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Introduction

Premiére race de cheval de trait de France en effectif, le Comtois est un cheval trés
apprécié en élevage pour la production, le loisir, ou le travail. C'est grace a leur caractere
calme, leur apparence et leur robe caractéristiques, que les Comtois sont devenus des chevaux
populaires. Ces chevaux de race lourde partagent une morphologie puissante caractérisée par
une taille et un poids importants, une épaisse ossature, et une croupe bien musclée. Leur
robe emblématique est une robe rousse a dorée aux crins blonds qui est communément
appelée bai Comtois, et regroupant en réalité les chevaux alezans crins lavés et les chevaux
bais silver. Cette derniéere robe est notamment déterminée par une dilution de la couleur de
base donnant aux crins un aspect lavés : il s’agit de la dilution silver qui est le résultat
phénotypique d’'une mutation identifiée dans le géne de la protéine (pré)mélanocytaire 17
(PMEL17), et qui est une mutation pléiotrope. En effet, cette mutation est aussi a I'origine du
syndrome connu sous le nom d’ACOM pour Anomalies Congénitales Oculaires Multiples, qui
affecte la santé ophtalmique d’une partie des chevaux de la race. Les chevaux atteints se
regroupent alors en deux groupes. Les hétérozygotes présentent des kystes de |'uvée, tandis
gue les homozygotes présentent les mémes kystes, associés a de multiples et diverses autres
anomalies oculaires. Ce syndrome a été bien décrit sur le plan histologique chez d’autres races
porteuses de la mutation silver mais pas chez le Comtois. Le but de ce travail était de
caractériser précisément les Iésions histologiques observées chez des Comtois, de relier ces
phénotypes au statut génétique des sujets pour la mutation silver, et de comparer les résultats
a ceux obtenus chez les autres races ayant été étudiées.

Dans une premiere partie bibliographique, nous avons présenté I'anatomie et I'histologie de
I'ceil, et les mécanismes génétiques responsables des couleurs des robes équines. Nous avons
par la suite réalisé un état des connaissances actuelles sur la mutation en elle-méme, et les
conséquences observées chez les différentes races étudiées. Une seconde partie, a ensuite
été consacrée a la présentation des résultats de notre étude expérimentale ayant porté sur
I'analyse histologique des Iésions observées sur une cohorte de 27 yeux de chevaux Comtois.

Ftude bibliographique

A. ANATOMIE ET FONCTION DE L’CEIL, ASPECT HISTOLOGIQUE NORMAL

Chez les chevaux, la vision est fondamentale a leur survie en tant que proies pour d’autres
especes, et essentielle pour leur utilité a 'THomme. Il a été montré que la position des yeux
leur conférait une vision de 146° pour chaque ceil et de 65-80° en vision binoculaire. Ceci leur
permet au total une vision panoramique estimée a 350° et une vision verticale estimée a 178°
en condition optimale (1) (Figure 1). De méme, il a été montré que leur large pupille leur
permettait une entrée accrue de lumiére.
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Champ binoculaire Champ monoculaire Points aveugles

Figure 1 : Champs visuels du cheval, modifié d'aprés (1)
Le champ binoculaire s’étend a 65° tandis que le champ monoculaire s’étend a 146° pour chaque ceil. Les points aveugles
sont réduits.

|. Rappel d’anatomie générale du globe oculaire

Il a été mis en évidence que le globe oculaire est composé de trois principales couches. La
couche externe fibreuse est formée par un segment postérieur opaque : la sclere, poursuivie
par une portion antérieure transparente : la cornée. Elle assure la protection et le maintien du
globe. La couche suivante est I'uvée qui est composée de la choroide, des corps ciliaires et de
I'iris. Elle est richement vascularisée et pigmentée et assure a la fois le rble nutritif,
I’évacuation des déchets et joue un réle dans la modification de l'intensité lumineuse. La
rétine et le nerf optique forment la derniére couche ou couche nerveuse, responsable de la
transmission de l'information visuelle au cerveau (Figure 2). Ces couches concentriques
entourent le milieu interne et transparent de I'ceil composé de ’lhumeur aqueuse, du cristallin
et de 'humeur vitreuse qui réfractent et transmettent la lumiére jusqu’a la rétine, tout en
assurant la pression interne nécessaire a I'intégrité du globe. (2,3)

Figure 2 : Anatomie de I'ceil en vue latérale, d'apres (2)
Couche jaune et blanche : tunique fibreuse ; Couche noire : uvée ; Couche grise : tunique nerveuse
Co : cornée ; S : sclére ; Ch : choroide ; CB : corps ciliaire ; | : iris ; R : rétine ; ON : nerf optique
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Il. Orientation de I'ceil

L’'ceil est de forme sphérique, ce qui lui confere trois axes (antéro-postérieur, horizontal, et
vertical) de dimensions quasi identiques malgré un tres léger aplatissement antéro-
postérieur. Pour orienter un ceil issu d’énucléation, il est possible d’'utiliser les critéres
suivants : la cornée est plus large sur le plan horizontal, le nerf optique se trouve en position
médio-ventrale et légérement latérale par rapport au plan sagittal, enfin les restes de
membrane nictitante se trouveront en position médiale. (2)

Ceci permet donc de déterminer facilement les péles dorsal, ventral, médial/nasal et
latéral/temporal des yeux traités (Figure 3).

#_ TEMPORAL

4
VENTRAL fat X/

VENTRAL

Figure 3 : Orientation de I'ceil (photographies Juliette Lafitte)
Position des péles dorsal, ventral, nasal, temporal et de la membrane nictitante sur un cheval Comtois et sur un ceil énuclée.

IIl. La couche externe

La couche sclérocornéenne forme une capsule fibroélastique résistante autour de I'ceil. Les
cing sixiemes postérieurs correspondent a la sclére ou sclérotique qui est opaque. C'est le lieu
d’insertion des muscles extraoculaires, tandis que la portion antérieure et transparente
constitue la cornée (3).

1. La cornée

La cornée est la portion antérieure et transparente de la tunique fibreuse du globe, faisant
protrusion au pole rostral de celui-ci. Elle transmet et réfracte la lumiére qui la traverse grace
a son caractére convexe en face externe et concave en face interne. Son entretien, c’est-a-
dire sa nutrition et son nettoyage, est assuré par I'humeur aqueuse, le film lacrymal
précornéen, et par diffusion au travers des vaisseaux limbiques. Elle est richement innervée,
essentiellement par des nocicepteurs. La cornée se compose de quatre couches de la plus
externe a la plus interne : I'épithélium, le stroma, la membrane de Descemet et I'endothélium
(Figure 4&5) (3) .

1.1 L’epITHELIUM non kératinisé, squameux et stratifié présente des microplis a I'apex retenant
le film lacrymal. Il est composé de huit a 12 couches cellulaires lui conférant une épaisseur de
117 a 141 um d’épaisseur soit environ 10 % de I'épaisseur totale de la cornée (2). Les cellules
sont organisées pour remplacer au fur a mesure les cellules les plus superficielles en
desquamation. Les cellules basales sont de grandes cellules avec une base plate et un apex
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arrondi qui sont solidement ancrées par des hémidesmosomes a la membrane basale. Cette
membrane sert de barriére empéchant I'eau de rentrer dans le stroma cornéen.

- - . - S Cellules squameuses
< =
- 4— Cellules pavimenteuses

@®)e .‘r. @ ® . . . . .‘ @<\ Cellules basales

A

Comea' nerve -y | Membrane basale

Stroma

Figure 4 : Schéma de coupe histologique d'épithélium cornéen
Deux-trois couches de cellules squameuses non kératinisées, deux-trois couches de cellules pavimenteuses, une couche de
cellules basales, la membrane basale, et les nerfs cornéens, d’apreés (3)

MD

Figure 5 : Coupe histologique de cornée (photographie Juliette Lafitte)
EA : Epithélium antérieur, S : stroma, MD : Membrane de Descemet, E : endothélium, CB : cellules basales, CP : cellules
pavimenteuses et CS : cellules squameuses

1.2 Le STROMA correspond a environ 90 % de I'épaisseur de la cornée et est composé de
lamelles transparentes de collagene, de protéoglycanes associés a des GAGs, et des
glycoprotéines. Entre les lamelles se trouvent de rares kératinocytes (fibroblastes a noyau
allongé et a cytoplasme peu abondant) dont les extensions forment et maintiennent les
lamelles du stroma. lls synthétisent également la substance fondamentale dans laquelle
baignent les lamelles et les kératinocytes. Toutes les fibres de collagéne d’une lamelle sont
paralleles mais varient beaucoup d’orientation entre les différentes lamelles. L’organisation
précise de ces lamelles assure la transparence de la cornée (99 % de la lumiére transmise
d’apres (4)). Cette transparence dépend aussi de la bonne hydratation du stroma, dont il a été
montré qu’elle devait étre comprise entre 72 et 78 % (5).
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1.3. LA MEMBRANE DE DESCEMET est formée de microfilaments intercroisés de maniere
hexagonale contenant du collagene de type VIII (inhabituel dans les autres membranes
basales). Elle est synthétisée par les cellules endothéliales adjacentes.

1.4. L'ENDOTHELIUM est un épithélium pavimenteux simple avec une seule rangée de cellules
polygonales, squameux. Sa fonction est double : il évacue I'eau du stroma via des pompes
énergie dépendantes Na+/K+ (ATPase et anhydrase carbonique) afin d’éviter I’hydratation
excessive du stroma qui causerait |'opacification de la cornée, et il produit les protéines
nécessaires a la formation de la membrane de Descemet (3).

2. La sclere

La sclere constitue le blanc de I'ceil et comporte trois couches qui sont de I'extérieur vers
I'intérieur : le tissu épiscléral vascularisé, le stroma (tissu conjonctif dense constitué de
collagene) et la suprachoroide (tissu conjonctif lache contenant des fibroblastes et des
mélanocytes) (6).

3. Le limbe

Au niveau de la jonction entre la cornée et la sclere, il a été mis en évidence que la sclére
passait au-dessus de la cornée. L'épithélium cornéen se changeait progressivement en un
épithélium conjonctif. Les fibres organisées de collagéne du stroma devenaient plus
désorganisées et associées a des fibres élastiques. La membrane limitante (de Descemet) se
séparait et les cellules de I'endothélium devenaient plus larges. Les seuls vaisseaux qui
alimentaient la cornée se trouvaient au niveau du limbe (7).

IV. L'uvée

L'uvée correspond a la tunique vasculaire qui est pigmentée et richement vascularisée. Elle
contient également des muscles lisses (6).

1. La choroide

La choroide repose entre la sclére et la rétine, au niveau des cing sixiemes postérieurs de |’ ceil
et elle représente le support nutritif de la rétine. Sa riche pigmentation permet I'absorption
de la lumiére traversée par la rétine. Elle est composée de quatre couches :

- la supra choroide contient des fibroblastes et des mélanocytes ;

- la couche des vaisseaux contient de gros vaisseaux sanguins ;

- la couche choriocapillaire contient des capillaires ;

- la membrane de Briich est située entre la choroide et la rétine et comporte une lame

basale et des fibres de collagéne et élastiques.

2. Le corps ciliaire

C’est la partie de 'uvée située entre I'ora serrata et l'iris, correspondant a un épaississement
circonférentiel de I'uvée sous le limbe. Il est composé de nombreux proces ciliaires qui sont
des replis radiaires sécrétant I’humeur aqueuse et formant la couronne ciliaire a laquelle est
fixé le ligament suspenseur du cristallin ou zonule. Il contient trois couches de muscles lisses
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dont le tonus contréle la forme du cristallin par I'intermédiaire du ligament suspenseur. |l est
en continuité avec la couche des vaisseaux et la couche choriocapillaire. La face interne du
corps ciliaire est bordée par une double couche d’épithélium cubique contenant une couche
interne non pigmentée et une couche externe pigmentée. La couche la plus profonde, trés
pigmentée correspond au prolongement antérieur de la couche épithéliale pigmentaire de la
rétine, tandis que la couche superficielle non pigmentée est |'extension antérieure non
photosensible de la couche des photorécepteurs de la rétine (Figure 6).

.
e

.;'
o e

Figure 6 : Coupe histologique du corps ciliaire, d'aprés (7)
PC : Proceés ciliaire ; E : Epithélium cubique

3. I"iris

L'iris est la partie la plus antérieure de la couche uvéale de I'ceil. Il nait du corps ciliaire et
forme un diaphragme devant le cristallin, divisant ainsi le compartiment antérieur de I'ceil en
une chambre postérieure et une chambre antérieure, qui communiquent entre elles par la
pupille. Il fonctionne comme un diaphragme variable qui régle la quantité de lumiére
atteignant la rétine. Les chambres antérieures et postérieures sont remplies d’humeur
aqueuse sécrétée dans la chambre antérieure par le corps ciliaire et circulant a travers la
pupille pour se drainer dans le canal de Schlemm, situé a I'angle de la chambre antérieure.
L’humeur aqueuse est a la fois un milieu nutritif pour les tissus non vascularisés comme la
cornée et le cristallin, un milieu transparent permettant la diffusion de la lumiére, et un liquide
dont le volume et la pression maintiennent la forme de la cornée (3,8).

L'iris est constitué (Figure 7) :

- du stroma irien qui correspond a la majeure partie de l'iris. C'est un tissu lache trés
vascularisée pigmenté en raison de la présence de nombreux mélanocytes dispersés
dans son chorion, lui-méme composé d’un maillage lache de fibres de collagéne et de
matrice amorphe. Il est bordé a sa surface antérieure par une couche discontinue de
fibroblastes et de mélanocytes non vascularisés. Il contient également les fibres lisses
du muscles sphincter de la pupille, orientées de maniére circulaire ;

- d’un épithélium postérieur composé d’une bicouche de cellules épithéliales opposées
par leur partie apicale. La couche interne ou postérieure de l'iris est fortement
pigmentée et provient du prolongement de I'épithélium non pigmenté du corps
ciliaire. La couche antérieure ou externe est légérement pigmentée et provient de
I’épithélium pigmenté du corps ciliaire. Elle forme une lame de cellules myoépithéliales
constituant le muscle dilatateur de la pupille dans leur partie basale, et une véritable
structure épithéliale dans leur partie apicale (3).
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Figure 7 : Coupe histologique d’iris, modifié d'aprés (8)
CA : Chambre Antérieure ; CP : Chambre Postérieure ; MCP : Muscle Constricteur ou Sphincter de la pupille ; S : Stroma ; PIE :
Epithélium Postérieur de I'lris

Chez les ongulés, une particularité anatomique a été mise en évidence : il s’agit des grains
iriens, aussi appelés granula iridica ou encore corpora nigra. Ce sont de petites masses noires,
visibles a I'ceil nu qui se trouvent aux marges dorsales et ventrales de la pupille. Il s’agit en fait
de proliférations locales des deux couches épithéliales de l'iris qui se projettent dans la
chambre antérieure (Figure 8). lls agissent comme des pare-soleil envers les rayons lumineux
venant du dessus et ceux réfléchis sur le sol venant du dessous. Ils complétent ainsi la
contraction pupillaire lorsque la lumiére est tres vive, pouvant méme fusionner au centre de
la pupille. De plus, ils sécrétent de I’humeur aqueuse et les quelques myocytes qui se trouvent
parfois dans la partie basale de ces grains iriens suggérent qu’ils ont également un role actif
dans le changement de taille de la pupille (3).

Grains iriens

Figure 8 : (A) Microphotographie d’un grain irien, d'apres (7) (B) Photographie d’un ceil avec grains iriens, d’apres (1)
SM : Muscle sphincter ; PE : Epithélium postérieur ; G : Grain irien

V. La couche nerveuse

1. La rétine visuelle

Il a été montré que la rétine photosensible formait la couche de revétement la plus interne du
compartiment postérieur de I'ceil, et se terminait au niveau d'une ligne festonnée en arriére
du corps ciliaire appelée ora serrata. L’axe visuel de I'ceil passe par une dépression de la rétine
appelée fovéa, qui est entourée d'une zone pigmentée jaune appelée tache jaune ou macula
lutea. La fovéa correspond a la zone l'acuité visuelle maximale. En arriere, les fibres nerveuses
afférentes provenant de la rétine convergent pour former le nerf optique qui quitte I'ceil a
travers une région de la sclére appelé lame criblée. La rétine recouvrant la lame criblée est
dépourvue de photorécepteur d'oli son nom de tache aveugle (Figure 9) (8).

23



Cristallin <«——— Cornée

Ligament suspenseur (zonule)

Ora serrata
Rétine Corps ciliaire
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Figure 9 : Anatomie de I'ceil en vue dorsale, modifié d’apreés (8)
La rétine visuelle tapisse le compartiment postérieur de I’ceil en commengant de part et d’autre au niveau de I'ora serrata.
La fovéa est une dépression de la rétine qui correspond a la zone d’acuité maximale. Les fibres nerveuses provenant de la
rétine se rejoignent ensuite au niveau de la tache aveugle qui est dépourvue de photorécepteurs, et forment le nerf optique.

La rétine visuelle est composée de trois types de cellules: des neurones, des cellules
épithéliales pigmentaires de soutien, et des neurones. Les neurones se répartissent eux-
mémes en trois groupes fonctionnels : les photorécepteurs (cellules a cones et a batonnets),
les cellules des fibres afférentes passants dans les nerf optique, et un groupe de neurones
interposés entre ces deux premiers types qui integre l'influx sensoriel venant des
photorécepteurs, avant de la transmettre au cortex cérébral. Ces neurones intégrateurs sont
aussi de trois types : cellules bipolaires, cellules horizontales, et cellules a amacrines.

