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PROLOGUE

Si je suis aujourd’hui en mesure d’écrire ce mémon’est grace au soutien et a la
collaboration de plusieurs personnes a qui je vaiadexprimer ma reconnaissance. Les
premiéres d’entre elles, d’un point de vue « higtar » sont Jacques Mallard, qui a répondu
avec enthousiasme, il y a plus de 20 ans, au dégjuelques étudiants de s’orienter vers un
DEA de «biologie et agronomie », qu’il a monté gurelques mois et Jean-Marc Fraslin,
enseignant insolite, qui a attiré mon attentionsvier génétique et I'éthique. Je remercie
Sandrine Lagarrigue et Frédérique Pitel, étudiatéasia promotion, qui sont aussi a I'origine
de la création de ce DEA et dont les chemins psid@nels et humains sont restés proches
du mien, je crois. Je dois beaucoup ensuite a @xdren, mon Directeur de these, a
imagination fertile, et a I'équipe « rotavirusdu laboratoire de Virologie et Immunologie
Moléculaires, dont 'ambiance de travail mais alssiapacité a tout abandonner le vendredi
soir pour aller boire du « Pampero aniversarior»s’@naginant au pied du « Salto Angel »
étaient remarquables. J'ai gardé de cette épognstie de Marie Labbé, mon ainée d’'un an.
J'avais, au Laboratoire de Génétique Cellulairejngicateur, Pitou, qui m’avait brossé un
laconique — mais jamais démenti — portrait desthats de I'époque. En arrivant, c’est
finalement le nombre d’appareils PCR qui m'a é&nnje me demandais comment ils
arrivaient a les utiliser tous a la fois, et pyiag, commencé a y prendre godt...La vie des
laboratoires n’est pas un « long fleuve tranquillet je mentirais en disant qu'’il n’y a pas eu
parfois des désaccords. Toutefois, j'ai trouvé &Ll une ambiance de travail et un climat de
confiance trés agréables. Je remercie I'ensembde pgesonnels du Laboratoire, et plus
particulierement Francois Gasser et Francois Haseymateurs successifs de I'équipe
« GDO ». Je remercie également mes autres colletpiééquipe GDO pour leur aide, leur
disponibilité, leurs encouragements et leur soutiérancis Benne, Agnés Bonnet, Laurence
Liaubet, Philippe Mulsant, Janine Rallieres, JulBarry, Kamila Canale Tabet, sans oublier
les participants plus transitoires, Laurence Drtwtil Stéphane Fabre et Florence Vignoles.
Leurs personnalités sont trés diverses et treshattdes. J'ai pensé un instant affubler chacun
d’entre eux d'un adjectif pour faire comprendrelecteur de ces lignes quelle diversité a
toujours existé au sein de I'équipe. Mais, ceuxlguionnaissent bien, savent qu'il y a eu et
gu’il y a encore slrement des « susceptibles »t gome veux pas m’attirer les foudres.
L’essentiel, finalement, c’est que ¢ca marche ! Mergssi a Magali San Cristobal, a la
« génerosité sereine » - qui m’a sauvée I'été damécule, alors que jétais empétrée dans des
données « transcriptome » - et ne m’'a pas abandatepis.

En dehors du LGC, je dois beaucoup a plusieuregods de la SAGA, de la PRC et de
FENVT : merci, en particulier a Loys Bodin, Hernké&febvre, Philippe Monget et Christéle
Robert-Granié.

Je remercie Rozenn Dalbiés-Tran, Hubert LevézieNathalie Viguerie pour avoir accepté
d’étre rapporteurs de ce mémoire, Hervé Rémignam pesurer la Présidence de mon jury
d’'HDR et Madeleine Douaire pour sa participatiocedjury, en tant que collegue de longue
date, dont la bienveillance a toujours été pour mmogoutien et un exemple.

Il N’y a pas que le laboratoire dans la vie: meassi a Christophe de m’avoir (entre
autres...) si souvent rappelé qu'il fallait écrire o&moire et a mes enfants, Antonin,
Nolwenn, Enora et Nadege, qui soulignent réguli@mngue le temps passe, puisque mes
cheveux blanchissent !
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INTRODUCTION

Apres une formation initiale d'ingénieur agronoriai, orienté mes études vers la biochimie
et la génétique moléculaires, en effectuant un DE#Ae jai obtenu en 1990. Dans la
continuité de mon stage de DEA, j'ai obtenu unaé¢hde doctorat en virologie moléculaire en
1993. Depuis 1994, je suis chargée de recherchdsalaoratoire de Génétique Cellulaire
(LGC) de I'INRA de Toulouse-Auzeville, dans I'éqeip« Génétique et Différenciation
Ovarienne ». La synthese de mes travaux, qui ebjet de ce mémoire, distinguera trois
périodes, dont une a venir, dans ma carriere declour : 1990-1993, 1994-2010, 2011- .

La premiere période a été décisive, dans le serefl@tévéelé mon golt pour la recherche. En
effet, javais choisi, en derniére année d’étudésale d’'ingénieur de faire, en méme temps
que mon dipldme d’'ingénieur agronome, un DEA dehimie et génétique appliquées. Les
deux stages en laboratoire de recherches quefi&itees cette année-la m’ont poussée a
continuer mes études en these de doctorat et arobehr du travail dans le domaine de la
recherche.

La deuxiéme période est celle de ma carriere degébade recherches au LGC. On peut
néanmoins la découper en plusieurs étapes : I&gsaadonctionnelles qui sont passées d’'une
petite a une grande échelle entre 1994 et 2000,impkcation dans la création d’outils
génériques, un élargissement des thématiques Herobe a plusieurs espéces, l'intégration
des aspects génétiques.

La troisieme période s’annonce avec une réori@matelative de mes recherches vers la
génomique des petits ruminants.

Dans ce document, je développerai successivemeantrais periodes de mes activités de
recherches puis, je présenterai mes activités miaon, de formation, d’expertise et ma
participation a différents groupes de travail seaux scientifiques.

A LES ANNEES « VIROLOGIE »

Durant presque 4 ans, jai travaillé dans le Latmira de Virologie et Immunologie
Moléculaires de I'INRA de Jouy-en-Josas, dans liggude « biologie moléculaire des
rotavirus » dirigée a I'époque par Jean Cohen.rbtsvirus, virus @ ARN double brin, sont
des pathogenes importants a la fois en médecinaihenet vétérinaire. Je me suis plus
particulierement intéressée a une souche pathodénkespéce bovine. A I'époque, les
questions auxquelles I'équipe de recherches donfaigais partie tentait de répondre
concernaient d’'une part I'élucidation d’un certaiombre d’étapes du cycle viral et d’autre
part les mécanismes immunitaires de protectionreoles rotavirus. L'un des outils, trés
précieux, pour élucider le role de chacune despres, structurales ou non structurales d’'un
virus, consiste a fabriquer des protéines recomit@sa lorsqu’on possede la séquence de
'ARN correspondant et a étudier les propriétéscde protéines recombinantes (entieres,
tronquées, chimeres entre différents sérotypesCek protéines recombinantes sont alors
étudiées, par exemple, pour leurs interactions diadres protéines virales ou des séquences
d’ARN virales, leur capacité a restaurer les atwvitranscriptase de particules virales
incompletes, les réactions immunologiques gu’elleliisent par injection a des animaux
modéles.

Brievement, mon travail a consisté en I'expressienla protéine recombinante structurale
VP6 et en I'étude de ses propriétés structuralesctionnelles et topologiques. J'ai pu
montrer, en exprimant les protéines VP6 de 2 spestylifférents que certaines zones de la
protéine étaient plus particulierement impliguéeangd 'assemblage de VP6 avec les



« précores » viraux, tandis que d'autres zones,ngn@onserveées entre seérotypes, sont
responsables de la restauration de l'activité tnapimse des particules virales. En outre,
certaines zones permettant la formation de trimdee¥P6 ont été identifiees. J'ai ensuite
étudié, de maniére plus approfondie les propritegslogiques de la protéine VP6, isolée et
assemblée dans plusieurs types de particules vifatamplétes ou non). Cela a permis de
montrer I'existence d’épitopes accessibles awcargs monoclonaux étudiés ou cachés dans
la particule virale. En combinant ces informatioagec la séquence (entierement ou
partiellement) connue des épitopes en questiona amvisagé a I'époque d'utiliser des
protéines VP6 recombinantes dont la séquence @#ope aurait été remplacée par un
peptide donné, afin d’obtenir une réponse immumtabntre ce peptide.

