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Objectif du projet Mammifert

- ldentifier des régions genomigues contenant
des genes impliqués de facon quantitative dans
les processus de la fertilité

Par une approche QTL (Quantitative trait locus)
En utilisant un modele animal original : lignées IRCS

- Affiner la primo localisation pour identifier les
genes impligués dans les phénotypes

- Transposer les résultats a deux especes
d’'intérét, bovine et humaine.




Modele de I'etude : lignees IRCS

(Interspecific Recombinant Congenic Strains)

The Mus species group

domesticus
The

musculus I\, musculus

castaneus group

bactrianus

mace "j;f” (Grecee->Tran->lsracl)
) ‘( y 4A or abboiti)

spicilegus (Austria->Ukraine->Bulgaria)

(formerly 4B or hortulanus)

Spretus (Spain/ N. Africa)

caroli (Indonesia)

cookil (India/S E. Asis)

cervicolor (Nepal/SE. Asia)

booduga (india/Burma/Pakistan)

dunni (India/Sumatra)
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Modele de |'étude : lign ées IRCS

Etablissement des lignees

(X Montagutelli, Institut Pasteur )

%th(,éorique Bé  SEG
dugenome de F16A U G0l "ﬂﬂm
S L ET

ﬁ%ﬂﬁﬁﬂﬂ N
m_,émmmm S0 g 0 G

ik il B T T T
. . ot IR E IR

MONTAGUTELLI, Pasteur




Modele de |'étude : lign ées IRCS

Le génome des IRCS est une mosaigque de
segments spretus dans un fond B6
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Actuellement, 53 lignées
représentant au total environ
40% du genome Spretus




Modele de I'etude : lignées IRCS

primo localisation des QTL
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Dans un environnement contrélé, toutes differences
phénotypiques entre une lignée IRCS et la lignee
controle B6 sont imputables aux fragments
chromosomiques d’origine  spretus



| e versant male




Traits phénotypiques etudiés

Sacrifice de I'animal
Prélevement et pesée des organ

Prostate, vésicules séminale Epididymes

Récupération des Réserve
spermatozoides spermatique

Histologie Morphologie
Test d’induction de
T o, la réaction
Mobilité Vitalité

acrosomique
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1 QTL de fort poids prostatique Hpw1 sur MMU19

TABLE 2

Phenotype—genotype relation for accessorvgland-related wraits in TRC strains

% of BA's absolute

Sirains gland weight

Glandular hisiology

sfretus segmenits

Chromosome

Localization (bp)

119H Epididymis: +17%

Epididymis: +18%

Epididymis: +15%;

seminal vesicles: +36%

Seminal vesicles: +23%

Seminal vesicles: +50%

Seminal vesicles: —39%:
prostate: —38%

MNormal when
nonengorged

MNormal

Small prostatic and
seminal vesicle glands

134,728,264-164,190,990

015,425 6566
0-16,231,985
20,958,126-25,5355,695
7.469,757-0,108.473
151,219,492-134,200,000
(1,576,601-86,973,716
130,015,787-145,154,094
016,821,081
46,495,245-66,722 220
38,9091.008-55,936,298

0-31,055,551
21,009,497-54,610,000
54,610,000-465,540,594
26,457,520-31,750,835
0=15,366,860
T8,826,456-107 526,001
135,269,077-149,525 685
23,634,750-32, 466,048
16,994, 203-20,262,739
36,936,374-57,602,475

20,803,191-40,449.730
TL136. 87308 252 450

135E Prostate: +28%

MNormal

43,916,288-61,321,190

™y € 8 W83 R E s A

ELLITEREN & ToeanG s lallthy

L A e s

11,645,398-28,465,840

#n, number of analvzed mice.
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Un QTL de survie spermatique Dssl1 sur MMUG

TABLE 4

Phenotype—genotype relation for viability and acrosome-status-related traits in TRC strains

