence, afin
d’établir des équations de prédiction appliquées au reste de la population apres génotypage,

pour évaluer le potentiel des animaux non phénotypés.

La selection sur des caractéres de performance a été et est encore la plus étudiée chez
les chevaux Warmblood (regroupant différentes races de chevaux de sang) (Stock, Distl, 2008;
Viklund & al., 2010; Schroder & al., 2012), ainsi que chez les pur-sangs anglais de course (Gu & al.,
2009; Tozaki & al., 2010; Hill & al., 2010).

Chez les Warmbloods, la sélection des reproducteurs était orientée sur des caractéres de
conformation, performance et santé radiographique des membres (Stock, Distl, 2008). Les
héritabilités concernant le saut d’obstacle varient de 0,39 a 0,61 chez les Hanovriens (Stock, Distl,
2007) et de 0,12 a 0,28 chez les chevaux de selle suédois (Swedish Warmblood) (Viklund & al.,
2010), ce qui est relativement faible. Une étude d’association concernant I’aptitude au saut
d’obstacle chez les Hanovriens a récemment identifié 6 régions QTL contenant des genes
connus chez I’Homme comme liés a la performance (Schréder & al., 2012).

En ce qui concerne les pur-sangs anglais de course, ce sont les groupes de génes associes
au contréle de I’utilisation des substrats, aux voies de signalisation de I’insuline, ainsi qu’a la
force musculaire, qui semblent étre essentiels & la performance (Gu & al., 2009; Tozaki & al., 2010;
Hill & al., 2010a, 2010b). Des variants de séquence associés aux caracteres de performance ont été
détectés dans les génes MSTN (codant la myostatine) (Tozaki & al., 2010; Hill & al., 2010a, 2010b;
Binns & al., 2010), CKM (codant la créatine kinase), COX412 (codant la sous-unité 4 de I’isoforme
2 de la protéine cytochrome C oxydase) (Gu & al., 2010), et PDK4 (gene mitochondrial codant
I’isoenzyme 4 de la pyruvate déshydrogénase kinase) (Hill & al., 2010c). Parmi ces genes, le plus
étudié reste celui codant la myostatine (MSTN, GDF-8). Cette protéine est un facteur de
croissance sécréte qui inhibe la différenciation musculaire et la croissance lors de la myogenése,
régulant donc négativement la masse musculaire. Une étude transcriptomique comparée sur le
muscle avant et apres 10 mois d’entrainement a mis en évidence une diminution de I’expression
de 58 génes, dont le géne MSTN (McGivney & al., 2010). Les polymorphismes du géne MSTN chez
structure de ce méme géne MSTN ont également été associées a des distances de courses
optimales chez les pur-sangs anglais (Tozaki & al., 2010; Hill & al., 2010a; Binns & al., 2010; McGivney
& al., 2012). Les variations détectées ici ne concernent pas les régions codantes du géne : tous
les SNP sont introniques. Une recherche de polymorphisme par séquencage du génome équin
et une analyse d’association pangénomique ont montré qu’un polymorphisme C>T dans
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I’intron 1 du gene MSTN était associé aux aptitudes sportives (Hill & al., 2010a). Ainsi, les
chevaux homozygotes pour I’allele « C » (chevaux C/C) sont plus performants sur des courses
rapides et courtes (chevaux sprinters), les hétérozygotes (C/T) seraient d’excellents « milers »
(courses de distance intermeédiaire) et les homozygotes pour I’allele « T » (T/T) sont plus
endurants (donc performants sur des courses longues), sachant que les distances ont été définies
comme : courte pour une distance moyenne de 6,5 + 1,5 furlongs (1 300 + 300 m), intermédiaire
pour une distance moyenne de 9,1 + 2,3 furlongs (1 800 + 460 m), et longue pour une distance
moyenne de 11,0 = 2,1 furlongs (2 200 + 420 m) (Hill & al., 2010b; Hill & al., 2012).

Figure XXX : Histogramme représentant le génotype MSTN optimal par rapport a la distance de course (Hill &
al., 2010a) : distribution des génotypes (bleu), C/T (rouge) et (vert) parmi les 179 pur-sangs en fonction
de la distance de course(s) remportée(s) par ces chevaux (en ordonnées : fréquences génotypiques, en
abscisses : longueur de course optimale en furlongs).

Une firme de biotechnologie irlandaise, Equinome™, commercialise donc depuis 2010 un test
génétigue nommé Speed Gene Test permettant aux propriétaires et aux entraineurs de
déterminer la distance optimale de course de leurs poulains a partir du génotype de ces derniers
au niveau de ce locus intronique, et d’orienter en consequence leur entrainement

(http://www.equinome.com/). Ce test donne aussi une idée de I’d&ge moyen du cheval a sa premiére

victoire : il distingue des chevaux « précoces » (les chevaux C/C), au potentiel maximal a 32
mois, de chevaux « tardifs » (T/T), au potentiel maximal & 40 mois ; les hétérozygotes C/T sont
considérés de précocité intermédiaire (potentiel maximal a 35 mois). La précision du test est
évaluée a plus de 90%. L’Equinome Speed Gene Test a connu un réel succes : plus de 2 500
chevaux avaient déja été analysés a la fin de sa premiéere année de commercialisation. Un test

complémentaire (Equinome Elite Performance Test) est propose depuis fin 2011. Sa premiere
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version (version 1.0) analyse 80 variants génétiques supplémentaires influant sur le potentiel
de course, en fonction du génotype myostatine du cheval, c’est-a-dire en fonction de sa distance
optimale de course (sprinter/miler/endurant). Sa deuxieme version est disponible depuis Juin
2015 et vantée par la société comme « prédicteur génétique de course et de succes reproductif
le plus complet et le plus sophistiqué ». Cette version 2.0 prend en compte plus de 70 000
marqueurs « majeurs dans le succes aussi bien a la piste qu’a I’écurie », dont plus d’un millier
sont utilisés de maniére spécifique pour la performance en course. Elle fournit une valeur
génomique d’élevage (Genomic (Estimated/Enhanced) Breeding Value, G(E)BV) calquée sur
le modele des animaux de rente, qui représente le potentiel d’une pouliniére ou d’un étalon a
produire une descendance a la meilleure aptitude possible en course d’élite, estimée a partir du
nombre de variants génétiques favorables qu’un individu peut transmettre a sa descendance.
Un article de revue présente en détails I’application de ces GEBV chez les pur-sangs de course
(Webbon, 2012). Elle donne également le niveau de consanguinité de I’individu (Genomic
Inbreeding Score), ce que la version 1.0 ne proposait pas. Les prix affichés par la firme restent
tres éleves : 590€ pour le Speed Gene Test auxquels se rajoutent 940€ pour la version 1.0 ou
1450€ pour la version 2.0 de I’Elite Performance Test ! Les tarifs sont cependant réduits au
tiers de ces valeurs dans le cadre des Ventes Equinome (Equinome Sales). La société a été

rachetée récemment (fin 2015) par Plusvital™

, companie de nutrition équine irlandaise.

Nous ne reviendrons pas sur le caractére d’allures qui a déja été présenté auparavant
avec les mutations du gene DMRT3.

Enfin, et pour finir sur la caractérisation génomique, des résultats encourageants ont été
obtenus pour la discipline majeure qu’est le Concours de Saut d’Obstacles (CSO) a la faveur
du projet JumpSNP financé par I’IFCE, I’INRA et le Fonds Eperon. Ces données peuvent étre
utilisées dans un but d’amélioration génétique des populations (indices génomiques), mais aussi
individuellement, afin de mieux valoriser les chevaux par une meilleure gestion de leur carriére

sportive (Brard, 2015; Schibler, 2012).

o Des biomargueurs pour le suivi de I’état physiologigue et le contréle antidopage
(Schibler, 2012)

La transcriptomique et la protéomique commencent a se mettre au service de la détection
de biomarqueurs reflétant des états physiologiques particuliers chez le cheval, ainsi que du
controle antidopage.
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Les profils d’expression génique obtenus par transcriptomique permettent d’identifier
des groupes de genes présentant des signatures spécifiques d’un état physiologique. Chez le
cheval de sport, on s’intéresse donc a I’identification de signatures en relation avec la réponse
a I’entrainement, ou la récupération apres un exercice physique. Dans ce cadre, une analyse
transcriptomique comparée des leucocytes de 10 chevaux d’endurance de haut niveau, avant et
apres la course, a mis en évidence une réponse inflammatoire aigué aprés I’effort (Capomaccio &
al., 2010), phénoméne déja bien connu dans I’espéce humaine. Chez ces chevaux d’élite,
I’inflammation diminue rapidement aprés 24 heures et non pas plusieurs jours comme c’est
habituellement le cas ; reste a déterminer si ce retour rapide a I’équilibre cellulaire est une
réponse adaptative a I’entrainement ou une particularité des animaux de haut niveau.
L’identification par les « omiques » de biomarqueurs en relation avec la réponse a
I’entrainement pourrait s’insérer dans le cadre de I’amélioration de la gestion sportive des
chevaux, en limitant les risques d’affections liées au surentrainement ou a la fatigue.

Il est également possible d’identifier des signatures « omiques » de dopage, les
molécules dopantes (telles que I’érythropoiétine, E.P.O.) agissant globalement sur les mémes
voies métaboliques que celles empruntées lors d’un effort physique. Le contréle vise a mettre
en évidence non pas la molécule, mais son effet global. Afin de découvrir des biomarqueurs
candidats, des analyses ciblées sont effectuées par spectrométrie de masse afin de réaliser un
suivi et de détecter indirectement les effets d’un éventuel dopage (Barton & al., 2009; Teale & al.,
2009). Des signatures d’expression de genes ou de miARN sont testées (Bailly-Chouriberry & al.,
2010) dans le but final de coupler test antidopage et contréle d’identité génétique a partir du
méme prélévement, ce qui rendrait les contestations liées a une hypothétique inversion de tubes

non recevables.

o Lanutrigénomique et I’optimisation de la nutrition (Schibler, 2012)

La nutrigénomique est une science multidisciplinaire étudiant I’impact des nutriments
sur I’expression du géenome et I’impact des polymorphismes génomiques sur la réponse aux

nutriments et sur les besoins nutritionnels (http:/nutrigenomics.ucdavis.edu/?page=information). Un

objectif de cette étude est la médecine personnalisée : en confrontant le génotype aux besoins
nutritionnels et a I’état nutritionnel et de santé d’un individu, on espére comprendre les
variations de réponse aux nutriments selon les individus, et donc optimiser la performance de
chacun en lui fournissant les nutriments les plus adéquats par rapport a son génotype. Certaines
sociétés utilisent ce concept chez I’Homme, en proposant d’établir des régimes alimentaires
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personnalisés censés prévenir I’apparition de maladies métaboliques selon le profil génomique
de chaque individu. Chez le cheval, il s’agirait d’identifier des éléments nutritifs a influence
potentielle sur I’expression des genes en lien avec les performances (sportives, de
reproduction...) ou avec la santé. En expliquant en partie la variation de réponse aux nutriments
par les différences de génotypes, on espére optimiser I’alimentation de chaque cheval afin de
maximiser I’expression de son potentiel génétique tout au long de sa carriére sportive. Cela
ouvre également la voie & la commercialisation de nouveaux compléments alimentaires

élaborés a cet effet.

L’utilisation simultanée et harmonieuse des sciences omiques s’avere donc étre un outil
puissant et performant pour la gestion des chevaux : leur élevage, leur carriere sportive, leur
santé et leur bien-étre... Grace aux innovations technologiques de plus en plus abordables, les
connaissances sont générées par ces sciences en quantité et a une vitesse qui révolutionnent les
approches scientifiques classiques, et les applications dans le domaine équin sont en plein essor.
Une des conséquences en médecine vétérinaire équine est que les cliniciens ont désormais le
devoir d’étre conscients des nombreux phénoménes génétiques impliqués dans la santé, la

performance et I’élevage des chevaux et d’en tenir compte dans leur pratique quotidienne.

d. Quelques applications (exemples) d’utilisation des données « omiques »

dans d’autres espéeces que I’espéce équine

Les innovations technologiques dans le domaine des sciences en « omiques »
(génomique,  épigénomique, transcriptomique,  protéomique, métabolomique et
métagénomique) au cours des derniéres décennies ont permis d’étudier simultanément les
variations génétiques, I’expression de milliers de génes, et la présence de différentes protéines
ou métabolites, et ainsi de commencer a mettre en lumiere des molécules ou réseaux de
molécules agissant en interaction dans le contr6le des fonctions biologiques. Alors que la
biologie moléculaire ciblait quelques génes, marque épigénétiques, ARN ou protéines choisis
selon leur fonction et intérét biologique dans les processus étudiés, le principe des approches
en « omique » est d’identifier la totalité des génes, ARN, protéines ou métabolites, dont les
niveaux d’expression ou concentrations sont contrastés entre des échantillons différant pour un

ou plusieurs parametres (par exemple état clinique, régime alimentaire, fond génétique, effort,
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stress), sans hypothese sur les molécules mises en jeu, ¢’est-a-dire sans a priori sur leur fonction

biologique, de maniére a générer de nouvelles pistes de recherche.

De nombreuses illustrations de I’utilisation de données « omiques » intégrées existent ;
il s’aqgit ici d’en présenter quelques exemples, notamment dans le domaine zootechnique (le
domaine sportif sera longuement abordé dans les parties suivantes). Chez les animaux
d’élevage, I’intégration de connaissances « omiques » a haut débit peut contribuer a
I’émergence de systémes de productions animales plus durables (sur les plans économique,

social et environnemental).

Tout d’abord, les approches « omiques » a haut débit peuvent permettre d’améliorer
I’efficacité économique des productions de diverses maniéres.

Une stratégie visant cet objectif est la détection de biomarqueurs de I’exposition aux
mycotoxines (contaminants alimentaires dont I’ingestion est & I’origine d’effets néfastes en
termes de santé et de performances zootechniques), afin de rendre plus aisé et plus rapide le
diagnostic de mycotoxicose dans I’espece ovine. En détectant les modifications précoces du
profil des métabolites urinaires aprés une exposition a une des mycotoxines majeures
(Pochratoxine A), la métabolomique a permis, via I’utilisation de la spectrométrie de masse
couplée a la chromatographie liquide, de mettre en évidence de nombreux marqueurs-candidats,
qui sont en cours d’identification (Boudra & al., 2008). Dans le domaine de la production de
viande, certaines études visent aussi a mieux caractériser d’un point de vue génétique la
différenciation musculaire : I’analyse du transcriptome (Sudre & al., 2003) et du protéome (Chaze
& al., 2008) chez les bovins a permis d’identifier des profils d’expression de genes et de protéines
régulés au cours de la myogenese, et ces derniers ont été mis en relation avec le nombre total
de fibres musculaires, les différentes générations de myoblastes associés aux isoformes
protéiques qu’ils possédent, et la masse musculaire (mutations du gene de la myostatine et
hypertrophie musculaire, troponine T rapide et prédiction de la masse musculaire (Bouley & al.,
2005), etc.). L’analyse du protéome chez le porc a permis d’évaluer I’influence de la race et du
type de muscle sur I’expression des protéines musculaires (Mach & al., 2010) ainsi que leurs
interactions avec la qualité de la viande (Marcos & al., 2013).

D’autre part, une meilleure connaissance de la régulation de I’expression des génes par
les nutriments joue dans I’amélioration de I’efficacité économique des productions. On peut a
ce titre citer certaines études sur la régulation nutritionnelle de I’expression des genes

intervenant dans la lipogenése mammaire chez la vache et la chévre (Bernard & al., 2008; Mach &
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al., 2011a; Mach & al., 2011b; Mobuchon & al., 2014; Mobuchon & al., 2015), ou d’autres études portant
sur les différences de profil génique hépatique en réponse a des variations de la nutrition
prepartum chez des vaches laitieres (Loor & al., 2006; Mach & al., 2013) ou encore sur le différentiel
d’expression du géne de la sélénoprotéine W (anti-oxdant) selon le régime diététique des
animaux (Cassar-Malek & al., 2005).

