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Résumé

Le programme PORQTL, mis en place par 'INRA en 1991, a pour objectif d’identifier des
régions génomiques associées a des caractéres quantitatifs (QTL) d’intérét agronomique chez
le porc. Un QTL, associé a des caracteres de croissance et d’adiposité, a été localisé sur le bras
long du chromosome 1 porcin, en croisant des verrats Large White et des truies Meishan.
L’intervalle génomique réduit a 293 kb ne contient plus que trois génes codants (HMCN2, ASS1
et FUBP3). Toutefois, d’aprés des études bibliographiques, aucun de ces trois génes ne
semblent constituer un bon candidat fonctionnel. De plus, aucun des variants identifiés lors du
séquencage de la région d’intérét ne semblent étre un variant candidat pour le QTL. L’étude
s’est donc orientée vers 1’hypothése d’une mutation régulatrice, localisée dans cette région,
pouvant affecter I’expression d’un géne candidat situé en dehors de I’intervalle, notamment par
I’intermédiaire de 1’organisation tridimensionnelle du génome. Pour explorer cette possibilité,
I’expression des genes a ét¢ mesurée par RT-qPCR et 1’accessibilité de la chromatine a été
étudiée par ATAC-seq.

Mots-clés : ATAC-seq, RT-qPCR, QTL, chromosome 1, porc, adiposité, croissance

Summary
The PORQTL programme, initiated by INRA in 1991, aims to determine genomic regions

associated with quantitative traits (QTL) of agronomic interest in pigs. A QTL, associated with
growth and adiposity traits, was located on the long arm of the chromosome 1 pf the pig
genome, by crossing between Large White boars and Meishan sows. The genomic interval was
reduced to 293 kb and now contains just three coding genes (HMCN2, ASS1 and FUBP3).
However, according to the literature, none of these three genes appear to be a good functional
candidate. Furthermore, none of the variants identified during sequencing of the region of
interest appear to be candidate variants for the QTL. The study therefore focused on the
hypothesis that a regulatory mutation located in this region could affect the expression of a
candidate gene located outside the interval, notably via the three-dimensional organisation of
the genome. To explore this possibility, gene expression was measured by RT-gPCR and
chromatin accessibility was studied by ATAC-seq.

Keywords : ATAC-seq, RT-gPCR, QTL, chromosome 1, pig, adiposity, growth






Table des abréviations

-A-

ADNCc : ADN complémentaire

ASS1 : Argininosuccinate synthase

ATAC-seq : Assay for Transposase Accessible
Chromatin followed by high throughput
sequencing

-B-
BMP15 : Bone Morphogenetic Protein 157

-C-

ChlP-seq : Chromatin  ImmunoPrecipitation
followed by high throughput sequencing

cM : centimorgan

Ct : cycle seuil

CTCF : CCCTC-binding factor

-D-
DNase-seq :
sequencing

DNase | hypersensitive sites

-F-

FAANG : Functional Annotation of Animal
Genomes

FNBP1 : Formin Binding protein 1

FT : facteur de transcription

FTO : Fat mass and obesity associated protein
FUBP3 : Far Upstream Element Binding
Protein 3

-G-
GDF9 : Growth Differentiation Factor-9
GPR107 : G protein-coupled receptor 107

-H-

HMCN2 : Hemicentin 2

HPRT : Hypoxanthine guanine Phosphoribosyl
Transferase

-1 -

IA : Intelligence Artificielle

IGV : Integrative Genomics Viewer

INRA : Institut National de la Recherche
Agronomique

INRAE : Institut National de Recherche pour
I’ Agriculture, I’ Alimentation et
I’Environnement

IRX3 : Iroquois Homeobox 3

-L-
LW : Large White

-M -

MgCl, : Chlorure de Magnésium

MLPH : Melanophilin

MS : Meishan

Mtec : millions de tonnes équivalents carcasse

-N -
NGS : Next-Generation Sequencing
NCS1 : Neuronal Calcium Sensor 1

-P-
PBS : Phosphate-buffered saline

_Q_

QTL : Quantitative Trait Loci

-R -

Rec : recombinant

RNA-seq : RNA sequencing

RPL32 : Ribosomal Protein L32

RT-gPCR : Reverse Transcription quantitative
real-time PCR

-S-
SPRI : Solide Phase Reversible Immobilization
SSC1 : Sus scrofa chromosome 1

-T-

TAE : Tris Acetate EDTA

TBP1 : TATA-box binding protein
TES : Transcription end sites
TOP2B : DNA topoisomerase Il beta
TSS : Transcription start sites