Je ne souhaite pas développer ici davantage aesikaqui ont conduit a 5 publications [2, 3,
5-7], parce qu’ils sont maintenant anciens. Néansjgiaimerais exposer les enseignements
que j'ai pu tirer de ces quatre années d’expérience

- la confirmation de mon goQt pour I'étude des sémes et de leur rle au sens large, pour
I'élucidation des mécanismes cellulaires et moléices

- 'impression que j'avais une certaine capacitésaster a I'échec et que j'avais la patience et
la persévérance nécessaires au métier de chercheur

- le golt de la réflexion et du travail en équipe

- la pratique de nombreuses techniques de biologiéculaire.

Par ailleurs, j'ai aussi percu dés cette époguepkirtance de I'encadrement des étudiants en
recherche, ayant bénéficié d’'un Directeur de tleekefois disponible, compétent, motivant,
sachant trouver les idées et les moyens de lesrexpEn revanche, je n’ai eu, a ce moment-
la, aucune expérience a proprement parler du trgeaiprojet, la recherche n’étant pas a
I'époque, ou en tous cas pas dans ce laboratoganisée de cette maniére.

B BILAN DE 15 ANS AU LABORATOIRE DE GENETIQUE CELLULA IRE

En septembre 1994, jai intégré le laboratoire dmé&ique Cellulaire, dont I'organigramme
est présenté dans la figure 1, dans I'équipe «@gmeet Différenciation Ovarienne». Ce
laboratoire fait partie du département de Génétignénale et consacre son activité a
I'analyse du génome des animaux domestiques (vganigramme) : cartographies génétique
et physique du génome du porc et des volaillestogaphie comparée, cartographie
fonctionnelle du noyau (équipes de Génétique Percide Geénomique Aviaire, de
Cytogénétique), analyse génétiqgue et fonctionndkela fonction ovarienne (équipe «
Génétique et Difféerenciation Ovarienne »), struetgénétigue des populations et structure
des génomes (équipe « Biomathématiques et Infoyoeath). L'objectif global est de fournir
des informations et de nouveaux outils utilisalelesélection animale.

L’activité du groupe « Génétique et Différenciati@varienne » (GDO) se place dans le
contexte général de I'étude du déterminisme génmétid'une fonction importante - la
reproduction - pour participer, conjointement awppraches cartographiques, a
I'identification de genes ayant un réle dans laallité des phénotypes aussi bien intra- que
inter- especes. Cet objectif implique des approg@setique, physiologique et moléculaire
avec 1) lisolement systématique et la caractéisdbnctionnelle de génes impliqués dans le
développement du follicule ovarien, 2) une apprabdelonage positionnel des genes.
Depuis 2001, I'équipe GDO a développé des rechershela qualité de la viande de porc.
Mon activité de recherches peut étre découpéeoeériodes. De 1994 a 2001, je me suis
essentiellement consacrée a I'étude du développgefaliculaire antral chez la truie, en
identifiant des genes impliqués dans ce proces¥as.par ailleurs eu une activité de
cartographie des génes identifiés afin de faireliem entre le caractére fonctionnel et le
caractére positionnel des candidats identifiésnia@iere transitoire, de 1999 a 2004, je me



suis fortement impliquée dans la construction duls génériques », pour les équipes
travaillant sur le génome porcin. Notre équipe a&#et construit une banque d'ADNc multi-
tissus, organisé son sequencage et sélectionné&ldegs constituant deux générations
successives de réseaux de nylon, disponibles patorhmunauté scientifique. Depuis 2005,
mon activité s’est élargie dans deux directionsurie’ part, j'ai étendu mon champ d’études
au phénomene d’atrésie folliculaire, qui est unim&igt du déterminisme du taux d’ovulation.
D’autre part, j'ai mené des études comparativespBees dont la stratégie d’ovulation est tres
différente (espéce mono versus polyovulante, étedenodéles génétiques ovins, présentant
des mutations d’hyperprolificité).
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Figure 1 : Organigramme du Laboratoire de Génétique Cellul@re



B.1 1994-2001 : Recherche et caractérisation de genewgliqués dans la
folliculogenese porcine

B.1.1 Contexte

Mon activité a eu pour objectif I'étude fonctionieelet génétique de la folliculogenese
ovarienne chez la truie. Il s’agit d’identifier lgenes et réseaux de genes impliqués dans ce
processus et de préciser, d'une part, les lieuxnemds et modalités de leur expression dans le
follicule, et d’autre part, leur localisation chrosomique. Ces informations permettent
ensuite de les considérer ou non en tant que gamekdats pour des QTL (Quantitative Trait
Loci) de prolificité identifiés par ailleurs.

La prolificitt a deux composantes essentielles taex d’ovulation, aboutissement du
développement du follicule ovarien (contrebalanaéle processus d’atrésie qui concerne 95
a 99% des follicules) et la mortalité embryonnalire. développement du follicule ovarien est
une organogenese programmeée génétiqguement, emnémtanfluencée par I'environnement
physiologique de I'ovaire : il est controlé par legymones gonadotropes hypophysaires (FSH
et LH) agissant selon un mode endocrine mais passies facteurs stéroidiens et peptidiques
agissant selon un mode para ou autocrine.

Notre modéle d’étude est constitué par les celldeeda granulosa porcine, utilisées selon
deux modalités. La premiera (vitro) est constituée par des cultures primaires. Lxidee
(«in vivo») utilise des cellules fraiches isolées a parérfdllicules ovariens dont on a
déeterminé la taille et I'état (follicules évoluamérs la croissance ou vers l'atrésie). Ces
follicules sont eux-mémes isolés a partir d’'ovaipélevés sur des animaux dont |'état
physiologique est connu.
Un gene est important dans le développement digtdt#l ovarien si une variation qualitative
ou quantitative de son expression entraine, paredais successifs plus ou moins nombreux,
des modifications du taux d'ovulation. Nous avoosadcherché a isoler et a caractériser des
genes régulés par la FSH, hormone jouant un rakratiedans la folliculogenése. Cette
approche, moléculaire, conduit donc a établir peréire de génes hormono-dépendants et
intervenant dans la fonction étudiée. La cara@d@ds de ces genes permet d'identifier ceux
qui, présentant une grande spécificité d'expresssomt susceptibles de jouer un réle
important. Cette spécificité sera par exemple wpeassion limitée a un type cellulaire donné
ou a un stade précis du développement follicul&iabjectif est d'apporter ainsi des éléments
de réponse aux trois questions suivantes:

1) quels sont les génes impliqués dans la fobigehese ?

2) ou et quand s'expriment-ils dans le follicule ?

3) par quoi et selon quels mécanismes sont-ilglégd”

La seule démarche qui permette aujourd'hui, chezal@maux domestiques, de relier la
variabilité du taux d'ovulation et celle des gegesen sont responsables est d'associer une
approche génétique a l'approche moléculaire présetitdessus. Elle est rendue possible
chez le porc par le développement de la carte génid'approche génétique permet
I'identification des régions du génome ou se tratiles genes (génes majeurs et QTL)
impliqués dans la variation du caractére dansdsslles étudiées ; les informations fournies
par l'approche moléculaire sont complétées parotalisation des différents genes du
répertoire sur les chromosomes. La co-localisatlon QTL et de I'un de ces genes le désigne
comme candidat pour le caractere étudié. C'estié@marche de “ candidat positionnel ”. Elle
se poursuit par la recherche d'un polymorphismeedgene puis celle d'une association entre
ses alléles et la variation de I'expression. G#étearche, tres puissante, est cependant lourde



puisqu'elle nécessite la constitution de familles,mesure du caractére et I'analyse d'un
certain nombre de marqueurs.

B.1.2 Résultats: Etablissement d'un répertoire de géneseda folliculogenése

B.1.2.1 Sélection des clones par tri différentiel d'uneagiague d’ADNc

Pour isoler des genes impligués dans la follicudége, nous avons utilisé des techniques de
comparaison entre des cellules traitées ou nofagegH.

Deux stratégies complémentaires ont été mises emeosur la base d'une régulation par la
FSH, le tri difféerentiel, que jai effectué et lemfRNA differential display ”, conduit par
Catherine Clouscard-Martinato, en these au labiveatde 1995 a 1998. En effet, le mMRNA
Differential Display permet d’accéder a des ségasrde genes peu exprimés, ce qui n’était
pas possible avec les techniques d’hybridatiorédhfitielle. Ensuite, les extrémités 5' et 3'
des differents ADN complémentaires obtenus sontuesgcges sur environ 300 bases,
produisant des “ étiquettes " ou “ ESTs " (ExprelsSequence Tags ; [1]). La comparaison de
ces séquences avec celles contenues dans les Udasatonnées existantes permet
éventuellement d'identifier les genes corresporsdant

Le tri différentiel d'une génothéque d’ADN complénagres permet de sélectionner des ARN
messagers régulés plutdt abondants, par compardssrsignaux d'hybridation de deux
sondes correspondant a des situations physiologigiféerentes. Nous avons utilisé une
génotheque construite a partir des ARN messagergatmilosa de truie, cultivéés vitro.