Strains

T

Viability

Early viability Viability decrease

(%) *SEM
and Paalue

AR

(%) +SEM

and Paalue

SAR +SEM ITAR +=SEM
and Paalue and Paalue

spretus segments

Chromosome

Localization (bp)

Bb

709 £ 2

10 = 4 228 = 05 19.6 = 1.3

E Y e

50 = 0.5
(P = 0.003)

64 * 0.2
(NS)

125 * 0.2
(NS)

24.2 + 0.8
(P = 0.01)

16

65,340,504—10.570,000

137,373,153-149,525,685
25,872,301-35,582,876
153,405,225-162,891,332

0-32,266,906
76,112 398-83 862,809
16,821,081-28,791,620
28.791,620-49,618,164
58.263,512-74,115,351
0-28.465.840

24,9 + 9
(P = 0.009)

6

TSN R VA
(P = 0.0002)

R |
(NS)

22 % 05
(NS)

48 + 0.8
(P = 0.0002)

13
15
1

13
15

137.373,153-149,525,685 (Dssl)

R § = FF TS AT K]

99,827,842-111,310,000
69,139,024-90,736,837
S0.570,000-113,454,683

84.982.049-102,577,536
36,912,104-57 454,744




ignéees

Etude comparative du transcriptome de trois |
Petit poids testiculaire 97C et 137F

IRC, B6 et SEG
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II- Etude du transcriptome de trois lignées IRC, B6 et SEG

Pool de 12 testicules par lignée
Utilisation de puces Nimblegen

42586 transcrits
Oligonucléotides: 60mers, en moyenne 9 par transcri s

Genes modified in PSSP PO ERN DN
the spretus region

astrain 137F

Genes modifiedinthe [
B6 background




lI- Etude du transcriptome de trois lignées IRC, B6 et SEG

Double exploitation des données:

A -Etude de la régulation de genes dans un contexte de
genome mosaigque (L’Hote et al, 2008 Genome Biology )

B - Identification des genes d’intérét pour les
phénotypes considéres




A -Etude de la régulation de genes dans un contexte
de génome mosaique

137F =— 97C =—

5 LB BB ¥ OB G

SEEEBRSE &
ewELBRERERE

w5 T BE W B EE&

Il existe une correspondance entre la localisation sur le chromosome
des genes deéeregulés et les segments spretus

Mise en évidence d’'un fragment spretus non détecté i  nitialement
sur le chromosome 6 de 97C




Comparaisons des niveaux d’expression des genes des fragments
spretus des IRCS avec ceux des parents B6 et SEG:

Mise en évidence de gquatre modes de régulation

0 1 2

3
B& B BE B&
P / \ = = / \ P ;e/ \ - P / \ =
SEG ———= |RCS SEG ———= |RCS SEG ) = |IRCS

r: 04457 r:-0.0454
M 1,085, p< 0.0 M:3E p:0449 r:0.5340 r: 00695
N: 40, p < 0.0 M:18,p:0.78

SEG ——=— |RCS




Répartition des genes specifiques du testicule selo
les modes de régulation

B Genes not specifically
expressed in the tastis

O Testis-specific genes
(Données Symatlas)

Expression Expression de type B6
identique

Pour les genes speécifique du testicule, la déeregula  tion qui force un gene
« spretus » a avoir un comportement « B6 » est fortement c ontre sélectionnee




Mecanisme de déregulation des genes

Lenght of SEG
promoter (bp)

Total number
of TFBS
detected with
Genomatix

728

137

587

101

100

228

94

198

106

134

101

920

105

138

P s s ows 006 ns o019 0o

Percentage of sequence
polymorphism

Percentage of TFBS
differing between
spretusand musculus

B Induced genes
H Repressed genes
H Non modified genes

Il existe plus de différences entre B6 et SEG
dans les regions promotrices des genes
deregulés:

- Plus de polymorphisme

- Une variation plus grande dans le nombre
de sites de fixation des FT




lI- Etude du transcriptome de trois lignées IRC, B6 et SEG

B - Identification des genes d’intérét pour les
phénotypes considérés




Recherche du gene responsable du petit poids testic ulaire

Lignée 97C Deux fragments spretus sur
MMUG6 et MMU11

Etrain 97C

= 5 ¢ 0.8%> © $/F genotupes

-Ségrégation du phénotype avec le fragment sur MMU 11 (16Mb)

Poids testiculaire relatif au poids corporel

0,007

*
*
*




6 genes connus et 2 genes annotés

SEQ_ID
AK033944
NM_177033
NM_015785
AK040906
XM_203398
AKO15778
AK131682

'A930041G11Rik'

'A930041G11Rik'

'Zpbp'
'LOC432534'
4930415F15Rik’
4930512MO2RIik’
'4930512MO2Rik'

NM_00102559" 'Zfpnlal'

AK036833
AK040268
AK142856
NM_021891
NM_016672
AK160769
NM_010345
BC016111
AK028833
NM_172496
AK147366
AK049730
XM_977896

'Zfpnlal'
'Zfpnlal'
'Zfpnlal'
Fignl1'
'‘Ddc’
'‘Ddc'
'‘Grb10
'Grb10'
‘Cobl'
‘Cobl’
‘Cobl'
‘Cobl’
'LOC634436'

xpression /B6

1,454896647
= 2,051059278
0,775276368
= 0,493242833
0,871388826

- 0,138639491
0,585892217
0,777090424
0,683546416
1,071823928
0,786941607
0,995830471
1,047235156
0,619010487
0,739527269
0,833802833

=» 3,32687905
1,337669322
1,34192785

= 0,423983701
0,572902308

dans la région candidate

niveau de fluorescence

74
186

61

10969 | turlupine !
157
33

177
28




Recherche du gene responsable de 'anomalie de form
de téte des spermatozoides

BC017526

NM_207689
NM_207688
NM_207690
NM_207691
NM_207687
NM_019585
AK145160

4,00
4,00
4,00
4,00
4,00
4,00
4,00
4,00

150960142
150964676
150964676
150964676
150964676
150964676
150964676
150971593

48,1486
4923,04
3199,8057
6248,8059
3387,8306
101,6788
842,7491
115,4233

54,6754
6763,4488
3814,3117
8761,4644
4329,1001
2036,9062
1030,2784

98,5985

Lignée 44H

0,88062639

0,727889
0,83889466
0,71321478
0.78257156

0,04991825

0,81798192
1,17063951

6 fragments spretus

10 11 1 13 14 15 168 17 18

4 5 8 7 8 3
200000

i

Etrain 44H

15 ¢ 2 _2%) ! S/% genotupes

Estimated proportion of spretus genone - .26 &

Bt 44H

110 kD

‘Tnfrsf25'
'‘Espn’
'‘Espn’
'Espn’
'Espn’
'Espn’ -
'Espn’
‘Espn’

1

Anti-esgnin
Isofonmme 1

e

%
®




L’espin présente au niveau des spécialisations
ectoplasmiques des cellules de Sertoli

Sertoll [
cell g

Adlurninal esmpariment

& E’ T.:._ -.::.:'n. Sartali call
Polyclonal Anti espin i I o P



Specialisation ectoplasmigue et forme du noyau sper matique

Induction par le flutamide
d’anomalies des SE associées
a des anomailes de forme du
noyau des spermatides

Anahara et al, 2004

Anomalie de forme du noyau
d’'une spermatide de 44H
visible en microscopie
électronique




la ségregation des fragments spretus de 44H a montr &

que.
- Le recombinant 4 n’a pas d’anomalies morphologique S
la sous expression du gene espin n’est pas responsa ble du phénotype

Des souris « jerker » avec une mutation de I'espin n'o nt pas
d’anomalies morphologiques

- Le recombinant 19 n’a pas d’anomalie morphologique spermatique

-Le recombinant 3 (33Mb) montre environ 20% d’anomalies morphologiques:

les souris KO pour
IMPA1 ne montrent pas
d’anomalies morphologiques
spermatiques




La suite .....

