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Objectif du projet Mammifert

- Identifier des régions génomiques contenant 
des gènes impliqués de façon quantitative dans 
les processus de la fertilité

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

- Affiner la primo localisation pour identifier les 
gènes impliqués dans les phénotypes

- Transposer les résultats  à deux espèces 
d’intérêt,  bovine et humaine.



Modèle de l’étude : lignées IRCS

Lee SILVER, Mouse genetics

(Interspecific Recombinant Congenic Strains)



Etablissement des lignées

(X Montagutelli, Institut Pasteur )

50%

25%

12,5%

% théorique 
du génome  de 
type spretus

MONTAGUTELLI, Pasteur

Modèle de l ’étude : lign ées IRCS



Modèle de l ’étude : lign ées IRCS

Le génome des IRCS est une mosaïque de 
segments spretus dans un fond B6

Actuellement,  53 lignées 
représentant au total environ 

40% du génome Spretus 



primo localisation  des QTL

Modèle de l’étude : lignées IRCS 

� Dans un environnement contrôlé, toutes différences 
phénotypiques entre une lignée IRCS et la lignée 
contrôle B6 sont imputables aux fragments 
chromosomiques d’origine spretus



Le versant mâleLe versant mâle



Traits phénotypiques étudiés

Sacrifice de l’animal

Prélèvement et pesée des organes

Testicules Prostate, vésicules séminales

-80°C

Epididymes

Histologie

Réserve 
spermatique

Récupération des 
spermatozoïdes

Mobilité

Test d’induction de 
la réaction 
acrosomique

Morphologie

Vitalité



2 QTL de petit poids testiculaire: Ltw1 (MMU6) et Ltw2 (MMU11)

B6 97C

L’Hote et al , 2007 Genetics



1 QTL de fort poids prostatique Hpw1 sur MMU19

L’Hote et al ; 2007 Genetics



4 QTL d’anomalie de forme du noyau spermatique

Sh1, Sh2, Sh3, Sh4

L’Hote et al ; 2007 Genetics

MMU5;  MMU6; MMU11; MMU12

normale anormale



Un QTL de survie spermatique Dss1 sur MMU6

L’Hote et al ; 2007 Genetics



Petit poids testiculaire 97C  et 137F

Anomalies morphologiques:  44H

Etude comparative du transcriptome de trois lignées  
IRC, B6 et SEG



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 ts



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

Double exploitation des données:

A -Etude de la régulation de gènes dans un contexte  de 
génome mosaïque (L’Hote et al, 2008 Genome Biology )

B - Identification des gènes d’intérêt  pour les 
phénotypes considérés



A -Etude de la régulation de gènes dans un contexte  
de génome mosaïque

(L’Hote et al 2008 Genome Biology)

Niveau d’expression des gènes chez les IRCS le long  des chromosomes de souris

Il existe une correspondance entre la localisation sur le chromosome  
des  gènes dérégulés et les segments spretus
Donc les fragments spretus sont enrichis en gènes d érégulés

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

44H97C137F



C57Bl/6

IRCS

Spretus
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Expression  
identique

Expression de type 
Spretus

dominance Cis

Expression de type B6 : 
dominance Trans

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

Mise en évidence de quatre modes de régulation 

Co adaptation 
cis/trans

(L’Hote et al 2008 Genome Biology)



Répartition des gènes spécifiques du testicule selo n 
les modes de régulation 

(L’Hote et al 2008 Genome Biology)

Expression de type B6 Expression  
identique

Pour les gènes spécifique du testicule, la dérégula tion qui force un gène 
« spretus » à avoir un comportement « B6 » est fortement c ontre sélectionnée

(Données Symatlas)



Mécanisme de dérégulation des gènes 

Il existe plus de différences entre B6 et SEG 
dans les régions promotrices des gènes 
dérégulés: 

- Plus de polymorphisme 

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



B - Identification des gènes d’intérêt  pour les 
phénotypes considérés

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



Recherche du gène responsable du petit poids testic ulaire

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

Poids testiculaire relatif au poids corporel

0,004 0,007

***
***

*

3,47 4,15 4,46 5,23 8,55 8,93 9,64 12,51 12,59 13,35 14,70 17,01 18,20 19,47
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B b b b b b b b b s s s s B
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Lignée 97C

11Mb          12,8 Mb  

Deux fragments spretus sur 
MMU6 et MMU11



SEQ_ID position Expression /B6 niveau de fluorescence
AK033944 'A930041G11Rik' 11014225 1,454896647 74
NM_177033 'A930041G11Rik' 11014746 2,051059278 186
NM_015785 'Zpbp' 11182515 0,775276368 7260
AK040906 'LOC432534' 11364007 0,493242833 61
XM_203398 4930415F15Rik' 11389268 0,871388826 10969 turlupine !