Les ADN complémentaires ont été synthétisés ersait une amorce d'oligo(dT) puis insérés
dans un vecteur par I'équipe de D. Caput (SANOBUIduse-Labége). Pour rechercher des
ARN messagers hormono-régulés, nous avons hybrefe rdpliques d'une génothéque
d'ADNc avec 2 sondes correspondant l'une a desleeltémoin et l'autre a des cellules
traitées par la FSH puis nous avons compareé l'siterdes signaux d'hybridation. Deux tris
successifs ont été réalisés, le premier sur cadraetériennes, le deuxiéme sur les inserts des
clones sélectionnés par le premier tri, que nousnavamplifies par PCR et déposés sur
membranes de nylon. Ainsi, sur environ 40 000 ddniés, 349 ont été retenus apres 2 tours
de tri. Parmi les 238 clones qui ont été séquericés,ont donné des séquences valides qui
correspondent a 136 genes différents dont 54 ontéfpe identifiés, a I'époque, par
comparaison avec les banques de séquences [9].

B.1.2.2 Caractérisation des genes

La caractérisation des genes correspondant awe<lamsi obtenus comporte deux volets,
I'un fonctionnel, l'autre génétique, c'est-a-dikétude des modalités d'expression des génes
d'une part, leur localisation chromosomique eteleherche de polymorphisme d'autre part.
L'ensemble des résultats sera d'abord présentél'@uide d'un clone particulier, la GST,
illustrera la démarche d'isolement et de caractois proposée.

Caractérisation fonctionnelle

J'ai étudié, avec l'aide de plusieurs membres dguipe, I'expression des génes dans

différents tissus (Northern blot), le profil spat@mporel de I|'expression ovarienne

(hybridationin situ) et la régulation de leur expression par la FShkdes cellules en culture.
Controle de régulation par la FSHavant toute caractérisation, nous avons vérifié

dans les cellules en culture que le critere decgéle la régulation par la FSH vitro, était



bien respecté. Parmi les 72 clones ainsi anal@g@ent donné des résultats corrects, mettant
en évidence une régulation positive ou négative gigges correspondants par la FSH, 11
autres ne présentaient pas de régulation évideesesignaux obtenus pour les clones restants
étaient faibles, inexistants ou impossibles a a®al{par exemple en raison d'un bruit de fond
important).

Spécificité d'expression tissulaire nous avons recherché dans quels tissus
s'exprimaient les génes isolés. Les ARN totauxaéstrde différents tissus (cceur, cortex
cérébral, estomac, foie, intestin gréle, musclé,sprancréas, rate, rein, surrénale, testicule,
ovaire, corps jaune) ont été hybridés avec diffisrefones. Cing génes ont ainsi été analysés
par Northern, avec des résultats tres différents,qu'une expression ubiquitaire (clone E74)
ou au contraire limitée (clone VIH8: GST, voir g+as).

Profil spatio-temporel de I'expressiortidentification des différents types cellulare
et des stades du développement folliculaire opai@ent ces différents genes est réalisée par
hybridationin situ. L'expression de la GST a ainsi été analysée il @éoir ci-apres), et 6
autres clones ont fait I'objet d'une premiére itigation; quatre d'entre eux présentent un
profil d'expression restreint a certains companttaecellulaires, contrairement aux deux
autres qui sont exprimeés dans tout 'ovaire.

Caractérisation génétique

Il s'agissait d'identifier les régions chromosoneisjporteuses des genes correspondant aux
clones étudiés.

La localisation des genes sur les chromosomesaséegur |'utilisation d'un panel d'hybrides
somatiques. Les données de séquence sont en géo#firshntes pour pouvoir définir un
couple d'amorces spécifiques permettant d'ampléieséquence porcine, si elle est présente
dans I'hybride, sans amplifier la séquence équit@lelu rongeur. En utilisant le panel
développé au laboratoire [8], nous avons pu loeadd genes sur 63 analysés. Ces génes se
répartissent sur tous les chromosomes, a I'execedée chromosomes 8, 11 et 15. Pour cinq
d'entre eux, nous avons différencié les fragmertdggmant des deux espéces par une analyse
du polymorphisme de conformation, aucune différedeetaille n'ayant pu étre mise en
évidence par une électrophoréese en gel d’agarose.|€s autres clones, les amorces choisies
n‘amplifiaient pas I'ADN du porc, ou au contrairapifiaient un fragment identique sur
I'ADN des rongeurs.

Outre les génes non identifiés, qui présentaienintérét pour lI'amélioration de la carte
transcriptionnelle porcine, nous nous sommes igg&® a un certain nombre de genes
identifiés, présentant un intérét pour la carte parde (homme/porc), pour compléter les
études développées au laboratoire par I'équipeytigénétique (collaboration avec Martine
Yerle, Yvette Lahbib-Mansais et André Goureau).eXitre, nous avons pu mettre clairement
en éevidence une correspondance entre les chromesbéhédumain et 10 porcin, par une
localisation régionale du géne codant pour la vimen(VIM) et préciser les limites des
zones de correspondance entre le chromosome 1 mwhdes chromosomes 4, 6 et 14
porcins, en localisant les génes codant pour lsmgitmglucomutase 1 (PGM1), la 3 béta-
hydroxy-stéroide déshydrogénase (HSD3B) et l'adti(®CTAL) [11].

Il faut noter gu’aucun lien entre les étiquettemnidfiées par les approches de tri différentiel et
des QTL de reproduction identifiés par ailleurs piaétre clairement établi.

En 2001, la caractérisation génétique et fonctibarte 44 clones isolés par tri différentiel a
été publiée [12]. Par ailleurs, j'ai participé aogramme européen GenetPig, conduit par Joél
Gellin au laboratoire, et dont le but était d’amidr la carte transcriptionnelle du porc par la
localisation a l'aide d'un panel d’hybrides irraslig10]de 700 EST porcines. Au
commencement de ce projet, 160 étiquettes porc@eement étaient cartographiées sur le



génome porcin. Quatre laboratoires européens atitipa a ces travaux (Danemark, Italie,
Allemagne et France) et j'ai collaboré, au labdratoavec Yvette Lahbib-Mansais pour ce
travail. Nous avons eu par ailleurs l'aide de tedlkens, recrutés sur le contrat européen :
Sophie Leroux et Cédric Cabau.

Glutathion S-transférase (GST)

La glutathion S-transférase (GST) est un gene kxgression dans le follicule ovarien nous
a ete revélée par le tri différentiel puisque el codant pour cette protéine ont été isolés au
cours de ce travalil.

- I'analyse de la spécificité d'expression tigsalleévele que, mis a part l'intestin et le
foie, la GST ne s'exprime que dans les tissusigiEgenes.

- I'expression dans les cellules de la granulosautture est faible dans les cellules
témoin, mais elle est fortement stimulée par la FSEktte stimulation est inhibée par
I'activation simultanée de la voie des protéinesages C ; ces deux phénomeénes sont
dépendants de la dose. La démonstration des rismdate 'ARN messager a été réalisée a la
fois par Northern et par RT-PCR.

- enfin, l'analyse par hybridatian situ sur coupes d'ovaires montre que l'expression
de la GST varie en fonction du développement diictdé ovarien : présente dans la theque
interne des follicules sains de petite taille, eatkpression se manifeste également dans la
granulosa des follicules de de Graaf mais elleatap dans les follicules en état d'atrésie
avancée (Figure 2). Par ailleurs, pour une ménie ti follicule, nous n'avons pas pu mettre
en évidence de variabilité de I'expression liée phlase, folliculaire ou lutéale, du cycle.

