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Exemple d’approche
fonctionnelle :

la fonction ovarienne
dans I’espece porcine

Résumeé. La recherche de génes ovariens hormono-régulés a été entreprise par I'hybridation
différentielle de 40 000 clones d’ADNc d’'une génothéque de cellules de granulosa porcine en culture
et par des expériences de Differential Display. Environ 150 clones exprimes différentiellement,
selon qu’il s’agit de cellules traitées par la FSH ou de cellules témoins, ont été séquenceés et 59
d’entre eux ont été identifiés. La régulation de ces genes a été étudiée in vitro et in vivo par des
techniques de Northern blot, RT-PCR comparative et hybridation sur coupes d'ovaires. Environ
cinquante génes ont été localisés sur le génome porcin. Ces données fonctionnelles et génétiques
permettent de considérer certains de ces genes comme des candidats intéressants pour la fonction

de reproduction.

La prolificité de la truie a deux composantes
essentielles : le taux d’ovulation, aboutissement du
développement du follicule ovarien, lui-méme
contrebalancé par le processus d’atrésie qui concer-
ne 99 % des follicules, et la mortalité embryonnaire.
Le développement du follicule ovarien est une orga-
nogenése programmée génétiguement, fortement
influencée par I'environnement physiologique de
I'ovaire : il est contrdlé par les hormones gonado-
tropes hypophysaires (FSH et LH) agissant selon un
mode endocrine, mais aussi par des facteurs stéroi-
diens et peptidiques agissant selon un mode para-
crine ou autocrine .

Le but de cette étude est d’identifier des genes
impligués dans la folliculogenése ovarienne chez la
truie et de préciser, d’'une part, les lieux, moments et
modalités de leur expression dans le follicule,
d’autre part, leur localisation chromosomique et
leur éventuel polymorphisme. Ces derniéres infor-
mations permettent de définir des géenes candidats,
c'est-a-dire potentiellement responsables de la
variabilité de la prolificité, en liaison avec des QTL
(Quantitative Trait Loci) identifiés par ailleurs.

Un modeéle d’étude constitué par des cultures pri-
maires de cellules de la granulosa (population de
cellules les plus internes du follicule ovarien et
jouant un réle dans la fabrication et la réception de
signaux) a été mis au point au laboratoire. Nous
I'avons utilisé pour rechercher des genes dont I'ex-
pression est stimulée ou réprimée par I'’hormone
folliculo-stimulante (FSH), en ayant recours soit au
tri différentiel d’'une banque d’ADN complémentaire
construite a partir de cellules de granulosa porcine,
soit a des expériences de Differential Display sur
des follicules ovariens calibrés.

1 / Méthodologies

La méthode de tri différentiel d’'une banque
d’ADNCc consiste a hybrider avec deux sondes com-
plexes différentes marquées radioactivement (ici :
ADNCc issu de cellules traitées par la FSH et ADNc
issu de cellules témoins) deux répliques identiques
d'un filtre ou sont déposés des clones de la géno-
théque d’ADNc. Une différence d’intensité observée
entre les deux signaux d’hybridation pour un méme
clone d’ADNc refléte une expression différente de
I’ARN messager correspondant selon la situation
étudiée (ici, traitement par la FSH ou témoin).

La méthode de Differential Display est présentée
dans l'article de Hatey (2000, cet ouvrage).

Les méthodes de Northern blot et RT-PCR compa-
rative ont été utilisées afin de vérifier que les clones
sélectionnés étaient effectivement régulés par la
FSH.

Le Northern blot consiste a hybrider les ARNm
(issus de cellules traitées par la FSH ou témoins),
préalablement séparés selon leur taille par une élec-
trophorése, avec une sonde spécifique du clone
sélectionné. La différence de signal entre les deux
pistes permet de déterminer si le messager corres-
pondant est régulé par la FSH. Le signal donne en
outre la taille du ou des messagers correspondants.
Toutefois, pour que cette technique permette de
conclure, il faut que le messager soit suffisamment
abondant.

