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• Expression des gènes au cours de la spermatogenèse 
• Leur régulation par les hormones sexuelles
• Annotation des gènes de truite
• GenOntologie et comparaison aux mammifères

•Vecteurs de transgenèse pour études fonctionnelles i n vivo
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8 mois – RGS X 100



Antoine Rolland (post doc ANR)
Anne Sophie Goupil INRA, UR1037 SCRIBE, IFR140, F-35 000 Rennes, France
Houlgatte Remi
Le Gac Florence

APPUIS - Instal. Expé. SCRIBE     - UE  PEIMA      pour les expériences sur poissons

- Plateau transcriptome INRA Rennes : J. Montfort , A.  Le Cam

- CRB Gadie :  D. Esquerre, K. Hugot

- Groupe bioinformatique Sigenae – F. Moreew , C.  Klop p

Analyses transcriptionnelles chez la truite



Méchanismes moléculaires intragonadiques
-Impliqués dans la spermtogenèse

- Regulés par les hormones stéroides

DNA chip HIS
Transcriptome
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LH, FSH, Testo, 11KT, E2, 17,20 DHP



CDC2
Geminin
Centromere protein E
Stathmin
Endonuclease FEN1
Replication protein 1
smc1
Chromobox 3
Histone H2A.X

Centrin3
ERCC3
SCP3
AKAP
Sperm protein 17
Creatine kinase

DMRT1
AMH
STAR
Inhibin
Growth hormone receptor

60S ribosomal protein L8
40S ribosomal protein S3
60S ribosomal protein L34
Elongation factor 1
ATP synthase

I II III IV Rtg-2

I II III IV Rtg-2

I II III IV Rtg-2

I II III IV Rtg-2

6-10 clusters de gènes corrélés / 
stades maturation testiculaire

10 clusters nommés de A  à J



Origine Cellulaire ?
• populations Isolées
• Enzymatic dispersion
• + centrifugal elutriation

interpretation des données

> 2000 
transcripts 

différentiels / 
testis st I

germ cell 
testis specific
meiotic genes 

cell cycle
cell proliferation

Spermatids
spermatozoa

spermatocytes

spermatogonia
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Clusters de gènes régulés pendant la spermatogenèseProcessus biologiques

Down
VIII

Up
VIII

Som+
Spg

MEI/
P.MEI

SOM Basic SPG SpgA SpgB Germ P.Mei ? ?

A         B      C      D               E       F               G      H       
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Clusters de gènes régulés pendant la spermatogenèseProcessus biologiques

Down
VIII

Up
VIII

Som+
Spg

MEI/
P.MEI

SOM Basic SPG SpgA SpgB Germ P.Mei ?

Negative regulation of DNA recombination (0045910)

Microtubule based movement (007018
Cell division (0051301)

-----------------------------------------------------
Microtubule based process(007017)
Spermatid development (007286)
Meiotic recombination

A         B      C      D               E       F               G      H               



regulation du transcriptome
testiculaire par les stéroides au début 

de la spermatogenèse



Androgens 
E2 
17,20DHP

Régulation par les stéroïdes sexuels
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Stage     I                II         III        V      VIII

spermatogenèse

« UP»regulés

Initiation spermatogenèse

Gonades enrichies en cellules somatiques 
ET « down » régulés en fin de cycle 

de Meiose à spermiogenèse
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Stage     I                II         III        V      VIII
spermatogenèse

rôle de l’ élévation naturelle des 
androgènes dans la régulation de 

ces groupes de gènes
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• UP:
• - mitogenic and cell survival activities
• - chromatin re-organization during the meiotic and post- meiotic 

phases 
• - Steroidogenesis enzyme and regulatory factors
• - Key genes involved in the production and transport of  energy 

substrate for germ cells (endocrine control unknown)
• - Extracellular matrix and cell to cell junctions/ cel l adhesion
• - Proton transport

• DOWN :
• - Translation process, translation factors, and their reg ulations
• - Nucleotide binding and DNA replication
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Fonctions très pertinentes pour les fonctions testic ulaires