La question est posée du rble de cette enzyme weifiigation dans le follicule ovarien.
L'hypothese d'une intervention dans la biosynttdese hormones stéroides, qui repose sur
I'activité isomérase que présente également ceitéipe, se trouve confortée ici 1) du fait de
sa régulation par la FSH qui stimule cette biosysé#h 2) par une expression relativement
spécifiqgue des tissus stéroidogenes, et 3) pacoiloealisation avec une autre enzyme de la
biosynthese des hormones stéroides, la 3 betaxXygiéooide déshydrogénase, qui intervient
dans la conversion des delta 5-stéroides en dedtérdides. Des contacts ont été pris avec
des chercheurs qui étudient la détoxification (kabmre des Xeénobiotiques INRA
Toulouse), mais les expériences de purificatiotaderotéine a partir des cultures cellulaires
n'ont pas abouti. En revanche, des expériencesldeatisation avec d’autres enzymes de la
stéroidogenése ont été realisées avec Hélene QEdMRVP, INRA Rennes Saint Gilles).
Les autres résultats obtenus portaient sur la métation de la totalité de la séquence de
I'ADN complémentaire et la localisation chromosonm@gdu géne correspondant. La
connaissance de la séquence permet de rangerG®ftedans la classe des GST de type
alpha. De plus, cette localisation sur le chromasgrarcinSsci7z confirme son orthologie
avec le gene humain de type alpha : ce géne eslisécchez I'hnomme dans la région
correspondante du génome, le chromoséteap 6; les autres types de GST sont localisés
chez I'hnomme sur d'autres chromosomes, qui comegmb chez le porc a des chromosomes
différents deSscrr.

A I'époque, nous avions songé a valoriser ces tasuous la forme d’'une publication. Mais,
c’est finalement seulement en 2008 qu’Agnées Boanptiblié une partie de ces résultats en
décrivant une expérience qui avait également iI&ST [19]. Par ailleurs, I'équipe de
Mohamed Benahmed (INSERM, U407, Lyon) a utilisésémuence de cette GST comme
sonde et a démontré que lI'expression de la GST sas le contrble de la FSH et de la
testostérone dans les cellules de Sertoli[13].



Figure 2 : Hybridation in situ d’'une sonde de GSTA sur coupes d’ovaires de truie.

Les coupes ovariennes ont été hybridées avec unake kRN de GSTA sens, témoin négatif,
(B et D) ou antisens (A et C) sur coupes d’ovaitesruie. Les cellules de la theque (T), de la
granulosa (G) et 'antrum (An) sont indiqués. Lerqueage est spécifique de la theque des
follicules de taille inférieure a 1 mm (A et B)sétend a la granulosa des follicules de grande
taille, 5mm ici (C et D).



Durant cette premiéere période d’activités au Latmira de Génétique Cellulaire, jai tout
d’abord participé a des projets existant a morveéeri(tri différentiel), puis, en fonction des
résultats obtenus, j'ai orienté mes recherches desghématiques adjacentes (caractérisation
des genes identifiés, cartographie d'étiquettesiple de coordinateur revenant au(x) chef(s)
d’équipe (Francois Gasser puis Francois Hatey)r Bedaire, j'ai bénéficié de I'appui d'un
certain nombre de stagiaires et personnels en GDBY, certains de longue durée (un an ou
plus), que jai encadrés : Sophie Cayré m’a aid@esdes expériences de tri différentiel,
Sophie Somnard, Emmanuel de Billy et Fabienne Bddims les analyses fonctionnelles, Elsa
Bonnafé, Virginie Gindraud, Sylvie Perret, Cédriab@u, Benoit Tournan, dans les
expériences de localisation. J'ai aussi bénéfigg fibrces techniques de I'équipe (Francis
Benne, Agnes Bonnet et Janine Rallieres). C'estésugle ces personnes que j'ai acquis une
expérience de I'encadrement.

Mon rble a été de mener les expériences concereaptojet de tri différentiel et la
caractérisation des genes identifiés, de mobileseressources technologiques et humaines et
de valoriser les résultats obtenus. Pour menerojetpde tri différentiel, j'ai rapidement eu a
résoudre deux difficultés : la premiére était Ispdisitif de séquencage des clones et la
seconde la gestion des données. En effet, le grojiel prévoyait du séquencage manuel et
jai décidé de profiter de I'arrivée récente d’'uigeenceur automatique au laboratoire pour
changer de technologie. Par ailleurs, la gestiofiatbt®ndance des matériels et des données
récoltées (clones bactériens, préparations d’A¥guences...) n'avait pas été anticipée. Au
sein du laboratoire, Denis Milan et Eddie lannuccavaient des compétences pour la
création de bases de données et ils ont constxgt le logiciel 4D, une base de données qui
m’a beaucoup aidée dans la gestion quotidiennecdettats de mes expériences.

B.2 1999-2004 Outils génériques pour I'analyse du tragsiptome chez le porc
B.2.1Banque multi-tissus

Lorsque ce projet a éteé initié, les banques d’'étigs porcines étaient relativement pauvres.
Fin 1998, par exemple, on disposait de 4000 ESTipes dans les banques de données
internationales et, fin 2000, il N’y en avait ereagque 50 000. En outre, méme si le
séquencage du génome humain était en cours, lersgage du génome du porc était un
horizon trés lointain. Les banques d’ADNc consignadonc une ressource majeure pour la
connaissance des séquences exprimées et en pogaédde bonne qualité dans son propre
laboratoire ou Institut de recherches était un tailmdéniable. C’est pourquoi, a 'INRA, un
groupe de scientifiques a eu lidée de lancer, Kanément dans quatre especes, la
construction et le séquencage dune banque d’ADNMes banques se voulaient
« universelles », puisque les ARNm les constitvamiaient de plusieurs tissus et néanmoins
non redondantes, puisqu’on avait prévu, des lertléeaes normaliser. Francois Hatey étant
I'un des initiateurs du projet, notre équipe aigatpliquée dans la construction de la banque
porcine.

Dans le cadre du projet Asteroger/Agenae, AgnesiBoat moi-méme avons pris en charge
la construction de la banque normalisée multi-sg3orcine. La stratégie de construction, de
normalisation et de soustraction de la banque wetest celle de Soares al. [4], et, a mi-
parcours, Agnes Bonnet est allée dans le laboeatter Bento Soares (University of lowa,
lowa, US) en février 2001 pour acquérir une exp&eedans la construction de ce type de
banques.

La premiére étape a été la collecte des ARN totaupres des équipes INRA, puis la
validation des échantillons (dosage, analyse pact@phorese, aptitude a la réverse
transcription). Nous avons ainsi validé 41 échlmt# d’ARN que nous avons regroupés en 6
pools. Les ARN messagers (poly A+) correspondantsété utilisés pour construire les 6
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banques correspondantes. La banque multi-tisseobtpar mélange des 6 banques a été
normalisée, résultant en une banque de 6 4Mbhes initiaux, avec des inserts de 1 kb en
moyenne et environ 2% de clones vides. Dans ungietee étape, prés de 9 000 clones
séquencés ont été soustraits de la banque initéle, d’éviter I'augmentation de la
redondance, lors de la poursuite du séquencadsangue soustraite contient 60 000 clones.

B.2.2Séquencage

- une premiere série de 8 736 clones de la bangueatisée a été organisée et séquencée en
5" et en 3'. Un total de 11 843 séquences validéséadéposé dans la base de données de
séquences EMBL (2002-2003).

- apres soustraction, 14 976 clones ont été or@aras séquencés en 5. Un total de 12 838
séquences valides a été déposé dans la base EMEI08ret 2004.

L’organisation et I'envoi des clones ont été réaipar le Centre de Ressources Biologiques
de I'INRA de Jouy en Josas (CRB-GADIE). Le séqueerca été effectué par une compagnie
privée. Le financement a été assuré par I'INRA darsadre du projet AGENAE puis par le
ministere de la recherche dans le cadre de I'appebjet Genanimal de 2003.

Divers outils bioinformatiques ont été développers,collaboration, par Eddie lannuccelli et
I'équipe SIGENAE de I'INRA (Figure 1). Il s’agit,’'dne part, d’outils permettant I'étude et
la validation des séquences effectuées par legbarst de services (détermination du nombre
de bases de bonne qualité hors vecteur et adaptatése en place d’'un séquencage de
contrdle afin de vérifier qu'il n'y a pas eu de @asion de plaque ou d’inversion du sens
d’'une plaque) et, d’autre part d’outils permettdiégvaluer la qualité des banques : nombre de
clones vides, détermination de la taille des isseeddondance.

L’équipe SIGENAE a realisé 'assemblage de toutssséquences disponibles, publiques ou
privées. Le dernier assemblage a défini 77 300ntigo» et 4% d’entre eux sont spécifiques
de la banque réalisée au laboratoire (Figure 3)aMaurs, 60% d’entre eux sont représentés
par au moins un clone dans les collections du CRBIE. Nous disposons donc d’'une
ressource de bonne qualité pour des études d'esipnes

B.2.3Réseaux génériques d’ADNc

- En 2003, nous avons établi une premiere liste premant 1 056 clones AGENAE
(redondance d’environ 10%) ainsi que des témoing&xes. Cette liste a permis au Centre
de Ressources Biologiques de préparer et de metlee disposition de la communauté
scientifique une premiere membrane générique de¢ypacro-array » nylon (8 x 12 cm).