La RT-PCR comparative consiste a amplifier a I'aide
d’amorces spécifiques du géne étudié des dilutions
des ADNc d'origines différentes. On observe et on
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compare I'apparition d’'un signal spécifique dans les
deux séries de dilutions. Cette technique est beau-
coup plus sensible que le Northern blot ; en
revanche, elle ne permet pas de déterminer la taille
du messager étudié.

A l'aide des panels d’hybrides construits au labo-
ratoire (Yerle et al 1996 et 1998), les clones ont été
localisés sur le génome porcin. Le détail de cette
méthode figure dans l'article de Yerle (2000, cet
ouvrage).

Une sonde ARN d’un clone donné a été hybridée
sur des coupes d’ovaire, afin de localiser I'expres-
sion de '’ARN messager correspondant dans 'ovaire
de truie. Cette technique permet de localiser 'ARN
messager in vivo a la fois dans les cellules de la gra-
nulosa (dont sont issus les clones sélectionnés) et
dans d’autres types cellulaires. L'étude a été faite
sur des ovaires a divers moments du cycle.

2 /| Résultats

2.1/ Sélection des clones d’intérét

A partir d'une génotheque d’ADNCc issus de cel-
lules de granulosa porcine en culture, le tri différen-
tiel a permis de sélectionner des clones régulés par
la FSH. Le tri de 40 000 clones a conduit a 238
clones, dont 174 ont donné des séquences valides,
représentant 136 clones différents. Deux cent dix
séquences de type EST (Expressed Sequenced
Tags) ont été soumises a la banque de séquences
EMBL. A l'issue du séquencage, 54 clones ont pu
étre identifiés (Tosser-Klopp et al 1997) et 82 clones
étaient inconnus. Par exemple, la glutathion S-trans-
férase porcine (GST) a ainsi été isolée (3 clones
indépendants).

Les expériences de Differential Display ont per-
mis de sélectionner 16 clones (dont 11 inconnus)
s’exprimant différentiellement selon la taille et I'état
de développement du follicule ovarien.

2.2 [ Vérification de la régulation par
la FSH

Soixante-quatorze clones ont été testés par la
méthode de Northern blot. Vingt-neuf présentent
une régulation par la FSH (sur 37 résultats interpré-
tables). Devant les difficultés rencontrées avec
cette méthode, nous avons mis au point la technique
de RT-PCR comparative. Quarante genes inconnus
issus du tri différentiel ont été étudiés par cette der-
niere méthode. Quinze d’entre eux sont régulés par
la FSH. Par exemple, I'étude par Northern blot
montre que I'expression de la GST est fortement sti-
mulée par la FSH dans les cellules de granulosa en
culture.

2.3/ Etude de la variation du taux
d’ARN messager dans des follicules
a divers stades de développement

La méthode de RT-PCR comparative étant tres
sensible (I'étude peut porter sur quelques follicules
isolés), nous I'avons utilisée pour étudier I'expres-
sion de certains génes isolés par tri différentiel dans
des follicules isolés et caractérisés (taille, stade de

développement, état d’atrésie ...). Parmi onze clones
issus du tri différentiel, six présentent des diffé-
rences d’expression selon le stade étudié. C'est
aussi le cas de sept des clones isolés par Differential
Display.

2.4 | Localisation sur le génome porcin

Les localisations régionales de différents clones
ont été réalisées.

Parmi les génes connus isolés dans ce travail, cer-
tains présentaient un intérét pour la carte cytogéne-
tique (voir I'article de Yerle 2000, cet ouvrage) pour
la carte comparée des génomes porcin et humain.

D’autre part, 44 génes inconnus (Tosser-Klopp et
al 2000) et 14 génes issus du Differential Display ont
pu étre localisés sur le génome porcin. Ces mar-
queurs ADNCc constituent des marqueurs de type | et
sont donc d’'un apport significatif pour la carte cyto-
génétique. Les nombreuses données disponibles
concernant le génome humain permettent souvent
de trouver une étiquette humaine correspondante et
parfois localisée sur le génome humain. Ainsi, ces
marqueurs, méme s'ils ne correspondent pas a des
génes connus, permettent de préciser la carte com-
parée Homme/Porc.