Enfin, I’efficacité économique des productions peut aussi étre améliorée par une
meilleure efficacité métabolique et physiologique des herbivores. Des études sont conduites a
cet effet sur le partage des nutriments entre tissus et organes, par une méthode de marquage
radioactif des nutriments pour réaliser un suivi de leur devenir dans I’organisme ou dans les
voies metaboliques, a I’aide de la spectroscopie de masse couplée ou non a la chromatographie
liquide (Hocquette & al., 2008).

Les approches « omiques » vont également dans le sens des attentes sociétales en lien
avec le développement durable (pilier social de la durabilité). Le respect du bien-étre animal
est abordé par la mise en évidence de marqueurs de stress : le stress émotionnel et physique,
notamment a I’abattage, est a I’origine chez les bovins de I’expression de génes et protéines de
la famille des Heat Shock Proteins (HSP), dont le lien avec la tendreté de la viande a été mis en
évidence par des analyses complémentaires protéome/transcriptome (Bernard & al., 2007) ; le
stress augmente également la production d’especes radicalaires réactives a I’oxygéene instables
et nocives lors de la conduite des animaux a I’abattoir (Gobert & al., 2009).

La protection de I’environnement est un autre pilier du développement durable dans
le cadre duquel s’inscrivent les approches « omiques », par le biais de la maitrise des rejets
azotés par les animaux, le but étant de limiter I’excrétion d’azote dans I’urine et les féces des
animaux tout en maintenant les niveaux de production. Dans cette optique, les recherches sont
tournées vers une optimisation de la fonction ruminale et une amélioration de I’efficacité
d’utilisation des nutriments azotés par les tissus. Pour cela, les flux métaboliques de nutriments
(fluxomique) au niveau du corps entier ou de tissus ou organes spécifiques sont mesurés, et les
métabolites urinaires d’animaux présentant une efficacité d’utilisation de I’azote différente sont
caractérisés pour trouver des biomarqueurs spécifiques d’animaux présentant une efficacité

optimale d’utilisation de I’azote (Hocquette & al., 2008).

Pour finir, certaines études « multi-omiques » entrent dans le cadre « recherche de

qualité des produits », qui pourrait étre considéré comme un volet supplémentaire du
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développement durable, en s’inscrivant dans une démarche de maitrise de la composition en
acides gras et de la qualité sensorielle des produits laitiers et carnés.

Des approches fluxomique, transcriptomique et protéomique sont utilisées pour mieux
comprendre et améliorer les mécanismes de bioconversion et de synthese des acides gras longs
dans les tissus animaux, notamment des AGPI (acides gras polyinsaturés) a longue chaine de
la série des oméga 3 comme I’acide docosohexanéoique (DHA) et des acides gras mineurs
comme I’acide linoléique conjugué (CLA), a propriétés potentiellement anticancéreuses ou
antiathérogénes chez I’Homme (De La Torre & al., 2006; Gruffat & al., 2008; Hocquette & al., 2008;
Gruffat & al., 2011).

Les techniques a haut débit sont aussi employées pour élaborer un diagnostic de qualité
sensorielle et nutritionnelle du lait, du fromage et de la viande, via I’analyse des vitamines,
pigments caroténoides, composés phénoliques et terpenes, micronutriments dont la présence
dans les produits animaux est particulierement liée a I’alimentation de ces animaux (Prache &
al., 2007).

D’autres etudes utilisant de maniére complémentaire protéomique et transcriptomique
sont menées dans le cadre de la recherche biologique de prédicteurs de la tendreté de la viande :
la surexpression de protéines impliquées dans une vitesse de contraction musculaire lente et un
métabolisme oxydatif (Hocquette & al., 2007), I’abondance d’enzymes du métabolisme oxydatif
comme la succinate déshydrogénase (Morzel & al., 2008) et la présence de certaines protéines dont
des HSP (Guillemin & al., 2009; Guillemin & al., 2011) apparaissent ainsi corrélées a une tendreté

supérieure de la viande.

Le développement des approches en « omique », notamment via le programme francais
AGENAE (Analyse du GENome des Animaux d’Elevage) congu et conduit en partenariat entre
I’INRA et les professionnels des filieres animales, a donc permis de mieux connaitre les
génomes des espéces animales d’élevage et de rendre plus efficaces les recherches menées dans
une perspective de développement durable des filieres animales d’élevage, grace aux
innovations technologiques a haut débit (séquencage d’ADN, technologies de puces a ADN,
approches protéomiques...).

Dans tous les cas, des données de natures multiples (phénomiques, génomiques, etc.)
sont intégrees afin de prédire des phénotypes d’intéréts variés : de type zootechnique, médical,
sportif... Cette intégration nécessite une innovation biostatistique conséquente, visant a traiter

un nombre important de donnees.
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e. Les méthodologies statistiques utilisées pour I’intégration de différentes

sources de données « omigues »

Une fois que toutes les données « omiques » sont produites, il est nécessaire de les trier,
de les organiser pour leur donner un sens pertinent dans tel ou tel contexte. Pour cela, et
notamment dans le cadre de la prédiction phénotypique, on peut utiliser la biologie intégrative,
qui fait le lien entre les informations moléculaires (ADN, ARN, protéines, métabolites...) et les
informations sur les individus et les populations, analysées de maniere bioinformatique, puis
les modélise, de maniere a appréhender et représenter des phénomeénes biologiques complexes
et leurs interrelations. 1l convient donc ici de présenter et de définir les méthodes statistiques

utilisées dans ce contexte.
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Encart : La biologie intégrative

Ce concept se situant au cceur de ma theése, il parait important de le definir clairement et
précisément, et de soulever les différentes notions qu’il implique. Mais au-dela d’étre le cadre
méme de ce projet, c’est un concept en plein essor et qui révolutionne le monde des sciences :
ainsi, F. Sigaux, rédacteur en chef de la revue Hématologie, affirmait en 2005 que I’on entrait
dans I’ére de la biologie intégrative (Sigaux, 2005). 1l soulignait donc, il y a une dizaine d’années
déja, les difficultés de traduction de la notion de systems biology, et de définition de ce concept
traduit en frangais par les termes « biologie intégrative ». Parmi les objectifs de cette approche,
on peut noter I’établissement de liens ou réseaux entre objets de méme nature ou de nature
différente, la simulation de leur fonctionnement, et I’exploitation de I’information présente
globalement dans I’ensemble de la production scientifique. Restreindre la complexité et
ordonner la masse d’informations générées nécessite le respect de plusieurs points cruciaux : i)
I’utilisation de ces objets impose de pouvoir les désigner de fagon univoque, de créer un langage
qui puisse se préter a des représentations symboliques et qui puisse permettre de manipuler les
concepts ; ii) I’accumulation de données biologiques de masse ne suffit pas, il faut qu’elles
soient ouvertes a tous (accessibles) et standardisées ; iii) des moyens de calcul massifs doivent
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étre affectés a la démarche, sans pour autant perdre le caractére raisonné et déterministe de cette

derniére (Sigaux, 2005).

De nos jours et avec un peu de recul, on peut se tourner vers la présentation qu’en fait
I’Institute for Systems Biology (ISB), institut entierement consacré a ce domaine : la biologie
intégrative (systems biology) repose sur la compréhension qu’« un tout est plus grand que la
somme des éléments qui le composent ». Ainsi, I’ISB souligne que ce concept est responsable
de certains développements les plus importants dans les sciences de la santé humaine et de la
durabilité de I’environnement. Si I’on se tient & la définition que cet institut propose, c’est une
approche holistique visant a appréhender la complexité de systémes biologiques, en
commencant par comprendre que les réseaux formant I’ensemble des organismes vivants sont
plus que la simple somme de leurs éléments. La biologie intégrative est collaborative, mettant
en jeu de nombreuses disciplines scientifiques (biologie, informatique, bioinformatique,
ingénierie, physique...) et leurs acteurs respectifs (qui doivent donc travailler ensemble de
maniére harmonieuse, et communiquer, ce qui est a I’origine d’une expeérience sociale
enrichissante), afin de prédire comment ces systémes changent avec le temps et sous des
conditions variables, et de développer des solutions répondant aux enjeux (notamment de santé
et d’environnement) les plus pressants dans le monde. En effet, les modifications de I’ADN
aussi bien d’origine génétique qu’environnementale, les niveaux d’expression de I’ARN,
I’expression de genes, la synthese protéique, et la présence de certains métabolites, constituent
autant de paramétres mesurables désormais, en I’espace de quelques jours, et a un codt de plus
en plus abordable. Il revient donc aux scientifiques et aux analystes de données de se servir de
cette variété de types de données et de construire des modéles intégratifs permettant une
compréhension approfondie du systéme étudié. C’est justement ce pour quoi les modeles multi-
échelles (intégration de modeles a différentes échelles en considérant le flux d’informations
entre eux) sont utilisés : ils décrivent un systéme dans son intégralité et reposent donc sur les
bases mémes de la biologie intégrative. Cette capacité a concevoir des modéles prédictifs,
multi-échelles, permet notamment aux scientifiques de découvrir de nouveaux biomarqueurs
de maladie, de stratifier les patients sur la base de profils génétiques uniques, et de cibler des
médicaments et d’autres traitements. Enfin, la biologie intégrative génere un potentiel

d’exploration original et une innovation constante dans le domaine des biotechnologies.
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La disponibilité croissante de données -omiques fournit aux chercheurs une vue sans
précédent, a grande échelle, des systémes biologiques. Au cours des dernieres années, de
nombreux chercheurs ont fait de grands progrés dans I’extraction de connaissances a partir de
ces données, en consacrant une grande partie de leurs travaux a I’étude des propriétés et du
contenu des ensembles de données -omiques, développant ainsi des méthodes générales pour
intégrer différents types de données a I’échelle du génome. Le but est d’incorporer
I’information de chacun des ensembles de données afin d’améliorer la prédiction, en appliquant
au prealable certaines transformations adaptées a la nature des données.

L’essor récent et le développement considérable de la bioinformatique et de la
biostatistique permettent de traiter de trés grandes quantités d’information grace a des
approches statistiques comme I’analyse multivariée, regroupant de nombreuses méthodes telles
que le partitionnement de données (« data clustering »)), I’analyse factorielle, I’analyse en
composante principale (A.C.P. ou P.C.A., Principal Component Analysis, ou encore K.L.T.,
« transformation de Karhunen-Loéve »), les foréts d’arbres décisionnels (« random (decision)
forests »), I’algorithme CART (Classification And Regression Tree), les Machines a Vecteur
de Support (S.V.M., Support Vector Machines) et I’analyse canonique des corrélations (A.C.C.
ou C.Cor.A., aussi dénommée analyse des corrélations canoniques).

Le partitionnement (ou regroupement) de données est une méthode statistique d’analyse
de données qui consiste & scinder un ensemble de données en différents « clusters » (groupes,
grappes) homogenes, c’est-a-dire qui partagent des caractéristiques communes, correspondant
en général a des critéres de similarité définis en introduisant des mesures et des classes de
distance entre objets (Jain & al., 1999). On distingue différentes méthodes de regroupement : les
méthodes « hiérarchiques » (« hierarchical clustering ») et « de partition » (« partition
clustering »). Les trois applications principales du « clustering » sont la segmentation de bases
de données, la classification (en sous-groupes, sous-populations au sein de la base de données),
et I’extraction de connaissances (pour mettre en évidence des sous-ensembles et sous-concepts
non distincts de maniere évidente).

Les méthodes d’analyse factorielle et de P.C.A. sont aussi des méthodes de statistique
multivariée d’analyse de données, et elles ont toutes deux pour but de réduire la dimension d’un
ensemble de données. La premiére permet d’expliquer la structure de données en utilisant les
corrélations entre variables ; elle résume les données en quelques dimensions en condensant un

grand nombre de variables en un groupe plus petit de variables ou facteurs. La P.C.A. consiste
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a transformer des variables corrélées en un nombre réduit de variables décorrélées les unes des
autres (ces dernieres sont appelées « composantes principales », ou axes principaux), sans perte
importante d’information. Le but est d’expliquer la plus grande variabilité avec le moins de
composantes principales. La P.C.A. est a la fois une méthode statistique et graphique ; elle
permet d’exprimer les données de maniére a mettre en évidence les similarités et les différences,
et cela peut étre visualisé en représentation graphique. Ces méthodes d’analyse peuvent ainsi
permettre de regrouper en une seule variable I’information issue de nombreuses variables
initiales décrivant le résultat de quantités observées mesurables. Concrétement, voici comment
cela s’applique pour évaluer la complexité du phénome : des milliers de mesures phénomiques
sont répertoriées pour chaque individu mais un nombre plus faible de variables pourrait
expliquer la plupart des différences inter-individuelles. Les efforts de phénotypage peuvent
donc se concentrer sur I’identification des mesures qui contribuent le plus a definir les variables
cachées sous-jacentes, et ces derniéres pourraient étre corrélées a des données génotypiques
mieux que n’importe quelle mesure phénotypique unique.

Un exemple d’utilisation du « hierarchical clustering » et de la P.C.A. se trouve dans la
partie expérimentale de ma thése, qui sera présentée par la suite : en effet, nous avons utilisé
ces méthodes (entre autres) afin de mettre en évidence I’effet de I’exercice physique sur le
miRNome. Sur la figure ci-dessous apparaissent clairement deux groupes (« clusters ») distincts
(& savoir : TO : miARN sanguins exprimés chez les chevaux avant I’effort d’endurance, et T1 :
miARN sanguins exprimés chez les chevaux apreés I’effort d’endurance).
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Figure XXXI : Différence de profil d’expression des miARN dans le sang en fonction de I’exercice

(A) Représentation « heat-map », c’est-a-dire en cluster hiérarchisé, des 167 miARN différentiellement exprimés en comparant TO (avant la
course d’endurance) et T1 (aprés la course d’endurance) (FDR<0.05). Une représentation colorée de I’expression des miARN montre en
rouge les miARN surexprimés et en vert les miARN sous-exprimés.

(B) P.C.A. des miARN différentiellement exprimés dans le sang en comparant T1 a TO (FDR<0,05). Le premier axe (vertical) représente
52.60% de la variation, et les deux axes représentent 62.58% de I’inertie totale (la notion d’inertie généralise celle de la variance en

dimension quelconque, la variance étant relative a une seule variable).

L algorithme CART (Classification And Regression Tree) permet de construire un arbre
de décision binaire en classant un ensemble de données ou d’individus décrits par des variables
qualitatives et quantitatives ; cet arbre décisionnel produit des classes les plus homogenes
possibles et fournit un modéle pour classer de nouveaux échantillons. Les foréts d’arbres
décisionnels (ou foréts aléatoires) sont des méthodes de classification et de régression par
« apprentissage » (reconnaissance d’une régle de classement a partir d’un ensemble de données)
reposant sur des algorithmes qui fonctionnent en construisant une multitude d’arbres de
décision et en faisant ressortir la classe qu’est le mode de sortie des classes obtenues par les
arbres individuels ; plus le nombre d’arbres de décision augmente, plus la précision de ce
« classifieur » (prédicteur) augmente et plus I’erreur est faible (Ho, 1995; Breiman, 2001; Strickland,
2014).
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Les Machines a Vecteur de Support sont des genérateurs de modeles associés a des
algorithmes analysant des données et reconnaissant des schémas, permettant une classification
binaire de ces donnees ; ils appartiennent aux méthodes de classification supervisée, dont I’idée
est de générer une régle de classement a partir d’un ensemble de données dont le classement
est déja connu, puis de I’appliquer pour catégoriser de nouvelles données, dont le classement
est inconnu (Cristianini & Shawe-Taylor, 2000). Les S.V.M. sont particulierement performantes dans
le cadre du traitement de données de grande dimension (comme I’expression de génes) et

structurées (comme les séquences d’ADN).
Concretement, le but de cette méthode est de
trouver un classifieur linéaire (« hyperplan »)
séparant les données et maximisant la distance
entre les deux classes obtenues ; les points les
plus proches sont utilises pour la

détermination de I’hyperplan et appelés

« vecteurs de support ».