- Autre -
3D : 3 dimensions
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Figure 1 : Production et consommation mondiale de viande porcine. A. Production mondiale de viande (2023-
2024) en millions de tonnes (d’aprés https://www.fas.usda.gov/data/production/commodity-group/meat). B. Les
principaux pays producteurs de viande porcine en 2023. C. Variation de la consommation de viande porcine en
millions de tonnes équivalent carcasse (Mtec) dans le monde, entre 2019 et 2023. 2024p correspond a la prévision
de 'USDA pour 2024 (d’aprés Zarnovican. 2024).
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Introduction

Cadre socio-économique

La viande porcine domine la consommation mondiale de viande (Figure 1A). En 2023,
les trois principaux producteurs de porc étaient la Chine avec une production de 49,2%, suivie
par 1I’Union européenne (18,0%) et les Etats-Unis (10,7%) (Figure 1B). La Chine est également
le premier consommateur de viande porcine avec une consommation de 58,7 millions de tonnes
équivalents carcasse (Mtec) en 2023, soit plus de la moitié de la consommation mondiale (114
Mtec) (Figure 1C) (FranceArgiMer. 2025). En Europe, la France s’est classée comme étant le
troisieme pays producteur de porc avec 36% de sa production exportée dans le monde en 2023.
De plus, la consommation francaise globale s’élevait a 2,1 Mtec, soit environ 30,5 kg équivalent
carcasse par habitant (Zarnovican. 2024). Afin de pouvoir satisfaire durablement les besoins, la
productiviteé doit étre optimisée en passant par une sélection des lignées porcines, en choisissant
les meilleurs reproducteurs selon des critéres génomiques et phénotypiques (Robert-Granié et
al. 2011). Au cours des derniéres décennies (1990-2010), les criteres privilégiés par les
sélectionneurs étaient principalement des caractéres de production et de reproduction,
notamment le taux de muscle. Tout en favorisant le développement musculaire, I’objectif était
d’obtenir une viande plus maigre, permettant ainsi de répondre & la demande des
consommateurs pour des produits plus sains. Cependant, le tissu adipeux joue un réle important
dans la qualité gustative et les caractéristiques nutritionnelles de la viande (Schwaob et al. 2020).
Il joue également un réle fondamental dans la robustesse des animaux, en particulier chez les
truies lors de la reproduction. En effet, une certaine quantité de graisse corporelle améliore la
résilience pendant la reproduction car elle fournit des réserves d’énergie essentielles au cours
de la gestation et I’allaitement (Quéméneur et al. 2023). L’introgression de génes codant pour

des caractéres de gras permettrait donc d’assurer une carriére plus longue des truies, répondant






aussi au développement durable qui est un nouveau critere demandé par les consommateurs.

Détection de régions génomiques d’intérét — le programme PORQTL

Les caractéres de croissance et de gras sont des caractéres complexes. Leur expression
est régulée par plusieurs génes a effet faible sur le phénotype (masse musculaire, taille, etc),
ainsi que par des facteurs environnementaux. Chaque région génomique impliquée dans la
variabilité de ces caractéres est appelé QTL (Quantitative Trait Loci ou Locus a effet quantitatif)
(Abiola et al. 2003). La somme des effets de toutes les mutations causales de tous les QTL pour

un caractere donné, représente alors la composante génétique responsable d’un phénotype.

Dans les années 1990, I’Institut National de la Recherche Agronomique (INRA,
actuellement INRAE depuis le 1°" janvier 2020) a lancé le programme PORQTL dans le but
d’identifier des QTL pour un grand nombre de caractéres d’intérét pour la filiere porcine, tels
que la composition de la carcasse, le taux de viande dite « maigre », I’épaisseur du lard dorsal...
(Bidanel and Milan 2000). Un dispositif a été mis en place, dans lequel des croisements ont été
réalisés entre des verrats Large White (LW) et des truies Meishan (MS), qui sont deux races
porcines présentant des phénotypes tres différents. La race Large White est une race
européenne. Elle est tres utilisée dans la production de viande porcine pour ses caractéres de
croissance musculaire. Elle est également connue pour sa capacité a produire un rendement
élevé en viande « maigre » (Taylor et al.). La race Meishan, originaire de Chine, est quant a elle
reconnue pour ses caractéristiques de maturité précoce et sa forte prolificité, mais aussi pour sa
qualité de viande « grasse » (Legault et al. 1983). Les premiéres analyses génétiques de
détection de QTL dans ce protocole expérimental de grande ampleur ont permis d’identifier,
entre autres, une région associée a des caractéres de croissance et d’adiposité sur le bras long

du chromosome 1 (SSC1) (Bidanel et al. 2001).
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Figure 2 : Schéma du chromosome 1 d’un individu recombinant/Meishan. Bleu :
alléle Large White, orange : allele Meishan. La localisation du QTL est indiquée par une
double fleche rouge.
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Figure 3 : Schéma de la région étudiée. En rouge est encadré la région du QTL du chromosome 1 (270,380,000-270,680,000).