La rétine visuelle a la structure histologique suivante, de la couche la plus externe de I'ceil a la
plus interne en contact avec ’lhumeur aqueuse (Figure 10) :

- UEPITHELIUM pigmentaire (RPE) adhérent a la choroide, constitué d'une assise
monocellulaires reposant sur la membrane de Bruch qui la sépare de la choroide ;

- LA COUCHE DES CONES et batonnets ;

- LA MEMBRANE LIMITANTE EXTERNE, formée par les complexes de jonction des
photorécepteurs et des prolongements des cellules de soutien dites cellules de Miiller.
Ce n’est pas une vraie membrane mais une fine structure éosinophile ;

- LA COUCHE DES GRAINS EXTERNES, constituée des corps cellulaires des photorécepteurs
avec uniquement des cones au niveau de la fovea centralis ;

- LA COUCHE PLEXIFORME EXTERNE, qui est le siége des synapses entre le axones des
photorécepteurs et les prolongements des cellules bipolaires et horizontales ;

- LA COUCHE DES GRAINS INTERNES, contenant les corps cellulaires des cellules de Muller, des
cellules amacrines (cellules d’association), des cellules bipolaires et des cellules
horizontales ;
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- LA COUCHE PLEXIFORME INTERNE, contenant les connexions synaptiques entre les dendrites
des cellules ganglionnaires et les axones des cellules bipolaires. Elle contient aussi les
prolongements des cellules de Miiller et des cellules amacrines ;

- LA COUCHE DES CELLULES GANGLIONNAIRES, contenant les corps cellulaires des neurones
multipolaires dont les axones forment le nerf optique et les cellules gliales ;

- LA COUCHE DES FIBRES DU NERF OPTIQUE, constituée par les axones non myélinisés des
cellules ganglionnaires rassemblées ;

- LA MEMBRANE LIMITANTE EXTERNE, partie la plus interne de la rétine du corps vitré qui
comporte I'extrémité des prolongements cytoplasmiques des cellules de Miller (8).

\\ \\ \\Lumiére Corps vitré
— ‘Membrane limitante

interne 10— N = " -
Fibres nerveuses . e i . A9
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Couche plexiforme . 4 » »
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Figure 10 : Représentation schématique de la rétine et coupe histologique de rétine, d'apreés (8)

De la couche externe (en bas) a la plus interne (en haut) : les cellules épithéliale pigmentée (1), les photorécepteurs (2), la
membrane limitante externe (3), la couche des grains externe constituée des corps cellulaires des photorécepteurs (4), la
couche plexiforme externe (5), la couche nucléaire externe (6), la couche plexiforme interne (7), les cellules ganglionnaires
(8), les fibres du nerf optique (9), la membrane limitante interne (10).

2. La rétine ciliaire et la rétine irienne

En région ciliaire et irienne, la rétine correspond a une fine couche épithéliale de cellules
prismatiques et pigmentées (6).

VI. Le cristallin

Le cristallin est une lentille élastique biconvexe et transparente qui fait converger les rayons
lumineux sur la rétine. Associé au ligament suspenseur et au corps ciliaire, il délimite le
compartiment antérieur et le compartiment postérieur. Ce dernier est rempli d’un gel
transparent appelé corps vitré qui soutient le cristallin et la rétine de I'intérieur. Il représente
également un milieu optique ne modifiant pas I'indice de réfraction du cristallin. Les cellules
du cristallin sont des cellules épithéliales tres modifiées. Les cellules centrales maturent en
perdant leur noyau pour former les fibres cristalliennes en prismes hexagonaux trés allongés.
Le cristallin comprend trois couches (Figure 11) :
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- une épaisse membrane basale épithéliale constituant la capsule du cristallin ;

- un épithélium cubique simple sur la face antérieure de cellules ayant gardé leur noyau
qui fusionnent avec les cellules prolifératives résiduelles du bord équatorial du
cristallin. Cette couche cellulaire repose sous la capsule et n'existe pas au niveau de la
face postérieure du cristallin ;

- des fibres cristalliennes qui sont des cellules épithéliales modifiées provenant de
I’équateur du cristallin.

La substance cristallienne et particulierement exposée aux distorsions artéfactuelles au cours
des préparations histologiques (8).

Figure 11 : Coupe histologique du cristallin, d'aprés (8)
A : épithélium cubique antérieur ; Cap : capsule

B. LA RACE COMTOIS

I. L"histoire du cheval Comtois

La race Comtois a connu une période de gloire a I'heure de ses origines jusqu'a la fin du XVIII®
siecle, au cours duquel divers événements historiques ont précipité sa chute. Au XIX® siecle,
ce déclin s’est accentué, quasiment jusqu’a I'épuisement de la race, en raison des
prélevements importants faits par I'armée, et de la mauvaise politique appliquée a tout
I’élevage francais. Ce n'est qu’a la fin du XX® siécle qu'un regain pour la race lui permettra
d'enregistrer une augmentation des effectifs (9).

1. Origines : du Ve au XIXe siecle

Le cheval Comtois aussi appelé Franc-Comtois ou Trait Comtois, est originaire comme son nom
I'indique, de Franche-Comté, région a I'Est de la France, autrefois appelée Séquanie. C’est le
plus probablement au Ve siecle, vers 410, que les Burgondes (peuplade germanique provenant
de Poméranie et de la baltique) envahissent la Gaule, emmenant avec eux de nombreux
chevaux de race germanique Equus caballus germanicus. Des I'époque romaine, on
commence a écrire sur ce petit cheval rustique et de bon caractére des montagnes de Franche-
Comté, comme en témoigne I'écrit de Vegece dans son Digesta artis mulomedicae (traité sur
I’art vétérinaire) ou il qualifie les chevaux des montagnes du Doubs comme « bons et de
longue durée au travail » (9,10).
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Plus tard au Moyen-Age, les croisé de Franche-Comté partent a la guerre sainte sur des
chevaux du pays (11). Au XVI¢siecle, il est le fidele destrier des seigneurs de Franche-Comté
qui s’adonnent aux tournois qui sont alors tres a la mode. En 1590, Gollut déclarait « il est
prompt et vite a la course (..) les hommes de guerre le choisissent (...) parce qu'ils le
connaissent comme courageux, ne refusant pas le choc, long a la peine et ne se dégoltant pas
facilement » (9,11).

Jusqu'au XVI¢ siécle, le Comtois ne quitte les paturages du haut Doubs que pour les conflits
gallo-romains et les croisades. Puis il gagne la Bourgogne au milieu du XVI¢ siécle et il devient
également trées demandé par les italiens au XVII¢ siecle. Cheval guerrier, il est également utilisé
lors de la guerre de dix ans (1635-1645), puis réquisitionné lors de la Révolution. Louis XIV puis
Napoléon ler I'adopterent aussi bien pour leur cavalerie que pour tirer artillerie et carrosses.
Le comte de Montendre écrira d’ailleurs plus tard a propos des guerres napoléoniennes
qu' « elles n'ont eu que I'avantage de mettre en valeur a c6té du cheval ardennais la rusticité
et le courage des chevaux comtois ». Au cours du XVII® et XVIII¢ siecle, le Comtois se répand
en Champagne, en Brie, dans le Berry, le Nivernais, la Bresse, et le Lyonnais. C'est Damalix
I'ainé, artiste vétérinaire a Besangon, qui réalise la premiére description du Comtois : « je fus
agrément agréablement surpris a ma premiére visite en 1774 a Avoudrey, Fuans, Morteau, le
Russey, Maiche, de voir des chevaux de forte taille et d'une structure solide et réguliere, la
téte assez belle et bien placée, I'ceil vif, I'encolure bien rouée et ornée d'une criniére longue
et touffue, le garrot relevé, le poitrail est bien ouvert, la c6te arrondie, le rein double, les
jambes non trop garnies de poils, un bon aplomb une démarche fiere et assurée. » (12)

A cette époque, le Comtois est trés utilisé dans les activités de commerce jusqu’a I'arrivé des
chemins de fer (premiere ligne mise en service en 1827), ou encore pour tirer des diligences
de « malle poste » pour acheminer le courrier. |l est aussi a I'attelage des médecins,
commercants ou encore vétérinaires. Enfin, il trouve sa place dans les campagnes franc-
comtoises en tant que compagnon de labeur quotidien de nombreux paysans. En effet il est
essentiel pour effectuer les travaux des champs comme le labour, le passage de la herse, la
récolte des fourrages, le débardage des bois ou le travail de la vigne (Figure 12) (9,11,13).

Figure 12 : Comtois au travail
De gauche a droite : Tandem prét a partir en livraison, attelage en paire emmenant les mariés, deux étalons a la charrue,
d'apres (11)

Par ailleurs, au début des années 1800, la mode est au croisement avec les races de selle. Ceci
accroit le déclin des races de trait comme la race Comtoise. Le ministére de I'intérieur pense
alors que les chevaux du Doubs ne peuvent s’améliorer que par leur croisement avec des
étalons de races supérieures, telles que le Pur-sang Anglais, I’Anglo-normand ou le Normand.
On peut notamment noter en 1829 la création de prime de conservation qui sont attribués
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aux éleveurs qui détiennent les juments et les pouliches les plus fines. En 1860, la volonté
gouvernementale s'intensifie puisque celui-ci retire tous les étalons de trait des haras. Il ne
reste alors que 17 étalons approuvés ol autorisés dans le Doubs. A Partir de 1870, les éleveurs
de la région s’opposent a ces directives et choisissent de croiser leurs chevaux avec des
Percherons et des Traits Bretons, mais le résultat n’est pas plus réussi. Ces différents
croisements infructueux menent le Comtois de I'époque a étre décrit comme un modele de
laideur lent, mou, et défectueux dans sa conformation (Figures 13&14) (9,14,15).

Figure 13 : Le cheval Comtois en 1895, d'apres (15) Figure 14 : Le cheval Comtois en 1896, d’apres (14)
Résultat de conformation et d’aspect des chevaux Comtois suite aux croisements effectués avec des chevaux de races
supérieures comme le Pur-sang Anglais, I’Anglo-normand ou le Normand, puis avec des races de trait comme le Percheron
ou le Trait Berton.

2. Prise en charge de la race a partir du XXe siecle

A la fin du XIXe siécle, la race Comtoise traverse une grande crise et son avenir semble bien
compromis. Mais l'insistance des conseillers généraux de toute la France et des éleveurs de
chevaux de trait auprés des haras nationaux et de |'état, finissent par porter leurs fruits au
début du XX¢ siécle. En effet, les haras décident en 1905 d'acheter en Belgique un étalon
ardennais nommeé Beuzet, de robe rouanne, de 1m58 au garrot, qui aura un trés grand succes,
entrainant assez vite l'arrivée d'autres étalons ardennais. Ce croisement est une réussite
totale puisqu'il apporte au Comtois des caractéristiques morphologiques intéressantes
comme une profondeur de poitrine, des membres plus forts, et une taille au garrot plus élevée

(9).

En 1910, le premier concours d’élevage a lieu a Maiche (Doubs), puis en 1919, quelques
éleveurs constituent le « Syndicat d’élevage du cheval Comtois » et créent en méme temps le
stud-book de la race. Son but est alors d’améliorer la race grace a une sélection rationnelle
pour retrouver une race homogeéne et harmonieuse. Il permet notamment a un concours
d’étalons de voir le jour en 1921 dont les régles évolueront dans le temps (9,13).

A cette méme époque, on note une prédominance de la robe baie chez les étalons (90 %),
guelques cas de robes noires, et trés peu de robes alezan. La taille varie alors entre 1m43 et
1m57 au garrot. A partir des années 1940, la robe évolue cette fois-ci vers les modeéles alezan
ou rouan. Cette évolution est la conséquence de I'arrivée d'un étalon ardennais alezan nommé
Questeur, qui donnera 60 géniteurs dont les deux tiers présentent une robe alezane avec une
criniere tres longue et soyeuse caractéristique du Comtois actuel (9,11).
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ll. Le Comtois aujourd’hui

Actuellement, et depuis janvier 2003, le syndicat s’est changé en association : I’Association
Nationale du Cheval de Trait Comtois (ANCTC). Ses buts sont la défense des intéréts des
éleveurs, la promotion de la production dans tous les débouchés. Dans cet objectif,
I'association tente de développer de nouveaux marchés et de renforcer les débouchés
existants : le marché boucher, le loisir avec une labellisation Comtois dressé a I'attelage, le
retour a la traction animale dans le travail des vignes, ou encore le débardage. On note
d’ailleurs un regain d’intérét pour la traction animale dans le cadre des réflexions écologiques
actuelles (10,13).

Depuis 2002, en France, la race Comtoise représente la deuxieme race en terme de nombre
de saillies (derriére le trotteur) et la quatriéeme race en terme de nombre d’élevages (derriere
le Selle Frangais, le Trotteur, et le Pur-sang) (16).

D’apres le stud-book actuel, le standard de la race Comtoise est le suivant : « un format moyen
avec une taille variant de 1,50 a 1,65m au garrot pour un poids variant de 650 a 800kg environ.
Sa téte est expressive avec un ceil vif et des petites oreilles trés mobiles et bien plantées. Son
avant main est puissante avec une encolure droite et musclée, une épaule longue, inclinée et
large, un garrot bien sorti, un poitrail large et une poitrine profonde. Son corps est compact
avec une cOte arrondie mais sans exces, un dos droit et des reins courts et bien attachés , une
croupe large avec une cuisse bien descendue. Ses membres sont secs et bien trempés avec
des articulations fortes, des tendons et des jarrets nets et sans tare, et de bons aplombs.
Enfin sa robe caractéristique est le plus souvent alezan foncé ou cuivré avec des crins lavés.
La robe baie est rare mais acceptée. Les balzanes et listes en téte sont a éviter, par contre un
frison clair couvrant les tendons est apprécié » (13).

D’aprés I'IFCE, on comptait 2015 éleveurs de Comtois en 2020 contre 2 337 en 2015. De
méme, une baisse de 3 % du nombre d’étalons a été observée en un an, avec une tendance
générale a la baisse depuis plusieurs années (707 en 2021 contre 803 en 2015). Cependant,
3203 naissances ont été recensées en 2020, représentant une légere hausse de 2 % par
rapport a 2019, mais une baisse de 200 naissances par rapport a 2015. Par ailleurs 30 % de
Comtois étaient immatriculés en Franche-Comté en 2020 (Figure 15) (16).

Figure 15 : Répartition démographique du Comtois en France, d'apres (12) au 20/10/2021.
En 2020, la majorité des Comtois étaient immatriculés en région Auvergne Rhéne-Alpes (1071) et en Franche Comté (957).
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lll. La consanguinité chez le Comtois

La consanguinité est devenue un sujet de préoccupation dans la race Comtoise, a partir de la
renaissance de la race au début du 20e siécle. En effet, le sauvetage de la race s'est fait a partir
de quelques chevaux de race Ardennaise, qui ont été largement utilisés. De plus, le choix des
étalons s'est longtemps fait en fonction de leur morphologie, sans se soucier de leurs origines.
On peut notamment citer le premier étalon Ardennais, Beuzet, qui fut envoyé en 1905 a la
station de Maiche, ou encore Donck, en 1927 qui fit son apparition dans la campagne doubiste
et resta en service durant 16 ans, donnant de nombreux fils dont plusieurs devinrent
également des étalons. Le plus connu d’entre eux, Jongleur, engendra a son tour Quester, qui
donna naissance a 21 étalons dont six furent achetés par les haras (Figures 16&17) (11,13).

En 1962, parmi 83 étalons faisant de la monte, 35 avaient du sang de Questeur. En 2005, parmi
153 étalons en activité 100 % descendaient de Donck, dont la quasi-totalité par Questeur.

Figure 16 : Jongleur (a gauche) et Questeur (a droite), d’apres (13)
Jongleur est un étalon croisé Ardennais et Comtois ayant grandement participé aux programmes de reproduction de la race
Comtoise au début du 20¢ siecle. Questeur, son fils, né en 1938, fut également un étalon fondateur pour la race Comtoise

Une analyse réalisée par Louis-Bertrand Poux (9) sur 10 ans et regroupant 743 étalons de
Franche-Comté, a montré que 245 d’entre eux avaient au moins un ancétre commun parmi
les aieux pris sur quatre générations, soit environ 33 %. Plus précisément, 21 d'entre eux
avaient un coefficient de consanguinité supérieure a 5 %, 47 avaient un coefficient compris
entre 3 et 5 %, 81 avaient un coefficient compris entre 1 et 3 %, et 96 étaient dotés d'un
coefficient inférieur a 1 %. La consanguinité était donc non négligeable, mais cette
consanguinité évoluait a bas bruit puisque moins de 3 % des individus avaient un coefficient
supérieur a 5 % (Tableau | & Figure 17) (9).

Tableau | : Coefficients de consanguinité chez 245 étalons Comtois, d’aprés ((9) .
Etude réalisée entre 1995 et 2005 chez 743 étalons reproducteurs Comtois dont 33 % (n=245) étaient consanguins.

Coefficient de consanguinité Nombre Pourcentage de I'effectif total
Supérieur a 5% 21 2,8%
3-5% 47 6,3 %
1-3% 81 10,9 %
Inférieura 1 % 96 12,9 %
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Figure 17 : Figure 18 : Evolution du coefficient moyen de consanguinité
Etude réalisée entre 1995 et 2005 chez 743 étalons reproducteurs Comtois, d’aprés (9) .

C. LA ROBE DU COMTOIS

l. Généralités sur la génétique des robes éguines

1. Les robes de base

Il a été référencé trois couleurs de robes de base chez les chevaux : I’alezan, le noir, et le bai.
Ces couleurs reposent sur deux pigments: I'eumélanine (pigment brun-noir) et la
phéomélanine (pigment jaune-rouge). Selon la répartition de ces deux pigments, la robe sera
soit entierement noire, soit rouge mais aux extrémités noires (robe baie) soit entierement
jaune rouge (robe alezane). Par ailleurs, chacune de ces trois robes de base présente une
grande variété de teintes et de nuances (17).