Figure XXXII : Principe de classification graphique par une méthode utilisant les machines & vecteur de support

Enfin, I’A.C.C. permet d’explorer les relations entre différents tableaux de données
mesurées sur les mémes individus, donc de comparer des groupes de variables quantitatives
appliqués sur les mémes individus. Il s’agit ici d’extraire des combinaisons linéaires de
variables canoniques de chaque table telles que ces dernieres maximisent la corrélation entre
les jeux de données et la covariance au sein de chaque jeu de données. Le but de I’analyse
canonique est de comparer les groupes de variables afin de savoir s’ils décrivent un méme
phénomeéne, auquel cas on pourra se passer d’un de ces groupes. Dans le cadre de données de
grande dimension (ou de variables fortement corrélées), I’utilisation de méthodes de
régularisation est nécessaire. L’A.C.C. peut étre utilisee a la fois pour explorer les relations
entre les différents types de variables omiques et méta-omiques, mais également pour extraire
un faible nombre de méta-variables (réduction de dimension) a inclure dans un modéle de
prédiction. Ci-dessous est présenté un exemple d’utilisation de la méthode d’A.C.C. pour mettre
en évidence des corrélations entre la production d’immunoglobuline (immunoglobuline A
luminale (sécrétée), slgA) ou le poids vif (body weight, BW) chez les porcelets et la présence
de certains genres bactériens du microbiote fécal porcin (Mach & al., 2015).
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Figure XXXI1I : Détermination de genres bactériens potentiellement clés pour le poids vif et la production
d’slgA chez les porcelets (Mach & al., 2015)

Covariances entre les abondances relatives des bactéries du microbiote fécal au jour 36 et différents phénotypes au jour 70 établies en utilisant
une régression PLS (Partial Least Squares) parcimonieuse. Les genres bactériens les plus abondants ont été inclus dans I’analyse. Le réseau
est représenté graphiquement par des neeuds (genres et phénotypes) et des liens (relation biologique entre nceuds). L’intensité de couleur des
liens indique le niveau d’association : rouge = positif, bleu = négatif. La forme des nceuds indique s’il s’agit d’un phénotype (rond) ou d’un
genre (rectangle). Le degré d’association est indiqué sous chaque lien. Les associations par paires avec des valeurs de plus de 0.20 sont

représentées.

A ce stade, on dispose des données ainsi que des outils et méthodes nécessaires a leur
traitement, et on connait leurs applications principales dans différents domaines. Il s’agit donc

maintenant de faire le lien entre ces —omiques et le sport d’endurance.
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2. La prédiction phénotypique appliquée aux performances sportives

d’endurance

Avant de s’intéresser au cheval, on peut se demander ce qui a été étudié et réalisé chez
les athlétes humains. En effet, des moyens plus importants sont souvent mis en ceuvre en
recherche humaine, et certains résultats intéressants obtenus chez I’Homme peuvent
potentiellement étre transposes chez I’animal, notamment chez le cheval. Par exemple, la
découverte de biomarqueurs de I’effort intense et/ou prolongé chez I’Homme peut motiver des

études sur ces marqueurs chez le cheval dans le cadre de performances sportives de haut niveau.

a. Chez I’Homme : a la recherche de biomarqueurs de I’effort d’endurance

Comme évoqué dans I’introduction, le sport est a I’origine de perturbations
physiologiques, biochimiques, hormonales et métaboliques, notamment d’une réponse de
stress. Ces modifications peuvent méme engendrer, a long terme, des ajustements micro et
macroscopiques, repérables chez les athlétes de haut niveau (tels que des fréquences cardiaques
remarquablement basses au repos). On rappellera donc les perturbations entrainées par ce
parametre extérieur qu’est I’exercice physique intense et prolongé de type « endurance ».

Avant de prétendre faire de la « prédiction » en intégrant diverses données -omiques
dans le cadre des performances sportives, il est important de connaitre ces données dans ce
contexte : les études de phénomique, génomique, transcriptomique, protéomique,
métabolomique en lien avec I’exercice physique intense et la performance sportive (notamment
d’endurance) sont nombreuses, mais il convient d’en dégager quelques grandes lignes, qui
aident a comprendre le contexte de I’étude expérimentale qui suit. Il s’agit de considérer ces
informations dans une optique de recherche de biomarqueurs : de maintes études proposent
ainsi des biomarqueurs de I’effort, qu’il s’agisse de biomarqueurs physiologiques (capacites
telles que la Vozamax), moléculaires (parametres de souffrance cardiaque ou musculaire par
exemple) ou d’un autre type. La métabolomique est une méthode particuliérement efficace pour
révéler ces biomarqueurs et voies biologiques induites par une telle intervention sur un systeme

biologique.
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Enfin, I’application des sciences —omiques dans le domaine de la performance sportive
est méme a I’origine d’un nouveau concept, la « sportomique » (sportomics), que nous

présenterons brievement.

i. Les effets d’un exercice physigue intense de type « endurance »

Nombreuses sont les études qui s’accordent a dire que I’activité physique modérée est
bénéfique pour la santé des individus, aussi bien sur le plan cardio-vasculaire, que pulmonaire,
musculaire, metabolique, nerveux... Tout d’abord, elle exerce un effet protecteur sur les
fonctions pulmonaire et cardio-vasculaire (Shiroma, Lee, 2010). De plus, elle intervient
favorablement dans la neurogenése adulte et contribue a améliorer les fonctions cognitives
(Lafenetre & al., 2011). Elle joue en outre sur I’état mental et émotionnel et permet ainsi de lutter
contre I’anxiété et la dépression dans divers contextes (Yeung, 1996; Anderson, Shivakumar, 2013;
Josefsson & al., 2014; Stanton, Reaburn, 2014; Levin, 2014), notamment via |’activation de I’axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien. Elle participe également & la prévention de certaines
maladies métaboliques liées au mode de vie (Sato & al., 2003) et de certains cancers (World Cancer
Research Fund / American Institute for Cancer Research, 2007). Elle améliore aussi la survie a certains
cancers et la qualité de vie de patients ayant guéri d’un cancer (West-Wright & al., 2009; Speck & al.,
2010). Rappelons qu’elle développe bien évidemment les capacités musculaires, et qu’elle
possede d’autres effets bénéfiques analysés dans une pléthore d’études plus ou moins récentes.
Pour toutes ces raisons, le jogging et la course a basse intensité sont devenus des activités
sportives en plein essor chez des individus de tous genres, de tous ages, partout dans le monde,
en tant qu’atout santé ou activité de loisir.

Cependant, la forme extréme de ce type d’activité, a savoir les sports d’endurance tels
que le marathon ou I’ultra-marathon (caractérisé par des distances supérieures a celles du
marathon), constitue un exercice intense, éprouvant et prolongé, qui peut nuire a la santé ou, du
moins, genérer des effets moins désirables. Ainsi, de multiples études soulévent les dangers
potentiels liés a un exercice physique de type « marathon ». Un tel effort induit des changements
marqués aux niveaux métabolique et hormonal (Hartley & al., 1972; Ahlborg & al., 1974), placant de
nombreux tissus et organes dans des conditions de stress métabolique, surtout si les besoins
énergétiques ne sont pas remplis ; le contréle de ce stress métabolique inclut des réponses
hormonales et immunitaires importantes (Coyle, 2000). Concernant le métabolisme énergétique,
un effort physique intense et prolongé entraine un stress oxydatif, une augmentation de la
production de chaleur, une activation de médiateurs de I’inflammation, des dysfonctions
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cellulaires liées a I’apport d’ ATP devenu insuffisant pour subvenir aux fonctions cellulaires de
base comme I’alimentation des pompes a ions et le maintien du volume cellulaire (Branth & al.,
2009). Un effort d’endurance tel que le marathon est responsable d’une déplétion sans équivoque
de glycogene (liée a une utilisation prononcée du glycogeéne musculaire, surtout dans les fibres
de type I) et de triglycérides (liée a une lipolyse considérablement accélérée) dans les muscles
squelettiques (Jansson, Kaijser, 1987; Branth & al., 2009) et d’une augmentation de la concentration
plasmatique en taurine (acide aminé soufré) reflétant les pertes intracellulaires des myocytes
lors de fortes demandes énergétiques (Ward & al., 1999; Cuisinier & al., 2001). Une étude (Branth &
al., 2009) a ainsi mis en évidence la condition de stress metabolique induite par I’exercice
éprouvant chez les athletes : une période prolongée d’effort intense continu a dépense
énergeétique tres élevée est a I’origine d’une production accrue de dérivés réactifs de I’oxygene
(Reactive Oxygen Species, ROS, dont le malondialdéhyde (ou aldéhyde malonique, MDA)),
témoins de stress oxydant, accompagnée de signes de résistance a I’insuline et d’une
disponibilité réduite en glucose intracellulaire, entrainant une alimentation compromise des
pompes a ions responsable d’une perturbation de I’osmorégulation cellulaire, visible par
I’efflux de taurine et la turgescence cellulaire des myocytes des jambes des individus ayant
effectué cet exercice. A plus grande échelle, les dangers inhérents a la pratique d’un exercice
éprouvant prolongé de maniére répétée de type « marathon » rapportés par des études touchent
aussi bien : i) le plan cardio-vasculaire, avec une augmentation de rigidité des parois des grosses
artéres et des anomalies ventriculaires gauche et droite (O’Keefe & al., 2012) ainsi qu’un risque de
fibrillation (Mascia & al., 2012) ; ii) les plans musculaire (Suzuki & al., 2006; Bessa & al., 2008) et
cartilagineux (Kim & al., 2009; Vuolteenaho & al., 2014), notamment chez les athlétes d’élite qui
réalisent leurs activités avec des impacts forts et qui exercent donc des contraintes tres
importantes sur leurs articulations, & I’origine d’un risque accru de traumatismes articulaires et
d’ostéoarthrose ; iii) ou encore le plan immunitaire, avec une réaction inflammatoire systémique
(Tidball, 2004; Toumi & al., 2006; Butterfield & al., 2006; Wallberg & al., 2011)... Concernant le systeme
immunitaire, des facteurs de risque de sensibilité accrue aux infections liés & un effort physique
important d’endurance ont été mis en évidence au niveau transcriptionnel. Ainsi, une étude
transcriptomique a établi des profils d’expression génetique des cytokines de type Thl et Th2
et des genes de facteurs de transcription liés, dans des cellules mononucléaires du sang
périphérique (Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMC) d’individus ayant participé a un
marathon (Xiang & al., 2014). Elle a permis de mettre en évidence un déséquilibre immunitaire
prolongé (déplacement de I’équilibre réponse immunitaire de type Thl/réponse immunitaire de
type Th2 vers un profil Th2 caractéristique dans les PBMC, persistant au minimum une semaine
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aprés le marathon) et une affection de I’expression génétique des facteurs de transcription
associés a la production de cytokines. Ce déséquilibre est responsable d’un risque augmenté
d’infections respiratoires supérieures apres ce genre d’exercice physique éprouvant et prolongé.

Bien que de nombreux parameétres, notamment metaboliques (tels que I’alcalose
respiratoire liée a I’hypocapnie hyperventilatoire, la souffrance musculaire reflétée par
I’augmentation de concentration des enzymes musculaires, la souffrance du myocarde visible
par la libération excessive de certains biomarqueurs de dysfonction cardiaque, le déplacement
net du profil lipidique sanguin lié a I’augmentation d’oxydation des acides gras, etc.),
reviennent a des valeurs physiologiques pendant les 48 heures de récupération suite a une
course de type ultra-marathon (K/apciniska & al., 2013), la répétition de tels efforts chez les athlétes
est susceptible de générer un syndrome de surentrainement (Overtraining Syndrome, OTS)
caractérisé par une baisse de performance, des signes de fatigue allant jusqu’a I’épuisement, et
d’autres symptémes (Purvis & al., 2010).

ii. Les biomarqueurs de I’effort d’endurance, ou quand les —

omigues se mettent au service (de la prédiction) des

performances sportives d’endurance

Toutes les sciences en « omique » peuvent intervenir dans I’étude des effets d’un
exercice intense et prolongé de type marathon, et la combinaison de ces données de différentes
natures peut donner soit une vision globale, soit une perspective trés ciblée, de certains

parameétres « clés » de ce type d’effort.

Si I’on considere les paramétres physiologiques comme autant de phénotypes, alors on
peut envisager les trois paramétres principaux apparaissant comme cruciaux en performance
d’endurance, que M.J. Joyner et E.F. Coyle définissent dans leur article : la Vozmax
(consommation maximale en dioxygene), le seuil anaérobie (lactate threshold, seuil a partir
duquel le métabolisme aérobie ne suffit plus a couvrir les besoins nécessaires a I’activité
musculaire), et I’efficacité (colt en dioxygéne pour générer une vitesse de course donnée ou
une puissance de pédalage par exemple) (Joyner, Coyle, 2008). Ces trois marqueurs physiologiques
sont utilisés comme prédicteurs de performance d’élite. 1l s’agit donc d’établir une association
entre ces parameétres et des marqueurs —omiques particuliers chez I’Homme, en gardant a
I’esprit que les facteurs motivationnels et sociologiques, ainsi que les aspects culturaux et

environnementaux ont des roéles déterminants dans le fait de devenir un champion ou non, ce
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qui complexifie la recherche de facteurs génétiques pouvant contribuer au succes dans le

domaine sportif chez I’Homme.

Avec des variations de Voz,max en réponse a I’entrainement allant de 0 a plus de 100%,
I’implication de facteurs génomiques sous-jacents a é€té proposee. L’amélioration de la capacité
a I’exercice aérobie en réponse a un entrainement d’endurance a ainsi vu son héritabilité estimée
a 45-50% (Bouchard & al., 2011). Quelques approches de pangénomique et des analyses
transcriptomiques ont été utilisées pour caractériser des biomarqueurs génomiques de la
capacite a I’exercice aérobie. La recherche de génes et marqueurs candidats pertinents pouvant
contribuer a la prédiction de performance chez des individus sédentaires ou actifs, en adaptation
a de I’exercice intense, ou pour des modifications induites par I’entrainement, a ainsi abouti a
I’établissement d’une carte génétique humaine de phénotypes de performance et de forme
(fitness) liée a la santé (The human gene map for performance and health-related fitness
phenotypes) (Rankinen & al., 2006) : la derniére version de cette carte, datant de I’année 2005, liste
165 génes et QTL autosomiques, 5 marqueurs sur le chromosome X, ainsi que 17 génes
mitochondriaux, associés a des phénotypes pertinents de forme et de performance. Certains
d’entre eux ont été caractérisés comme prédicteurs génomiques de la capacité aérobie maximale

en utilisant différentes méthodes (Keller & al., 2011; Bouchard & al., 2011; Thomaes & al., 2011).