Analyses génétiques d’un QTL localisé sur le chromosome 1 porcin

Les travaux de Milan et al ont permis de mettre en évidence un effet favorable et récessif
de I’allele Meishan pour le gras (Milan et al. 2002). En effet, la présence de cet alléle est liée a

une plus grande adiposité, se traduisant par une épaisseur de lard dorsal plus importante.

Cette premiere approche a ainsi mis en évidence un QTL sur le bras long du

chromosome 1 dans un intervalle de 40cM, affectant les caractéeres de croissance et d’adiposité.

Des approches génétiques complémentaires ont permis de réduire 1’intervalle du QTL,
pour limiter le nombre de génes candidats a étudier et potentiellement faciliter 1’identification
de la mutation causale, responsable de I’effet du QTL. Pour ce faire, des rétro-croisements ont
¢été¢ réalisés, conduisant a l’obtention d’individus recombinants/Meishan (Rec/MS). Ces
individus sont hétérozygotes (LW/MS) pour le QTL et homozygotes MS autour du QTL
(Figure 2). Ainsi, la région génomique du QTL a progressivement été significativement réduite
de plusieurs mégabases a quelques centaines de kilobases (communication personelle, Féve).
Les analyses de séquengage nouvelle générations (NGS) d’individus d’intérét, ont permis
d’identifier plusieurs centaines de variants dans I’intervalle du QTL. Cependant, la majorité de

ces variants est localisée dans des séquences non codantes (Demars et Mourad. 2023).

Geénes candidats fonctionnels localisés dans I’intervalle du QTL d’intérét

Aujourd’hui, I’intervalle génomique fait 293 kb et comporte 3 génes codants (HMCNZ2,
ASS1 et FUBP3) (Féve) (Figure 3, encadré rouge). Cependant, 1’étude bibliographique n’a
pas permis de mettre en évidence un géne candidat fonctionnel. En effet, I’Hemicentin 2
(HMCN2) appartient a la famille des fibulines, qui sont des protéines de la matrice
extracellulaire, et joue un rdle dans 1’adhésion tissulaire ainsi que la migration cellulaire
(Welcker et al. 2021). Le géne ASS1 (Argininosuccinate synthase) quant a lui, code une enzyme

une enzyme essentielle dans le cycle de I’'urée. Chez ’Homme, une mutation du géne provoque






le trouble du cycle de 1’urée aussi appelé citrullinémie (Rabinovich et al. 2015). Enfin, le géne
FUBP3 (Far Upstream Element Binding Protein 3) code une protéine de liaison al’ADN simple

brin impliquée dans la régulation transcriptionnelle (Davis-Smyth et al. 1996).

En revanche, les génes GPR107 et FNBP1, situés en amont de I’intervalle, pourraient
constituer de bons candidats fonctionnels (Figure 3), a I’inverse du géne NCS1 (Neuronal
Calcium Sensor 1), localisé entre GPR107 et HMCN2 (Figure 3), code une protéine de liaison
au calcium neuronal (Fischer et al. 2021), ce qui rend moins probable son implication directe
dans le mécanisme ciblé. Le gene GPR107 (G protein-coupled receptor 107) joue un réle dans
I’adipogenese en codant un récepteur de la neuronostatine, qui se trouve impliquée dans la
formation de tissu adipeux blanc ou I’énergie est stockée sous forme de lipides (Krazek et al.
2024). Le gene FNBP1 (Formin Binding protein 1) code une protéine de liaison a la formine
qui participe a la mise en place du réseau d’actine (Aspenstrom 2010). Le géne GPR107 pourrait
donc avoir un lien fonctionnel pour le caractére d’adiposité et FNBP1 pour le caractere de
croissance. Méme si ces genes ne sont pas dans I’intervalle, il est connu que des mécanismes
de régulation des génes peuvent se faire a longue distance. Ces résultats orientent donc 1’étude
vers une potentielle mutation régulatrice, susceptible d’affecter 1’expression d’un géne candidat
via notamment 1’organisation en 3 dimensions (3D) du génome. Une étude chez la souris a
montré que des variants non codants associ¢s a 1’obésité au sein du géne FTO, modulent
I’expression du gene IRX3 en agissant a distance par des boucles chromatiniennes (Smemo et
al. 2014). 1l se peut donc que des variants présents dans le QTL régulent ces genes, bien qu’ils

soient en dehors de I’intervalle (Umlauf and Mourad 2019).

