ldentification de « biomarqueurs » de la
croissance folliculaire basale chez la
brebis
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Contexte scientifique

La folliculogenese
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terminale
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Erickson et al, 1985. Endocrine revues
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Contexte scientifique

La folliculogenese basale:

Cellules de la granulosa

Follicule
secondaire

Feserve folliculaire Follicule Follicule
primordial primaire

Quels sont les mécanismes
V4 - V4 yd ?
clés quiregulent cette étape” ovocyte
Lundy et al, 1998

ALIMENTATION
AGRICULTURE

7 Octobre 2011 ENVIRONNEMENT




Des genes d’expression spécifique
Un dialogue moléculaire entre les compartiments

Féserve folliculaire Follicule Follicule Follicule
primordial primaire secondaire
Foxo3 . bmp15
Pten gdf9
Kitlg foxl2 amh

Genes a effets majeurs

Thomas, 2006. Reproductive Biology Endocrinology
ALIMENTATION
AGRICULTURE

7 Octobre 2011 ENVIRONNEMENT




- Identification des répertoires d’expression au cours de
la folliculogenese basale chez une espece mono
ovulante : la brebis.

- Identification des transcrits caracteéristiques
(« biomarqueurs » de compartiments ou de stades)

- Comparaison de I'expression de biomarqueurs entre
especes mono et poly-ovulante (brebis/truie)
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Isolement des différents stades et
compartiments
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Microdissection a Capture Laser (100x) : 1
a) selection des cellules de granulosa
b) Cellules de granulosa prélevéees Vue globale :
c) Follicule aprés la capture RNA-seq
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Mise en évidence de
I'expression génique

Double amplification des ARNs




Reésultats:

[ LCM  (Bonnetet al, 2011; BMC genomics) ]
4 stades de développement PD PM SEC SA o
5 " : & 2 K A A A P
Oocyte/ gglrlr:ﬁ):sr Idrr(-;egnrfllsnuIosa O G O G @ G @) G
quadruples [1l[21[3]1[4][1](2][3][4]
L AR AR R I R IR Ry,

Séquencage « paired-end » HiSeq 2000

32 banques avec étiquetage des quadruples (200 ng d’ARNa)
3 echantillons en mélange aléatoire/ ligne; 4 runs

Run 1 Run 2 Run 3 Run 4

lignel lignel ligne2 ligne3 ligne4 lignel ligne2 ligne3 ligne4 lignel ligne2
pool 1 pool 2 pool 3 pool 4 pool 5 pool 6 pool 7 pool 8 pool 9 pool 10 pool 11
PDO6 d-9 [ SECO5d-9 | PMO6 d-9 ANTO1 d-9 PDO3a-1 [ ANTO2b-6 | PDO4 b-6 | SECO6 b-6 | SECO10c-8| PDO5 c-8

SECG6 a-1 | PDG2b-6 [ SECGS8 c-8 PMO3 a-1
ANTO3 c-8 SECO9 a-1 PDG4 c-8

SECG4d-9 | PDG6d-9 | PDG5a-1 | ANTOS a-1
PMG6 a-1 | PMO7b-6 | SECGIb-6 | PMG1 b-6

PDG6 d-9

PMG7 d-9 PMG2 c-8
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millions de sequences
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Moyenne:
110M de séquences pairees/ligne
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Séquencage

Nombre de paires de séquences par échantillon

80 000 000 -

70 000 000 -

60 000 000 - = 1
2

50 000 000 - 3
—4

40 000 000 - . [ - sk

\\I: —e—moyenne
._ — Y

30 000 000 -

20 000 000 -

10 000 000 -

O T T T T
PDO PMO  SECO  SAO PDG PMG  SECG  SAG

Moyenne: 36M/échantillon
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Qualité des seguences

645,632 -

Mumber of sequences

g 1.4 % en5’ (taille<10)
i ‘
e l--"fo o e e w0 w0 w0
‘ 5' Tail Length in bp (Bin size: 2 bp)
T ,__-llIIIllln“n-l!lll“llllll S 536,932
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 &0 65 70 =
Mean of quality scores per sequence g
z 4.5 % en 3’ (taille <20)
Score >20 3 ‘
0- Illllzo o - - .1.00 ....... by AR TR Gy
30 a 40 % de GC 3' Tail Length in bp (Bin size: 2 bp)
0.22% de N toujours en début de séquence Freéquence et taille du polyA/T
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Traitement bioinformatigue
(SIGENAE: Cédric Cabau)

Particularités du jeu de données :
- ARN amplifiésmmp distribution des lectures en 3’ des
transcrits
- Espece ovine

C d
700 ~ 1,400 -
z )
g 600 - E 1,200 -
= 500 o 1,000 4
8 8
T 400 - —8— High S 8004 —e High
=
2 300 —8- Madium 8 o] —e Medium
= —8— Low =] —— Low
E 200 é 400
=
- [4F] -
% 100 — 200
0= T 0
SPPPRPEPLE PP OPPR PP P PP NS
Distance from 5" end of Distance from the 5 end of
cDNA (%) cDNA (%)

Li et al, 2010 Couverture : 1-2kben 3’

ALIMENTATION
AGRICULTURE

7 Octobre 2011 ENVIRONNEMENT




Résultats préliminaires:

1- Annotation

Choix de la référence - Banques de transcrits ovins et bovins
- Génome de référence ovin

Comptage des paires

90%
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60?’ 14 000 transcrits ® 5A03

50% . .

2000 10 000 transcrits bovins W SecG6
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30%
20%
10%
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0arV2.0_cds Btau_4.0.cdna sheep_all chr
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Distribution des lectures sur le genome

Comptage des paires/chromosome
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Annotation ...

- Contias de lectures issus d’'un assemblaage de novo

Comptage des paires

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

N SAO3
B SecG6

= PDO6

0arV2.0_cds Btau_4.0.cdna sheep_all_chr

L Annotation
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Résultats preliminaires :

2- Evaluation de I'abondance des transcrits

S
(6]

N
o

@ SAO03
m secG6
O PDO6

% de transcripts annotés
= = N N w w
o [6)] o al o [§)]

I I I I I

(6]
|

N .

1-10 10-100 100-1000 1000-10000 10000- > 100000 |
\\\> 4/,/\\1000000 ,/
99% des transcritS  nombre de paires 50% des lectures annotées

Transcrits les plus représentes:
Des génes ribosomiques, facteurs d’élongation,d’initiation, des protéines de liaison...

Dans I'oocyte : famille des ZP
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Résultats préliminaires :

comparaison des niveaux d’expression des transcrits

controles
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Conclusion

- Les lectures obtenues a partir des ARNa sont de bonnes
qualités

- Des niveaux d’expression conservés

- Difficultés: Annotation (biais en 3’; génome de référence peu
annote)
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