Une étude combinant approches transcriptomique et phénomique évalue de maniere
concomitante les performances cardiaques, les biomarqueurs cardio-vasculaires de I’effort, et
I’expression génétique dans les PMBC chez des sujets participant a un entrainement de semi-
marathon (vance & al., 2014), le but étant d’analyser les effets cardio-vasculaires de ce type
d’activité sportive et les changements d’expression génétique correspondants ; autrement dit,
d’identifier une base génomique pour la réponse a I’exercice d’endurance, en corrélant des
modifications spécifiques dans I’expression génétique avec des changements physiologiques
suivant un entrainement au marathon. Les résultats concernant I’augmentation de performance
cardiaque et hémodynamique par I’entrainement intense ne sont certes pas surprenants, mais
cette étude prospective apporte une approche novatrice en y associant des modifications
significatives de I’expression de génes impliqués dans la réponse immunitaire et inflammatoire.
Autre élément intéressant ressortant de cette étude : la subdivision du groupe d’individus
entrainés en un groupe de « forts répondeurs » et un groupe de « faibles répondeurs » sur la
base du pourcentage de variation de la Voamax met en évidence des loci permettant de

différencier ces deux groupes au repos et apres I’entrainement.
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La recherche de biomarqueurs se poursuit avec des analyses microtranscriptomiques.
L’une d’elle a permis I’identification de trois microARN plasmatiques (miR-1, mir-133a et mir-
206) spécifiqguement corrélés aux parametres de performance aérobie que sont la Voo max €t 1a
vitesse de course au seuil anaérobie (Mooren & al., 2014), dans le cadre d’une course de marathon.
Cette etude place ces trois myomiRs particuliers (miARN spécifiques des muscles squelettiques
et cardiaque, dont les niveaux d’expression sont modifiés en réponse a I’exercice) comme
potentiels biomarqueurs de capacité aérobie (bien que leur expression ne soit pas corrélée a des
marqueurs conventionnels de souffrance cardiaque tels que la troponine T, la troponine | ou le
peptide natriurétique de type B (Brain Natriuretic Peptide, BNP)). D’autres études traitent
également du réle de ces trois myomiRs ainsi que d’autres miARN dans la biogénése
mitochondriale et les métabolismes glucidique et lipidique dans les muscles squelettiques et
cardiaque a la suite d’un effort d’endurance, soulevant leur caractére de potentiels biomarqueurs

de ce type d’exercice physique (Baggish & al., 2011; Russell & al., 2013).

Enfin, la métabolomique étant une stratégie établie d’exploration des effets de stimuli
variés sur I’empreinte métabolique des biofluides, elle se révéle particuliérement efficace pour
mettre en avant des biomarqueurs et voies métaboliques induites par une certaine intervention
sur un systéeme biologique, comme I’exercice physique par exemple (Pechlivanis & al., 2013).
Ainsi, A. Pechlivanis et al. ont réalisé une étude métabolomique en RMN *H sur I’impact &
court et long terme de deux programmes d’entrainement a la course de sprint (caractérisés par
3 sessions par semaine sur un total de 18 semaines, avec au sein de chaque session, des
intervalles de récupération différents entre sprints selon le protocole d’entrainement : soit 10
secondes, soit une minute) sur I’empreinte métabolique du sérum humain, et ont montré que
I’on pouvait discriminer des échantillons sur la base de I’exercice réalisé (Pechlivanis & al., 2013) :
ils ont constaté une modification des niveaux de 18 métabolites (dont 17 identifiés) sur 33
contribuant a la distinction entre I’état avant effort et I’état post-effort, et/ou entre I’état entrainé
(derniére session d’exercice) et I’état non entrainé (1°° session). La classification selon
I’exercice (distinction avant/apres effort), établie par un modéle validé, repose principalement
sur le lactate, et dans une moindre mesure sur le pyruvate, I’alanine, les trois acides aminés
branchés (leucine, valine, isoleucine), I’arginine/lysine, les acétyles de glycoprotéines, et un
métabolite non identifié ; la classification selon I’entrainement (distinction 1% session/derniére
session), quant a elle, repose sur le lactate, le pyruvate, la méthylguanidine (biomarqueur de
stress oxydant), le citrate, le glucose, la valine, la taurine, le N-oxyde de triméthylamine, les
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composants a choline, les histidines, I’acétoacétate/acétone, les acétyles de glycoprotéines, et
les lipides. Cependant, les échantillons ne pouvaient pas étre classés selon I’intervalle de repos
entre sprints, c’est-a-dire s’ils avaient réalisé le 1% ou le 2° protocole d’entrainement. Une autre
étude de métabolomique en RMN a été réalisée afin d’évaluer les effets de I’exercice, en
utilisant des biofluides murins pour modéliser les biofluides humains (les métabolites détectés
dans I’urine murine étant tres similaires a ceux détectés dans I’urine humaine, bien que les
modulations de leurs niveaux par I’exercice soient différentes selon I’espéce), et a démontré que
2 i) les profils métabolomiques RMN étaient trés dépendants de I’exercice réalisé, avec comme
métabolites discriminants : I’allantoine (produit du métabolisme oxydatif), I’inosine (remplacée
par I’hypoxanthine, plus sensible & I’exercice que I’inosine, chez I’Homme) et les acides aminés
branchés ; ii) les échantillons d’urine étaient plus informatifs que les prélévements sanguins ;
iii) la durée de I’exercice était un paramétre qui influait plus sur I’état métabolique que la
vélocité pendant I’exercice (Le Moyec & al., 2012). Ce dernier point est particulierement intéressant
dans le cadre de I’exercice d’endurance, qui est caractérisé par un effort de longue durée. De
plus, les métabolites discriminants représentent de potentiels biomarqueurs : des études plus

ciblées seraient nécessaires pour tirer des conclusions plus poussées.

De nombreuses études mettent I’accent sur une cytokine particuliére, I’interleukine-6 :
I’IL-6 est proposée comme myokine (donc biomarqueur de I’effort), c’est-a-dire cytokine

produite et libérée par les muscles squelettiques exercant des effets sur d’autres parties du corps
(Pedersen, Hoffman-Goetz, 2000; Pedersen & al., 2001; Febbraio, Pedersen, 2002; Pedersen & al., 2003;
Pedersen & al., 2004; Petersen, Pedersen, 2006; Pedersen, Fischer, 2007; Pedersen, Febbraio, 2008; Pedersen,

2009; Walsh & al., 2011; Kzapcirska & al., 2013). Le gene de ce « facteur d’exercice » (plutdt facteur
métabolique qu’immunitaire dans le muscle a I’effort (walsh & al., 2011; K/apciriska & al., 2013)) est
activé par la contraction musculaire (sa transcription est induite par I’exercice), et I’'lL-6
fonctionne comme détecteur d’énergie glycogéne-dépendant dans le muscle. Elle est libérée en
grandes quantités dans le sang par les muscles en contraction, agit sur le tissu adipeux en
induisant la lipolyse et la transcription de genes dans la graisse abdominale sous-cutanée, et
présente des effets anti-inflammatoires puissants. L’IL-6 aurait ainsi un réle dans la médiation
d’effets bénéfiques de I’exercice sur les troubles liés a I’inactivité et a I’obésité (Pedersen & al.,
2004). Dans le cadre d’un exercice d’ultra-endurance, I’augmentation de concentration
plasmatique en I1L-6 serait plus liée a I’intensité de I’effort qu’a la durée de ce dernier (Wallberg
& al., 2011). Il serait intéressant d’aller plus loin dans les investigations sur I’IL-6 liées a I’effort

en utilisant les sciences —omiques intégrées.
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iii. Un nouveau concept : la sportomique

L’intégration de diverses données —omiques dans le domaine du sport est a I’origine de
la création d’un concept novateur : la sportomique (sportomics). Il ne s’agit pas forcément de
prédiction ici, mais plutdt de I’utilisation de I’exercice comme outil de choix afin d’étudier les
interactions entre stress métabolique et systéme immunitaire (Bassini-Cameron & al., 2007; Bessa &

al., 2008; Gongalves & al., 2012).

Un article présente ce nouveau concept comme recherche sans a priori sur les
modifications métaboliques touchant un individu pendant le sport et I’exercice : il s’agit d’une
approche similaire a la métabolomique et aux autres concepts en —omique, mais la sportomique
a ceci de différent qu’elle se concentre sur le sport comme challenge métabolique (Bassini,

Cameron, 2014).

Pendant plus d’une décennie, des approches alternatives ont été utilisées pour
comprendre les réponses métaboliques a un stress physique : on a utilisé des protocoles
expérimentaux et des régimes particuliers pour induire des changements de métabolisme et
étudier ces modifications. En plus des études classiques de laboratoire (modéles cellulaires et
animaux), des athlétes d’élite dans divers sports ont été mis a contribution pour analyser le
stress métabolique. L’idée de sportomique est née d’une étude de protéolyse dans un neurone,
ayant conduit les chercheurs a étudier I’hyperammoniémie et a rechercher un modéle
satisfaisant d’analyse des effets de I’ammoniémie sur le systeme nerveux central. La
sportomique s’ancre donc dans un effort de compréhension du métabolisme cellulaire comme
systeme intégré, et des relations entre nombreuses cellules et especes moléculaires quantifiées.
Comme les autres approches en —omique, il s’agit d’un concept a haut-débit, cette discipline
est holistique et la démarche est descendante (top-down), avec un traitement de données
systématique associé a la génération d’une vaste base de données, accessible et consultable ; le
suffixe « ome » indique la aussi que tous les constituants sont considérés ensemble dans un état

donné.

Les auteurs avancent que les analyses métaboliques de terrain sont essentielles a la
compréhension, au soutien et a I’entrainement des athletes d’élite, et placent leurs espoirs en
cette approche afin de combler la lacune entre biologie intégrative et médecine traditionnelle.
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Cela dit, la sportomique se heurte & quelques limites : de nombreuses études sur I’exercice
physique ont été réalisées sur des sportifs amateurs, de loisir, ou simplement des personnes
actives (et non pas de véritables athlétes), et peu de données sont disponibles sur les athlétes
s’illustrant en compétition a un niveau national ou international (elles sont effectivement
souvent gardées secrétes, dans la mesure ou les compétiteurs pourraient s’en servir). A. Bassini
et L.C. Cameron soulignent donc I’intérét pour la communauté scientifique d’avoir accés aux
informations métaboliques des athlétes de haut niveau et de les utiliser dans la compréhension
du métabolisme de ces individus via la méthodologie a la pointe dont on dispose désormais.

Forts de ces informations issues d’études menées sur I’Homme, nous pouvons

désormais nous tourner vers I’apport des sciences —omiques dans le contexte sportif de

I’endurance équine.

b. Chez I’animal athléte : exemple du cheval

Depuis une dizaine d’années maintenant, la génomique équine a bénéficié d’un saut
technologique inédit en matiére de seéquengage et de génotypage, notamment avec le
séquencage complet du génome équin en 2009 (Wade & al., 2009), a I’origine d’applications et

d’idées novatrices, comme présentées plus haut dans le chapitre sur les —omiques équins.

Les données —omiques sont tout particulierement mises au service de I’étude de
phénotypes sportifs équins variés, en lien avec des disciplines tout aussi variées (saut
d’obstacles, courses de vitesse, endurance...), souvent dans une optique d’optimisation de
I’entrainement des chevaux. Il s’agit, entre autres, de choisir le cheval le plus susceptible de se
révéler performant dans telle ou telle discipline (par sa morphologie, etc.), de prévoir son
entrainement de maniére harmonieuse avec son rythme biologique afin de maximiser son
potentiel de performances, de lui fournir une alimentation adaptée a la fois a ses capacités de
digestion (gouvernées en partie par ses propres informations —omiques) et a son mode de vie...

Afin de prédire le niveau de performance que I’on peut espérer atteindre chez un jeune
cheval, on peut mesurer des caractéristiques physiologiques dans un contexte sportif (types de
fibres musculaires, fréquence cardiaque, lactatémie, allures, style de saut, conformation...) et

on calcule I’héritabilité de chaque paramétre (Barrey, 2010), c’est-a-dire la part de variation
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observée au niveau d’un caractére phénotypique (comme des performances mesurées par
exemple) due a des différences de valeur génétique additive entre les individus d’une population
(autrement dit, I’héritabilité correspond a la variance des valeurs génétiques additives divisée
par la variance phénotypique). La valeur génétique additive représente la partie transmissible
(pour moitié, en espérance) de la valeur d’un génome. La notion d’héritabilité est utilisée en
sélection classique (ou génomique) et dans les modéles de prédiction chez les chevaux de sport.
Elle est un indicateur de la facilité avec laquelle un caractére pourra étre sélectionné (ou du codt
qu’il faudra consentir pour selectionner un caractére avec une efficacité donnée) au sein d’une
population. Ainsi, des héritabilités ont été estimées pour les performances dans différentes
disciplines : la course de galop (h? = 0,15 & 0,55), la course de trot ou d’amble (h? = 0,17 &
0,26), le saut d’obstacles (h* = 0,05 & 0,28), le dressage (h? = 0,11) (Hintz, 1980; Langlois, 1980;
Ricard & al., 2000)... Les estimations d’héritabilité sont bien sOr race-dépendantes. La thése de
Sophie Brard présente de maniere exhaustive les principes, méthodes et applications de la
sélection génomique des chevaux athletes de sport et de course (Brard, 2015).

En ce qui concerne la gestion de I’entrainement par rapport a la physiologie équine,
I’objectif est de déterminer les meilleures conditions, le contexte le plus propice a
I’entrainement du cheval : des études ont par exemple analysé a cet effet la régulation
circadienne de I’activité locomotrice et de I’expression génétique dans le muscle squelettique,
et ont démontré que certains moments de la journée étaient plus propices a une forte
performance que d’autres, en raison des variations d’expression génétique dans le muscle
squelettique au cours de la journée (Martin & al., 2010).

L’alimentation et le concept de « nutrigénomique » ayant déja été abordés dans I’encart

sur les —omiques équins, nous ne reviendrons pas dessus.

Le phénotype sportif particulier qui nous intéresse dans cette thése est celui associé a
I’endurance équine. Un projet spécifiquement orienté sur ce theme a vu le jour il y a quelques
années, et sa finalisation récente est a I’origine de découvertes intéressantes et d’études toujours
en cours : il s’agit du projet GenEndurance. Apres en avoir présenté les grandes lignes, et en
gardant en téte les études réalisées sur le phénotype sportif associé a des efforts prolongeés
intenses chez I’Homme, nous examinerons plus en détails les résultats des différents travaux —
omiques appliqués a ce phénotype chez le cheval, et terminerons cette partie par une
présentation schématique expliquant le principe d’analyse intégrée utilisee dans la partie

expérimentale de la thése qui suivra.
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i. La détermination d’un phénotype sportif associé a |I’endurance

équine : les premiers pas du projet GenEndurance (2011-2014 ;
C. Robert, E. Barrey)

- Présentation des objectifs et synthése du projet

Le projet GenEndurance (http://genendurance.over-blog.com/) met en lumiére I’ utilisation de

données phénotypiques et génomiques dans I’objectif de prédire une aptitude sportive chez le
cheval. Comme évoqué dans I’introduction, ce projet stratégique pour I’élevage et la
performance du cheval d’endurance francais, initié en 2011, finance conjointement par I’ Institut
Francais du Cheval et de I’Equitation (I.F.C.E.), 'LLN.R.A. (unit¢é mixte de recherches
G.A.B.l. : Génétique Animale et Biologie Intégrative) et le Fonds Eperon, a pour but de
rechercher des biomarqueurs et des déterminants génétiques permettant de caractériser
I’aptitude sportive de ces chevaux a I’exercice aérobie en course d’endurance. La détermination
de critéres phénotypiques associés aux aptitudes (en particulier a la performance), et de causes
de contre-performance, chez le cheval d’endurance, permettrait de proposer aux éleveurs,
cavaliers et entraineurs, des outils pratiques et peu invasifs d’aide a la caractérisation de leurs
chevaux. Ce projet se propose donc de fournir des éléments utiles au maintien de la production
de chevaux d’endurance au meilleur niveau, et de contribuer a une bonne gestion des jeunes
chevaux afin d’amener les meilleurs au plus haut niveau par une sélection sur des critéres

objectifs.