Régulation de I’expression des genes

Les caractéres complexes sont souvent contrdles par des variants non-codants (plus de

90%) qui ont un impact sur la régulation de I’expression génique, rendant difficile
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I’identification des mutations causales (Umlauf and Mourad 2019). Le consortium FAANG
(Functional Annotation of Animal Genomes) a été créé pour annoter fonctionnellement les
génomes d’animaux d’élevage et identifier les éléments régulateurs impliqués dans la
régulation de I’expression des genes (Giuffra et al. 2019). La régulation de 1’expression des
genes est affectée notamment par le niveau de compaction de la chromatine : on parlera de
« régulation de la chromatine ». La chromatine est une structure composée d’ADN et de
nucléosomes. Ces derniers sont constitués d’un cceur d’histones autour desquelles s’enroule
146 pb d’ADN (Lee and Mahadevan 2009). La chromatine « ouverte », permettant aux facteurs
de transcription (FT) et a I’ARN polymérase de se lier aux promoteurs des genes, est appelée
euchromatine tandis que la chromatine « fermée » est nommée hétérochromatine (Figure 4).
Les régions régulatrices de la chromatine incluent les éléments cis-régulateurs. Ces éléments
sont des séquences ayant une action sur un géne a proximité. Elles permettent de réguler
I’expression des geénes en recrutant des protéines, modulant 1’accessibilité de la chromatine

(Wang et al. 2007; Lu et al. 2018).

Afin d’étudier la structure et la dynamique de la chromatine, différentes méthodes
d’analyse de son accessibilité ont été développées, ces derniéres années. Parmi celles-ci, la
DNase-seq (hypersensibilit¢ a la DNase I suivi de séquencgage haut débit) a été I'une des
premiéres a étre mise en place en 2006. Cependant, cette technique est longue et nécessite une
grande quantité de matériel, c’est pourquoi elle a été remplacée par I’ATAC-seq (Assay for
Transposase Accessible Chromatin sequencing). Cette derniere est de plus en plus utilisée
compte tenu de sa rapidité d’exécution et de son faible besoin en nombre de cellules. L’ATAC-
seq est technique qui permet de déterminer I’état de compaction de la chromatine. Cette
méthode repose sur 1’utilisation d’une enzyme, la transposase Tn5 hyperactive, qui fragmente

I’ADN au niveau des régions ouvertes de la chromatine et qui insere des adaptateurs essentiels






pour la préparation des librairies, pour le séquencage haut débit (Buenrostro et al. 2013). Cette
méthode permet donc d’identifier les régions de chromatine accessibles a 1'échelle du génome

entier

La méthode de ChlIP-seq (Chromatin ImmunoPrecipitation sequencing) est également
fréquemment utilisée. Elle permet une analyse plus fine de 1’étude de la régulation de la
chromatine et de ’expression génique. Cette technique permet d’identifier spécifiquement, a
I’échelle du génome entier, les sites de liaison de protéines a I’ADN, tels que les FT ou les
modifications post-traductionnelles sur les histones. Cette approche repose sur I’utilisation
d’anticorps ciblant spécifiquement les protéines d’intéréts (Lee and Mahadevan 2009). A titre
d’exemple, la ChIP-seq peut aussi permettre d’identifier les sites d’ancrage des boucles
chromatiniennes en utilisant un anticorps ciblant la protéine CTCF. Cette protéine rapproche
deux régions d’ADN, permettant ainsi I’interaction entre des éléments régulateurs éloignés qui

peuvent influencer la régulation de 1I’expression des génes (Umlauf and Mourad 2019).

Ces deux techniques sont complémentaires et permettent d’analyser la régulation de
I’expression des génes a des niveaux différents. L’ATAC-seq identifie les régions accessibles
de la chromatine, celles ouvertes et donc potentiellement actives. De son c6té, la ChlP-seq met
en évidence les interactions entre ’ADN et certaines protéines (facteurs de transcription ou
modifications d’histones) grace a I’utilisation d’anticorps spécifiques. Ainsi, ’ATAC-seq est
une approche sans a priori qui fournit une vision globale des régions ouvertes de la chromatine
afin d’identifier un géne effecteur par exemple, alors que la ChiP-seq apporte une information

plus précise sur I’implication de facteurs ou marques d’histones spécifiques.

Objectifs

Chez le porc, un QTL associé a la croissance et a ’adiposité a été identifié sur le

chromosome 1. Comme suggeéré précedemment, (i) aucun variant génétique potentiellement.






causal n’est localisé dans les séquences codantes des génes candidats positionnels et (ii) des
genes a proximité mais en amont du QTL peuvent étre de bons candidats fonctionnels.
L’hypothése actuelle est qu’un variant régulateur localisé dans la région du QTL influencerait

I’expression de I’un de ces génes via des mécanismes de régulation a longue distance.