Selon I'Institut Frangais du Cheval et de I’Equitation (IFCE), la robe noire se caractérise par des
poils, des crins et une peau noirs avec des yeux foncés. Le bai se caractérise par des poils
fauves (teintes variables), des crins et des extrémités (bas des membres, bout du nez, bout
des oreilles) noirs, la peau noire et les yeux foncés. Enfin, I'alezan est caractérisé par des poils
et des crins fauves (variantes possibles), une peau parfois assez claire mais pas rose, et des
yeux foncés. « Les crins peuvent étre plus clairs que la robe mais en aucun cas, les extrémités
(le bas des membres, le bout du nez et le bout des oreilles) ou les crins ne peuvent étre noirs »
(18).

Plusieurs locus et génes ont été identifiés pour la couleur de la robe du cheval (17). Nous ne
présenterons ici que les locus et genes impliqués dans la robe du Comtois.

a) LE LOCUS EXTENSION ET LE GENE MIC1R (MELANOCORTIN-1 RECEPTOR)

Ce locus est responsable de la présence ou non du pigment noir. |l code le récepteur a la
melanocortin-1 ou MC1R localisé a la surface des mélanocytes. Ce récepteur est activé par
I’'hormone de stimulation du mélanocyte (MSH) qui active une cascade de réactions chimiques
aboutissant a la production d’eumélanine. Selon I'alléle, le géne déterminera si le cheval est
alezan (sans poils noirs) ou bai/noir (avec présence du poils noirs). Deux alléles ont été
identifiés :
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- Ealléle sauvage dominant qui permet la production des pigments noir et rouge ;
- e allele muté récessif qui ne permet pas la production du pigment noir.

Les chevaux avec un génotype e/e ont un récepteur inactif, rendant impossible la transmission
du message de la MSH.

L’allele E est dominant par rapport a I'allele e. Un cheval alezan possede donc toujours deux
alleles e, il est homozygote e/e (17).

b) LE LOCUS AGOUTI ET LE GENE ASIP (AGOUTI SIGNALING PROTEIN)
Ce locus code la protéine ASIP qui restreint ou non les pigments noirs aux extrémités du cheval
(crins, membres). En effet cette protéine a la capacité de bloquer le récepteur MC1R. Lorsque
le récepteur est bloqué, il n'y a pas de stimulus pour la production d'eumélanine, donc seule
la synthése de phéomélanine se produit (19). Deux alleles ont été identifiés :

- Aallele dominant qui restreint le noir aux extrémités.

- a alléle récessif qui conduit a I'absence de phéomélanine.

C'est ce gene qui différencie les chevaux noirs des chevaux bais. Il n'a aucun effet sur les
chevaux alezan car ces derniers ne produisent pas d’eumélanine du fait de la présence de la
mutation e. On parle d’épistasie pour qualifier cette interaction (17).

La Figure 19 présente un résumé de 'action de ASIP et MC1R sur la robe.

-/-. e/e a/a, E/- A/-, E/-
Récepteur MC1R non Protéine ASIP non Protéine ASIP fonctionnelle qui
fonctionnel : ni MSH ni fonctionnelle qui ne peut se lie a MCR1 et empéche la
ASIP ne peuvent se lier pas se lier a MCR1 liaison de MSH

L o
L4 °
L] , é o . 4 $
A e Eumélanosomes Pheomelanosomes;’ > 8

° <) °

Phéomélanosomes . */ MCR1 : MCR1
& a®
¥ \

Alezan Noir Bai

Figure 19 : Résumé des génotypes et phénotypes associés a ASIP et MC1R, modifié d’apres (17).

Un tiret signifie que la nature de I'alléle n’importe pas. MSH : Hormone de stimulation du mélanocyte ; MCI1R : Récepteur a la
meélanocortine-1; ASIP : Protéine signal d’Agouti. La liaison de MSH a MIC1R entraine la production d’eumélanine. ASIP est un
antagoniste de MISH : lorsque que ASIP est lié a MIC1R, MSH ne peut se lier et la production d’eumélanine est inhibée et c’est
de la phéomélanine qui est produite.

Lorsque I'alléle dominant de MCIR est présent (E), le récepteur est capable de répondre a ASIP et a MSH et donc de produire
les deux types de pigments. La nature du pigment produit dépend ensuite du génotype pour le locus ASIP. Si, au contraire, le
cheval posséde les 2 alléles récessifs de MICIR (e/e), le récepteur n’est pas fonctionnel et seule la phéomélanine est produite,
quel que soit le génotype au locus Agouti.
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2. Les modifications de la couleur de la robe

3.

La teinte de la robe de base peut varier selon des facteurs génétiques ou environnementaux,
sans que le mécanisme ne soit toujours bien compris a ce jour.

a) MODIFICATION PANGARE

La modification pangaré crée des zones avec des poils roux a blonds au niveau du bas ventre,
des flancs, derriére les coudes, a l'intérieur des jambes, le contour des yeux, le bout du nez.
Ces zones peuvent étre tres limitées ou trés extensives. Sur les robes noires on parle de noir
pangaré. Chez les alezans ou les bai, la robe prend une teinte plus claire voire blanche dans
les parties inférieures du corps (Figure 20). En Franche-Comté cette particularité est appelée
« ventre de biche » (11).
Cette modification est sous le controle génétique du locus Pangaré qui posséderaient deux
alleles (17) :

- Pa" allele récessif qui n’entraine aucun effet ;

- Pa* alléle dominant qui induirait les modifications citées ci-dessus.
Le géne du locus pangaré n’a pas encore été identifié a ce jour. (17)

Figure 20 : Modlifications pangaré chez un cheval noir (a gauche), un cheval bai (au milieu) et un cheval alezan (a droite),
d’apres (17).
Des zones de poils roux a blonds, plus ou moins extensives, sont visibles au niveau du bas ventre, des flancs, derriére les
coudes, a l'intérieur des jambes, autour des yeux et au bout du nez.

b) IMODIFICATION « FLAXEN »
Chez les chevaux alezans, on a décrit les crins comme foncés, rouges ou lavés (flaxen). La
modification flaxen donne une couleur blonde voire blanche a la criniére, a la queue, et a

I'extrémité distale des membres, sans modifier la couleur fauve du reste du corps (Figure 21)
(17).
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Figure 21 : Modification flaxen chez un cheval alezan, d’apres (17).
Les crins et les extrémités distales des membres sont blonds a blancs.

c) MODIFICATION SILVER

La dilution silver, correspond a une dilution de I'eumélanine. Elle n’a aucune action sur la
phéomélanine. Sur les bases noir ou bai, le phénotype est particulierement visible sur les crins
qui deviennent ivoire a blancs et que I'on décrit alors comme argentés, d’ou le nom de silver.
La dilution peut aussi se traduire par des pommelures sur la robe. Le cheval silver a une peau
grise et des yeux foncés avec des cils argentés. Les poulains ont souvent les sabots striés
(Figure 22). Bien qu’assez ancienne, cette robe est souvent mal identifiée dans les stud-books.
En effet le bai silver, appelé souvent bai Comtois est fréquemment confondu avec de I'alezan
crins lavés ou du palomino, car la robe bai silver donne au cheval un pelage brun clair a fauve
clair proche de I'alezan. Cependant la différence est repérable sur les extrémités : chez les
chevaux bais, la partie distale des membres est plus foncée que le reste du corps (Figure 23).
Deux alléles ont été identifiés :

- Zallele dominant qui entraine la dilution ;

- zallele récessif n’entrainant pas de dilution.
Le géne ou locus silver a été identifié (voir partie C).

Figure 22 : Photographies de la téte et de la boite cornée d'un poulain Islandais silver, d'apres (20)
Poulain Islandais silver ou I’'on discerne bien la peau grise, les cils argentés et les sabots striés.
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Figure 23 : Différence entre alezan crins lavés et bai silver.
(A) : Alezan aux crins lavés avec couleur de robe rouge non diluée, crins blonds, yeux foncés, peau grise et membres de la
méme couleur que le corps ou plus clairs (B) : Bai silver avec couleur de robe du fauve au brun clair, crins blanc ivoire et fanons
argentés, yeux foncés, peau grise, pointe des oreilles et extrémités des membres avec du noir, d’apreés (20).

Quand elle s’applique aux robes noires, la dilution par le locus silver donne une robe chocolat
profond avec des crins blanc argenté nommé noir silver selon I'lFCE, mais souvent appelé
« chocolat crins lavés ». Elle est alors trés souvent associée a des pommelures d’ou I'ancienne
appellation du géne : silver dapple (argent pommelé en francais) (Figure 24). Cette robe est
présente chez le Comtois, le Shetland Américain, ou encore le Rocky Mountain Horse dont
c’est la robe caractéristique (17).

Figure 24 : (A) : Comtois noir silver, d'aprés (22) ; (B) : Rocky Mountain horse noir silver, d'apres (23).
Ces chevaux noirs silver présentent une robe couleur chocolat, des crins délavés et des pommelures.

II. Phénotypes observés chez le Comtois

1. L’alezan Comtois

Selon une étude réalisée par Caillier en 2001 portant sur 391 Comtois (11), 90 % ont été
décrits comme ayant une robe qualifiée d’alezan Comtois ou alezan a crins lavés. Cependant,
cette dénomination regroupait en fait plusieurs robes différentes, correspondant a plusieurs
génotypes différents.
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On a retrouvé dans cette catégorie des chevaux véritablement alezans avec modification
flaxen (16 %), mais aussi des chevaux bais dilués silver (74 %). Les points communs de ces
robes étaient : une robe de couleur fauve a brun, des crins éclaircis, ainsi que les parties
distales des membres plus claires.

Pour différencier une base bai d’'une base alezan, le plus indiqué est d’observer la zone de
transition avec les poils plus clairs des extrémités des membres. La présence de poils noirs ou
plus foncés a cet endroit révéle une robe de base bai et non alezan (Figure 25).

Figure 25 : A gauche : aplombs d'un Comtois bai avec silver ; A droite : aplombs d'un Comtois alezan avec flaxen, d'aprés (8)
Les poils des extrémités distales des membres du Comtois bai silver deviennent plus foncés avant de s’éclaircir vers le blond.
Les poils des extrémités distales des membres du Comtois alezan flaxen s’éclaircissent directement vers le blond.

2. Le noir

Cette robe est rare car non désirée dans la race. L’étude de Caillier en 2001 a montré une
prévalence de 3 %. Ces individus étaient alors souvent porteur de la dilution silver et
présentaient des pommelures. lls pouvaient étre de teinte foncée ou claire (Figure 26).

Figure 26 : Photographies de Comtois noirs silver, d'apres (8)
Ces chevaux présentent une robe de base noire de teinte foncée a claire avec dilution silver. Les crins sont délavés et des
pommelures plus ou moins marquées peuvent étre observées.

3. Le bai

Ce sont les plus représentées. D’apres I'étude Caillier en 2001, elles représentaient 77 % des
robes observées sur 391 Comtois. La teinte pouvait aller du rouge clair au rouge foncé. La
criniere était blonde ou noire (Figure 27). Les individus avec une teinte rouge cuivrée uniforme
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et des crins silver étaient les plus appréciés. En revanche, s’ils possédaient un « ventre de
biche » c’est-a-dire une modification pangarée, ils étaient pénalisés lors des concours.

Figure 27 : Photographies de Comtois bai, d'apreés (8)
Ces chevaux présentent une robe de base baie, de teinte rouge clair a rouge foncé avec dilution silver (crins délavés), ou non
(crins noirs). L’individu au centre présente également une discréte modification pangaré.

4, L’alezan

Elles représentaient 20 % des robes d’apres I'étude de Cailler (Figure 28). Lorsqu’ils n’avaient
pas les crins flaxen ils étaient appelés « rouquins ». La aussi le « ventre de biche » était
pénalisé.

Figure 28 : Photographies de Comtois alezan flaxen, d'apreés (8)
Ces chevaux présentent une robe de base alezan avec modification flaxen. L’individu de droite présente également une
modification pangaré avec des poils plus clairs en région ventrale.

5. Synthése

Pour conclure, les différentes robes rencontrées sur 391 Comtois ont été synthétisées dans le
tableau suivant (Tableau Il).
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Tableau Il : La fréquence des robes des Comtois observée sur 391 chevaux en 2001, d'aprés (8)
Les effectifs exacts de chaque catégorie ne sont pas fournis.

Couleur poils de la robe Couleur des crins Ventre de biche
ROBE NOIRE
noire pommelée
p. . décolorés (silver) 3 3
brun / gris pommelé 1
ROBE BAIE
rouge sombre 4 4
rouge sans 43 57
u
< décolorés (silver) avec 14 74
. sans 9
jaune 13
avec
rouge a rouge foncé noirs sans 3 3 3
ROBE ALEZANE
sans 4
rouge 6
i i avec 2
décolorés (flaxen) 16
. sans 6
jaune 10
avec 4
& I I
rouge a rouge claire meme coueurque fa sans 4 4 4
robe
6. Evolution des robes au cours du temps

Les premiéres descriptions des robes des Comtois datent du XVlle siecle ou les inspecteurs
rapportaient une forte prévalence de robe baie chez les étalons (90 %) avec quelques robes
noires et trés peu de robes alezanes. Au début du XIXe, la robe rouanne prédominait puis suite
aux croisements réalisés avec le Trait Breton et le Percheron, elle est devenue rouanne, grise,
ou baie. Au début du XXe le standard de robe souhaité comprenait le bai, le zain (robe noire
sans poils blanc) et le rouan. Le standard change ensuite en 1919 comme I'a précisé le syndicat
dans son article 3 ou les robes acceptées étaient prioritairement le bai, puis I'alezan, le rouan
et I'aubere. Le croisement avec I'Ardennais a cette méme époque renforce la prédominance
du bai. En 1943 le standard a évolué a nouveau, de maniére concomitante avec |'utilisation
importante de I'étalon Ardennais Quester qui donna une descendance a la robe « alezane avec
une criniére tres claire longue et soyeuse » qui devint le nouveau standard. En 1979, la robe
qui prédominait était I'alezan foncé ou cuivré avec crins lavés, rendant les chevaux bais de
plus en plus rares. Ce standard a ensuite évolué progressivement pour devenir I'actuel : alezan
foncé ou cuivré avec des crins lavés. Aujourd’hui, la robe baie est rare mais acceptée (11).

L’Association Nationale du Cheval de Trait Comtois (ANCTC) réalise un dépistage annuel au
concours de Maiche. Les étalons non bais sont testés pour I'alléle silver. La dénomination bai
retenue pour ce dépistage signifie un cheval bai sans dilution de la criniére, c’est-a-dire a une
criniére noire. Cette analyse a montré qu’au moins depuis 2018, tous les chevaux autre que
« bai » étaient porteur d’au moins un alléle silver (Tableau Ill).
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Tableau Il : Résultats du dépistage annuel pour la mutation silver de 'ANCTC chez des étalons Comtois entre 2018 et 2022.

ANNEE 2018 | 2019 | 2020 2021 2022
Nombre d’étalons 66 73 96 110 104
Nombre de bais * 3 soit 4% 8 soit 11% 7 soit 7% 11 soit 10% 9 soit 9%

Hétérozygotes 46 soit 70% | 42soit57% | 50soit52% | 65 soit 59% 67 soit 64%
Homozygotes 17 s0it 26% | 23s0it32% | 39soit41% | 34soit31% 28 soit 27%

*Ici le bai représente la couleur baie non modifiée : robe phéomélanine avec extrémités et crins noirs.

Pour conclure, la mutation silver est aujourd’hui encore bien présente dans la population de
la race Comtoise, bien que I'on observe une légére baisse du pourcentage d’homozygotes
mutés sur les trois derniéres années. Cette grande prévalence a notamment été permise par
la sélection de la robe caractéristique « alezan Comtois » regroupant les alezans flaxen, et
surtout les bais silver. Les étalons fondateurs sélectionnés sont a |'origine de ce phénomene
et la gestion méticuleuse du programme de reproduction est fondamentale dans cette
problématique.

D. LE SYNDROME D’ANOMALIES CONGENITALES OCULAIRES MULTIPLES :
ACOM

|. La mutation silver et ses conséguences

1. Physiologie de la pigmentation

Pour rappel, il a été montré que la peau, les poils, et les crins étaient colorés grace a des
pigments synthétisés par des cellules appelées mélanocytes. Comme vu précédemment, deux
pigments sont responsables d’un grand nuancier de couleur :

I’eumélanine qui donne des colorations noir/brun foncé ;
- la phéomélanine qui donne des colorations jaune/rouge.