• UP :
• - Doublesex- and mab-3-related transcription factor 1 
• - Transcription factor AP-1
• - Transcription factor E2F4
• - LIM domain transcription factor LMO4
• - Zinc-finger protein ubi-d4 (Requiem)
• - Nuclear receptor 0B1 (DAX-1) .
• - Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coacti vator

1-alpha (PPAR gamma coactivator 1) 
• - Transcription factor SOX-8
• - Nuclear matrix transcription factor 4 (Cas-associated zinc finger 

protein)  

• DOWN :
• -T-box transcription factor TBX1  (Testis-specific T-box protein)
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facteurs de transcription
très pertinents pour les fonctions testiculaires



2 exemples de gènes d’intérêt



GSDF1 et GSDF2 :  nouveaux membre de la famille TGF beta

GSDF2
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différentiellement exprimés / stade spermatogenèse
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GSDF1 : gonade spécifique
GSDF2 : testicule spécifique
Conservé chez les téléostéens et 
Domaine TGFbeta complet

Distribution tissulaire des transcrits

GSDF2 nouveau fact de croissance  - sp des téleostéens, dupliqué chez la truite, 
testis spécifique, régulé au cours de la spermatogenèse dans les C. de Sertoli

: 
bon candidat pour la « régulation » de la spematogenèse
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Testis entier >> Cel. Germinales
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analyse intégrative des régulations

des étapes clés de la spermatogenèse

Perspectives 2009 volets 1 et 2  : 

Continuer la fouille globale des données du transcr iptome…

Approfondir l’analyse de quelques gènes de facteurs  extracellulaires et  Sertoliens

Études fonctionnelles



Poursuite de l’annotation des gènes de truite
via les Génomes de poissons modèles

Remi Houlgatte et collaborateurs INSERM Nantes
Antoine Rolland
Florence Le Gac SCRIBE INRA
Fred Chalmel GHERM INSERM Rennes



Stratégie

Contigs Génomes 
poissons

BlastnBlastn

Blast inverseBlast inverse

Clones truite

SIGENAESIGENAE

(Ensembl)
Fugu,
Medaka,
Stickleback,
Tetraodon
Zebrafish

Orthologue
ou

Probable 
orthologue

Uniprot
Homme
Souris

Ou
toutes espèces

tBlastXtBlastX Similarité
Forte à faible



Résultats de l’annotation

2 supports = 17133 clones

Séquences = 16476 clones (16497 contigs)

8 clones Chimèriques

12964  clones : annotation très fiable

via génomes  poissons 
= 9343 clones

via  protéomes
= 3621  Highly similar
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Perspectives =>2009



Vers une approche fonctionnelle 
in vivo …

SCRIBE :
J Jacques Lareyre
Aude Gautier
Fréderic BOREL, 
M-José RICORDEL

Plateforme AMAGENE :
Fred Sohm
J Stéphane Joly



Vers une approche fonctionnelle 
in vivo … 

Mise au point de vecteurs de transgenèse

expression spécifique  dans  Sertoli ou  lignée germinale
et contrôlée dans le temps 

•Perspectives : Utilisation de ces vecteurs pour étudier la fonction de gènes
sélectionnés au cours des études antérieures



Démarche pour la sélection de promoteurs “gonade
spécifique”

GFP reporter gene

Microinjection des vecteurs dans les embryons de zebrafish ou médaka au stade une cellule

Promoteur candidats


 2 kb

vérifier insertion  : Génotypage sur oeufs puis sur nageoire des F1
Phéntypage :  analyse du profil d’expression spatio temporel de GFP



GFPzf GSDF-pr

GFPzf RFSH-pr

GFPzf VASA-pr

GFPzf AMH-pr

GFPzf SYCP3-pr

GFPzf SYCP1-pr

GFPmk AMHRII

100%

100%

99%

99%

98.7%

+

+

+

+

-

-

Validation des constructions
Expression à 24h

Production de lignées

En cours

production des lignées transgéniques

Site 
d’expression 

Tête et corps

Vésicule otique
Gonodium?

Tête, Gonodium?