La performance en endurance résulte de multiples composantes (squelettique,
musculaire, métabolique aérobie/anaérobie, comportementale...) et constitue un caractéere
complexe : une part est liée au milieu (élevage, alimentation, environnement), une autre est liée
au génotype, avec intervention d’un grand nombre de genes hérités des parents. Afin de préciser
la part de chaque composante et leurs interactions, le projet GenEndurance a donc déployé une
large campagne de phénotypage des caracteres morphologiques, locomoteurs, physiologiques
et métaboliques sur plusieurs générations de chevaux d’endurance, et des analyses de
corrélation entre ces mesures et la performance ont été réalisées afin d’identifier d’éventuels
biomarqueurs. Compte tenu de la complexité du caractére « performance en endurance », on
s’attend a ce que ces corrélations directes soient faibles et que le caractére prédictif de ces

biomarqueurs soit limité.

105



Le projet GenEndurance se démarque des autres projets de phénotypage par I’analyse
des mesures phénotypiques comme autant de phénotypes « fins » afin d’identifier les régions
du génome qui en contrdlent la variabilité. Pour cela, les mémes chevaux, ainsi que leurs
géniteurs, ont été génotypés a partir d’un simple prélevement sanguin. Les analyses des
marqueurs (SNP) identifiés par le génotypage des chevaux permettent de détecter des régions
génomiques polymorphes, dont le polymorphisme explique une part de la variabilité des
caracteres phénotypiques (QTL). La comparaison des régions ainsi détectées a une référence
doit permettre de préciser la part des différentes composantes dans la performance globale,
d’identifier des biomarqueurs tout en affinant leur potentiel prédictif, et faciliter le cas échéant
I’identification des génes candidats impliqués dans des fonctions essentielles a la possession
d’un bon potentiel de performance a I’exercice d’endurance. Pour résumer, le projet
GenEndurance se base sur I’hypothése que des facteurs génétiques contribuent a la performance
en course d’endurance chez le cheval Arabe et croisé Arabe, et tente de valider ou d’infirmer
cette hypothese en réalisant une recherche d’association entre 74 000 SNP répartis sur
I’ensemble du génome et les performances en course d’endurance (de 90 & 160 km) ainsi que

les mensurations corporelles de ces races de chevaux.

Cette approche intégreée, a la fois génétique, génomique et phénotypique, doit permettre
a terme d’évaluer les aptitudes d’un jeune cheval (autrement dit, de profiler son potentiel)
d’apres un génotypage sur prise de sang et d’aprés une série de mesures validées comme
prédictives de la performance et/ou du risque de contre-performance.

- Pertinence du cheval d’endurance comme modele

Le cheval d’endurance est un modele remarquable d’exercice prolongé faisant appel
presque exclusivement au métabolisme aérobie. Outre une bonne aptitude énergétique a utiliser
cette voie métabolique, la durée de I’effort demandé a ces animaux implique une capacité a
endurer la fatigue (notamment musculaire), évacuer la chaleur, éviter la déshydratation, et
maintenir I’intégrité de leurs tissus malgré un stress métabolique. L’utilisation du modele
« cheval d’endurance » semble donc étre judicieux pour détecter des marqueurs génétiques de
type SNP proches de genes ou de sites régulateurs a role important dans les voies métaboliques
impliquées lors de I’effort d’endurance. Pour atteindre cet objectif, on étudie la variabilité

génétique nucléaire et mitochondriale sur des chevaux ayant couru sur des épreuves de 90 a
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160 km afin de mettre en relation les variants génétiques avec les différences de performances

en course, quantifiées par 3 indices : vitesse moyenne, distance parcourue et classement final.

- Déroulement des 3 étapes successives et complémentaires du projet

La premiere étape consiste en une caractérisation génomique et phénotypique de
I’aptitude & I’endurance sur des chevaux sortis en compétition (donc de 7 ans d’age, ou
plus). Des prélévements sanguins sont réalises sur un effectif de 645 chevaux adultes
performeurs (ayant couru sur 90 km et plus en vitesse libre), déja informatifs sur le plan des
performances globales. Quelques mesures phénotypiques simples (mensurations, composition
corporelle...) sont également répertoriées lors des prélévements. L’échantillonnage choisi
privilégie au maximum la reconstitution des grandes familles, en recherchant si nécessaire des
ascendants (étalons ou juments) dans les élevages ; ces familles permettent d’estimer
I’héritabilité des caractéristiques phénotypiques mesurées. Un génotypage de ces chevaux est
réalisé a I’aide de la derniére version de puce SNP équine, comportant 74 000 marqueurs (puce
SNP 74K), révélant les régions du génome associees aux performances. Cela permet d’établir
des équations de prédiction et de développer un index génomique pouvant étre appliqué
précocement aux jeunes chevaux utilisés a I’étape suivante. Une étude de génes candidats au
sein des régions du génome mises en évidence est ensuite réalisée afin de rechercher les

polymorphismes fonctionnels et d’en mesurer I’association avec les performances.

La deuxiéme étape est de caractériser le phénotype et le génotype de jeunes chevaux
d’endurance (691 chevaux de 4, 5 et 6 ans). D’une part, on collecte des mesures phénotypiques
a potentiel de prédiction d’aptitude afin d’étudier : i) les corrélations entre ces mesures et les
résultats en compétition d’une année sur I’autre, ii) les héritabilités des mesures effectuées sur
les chevaux apparentés. D’autre part, on génotype les animaux afin : i) d’identifier des
marqueurs génomiques contrélant ces parametres, ii) d’étudier la co-localisation de ces
marqueurs avec ceux associés a la performance globale, iii) d’établir leur index génomique, iv)
de valider les régions mises en évidence dans la 1° étape. Cette analyse permet de décomposer
la performance globale en différentes composantes physiologiques, d’identifier des
biomarqueurs, d’améliorer la précision de localisation des régions génomiques d’intérét, et de

contribuer a I’identification de génes candidats.
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La troisieme et derniére étape consiste en un phénotypage plus complet d’un petit
effectif de chevaux (79 chevaux de 4, 5 et 6 ans, répartis sur les années 2012, 2013 et 2014).
Chacune de ces trois années, une trentaine de ces chevaux est soumise a un vaste protocole de
mesures (échographie cardiaque, tests d’efforts, biopsies musculaires, dosages de marqueurs
biochimiques et endocrinologiques...). lls sont réexaminés les années suivantes dans les mémes
conditions, ou lors des finales a Uzes. Cela permet de collecter des données phénotypiques
d’intérét potentiel pour la prédiction de I’aptitude qui ne peuvent pas étre obtenues dans la 2°

étape en raison du temps nécessaire a leur recueil.

La partie « terrain » du projet devait prendre fin avec les finales d’Uzés du 9 au 11
Octobre 2014, mais les intempéries n’ont pas permis a cet événement d’avoir lieu comme
prévu ; cette absence de prélévements a été compensée en Décembre 2014 par un génotypage
des chevaux arabes de 5 et 6 ans engagés sur les finales, ce qui a permis d’atteindre I’effectif

prévu initialement et d’achever la collecte de données sur le terrain fin 2014.

Désormais, un total d’environ 1200 chevaux d’endurance est donc génotypé et une
grande partie phénotypée pour de nombreux caractéres, ce qui représente une base de données
unique et tres riche pour détecter des marqueurs génétiques d’intérét et des biomarqueurs de la
performance et de caractéres secondaires. Les jeunes chevaux collectés constituent un
échantillon de validation des marqueurs génétiques identifiés sur les adultes comme facteurs de

performance.

Tableau 11l : Tableau bilan des effectifs en fin d’année 2014 (Compte Rendu GenEndurance 2014)

Types de chevaux Années Lieux Nombre de sujets
Compétiteurs adultes 2011-2012 | 9 courses + 5 écuries | 367 avec phénotype
Jeunes chevaux (4 a 6 ans) 201122014 | Uzes + 3 élevages 431 + 58
Jeunes chevaux (test d’effort) | 2012 a 2014 4 sites 79
Compétiteurs adultes 2011 Génotypage seul 159

Jeunes chevaux 2014 Génotypage seul 121

- Résultats préliminaires du projet
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O Premiére étape

Les résultats du phénotypage (mensurations, morphologie, allures, biochimie sanguine)

ont permis :

De décrire le modéle des chevaux arabes d’endurance par des mensurations et analyses
morphométriques par analyse d’image. Sur les 54 parametres morphologiques et
morphomeétriques, seuls 4 critéres apparaissent significativement liés a la performance (la
longueur corporelle, I’épaisseur du pli de peau et quelques angles d’inclinaison du bassin et
du fémur présentent une corrélation significative avec les performances (r=0.10-0.15 ;
p<0.05)). Ainsi, un indice de distance plus éleveé est associé a une longueur corporelle plus
grande, un pli de peau moins épais et un angle du grasset plus fermé ; un indice de vitesse
élevé est associé a un fémur plus horizontal (Tribout, 2013). Ces résultats ne permettent
toutefois pas de faire de la prédiction sur ces critéres. En revanche, les mensurations
moyennes seront utiles aux juges de concours d’élevage : la hauteur au garrot (HG)
moyenne est de 154 + 4 cm, le périmetre thoracique (PT) moyen de 175 + 6,4 cm, et la
longueur pointe de I’épaule — pointe de la fesse (LC) moyenne de 154 + 7 cm ; le poids
moyen est de 410 + 40 kg (selon la formule Poids (kg) = 2.70 HG + 0.74 LC + 3,1 PT -
670.82, avec r’ = 0.67).

Figure XXXIV : Mensurations moyennes des chevaux arabes d’endurance (Robert & al., 2012)
Les pur-sang arabes sont de plus petit format que les demi-sang arabes ou les anglo-arabes.

Comparé au cheval Selle Francais, réputé pour ses performances en saut d’obstacles, le
cheval d’endurance de haut niveau est plus petit, son encolure est proportionnellement plus
longue, sa scapula est plus horizontale, son angle du jarret est plus fermé et son canon est

plus court.
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De dégager, gréace aux tests accélérométriques des allures en main sur 251 chevaux la veille
d’une course, une corrélation significative entre la puissance dorso-ventrale au trot et les
indices de performance IRE (De Verdiére, 2014).

De mettre en évidence, par des tests d’allures avant la course sur trois groupes de chevaux
différents, des différences significatives de la régularité des foulées au pas, ce qui place
cette derniere comme prédicteur de [I’abandon et de [I’élimination pour raison
métabolique (elle est plus élevée chez les chevaux éliminés pour causes métaboliques que
chez les classés ou éliminés pour boiteries, elle est en revanche plus faible chez les chevaux
qui abandonnent que chez les classes ou eliminés pour boiteries) (Barrey & al., 2012).

De montrer, via des profils métabolomiques (méthode de spectroscopie RMN, détectant
toutes les molécules de poids moléculaire inférieur & 200 Da dans le plasma), de nettes
différences entre les profils sanguins des 69 chevaux testés avant le départ et a I’arrivée
d’une course nationale de 160 km (Le Moyec & al., 2014), mais aussi entre 2 sites de course
aux conditions climatiques et de dénivelé trés différentes. La partie experimentale de ma
these concerne directement cet aspect du projet GenEndurance, en participant a I’analyse
des relations entre profils métabolomiques, autres —omiques, et performances d’apres le
classement. Certaines molécules détectées sont de potentiels biomarqueurs de performance
ou de contre-performance.

La comparaison des profils métabolomiques par spectroscopie RMN avant et apres la
course (Le Moyec & al., 2014) montre que I’effort d’endurance sollicite simultanément le
métabolisme énergétique (avec notamment une corrélation positive entre marqueurs
lipidiques plasmatiques et vitesse moyenne chez les chevaux classés a I’arrivée), le
catabolisme protéique (ce qui s’explique par les déréglements métaboliques musculaires,
hépatiques et rénaux majeurs engendrés par le stress de I’exercice) et le métabolisme des
glycoprotéines (avec une diminution de certains marqueurs glycoprotéiques dans le sérum
avec I’effort). Des hypothéses ont été émises pour expliquer cette diminution de
biomarqueurs glycoprotéiques (encore peu connus, méme chez I’Homme), comme celle
d’une dégradation de tissu conjonctif ou de cartilage articulaire liée aux contraintes
mécaniques engendrées par la course, mais elles restent a valider.

Cette étude a permis, par I’analyse du profil métabolomique en spectroscopie RMN de tous
les chevaux avant et apres la course, de proposer un bon modéle de description et de
prédiction de performance individuelle & partir de I’analyse de profils métabolomiques
avant ou apres la course (Figure XXXV ci-dessous), modéle testé et validé sur un échantillon

d’autres chevaux.
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Figure XXXV : Mise en évidence via la méthode de spectroscopie RMN de différences entre les profils

métabolomiques sanguins avant I’exercice (BE) et aprés I’exercice (PE) (Le Moyec & al., 2014)

A) Score plot du modéle O-PLS calculé avec des échantillons BE et PE du méme cheval (distribution des échantillons BE et PE d’un méme
cheval). Tpreq : axe prédictif, Tormn : axe orthogonal. Chaque point correspond & un spectre, coloré en bleu pour BE, en rouge pour PE.

B) Spectre RMN sur sérum apres course : « Loading plot » de I’axe prédictif du score plot. Les corrélations des métabolites sont représentées
par I’échelle colorimétrique. Les signaux positifs correspondent aux métabolites présents a des concentrations augmentées PE par rapport a
BE. Inversement, les signaux négatifs correspondent aux métabolites présents a des concentrations augmentées BE. Les pics sont légendés
selon les affectations de métabolites suivantes : 2, 3, et 4 sont des fractions lipidiques a chaines d’acides gras (respectivement : méthyléne,
méthyléne f ester, méthyléne a ester), 6 représente des acides aminés ramifiés (valine, leucine, isoleucine), 7 correspond au lactate, 10 & des
groupements N-acétylés (glycoprotéines), 12 a I’'urée, 13 a la créatinine, 14 a la phosphocholine, 15 a la tyrosine, et 16 a des protons

échangeables de groupements carboxyliques.

Figure XXXV A) : On voit clairement apparaitre deux groupes distincts : les échantillons
individuels pré et post exercice ont donc pu étre discriminés par ce modele via leur profilage
métabolomique.

Figure XXXV B) : Quelques variables physiologiques sont trés corrélées au moment
d’échantillonnage (avant ou apres la course) : le graphique laisse clairement apparaitre que
I’effort prolongé entraine ici une augmentation de la concentration sanguine en lactate,
créatine, urée et quelques acides aminés ramifies comme la valine et la leucine ainsi que
des acides aminés aromatiques comme la tyrosine, et une diminution de la concentration

sanguine des lipides a chaine d’acides gras.
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Figure XXXV C : Il s’agit d’un test du modele déterminé avec I’analyse ; on remarque qu’il

classe correctement les échantillons pré et post exercice.

Figure XXXVI : Score plot des échantillons avant course calculé par le modéle sur des chevaux classés en
fonction de leur vitesse moyenne pendant la course (Le Moyec & al., 2014)

Torea : axe prédictif, Tor : axe orthogonal. Chaque point correspond & un spectre, coloré en fonction de I’échelle de vitesse (« average

speed », a droite du graphique).

Les spectres obtenus BE sur les chevaux classes peuvent étre discriminés selon la vitesse
pendant la course sur la base de leur contenu lipidiqgue métabolomique, comme le montre
la figure ci-dessus (les chevaux classés les plus rapides pendant la course présentent des
concentrations plus élevées en certains lipides avant la course) ; les spectres obtenus PE sur
les chevaux classés peuvent étre discriminés selon le classement final des chevaux a I’issue
de la course a partir de leur lactatémie plasmatique. Concernant cette derniére observation,
cela concorde avec une étude de spectroscopie RMN humaine montrant que le sprint
entraine un pic de lactatémie que I’on impute au passage a un métabolisme anaérobie
(Pechlivanis & al., 2013) ; ainsi, les chevaux les mieux classés sont sans doute ceux qui ont les
capacités a effectuer un sprint final de quelques centaines de métres au galop en utilisant
leur métabolisme anaérobie, ce qui s’accorde bien avec une lactatémie plus élevée parmi
les échantillons post exercice.