Les mélanocytes, situés entre autres a la base de I'épiderme et a la base des poils, produisent
des mélanosomes, structures intracellulaires dérivées des lysosomes et qui contiennent les
pigments. Ces derniers sont ensuite transférés aux cellules des crins, des poils, et de la surface
de la peau, et assurent leur pigmentation et leur protection contre les rayons ultra-violets
(Figure 29). Les mélanosomes sont le lieu de synthese et de stockage des pigments. Les
différentes nuances de couleur sont dues a la nature et a la quantité de mélanine produite
dans les mélanosomes. La réaction chimique responsable de la synthese des différents types
de pigments fait intervenir au moins trois enzymes transmembranaires spécifiques des
mélanocytes (Figure 30):
- latyrosinase (TYR), dont il a été montré qu’elle catalysait la formation des précurseurs
de phéomélanine et de I'eumélanine ;
- TYRP1 et TYRP2 (tyrosinase-related protein) permettent la synthése de I'eumélanine
(21).
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Figure 29: (gauche) : Représentation schématique de I'unité mélano-épidermique, d'aprés (21).
Les mélanocytes se situent a la base de I'épiderme et produisent les mélanosomes qu’ils peuvent transférer aux kératinocytes
environnants.
Figure 30 : (droite) : Représentation schématique de la biosynthése de mélanine au sein du mélanosome, simplifié d'aprés
(21). PMEL17 : Premelanosome protein 17 ; DOPA : 3,4-dihydroxyphénylalanine ; DHI : 5,6-dihidroxyindole ; TYR : tyrosinase ;
TYRP1 et TYRP2 : Tyrosinase Related Protein 1 et 2

Il a été montré que la rétention de mélanine dans ces mélanosomes, faisait intervenir une
protéine spécifique présente dans les stades précoces du mélanosome et servant de support
physique : il s’agit de la protéine pré-mélanosomale PMEL (Premalanosome protein), aussi
appelée PMEL17, SILV (silver) ou encore gp100 (glycoprotéine 100). C’'est une glycoprotéine
spécifique des cellules pigmentées qui forme une matrice fonctionnelle amyloide non
pathologique dans la lumiere des mélanosomes (Figure 31) (22). On appelle substance
amyloide une structure protéique quaternaire formée de feuillets B entrecroisés composés
par I'agglutination de différentes copies d’'une méme protéine. (23)(24) Cette matrice
particuliére consiste en un assemblage latéral de fibrilles sur lesquels la mélanine est déposée.
Elle servirait aussi a séquestrer les intermédiaires réactionnels toxiques de la voie de
biosynthése de la mélanine (25). Il a également été montré que les fibrilles de PMEL avaient
la capacité de modeler et accélérer la polymérisation de précurseurs de I'eumélanine. Il
semble que PMEL soit importante dans la production et/ou la stabilisation de I'eumélanine
mais pas de phéomélanine (26).

A

mouse PMEL

Figure 31 : Structure en feuillets de la substance amyloide formée par PMEL dans des mélanosomes murins, d’apres (22)
(A) Représentation tridimensionnelle par tomographie électronique (B) vue au microscope électronique.
La membrane du mélanosome représentée en turquoise est régulierement ovale. La substance amyloide représentée en violet
forme des feuillets bien discernables.

40



Il a été mis en évidence que PMEL était une protéine transmembranaire, et qu’elle était
exportée depuis le réticulum endoplasmique sous une forme immature appelée P1. Elle
recevait ensuite des modifications post-traductionnelles dont notamment une importante O-
glycosylation de son domaine répété appelé RPT. Puis, lors de sa migration jusqu’a la
membrane plasmique, elle était clivée par une proprotéine convertase de la famille des
furines, donnant alors deux fragments (Figure 33) (22):

- le fragment C-terminal appelé MJ qui restait transmembranaire ;

- le fragment N-terminal appelé Ma. luminal qui reste cependant lié a M via un pont

disulfure dans un premier temps.

Les domaines luminaux étaient ensuite a nouveau traités par des mécanismes peu compris,
puis étaient libérés pour se polymériser et former des fibres qui allaient a leur tour s’organiser
en feuillets amyloides caractéristiques du pré-mélanosome (Figure 32). Les mécanismes
permettant la bonne organisation de ces feuillets restent cependant inconnus, bien que cette
bonne conformation soit liée a sa fonction, et que le bon arrangement des feuillets permette
I’optimisation de la surface disponible pour la séquestration de mélanine. Par la suite, le pré-
mélanosome sans pigment évoluait en mélanosome en se chargeant de mélanines grace a la
synthése des pigments par les enzymes TYR, TYRP1 et TYPR2 (22).

Le fragment M3 était clivé par une métalloprotéinase, et le fragment C-terminal résultant était
une cible pour le clivage de la y-sécrétase, facilitant probablement la dégradation des
fragments dérivés de Mf3 dans les lysosomes et/ou les protéasomes (Figure 33).
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Figure 32 : Représentation schématique de la formation des feuillets amyloides de PMEL17, d'aprés (24)
La région N-terminale de PMEL17 est détachée de la région C-terminale grdce au clivage d’ une proprotéine convertase de la
famille des furines avant de se polymériser en feuillets amyloides.
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Figure 33 : Représentation schématique du processus protéolytique de Pmell17 modifié d'aprés (30).
S : séquence signal ; NTR : région N-terminale; PKD : domaine homologue a celui de la protéine PKD1 (polycystic kidney
disease 1),; RPT: domaine répété; TM: domaine transmembranaire; Cyto: domaine cytoplasmique; PC: proprotein
convertase ou furine ; MP : métalloprotéinase ; CTF : fragment C-terminal. Les fragments N-terminal M et C-terminal Mf3 de
PMEL17 sont séparés par le clivage d'une furine. M« subit ensuite d’autres modifications avant de s’organiser en feuillets
amyloides alors que M est clivé successivement par une métalloprotéinase et une y-sécrétase, pour ensuite étre dégradé
dans les lysosomes ou les protéasomes.

2. PMEL mutée

Il a été démontré (27) que le phénotype silver était dii a une mutation du gene PEML17 porté
par le chromosome 6 du cheval. Il s’agit d’'une mutation faux-sens de I’exon 11, qui transforme
une cytosine en une thymine. Cette mutation transforme alors le deuxieme acide aminé de la
région cytoplasmique qui était une arginine, en une cystéine. On note cette mutation
Arg618Cys. Elle a été retrouvée chez de nombreuses races de chevaux. De plus, chez d’autres
especes étudiées, cette méme région cytoplasmique était la plus impactée lors de mutations
du géne PMEL17 (Figures 34&35).

Poulet (dun)
R740C
Cheval (silver)

Poulet (dom. blanc, smoky)
ins723-725del280-284
Poulet (dun) del731-735
Chien (bleu merle) ins(SINE)

Poisson zébre
(fading vision)
E490*

Poulet (smoky)
del280-284

Souris (silver)
W760*

S NTR PKD RPT KLD ™ Cyto

Figure 34 : Localisation schématique des domaines de la protéine PMEL17 et des différentes mutations connues, modifié
d’apres (20)
S : séquence signal ; NTR : région N-terminale; PKD : domaine homologue a celui de la protéine PKD1 (polycystic kidney
disease 1) ; RPT : domaine de répétition ; KLD : domaine kingle like; TM : domaine transmembranaire ; Cyto : domaine
cytoplasmique. Chaque mutation est signalée par une étoile rouge puis est précisé I'espece concernée, le nom de la mutation,
et la notation conventionnelle permettant de décrire cette mutation. De nombreuses mutations de PMEL17 sont connues chez
le poulet, le poisson zébre, le chien et la souris et ménent a des phénotypes d’hypopigmentation.
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Figure 35 : Alignement des acides aminés de la fin de la région transmembranaire et du début de la région cytoplasmique de
PMEL17 chez différentes espéces par rapport au cheval, modifié d'aprés (20)

Les lettres renvoient a la nomenclature des acides aminés. Le site de la mutation équine silver est mis en évidence en rouge.

Les séquences identiques sont indiquées par des tirets et les insertions et délétions par des points.

Cette découverte a notamment été permise par des études ayant montré la responsabilité de
mutations de PMEL17 dans des phénotypes d’hypopigmentations chez diverses especes.

Chez le poulet domestique par exemple, il a été montré que les variantes dominant white,
smoky et dun étaient associées a des polymorphismes d'insertion/délétion dans le géne
PMEL17 (28).

Il a été mis en évidence que c’était une insertion de trois acides aminés dans la région
transmembranaire qui était responsable du phénotype dominant white, inhibant
complétement la synthese d’eumélanine dans les plumes mais aussi les mélanocytes cutanés
et uvéaux bien que I'épithélium pigmentaire de la rétine ne soit pas affecté (31,32). Le
plumage était alors totalement blanc, sans motif ni marque. Le variant dun donnait des
individus hétérozygotes avec un plumage de coloration brune foncée, tandis que les
homozygotes avaient un plumage blanchatre. Pour ce phénotype, il s’agissait d’'une délétion
de trois acides aminés dans cette méme région transmembranaire, tandis que le phénotype
smoky qui donne un plumage grisatre, a été associé a deux mutations différentes : la méme
gue celle impliquée dans le phénotype dominant white ainsi qu’une délétion de quatre acides
aminés dans I’exon 6 (28).

Il a été montré que cette mutation dans le domaine transmembranaire entrainait une
altération de I'oligomérisation et/ou de I'association avec les membranes. En effet, elle
entrainait la formation de paquets de fibrilles aberrants associés a une perte de pigmentation.
Cela suggérait qu’il y avait inhibition de la production de mélanine ou atteinte de l'intégrité
du mélanosome.

Une autre étude a par ailleurs montré que le phénotype dominant white était associé a des
mélanosomes de forme et d’assemblage anormaux (30).

Chez le poisson-zébre portant le phénotype fdv pour « fading vision », une étude (31) a
montré que c’était une mutation du géne silver faisant apparaitre un codon stop qui était a
I'origine d’un défaut de vision accompagné par une hypopigmentation de I'épithélium
pigmenté de la rétine (RPE) ainsi que des autres mélanocytes du corps.

Chez les chiens au patron de robe «merle », il a été montré qu’une insertion d’un élément

« Short INterspersed Element » (SINE) ou rétrotransposon, a la limite entre I'intron 10 et
I’exon 11 du géne PMEL17 était responsable du motif caractéristique et de la dilution merle
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des chiens porteurs, et que cette mutation était aussi associée a des anomalies visuelles ainsi
gu’a des pertes totales ou partielles de I'audition. (32)

Chez les souris enfin, le lien entre une insertion d’une base dans la région codant le domaine
cytoplasmique de PMEL17 et le phénotype a été démontré depuis longtemps. (33)

Dernierement, une étude (34) ayant utilisé des souris knock-out pour le ggne PMEL17, a pu
mettre en évidence un aspect sphérique des mélanosomes qui sont moins allongés chez les
mutants que dans la lignée sauvage et avec des agrégats irréguliers de mélanine (Figure 36).
Ces anomalies ont également été notées in-vitro chez des mélanocytes de la peau, mais aussi
chez des cellules de I'épithélium pigmenté de la rétine et des mélanocytes uvéaux. Cependant
aucune anomalie visuelle n’a été remarquée sur les souris. Enfin les poils présentaient une
réduction significative de la quantité d’eumélanine (34).

Pmer*/*

Figure 36: Microscopie électronique, d'apres (34)
Cellules choroidiennes (en haut et en bas a gauche) et cellules de I'EPR (épithélium pigmentaire de la rétine) (en haut et en
bas a droite), comprenant des mélanosomes de souris C57BL/6 de type sauvage (deux photos supérieures) et de souris
invalidées pour le géene PMEL17 (deux photos inférieures), respectivement. Les mélanosomes des cellules choroidiennes et du
RPE des souris mutées invalidées PMEL17 apparaissent sphériques avec des bordures irrégulieres, ces derniéres étant plus
évidentes dans les cellules de RPE (en bas a droite, indiquées par des fleches blanches). De plus, aucun mélanosome en forme
de cigare n'a été trouvé dans les cellules choroidiennes ou du RPE chez les souris invalidées PMEL17.

Enfin, une autre étude (22), a montré que des protéines mutantes PMEL17 sans la partie
répétée provenant du fragment Mo, menait a des structures amyloides désorganisées ainsi
gu’a une altération du mélanosome lui-méme (Figure 37).
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Figure 37 : Structure en feuillets de la substance amyloide formée par PMEL17 dans des mélanosomes chez la souris
invalidée PMEL17, d’apreés (22).
(A) Représentation tridimensionnelle par tomographie électronique (B) vue au microscope électronique. La membrane du
mélanosome représentée en turquoise est irréguliére et bosselée. La substance amyloide représentée en violet ne forme plus
de feuillets mais un amas de matiere indiscernable. La comparaison de ces images avec celles de la Figure 31 montre que
I'invalidation de PMEL17 conduit a une désorganisation de la substance amyloide et du mélanosome lui-méme.

Pour conclure, PMEL17 est une protéine clé du stockage de mélanine par son réle de support
des pigments qui se fixent sur la substance amyloide que forment les oligomeres de son
fragment N-terminal dans les mélanosomes. La mutation de PMEL17 entraine des anomalies
importantes de sa structure ainsi que de celle du mélanosome. Cette mutation est aussi
associée chez de nombreuses espéces (cheval, poulet, poisson zebre, chien, et souris) a des
phénotypes d’hypopigmentation.

Il. Caractérisation clinique, génétique, et histologique du
syndrome ACOM

Le syndrome d’Anomalies Congénitales Oculaires Multiples (ACOM) est une affection
congénitale du cheval, initialement nommée dysgénie du segment antérieur, et décrite pour
la premiere fois en 1999 chez des Chevaux des Montagnes Rocheuses (35). Depuis, ces
anomalies ont été décrites chez plusieurs autres races et elles ont clairement pu étre
attribuées a I'effet pléiotrope de la mutation silver de PMEL17, causant a la fois le phénotype
silver observé sur la robe, et le syndrome ACOM (36). Les différentes études menées semblent
par ailleurs s’accorder sur un mode de transmission autosomique dominant pour le phénotype
de couleur et autosomique semi-dominant pour le syndrome ACOM (37)(38)(39).

Deux catégories ont été distinguées au sein de ce syndrome. Les individus étudiés qui étaient
hétérozygotes pour la mutation silver présentaient un phénotype « kyste » correspondant a
des kystes translucides irido-ciliaires allant jusqu’a un cm, présents essentiellement dans le
guadrant temporal. Les chevaux homozygotes mutés silver, présentaient le phénotype le plus
sévere : le phénotype ACOM. Il est caractérisé par la présence des mémes kystes mais aussi
d’une ou plusieurs autres anomalies incluant une hypoplasie irienne, une dysplasie des grains
iriens, un myosis persistant, une dysplasie rétienne, des kystes de la rétine périphérique, une
cataracte, une mégalocornée, une profondeur anormale de la chambre antérieure, une
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anomalie de I'angle irido-cornéen. Ces chevaux peuvent alors avoir des défauts de vision allant
jusqu’a la cécité (38,39).

1. Etude chez des Chevaux des Montagnes Rocheuses
(Rocky Mountain Horse)

La premiere étude de référence date de 1999 (35). Elle portait sur 514 chevaux de race Rocky
Mountain, qui ont fait I'objet d’'un examen ophtalmologique complet (réalisé a I'aide d’une
lampe a fente, d’une lentille, et d’un ophtalmoscope indirect) et sur six paires d’yeux obtenues
pour examen histologique. Cette étude a été menée suite a I'observation empirique d’'une
fréquence élevée d’anomalies oculaires dans cette race, et notamment chez les chevaux ayant
une robe chocolat avec des crins délavés. Le but de cette étude était de faire un état des lieux
des anomalies rencontrées et de leur prévalence.

Chez ces chevaux, la Iésion la plus fréquemment rencontrée était la présence de larges kystes
provenant de la surface postérieure de l'iris, des corps ciliaires, ou de la rétine périphérique.
En effet cette lésion était rencontrée chez 48 % des chevaux, avec une incidence bilatérale
dans 91 % de ces cas. Par ailleurs, les auteurs ont classé 14 % des chevaux comme présentant
un phénotype ACOM (35).

Des traces courbes pigmentées de I'épithélium pigmenté de la rétine ont été notées dans 37
% des cas. Ces lignes étaient soit uniques soit multiples, jusqu’a 13 par ceil. Elles prenaient
origine et se terminaient dans la partie temporale de la rétine périphérique et s’étendaient
toujours jusqu’a la papille optique.

Une dysplasie rétinienne a également été notée dans 24 % des cas, caractérisée par des traces
vermiformes ou des plis linéaires. Cette affection était toujours concomitante avec la présence
de kystes uvéaux ou rétiniens et était bilatérale dans 63 % des cas.

Des décollements de rétine en région temporale étaient présents dans 16 % des cas
(bilatéraux dans 20 % des cas) et semblaient étre une extension des kystes ciliaires. Une
importante prolifération de I'épithélium pigmenté de la rétine a été observée sur les bords de
la majorité de ces décollements rétiniens. Enfin des décollement rhegmatogénes étaient
présents au niveau de la rétine temporale (35).

De plus, 60% de ces chevaux présentaient une mégalocornée évidente et bilatérale avec une
profondeur augmentée de la chambre antérieure. Onze de ces chevaux présentaient par
ailleurs un iridodonesis et un phacodonesis bilatéraux attribuables a une subluxation du
cristallin (35).

D’autre part, des anomalies anatomiques bilatérales de I'angle irido-cronéen ont été
détectées dans 13 % des cas avec le plus fréguemment un excés de tissu mésenchymateux
voire une absence totale chez un cheval. Le ligament pectiné était également sous développé
ou absent dans 2 % des cas. Des goniosynéchies était présentes dans 1 % des cas. Enfin des
cataractes étaient systématiqguement présentes dans les yeux des chevaux ACOM. Un
lenticone antérieur était également évident chez beaucoup des chevaux ACOM (Tableau IV &
Figure 38) (35).
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Tableau IV : Résumé des anomalies principales rencontrées chez des Rocky Mountain Horse, d'apreés (35)

NOMBRES DE % DE CHEVAUX = BILATERALITE
ANOMALIE COMMENTAIRE
CHEVAUX AFFECTES AFFECTES (%)
Kystes des corps ciliaires -
ou du RPE 249 48 91 Région temporale
Traces courbes du RPE 189 37 NC De 1 a 13 par ceil
Dysplasie rétinienne 125 24 63 Région temporale
Décollement rétinien 84 16 17
Hypoplasie irienne 71 14
Angrpahe de I’angle 65 13 100 Fxces de tissu
irido-cornéen mésenchcymateux
h -
Mégalocornée 43 8 100 Chambre antérieure
plus profonde
Fissure macropalpébrale 43 8
Hypoplasie d.u !lgament 11 5
pectiné
Colobome 5 1 100
Goniosynéchie 6 1
Microphtalmie 14 3 92
ACOM 71 14 100

Figure 38 : Anomalies oculaires observées chez le Rocky Mountain Horse, d’apres (35)
(A) traces curvilignes de I'épithélium pigmenté de la rétine en périphérie du fond tapétal (B) zone focale d'adhésion dans
I'angle irido-cornéen temporal avec mégalocornée, myosis persistant, hypoplasie irienne et grains iriens aplatis et circulaires
concomitants (C) myosis, mégalocornée, hypoplasie irienne avec grains iriens orientés a la circonférence de la pupille et
aplatis, muscle sphincter de la pupille visible et absence de collerette visible.