- Sur la base des 77 300 contigs résultant deellaBkge des 300 486 séquences publiques
réalisé en avril 2004, nous avons choisi les cergiges clones qui sont présents sur le réseau
générique, en concertation avec les membres deniananauté « porcine » de I'INRA et en
fonction de la disponibilité des clones correspatslaNous avons aujourd’hui établi une
collection de 8 960 clones représentatifs d’authntcontigs différents. Cette collection est
majoritairement basée (90%) sur la banque Asterogmmplétée par des clones USDA,
danois (C. Bendixen) et quelques clones isolésdparéquipes de I'INRA. Ce travail, piloté
par notre équipe, est réalisé en étroite collamoradvec I'équipe SIGENAE. Les produits
PCR de ces clones et de témoins ont été déposémasumembrane de nylon (2,5 x 7,5 cm)
par I'équipe du CRB-GADIE, qui assure la distribatide ce support, référencé GPL3729
dans la base de données GEO (Figure 4). Cette puaté produite en 600 exemplaires,
permettant de réaliser 665 hybridations dans quetharatoires différents.

Notre engagement dans ce projet a nécessité dee mpart un fort investissement
méthodologique qui nous a permis de construire hbaeque multi-tissus de tres bonne
qualité. Son séquencage a permis de déposer p&sQ@i® séquences d’EST, contribuant de
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Figure 3: profondeur des contigs spécifiques de la banque AEBIAE porcine, en
comparaison avec I'ensemble des contigs disponibléans 'assemblage du 30/01/2006

La figure indique la répartition (%) des contigs famction de leur profondeur, pour
'assemblage complet d’'une part (en bleu) et p@s ¢ontigs spécifiques de la banque
AGENAE (en rouge).

Figure 4 : Micromembrane de 9216 ADNCc porcins, dém#e sous le nom GPL3729 dans
la base GEO http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/geo).

La membrane (64 blocs de 144 spots) a été hybradé&e une sonde oligonucléotide,
permettant la détection de tous les ADNc spott@slaumembrane et la vérification de
I'absence de contamination entre les spots gradesaémoins négatifs (en haut a droite de
chaque bloc).
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maniere non négligeable a alimenter les bases deéés internationales. Fin 2004, les
données de séquence d’EST pour le porc avoisinggend00 000 et il est aujourd’hui de
1 500 000 ; il nous a donc semblé que notre r@&ait’plus de produire de nouvelles données
de séquence, en tout cas pas de maniére systématigqiiobale comme nous l'avions fait
dans le cadre du projet ASTEROGER/AGENAE. On peéaitléurs noter que ce projet, qui a
été initié dans 4 espéces en paralléle (truitelepmache et porc) a di s’adapter a I'actualité.
L’équipe qui a construit la banque multi-tissus ke poule (UMR de Génétique Animale,
Rennes) a interrompu son séquencage apres 20000nség environ, devant 'augmentation
des séquences disponibles dans les banques deeddnte¥nationales. En revanche, pour la
truite, le SCRIBE avait produit a I'issue du pragrae plus de 40% la moitié des séguences
disponibles au niveau mondial [14]. Pour I'espeoecime, la situation a été intermédiaire :
nous avons contribué de maniere modeste aux basedodnées internationales. La
construction, la caractérisation de la banque,iajj® la description de la membrane
générique ont été publiées début 2008 [20].

Au cours de ces travaux, je n'ai pas encadré dpaste. En effet, il me semblait délicat de
confier ce type de travaux, pour lesquels nous tilgiis) & des étudiants. J'ai eu l'aide de
Sandrine Villéger, en CDD, puis, comme je partaiscengé de maternité, la suite des
expériences a été confiée a Agnées Bonnet, a qurglasféré mon savoir-faire. C’est elle qui,
aprés un séjour dans le laboratoire de Bento Soammnstruit la banque multi-tissus. A mon
retour, je me suis plus particulierement chargérdgestion du projet de séquencage, puis de
la conception de la puce a ADN générique. J'ai petée occasion mesurer I'importance des
procédures permettant de transférer les savoitss §&€néralement, ce projet a été riche
d’enseignements concernant la coordination d’urjepn@alisé en paralléle dans plusieurs
laboratoires et nous a permis de collaborer avetalboratoire américain ayant une grande
expérience de la construction de banques d’ADN¢ta @etgalement été I'occasion de créer
des liens avec les utilisateurs de la puce a ADiipe.

B.3 Identification et caractérisation de genes impliqué dans le développement et
I'atrésie folliculaires ovariens

Au cours de ces quatre derniéres années, tout lenisamt les études démarrées sur le
développement folliculaire terminal, chez la trneus avons étendu nos champs d’études au
développement folliculaire précoce (modele brebis)a comparaison du développement
folliculaire terminal et de latrésie folliculaireentre deux especes mono (vache) et
polyovulante (truie) et a I'analyse de transcriptohe tissus cible, en relation avec des
mutations responsables de phénotype d’hyperprafaans la race ovine. Ces différentes
approches ont toutes pour finalité d’identifier dgmnes impliqués dans le développement
folliculaire ou l'atrésie folliculaire.

Avant d’exposer les résultats des études que noussamenées, je voudrais souligner quel
changement d’échelle a eu lieu de maniére relagwverorutale dans nos études. Alors qu’en
1994, on pensait qu'une premiére révolution teobgigue s’était opérée puisqu’elle nous
permettait d’analyser les genes par dizaines otaren dans les années 2000, on est passé a
I'étude de milliers de génes simultanément. Ceda deux conséquences au moins : d’abord,
il est devenu difficile pour les laboratoires dérfguer eux-mémes leurs outils de criblage
(puces a ADN, pour ce qui nous concerne) et orsistasau développement de plate-formes
technologiques (génopoles, centres de ressources.ensuite, les biologistes effectuant ce
type d’expériences ont di compléter leur formagarstatistiques. En effet, il s'est vite avéré
que, pour beaucoup de statisticiens, les donnédsadscriptome présentaient pas ou peu
d’intérét et que pour quasiment tous les biologidke traitement de ces données était difficile
voire impossible. J'estime avoir eu, dans cettdudiam une grande chance parce que notre
laboratoire comporte une équipe de biomathématicien que, parmi eux, Magali San
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Cristobal a montré d’abord de l'intérét pour ceetyfe données - et les a traitées pendant les
premiéres années- puis de la patience et de laypg@apour nous faire acquérir une certaine
autonomie dans ces analyses. Cela a, de pluspétédion de former deux groupes de travail
concernant l'analyse statistigue des puces a ADbimportant des biologistes et des
statisticiens et d’établir des liens et des coltabons avec plusieurs d’entre eux. Par ailleurs,
nous avons pu bénéficier, a Toulouse, des infretstreis de la génopole toulousaine, qui nous
a permis de fabriquer un certain nombre de pucesison » avant de recourir aux puces
génériques fabriquées par le CRB-GADIE, les puamsnterciales devenant aujourd’hui
incontournables.

B.3.1Développement folliculaire terminal, modele porcin

Pour ce volet de recherches, Agnés Bonnet a mantéstdes expériences d’hybridation
Soustractive Suppressive et en a fait 'analysa. donc eu plutdét un réle d’encadrement,
avec Francois Hatey, qui était 'animateur de lipgua cette époque. J'ai mené de mon co6té
I'étude de faisabilité concernant un transcriptamaetite échelle (1000 genes) des granulosa
porcines, issues de follicules a divers stadesgeldppement.

Deux modéles successifs ont été étudiés : d’abesdcdltures de cellules primaires, puis des
cellules de granulosa issues de follicules ovargatibrés, qui n’ont pas été cultivées.
L‘étude in vitro de cultures cellulaires de granulosa stimuléesaupar la FSH a identifié
par Hybridation Soustractive Suppressive puis ¢arse€ par RT-PCR ou Northern 25 genes
régulés par la FSH. L’'analyse de ces résultatsesaggn réle de la FSH dans la modulation
de l'activité peroxydase et le remodelage de |amiatine et a fait I'objet d’une publication
[15].