Attendre de nouveaux recombinants 3, 12 et 13.



Versant femelle



Laissue, P. et al. Int J Dev Biol, 2008



Sous lignées de 66H

Laissue, P. et al. Int J Dev Biol, 2008
in press



+rr

Laissue, P. et al. Int J Dev Biol, 2008
in press



Les données ont montré des clusters de genes dérégules « en miroir »
dans I'endometre et le placenta

L'analyse par Genomatix de 250 promoteurs de genes derégulés a
montré une surrepresentation de site de fixation pour des facteurs de
type « Forkhead »

Implication d’ un facteur de transcription ?



Transposition des données murines a
I'espece bovine



66H

103C

135B

135E

J_)

7

nénoty,

MMU1
MMU13

MMU7
MMU9
MMU13
MMU19

MMU12

MMU13

MMU19

MMU9

e e |

80-110 Mb
85-102 Mb

56-81 Mb
57,7-65,6 Mb
0-38 Mb
0-65 Mb

0-28,8Mb
99,8Mb -telo

44Mb-telo

Lo
el

Pas de correspondance avec les bovi
Pas de correspondance avec les bovins

Pas de correspondance avec les bovi
BTA10 45-59 Mb (65,3 -75 Mb souris)
Pas de correspondance avec les bovins (
Pas de correspondance avec les bovins (

BTA11 90-95 Mb (24,5-28,8 Mb)
Pas de correspondance avec les bov

Pas de correspondance avec les bo

s

BTA10

7

2 ermoryonneaire cnez |

o
@
Q
=
=
()

Intervalle minimal

ns (phénotype TNR)
(phénotype TNR)

ns (phénotype TNR)

<=> 65,3-65,6
phénotype TNR)
phénotype TNR)

<=> 24 5-28,8

ins (phénotype TNR)

vins (phénotype TNR)

6 genes

29 genes



Oaz2 Ubiquiste : prédom cerveau

Plekhql Ubiquiste
Prfl Ubiquiste
LOC100041121 ND
Rbpms2 Ceeur
Zfp609 Ubiquiste

:LOC546534 Cerveau

9030624G23Rik Ubiquiste

EG668710 ND

LOC100042945 ND

EG668711 ND

EG668714 ND

LOC629364 Ubiquiste : prédom Glande salivaire
Taflb Ubiquiste

Grhll Ubiquiste

EG629383 ND

KIf11 Placenta/Uterus

Cysl Cordon ombilical

Rrm2 Placenta/ cordon ombilical embryon
LOC668719 ND

Mboat2 Peau/cerveau (humain)
EG629397 ND

C330002I19Rik  Ubiquiste : prédom cerveau

Id2 Blastocyst

LOC1000429/5 ND

LOC100042974 ND

LOC668726 ND

Rnfl144 Ubiquiste : prédom cellules B et T
Rsad2 Os et Placenta

Tyki Ovocyte et ceuf fécondé
LOC668731 ND

1700020D12Rik ND

Sox11 Embryon 8,5-10,5 (cerveau?)
LOC100043009 ND

LOC669327 ND




- Etude des quelques genes identifieés sur le chromo  some 11
+ caractérisation du Riken 4930415F15

- Etude de nouveaux recombinants des chromosomes 3, 12,13 de 44H

-Etude des autres facteurs de transcriptions de MMU 13

- Etude de sous congéniques de 66H MMUL1: la region s  pretus a été
fragmentée en une dizaine de sous fragments

- Collection d’ADN de patientes avec fausse couche s  pontanée ()









(L'Hote et al 2008 Genome Biology)