Les Iésions histologiques (Figure 39) rapportées sur les six yeux de I'étude étaient :

- des anomalies de [lirido-ciliaires: hypoplasie du stroma irien, grains iriens
hypoplasiques et aplatis, épithélium ciliaire présent sur la surface postérieure de l'iris,
hypoplasie de I'épithélium irien postérieur, hypoplasie du muscle dilatateur, larges
kystes ciliaires provenant de I'épithélium non pigmenté de la pars plicata et pars
plana ;

- des anomalies de la rétine : zones de dysplasie et d’hypoplasie caractérisées par des
structures en rosette dans la rétine périphérique et des anomalie de structure de la
rétine sensorielle, régions de prolifération du RPE associées a une désorganisation de
la rétine neurosensorielle qui correspondent topographiquement aux traces
curvilignes ;

- des anomalies du cristallin : cataracte au niveau de la jonction nucléo-corticale.
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Figure 39 : Anomalies histologiques observées chez des Rocky Mountain Horse, d’apres (35)
Microphotographies (A) Large kyste provenant de I'épithélium non pigmenté du corps ciliaire (B) : Iris d’un cheval avec
anomalies multiples. L’iris est hypoplasique et les grains iriens sont aplatis. L’épithélium du corps ciliaire est dysplasique et du
tissu rétinien primitif et immature (fleches) est présent sur la partie postérieure de l'iris. | : iris ; C : cornée

L’analyse précédente comparée a I'observation des différentes couleurs de robes a permis de
conclure que les chevaux avec des crins blancs ou délavés étaient significativement plus
atteints par le syndrome ACOM que les autres.

De plus, les auteurs ont suggéré que ces anomalies n’étaient pas progressives car les signes
cliniques et histologiques étaient similaires dans les différents groupes d’age. Enfin ils ont
proposé de classer les chevaux selon deux phénotypes distincts : un phénotype se traduisant
par des kystes, et un phénotype se traduisant par de multiples anomalies du segment
antérieur (35).

Chez ces mémes chevaux, une analyse génétique a été réalisée dans un co-article (40) publié
en 2000. En effet, les observations de terrain suggéraient que certaines lignées étaient
particulierement affectées par des anomalies oculaires. Les auteurs ont donc repris les
pedigrees des 514 chevaux pour réussir a obtenir au final un pedigree multigénérationnel
comprenant 748 chevaux répartis sur 13 générations. lls ont supposé a partir de cette étude
gue le syndrome avait un mode de transmission génétique semi-dominant et ils ont suspecté
un fort lien avec la mutation silver. De plus leur modéle avait prédit une phénotype kystique
pour les individus hétérozygotes pour la mutation supposée et un phénotype d’anomalies
multiples pour les homozygotes. lls ont suggéré par ailleurs une pénétrance de 99.86 % pour
le phénotype ACOM et de 60,35 % pour le phénotype kystique. Cette pénétrance incompléte
pourrait venir, d’apres les auteurs, d’interactions épistatique d’un ou plusieurs autres génes
ou moins probablement, de I’environnement (40).

Ces deux études sont des études clés dans I’étude du syndrome ACOM. Il s’agit de la premiere
description détaillée et a grande échelle des anomalies oculaires multiples rencontrées chez
une race équine. C’'est également la premiéere analyse rigoureuse du mode de transmission
génétique de ce caractére.

2. Etude chez des Chevaux des Montagnes Rocheuses et des
Chevaux des Montagnes du Kentucky

Une étude publiée en 2008 (37) portant sur 134 chevaux de race Rocky Mountain et Kentucky
Mountain Horse (pure race ou croisés) a eu pour but d’identifier les anomalies oculaires
rencontrées chez ces deux races présentes au Canada, d’identifier le mode de transmission et
la relation entre les phénotypes observés et la couleur de la robe. Les 134 chevaux inclus dans
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I’étude ont donc subi un examen ophtalmologique conduit a I'aide d’un transilluminateur,
d’un biomicroscope et d’'un ophtalmoscope indirect, par un vétérinaire ophtalmologiste
spécialiste.

A lissue de cette étude, les auteurs ont rapporté une prévalence d’anomalies oculaires
multiples égale a 50 % chez ces races, ce qui est similaire a ce qui avait été noté dans les études
précédentes sur des chevaux des Etats-Unis. Par ailleurs, les auteurs ont remis en question le
mode de transmission proposé précédemment et ont affirmé un mode de transmission
dominant avec pénétrance incompléte. Cette affirmation a cependant été discutée plus tard
en 2009 par Swan et collaborateurs (41), qui ont pointé des défauts majeurs dans le plan et
I’exécution de I'étude.

Nous pouvons tout de méme relever les anomalies notées par les auteurs dans leur étude. La
plus fréquente était la présence de kystes uvéaux temporaux, puis des traces curvilignes, une
hypoplasie irienne, et un megaloblepharon (37).

3. Etude chez des chevaux miniatures

Une étude de 2011 (42) a cherché a déterminer la prévalence des anomalies oculaires en
fonction de la couleur de la robe de 53 chevaux miniatures vivant tous dans I’état du Michigan
aux Etats-Unis. L’évaluation des anomalies a été réalisée a I'aide d’une lampe a fente, d’un
ophtalmoscope binoculaire indirect, et d’une lentille convergente. Les auteurs ont observé la
présence de kystes chez 100 % des chevaux « chocolat » et chez 33 % des chevaux alezans
« crins lavés ». Une dysplasie rétinienne ou des traces curvilignes sur le RPE ont également été
notées chez 44 % des chevaux chocolat. Enfin un cheval aubére avec crins lavés présentait de
multiples anomalies bilatérales : des kystes des corps ciliaires (surtout en région temporale de
taille variant de 0,5 a 1,5 cm), une cornea globosa, une hypoplasie irienne, un myosis, une
dysplasie rétinienne, une prolifération du RPE, une cataracte de la jonction nucléo-corticale,
un lenticone antérieur, des goniosynéchies et une absence de réflexes photomoteurs.

Les auteurs n’ont pas mis en évidence de relation entre les anomalies observées et I'age du
cheval. En revanche, ils ont mis en évidence une corrélation entre la présence de ces lésions
oculaire multiples et la modification silver et ont suggéré que les lésions observées sont tres
similaires a celles décrites précédemment chez le Rocky Mountain dans le cadre du syndrome
ACOM (Figure 40). Cependant, aucune analyse génétique n’a été réalisée (42).

Figure 40 : Phénotypes observés chez des Chevaux Miniatures, d’aprés (42)
(A) Trace curviligne de I'épithélium pigmenté de la rétine dans la région périphérique du fond tapétal (B) Les lésions oculaires
ont été plus frequemment observées chez les chevaux avec la robe chocolat et crins délavés.
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4. Etude chez des Poneys

Le syndrome ACOM a également été décrit chez les poneys. En effet une étude de 2011 (38)
s’est intéressée a décrire le phénotype clinique et le génotype de poneys atteints du syndrome
ACOM. L’étude portait sur cing poneys (mesurant moins de 147cm au garrot) a priori sans lien
de parenté, vivants aux Etats-Unis. Les Iésions (Tableau V & Figure 41) ont pu étre observées
via un examen ophtalmologique réalisé indépendamment sur chaque poney (sur leur lieu de
vie), utilisant une lampe a fente, un ophtalmoscope binoculaire indirect, des tests de
Schrimmer et un stylo a pression Tonopen. Des échantillons sanguins ont également été
prélevés pour le génotypage pour la mutation silver. Les résultats obtenus sont résumés dans
le tableau suivant (Tableau V).

Tableau V : Récapitulatif des cas d'anomalies oculaires observés chez cinqg poneys, d'apres (41)

Cas ANAMNESE ANOMALIES OPHTALMOLOGIQUES GENOTYPE
Diminution du reflexe photomoteur, cornea
Shetland de 23 ans globosa bilatérale, absence de réponse aux
1 avec acuité visuelle mydriatiques, hypoplasie irienne, cataracte | Homozygote
diminuée en faible nucléaire, grain irien entourant les pupilles, silver
luminosité strabisme ventral unilatéral avec parésie
musculaire.
e . Hétérozygote
2 Poney de quatre ans | Kystes provenant du corps ciliaire latéral silveyrg
Absence des réflexes photomoteurs et a la
Shetland de 35 ans .p . .
ny menace, buphthalmie, cedéme cornéen,
avec cécité, , . , -
e . néovascularisation cornéenne superficielle,
opacification et . L L . , . | Homozygote
3 , . . goniosynéchies diffuses, cataracte de I'ceil )
épiphora intermittent . . . silver
. . droit, strabisme ventral sans parésie
de I'ceil droit, . . .
. musculaire, cataracte immature diffuse,
syndrome de Cushing . o
mydriase de I'ceil gauche.
Cornea globosa, cataracte immature
Poney de sept ans corticale et hypoplasie irienne bilatérales,
a avec abces cornéen | myosis avec réflexe photomoteur diminué | Homozygote
traité par et absence de réponse aux mydriatiques, silver
kératectomie grains iriens aplatis et entourant les
pupilles, subluxation du cristallin droit.
Ulcéres cornéens superficiels, ocedéme
Shetland de 25 ans . . P . .
. cornéen modéré et bullae a gauche, myosis
avec blépharospasme ,
. , avec absence de réflexe photomoteur et de
et épiphora de I'ceil , o
" réponse aux mydriatiques, cataractes | Homozygote
5 gauche, capacité . L. g .
. C . corticales et nucléaires bilatérales, silver
visuelle diminuée a L . .
. hypoplasie irienne, grains irien aplatis et
distance, syndrome de . . . .
. orientés de maniéres circulaire autour de la
Cushing .
pupille.

50




Figure 41 : Anomalies oculaires observées chez des poneys, d’apreés (41)
(A) Hypoplasie irienne et grains iriens aplatis entourant la pupille (cas 1) — (B) Kystes multifocaux temporaux (cas 2) — (C)
Cornea globosa (cas 4)

Une autre étude de 2013 (43) ayant porté sur les examens ophtalmologiques complets avec
échographie transpalpébrale et génotypage de quatre poneys Shetland apparentés, a ensuite
confirmé ces observations. Un étalon noir silver hétérozygote présentait un phénotype
kystique avec des kystes irido-ciliaires temporaux associés a un épaississement de l'iris, et des
kystes de la rétine périphérique, associé a des zones d’atrophie rétinienne. Les femelles,
toutes homozygotes mutées, présentaient un phénotype ACOM avec, en plus des kystes irido-
cilaires ou de la rétine périphérique, diverses anomalies comme : une diminution du réflexe a
la menace, un cedéme et une vascularisation cornéennes, une uvéite antérieur, des grains
iriens hypoplasiques entourant la pupille, une hypoplasie stromale de l'iris, un colobome, une
cataracte, une subluxation du cristallin, des zones d’atrophies rétiniennes (43).

5. Etude chez des chevaux Islandais

Une étude réalisée en 2011 (39), s’est intéressée a I'existence du syndrome ACOM chez les
chevaux Islandais, race ol le phénotype silver est également présent (Figure 42). En effet, les
premieres études ayant été réalisées chez les Rocky Mountain suggéraient que seules les races
liées a cette derniére race seraient atteinte du syndrome ACOM. L’étude des chevaux Islandais
était donc pertinente car cette race s’est développée de maniére relativement isolée depuis
1000 ans puisque le parlement islandais avait interdit I'importation équine en 982. Les auteurs
se sont donc intéressés a 24 chevaux de race Islandaise qu’ils ont génotypé pour la mutation
silver, et sur lesquels ils ont réalisé un examen ophtalmologique classique avec une lampe a
fente et un ophtalmoscope indirect, avant et aprés induction de mydriase. L'ceil d’un jeune
étalon de 18 mois euthanasié sur demande du propriétaire en raison de ses défauts visuels
trop importants, a également permis un examen histologique. Leur travail a ainsi révélé quatre
chevaux catégorisés comme ayant le phénotype ACOM, et tous homozygotes mutés pour le
silver. De multiples kystes irido-cilaires transparents ont été notés en zone temporale chez ces
quatre chevaux. Deux d'entre eux avaient un contour cornéen anormal, une mégalocornée
bilatérale, une absence de réponse a I'administration de mydriatique, ainsi qu'une zone péri-
limbiale temporale blanche et élargie. De plus, une hypoplasie rétinienne périphérique et des
kystes s'étendant jusqu’a I'ora serrata ou des lignes courbes de démarcation ont été observés
a la fois chez les hétérozygotes et les homozygotes mutés. L'examen histologique réalisé sur
I'ceil du jeune étalon a, quant a lui, mis en évidence un dédoublement de I'épithélium
pigmentaire du corps ciliaire, formant parfois des kystes faisant protrusion dans la chambre
postérieure, des zones d'atrophie rétinienne périphérique, ainsi que la perte de
photorécepteurs (39).
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Quatorze chevaux ont été classés comme ayant un phénotype kystique et se sont tous révélés
hétérozygotes. lls présentaient des kystes transparents de taille et de nombre variable, avec
parfois des marques courbes dans la région temporale de la rétine. Ces chevaux avaient des
réflexes normaux. Des replis pigmentés indiquant que une dysplasie rétinienne multifocale
dans le tapis dorsal ont été observés fréquemment chez les chevaux présentant un phénotype
kystique ou ACOM. Enfin trois chevaux hétérozygotes ne montraient aucun signe clinique.

Cet article a mis donc en évidence la présence du syndrome ACOM lié a la mutation silver dans
la population de chevaux Islandais et suggérait que cette mutation n'était pas apparue
récemment dans |'évolution. Enfin I'absence de signes cliniques chez trois hétérozygotes a
suggéré une pénétrance incompléte de la mutation silver concernant le phénotype oculaire.

Figure 42 : Anomalies oculaires observées chez des chevaux Islandais, d’apreés (42)
(A) Hypoplasie irienne avec myosis ne répondant pas ou peu aux mydriatiques chez les chevaux avec le phénotype ACOM (B)
Anomalie du ligament pectiné caractérisée par une zone périlimbiale temporale blanche et élargie cheval islandais noir
homozygote silver présentant un phénotype ACOM (C) Cheval noir silver présentant le phénotype ACOM avec faible dilatation
pupillaire malgré I'application de mydriatique.

Se basant sur une précédente étude ayant montré un lien entre mutation silver et une
augmentation de la profondeur de la chambre antérieure de I'ceil (44), une étude de 2017 (45)
s’est attelée a étudier les capacités de réfraction des yeux de 152 chevaux Islandais en rapport
avec leur statut vis-a-vis de la mutation silver. En effet, une distance anormale entre les
surfaces réfractives de I'eeil pourrait causer des erreurs de réfraction. Dans cette étude 71
chevaux étaient hétérozygotes et cing étaient homozygotes mutés. Chacun de ces chevaux a
été associé a un contréle de méme race et de méme age (+ un an), sauvage pour la mutation
silver. Les capacités réfractive de I'ceil ont été mesurées par examen ophtalmologique simple
et skiascopie sans dilatation de la pupille. L'identité du cheval étudié était un facteur
randomisé. Les auteurs ont ainsi montré que les chevaux agés de plus de 16 ans portant la
mutation silver étaient prédisposés a étre myopes par rapport aux chevaux non porteurs de
la mutation du méme age. Les auteurs ont suggéré par ailleurs un effet progressif de la
mutation par leur observation de myopie chez les sujets plus 4gés comparés aux sujets plus
jeunes, sans pouvoir exclure que cette évolution soit simplement lié au vieillissement. Par
ailleurs aucune différence de I'état de réfraction n'a pu étre observée entre les groupes
hétérozygote et homozygote muté pour les chevaux de moins de 16 ans, alors qu'une
différence significative a été observée entre 16 et 21 ans. En effet les chevaux silver de cette
classe d’age étaient plus susceptibles d’étre myopes que leurs homologues non silver. Les
auteurs ont également noté que certains individus, qu'ils soient hétérozygotes ou
homozygotes, semblaient avoir des signes cliniques plus séveres, ce qui suggérait pour eux
I'éventuelle implication d'autres facteurs génétiques (45).
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6. Etude chez des Comtois

Les premieres études au sujet du Comtois datent de 2013. La premiére étude (46) s’est
intéressée a la description de la prévalence, de la nature, et de la sévérité des anomalies
congénitales oculaires multiples chez 77 Comtois de pure race et un Comtois croisé. Un
examen ophtalmologique complet a été réalisé sur chacun d’entre eux, assorti d’un examen
échographique transpalpébral. Trente-quatre d’entre eux ont également été génotypé a partir
d’un échantillon de poil pour les locus Extension (E), Agouti (A) et Silver (Z). Cette étude a
permis de montrer que 88 % des chevaux étudiés présentaient des kystes ou un
épaississement du corps ciliaire. Les kystes étaient majoritairement en région temporale (90
%) mais certains étaient présents en région nasale. Les kystes étaient bilatéraux dans 97 % des
cas. Parmi ces chevaux, 58 % montraient également une hypoplasie irienne les classant dans
le phénotype le plus sévere : le phénotype ACOM. Enfin, 'observation de la rétine a révélé des
kystes pour un cheval et des décollements pour cinq chevaux. (Tableau VI & Figure 43).