L’objectif de ce stage a ¢été d'approfondir la compréhension des mécanismes de
régulation dans la région d’intérét, chez des individus génétiquement opposés au niveau du
QTL (Rec/MS et MS/MS). Dans un premier temps, I’expression des 6 genes situés dans et en
amont de I’intervalle a été quantifiée par RT-gPCR, afin d'identifier d'éventuelles différences
d’expression entre les deux génotypes. Par la suite, I’accessibilité de la chromatine a été évaluée
par ATAC-seq pour identifier les régions actives ou non de la chromatine, et ainsi confirmer
les résultats obtenus en gPCR. Sur la partie ATAC-seq, mon travail a consisté a optimiser le

protocole de préparation des échantillons avant le séquengage et a I’analyse bio-informatique.






Travail expérimental

Matériels et Méthodes

Animaux

20 animaux : 10 animaux génétiqguement Rec/MS pour le QTL et 10 individus MS/MS, ont été
abattus a 30 kg a I’abattoir de I'unité expérimentale du Magneraud (UE GenESI, Elevages

Porcins Innovants, (https://doi.org/10.15454/1.5572415481185847E12)).

Echantillons biologiques

Pour chacun des 20 individus, 3 tissus ont éte préleveés : la longe (muscle), le tissu adipeux et
le foie. Chez le porc, la longe correspond au muscle dorsal ce qui en fait un tissu d’intérét pour
I’é¢tude des caractéres li€s a la croissance. Le tissu adipeux et le foie, quant a eux, constituent
des tissus cibles pour le caractére d’engraissement. En effet, chez le porc, la lipogenese est
principalement localisée dans le tissu adipeux mais cette derniére peut étre également localisee
dans le foie suivant le stade de développement (Mourot et al. 1999). Les tissus ont été préleves
directement a I’abattoir de 1’unité expérimentale du Magneraud (UE GenESlI, Elevages Porcins
Innovants). Au moment du prélévement, les tissus ont été découpés en morceaux d’environ 1
cm?®, puis rapidement congelés dans de I'azote liquide et conservés a -80°C. Des morceaux de

tissus congelés ont ensuite réduits en poudre, puis stockés a -80°C.

Synthése des ADNc

Les ARN totaux ont été extraits a partir de tissus mis en poudre puis transcrits en ADN
complémentaires (ADNCc), & I’aide du kit SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-
PCR (Invitrogen®), suivant les recommandations du fournisseur, décrites ci-dessous. 1 g
d’ARN total a été ajouté dans un volume de 10 pL d’eau, afin que tous les échantillons soient
ajusté au méme volume final. 1 pL d’oligonucléotides « random » a 100 UM (Sigma oligos)

ainsi que 1 puL de dNTPs (10 mM) (Eurobio) ont été ajoutés. Pour dénaturer les ARN totaux,


https://doi.org/10.15454/1.5572415481185847E12)
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/11904018
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/11904018




ces derniers sont incubés a 65°C pendant 5 min. lls sont ensuite immeédiatement refroidis sur
glace. Ensuite, 4 pL de tampon First Strand Buffer 5X, 2 uL de DTT (0,1 M), 1 pL de RNAsine
et 1 pL de reverse transcriptase Superscript Il sont ajoutés au mélange contenant les ARN
totaux. Pour I’étape de synthese des ADNCc, le mélange réactionnel est ensuite incubé 10 min a
25°C, puis 50 min a 42°C et 15 min a 72°C. La synthése d’ADNc est ensuite vérifiée par la
réalisation d’une PCR en point final avec un couple d’amorce d’un géne de référence et un
dépot sur agarose. Les échantillons d’ADNc obtenus sont dilués au 1/10*™ et conservés a -

20°C jusqu’a utilisation.