AK015778 4930512M02Rik' 11489225 0,138639491 157
AK131682 '4930512M02Rik' 11523723 0,585892217 33
NM_001025597'Zfpn1a1' 11586215 0,777090424 111
AK036833 'Zfpn1a1' 11586226 0,683546416 177
AK040268 'Zfpn1a1' 11586231 1,071823928 28
AK142856 'Zfpn1a1' 11590264 0,786941607 234
NM_021891 Fignl1' 11700290 0,995830471 16619
NM_016672 'Ddc' 11714444 1,047235156 110
AK160769 'Ddc' 11774914 0,619010487 40
NM_010345 'Grb10' 11830510 0,739527269 1270
BC016111 'Grb10' 11830510 0,833802833 1545
AK028833 'Cobl' 12136610 3,32687905 34
NM_172496 'Cobl' 12136680 1,337669322 360
AK147366 'Cobl' 12136680 1,34192785 313
AK049730 'Cobl' 12204869 0,423983701 64
XM_977896 'LOC634436' 12897966 0,572902308 134

6 gènes connus et 2 gènes annotés dans la région candidate

Zpbp:
Zfpn : 

Grb10: growth factor receptor bound protein 10
Fignl1: fidgetin-like 1
Cobl: cordon bleu 
4930415F15 Riken:



Recherche du gène responsable de l’anomalie de form e 
de tête des spermatozoïdes Lignée 44H

6 fragments spretus

Un gène candidat : l’espin

BC017526 4,00 150960142 48,1486 54,6754 0,88062639 'Tnfrsf25'
NM_207689 4,00 150964676 4923,04 6763,4488 0,727889 'Espn'
NM_207688 4,00 150964676 3199,8057 3814,3117 0,83889466 'Espn'
NM_207690 4,00 150964676 6248,8059 8761,4644 0,71321478 'Espn'
NM_207691 4,00 150964676 3387,8306 4329,1001 0,78257156 'Espn'
NM_207687 4,00 150964676 101,6788 2036,9062 0,04991825 'Espn'
NM_019585 4,00 150964676 842,7491 1030,2784 0,81798192 'Espn'
AK145160 4,00 150971593 115,4233 98,5985 1,17063951 'Espn'

Fluorescence 
44H                  B6



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

Coupe testiculaire 

Polyclonal Anti espin 

L’espin lie l’actine pour faire 
des faisceaux dans les 
spécialisations 
ectoplasmiques autour des 
têtes de spermatides



B6 44H

Anahara et al, 2004

Specialisation ectoplasmique et forme du noyau sper matique

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

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

Hypothèse : Une absence d’espin pourrait entraîner une altération  
des spécialisations ectoplasmiques contribuant à une  
malformation du noyau de la spermatide



Mais la ségrègation des fragments spretus de 44H a montr é
que:
- Le recombinant 4 n’a pas d’anomalies morphologique s

la sous expression du gène espin n’est pas responsa ble du phénotype

Des souris « jerker » avec une mutation de l’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:

-Un des gènes candidats est IMPA1 (osmorégulation) sous exprimé 7 fois dans 44H 

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

B6KO IMPA1



La suite …..

Attendre de nouveaux recombinants 3 , 12 et 13. 