Tableau VI : Récapitulatif des anomalies rencontrées chez 77 Comtois d'apres (46)

KYSTES | ACOM
dont
=
2 Diminution Angle .
2 . 'g Luxation ;
o dela Cornea irido- Décollement
Z , . Cataracte , du e
< réponse a globosa | cornéen . . rétinien
N cristallin
la lumiére anormal
% 87 35 100 85 56 21 8 13

Par ailleurs les auteurs ont pu établir un lien entre génotype et phénotype puisque 100 % des
homozygotes silver présentaient le phénotype ACOM, et que tous sauf un (poulain de un mois)
des 14 chevaux hétérozygotes présentaient un phénotype kystique. De méme les trois
chevaux non porteurs de la mutation silver ne présentaient pas d’anomalie. Il est cependant
difficile d’extrapoler ces résultats a la prévalence dans la population globale car les individus
avaient été sciemment choisis par les auteurs pour avoir la plus grande variabilité génotypique
possible en recherchant notamment des robes peu communes dans la race (Figure 43).

Figure 43 : Différentes robes de Comtois et hypoplasie irienne d’apres (46)
(A) Homozygote silver, bai silver clair avec crins blonds (B) Gauche : Hétérozygote silver, bai silver avec crins blonds, Droite :
Homozygote sauvage, bai avec crins noirs (C) Hypoplasie irienne sévére chez un homozygote silver.

Un autre article (44) a présenté en détail I'intérét et les résultats de I’examen échographique
transpalpébral sur des chevaux présentant un phénotype ACOM au sein des races Rocky
Mountain et Comtois. Soixante-sept Comtois et 18 Rocky Mountain ont subi un examen
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ophtalmologique simple puis un examen échographique, apres avoir déterminé s’ils étaient
porteurs ou non de la mutation silver. Cette détermination s’est fait sur la base de la couleur
de la robe et des crins ou par génotypage pour les locus Extension, Agouti, et Silver si la simple
déduction visuelle n’était pas possible. L'imageur n’avait pas connaissance de I'examen
ophtalmologique réalisé au préalable.

Les auteurs ont trouvé que tous les porteurs de silver muté avaient au moins une anomalie
détectée par I'un ou I'autre examen. Parmi ces chevaux, 45 % avaient une anomalie, 11 %
avaient deux anomalies et 44 % avaient trois ou plus anomalies. Par ailleurs I’analyse a montré
gue I'examen échographique était significativement plus sensible que I'examen direct a
I'ophtalmoscope pour détecter les kystes (Figure 44). De plus il existait une différence
significative de profondeur de la chambre antérieure. Elle est plus élevée chez les
hétérozygotes par rapport aux non-porteurs et plus élevée chez les homozygotes mutés par
rapport aux hétérozygotes. La méme observation a été réalisée quant a I'épaisseur de l'uvée
(Figure 45).

Figure 44 : Aspect échographique d'un kyste ciliaire (fleche) en région temporale, d'aprés (46)
Parmi les 78 Comtois de cette étude, 88 % présentaient de tels kystes, surtout en région temporale, et de maniére bilatérale
dans 93% des cas.

Figure 45 : Comparaison entre un oeil de Comtois normal (en haut) et un ceil de Comtois avec cornea globosa (en bas),
d'apreés (44).
(a) Photographie d’ceil avec un degré de courbure cornéen normal (b) Image échographique correspondante avec une
chambre antérieure de taille normale (c) Photographie d’un ceil avec protrusion excessive du globe, caractéristique d’une
cornea globosa (d )Image échographie correspondante avec une chambre antérieure de profondeur augmentée et une
épaisseur diminuée de I'uvée antérieure. Les fleches indiquent la profondeur de la chambre antérieure.
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Enfin, I'examen a I'ophtalmoscope était plus efficace pour évaluer I’hypoplasie irienne mais
I’échographie était meilleure pour la détection des kystes, tout en permettant d’en préciser
la taille, la localisation et le nombre de maniere précise (Figure 46) (44).
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Figure 46 : Comparaison des méthodes de détection des anomalies oculaires chez des Comtois, d’aprés (44)
L’ophtalmoscope est plus efficace dans la détection de dysplasie irienne et de cataracte, tandis que I’échographie améliore la
mise en évidence de cornea globosa, de décollements rétiniens, et particulierement des kystes ciliaires.

C’est en 2015, qu’un article a dévoilé pour la premiére fois des images obtenues par IRM
(Imagerie par Résonance Magnétique) des yeux d’une jument Comtoise atteinte du syndrome
ACOM (47). Cette jument bai silver de quatre ans avait été admise pour une kératite bilatérale
évoluant depuis deux semaines. Elle présentait alors une cornea globosa bilatérale, un
blépharospasme, une diminution des réflexes a la menace et photomoteurs, ainsi qu’une
faible réponse aux mydriatiques. Une diminution de I'acuité visuelle avait aussi été suspectée.
L’examen ophtalmologique a la lampe a fente a révélé des ulcéres cornéens, des zones de
néovascularisation ainsi qu’un cedéme cornéen a droite. L'examen échographique a révélé
des kystes ciliaires en région temporale sans autre anomalie. Suite a une absence de réponse
au traitement et un mauvais pronostic a long terme, une euthanasie a été décidée en accord
avec le propriétaire. Un IRM a alors été réalisée qui a révélé :
- en séquence T1W : un signal anormal hyperintense du corps ciliaire avec un aspect
irrégulier et dilaté, ainsi qu’une cornée avec une surface irréguliére et aplatie ;
- en séquence FLAIR : un corps ciliaire dilaté avec un centre hypointense compatible
avec une lésion kystique ;
- enséquence T2W : une poche hyperintense a la surface de la cornée (Figure 47 A).

Une analyse histologique a ensuite été réalisée, révélant de multiples kystes ciliaires entourés
par une couche d’épithélium non pigmenté, elle-méme entourée d’'une couche d’épithélium
pigmenté et de stroma (Figure 47 B). Une atrophie rétinienne diffuse (caractérisée par un
mélange et une atrophie des couches interne et externe des noyaux), quelques zones
d’hypertrophie de I'EPR, de multiples vacuoles des cellules ganglionnaires, une absence
multifocale de la couche des cOnes et batonnets, et de petites zones de décollement rétiniens
ont également été notées (Figure 47 C). La cornée présentait une raréfaction du stroma avec
des zones d’cedéme entre les fibres stromales, et quelques capillaires superficiels. A droite,
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une ulcération superficielle et une infiltration neutrophilique superficielle du stroma ont aussi
été identifiées (47).

Figure 47 : Image IRM et coupes histologiques des yeux d’une jument Comtoise atteinte d’ACOM, d’apreés (47)
(A) Séquence T2 révélant une poche hyperintense a la surface de la cornée droite (B) Kystes ciliaires (*) délimités par de
I'épithélium non pigmenté (C) Rétine de I'ceil gauche avec désorganisation des couches et mélange multifocal et atrophie des
couches interne et externe des noyaux (fleche) et perte de la couche des cénes et baténnets (grosses fleches).

Enfin une thése datant de 2019 (48) s’est intéressée aux caractéristiques histopathologiques
de 10 yeux appartenant a huit Comtois, a partir de lames présentes au service
d’histopathologie de I’école vétérinaire de Lyon. La majorité avaient subi une énucléation a
but thérapeutique et une énucléation avait été réalisée post-mortem a titre pédagogique.
Certaines données relatives a I’'examen ophtalmologique et échographique étaient par ailleurs
consignées avec ces lames. On a noté: des kératopathies, des cataractes, des hypopions, des
myosis persistants, une diminution de [l'acuité visuelle, des mégalocornées, et des
détachements de rétine (48).

Les kystes de la pars plicata des corps ciliaires représentaient I'anomalie la plus rencontrée
dans cette étude. lls étaient formés uniquement par de I'épithélium non pigmenté, sont de
nombre (1-15) et de taille (<200um - > 1cm) variables, et renfermaient un liquide basophile
amorphe. Dans certains cas, ces kystes pouvaient étre superposés. lls étaient toujours associés
a une prolifération de I'épithélium (pigmenté et/ou non pigmenté), soit de maniére
multifocale limitée aux kystes, soit de maniere plus diffuse. Une prolifération anormale de
I’épithélium pigmentaire de l'iris a aussi été notée dans plusieurs cas, ainsi que des structures
papillaires provenant de l'iris, rappelant I'aspect des procés ciliaires, et donnant parfois
naissance a des kystes (Figure 48). Enfin, un décollement pathologique de la rétine a pu étre
objectivé dans deux cas.
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Figure 48 : Photographies de kystes du corps ciliaire d'aprés (48)
| :iris; * : kyste ; P : procés ciliaire ; EP : épithélium pigmenté ; ENP : épithélium non pigmenté ; S : stroma ; D : membrane de
Descemet ; Sc : sclére. Les kystes sont de taille variable, parfois superposés et formés par de I'épithélium non pigmenté.

7. Conséquences cliniques

Les conséquences cliniques de ces anomalies sont encore aujourd’hui mal connues. Il est
supposé que le phénotype kystique entraine le moins de conséquences sur la fonction visuelle
car les kystes sont translucides ou tres faiblement pigmentés (46). L’étude sur les chevaux
Islandais a par ailleurs montré une prévalence plus importante de myopie chez les chevaux
silver agés que chez leurs homologues non silver (45). De plus, chez les chevaux atteints du
phénotype ACOM, la taille et la disposition anormale des grains iriens autour de la pupille,
pourraient compromettre leur efficacité dans la protection de la rétine sensorielle vis-a-vis
des rayons lumineux. (46) Par ailleurs, les trés nombreuses anomalies décrites dans la these
de Weigel (48) étaient systématiquement concomitantes avec la présence d’anomalies
oculaires histologiques semblables a celles décrites dans le syndrome ACOM. Cette
observation est cependant a nuancer par le biais de sélection et I'absence de génotypage des
individus concernés. En outre, une étude réalisée sur les poneys apparait comme un bon
exemple du lien qui semble exister entre anomalies histologiques, anomalies cliniques, et
génotype. Enfin, il semblerait que les cas séveres de phénotype ACOM soient plus souvent
atteints de déficience visuelle (46).

Une étude de 2013 (49) portant sur des chevaux Islandais silver a suggéré par ailleurs que les
défauts visuels pourraient également étre a I'origine de modifications du comportement. En
effet les auteurs ont montré qu’une proportion significativement plus haute de chevaux silver
étaient hésitants a approcher du dispositif expérimental utilisé, par rapport aux chevaux non
silver. Les auteurs ont fait I’hypothése que cette donnée puisse étre expliquée par le fait que
le phénotype kystique des chevaux silver (tous hétérozygotes dans cette étude) crée une
baisse modérée d’acuité visuelle. lls ont cependant mis en garde sur le faible effectif et la
faible puissance du test de leur étude (49).
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E. SYNTHESE

De ces différentes études, il est important de noter qu’il existe deux phénotypes chez les
chevaux porteurs de la mutation dominante silver. Les chevaux hétérozygotes Z/z présentent
un phénotype kystique caractérisé par des kystes provenant des corps ciliaires ou de l'iris. Les
chevaux homozygotes z/z présentent un phénotype ACOM : kystes et une combinaison
variable d’autres anomalies congénitales oculaires parmi celles détaillées précédemment. La
transmission des anomalies oculaires est semidominante et la pénétrance semble complete
pour les homozygotes mais incompléte pour les hétérozygotes. Cette pénétrance incomplete
pourrait toutefois provenir d’'un défaut dans la détection de ces kystes.

Plusieurs études ont permis au fur et a mesure de mieux comprendre le syndrome au niveau
génétique, moléculaire, histologique puis clinique. Il a été montré que I'affection était
largement présente chez de nombreuses races équines. Chez le Comtois, il existe différentes
études ayant permis notamment de caractériser le lien entre examen ophtalmologique,
imagerie, et statut génotypique. Cependant aucune étude n’a encore caractérisé les lésions
histologiques rencontrées chez des Comtois de génotype connu.

Enfin, I'intérét pour cette affection se justifie par sa grande distribution a la fois dans I'espece
équine, dans la race Comtoise, mais aussi pour les conséquences cliniques qu’elle entraine et
semble entrainer. Pour l'instant, la pathogénie des anomalies observées n’a pas été décrite
dans la littérature, mais l'intérét croissant, notamment en médecine humaine pour les
substances amyloides amenera peut-étre a sa compréhension. (23,50)
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Ftude expérimentale

F. OBJECTIFS
La vocation de ce travail était de caractériser les lésions du syndrome d’Anomalies

Congénitales Oculaires Multiples du Comtois rencontrées lors de I'’examen histologique des
yeux.

G. MATERIELS & METHODES

Cette étude a recu I'approbation du comité d’éthique Jacques Bonnod de VetAgro Sup (Avis
n°® 2130, 2021).

1. Récolte des échantillons

Le matériel de cette étude était constitué de 27 yeux composés de 13 paires obtenues via des
énucléations post-mortem réalisées en abattoir, et d’'un ceil droit seul provenant d’'une
énucléation thérapeutique fourni par un vétérinaire praticien.

2. Préparation des lames

1. La recoupe

Nous avons regu les yeux directement fixés dans le formol. Une fois les paupieres 6tées, la
latéralité de I'ceil a été définie si non renseignée lors de I'énucléation. La présence de la
membrane nictitante en position ventro-nasale ainsi que celle du nerf optique en position
ventrale, a permis de facilement orienter I'ceil. Lorsque la membrane nictitante était absente,
il a également été possible d’orienter le globe en utilisant uniquement le nerf optique qui se
situe ventralement a sa sortie du globe et se poursuit médialement/nasalement. Une fois les
pobles dorsal, ventral, nasal, et temporal déterminés, une premiére coupe dorso-ventrale dans
le plan frontal a été réalisée un cm en arriere de la jonction entre la sclére et la cornée. Cette
coupe donne donc I’'hémisphere rostral de I'ceil comprenant la cornée, 'iris, les corps ciliaires,
et ’hémisphére caudal comprenant la rétine et le nerf optique (Figure 49). Le corps vitré peut
s’écouler en partie a cette étape.

Figure 49 : Schéma du premier plan de coupe, modifié d’aprés (2)
La ligne rouge représente le plan de coupe dorso-ventral, réalisé un cm en arriéere de la jonction scléro-cornéenne, et séparant
I'ceil en un hémisphére rostral et un hémispheére caudal.
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Le cristallin a alors été 6té par simple traction s’il ne s’était pas détaché lors de la premiere
coupe. A partir de I’hémisphére rostral, deux coupes dans le plan transversal ont été réalisées
pour obtenir un échantillon de quelques millimétres d’épaisseur. Ces coupes ont été réalisées
le plus centralement possible par rapport a I'axe longitudinal de I'ceil afin d’obtenir les corps
ciliaires dans I’échantillon. Ce méme échantillon a ensuite été divisé en deux pour obtenir la
partie temporale (cassette n°1) et la partie nasale (cassette n°2) par une coupe dans le plan
sagittal. L’hémisphéere caudal a été coupé deux fois dans le plan sagittal pour obtenir un
échantillon de quelques millimétres d’épaisseur, centré latéro-médialement, passant ainsi par
le nerf optique. Cet échantillon a ensuite été séparé en partie dorsale (cassette n°3), et en
partie ventrale avec le nerf optique (cassette n°4) par une coupe dans le plan transversal. Enfin
un échantillon de quelques millimétres a été réalisé dans le cristallin en le coupant dans le
plan sagittal. (cassette n°5) (Figure 50).
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Figure 50 : Schéma explicatif du protocole de découpe - Illustration par Henrique S. Fernandes
Une premiere coupe dorso-ventrale dans le plan frontal est effectuée pour obtenir les hémisphéres rostral et caudal. Pour
I’hémisphére rostral, un échantillon de quelques millimétres est obtenu grdce a deux coupes transversales, passant au centre
de la cornée, avant d’étre divisé en échantillons temporal (cassette 1) et nasal (cassette 2) par une coupe sagittale. Pour
I’hémispheére caudal, un échantillon de quelques millimétres est obtenu grdce a deux coupes sagittales, en passant par le nerf
optique, avant d’étre divisé en échantillons dorsal (casette 3) et ventral (cassette 4) par une coupe transversale. Un échantillon
de quelques millimétres est enfin obtenu par deux coupes sagittales du cristallin (casette 5).
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2. La réalisation des lames

Les échantillons mis en cassette sont déshydratés par un automate de déshydratation (LOGOS
ONE®) et inclus en paraffine. Des sections de 3um d’épaisseur sont réalisées avec un
microtome (HM 355S @) et ensuite colorées a ’lhématoxyline et I'éosine avec un automate a
coloration (MYREVA SS30°).

3. Lecture des lames

Ces étapes ont permis d’obtenir 135 lames. Les lames ont été observées pour chercher la
présence de lésion dans la totalité des sections des globes oculaires.
Les lésions suivantes ont été évaluées de facon qualitative.

Pour les corps ciliaires :
- présence / absence de kystes avec précision du tissu formant les éventuels kystes ;
- présence / absence d’inversion épithéliale ;

- présence / absence d’hyperplasie épithéliale avec précision des éventuels tissus
concernés ;

- autres lésions observées.

Pour liris :
- présence / absence de kystes avec précision du tissu formant les éventuels kystes ;
- présence / absence d’inversion épithéliale ;

- présence / absence d’hyperplasie épithéliale avec précision des éventuels tissus
concernés ;

- autres lésions observées.

La sévérité des lésions a été évaluée de maniére semi-quantitative selon la notation
suivante (Tableau Vi) :

Tableau VIl : Méthode d'évaluation semi-quantitative de la sévérité des lésions oculaires dans notre étude.

- Absence

+ Présence discréte

++ Présence modérée
+++ Présence importante

H. RESULTATS

Les résultats ont été présentés pour le corps ciliaire, l'iris et le reste des structures endo-
oculaires. Tous les résultats bruts sont présentés en Annexe 3.
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1. Corps ciliaires

Kystes

Nous avons observé des kystes des corps ciliaires sur tous les chevaux de cette étude avec
89% des yeux en présentant (24 sur 27). lls pouvaient étre uniques ou multiples et parfois
superposés. Leur taille était également variable. L’épithélium formant les kystes était toujours
de I’épithélium non pigmenté (Figure 51).