PCR en point final

Afin de verifier la synthése d’ADNc effectuée précédemment, une PCR des ADNCc est réalisée
avec le couple d’amorces HPRT, dans un volume final de 15 pL contenant du tampon PCR 1X
avec 3 mM de MgCl: inclus (PCRBIO Classic Tag, Eurobi), 200 uM de dNTP (Eurobio), 0,25
uM d’amorces, 0,25 U d’ADN polymérase (PCRBIO Classic Taq, Eurobi) et 2 ul. d’ADNc
dilué au dixieme. La PCR est réalisée dans un thermocycleur 2720 Thermal Cycler (Applied
Biosystems) avec les conditions d’amplifications suivantes : une dénaturation initiale & 95°C
pendant 5 min, 35 cycles comprenant une dénaturation de 35 sec a 94°C, une hybridation de 30
sec a une température correspondant au Tm de chaque couple d’amorces et une élongation de
20 sec a 72°C, pour finir une élongation finale a 72°C pendant 20 min. Les produits
d'amplification sont analysés par €lectrophorese sur gel d’agarose a 150 V. Pour cela, un gel
d’agarose a 2% est préparé avec du tampon TAE 1X (Tris Acetate EDTA). Les produits PCR
sont visualisés grace au colorant fluorescent GelRed (Interchim). Pour vérifier la taille des

fragments, un marqueur de taille (PCRBIO Ladder IV, Eurobio) est utilise.

PCR quantitative en temps réel



Tableau 1 : Séquences des couples d’amorces pour les génes cibles et de références.

100 *C—

75°C—

50°C_t

25c_§

0°C— |

Geéne Amorce foward Amorce reverse
FNBP1 Cible CCTGCCATAGGGACCTGTAA GTATGACGTGGGGACGTAGC
GPR107 Cible CACGCTGGTGTTICTITGTTIC CCGTTGGTCACCTTCTTIGAC
NCS1 Cible GGAAGGCTCCAAGGCAGA GTGTGGATGCGGAGAAAGG
HMCN2 Cible CCTGGACGAGTGTCAGGTG GTAGCTGCCACGGGTGTT
ASS1 Cible CCCTCTACAACGAGGAGCTG GAGAGATGGGCAAAGTGAGG
FUBP3 Cible ACAGCAGGTCGCTTTCTACG TCACAGAAAACAAAGGTTCTTCA
HPRT Référence |TACCTAATCATTATGCCGAGGATIT |AGCCGTTCAGTCCTGTCCAT
TBP1 Référence |AACAGTTCAGTAGTTATGAGCCAGA |AGATGTTCTCAAACGCTTCG
RPL32 Référence |TGGTTATGGGAGCAACAAGA GGAAGAGACGTTGTGAGCA
ActineB Référence |CACGCCATCCTGCGTCTGGA TGGAAAAACTCCGTATCTGTCTC
TOP2B Référence |AACTGGATGATGCTAATGATGCT TGGAAAAACTCCGTATCTGTCTC
Hold Stage PCR Stage Melt Curve Stage

Number of Cycles: 40
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Figure 5 : Programme d’amplification du QuantStudio 6. En vert est encadré la phase d’activation et de dénaturation
initiale, en bleu la réaction d’amplification et en orange 1’étape de fusion. Les mesures d’intensité de fluorescence sont

Step1

Step2

Step1 Step2

Stept

Step2 Step3 (Dissociation)

indiquées par un appareil photo encadré violet.



La qPCR mesure I’amplification de ’ADN a chaque cycle en détectant un signal fluorescent
proportionnel a la quantité d’ADN produite, grace a un intercalent fluorescent comme le SYBR
Green. Les couples d’amorces utilisés avaient déja été testés au sein du laboratoire. Les
séquences des couples pour les genes ciblent et les genes de références sont indiqués dans le
Tableau 1. Les réactions de qPCR ont été réalisees dans un volume final de 5 pL composé de
1,5 uL d’ADNc dilué, de 2,5 pL de SYBR green PCR MasterMix 2X (FischerScientific) et 150
nM de chaque amorce. La réaction d’amplification comprend 40 cycles. Chaque cycle est
compos¢ d’une étape de dénaturation a 95°C pendant 15 sec, suivie d’une étape
d’hybridation/élongation pendant 1 minute a 60°C. L’intensité de fluorescence est détectée a la
fin de chaque cycle d’amplification par ’appareil QuantStudio 6 (Thermo Fisher Scientific),
afin de quantifier en temps réel ’ADN amplifié. A la fin de la réaction d’amplification, une
étape de fusion est réalisée, durant laquelle la température monte de 60°C a 95°C par palier de
0,05°C/s (Figure 5). L’ADN double brin se dénature avec 1’augmentation progressive de la
température, faisant chuter la fluorescence, ce qui permet de tracer une courbe de dissociation.
La présence d’un seul pic indique que seul le fragment d’intérét a été produit lors de

I’amplification. Cette courbe permet donc de controler la spécificité des produits amplifiés.