Nous avons complété nos recherches sur le dévetogpdolliculaire terminal par une étude
in vivo sur cellules de granulosa fraiches, prélevéesissirfollicules d’état physiologique
sains et a différents stades de développement KHF, GF) afin d’entourer la phase
d’acquisition du récepteur de la LH. Apres une étdd faisabilité sur une puce générique de
petite taille [22], nous avons réalisé une analgsetranscriptome, sur puce dédiée, dans
laquelle 79 genes ont été identifiés comme diffiedament exprimés entre les 3 stades.
L’intégration des données met en évidence 5 résdaugenes et suggere en particulier un
changement de forme des cellules de la granuloseoats du processus terminal de la
folliculogenése [19].

B.3.2Développement folliculaire précoce, modele ovin

Ce projet ANR, Refollis, est mené par Agnes Bondigiterviens comme appui scientifique.
Dans différentes espéces comme par exemple chepvias et les rongeurs, plusieurs
mutations de genes intervenant précocement et quawa la stérilité ou I'hyperprolificité en
fonction du génotype ont été identifiées. Ces waw@@montrent que le bon déroulement de la
folliculogenéese précoce est une étape cruciale [@otonction ovarienne qui conditionne la
durée de reproduction et la fertilité. Cependast deudes des mécanismes contrélant ces
premieres étapes sont limitées a cause de la &ilee quantité du matériel d’intérét présent
dans l'ovaire.

Nous avons donc cherché a étudier de maniére $acplmpléete possible I'expression génique
au cours des stades précoces du développementifalie. Nous nous sommes appuyés sur
la spécificité des brebis de race Lacaune cheaddlss il existe une mutation naturelle
FecX dans le géne BMP15 qui provoque a I'état homozmygoh blocage de la
folliculogenese au stade du follicule primaire. Eamplément de I'étude globale de
I'expression génique, les brebis mutées homozygotesiettront d’étudier le rdle du gene
BMP15 au stade primaire.
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Nous avons tiré parti du développement de la rdissection a capture laser pour isoler les 2
compartiments d’intérét (oocyte et granulosa) ptes 3 premiers stades folliculaires
(primordial, primaire et secondaire). Ce projet bome ensuite 2 méthodologies :
'amplification des ARN et le transcriptome sur pu@ffymetrix bovine (hybridation
hétérologue). Le rble fonctionnel des génes seaudié€tsur culture organotypique, par le
laboratoire BDR (INRA Jouy-en-Josas). Le développeinmethodologique a été financé par
'ANR GENANIMAL 2007. Les reésultats suggéerent unaible contamination des
échantillons. Les résultats préliminaires du trapsame (1 échantillon par groupe) montrent
environ 8000 genes exprimés. Des genes spécifigaeboocyte ou des cellules de la
granulosa ont été identifiés et sont en cours tidateon en RT-PCR en temps réel.

B.3.3Déterminisme génétique du taux d’ovulation, modélebovin, porcin et ovin

Depuis 2005, nous participons aux programmes ANBerovul » et européen « SABRE »,
pour des volets centrés sur I'étude du déterminigéreétique du taux d’ovulation, en tirant
parti des comparaisons inter et intra-espéce. Darsadre, je collabore avec deux unités de
'INRA : la SAGA (Loys Bodin, Christéle Robert-Grign et la PRC (Stéphane Fabre et
plusieurs autres chercheurs).

B.3.3.1 Comparaison vache-truie

Différents arguments indiquent que le polymorphisimier-espéces se trouve plus
frequemment dans les régions promotrices et radatdes genes. Une partie au moins de
'analyse comparative de la fonction ovarienne (ocwndes autres fonctions) peut
profitablement étre réalisée au niveau de I'expoesdes genes. Ainsi, la comparaison de
I'expression des genes au cours de la folliculogenét de l'atrésie dans deux espéces
différentes permet d’identifier les genes dontpesfils d’expression sont semblables ou au
contraire différents ; les premiers correspondensb@blement a des fonctions fortement
conserveées, et les seconds sont sans doute implaans des mécanismes responsables, au
moins en partie, des différences de folliculogerardee ces deux espéces.

Dans ce cadre, nous avons réalisé une analyseadsctiptome qui cible a la fois le
développement folliculaire antral et le phénomérarésie chez la truie et la vache. Les
follicules ovariens ont été prélevés, dans des itiond physiologiques analogues, chez les
animaux et les cellules de granulosa et les liquidelliculaires ont été recoltés
individuellement. Apres détermination du statuttaque follicule (sain ou atrétique) et de sa
taille (Petit ou Gros) trois classes d’échantillamg été faites : petits follicules sains (PFS),
gros follicules sains (GFS) et petits folliculesétiiues (PFA). Nous avons réalisé une
analyse du transcriptome sur la méme puce a ADNip®I(9216 spots) pour les 2 especes.
Les résultats mettent en évidence (Figure 5) qué @nes différentiels (correction de
Bonferroni 1%) classent les follicules d’abord seleur état (sain ou atrétique) puis selon
I'espéce d’origine. Parmi les follicules sains, feits et les gros follicules sont également
bien séparés. Par ailleurs, cette étude a pernmsettee en évidence 917 genes exprimés chez
la vache et pas chez la truie. Il faut précisermptee dispositif expérimental ne permet pas de
mettre en évidence des genes spécifiquement exprimez la truie, puisque cette derniere
espéece est hybridée sur une membrane homologuls tgume la vache est hybridée sur une
membrane hétérologue. La technique de PCR quaweitah temps réel a validé les résultats
du transcriptome sur la quasi-totalité des genadlié€t. Des approches statistiques
complémentaires sont en cours, afin d’identifies @ge&nes discriminants pour I'espéce, la
taille et le statut du follicule. Ainsi, nous esp@s obtenir une petite liste de marqueurs, nous
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permettant de différencier les classes de folleuRar ailleurs, une analyse du protéome a été
réalisée par Nadine Gérard (Laboratoire PRC, INRAT@urs-Nouzilly), sur les liquides
folliculaires récoltés dans cette expérience. Naspérons, a lissue d'une analyse
approfondie de ces résultats, établir des liensedes données transcriptome et protéome et
mettre en relation les similitudes et différencExpression dans ces deux especes avec leur

caractére mono ou polyovulant.
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Figure 5 : Analyse du transcriptome inter-espéces (données\ines et porcines).

La figure représente la double classification adaate hiérarchique avec distance des
corrélations et saut de Ward. Les colonnes reptéseles 35 membranes et les lignes les 254
ADNCc. Le jaune indique une surexpression et le eouge sous-expression. Les positions des
membranes représentant des follicules sains oticateg, gros follicules sains (GFS) ou
petits follicules sains (PFS), et I'espéce boviBedu porcine (P) sont précisées.

16



B.3.3.2 Modeles génétigues ovins

Dans la plupart des espéces de mammiféres, il gsadidférences de taux d’ovulation
entre les races. Cependant, les modeles les ma@ctérisés sur le plan génétique sont
rencontrés chez la brebis. Dans cette espéce,eptgsimutations responsables d'une
augmentation du taux d’ovulation et/ou de stéribt@ été identifiees entre 2000 et 2004.
Toutes les mutations identifiées a ce jour affdctes génes BMPR-1B, BMP15 et GDF9
codant pour des protéines du systeme de signalisagllulaire des Bone Morphogenetic
Protein (BMP) qui comprend des peptides (BMP, GDEGF [3...), des protéines de liaison
(follistatin, chordin, noggin...) et des récepteuésdnodimériques de type | et I| (BMPR). Ces
observations indiquent le role majeur du systemePBNians le contrdle du nombre
d’ovulation et la fonction ovarienne, sans pouratitjue le mécanisme en soit compris.

L’augmentation du taux d’ovulation chez les brebiBooroola » est expliquée par une
mutation dans le récepteur BMP de type IB (BMPR-QB49R) entrainant une perte de
fonction partielle de celui-ci. Toutefois, les meismes conduisant au phénotype
« Booroola » ne sont pas encore complétement ésicid
Nous avons conduit une étude de transcriptomeesutdllules de granulosa ovines de brebis
porteuses ou non, a I'état homozygote, de la natatihyperprolificité « Booroola », Q249R
dans le gene BMPR-IB. Les cellules avaient étééaiou non avec un ligand de BMPR-IB,
BMP4. Le dispositif expérimental nous a permisé®ondre a trois questions :

- quels sont les genes dont I'expression varie tEnsellules de granulosa ovine en fonction
du génotype considéré (animaux sauvages vs anilmamozygotes porteurs de la mutation
« Booroola » affectant BMPR-1B) ?

- quels sont les genes dont I'expression est méaifiar un traitement par BMP4, qui sont
donc des cibles potentielles de la signalisatiorBdaP4 et BMPR-1B ?