Tête et corps

Zébra             Médaka

+

+

+
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En cours
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3%
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G

G



VASA pr:GFP

Les cellules fluorescentes sont parfois observées dans la région médio-basale de l’embryon
avec  construction VASApr_:GFP.



RFSHpr:GFP



Perspectives =>2009

• Poursuivre la production des lignées transgéniques
• Génotypages en F1,2 et production d’homozygotes

•
• Profil d’expression du transgène GFP des lignées 

générées 

• Utiliser les meilleurs promoteurs pour moduler 
spécifiquement l’expression de gènes candidats



Merci



Recherche de gènes tissu-spécifiques

testicule
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Perspectives : recherche de gènes aux profils conservés  / évolution

I Spg Spc SptI-II VIIIIIIII V 0dpp 35dpp SC Spg Spc Spt

Rat, souris,
homme

Ontogenèse
testicules souris

Truite
Ontogenèse testicule     cellules isolées



CO T 0,1 mg T>0,1 mg
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Perspective : Identification de gènes spécifiques des poissons

ZPA  domain-containing protein
exprimé dans testicule 

et androgéno-dépendante

Annoté ZP2  femelle spécifique 



Stage II Stage III Stage IV-VStage I

(FDR 1%)

1388 positive
1736 negative

differential genes

including numerous  testis specific  or  meiosis specific genes

Gene expression
in relation to  stage of testis maturation



E2 
Treated control

testes

DMRT1, 

STAR, PBR, dhcr24

AMH 

Transgelin, cytokeratin, 
actin, dynactin su2, 
plakoglobin, 
collagenase, claudin, 
fibronectin

Regulation of 
steroïdogenesis

Vitg., ZP3, CPXM2 
(Egl-like)

Antifreeze prot. type4

“Female” proteins

SAM analysis with a false 
discovery rate of 5%

UCP2, RBP
Cyclin E2, RIOK3, 
Protein C6orf166

Regulation of
spermatogenesis

G
E
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E
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up down

Extracel Matrix
Cell adhesion
gonad development



56 11KT “specific” targets?

1)    STAGE impact  >> TREATMENT impact

#  Stages may  =>  false positive

11KT
total : 211

11betaOHA
total: 422

TESTO
Total: 422

86

103
155

137

2) Androgen impact  depends on the specific 
steroid used,  dose, timing post treatment ..



Microarray technology
•chips “TROUT AGENAE” > 9000 clones

• 1-5 µg total RNA /P33- labelling

• adapted to large experiment

• sensitive

•repeatable
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Voie de signalisation
KEGG

Clusters  de gènes régulés pendant la spermatogenèse



Recherche de gènes tissu-spécifiques

Gène considéré « exprimé » si signal � 3ème quartile
Gène non exprimé si signal < médiane

Spg Spc SptI I-II VIIIIIIII V

testicule



analyse intégrative des régulations

des étapes clés de la spermatogenèse

Perspectives 2009 volets 1 et 2  : 

Continuer la fouille globale des données du transcr iptome…

Approfondir l’analyse de quelques gènes de facteurs  extracellulaires et  Sertoliens

Études fonctionnelles



Polypterus: Coelacanthiformes
Ceolacanth

:

Actinopterygians

Sarcopterygians

Reptiles Birds

Mammals

Spotted dogfish

Spiny dogfish
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Seul GSDF2 est conservé chez les poissons Téléostéen s
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zebrafish
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Rainbow trout

GSDF1

GSDF GSDF
GSDF
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418 MYA
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GSDF2 nouveau fact de croissance  - sp des téleostéens, dupliqué chez la truite, 
testis spécifique, régulé au cours de la spermatogenèse dans les C. de Sertoli

: 
bon candidat pour la « régulation » de la spematogenèse



couplées à HIS - QPCR - GenOntologie

Études transcriptomiques
à large échelle

Gonades à différents stades cellules germinales isolées

expositions expérimentales
hormones stéroides

Fluctuations naturelles
d’hormones de la reproduction

analyse intégrative des régulations

des étapes clés de la spermatogenèse

Perspectives 2009 volets 1 et 2  : continuer la fou ille globale des données…

Approfondir l’analyse de quelques facteurs Extracel lulaires et  Sertoliens