Statistiques

Par la suite, la méthode du double delta CT est utilisée pour déterminer 1’expression relative
des genes. La formule est la suivante :

ACt = Ctgéne — Ctealibrateur
AACt = ACtgéne - ACtgéne référence
QR — Z—AACt

Une moyenne géométrique des 2 génes de références est réalisée pour la normalisation des

données. Les génes ont ensuite été analysés a 1’aide d’un test de Student bilatéral (excel, R).
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Figure 6 : Protocole Active Motif d’extraction des noyaux. A. Etapes du protocole Active Motif (ATAC-seq Kit
#53150) sans modifications pour la préparation et 1’isolement des noyaux. B. Représentation d’'un homogénéiseur
dounce composé d’un cylindre en verre et de 2 pistons : large clearance (piston A) et small clearance (piston B).



Preparation et isolement des noyaux

Parmi les 20 échantillons, 2 individus Rec/MS et 2 individus MS/MS ont été sélectionnés pour
les 3 tissus. Les étapes de I’isolements des noyaux décrites ci-dessous correspondent au
protocole du kit Active Motif (ATAC-seq Kit #53150) sans modifications. Le protocole est
résumé Figure 6A. Les noyaux ont été isolés a partir de morceaux congelés de foie, de tissus
adipeux et de longe. Dans un premier temps, les tissus ont été¢ hachés a 1’aide d’un scalpel sur
une boite de pétri placée sur glace. Par la suite, chaque échantillon a été transféré dans 1 ml de
PBS glacé, puis centrifugé a 500 g pendant 5 min a 4°C. Une fois le surnageant retiré, 1 mL de
tampon de lyse a été ajouté. Les échantillons ont ensuite été transvasés dans un dounce de 1
mL, puis homogénéisés a 1’aide du piston « small clearance » en effectuant 30 allers-retours.
Un dounce est un homogénéiseur manuel en verre, utilisé pour dissocier délicatement des tissus
ou cellules, tout en préservant 1’intégrité des noyaux. Il est composé de 2 pistons de diamétres
différents : un « large clearance » (piston A) pour la réduction initiale des échantillons et un
« small clearance » (piston B) pour terminer I’homogénéisation (Figure 6B). La solution
homogeéne a été centrifugée a 500 g pendant 5 min a 4°C pour éliminer le tampon de lyse. Le
culot a été re suspendu dans 1 mL de PBS, puis filtré a travers un tamis cellulaire de 40 pum
(Fisherbrand™). Un aliquot de 10 uL de solution filtrée a été prélevé pour le comptage, qui a
été réalisé grace a une coloration au Bleu Trypan 0,4% (Invitrogen™). 75 000 noyaux de chaque
¢chantillon, comptés a 1’aide d’une lame de comptage Kova, ont été collectés et centrifugés a
500 g pendant 5 min a 4°C. Apres avoir €liminé le surnageant, les culots de noyaux ont été
refroidis progressivement (-1°C/min) jusqu’a -80°C dans un portoir réfrigérée pour la

congélation des cellules (Corning® CoolCell™) et stockés a -80°C jusqu’a leur utilisation.

Préparation des librairies ATAC-seq

Les librairies ont été préparées comme décrites ci-dessous, selon les étapes du protocole du kit

Active Motif (ATAC-Seq Kit #53150) sans modifications. Le protocole est résumé Figure 7A
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Figure 7 : Préparation des librairies. A. Schéma des étapes pour la préparation des librairies (modifié d’aprés Grandi et al. 2022).
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billes/ADN utilisé pour la sélection de taille des librairies. C. Représentation d’une lame AVITI composée de 2 lignes pour le
séquencage.



(@) Le culot de chaque échantillon a été re-suspendu dans 50 pL de Tagmentation Master Mix
(25 pL de 2X Tagmentation Buffer, 2 uL de 10X PBS, 0,5 uL de 1,0% Digitonin, 0,5 pL de
10% Tween 20, 10 pL de Transposase Tn5 et 12 pL H20). Les échantillons ont été incubés dans
un thermomixer (Eppendorf ThermoMixer F2.0) a 37°C pendant 30 min & 800 rpm. Apres la
réaction de tagmentation, chaque échantillon a été transféré dans un nouveau tube, 250 pL de
DNA Purification Binding Buffer et 5 pL d’acétate de sodium 3M ont été ajoutés. Suite a cela,
chaque échantillon a été transféré dans une colonne de purification d’ADN. Les colonnes ont
été centrifugées a 17 000 g pendant 1 minute. Un lavage des colonnes a été réalisé avec 750 uL
de DNA Purification Wash Buffer et centrifugées a 17 000 g pendant 1 min. Les colonnes ont
ensuite été séchées pendant 2 mina 17 000 g. L’ADN a été élué dans 35 pL de DNA Purification
Elution Buffer.