BT

Figure 51 : Kystes et hyperplasie des corps ciliaires observés dans notre étude.
K : Kyste ; ENP : Epithélium Non Pigmenté ; EP : Epithélium Pigmenté (Photographie personnelle) Des kystes de taille variables
et formés par de ’ENP sont visibles sur cette coupe. Une zone d’hyperplasie de ’ENP est aussi bien visible avec de nombreuses
couches cellulaires au lieu d’une.

Les kystes étaient plus fréquents dans le quadrant temporal seul (39 % soit 9 yeux sur 23
interprétables) que dans le quadrant nasal seul (9 % soit 2 yeux sur 23 interprétables). Ils
étaient présents dans les deux quadrants a 52 % (12 yeux sur 23 interprétables) (Figure 52).
La lésion était bilatérale chez 77 % des chevaux atteints (10 chevaux sur 13).

Nasal seul
9%

Temporal seul
39%

Temporal et Nasal
52 %

Figure 52 : Répartition des kystes des corps ciliaires dans notre étude
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L’analyse semi-quantitative des lésions a révélé que la lésion était présente de maniere
modérée dans 81 % des cas, et présente de maniére importante dans 19 % des cas (Tableau
Vi)

Tableau VIl : Résultats de I'analyse semi-quantitative des kystes des corps ciliaires.

- Absence 0%

+ Présence discrete 0%

++ Présence modérée 81 % (29 sur 36)
+++ Présence importante 19 % (7 sur 36)

Inversion des couches épithéliales
Nous n’avons observé aucune inversion des couches épithéliales.

Hyperplasie épithéliale

Dans tous les yeux il existait une hyperplasie épithéliale des corps ciliaires. Cette lésion se
traduisait par la présence multifocale de plusieurs couches cellulaires dans la couche interne
pigmentée et/ou dans la couche externe non pigmentée, alors qu’elles ne contiennent
normalement qu’une couche chacune (Figure 49). Elle concernait 'ENP seul a 15% (4 yeux sur
27), 'EP seul @ 7 % (2 yeux sur 27) ou les deux épithélia a 78 % (21 yeux sur 27). Elle a été
observée a 19 % (5 yeux sur 26 exploitables) dans le quadrant temporal seul et dans les deux
quadrants a 81 % (21 yeux sur 26). Elle n’était jamais présente uniquement dans le quadrant
nasal (Figure 53). L'hyperplasie était systématiquement bilatérale chez les 13 chevaux
atteints.

Temporal seul
19 %

Temporal et Nasal
81 %

Figure 53 : Répartition de I'hyperplasie des corps ciliaires dans notre étude

L’analyse semi-quantitative des lésions a révélé que la lésion était présente de maniere
modérée dans 96 % des cas, et présente de maniere importante dans 4 % des cas (Tableau
IX).
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Tableau IX : Résultats de I'analyse semi-quantitative de I'hyperplasie épithéliale des corps ciliaires

- Absence 0%
+ Présence discrete 0%
++ Présence modérée 96 % (46 sur 48)
+++ Présence importante 4 % (2 sur 48)

Autres anomalies
Nous n’avons observé aucune autre anomalie.

2. Iris

L'iris a été visualisé dans 87% des cas (47 lames sur 54). Dans les autres cas, il n’était pas
présent sur la coupe analysée (artefact da a l'inclusion en paraffine).

Kystes

Le tissu formant ces kystes était toujours de I’épithélium non pigmenté sauf sur une lame ou
il s’agissait d’épithélium pigmenté. Les kystes ont été retrouvés jusqu’au niveau de I'angle de
filtration, leur taille était variable et ils pouvaient étre superposés (Figure 54).
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Figure 54 : Kystes, papilles, hyperplasie et inversion épithéliale de I'iris observés dans notre étude.

K : Kyste ; ENP : Epithélium Non Pigmenté ; EP : Epithélium pigmenté ; H : Zones d’hyperplasie ; P : Papilles (Photographie

personnelle) Nous observons ici plusieurs kystes de taille importante associés a des zones d’hyperplasie. Une inversion des

épithelia était aussi visible. : 'ENP se trouve en position externe et I'EP en position interne alors que l'inverse est normalement

observé. Des papilles semblables a des procés ciliaires faisant protrusion étaient également présentes.
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Les kystes iriens ont été observés dans 26 % des lames (12 sur 47 interprétables) représentant
43 % des yeux atteints sur au moins un quadrant (10 sur 23 interprétables). lls étaient en
région temporale seule a 56 % (5 yeux sur 9 interprétables) ou nasale seule a 22 % (2 sur 9),
et dans les deux quadrants a 22 % (2 sur 9). La |ésion était bilatérale pour 33 % des chevaux
atteints (2 chevaux sur 6 interprétables) (Figure 55).

Nasal seul
22%

Temporal seul
56 %

Temporal et Nasal
22%

Figure 55 : Répartition des kystes iriens dans notre étude.

L’analyse semi-quantitative des lésions a révélé que la lésion était présente de maniere
discréte dans 8 % des cas, présente de maniére modérée dans 75 % des cas, et présente de
maniére importante dans 17 % des cas (Tableau X).

Tableau X : Résultats de I'analyse semi-quantitative des kystes iriens

- Absence 0%

+ Présence discrete 8 % (1 sur12)
++ Présence modérée 75 % (9 sur 12)
+++ Présence importante 17 % (2 sur 12)

Inversion épithéliale

Cette lésion signifie que c’est I’épithélium non pigmenté qui est en position externe au lieu de
I’épithélium pigmenté. La structure histologique de I'épithélium modifié devient alors
semblable a celle du corps ciliaire (Figures 54 & 57).

Cette inversion des couches épithéliales de l'iris est survenue dans 51 % de nos échantillons
ou l'iris était visualisable (24 sur 47), représentant 68 % des yeux atteints sur au moins un
quadrant (15 sur 22 interprétables). Elle touchait le quadrant temporal seul a 9 % (1 sur 11
interprétables), le quadrant nasal seul a9 % (1 sur 11) et les deux quadrants a 82 % (9 sur 11)
(Figure 56). La lésion était bilatérale chez 75 % des chevaux atteints (6 sur 8 interprétables).
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Figure 56 : Répartition de I'inversion épithéliale de I'iris dans notre étude

Nasal seul Temporal seul
9% 9%

Temporal et nasal
82 %

Hyperplasie épithéliale
Cette lésion consiste en la présence de plusieurs couches cellulaires pour I'un ou les deux
épithélia, au lieu d’une seule pour chaque épithélium (Figure 57).

Figure 57 : Hyperplasie de I'ENP.
ENP : Epithélium Non Pigmenté ; EP : Epithélium Pigmenté; H: Zone d’hyperplasie
Un nombre anormal de couches cellulaires compose I'ENP. Une inversion des couches épithéliales est aussi visible.
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Cette hyperplasie de I'iris était présente dans 66 % des cas au total (31 sur 47) représentant
83 % des yeux atteints sur au moins un quadrant (20 sur 24 interprétables). Elle concernait
I’épithélium non pigmenté seul a 16 % (5 sur 31), de I'épithélium pigmenté seul a 29 % (9 sur
31) ou les deux épithélia a 55 % (17 sur 31). Cette Iésion a été rencontrée dans le quadrant
temporal seul a 28 % (5 sur 18 interprétables), dans le quadrant nasal seul a 11 % (2 sur 18),
et dans les deux quadrants a 61 % (11 sur 18) (Figure 58). Elle était bilatérale pour 80 % des
chevaux atteints (8 sur 10 interprétables).

Nasal seul
11%

Temporal seul
28 %

Temporal et Nasal
61 %

Figure 58 : Répartition de I'hyperplasie irienne dans notre étude

L’analyse semi-quantitavie des |ésions a révélé que la |ésion était présente de maniere discrete
dans 3 % des cas, présente de maniére modérée dans 94 % des cas, et présente de maniere
importante dans 3 % des cas (Tableau XI).

Tableau XI : Résultats de I'analyse semi-quantitative de I'hyperplasie irienne

- Absence 0%

+ Présence discrete 3% (1 sur31)
++ Présence modérée 94 % (29 sur 31)
+++ Présence importante 3% (1 sur 31)

Autres |ésions observées
Dans 40 % des cas (19 sur 47), nous avons observé I'absence de I'épithélium non pigmenté, et
un ceil révélait une absence d’épithélium pigmenté dans son quadrant nasal.

Le quadrant temporal seul était touché a 10 % (1 sur 10 interprétables) et le quadrant nasal a
20 % (2 sur 10 interprétables). La Iésion touchait les deux quadrants dans 70 % des cas (7 sur
10 cas interprétables) (Figure 59).
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Temporal seul
Nasal seul 10 %
20%

Temporal et Nasal
70 %

Figure 59 : Répartition de I'absence d'ENP au sein de I’épithélium irien dans notre étude.

Parfois I'iris présentait des proliférations papillaires. Il s’agissait de papilles ou villosités
semblables a des corps ciliaires provenant de l'iris (Figure 54). Ces proliférations étaient
présentes dans 51 % des cas (24 sur 47) représentant 74 % des yeux atteints sur au moins un
quadrant (17 sur 23 interprétables). Elles étaient dans le quadrant temporal seul a 38 % (6 sur
16 yeux interprétables), dans le quadrant nasal seul a 19 % (3 sur 16), et dans les deux
quadrants a 44 % (7 sur 16) (Figure 60). Cette lésion était bilatérale pour 78 % des chevaux
atteints (7 sur 9 interprétables). Ces villosités étaient associées a une hyperplasie irienne a 88
% (21 sur 24).

Nasal seul
19%

Temporal seul
38 %

Temporal et Nasal
4%

Figure 60 : Répartition des proliférations papillaires de I'iris dans notre étude

L'analyse semi-quantitative des lésions a révélé que la lésion était présente de maniére
discréte dans 4 % des cas, présente de maniére modérée dans 88 % des cas, et présente de
maniére importante dans 8 % des cas suivant (Tableau Xll).

Tableau XII : Résultats de I'analyse semi-quantitative des proliférations papillaires de I'iris

- Absence 0%

+ Présence discrete 4 % (1 sur 24)
++ Présence 88 % (21 sur 24)
+++ Présence importante 8 % (2 sur 24)
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3. Autres structures endo-oculaires

L'observation de I'hémisphére caudal des différents échantillons, ainsi que des autres
structures oculaires de I’hémisphére antérieur, n’a montré aucune anomalie qui ne soit
artéfactuelle.

|. DISCUSSION

l. Bilan
Le cheval Comtois, dont les origines remontent au Ve siéecle, a bien évolué, et s’est
progressivement installé comme premier cheval de trait Frangais, en accompagnant les
hommes au fil des siécles au cours des guerres, ou dans les travaux quotidiens. Grace a son
caractere, sa force de travail, et a ses défenseurs, il a su perdurer. Néanmoins, c’est aussi a
son allure caractéristique que I’on reconnait le Comtois : sa robe blonde a rouge et surtout ses
crins blonds délavés.

Or, cette décoloration des crins est due, pour les chevaux bais et noirs, a la mutation silver,
touchant la protéine PMEL17 (27). Cette protéine est une protéine clé dans le stockage de
I’eumélanine, pigment de base des chevaux noirs et bais (21,34,51).

Chez le cheval, en plus de la décoloration des crins, cette mutation entraine le syndrome
appelé ACOM pour Anomalies Congénitales Oculaires Multiples. |l a d’abord été décrit chez le
Rocky Mountain Horse en 1999 (35) avant d’étre observé chez d’autres races comme le
Kentucky Mountain Horse (41), les chevaux miniatures (42), certains poneys (38,43), le cheval
Islandais (39), et enfin le Comtois (46). Ces chevaux présentent une baisse de |'acuité visuelle,
des affections ophtalmologiques variées et de nombreuses anomalies histologiques comme
des kystes des corps ciliaires ou de I'iris, une dysplasie irienne, des traces curvilignes sur la
rétine, ou encore un décollement rétinien. Ces lésions sont plus fréquemment rencontrées en
région temporale de I'ceil. De ces observations, deux grands phénotypes ont été établis. Le
premier est le phénotype kystique qui se traduit par des kystes de I'uvée antérieure et qui est
présent chez les chevaux hétérozygotes pour la mutation. Le second phénotype est le
phénotype dit ACOM, qui correspond aux chevaux homozygotes. Les anomalies observées
chez ces chevaux sont beaucoup plus variées et sévéres : les kystes précédemment évoqués
sont associés a un éventail variable d’autres Iésions parmi une hypoplasie irienne, une
dysplasie des grains iriens, un myosis persistant, une dysplasie rétienne, des kystes de la rétine
périphérique, une cataracte, une mégalocornée, une profondeur anormale de la chambre
antérieure, ou une anomalie de I'angle irido-cornéen. Ces chevaux peuvent alors avoir des
défauts de vision allant jusqu’a la cécité (35,39).

Chez le Comtois, une étude (46) s’est employée a décrire le syndrome ACOM a l'aide d’un
génotypage, et un examen ophtalmologique complet. Cette étude a permis d’établir que la
mutation silver était bien présente dans la race et que les deux phénotypes du syndrome
ACOM étaient bien observés en lien avec le statut génétique des individus. Une autre étude
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(47) portant sur un individu a révélé des anomalies similaires a celles déja décrites, ainsi que
des images IRM montrant des anomalies du corps ciliaires et de la cornée. L'analyse
histologique des yeux de cet individu a montré des kystes ciliaires , des lésions de la cornée
concernant notamment le stroma, et diverses anomalies rétiniennes.

Une étude préalable des lésions oculaires observées chez les chevaux hospitalisés a VetAgro
Sup, et qui a fait I'objet d’'une thése de fin d’études vétérinaires, a permis de confirmer la
présence de lésions histologiques chez des chevaux Comtois (48). Cependant, le manque
d’orientation des globes oculaires réceptionnés et de standardisation de la procédure de
recoupe et d’inclusion n’ont pas permis une étude fine des Iésions histologiques oculaires et
de leur distribution au sein du globe oculaire.

L'objectif de notre étude a été de caractériser et localiser précisément les lésions
histologiques rencontrées chez les Comtois pour pouvoir ensuite relier ces phénotypes au
statut génétique de I'animal pour la mutation silver, et compléter ainsi la description du
syndrome ACOM chez cette race.

Pour la partie antérieure de I'ceil, nous avons observé des kystes des corps ciliaires et ce de
maniere plus importante dans le quadrant temporal avec 81 %, contre 52 % dans le quadrant
nasal. De plus, les kystes étaient toujours formés par de I'épithélium non pigmenté. Ceci est
similaire a ce qui a été observé histologiquement chez le Rocky Mountain (39) mais différent
de ce qui a été décrit chez un individu Comtois (47) ou les kystes ont été décrits comme formés
par deux couches successives (une couche non pigmentée entourée d’'une couche
pigmentée). Ces kystes ont déja été décrits cliniquement chez le Rocky Mountain, Kentucky
Mountain, certains cas de poneys, Islandais, chevaux miniatures, et Comtois (35,37-39,41—
43,46,47).

Une hyperplasie de I’épithélium des corps ciliaires a également été objectivée dans tous les
yeux de cette étude, avec une atteinte de I'épithélium interne non pigmenté, ou de
I’épithélium externe pigmenté, ou des deux. Cette observation a également été rapportée
chez le Rocky Mountain et sur un individu Islandais (39,42).

La présence d’hyperplasie de I"épithélium non pigmenté, ainsi que la formation de kystes
tapissés que par cet épithélium, suggeérent que la formation des kystes serait plutét due a une
hyperplasie de I’épithélium non pigmenté des corps ciliaires, avec dégénérescence cellulaire
et formation des kystes, et non a un détachement entre les deux épithélia, comme cela a pu
étre décrit en littérature (52).

Des kystes iriens majoritairement délimités par de I’épithélium non pigmenté ont été
observés dans 43 % des yeux de |’étude, le plus souvent en région temporale. Ces kystes ont
déja été décrits cliniquement chez le Rocky Mountain, les chevaux miniatures, un individu
Comtois, et I'lslandais (35,42,46), mais jamais décrits histologiquement. Ils s"accompagnaient
par une inversion des couches épithéliales de I'iris (68 % de nos cas) : I'épithélium ressemblait
alors a I'épithélium des corps ciliaire avec I'épithélium non pigmenté en externe et
I’épithélium pigmenté en interne. Ceci a déja été noté chez le Rocky Mountain (35). De plus,
cet épithélium se caractérisait parfois (83 % de nos cas) par une hyperplasie, qui concernait
I"'une ou les deux couches de I'épithélium irien, le plus fréquemment en région temporale.
Cette lésion n’a jamais été décrite histologiquement avant, mais une étude clinique a
mentionné un épaississement de I'iris chez un poney de Shetland (43).
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Tous ces lésions iriennes suggerent une dysplasie des épithélia des corps ciliaires, qui
s’étendraient au-dela du limbe et tapisseraient la face postérieure de I'iris, en remplagant la
structure épithéliale normale. Cette partie de I'iris est sujette aux mémes lésions que les corps
ciliaires : des hyperplasies et des kystes. De plus, des proliférations de I'iris semblables a des
proces ciliaires étaient également présentes sur I'iris dans 74 % de nos cas. Ces papilles ont
été essentiellement rencontrées en région temporale. Cette |ésion conforte I’'hypothese d’'une
migration d’une dysplasie des corps ciliaires vers ['iris.