- les cellules issues d’animaux sauvages et cstees d’animaux mutés se comportent-elles
de la méme maniére en réponse a un traitement &4 Autrement dit : existe-t-il une
interaction génotype*traitement, dans le modeleterpental considéré ?

De maniére plus provocatrice, nous voulions awsadis si I'analyse du transcriptome aurait
permis d’'identifier la mutation « Booroola ».

Les ARN des cultures cellulaires ont été extraitsybridés sur une puce a ADN bovine, que
nous avons fabriquée et publiée dans la base Git®,la référence GPL8510 [21]. L'analyse
statistique des résultats d’hybridation des pucednies a I'aide d’'un modéle linéaire mixte, a
permis d’identifier 122 genes différentiels (FDR %8 géenes présentant un effet génotype,
94 genes présentant un effet traitement et montrd q'y avait pas dinteraction
génotype*traitement, dans le modeéle expérimentaisidéré. Ces 122 génes (Figure 6)
séparent bien les cultures cellulaires selon ieetreent recu et le génotype des animaux dont
elles sont issues.

Les genes présentant un effet génotype sont aeétdeimaniére plus approfondie. Toutefois,
parmi les 68 genes, seulement 8 présentent uretivard’expression d’un facteur supérieur a
2 entre les génotypes. Pour ce qui concerne |'dfidtaitement par BMP4, il sera de la méme
maniere nécessaire de procéder a une étude apgiemfdfingt-trois génes présentent une
variation d’expression d'un facteur supérieur anree les cellules témoin et les cellules
traitées (Figure 7) et sont donc potentiellemers cibles de BMP4. Le géne FOXO4, en
particulier, présente une variation d’expressioactgculaire (d’'un facteur 10 a 12) et va
donner lieu a des études de physiologie moléculafie de mieux comprendre son réle dans
cette voie de signalisation. En effet, de nombrgemes de la famille FOX sont connus pour
avoir un role important dans la fonction ovarienne.

L’absence d’interaction génotype*traitement, daeasmodéle expérimental considére, est
surprenante, dans la mesure ou la différence deopyyee est due a une mutation du récepteur
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BMPR-1B connu pour affecter I'action biologique B®BIP4 in vitro. On peut expliquer ces
résultats de plusieurs facons :

- BMP4 pourrait ne pas étre le ligand de BMPR-1Bagit naturellement

- pour cette étude, les cellules de granulosa tént@tivéedn vitro, ce qui les modifie peut-
étre au point de ne plus exacerber les différeante génotypes,

- la puce ne présente que 9000 genes et n'eskpassive.

Une remarque importante pourrait également étte fgpres I'analyse de ces résultats. Si
nous n'avions pas eu connaissance de la voie delsgtion affectée par la mutation
Booroola, I'approche transcriptome comparant leaxdgénotypes n’aurait pas pu nous
orienter de fagon évidente sur le systeme BMP.

Mo T

-[-  +H[+ -/- +/+
BMP4 témoin

Figure 6 : Analyse de transcriptome des cellules de granulossues de brebis porteuses
ou non de la mutation BMPR-1B, traitées ou non paBMPA4.

La figure représente la double classification adeate hiérarchique avec distance des
corrélations et saut de Ward. Les colonnes reptéseles 19 membranes et les lignes les 122
ADNc, présentant un effet additif « génotype+traiémt » avec un FDR de 5%. Le jaune
indique une surexpression et le rouge une souession. Les cellules sont issues d’animaux
sauvages (+/+) ou homozygotes pour la mutation BMBR-/-) et ont été traitées (BMP4)
ou non (témoin) par BMP4.
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Figure 7: Effet de BMP4 sur les genes a effet génotype polesquels la différence
d’expression est supérieure a 2.

Pour chacun des génes (le symbole est indiquéasur horizontal, « 0 » indique que le géne
est inconnu), la variation d’expression lors dutéraent par BMP4 est indiquée pour les
cellules de génotype sauvage, en bleu et pouelagas mutées en rouge.

B.3.4Expériences en cours (échéance fin 2010)

D’ici fin 2010, nous pensons étre en mesure deigubds nombreux résultats obtenus au
cours des travaux présentés ci-dessus. Le dévetmppiales méthodologies pour I'étude des
stades précoces de la folliculogenése sera valeagé forme de publication. Ces premiers
résultats d’expression seront comparés avec lesédsndéja existantes chez les rongeurs et
permettront d’effectuer une premiére présélectioa biomarqueurs spécifiques de
compartiments. Les résultats obtenus dans le acedreprogrammes SABRE et Genovul vont
donner lieu a au moins deux publications : I'uneles données inter-espéces (vache et truie),
I'autre sur I'analyse des données « Booroola ».

Par ailleurs, une analyse du transcriptome setsé&éasur plusieurs tissus impliqués dans la
fonction de reproduction avec des animaux portdiuse autre mutation d’hyperprolificité
dans la race ovine « Lacaune ». Méme si cette aperdelle que nous I'avons conduite dans
le modele « Booroola », n'aurait probablement paslifé I'identification de la mutation
causale, nous avons choisi de mener cette analges b modeéle « Lacaune », les
mécanismes de régulation impliqués étant trés pitebeent différents. Nous espérons que,
cette fois, I'analyse du transcriptome sera une aitlidentification de la mutation causale.

Au cours de cette montée en puissance des analysesranscriptome, jai assuré
I'encadrement ou le coencadrement de plusieuropees. Les platres ont été essuyés par
Nadine Gobert, stagiaire de M2R et Pierre Ferréhése. Dans une deuxiéme phase, ou
plusieurs milliers de genes ont été étudiés simatteent, j'ai coencadré (avec Agnés Bonnet,

19



Cédric Cabau ou Christele Robert-Granié) des stagiasur des approches biologiques,
statistiques ou bioinformatiques (Renaud Mestaghpt&nie Madieu, Kim-Anh Lé Cao,
Aurélie Izart et Aude Chayriguet). Ce n’est pashasard si au cours de cette période, jai eu
peu souvent la responsabilité en tant qu'uniqguedrant des stagiaires : nous avons mis en
place des approches tellement diverses et comptairesn que, clairement, les
complémentarités des compétences sont égalemesgsa@®s au niveau de I'encadrement.

C ACTIVITES COMPLEMENTAIRES

C.1 Groupes de travail et collaborations

Des mon arrivée au laboratoire en 1994, j'ai ptigaer a différents groupes de travail.

Le « club de la granulosa » groupait différentsrcheurs francais travaillant sur la croissance
folliculaire et comptait une quarantaine de pamaats (80% INRA, 15% INSERM, 5%
universitaires) se réunissant une fois par an.

En 1994, Francois Hatey a été a linitiative d’'urogpe méthodologique réunissant les
utilisateurs du « Differential Display » qui s’@éuni pour la derniére fois en 1998.

Les analyses de transcriptome ont été aussi 'aatate participer a différents groupes de
travail toulousains mais aussi internationaux. &et.eprincipalement a l'initiative de Magali
San Cristobal, deux groupes de travail ont étéscréén est plutét constitué de personnes de
I'INRA, l'autre groupe des personnes de difféerdatsoratoires toulousains et a évolué vers la
constitution de la plate-forme « biostatistiques ».

Dans le cadre de ces différents groupes de trayaii,pu présenter mes travaux, a divers
stades de leurs développements et je pense quéwssns informelles sont une source tres
intéressante d’échanges scientifiques et méthojples.

Dans le cadre du projet EADGENE, deux « workshopsnt été organisés en 2006
(http://www.eadgene.info/Events/DataAnalysisWork@p6/tabid/166/Default.aspx et
2008 fttp://www.eadgene.info/Events/PostanalysesofMicendata\Workshop2008/tabid/3
20/Default.aspk L’idée était de travailler sur des jeux de daséommuns, distribués aux
participants au projet. Ensuite, les différentepraphes et analyses étaient confrontées
pendant un séminaire de quelques jours. A l'isasgesgminaires, des articles de synthese ont
été écrits [16-18, 23-25].

J'ai des collaborations « historiques » avec plusi¢aboratoires : la Station d’Amélioration
Génétigue des Animaux (INRA, UR 631), la Physiobogle la Reproduction et des
Comportements (INRA, UMRS85) et ai pu, de manieenditoire, nouer des collaborations
avec d'autres chercheurs: M. Benahmed (INSERM, AJ40yon), F. Raffali-Mathieu
(Department of Biochemistry and Organic Chemistry
Uppsala, Suede), A.Paris et P. Rouimi (UMR INRA/ENY089 Xénobiotiques, St Martin du
Touch).