2.5 | Profil spatio-temporel d’expression

L'étude par hybridation de quelques génes sélec-
tionnés par hybridation différentielle a permis de
mettre en évidence des différences d’expression au
cours du développement folliculaire.

L'exemple le plus démonstratif est peut-étre celui
de la glutathion S-tranférase. L'analyse par hybrida-
tion in situ sur coupes d'ovaires montre que I'ex-
pression de la GST varie en fonction du développe-
ment du follicule ovarien. Présente dans la théque
interne des follicules sains de petite taille, cette
expression se manifeste également dans la granulosa
des plus gros follicules, mais elle disparait dans les
follicules en état d’atrésie avancée.

La question est posée du role de cette enzyme
(connue pour son role de détoxification, dans le foie
en particulier) dans le follicule ovarien. Lhypothése
d’'une intervention dans la biosynthése des hor-
mones stéroides, qui repose sur l'activité isomérase
que présente également cette protéine, se trouve
confortée ici du fait de sa régulation par la FSH qui
stimule cette biosynthése, d’une expression relati-
vement spécifique des tissus stéroidogénes et,
enfin, d’'une colocalisation assez stricte avec une
autre enzyme de la biosynthese des hormones sté-
roides, la 3-béta hydroxystéroide déshydrogénase,
qui intervient dans la conversion des delta 5-sté-
roides en delta 4-stéroides.

Conclusion et perspectives

Les techniques d’hybridation différentielle et de
Differential Display ont permis de sélectionner des
genes dont I'expression est régulée par la FSH dans
les cellules de granulosa porcine ou au cours du
développement folliculaire. Différentes méthodes
ont été mises au point pour préciser I'expression
différentielle de ces génes : in vitro a I'aide du mode-
le de culture cellulaire disponible, mais aussi in
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vivo, grace a des études sur follicules isolés. Ces
données doivent étre exploitées en lien avec la loca-
lisation sur le génome porcin, afin de déterminer si
ces genes se situent dans des zones comportant un
QTL affectant la capacité de reproduction de la
truie.

A I'heure actuelle, des matériels performants
(filtres a haute densité) permettent d’envisager ce
travail a grande échelle, pour établir le répertoire
aussi exhaustif que possible des transcrits et avoir
des indications sur leur régulation dans divers états
physiologiques.

Références

Hatey F., 2000. Recherche de genes associés a des fonctions :
I'approche fonctionnelle. INRA Productions Animales, numéro
hors série « Génétique moléculaire : principes et application aux
populations animales », 153-160.

Tosser-Klopp G., Benne F.,, Bonnet A., Mulsant P., Gasser F., Hatey
F., 1997. A first catalog of genes involved in pig ovarian follicular
differentiation. Mammalian Genome, 8, 250-254.

Tosser-Klopp G., Bonnet A., Yerle M., Hatey F., 2000. Functional
study and Regional mapping of 44 hormono-regulated Expressed
Sequence Tags isolated from a Porcine granulosa cell library.
Genet. Sel. Evol., soumis.

Yerle M., 2000. Etablissement des cartes cytogénétiques et phy-
siques. INRA Productions Animales, numéro hors série

« Génétique moléculaire : principes et application aux popula-
tions animales », 87-93.

Yerle M., Echard G., Robic A., Mairal A., Dubut-Fontana C.,
Riquet J., Pinton P., Milan D., Lahbib-Mansais Y., Gellin J., 1996. A
somatic cell hybrid panel for pig regional gene mapping charac-
terized by molecular cytogenetics. Cytogenetics and Cell
Genetics, 73, 194-202.

Yerle M., Pinton P., Robic A., Alfonso A., Palvadeau Y., Delcros C.,
Hawken R., Alexander L, Beattie C., Schook L, Milan D., Gellin J.,
1998. Construction of a whole-genome radiation hybrid panel for
high-resolution gene mapping in pigs. Cytogenetics and Cell
Genetics, 82, 182-188.

INRA Productions Animales, 2000, hors série Génétique moléculaire