Des zones d’hypoplasie de l'iris ont également été observées dans 40 % de nos cas, se
traduisant surtout par une absence d’épithélium non pigmenté. Des hypoplasies iriennes ont
déja été décrites cliniquement chez le Rocky Mountain, le Kentucky Mountain, les poneys, les
chevaux miniatures, et le Comtois (39-41,45,48,49). Une seule étude sur le Rocky Mountain a
également décrit cette lésion au niveau histologique (39). L’hypoplasie irienne étant
généralement associée au syndrome ACOM chez les animaux homozygotes mutés, il sera
intéressant de corréler les résultats génotypiques aux phénotypes histologiques observés.

Quant aux lésions rétiniennes, les plus fréquemment rencontrées sont : des kystes décrits
chez le Rocky Mountain, le Comtois, les chevaux miniatures, des poneys, I'lIslandais
(35,37,39,42,43,46) ; des dysplasies de la rétine neurosensorielles avec replis pigmentés
décrits chez le Rocky Mountain, les chevaux miniatures, les poneys, I'lslandais (35,39,42,43) ;
des décollements rétiniens décrits chez Rocky Mountain et le Comtois (35,37,46,47) ; et la
présence de traces curvilignes décrites chez le Rocky Mountain et les chevaux miniatures
(35,37,42). Histologiquement, les lésions rétiniennes ayant été décrites sont des zones
d’atrophie avec perte de photorécepteurs chez le Rocky Mountain, le Comtois, et un ceil de
cheval Islandais (35,39,47), des zones de décollements rétiniens et des zones d’hyperplasie de
I'EPR chez le Rocky Mountain et le Comtois (35,47), de multiples vacuoles des cellules
ganglionnaires chez le Comtois (47), et des zones de dysplasie avec formation de rosette chez
le Rocky Mountain (35). Cependant, dans notre étude, nous n’avons pas pu les mettre en
évidence. Il est possible que cela soit d( a des phénomeénes d’autolyse ou de détachement
artéfactuel de la rétine qui sont des artéfacts fréquemment rencontrés en préparation
histologiques. Ces artéfacts auraient alors pu masquer des lésions subtiles, comme la
formation de rosettes de petite taille.

Il est également intéressant de noter que les différentes Iésions observées étaient toujours
plus sévéres dans le quadrant temporal par rapport au quadrant nasal.

En conclusion, les lésions histologiques observées chez les chevaux Comtois de cette étude
témoignent a minima d’une dysplasie des corps ciliaires, qui semblerait intéresser en priorité
I’épithélium non pigmenté, bien que I'épithélium pigmenté soit aussi touché. Cette dysplasie
serait responsable d’une migration des épithélia des corps ciliaires au niveau de liris, et d’'une
hyperplasie de I'épithélium non pigmenté. Les kystes, qui étaient tapissés par de I'épithélium
non pigmenté, pourraient étre dus a une dégénérescence cellulaire dans les zones
d’hyperplasie, comme certaines images histologiques le suggérent. Le mutation silver serait
alors a 'origine de cette anomalie congénitale du neurectoderme.
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II. Limites

Il a été prouvé chez d’autres races et chez le Comtois que les Iésions telles que celles observées
dans notre étude étaient associées a la mutation silver. De par nos résultats, et compte tenu
de la trés grande prévalence de la mutation chez le Comtois, il est raisonnable d’émettre
I’hypothése que les chevaux de cette étude seraient tous porteurs de la mutation silver. Dans
un soucis de rigueur scientifique, une analyse génétique serait cependant nécessaire. Le
protocole de cette étude prévoyait initialement un test génétique pour chaque cheval. Celui-
ci devait étre réalisé dans un laboratoire extérieur réalisant le test en routine a partir de crins
prélevés avec bulbe pileux. Cependant, les échantillons que nous avons regus ne
comprenaient pas de bulbe pileux et ce test n’a donc pas pu étre réalisé.

De ce fait, un travail préalable d’extraction de I’ADN a partir des échantillons fixés au formol
est nécessaire. Ce travail est actuellement en cours au laboratoire d’histopathologie de
VetAgro Sup mais n’a donc pas pu étre intégré a cette thése. Les résultats génétiques obtenus
pourront ensuite étre comparés aux résultats histologiques afin de confirmer ou d’infirmer la
supposée corrélation entre les lésions et la présence de la mutation a I'état hétérozygote ou
homozygote.

Par ailleurs, les 13 paires d’yeux regus de I'abattoir représentaient une population homogene
en age. En effet, tous les chevaux étaient nés entre 2019 et 2021. Seul I'ceil recu par un
vétérinaire praticien provenait d’'un cheval 4gé de 13 ans. Ce travail a démontré que les lésions
étaient présentes chez de jeunes chevaux mais ne nous a pas permis d’estimer le caractere
évolutif du syndrome ACOM.

D’autre part, sur certaines de nos lames (13 %), I'iris n’était pas visualisable. Il est probable
gue cette anomalie ait été due a un défaut lors de la préparation des lames ou a une anomalie
de I'ceil. Ceci a réduit notre effectif pour I’étude des lésions iriennes.

De méme les lames correspondant aux cristallins présentaient de nombreux artefacts liés a la
préparation histologique, ce qui n’a pas permis leur interprétation.

Enfin, notre analyse aurait profité d’un nombre plus important d’échantillons. Les 27 yeux

obtenus permettent de dresser une premiére description des Iésions histologiques chez le
Comtois, mais une population plus importante permettrait une meilleure extrapolation.
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J. CONCLUSION

Chez les chevaux, la mutation silver entraine une dilution de I'eumélanine. Il a également été
montré que cette mutation était responsable du syndrome d’Anomalies Congénitales Oculaires
Multiples (ACOM). Les chevaux hétérozygotes pour la mutation présentent un phénotype kystique
caractérisé par des kystes de I'uvée antérieure, tandis que les chevaux homozygotes pour la mutation
présentent le véritable phénotype ACOM, plus sévere, caractérisé par des kystes de I'uvée antérieure
associés a d’autres anomalies oculaires variées.

Les mécanismes moléculaires a I'ceuvre pour cette mutation sont actuellement en cours
d’investigation. Les conséquences connues de la mutation sont une modification de la structure du
mélanosome, des agrégats irréguliers de mélanine et la formation d’une substance amyloide anormale
avec une structure désorganisée.

Alors que des études se sont employées a décrire les lésions histologiques observées chez le
Rocky Mountain Horse, chez un poulain Islandais, ou chez certains cas isolés de Comtois, aucune étude
prospective et standardisée n’avait encore été conduite chez le Comtois concernant le phénotype
histologique.

Cette theése a permis de révéler de nombreuses lésions histologiques oculaires chez le Comtois.
Leur nature, localisation et sévérité a pu étre rigoureusement étudiée ici grace a un protocole
standardisé, permettant de finaliser la description complete du syndrome ACOM chez cette race.
Certaines lésions comme les kystes des corps ciliaires, I’"hypoplasie irienne, I'inversion des épithélia
iriens sont semblables aux lésions décrites histologiquement chez d’autres races. D’autres, comme la
présence de kystes iriens ou d’hyperplasie irienne ont déja été décrits cliniguement mais jamais
histologiquement. Enfin la présence de papilles iriennes n’ont jamais été décrites chez le cheval, en
lien avec la mutation silver. Comme pour les précédentes études, chez nos Comtois, les lésions sont
plus fréquentes dans le quadrant temporal que dans le quadrant nasal.

Les résultats génétiques n’ont pu étre achevés a temps pour cette thése mais I'analyse est en
cours. La grande prévalence de Comtois silver dans la population actuelle laisse présager que les
chevaux de cette étude seront porteurs d’un ou de deux alleles mutés, permettant d’établir le lien
entre génotype et phénotype histologique pour le syndrome ACOM chez le Comtois, comme cela a été
montré pour d’autres races. La distinction entre hétérozygotes et homozygotes mutés reste cependant
a étudier.

Enfin, la variété de lésions affectant l'iris et les corps ciliaires a orienté notre hypothése
pathogénique vers a minima une dysplasie des épithélia des corps ciliaires, responsable d’une
hyperplasie de I'épithélium pigmenté et de la formation de kystes par dégénérescence cellulaire, et
d’une migration de ces épithélia vers l'iris. Des études complémentaires permettront certainement de
confirmer cette hypothese et de comprendre le mécanisme moléculaire responsable de ces lésions qui
reste encore totalement inconnu.

Thése de Mme Juliette LAFITTE
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Annexes

Annexe 1 : Feuille de commémoratifs accompagnant chaque échantillon

RECUEIL D'INFORMATIONS DANS LE CADRE D’UNE ETUDE SUR LE SYNDROME
D’ANOMALIES OCULAIRES MULTIPLES (ACOM) DU COMTOIS

Vous étes le vétérinaire traitant d’un cheval allant étre intégré au travail de these encadré par le Dr Sara BELLUCO,
le Pr Jean-Luc CADORE, et réalisé par Juliette LAFITTE, une étudiante de I'Ecole Nationale Vétérinaire de Lyon (VetagroSup).
Cette étude vise a caractériser les lésions présentes au niveau microscopique sur les yeux des chevaux Comtois atteints par
le syndrome ACOM. Ce syndrome est présent chez d’autres races chez les animaux porteurs d’'une mutation du gene silver,
responsable de la robe caractéristique dite « alezan crins lavés » du Comtois. L’échantillon biologique recueilli sur ce cheval
fera donc I'objet d’une analyse histologique, dont les résultats vous seront transmis a titre gracieux, en contrepartie de votre
participation a cette étude. Dans le but de mener un travail précis et rigoureux, certaines informations nous sont nécessaires.

VETERINAIRE TRAITANT :

Nom : Téléphone : Courriel : @
PROPRIETAIRE

Nom : Prénom : Courriel : @
COMMEMORATIFS

Nom : Transpondeur : N° SIRE :

Né(e) le : Sexe: F M Robe :

ANTECEDENTS MEDICAUX

Motif de I"énucléation :

Eil(s) prélevé(s) : Gauche Droit Date de réalisation :

INSTRUCTIONS POUR LA PREPARATION ET L'ENVOI

Pour permettre la meilleure conservation et analyse, veuillez, dans la mesure du possible :

- procéder al'exérése de tous les muscles et annexes de I'ceil

- orienter I'ceil a 'aide fils pour repérer les quadrants temporal (2 fils) et nasal (1 fil)

- injecter quelques cc de formol dans la chambre antérieure par injection intra vitréenne
- disposer chaque ceil dans un volume minimal de 250 mL de formol

- récolter quelques crins avec le bulbe et le placer dans un tube sec (pour génotypage)

Vous pouvez ensuite nous transmettre I'échantillon biologique accompagné des crins, de cette feuille, ainsi que du
consentement éclairé des propriétaires a I'adresse suivante :

Dr Sara BELLUCO
Laboratoire d’Histopathologie
VetAgro Sup, Campus Vétérinaire
1, avenue Bourgelat
69280 MARCY L'ETOILE

Merci de votre participation ! Pour toute question, n’hésitez pas a nous contacter : sara.belluco@vetagro-sup.fr

79



Annexe 2 : Feuille de consentement éclairé accompagnant chaque échantillon prélevé sur un animal vivant dans un but
thérapeutique.

CONSENTEMENT ECLAIRE POUR L’UTILISATION DES DONNEES
CONCERNANT VOTRE ANIMAL DANS UNE ETUDE SUR LE SYNDROME
D’ANOMALIES OCULAIRES MULTIPLES (ACOM) DU COMTOIS.

J&, SOUSSIZNE(E) oot e s (Nom Prénom), demeurant au
(Adresse compléte) reconnait avoir €té iNformeé(€) Par ....coveveeveeeeeeis ceveiviest e (Nom Prénom) de I'intégralité des
procédures mises en jeu lors de I'étude clinique sur le syndrome ACOM du Comtois, dans lequel j’accepte librement
que soit inclus I'animal dont je suis le propriétaire / deteNTEUN : .......ciiceeieiieiee et e (Nom)

ettt (n° transpondeur), cheval de race Comtois et agé de ............ an(s).

J'atteste avoir compris les bénéfices attendus et les risques potentiels liés a la mise en ceuvre de cette étude et
qui m’ont été clairement ENONCES PAN ......vveeeeveerecieiee et et eereesse s (Nom Prénom).
J’ai noté que la participation a I'étude clinique n’occasionne aucun frais supplémentaire a ma charge et qu’elle ne
s’accompagne pas non plus d’'une rémunération associée.

J'ai été prévenu(e) que j’ai le droit a tout moment et pour quelque raison que ce soit de retirer mon animal de I’étude.

Jautorise les équipes de VetAgro Sup a utiliser les données et les prélevements de mon animal de maniére
anonyme dans le but d’améliorer I'état des connaissances scientifiques et techniques sur le sujet.

Je déclare avoir eu de [a part de .....c.ocoeviveiiiiierieies s (Nom Prénom) toutes les réponses a mes questions.

Signature du propriétaire / détenteur de I'animal
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Annexe 3 : Tableau de résultats bruts

Dysplasie de I'iris Kystes iris Kyste Corps ciliaire Epaississement du corps ciliaire
Identifiant histologie| Génotype OEil Quadrant | Inversion des couches iris Papilles iris
Présence | Tissu Présence | Tissu Présence Tissu Présence Tissu
Temporal + + ENP, P + + EP ++ ENP + ENP
Droit
Nasal + / / + ENP + ENP,P
21-1915
Temporal + + ENP +- +- ENP ik ENP + ENP.P
Gauche
Nasal @ ENP / / + ENP /
Temporal + / + / + ENP + ENP,P
Droit
Nasal + ! / ! + ENP,P
21-1916
Temporal +f= P + + ENP + ENP,P
Gauche pol th ! .
Nasal + / / / + ENP,P
Temporal = ENP / 7 + ENP + ENP,P
Droit
Nasal @ ENP ! ! + ENP + ENP
21-1917
Temporal @ ENP / + ENP i/ + P
Gauche
Nasal 2 ENP + P / / /
Temporal @iris + ENP + ENP
Droit
Nasal @iris + ENP + ENP, P
22-218
Temporal 2 ENP + 3 / + ENP + ENP
Gauche
Masal @ iris, @ corps ciliaire
Temporal i + ds ENP ds ENP ds ENF, P
22391 Droit pe i :
Nasal / + / / /
Temporal + + ENP, P + ' + ENP + ENP,P
Droit
Nasal + + ENP, P + / / + ENP,P
21-1877
Temporal + + P + i/ + ENP + ENP,P
Gauche 2
Nasal + + ENP,P + / + ENP + ENP,P
Temporal + P + i/ + ENP + ENP,P
Droit
Nasal @ ENP + P + / + ENP + ENP,P
22220
Temporal @ ENP + ENP + P
Gauche pa ) J
Nasal = ENP + ENP,P i / /
Temporal airis + ENP + ENP
Droit
Nasal @ ENP / ! ! + ENP,P
22221
Temporal = ENP / 7 + ENP + ENP,P
Gauche
Nasal 2 ENP / / / + ENP,P
Temporal + + ENF,P + i/ + ENP + ENF.P
Droit
Nasal + / / + ENP + ENP,P
nm
Temporal + + ENP,P i/ + ENP + ENP,P
Gauche
Nasal + + ENP + + / aplasie ?
Temporal + + ENP,P / + ENP + ENP,P
Droit
Nasal + + ENF,P + + ENP ++ ENP + ENF,P
211301
Temporal + + ENP + + ENP Eh ENP + ENP,P
Gauche
Nasal + ! / + ENP + ENP
Temporal @ ENP + P i/ i/ + ENP,P
Droit
Nasal 2 ENP + P + / / + ENP
20.928
Temporal + + ENP, P =+ + ENP + ENP + ENP, P
Gauche
Nasal + + ENP, P +H + ENP + ENP + ENF, P
Temperal 2 ENP + ENP + i/ i/ + ENP
Droit
Nasal + + ENF,P + / + ENP + ENP
20929
Temporal + + ENP,P + + ENP + ENP + ENP,P
Gauche
Nasal ap ++ ENF,P + + ENP + ENP + ENF,P
Temporal + + ENP,P + + ENP / + ENP
Droit
Masal @iris + ENP + ENP
20.959
Temporal @ ENP + P i/ i/ + ENP
Gauche
Nasal 2 ENP + ENP,P / / + ENP
Temporal = ENP + ENF,P i/ ++ ENP ++ ENF,P
Droit
Nasal 2 ENP + ENP / / + ENE,P
20.1020
Temporal @iris + ENP + ENP
Gauche
Nasal @iris - ENP + ENP,P
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CARACTERISATION HISTOPATHOLOGIQUE DU SYNDROME
D’ANOMALIES CONGENITALES OCULAIRES MULTIPLES DU
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Résumé

Les Iésions ophtalmologiques entrainées par le syndrome d’Anomalies Congénitales
Oculaires Multiples (ACOM) ont déja été observées chez le Rocky Mountain Horse,
I'lslandais, les chevaux miniatures, les poneys et le Comtois mais n'ont été décrits
histologiguement que chez le Rocky Mountain Horse. L’objectif de ce travail a été de
caractériser précisément les Iésions histopathologiques rencontrées chez les Comtois
porteurs de la mutation.

L’analyse histologique de 27 yeux a permis de révéler de nhombreuses lésions de
'uvée antérieure, plus marquées en région temporale. Les corps ciliaires présentaient
des kystes formés par de I'épithélium non pigmenté, associés a une hyperplasie de
I'épithélium dans 100 % des cas. L’iris présentait des kystes (43 %), une inversion des
couches épithéliales rendant I'épithélium similaire a celui des corps ciliaires (68 %),
une hyperplasie épithéliale (83 %), des formations épithéliales semblables & des corps
ciliaires (74 %), et une hypoplasie épithéliale (40 %).

Ces lésions orientent notre hypothése pathogénique vers une dysplasie des épithélia
des corps ciliaires, responsable a la fois d’'une hyperplasie de I'épithélium pigmenté,
de la formation de kystes par dégénérescence cellulaire, et de la migration de ces
épithélia vers l'iris.
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