C.2 Formation et enseignement

J'ai réalisé la plupart de mes projets de recharelvec la participation d’étudiants stagiaires
ou de personnels en contrat a durée déterminée.

J'ai également eu une activité d’enseignement dois en intervenant dans des cours
magistraux ou travaux dirigés de M1 ou M2 mais iaessorganisant des Unités de Valeur
pour I'école doctorale.

Par ailleurs, jai fait partie de différents consitée these.
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C.3 Encadrement et animation scientifique

Au sein de l'équipe de recherches dont je faisigaitai pu exercer des activités
d’encadrement a plusieurs niveaux. En effet, magatrx ont toujours été réalisés avec la
participation du personnel technique de I'équipdEofs les missions de ces personnels, j'ai pu
leur fournir un encadrement adapté.

Depuis 2007, jai pris en charge I'animation degligpe « GDO ». Mon activité a plusieurs
volets : organisation de la recherche, gestionrdgsources humaines, conduite de réunions,
organisation de la réflexion sur notre évolutiom, $pra détaillée dans le paragraphe suivant.

D PROJET DE RECHERCHES

Depuis de longues années, notre équipe a uneiagituat peu atypigue dans le laboratoire,
dans la mesure ou l'unité thématique est difficley percevoir. Cette situation est
principalement due a I'histoire. Un certain nomfleequestions se posent :

- quel est notre role par rapport a celui des mhygistes ?

- comment plus et/ou mieux intégrer les modelestigues ?

- la thématique concernant le transcriptome musgeulporcin ne devrait-elle pas étre
rattachée a I'équipe de génétique porcine ?

Plusieurs scenarii ont été envisagés et la solutjon se dessine, depuis peu, est la
spécialisation de cette équipe dans des approahegmétique moléculaire concernant les
ovins et des caprins. Cela implique plusieurs cbharents :

- le départ d'une des scientifiques, menant unegpropncernant spécifiguement le porc vers
une autre équipe

- une formation complémentaire a la génétique, peugui me concerne

Dans les deux paragraphes qui suivent, le progiaglde notre équipe, qui comportera, au
départ deux scientifiques, 2 ingénieurs d’étudessdistant ingénieur et un technicien de
recherches, sera exposé. Aujourd’hui, les rélestrpas été précisément distribués. On peut
néanmoins imaginer, étant donnée I'expérience pasgee plusieurs projets d’identification
de mutations causales ou de réduction d’intendaléocalisation de QTL vont étre menés a la
fois. Ces sujets de recherche devraient attirerétiediants en these de doctorat ou en post-
doc.

D.1.1Génomique ovine

Le génome du mouton est en cours de séquencags, lelacadre d'un consortium de
séquencage. D’ores et déja, ce consortium a déwelope puce de 60000 SNP (Single
Nucleotide Polymorphism), qui est opérationnellar Rilleurs, deux vastes projets de
détection et de cartographie fine de QTL sont emrso un programme national
SheepSNPQTL, coordonné par la SAGA (Station d’Aaration Génétique des Animaux,
Toulouse), et financé par I'ANR, a démarré débu@®@t un projet européen (3SR),
coordonné par Genesis Faraday, est accepté etase gh négociation finale.

SheepSNPQTL porte sur la primo-détection et unengne localisation de QTL pour de

nombreux caracteres d’intérét agronomique (maidgsasaracteres de reproduction) et inclut
le comportement. Ce projet est basé sur des asdlgssgliales sur puce 60K. Le projet 3SR
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inclut la reproduction, comme caractere supplénmentaais n’intégre pas le comportement.
Il prévoit principalement de la cartographie fine @TL détectés précédemment (en
particulier, dans le cadre de SheepSNPQTL), en smanbanalyses génétiques au moyen de
puces SNP ciblées aux régions d'intérét, reséqgenetétudes d’expression. L'objectif est
naturellement d’aboutir a I'identification de mudbsis causales déterminant certains de ces
caracteres. Ces projets seront menés en étroibomtion avec la SAGA et, ce que nous
imaginons actuellement est que la SAGA interviendewantage dans les aspects de
« biologie séche », tandis que notre équipe seacomim davantage aux aspects de « biologie
humide », I'équipe de « biomathématique » du LGIh#également impliquée.

Pour ce qui concerne la reproduction, I'étude deatrgu populations différentes, dans
lesquelles I'existence de génes majeurs est déjomkéée, est prévue dans le projet 3SR
(Lacaune, Davisdale, Olkuska, Cambridge). Dansaseparticulier, nous pensons combiner
primo-localisation et cartographie finda le génotypage sur puce SNP générique 60K d’'une
centaine d’animaux extrémes pour chaque géne étllie expérience sur la mutation
autosomale au locus FecL en race Lacaune indigei¢acuuissance de ce type d’étude devrait
étre équivalente a celle d'une analyse familialewsupedigree de 200 animaux informatifs,
c'est-a-dire que les mutations correspondantesaienr pouvoir étre localisées dans un
intervalle de 1 ou 2 centiMorgans. Il restera etesaiidentifier le géene et la mutation causale.
Notre expertise dans ce domaine, avec l'identificatle plusieurs mutations ayant un effet
sur le taux d’ovulation, et le réseau de collaboret existantes devraient nous permettre de
mener a bien ces études.

Par ailleurs, nous suspectons I'existence d’un logigurs genes majeurs de prolificité dans
plusieurs races francaises. Nous nous proposonsylkioration avec la SAGA, de vérifier
si les phénotypes extrémes trouvés dans ces ranesliss a des mutations dans des génes
déja identifiés ou trés finement cartographiéstésye BMP, géne Lacaune). Si ce n’était pas
le cas, nous proposons de rechercher les mutateursales de ce phénotype. Il faudra alors
trouver les financements correspondants.

Enfin, des réflexions sont engagées avec les laora « Biologie du Développement et de
la Reproduction », a Jouy-en-Josas et « Physiologée la Reproduction et des
Comportements » a Tours-Nouzilly, pour élaborer mouveau projet portant sur le
développement folliculaire précoce et tirant pahtis mutations identifiées ou en cours
d’identification, ayant un effet sur le développernlliculaire.

En ce qui concerne les autres caracteres, I'étadétigiue de la sensibilité aux mammites et
de la résistance au parasitisme est prévue dgmejlet européen 3SR. Le choix des QTL a
étudier dépendra évidemment des résultats du progeaSheepSNPQTL.

D.1.2 Génomique caprine

Les outils d’analyse génétique sont encore peu ldgpés chez la chévre. Une carte
génétique a base de microsatellites a été publigeidéja quelques années. Par contre, la
séquence du génome de la chevre n'est pas connilen’g a pas eu de programme de
détection systématique de SNP.

Nous avons entrepris un programme de détectionNd& EapriSniP, qui est financé par la
profession. Ce programme porte sur le séquencae® @une représentation réduite du
génome de 13 animaux de 3 races différentes. @ailtisera réalisé en collaboration avec
I'équipe Sigenae, pour l'analyse informatique demsrctes de séquencA. priori, nous

espérons obtenir de 20.000 a 50.000 SNP. Ce trdewaibit permettre ensuite de définir des
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puces SNP a moyenne densité pour I'étude de géagsirs présumés ou de QTL forts. Le
financement de cette deuxieme étape est égalem®dnt gans le projet 3SR.

La aussi, il est difficile de définir actuellemders caracteres dont I'étude sera privilégiée.
Deux génes majeurs sont suspectés, I'un influerlgantesse de traite et l'autre la sensibilité
aux parasites. Un programme de détection de QThLirsmclut également I'analyse des

caracteres de composition fine des laits et laosa@lité de la reproduction.

E CONCLUSION

Apres quinze ans de recherche au laboratoire détigae cellulaire, jarrive en quelque sorte
a un tournant de ma carriere. Je suis consciergecgla peut étre percu et interprété de
manieres diverses. Certains penseront, je crosjeju rentre dans le rang », en acceptant de
faire enfin de la génétique dans un laboratoirgétestique. Selon leur sensibilité, ce sera une
appréciation positive ou négative. D’autres direans doute que I'heure n’est plus aux
équipes méthodologiques ou encore gu'il faut reeenés thématiques de recherche sur des
sujets en lien avec les demandes des professiogingdsla sociéte.

L’avenir me dira si j'ai fait un choix judicieux. dhs I'immeédiat, il me semble important
d’acquérir ou de renforcer mes compétences en igéeéimoléculaire pour assurer la
transition vers cette nouvelle thématique. Je it enthousiaste quant a cette perspective
d’élargissement de mes connaissances et a I'idd@id’une approche globale des caracteres
agronomiques.
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