Versant femelle



Phénotype observé

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

Suivi par échographie haute fréquence du développem ent 
embryonnaire



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

Taux de létalité embryonnaire significativement 
élevé dans 4 IRCS

Sous lignées de  66H
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Laissue, P. et al. Int J Dev Biol, 2008
in press
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3QTL de résorption embryonnaire: Led1, Led2, Led3

���

sur MMU 1(18,3 Mb) et MMU13 (3 Mb) de 66H et sur MM U19 de135 E(8Mb)



Étude du transcriptome du placenta et de l’endomètr e 
de souris 66H MMU13 (3Mb)

Les données ont montré des clusters de gènes dérégules « en miroir »
dans l’endomètre et le placenta 

L’analyse par Genomatix de 250 promoteurs de gènes dérégulés a 
montré une surreprésentation de site de fixation pour des facteurs de 
type « Forkhead »

Implication d’ un facteur de transcription ?



Transposition des données murines à
l’espèce bovine



MMU9

������� �������

BTA10

������� ���	���

����� �����

���	
��

PhPhéénotype de lnotype de l éétalittalit éé embryonnaire chez la sourisembryonnaire chez la souris

Intervalle minimal
66H MMU1 80-110 Mb Pas de correspondance avec les bovi ns (phénotype TNR)

MMU13 85-102 Mb Pas de correspondance avec les bovins  (phénotype TNR)

103C MMU7 56-81 Mb Pas de correspondance avec les bovi ns (phénotype TNR)
MMU9 57,7-65,6 Mb BTA10 45-59 Mb (65,3 -75 Mb souris) <=> 65,3-65,6 6 gènes
MMU13 0-38 Mb Pas de correspondance avec les bovins ( phénotype TNR)
MMU19 0-65 Mb Pas de correspondance avec les bovins ( phénotype TNR)

135B MMU12 0-28,8Mb BTA11 90-95 Mb (24,5-28,8 Mb) <=> 24 ,5-28,8 29 gènes
MMU13 99,8Mb -telo Pas de correspondance avec les bov ins (phénotype TNR)

135E MMU19 44Mb-telo Pas de correspondance avec les bo vins (phénotype TNR)



Plekhq1 Ubiquiste

Prf1 Ubiquiste

LOC100041121 ND
Rbpms2 Cœur
Oaz2 Ubiquiste : prédom cerveau
Zfp609 Ubiquiste

gènes sur MMU 12LOC546534 Cerveau
9030624G23Rik Ubiquiste
EG668710 ND
LOC100042945 ND
EG668711 ND
EG668714 ND
LOC629364 Ubiquiste : prédom Glande salivaire
Taf1b Ubiquiste
Grhl1 Ubiquiste
EG629383 ND
Klf11 Placenta/Uterus
Cys1 Cordon ombilical
Rrm2 Placenta/ cordon ombilical embryon
LOC668719 ND
Mboat2 Peau/cerveau (humain)
EG629397 ND
C330002I19Rik Ubiquiste : prédom cerveau
Id2 Blastocyst
LOC100042973 ND
LOC100042974 ND
LOC668726 ND
Rnf144 Ubiquiste : prédom cellules B et T
Rsad2 Os et Placenta
Tyki Ovocyte et œuf fécondé
LOC668731 ND
1700020D12Rik ND
Sox11 Embryon 8,5-10,5 (cerveau?)
LOC100043009 ND
LOC669327 ND

29 gènes sur MMU126 gènes sur MMU9

Gènes des deux régions d’intérêt pour le phénotype 

Leur expression tissulaire 
(Symatlas ) est une première 
approche: 

Certains gènes sur MMU12 sont 
majoritairement exprimés dans 
les organes d’intérêt comme le 
placenta , le cordon ombilical, le 
blastocyste…



Conclusions et perspectives

-Primo localisation rapide de QTL de fertilité… .

mais pour aller jusqu’au gène il apparaît indispens able de faire de la 
génétique classique (croisements, recherche de reco mbinant…)

La stratégie « gène candidat n’est pas toujours paya nte…..

- Etude des quelques  gènes identifiés sur le chromo some 11

+ caractérisation du Riken 4930415F15

-Etude des autres facteurs de transcriptions de MMU 13 

- Etude de sous congéniques de 66H MMU1: la region s pretus a été
fragmentée en une dizaine de sous fragments  

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

Phénotype de résorption embryonnaire:

Phénotype petit poids testiculaire

Phénotype d’anomalie morphologique des spermatozoïd es

- Etude de nouveaux recombinants  des chromosomes 3, 12,13 de 44H 
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Modes de régulation rencontrés dans les IRCS
(L’Hote et al 2008 Genome Biology)