L’ étude de L. Le Moyec & al. montre que I’analyse de profils métabolomiques associés a
I’exercice et au stress génére apparait informative quant a la grande demande énergétique
et au catabolisme protéique séveére résultant d’un effort extréme comme une course
d’endurance de 160 km, exposant potentiellement le cheval a des désordres métaboliques.
La méthode RMN plasmatique / métabolomique s’avére prometteuse pour évaluer les

ajustements a I’entrainement et en course d’endurance. Apreés cette premiere approche sur
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les chevaux d’endurance adultes performeurs, elle a donc été utilisée sur les jeunes chevaux

aux étapes suivantes du projet ; les analyses sont actuellement en cours.

Les chevaux adultes performeurs en endurance préleves et génotypés dans le cadre du
projet sont en moyenne un peu plus performants que I’ensemble de la population des chevaux
indicés en endurance. L’ analyse a été menée sur une population de 597 chevaux (performers et
collatéraux) de génotype exploitable et dont les indices de performance sur la période 2002-
2011 sont référenceés (IREqistance, IREvitesse, IREciassement, IREgionar). L€ génotypage de ces chevaux
sur puce SNP 74K (parmi les 74 000 marqueurs, 56 200 SNP étaient utilisables) a permis de
détecter quelques marqueurs génétiques significatifs ; ces QTL regroupent I’ensemble des SNP
proches et en fort déséquilibre de liaison pour lesquels le test passe le seuil de significativité.
Ainsi 4 QTL ont été détectés par 11 SNP significativement associés : i) a I’aptitude a I’endurance
(p.value < 10™) : localisés sur les chromosomes 6 et 16 pour la performance de distance et la
performance de classement (c’est-a-dire le fait d’étre classé ou éliminé) d’une part, et sur les
chromosomes 7 et 29 pour la performance de classement seule d’autre part ; ii) & la conformation
(p.value < 10™) : localisés sur le chromosome 1 pour le rapport périmétre thoracique/longueur
corporelle, et sur le chromosome 3 pour la hauteur au garrot chez les chevaux croisés Arabe

uniquement.

L’effectif de chevaux utilisé (environ 1 200) représente des efforts et colts déja
considérables, en particulier au vu de la faible disponibilité de chevaux d’endurance. La taille
du dispositif disponible reste néanmoins relativement modérée (en comparaison avec d’autres
travaux de génétique d’association conduits chez I’Homme par exemple, qui mobilisent
classiquement des cohortes de plusieurs dizaines voire centaines de milliers d’individus),
limitant la puissance des analyses statistiques, et expliquant le faible nombre de régions QTL
significatives détectées.

Des essais de séquengage du genome mitochondrial d’environ 350 chevaux ont permis
d’entamer des études d’association entre SNP mitochondriaux et performances.

o Deuxieme étape

Le génotypage sur puce 74K et le phénotypage (prélévements sanguins, mesures

morphomeétriques, enregistrement accélérométrique des allures par Equimétrix®, évaluation
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comportementale, échographie cardiaque) de chevaux de 4, 5 et 6 ans de 2011 & 2013 ont, pour

I’instant, permis :

De montrer que les mensurations des jeunes chevaux pur-sang arabes évoluent
significativement entre 4 et 6 ans (en fin de croissance), ce qui n’est pas le cas chez les
anglo-arabes et demi-sang arabes.

De relever des modifications cardiaques significatives entre 4 et 6 ans d’age (notamment
une augmentation de taille du ventricule gauche entre 5 et 6 ans, et une augmentation des
dimensions de I’aorte et du volume d’éjection systolique avec I’age), sachant que la part de
ces modifications liée a I’entrainement et celle liée & la croissance doivent encore étre
différenciées (Trachsel & al., 2014).

De mettre en évidence une corrélation entre la capacité anti-oxydante et la concentration en
enzymes musculaires dans le plasma de chevaux de 6 ans avant et aprés la course (p < 0.05).
La résistance au stress oxydatif avant la course est plus élevée chez les chevaux les plus
rapides sur la course (p < 0.05) (Robert & al., 2014).

De constater, via la méthode RMN / métabolomique, une modification forte des
métabolismes protéique, lipidique et glucidique par une course de 90 km, chez les chevaux
de 6 ans (Luck & al., 2015). Cependant, les métabolites utilisés sont différents entre ces jeunes
chevaux sur 90 km et le groupe de chevaux performeurs adultes sur 160 km utilisé dans
I’étude de L. Le Moyec. Le profil métabolomique déterminé avec le modele OPLS montre
une glycémie plus basse apres la course qu’avant la course chez les jeunes chevaux, et cela
malgré le recours au catabolisme lipidique et protéique. Les chevaux expéerimentés
maintiennent leur glycémie avec une lactatémie plus élevée et une lipémie plus basse apres
la course en comparaison aux jeunes chevaux. Il reste a déterminer dans quelle mesure ces
différences sont imputables a I’entrainement, a la durée de I’effort ou a la capacité

intrinséque du cheval.

o Troisiéme étape

Suite au phénotypage plus complet d’une centaine de jeunes chevaux d’endurance

(prélévements et mesures réalisés avant, pendant et aprés un test d’effort standardisé sur piste),

des vitesses pour lesquelles la fréquence cardiaque atteint 160 et 180 battements par minute

(respectivement V160 et VV180) ont pu étre déterminées pour chaque cheval. Les analyses

révelent que ces vitesses augmentent significativement avec I’a4ge du cheval (4, 5 ou 6 ans).

L’analyse de I’ensemble de I’effectif et le suivi des performances de ces chevaux a I’age adulte
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sont en cours, afin de déterminer si les valeurs de V160 et V180 par classe d’age peuvent étre

predictives des capacités sportives du cheval teste.

En paralléle aux résultats des trois étapes, des articles analysant les données enregistrées
sur diverses courses d’endurance sont progressivement publiés. Par exemple, M. Younes & al.
ont montré en 2015 que I’on pouvait prédire la probabilité d’élimination des chevaux a un point
de controle vétérinaire en course d’endurance (vet gate) a I’aide de régressions logistiques
prenant en compte les données de fréquence cardiaque, de temps de récupération cardiaque
(délai entre I’arrivee du cheval et la présentation de ce dernier par son cavalier a I’examen
vétérinaire, a la fin d’une phase de la course) et de vitesse moyenne enregistrées au vet gate
précédent (Younes & al., 2015). Ces régressions logistiques prédictives appliquées aux points de
contrle 2 & 5 ont correctement classé de 62 & 86% des chevaux éliminés. Parmi les trois
variables explicatives, le temps de récupération cardiaque apparait particuliérement pertinent
pour détecter les chevaux n’étant pas aptes a continuer la course. En effet, cette étude a permis
de montrer qu’un cheval a 70% de chance d’étre éliminé au vet gate suivant si son temps de
récupération cardiaque est supérieur a 11 minutes pour les vet gates 1 et 2, ou supérieur a 13
minutes pour les vet gates 3 et 4. Les auteurs proposent donc de vérifier ce temps a chaque
point de contrdle vétérinaire afin d’identifier au plus tot et de disqualifier les chevaux inaptes a
continuer la course, et ainsi de contribuer a leur bien-étre. Cette étude a notamment fait I’objet
d’une présentation a I’occasion de la 42° Journée de la Recherche Equine le 18 Mars 2016 a
Paris.

Tous ces résultats préliminaires du projet GenEndurance devront étre complétes,
précisés et expliqués lorsque les données de I’ensemble de I’effectif évalué auront été
entierement analysées. Le passage a I’année 2016 a marqué la fin de I’analyse « simple » des
données, c’est-a-dire I’exploitation isolée de chaque type d’information phénotypique
(locomotion, morphologie, activité cardiaque...). Cette étape était indispensable pour
déterminer la distribution des critéres, I’influence des facteurs fixes (age, race, sexe, lieu de
mesure) et les liens entre parameétres. 1l s’agit désormais d’aller plus loin dans la détermination
des correlations entre phénotype et performance d’une part, et phénotype et génotype d’autre

part.

La partie expérimentale de ma thése, qui établit un lien entre certaines données —

omiques et les performances de chevaux d’endurance, intervient directement dans la suite des
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analyses du projet GenEndurance. Pour cela, nous avons réalisé un tour d’horizon des travaux

déja publiés en termes d’analyses —omiques dans un cadre d’endurance équine.

ii. Etude sur les transcriptome (ARNM), microtranscriptome

(miARN), métabolome (métabolites) et leurs liens lors d’un

effort d’endurance chez le cheval

Les efforts réalisés en génomique équine dans I’optique de I’étude et de la prédiction
d’un phénotype équin d’endurance sont notamment illustrés par la thése de Sophie Brard (Brard,
2015) et de multiples études telles que celle de A. Ricard & al., montrant que les valeurs de
sélection des chevaux d’endurance devraient étre estimées sur des criteres de vitesse et de
classement et uniquement sur des courses de chevaux adultes, d’une distance supérieure a 90

Km (Ricard, Touvais, 2007).

Il s’agit maintenant de  s’intéresser aux  études  transcriptomiques,
microtranscriptomiques, protéomiques et métabolomiques dans le cadre de I’endurance équine,
et d’établir, si possible, des liens entre ces données de nature différente. En effet, I’ajustement
cellulaire a un nouvel état d’homéostasie implique la modification de certains aspects de la
physiologie cellulaire, et les réponses de stress telles que celle induite par un effort d’endurance
sont caractérisées par des modifications d’expression génétique, de métabolisme, de
progression dans le cycle cellulaire et d’homéostasie protéique (Capomaccio & al., 2013). Ces
réponses agissent a des échelles de temps diverses, allant des effets post-transcriptionnels qui
peuvent étre a I’origine de réponses immédiates, a la régulation de I’expression génétique qui
est essentielle pour les ajustements plus lents et a plus long-terme, et pour les phases de

récupération, avec dans tous les cas une réversibilité contrblée.

Une des premiéres etudes transcriptomiques dans le cadre d’efforts d’endurance équine
a été menee afin de montrer que I’expression de certains genes est modulée dans les leucocytes
de chevaux, en lien avec leur performance en endurance et leur statut clinique (cette étude fait
partie de celles qui ont motivé la construction de projets comme GenEndurance) (Barrey & al.,
2006). Les globules blancs sont des cellules de choix dans I’étude de phénomeénes
inflammatoires pendant I’exercice. En effet, ils circulent via le flux sanguin dans tous les
organes impliqués dans I’effort physique et sont impliqués dans la réponse inflammatoire,
notamment musculaire et articulaire. On s’attend donc a ce que ce stress physiologique soit
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observable a I’échelle du matériel génétique de ces cellules, puisque toutes les syntheses
protéiques et régulations métaboliques sont gouvernées par des régions du génome plus ou
moins exprimées. Ainsi, E. Barrey & al. ont comparé les profils d’expression génétique dans
les leucocytes et les parametres hématologiques et biologiques de chevaux qualifiés et éliminés
sur criteres métaboliques a I’issue d’une course d’endurance, et ont constaté des différences
significatives entre ces deux groupes de chevaux, notamment 62 genes différentiellement
exprimes. Cette etude a mis en évidence les modulations génétiques induites par un effort
prolongé dans les leucocytes de chevaux d’endurance, et a montré que certains génes sont
exprimés en lien avec le phénotype clinique observé chez les chevaux
disqualifiés (rhabdomyolyse confirmée par les concentrations plasmatiques des enzymes
musculaires créatinine kinase et aspartate aminotransférase, hémolyse, et inflammation), les
placant comme potentiels marqueurs (et/ou candidats) d’un phénotype de performance
médiocre en endurance. Suite a I’étude d’E. Barrey & al., d’autres analyses transcriptomiques
ont donc été réalisées chez le cheval d’endurance, confirmant que dans cette espéce comme
chez I’Homme, des modifications substantielles des profils d’expression génétique de
leucocytes circulants prennent rapidement place au cours de I’exercice (Barrey & al., 2006; Cappelli
& al., 2007; Fehrenbach, 2006; Cappelli & al., 2009). Qu’il s’agisse de I’espéce humaine ou équine, un
effort physique prolongé est a I’origine d’une immunodépression temporaire, induisant un état
inflammatoire dépendant de I’intensité et de la durée de I’exercice. S. Capomaccio & al. se sont
appuyés sur I’hypothese que I’état physiopathologique développé chez les athlétes sujets a un
entrainement intensif est causé par un déréglement de I’immunité cellulaire (Purvis & al., 2010),
et ont cherché a obtenir des informations sur les modulations du transcriptome de chevaux
d’endurance soumis a un effort physique éprouvant tel qu’une course d’endurance, et a
identifier des génes candidats a I’origine du déreglement immunitaire. 1ls ont, a cet effet, réalisé
un scan d’expression génétique par la technologie des biopuces, sur des PBMC de 10 chevaux
d’endurance d’élite, a trois temps différents : au repos, (To), immédiatement a I’issue de la
course (Ty), puis 24 heures aprés la course (T>) (Capomaccio & al., 2010). Leur étude n’a pas révélé
de différence significative entre Ty et T,, suggérant une restauration complete de I’homeostasie
24 heures aprés la course, mais a mis en lumiere une forte modulation d’expression, affectant
132 génes (dont 97 surexprimés, 35 sous-exprimés) entre I’état de repos et I’arrivée de la course.
Une analyse Ingenuity Pathway Analysis (logiciel permettant de modéliser, analyser, et
comprendre des systemes biologiques et chimiques, en intégrant des données —omiques
complexes) a permis d’observer que les principaux mecanismes et fonctions biologiques liés a

ces génes affectés par I’exercice sont clairement impliqués dans la réponse immunitaire et
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I’inflammation et a mis I’accent sur les génes codant I’IL-8 (interleukine-8) et deux autres
cytokines (CCL5, CCL3), fortement surexprimés a I’issue de la course dans cette eétude. Enfin,
une étude transcriptomique récente a utilisé la méthode d’ARN-seq afin de séquencer le
transcriptome d’athlétes équins dans un cadre expérimental de stress induit par I’exercice
pendant les courses d’endurance (Capomaccio & al., 2013). Cette analyse de réseau souligne surtout
I’implication de clusters de génes dans le stress induit par un exercice physique tel que la course
d’endurance, incluant ceux ayant un réle avisé dans I’inflammation, le signalement cellulaire,
et les interactions immunitaires. En effet, le suivi du « paysage transcriptionnel » par profilage
d’expression génétique avant et apres une course d’endurance chez des chevaux sportifs de haut
niveau a révélé des différences d’expression significatives de nombreux genes liés a
I’inflammation et a I’activation du systéme immunitaire (codant des cytokines de type
chémokines pro-inflammatoires, des récepteurs Toll-like (Toll-Like Receptors, TLR), des
kinases...), avec un déplacement franc d’expression de transcrits codants a des transcrits non-
codants. Ce déplacement suggere que la réponse de stress implique la régulation de régions non
annotées, nouvellement actives d’un point de vue transcriptionnel : ce phénoméne
d’ « exonisation » ou de « rétention d’introns » a été étudié dans un article (Schmitz, Brosius, 2011).
Les augmentations significatives des niveaux d’expression post-course de séquences répétées
(comme les rétrotransposons L1 et L2) concordent avec I’hypothése que des éléments
transposables et séquences introniques puissent servir comme unités transcriptionnelles
capables d’enrichir les transcriptomes a ressources génomiques limitées quand cela est
nécessaire, comme en situation de stress par exemple (Schmitz, Brosius, 2011). L’identification
d’un grand nombre de transcrits correspondant a des régions intergéniques et introniques
associes de maniére causale a de nouveaux éléments transcriptionnels comme par exemple les
IncRNA suggere le réle important de ces derniers dans la régulation de I’expression génomique
en réponse au stress. Enfin, avec les augmentations significatives des niveaux d’expression de
séquences répétées (L1 et L2) et de brins antisens comparés aux brins sens, a la fois dans des
régions introniques et régulatrices, les résultats de cette étude suggerent que I’ « exonisation »
liée aux séquences répétées pourrait étre une réponse de stress chez le cheval, et que la
transcription antisens pourrait étre un des mécanismes principaux de régulation d’éléments

transposables chez le cheval sous des conditions de stress.

