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ldée = comparer

Utiliser et comparer des genotypes ou des
especes presentant un taux d’ovulation
différent pour élucider les mécanismes mis
en jeu

2 volets : intra-especes (mouton) et inter-
especes (cochon/bovin)



Plan

 Rappels : folliculogenese, Bone
Morphogenetic Protelns (BI\/IP) et
hyperprolificité e

e Etudes intra-espece

* Etudes inter-especes



Folliculogenese
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Prolificité et BMPs
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Les genes majeurs Booroola (FecB) et Lacaune (Fecl)
affectent le taux d’ovulation

Homozygote sauvage FeéfiFecc Homozygote muté FedFec

Taux d'ovulation = 1 Taux d’ovulation 5

FecB = BMPR-1B (Bone Morphogenetic Protein receptor)
FecL = « ce que nous cherchons »



8 Comment agissent BMPR-1B et son
ligand?

Cultures de cellules de granulosa issues de
genotype sauvage ou muté, en presence
de BMP4 (= un ligand) ou non

Extraction des ARN totaux et hybridation sur
puce bovine 9216 genes « CRB-
GADIE/CRGS / P. Martin» = transcriptome



Adequation des puces hétérologues?

Bonne hybridation des sondes oligo et ovine/mb bovines



ce qui reste a faire pour le
transcriptome « Booroola »

* Analyse statistique en cours (20
membranes)

* Nous attendons l'identification de genes et
réseaux de genes affectés par le ligand
BMPA4 et par la mutation BMPR-1B



Ou est le gene « Lacaune»?

Carte d'irradiation Séquence
ovine humaine
OARL11 (cR) HSA17 (Mbp)

LSCV36 BM17132 4407
4415
44.15
4421

CALCOCOZ 44.28
4432

44.35
BM17132 44.36

44.39
44.45

VIL2L2 | GNGT2 44 5¢
44.64

MsLD152 44 .6t
PHOSPHO1 44.66

4476

44 .84

FecL locus

NGFR |MsLD147
44.93

45.01
45.07
45.13
45.16

DLX3

4542

Réduction de l'intervalle « Lacaune » de 2 a 1 Mbp



Que fait le géne « Lacaune»?

e Etudes physiologiques :
- cultures de cellules de granulosa : pas

de difference de sensibilité aux BMP (diff.
Booroola)

- les denombrements des différents types
folliculaires et 'analyse des enzymes de la
steroidogenese suggerent un effet sur la
sensibilité et/ou la sécrétion de la LH




Les genes de l'intervalle présentent-
IIs une expression difféerentielle?
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Peut-on genotyper les animaux
« Lacaune»?
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DLX3 peut étre utilisé pour le génotypage
des femelles « Lacaune »



Quelle est la suite préevue pour
identifier le gene?

* Poursuite des analyses avec de nouveaux
marqueurs et de nouveaux animaux
pour le gene « Lacaune »

* Etude «in vivo » en générant des animaux
portant les 2 mutations « Booroola » et
« Lacaune » pour tester I'additivitée des 2
mutations

 On n’a jamais éte aussi pres...
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2. Etudes inter-especes

taux d’ovulation = 1 taux d’ovulation = >15
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o Y Qu'est-ce qu'on compare?

pools |PFN |PFA |GFN
o PFS
Truie 13 8
Vache |7 11 8 /
\ GFS

y

>

2 especes * 2 etats * 2 tailles

PFA

Danielle Monniaux et coll., Médecine/Sciences 15
:157-166, 1999
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'\¥ Comment compare-t-on?

e Questions methodologiques
— des genes orthologues?
— hybridation hétérologue?

 Reésultats

— Compte-tenu des disponibilites, 2000 genes
orthologues

— Mise au point de I'hybridation héterologue : 1200
genes bovins exprimés

e Choix

— Méme puce de 9216 ADNCc porcins pour les 2
especes



o N Que dit le transcriptome?

atretiqgues sains
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L’analyse des 254 genes (Bonferroni 1%) oppose : atrésie
et developpement, les 2 especes.



Quels sont ces genes?

e Groupe 1 : genes surexprimeés lors du
developpement folliculaire. Des genes
impligués dans la transcription, la
steroidogenese, le métabolisme du
glutathion sont retrouvés

o Groupes 2 : genes surexprimeés lors de
I'atrésie (GADD45B, APOE, FOSL2)

* 30 % de genes non annotés
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\¥ Quels réseaux de génes?
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G N Quelles différences?

* 917 genes specifiguement exprimeés chez
le bovin (dont 15 différentiels)

o Sur les 2559 genes qui s’expriment dans
les 2 especes, 989 se comportent
différemment entre les 2 especes



N/

) t;? Ce qui reste a faire...

* |l reste un important travail d’annotation

* Analyses statistiques complémentaires
pour caractériser l'effet « espece » et
effet « état »

* Analyse en QPCR (genes connus et
Inconnus)

e Mises en réseaux
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Mercl de votre attention!