La réponse de stress dans le contexte d’endurance équine est également abordée a
I’échelle protéomique chez le cheval. Des études se sont d’abord concentrées sur le protéome

musculaire de chevaux a I’entrainement. L’une d’entre elles a analysé le protéome équin a
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différents stades d’entrainement normal et intensif, notamment pour rechercher des
biomarqueurs du surentrainement, en utilisant des petites biopsies musculaires de ces animaux
(Bouwman & al., 2010). Elle a révélé des différences quantitatives de protéines musculaires liées a
I’entrainement (avec une concentration modifiée de 16 protéines suite & I’exercice) associées a
un changement structural du muscle squelettique apres un entrainement normal vers une
augmentation des capacités oxydative, de dégradation des acides gras a longue chaine, et de
stockage d’énergie sous forme de glycogéne. Cette étude a, de plus, mis en évidence une
protéine (I’al-antitrypsine, glycoprotéine secrétée pouvant protéger les tissus des effets
d’enzymes de cellules inflammatoires comme I’élastase) dont la concentration est augmentée
suite a un entrainement intense, mais reste inchangée apres un entrainement normal, la plagant
ainsi comme marqueur potentiel de surentrainement chez les chevaux. F. Scoppetta & al. ont,
quant a eux, caractérisé les modifications protéiques plasmatiques chez les athlétes équins suite
a une course, dans I’optique d’une identification de biomarqueurs : cette étude présente
I’originalité d’étre basée sur la protéomique plasmatique et non pas musculaire dans le cadre
de I’exercice physique d’endurance (Scoppetta & al., 2012). Des variations quantitatives de
composants specifiques (concentrations modifiées de 13 protéines) suite a la course traduisent
une activation parallele de la phase aigué de la réaction inflammatoire, de la coagulation, de
I’immunomodulation, de I’activité oxydante/anti-oxydante, et des voies de dégradation
cellulaires et vasculaires, résultant en des effets sur les systemes métabolique, immunitaire et
neuroendocrinien équins. Le retour de la majorité de ces paramétres a I’état initial en 24 a 48
heures suggére encore une fois que la réponse de I’animal a un effort éprouvant peut étre
considérée comme un ajustement rapide a une condition de stress aigué. Ces approches
protéomiques, par leur nature intégrative (prenant en compte I’ensemble des protéines et des
voies biologiques associées), fournissent une vue globale des adaptations moléculaires a
certains facteurs (ici, I’effort d’endurance), ce que les techniques conventionnelles antérieures

ne permettaient pas.

Si I’on s’intéresse maintenant aux analyses métabolomiques en lien avec des
performances d’endurance équine, on se rend compte que peu de données sont pour I’instant
disponibles. Les études les plus pertinentes & ce propos ont été présentées plus haut, dans le
cadre du projet GenEndurance (Le Moyec & al., 2014; Luck & al., 2015). Avant I’utilisation
d’approches métabolomiques, I’aspect métabolique lié aux performances équines d’endurance
était abordé d’une maniere moins globale (les études ne traitaient pas I’ensemble des

métabolites d’un biofluide), mais on peut tout de méme mentionner quelques analyses

119



antérieures ayant étudié certains métabolites de chevaux d’endurance dans le cadre d’une
course. L’étude conduite par L. Adamu & al. (Adamu & al., 2012) a notamment mis en évidence
des différences de concentration en acide urique, pro-oxydant fort pendant I’exercice
d’endurance équine (biomarqueur de stress oxydatif), avant et apres une course, entre les
chevaux qualifiés et les chevaux disqualifiés pour troubles métaboliques a I’issue de cette
course, et a montré que ce biomarqueur de stress oxydatif était corrélé de maniére significative
a la fréquence cardiaque (parameétre physiologique), a la concentration en triglycérides et a la
lactatémie plasmatiques (parameétres biochimiques) ainsi qu’a I’hématocrite (parameétre
cellulaire sanguin), placant I’acide urique comme potentiel paramétre d’évaluation de
performance et d’état de santé chez les chevaux d’endurance lors de I’entrainement et pendant
une course d’endurance. Si I’on confronte ce type d’approche a celui de I’étude de L. Le Moyec
& al. par exemple, on voit bien la richesse qu’apporte I’analyse métabolomique, utilisant un
profil de tous les métabolites et non pas un seul parametre métabolique tel que I’acide urique.

Pour finir et pour établir un lien avec la partie expérimentale de cette thése, on peut se
concentrer sur une approche mélant transcriptomique et microtranscriptomique ayant permis
de mettre en évidence des modifications d’expression de genes du métabolisme glucidique
associées a des changements microtranscriptomiques aprés I’exercice physique chez des
chevaux Pur-Sang (Gim & al., 2014). Cette étude intégrative novatrice a dégagé des notions
importantes : la sous-expression de génes du métabolisme glucidique LDHA (codant la lactate
deshydrogénase) et GYS1 (codant la glycogene synthase 1) associée a la surexpression de deux
miARN, eca-miR-33a et eca-miR-17, suite a I’exercice physique, montre le rdle physiologique
de ces miARN dans la régulation du métabolisme glucidique dans un contexte sportif. eca-miR-
33a et eca-miR-17 inhiberaient respectivement les génes LDHA et GYS1 en se fixant sur des
sites cibles spécifiques dans la région 3’UTR de chaque géne. Cette analyse suggere que suite
a un effort physique, la machinerie physiologique équine utilise une voie biologique se rajoutant
a celle du métabolisme glucidique « simple », permettant une supplémentation énergétique
efficace, par la régulation de I’expression génétique via les miARN. L approche utilisée dans
I’étude de J. Gim & al., établisant un lien transcriptome/microtranscriptome dans le cadre de
I’effort physique équin, est tres similaire a celle que nous avons utilisée dans la partie
expérimentale de ma these, a la différence que la ndtre a été realisée sur des chevaux
d’endurance et non des Pur-Sang de course, et que nous esperons compléter notre travail d’une
analyse métabolomique, permettant d’avoir une vision intégrée et globale des modifications
liées a I’effort d’endurance chez le cheval athlete. Le schéma bilan qui suit montre le principe
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de fonctionnement d’une telle approche intégrée, et permet de comprendre sur quelles bases

notre étude a été construite.

Population échantillon

Génotypage

de SNP Mesures génomiques Mesures phénomiques
AACCGAAT
ATCCCAAT
Mesures Mesures [micro- Medures protéomiques
transcriptomiques transcripfomiques et mgtabolomiques
ARNmM miARN  Protéines, métabolites... Parameétres morphologiques (poids,

taille), performances sportives...

1
Biopuces

Clusters génomiques
Spectroscopie RMN

Analyses statistiques pour identification de traits phénotypiques :

- associés a certaines familles - associés avec des - associés avec une - associés préférentiellement
de génes (clusters génomiques)  génes différentiellement certaine régulation avec certains métabolites
exprimés (DEgenes) d’expression (DEmiRNA)

Mise en évidence

d’un différentiel
d’expression génétique ‘
Analyse fonctionnelle :
Voies métaboliques
) , . empruntées par les
Population aléatoire produits d’expression

Modeéle statistique hypothétique

Utilisation de logiciels (Ingenuity Pathway - §
TEST Analysis, Cytoscape...) exploitant des bases de " e 2|

données génétiques : GO (Gene Ontology), KEGG o mettos

(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome), ... oo =

Bosyretesis

Modele statistique validé T — ) e S

Number of up-roguiated genes

Figure XXXVII : Schéma bilan explicatif d’une analyse intégrée de données -omiques dans le cadre de I’étude et
de la prédiction de statuts métabolique et de santé de chevaux d’endurance
DEgenes = genes présentant des différences significatives d’expression entre deux états (par exemple : avant la course et

apres la course), DEmiRNA = miARN présentant des différences significatives d’expression entre deux états.
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DEUXIEME PARTIE :

Etude expérimentale
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Il. ETUDE EXPERIMENTALE

1. Introduction et objectifs de I’article

Comme nous I’avons vu dans la premiére partie de cette thése, la réponse musculaire et
systémique a I’exercice d’endurance engendre des ajustements physiologiques et biochimiques
conséquents, tels que la modification des fonctions musculaires, la correction du déséquilibre
électrolytique, la prise en charge de la déplétion en glycogeéne, la modulation du stress oxydatif,
de la perméabilité intestinale, des réponses inflammatoire et immunitaire... Ces ajustements
sont influencés par la régulation transcriptionnelle et traductionnelle des génes qui codent les
protéines controlant ces processus. Parmi les éléments clés intervenant dans cette régulation, se
trouvent les miARN : certains d’entre eux sont directement en lien avec les ajustements micro

et macroscopiques observes en reponse a I’effort d’endurance chez I’Homme.

Nous avons donc émis I’hypothése que le sang total (contenant des cellules qui circulent
dans le corps, notamment dans les organes perfusés de maniere accrue lors de I’effort
d’endurance) pourrait fournir un marqueur précoce mesurable de la fonction immunitaire d’un
athléte équin, et serait assez sensible pour détecter un stress et des troubles métaboliques induits
par I’effort. Ainsi, nous nous sommes proposés de vérifier si I’identification de relations entre
miARN et ARNm sanguins régulés de maniere spécifique par I’exercice d’endurance chez les
chevaux pouvait révéler des biomarqueurs uniques de la réponse de stress a I’endurance et

fournir un apercu pertinent du contréle moléculaire de cette réponse.
Pour répondre a cette question, nous avons réalisé une analyse intégrée du transcriptome

et du microtranscriptome de 61 athlétes équins avant et apres une course d’endurance d’une
distance de 160 km.
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3. Résultats, conclusion et perspectives

Notre étude nous a permis d’identifier un ensemble de 2453 genes et de 167 miARN
présentant une différence significative d’expression entre les échantillons prélevés avant et
apres la course d’endurance. Nous avons utilisé un test hypergéométrique et sa généralisation
afin de mieux cerner les fonctions biologiques régulées par les miARN a profil d’expression
modifié suite a la course : 44 d’entre eux régulent vraisemblablement un ensemble de 351
génes cibles sous-exprimés suite a la course, impliqués dans les voies biologiques du
métabolisme glucidique, de I’oxydation des acides gras, de la biogénese mitochondriale, et
de la réponse immunitaire. L’application de méthodes statistiques sur un échantillon
indépendant d’animaux a permis de valider les miARN miR-21-5p, miR-181b-5p, et miR-
505-5p comme molécules candidates régulatrices de la réponse a I’exercice d’endurance
chez le cheval. Il s’agit, & notre connaissance, de la premiére étude fournissant une vue globale,
complete et intégrée des réseaux de co-régulation transcriptomique et microtranscriptomique a
role potentiel dans le contrble des régulations post-transcriptionnelles liées a I’effort
d’endurance. Nos résultats suggeérent en outre qu’un grand nombre de mécanismes sous-tendent
les modifications transcriptomiques de réponse a ce type d’effort, et que les changements
d’expression de quelques effecteurs régulateurs clés peuvent contribuer & une amélioration de

la réponse métabolique et inflammatoire a I’exercice chez les sportifs de haut niveau.

L’idéal serait maintenant de compléter cette étude transcriptomique et
microtranscriptomique par une approche métabolomique : en effet, grace aux prélévements
sanguins effectués sur ces chevaux d’endurance, nous disposons d’un accés au métabolome
plasmatique avant et aprés la course d’un bon nombre d’entre eux. Il s’agit donc de déterminer
si nous pouvons identifier des biomarqueurs métabolomiques de I’effort d’endurance chez le
cheval, et les associer aux données transcriptomiques et microtranscriptomiques que nous avons

dégagées dans notre étude.

Au dela de ces analyses, il serait intéressant d’etudier les relations entre le microbiote
des chevaux d’endurance et leurs données métabolomiques. En effet, on peut penser que des
modulations de la flore intestinale de ces chevaux sont associées a une meilleure aptitude a
valoriser les aliments distribués, notamment les fourrages, et a une meilleure performance
énergétique, tandis que d’autres changements associés au microbiote de ces chevaux peuvent

perturber le fonctionnement digestif et ainsi favoriser la survenue de troubles métaboliques.
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CONCLUSION

Cette these m’a permis de présenter de maniere détaillée la méthode, actuellement trés
en vogue, d’intégration de données « omiques » d’origines diverses, afin de comprendre les
mécanismes sous-tendant I’acquisition d’un phénotype particulier, voire de prédire, dans
certains cas, des caractéres phénotypiques d’un individu. Elle a aussi été I’occasion d’effectuer
un tour d’horizon des travaux dans lesquels cette approche novatrice est utilisée au jour
d’aujourd’hui, et de présenter en détail notre travail expérimental portant sur la thématique de
I’endurance équine. Ce dernier a mis en évidence des biomarqueurs « omiques » d’un exercice
physique intense et prolongé chez les chevaux (3 microARN validés comme régulateurs de
génes montrant des différences significatives d’expression avant et aprés une course
d’endurance), traduisant les modifications physiologiques a court et moyen termes engendrées
par ce type d’effort sportif. Cette application trés concrete d’analyse intégrée illustre bien la
puissance de ce genre d’approche, qui va sirement prendre une ampleur considérable dans les

années a venir.

En plus d’ouvrir la voie a de nouvelles perspectives d’analyse combinée
transcriptomique / microtranscriptomique dans I’espece équine, notre travail, considéré non pas
seul mais associé aux autres etudes de GenEndurance, permettra de fournir un apercu global de
I’athléte équin le plus @ méme de performer dans cette discipline d’endurance en plein essor,
avec un génotype et un phénotype particuliers, des biomarqueurs « omiques » favorables, dont
un profil métabolomique caractéristique... Les efforts se concentrent désormais sur I’analyse
du microbiote intestinal des chevaux utilisés dans notre étude, en lien avec leurs données
métabolomiques. Les résultats préliminaires de cette analyse font clairement apparaitre deux
groupes de chevaux caractérisés par des flores intestinales de composition bien distincte. Il
s’agit donc d’identifier le facteur expliquant cette différence significative : la distinction est-
elle réellement due a un profil métabolomique différent, ou n’est-elle pas plutdt imputable au
régime alimentaire des chevaux, ou a un protocole d’entrainement sportif différent avant la
course ? La collecte d’informations complémentaires auprés des propriétaires est en cours : ces
précisions viendront étoffer la base de données, ce qui permettra de mener I’analyse en
considérant plus finement les apports et dépenses énergétiques de ces animaux. Nous espérons
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ainsi aller plus loin dans les investigations pour compléter, a terme, notre projet de volet

métabolomique.

Les discussions avec quelques cavaliers et personnes familiéeres du milieu équin
permettent de soulever certaines questions. Nos travaux, ainsi que les objectifs de
GenEndurance et des projets similaires, suscitent effectivement quelques récriminations
Iégitimes, & savoir, notamment, une mefiance envers un « conditionnement par la génétique » :
certains craignent que la sélection de chevaux pour telle ou telle discipline sur la base seule de
leurs données « omiques » expose ce milieu a une fermeture d’esprit considérable et a une
« tendance de ne voir I’animal qu’a travers ses données génétiques ». Mais un argument
relativisant le poids de ces considérations est qu’il semble plus pertinent d’aider et d’encourager
les cavaliers et propriétaires a « mieux » choisir leur monture, un cheval le plus susceptible de
regrouper les caractéristiques favorables a réaliser de bonnes performances dans une discipline
donnée, si cela peut permettre par exemple d’éviter ou de limiter le probléme croissant de
dopage dans le milieu sportif équin, sous prétexte de vouloir atteindre les performances
souhaitées. Par ailleurs, le projet GenEndurance, et plus globalement I’endurance équine,
doivent faire face a des contestations émanant de fervents partisans de la défense du bien-étre
animal, qui pointent du doigt I’effort, démesuré selon eux, demandé aux chevaux a I’occasion
de ces courses de trés longue durée. Il est certes vrai que ce type d’événement engendre un
bouleversement physiologique et biochimique impressionnant chez ces athletes, mais ces
derniers sont entrainés pour, et aptes a tolérer de telles conditions et a récupérer relativement
vite. Du moins, c’est a nous, vétérinaires, qu’il revient de s’assurer que les chevaux engagés
dans ces courses le soient, afin d’éviter au maximum toute douleur ou souffrance de nos sportifs

a quatre fers.
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GLOSSAIRE :

Acide aminé : Unité élémentaire des protéines. C’est une molécule organique possedant un
squelette carboné et deux fonctions : une fonction amine (-NH2) et une fonction acide
carboxylique (-COOH).

ADN : Acide désoxyribonucléique, molécule contenant I’information héreditaire et constituant
essentiel des chromosomes. L’ ADN est formé par I’enchainement de quatre unités moléculaires
(bases : adénine, cytosine, guanine, thymidine), dont I’ordre (la séquence) est spécifique d’un
géne (par exemple) et détermine sa fonction. Le génome haploide d’un animal est composé
approximativement de 3 milliards de paires de bases.

Alléles : Différentes versions d’un méme gene dérivant les unes des autres par mutation et dont
I’expression peut éventuellement conduire & des phénotypes différents. Chaque alléle se
distingue par une ou plusieurs différences de la sequence de bases. Tous les alléles d’un gene
occupent le méme locus (emplacement) sur un méme chromosome.

Apoptose : Mécanisme de mort cellulaire.

ARN : Acide ribonucléique, produit de la transcription de I’ADN.

ARNmM : ARN messager, ARN codant vecteur d’information entre le noyau et le cytoplasme.
ARNNC : ARN non codant, non traduit en protéine.

Biopuce : Aussi appelée puce a acide nucléique (puce a ADN, & ARN...), il s’agit d’une lame
(de verre le plus souvent, de silicium ou de plastique) sur laquelle sont fixés de maniére
ordonnée des fragments d’ADN ou d’ARN appelés « sondes ».

Biomarqueur : Ce terme désigne tout parametre biologique (protéine, ADN, ARN...) utilisé
comme indicateur d’un processus physiologique, pathologique ou de réponse pharmacologique
a un traitement, mesuré objectivement (dosé dans les liquides biologiques ou tissus par
exemple), et pouvant remplacer un critere d’évaluation clinique sur la base de preuves
épidémiologiques, thérapeutiques, physiopathologiques, etc.

Carte génétique / géenomique : Connaissance de I’ordre de I’ensemble des génes ou marqueurs
de I’ADN distribués le long d’un chromosome ; la densité des cartes dépend du nombre de
marqueurs localisés (quelques centaines a quelques dizaines de milliers).

Chromosome : Structures présentes dans les noyaux des cellules, associant ADN et protéines,
constituant le support physique de I’hérédité. Parmi les chromosomes, on distingue les
autosomes des gonosomes (chromosomes sexuels). Les cellules équines possédent 32 paires de
chromosomes, les cellules humaines 23.

Copy Number Variants (CNV) : Variations du nombre de copies de segments d’ADN pouvant
ou non contenir des genes.

Codant (ARN ou géne) : ARN messager, ou partie d’un géne qui definit directement la
séquence en acides aminés de la protéine correspondante.
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Codon stop : Ensemble de 3 bases successives sur un brin d’ADN (codon) dont la traduction
est a I’origine d’un arrét de I’élongation de la chaine protéique (terminaison de la traduction).

Délétion : Mécanisme de mutation caractérisee par la perte d’une partie du matériel génétique
pouvant aller d’un seul nucléotide a plusieurs genes.

Déséquilibre de liaison (linkage disequilibrium, LD) : Association non aléatoire d’alleles a
des loci différents.

Dominant :
- Alléle dominant : alléle dont le phénotype associé s’exprime & I’état homozygote et
hétérozygote.
- Transmission dominante d’un caractere / caractére ou affection a déterminisme
dominant : la présence d’une seule copie mutée suffit a entrainer le développement de
la maladie ou I’expression du caractere.

Epigénétique : Domaine étudiant comment I’environnement et I’histoire individuelle influent
sur I’expression des genes, et plus précisement I’ensemble des modifications transmissibles (via
la mitose, et, éventuellement, la méiose) et réversibles de I’expression génique sans altération
des sequences nucléotidiques.

Epigénome : Ensemble des marques épigénétiques, c’est-a-dire ensemble des modifications
réversibles et héritables de I’ADN (sans altération de séquence) d’une cellule, ou d’un ensemble
de cellules, qui régulent I’expression génomique.

Epigénomique : Science étudiant les épigénomes.

Exome : Ensemble des exons.

Exon : Portion exprimée d’un gene, c’est-a-dire transcrite en ARNm, représentée dans I’ARNm
mature puis traduite au sein d’une protéine.

Fluxome : Ensemble des flux métaboliques (de nutriments par exemple) au niveau cellulaire,
tissulaire, d’un organe spécifique ou du corps entier.

Fluxomique : Science étudiant les fluxomes.
Geéne : Déterminant héréditaire pour un caractére, ou partie de I’ADN codant une protéine.

Génétique : Science qui cherche & comprendre I’origine et la transmission des caractéres
héréditaires.

Génome : Ensemble des génes et des séquences intergéniques.

Génomique : Science étudiant la structure, le fonctionnement, la dynamique et I’évolution des
génomes.
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Génomique fonctionnelle : Science d’étude de la fonction et de I’expression du génome par
caractérisation de I’ensemble des transcrits, protéines et métabolites, ainsi que des éléments
interagissant avec ces derniers et des éléments régulant leur expression.

Génomique structurale : Science d’étude de I’architecture (structure et localisation des genes
et séquences intergéniques, variations génomiques...) et de I’évolution des génomes.

Génotype : Ensemble des combinaisons alléliques d’un individu.

Haplotype : Séquences adjacentes d’ADN sur un chromosome.

Héritabilité : Part de variation observée au niveau d’un caractere phénotypique due a des
différences de valeur génétique additive (partie transmissible de la valeur d’un génome) entre
les individus d’une population. Autrement dit, I’héritabilité correspond au rapport entre la
variance des valeurs génétiques additives et la variance phénotypique. Elle est un indicateur de
la facilité de sélection d’un caractere.

Hétérozygote : Individu possédant deux copies différentes d’un marqueur / gene en un locus
donné.

Homozygote : Individu possédant deux copies identiques d’un marqueur / géne en un locus
donné.

InDels : Insertion / Délétion.

Insertion : Mécanisme de mutation correspondant a I’addition d’une séquence d’ADN (d’un a
plusieurs nucléotides) dans une molécule d’ADN donnée.

Interactome : Ensemble des interactions entre macromolécules d’une cellule (réseaux
biologiques)

Intron : Partie d’un gene, située entre deux exons, et éliminée au cours de la maturation de
I’ARNmM.

Marqueur moléculaire : Fragment d’ADN repere (facilement génotypable) pour suivre la
transmission d’un segment de chromosome d’une génération a I’autre (microsatellites, SNP,
etc.). Un marqueur polymorphe présente une variabilité de séquence.

Métabolome : Ensemble des métabolites (acides aminés, acides gras...) présents dans un fluide
biologique.

Métabolomique : Science étudiant les métabolomes.

mMiARN, microARN : courts ARN de 20 a 24 paires de bases, régulateurs post-transcriptionnels
de I’expression génique (répresseurs) par dégradation des ARNm cibles ou inhibition de la
traduction de ces derniers. lls assurent ce rble répressif associés aux protéines de la famille
Argonaute (AGO). Leur expression est tissu-spécifique.

Microtranscriptome, miRNome : Ensemble des microARN.
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Microtranscriptomique, miRNomique : Sous-discipline de la génomique fonctionnelle et de
la transcriptomique, identifiant les miARN, analysant leur expression, leur biogenese, leur
structure, leurs cibles et leurs fonctions biologiques a une échelle génomique, ainsi que leur
role dans la régulation de I’expression génomique.

(Affection) monogeénique : Affection liée a la mutation d’un seul géne.

Mutation : Variation dans la séquence d’ADN, pouvant provoquer une modification apparente
d’un caractére. On parle aussi de variant génétique ou de polymorphisme. Certaines mutations
peuvent avoir une localisation ponctuelle unique (c’est-a-dire ne toucher qu’une base), on parle
de mutation ponctuelle. Le mécanisme peut étre une substitution (a I’origine de SNP), une
insertion, une delétion, une duplication...

Mutation non-sens : Mutation ponctuelle induisant le remplacement d’un codon correspondant
a un acide aminé (codon codant) par un codon stop, a I’origine d’un arrét prématuré de la
traduction. La protéine résultante, tronquée et donc incomplete, est généralement non-
fonctionnelle.

myomiRs : MicroARN speécifiques des muscles squelettiques et cardiaque, dont les niveaux
d’expression sont modifiés en réponse a I’exercice.

Next Generation Sequencing (NGS) : Séquencage de nouvelle génération ou séquencage
massif parallele, par des séquenceurs de haut débit.

Nutrigénomique : Science d’étude des interactions entre génome et nutriments.
Phénome : Ensemble des caractéres phénotypiques.
Phénomique : Science d’étude du phénome.

Phénotype : Au sens large, il s’agit de I’ensemble des caractéres observables d’un individu ;
c’est la manifestation observée de I’expression de I’information génomique propre & un
individu dans le milieu dans lequel ce dernier évolue. Autrement dit, c’est I’ensemble apparent
des performances résultant de I’expression du génome et des effets de milieu sur différents
caracteres.

Protéome : Ensemble des protéines exprimées dans un compartiment cellulaire, une cellule, un
tissu ou un organisme entier.

Protéomique : Science d’étude du protéome, c’est-a-dire étude a grande échelle des protéines,
en particulier de leurs expression, structures, fonctions et interactions, dans un systéme
biologique donné.

Quantitative Trait Locus (QTL) : Région du génome contribuant, par son polymorphisme, a
une partie de la variation de caractére(s) quantitatif(s).

Récessif :

- Allele récessif : alléle dont le phénotype associé s’exprime uniquement a I’état
homozygote.
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- Transmission récessive d’un caractere / caractere ou affection a déterminisme récessif :
le développement de la maladie ou I’expression du caractére phénotypique par
I’individu nécessite la présence de deux alleles identiques.

(Taux de) Recombinaison : Phénomene conduisant & I’apparition dans une cellule ou dans un
individu de fragments d’ ADN (génes ou séquences intergéniques) ou de caracteres héréditaires
dans une association différente de celle observée chez les cellules ou individus parentaux.
Séquencgage : Technique d’identification de la succession linéaire des bases azotés (A, C, T,
G) dans un acide nucléique, ou plus généralement, détermination de I’ordre linéaire des
composants d’une macromolécule.

Single Nucleotide Polymorphism (SNP) : mutation ponctuelle d’une base nucléotidique dans
la séquence d’ADN.

Traduction : Synthése d’une chaine d’acides aminés a partir d’une matrice d’ARNm.
Transcription : Synthese d’ARN a partir d’une matrice d’ ADN.

Transcriptome : Ensemble des transcrits (ARN codés par le génome), reflet direct du niveau
d’expression des genes.

Transcriptomique : Science d’étude des transcrits ; c’est une approche permettant de
quantifier et décrire le transcriptome.

Transposon : Aussi appelé élément transposable / instable / mobile, il s’agit d’un fragment
d’ADN susceptible de se déplacer, de s’exciser, de s’insérer d’un endroit du génome a un autre.
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Prédiction des statuts métabolique et de santé de chevaux d’endurance via I’intégration de données
«omiques » : vers I’identification de biomarqueurs.

RESUME :

Cette thése est composée d’une partie bibliographique et d’une partie expérimentale.

La premiére commence par présenter I’intérét de I’intégration de données de différentes natures (phénomiques,
génomiques, épigénomiques, transcriptomiques et microtranscriptomiques, protéomigues, et métabolomiques) dans
une perspective de prédiction phénotypique (de performance, de santé, zootechnique...) puis donne un panorama
des données « omiques » produites jusqu’a présent chez le cheval, et de leur valorisation dans les domaines de la
recherche, de la médecine vétérinaire et de la gestion des populations. Les méthodes statistiques actuellement
utilisées pour I’analyse et I’intégration de ces jeux de données de trés grandes dimensions sont brievement décrites.
La partie bibliographique recentre ensuite la these sur I’utilisation et I’intégration de données « omiques » pour la
prédiction de performances sportives d’endurance, avec en particulier la présentation du projet IFCE-INRA-Fonds
Eperon GENENDURANCE, programme de recherche de grande envergure spécifiquement dédié a la performance
d’endurance chez le cheval.

La deuxiéme partie de cette thése présente des travaux expérimentaux inscrits dans le cadre du programme
GENENDURANCE, dont les résultats ont fait I’objet d’une publication scientifiqgue (Mach et al., Scientific
Reports | 6:22932 | DOI: 10.1038/srep22932, article paru le 16 mars 2016). Ce travail a permis de montrer que des
relations entre miARN et ARNm sanguins régulés de maniére spécifique par I’exercice d’endurance chez les
chevaux révélent des biomarqueurs uniques de la réponse de stress a I’endurance, et fournissent un apercu du
contréle moléculaire de cette réponse (régulations post-transcriptomiques liées a un effort d’endurance) : 44
miARN réguleraient un ensemble de 351 génes cibles sous-exprimés suite a une course d’endurance, génes
impliqués dans les voies biologiques du métabolisme glucidique, de I’oxydation des acides gras, de la biogenése
mitochondriale et de la réponse immunitaire, et 3 mMIARN (miR-21-5p, miR-181b-5p et miR-505-5p) ont été
validés comme molécules candidates régulatrices de la réponse a I’exercice d’endurance chez le cheval.

MOTS CLES : Cheval, endurance, intégration de données, prédiction de performances, biomarqueurs, miARN.

Prediction of metabolic and health condition of endurance horses through —omic data integration:
towards the identification of biomarkers.

SUMMARY:

This thesis consists in a bibliographic section and an experimental part.

The former sets forth the interest of integrating different kinds of data (phenomic, genomic, epigenomic,
transcriptomic and microtranscriptomic, proteomic, and metabolomic) in the context of a phenotype prediction
(performance, health, zootechnical...). It then provides a general overview of —omic data generated so far on
horses, and of their promotion in the fields of research, veterinary medicine, and management of populations. A
brief outline of statistical methods currently used for analysis and integration of these very large-dimension data
sets is given. The bibliographic part of the thesis then focuses on —omics’ use and integration for athletic
performance prediction in endurance, especially with the presentation of the IFCE-INRA-Fonds Eperon
GENENDURANCE project, a large-scale research program specifically dedicated to endurance performance in
horses.

The latter presents the experimental work within the framework of the GENENDURANCE program, whose results
were the subject of a scientific article (Mach & al., Scientific Reports | 6:22932 | DOI: 10.1038/srep22932, article
published on March 16%, 2016). This work demonstrated that whole blood miRNA-mRNA relationships
specifically regulated by endurance exercise in horses reveal unique biomarkers of the stress response to
endurance, and provide significant insights into the molecular control of this response (post-transcriptomic
regulation associated with endurance exercise): 44 miRNA would indeed regulate a total of 351 target genes,
underexpressed following an endurance race, involved in glucose metabolism, fatty acid oxidation, mitochondrion
biogenesis, and immune response pathways, and 3 miRNA (miR-21-5p, miR-181b-5p and miR-505-5p) have been
confirmed as candidate regulatory molecules for the response to endurance exercise in the horse.

KEYWORDS: Horse, endurance, data integration, performance prediction, biomarkers, miRNA.