(b) Une réaction d’amplification de 10 cycles est ensuite réalisée pour obtenir une quantité
suffisante de matériel pour le séquencage, mais €galement pour 1’incorporation des index
servant a I’identification de chaque échantillon. Pour cela, 33,5 pL d’ADN purifié a été ajouté
a 2,5 uL d’amorce index 17 (25uM), 2,5 uL d’amorce index I5 (25uM), 1 uL de dNTP, 10uL
de tampon 5X Q5 et 0,5uL de polymérase Q5 (2 U/uL). La PCR a été effectuée dans un
thermocycleur 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems). Le programme utilisé est le
suivant : 5 min a 72°C, 30 sec a 98°C et 10 cycles comprenant 10 sec a 98°C, 30 sec a 63°C et
1 mina72°C.

(c) Par la suite, une étape de purification avec 60 pL de billes magnétique SPRI (Beckman
coulter) a été réalisée pour chaque échantillon. Le ratio billes/ADN était de 1,2X afin de lier
majoritairement les fragments ayant une taille supérieure a 100 pb (Figure 7B). Pour permettre
la liaison des billes avec I’ADN, les tubes ont été incubés 5 min. Afin d’éliminer le surnageant,
les échantillons ont été placés sur un portoir magnétique. Un double lavage a été réalisé avec

180 pL d’éthanol 80% pendant 30 sec, suivi d’un séchage de 5 min. Apreés avoir retiré les tubes
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du portoir magnétique, les échantillons ont éte purifiés dans 20 uL de DNA Purification Elution
Buffer et incubés 5 min. Pour récupérer I’ADN élue, les tubes ont été de nouveau placés sur un
portoir magnétique.

(d) Suite a cela, une quantification des librairies a été réalisee par dosage au Qubit 3 Fluorometer
(Thermo Fisher Scientific) avec l'utilisation du Qubit™ dsDNA HS Assay Kits (#Q32851). La
distribution de taille des librairies amplifiées par PCR a été analysée au Fragment Analyzer. Les
échantillons ont ensuite été mélangés de maniére a obtenir un mélange équimolaire qui a été

séquence.

Séquencage
Le séquencage du pool des 12 échantillons (2 génotypes * 2 échantillons * 3 tissus) a été réalisé

sur la Plateforme GeT-PlaGe du centre Toulouse-Occitanie (https://doi.org/10.1038/s41597-

025-04769-4) a I’aide de I’AVITI d’Element Biosciences. Le kit recommandait 40 millions de
lectures par échantillons pour I’analyse de la chromatine ouverte et 100 millions de lectures par
échantillon pour 1’étude du positionnement des nucléosomes. Une lame AVITI, composé de 2
lignes (Figure 7C), permet d’obtenir 800 millions de lectures. Il est donc attendu d’obtenir
environ 66 millions de lectures par échantillon. Les lectures ont été séquencées par paires

(« paired-end ») 2x75 pb.

Traitements des données ATAC-seq

Le cluster Genobioinfo, administré par la plateforme Genotoul-Bioinfo du centre Toulouse-
Occitanie, a été utilisé et les données ont été traitées avec le pipeline nfcore-atacseq en utilisant
les parameétres par défaut. Pour la sélection des régions de chromatine ouverte (peak calling),
le parametres macs_fdr a été fixé a 0,05. Ce parametre sert a limiter les faux positifs : un
macs_fdr faible sera plus stringent. Un fichier IGV (Integrative Genomics Viewer, version

2.19.4) a été généreé. Les fichiers bigwig de tous les échantillons ont été chargés sur les pistes.
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Figure 8 : Courbe de dissociation pour le géne HPRT. Mesure de la variation de
fluorescence en fonction de la température. Le tracé bleu correspond au contrdle négatif.
Un pic unique indique la présence d’un seul amplicon spécifique. Profil observé pour
tous les genes de références dans les 3 tissu.

HPRT Longe ¥oRarbietos100 HPRT Gras y =-3,4055x + 30,692
R=0,9957 R*=0,9954

35 35

33 33

31 . .. 2 5
5 29 s - 5 29 - . :
Byl T T - e ... . ,
gos — — . 2 25 = ey
‘10; 23 % 23
=2 s

19 19

17 17

15 15

0 05 1 15 2 25 o 05 1 15 2 25
Log,, quantité arbitraire d'ADN Log;, quantité arbitraire d'ADN

HPRT Foie y =-3,3556x + 26,53
R®=0,9975
35
33
31
S 29
827 =
e LT .
GC;: o . T
) @,
s 21 g
19 .
17
15
0 05 1 15 2 25
Logy, quantité arbitraire d'ADN
B HPRT RPL32 TBP1 B-Act TOP2B
Longe Gras Foie Longe Gras Foie Longe Gras Foie Longe Gras Foie Longe Gras Foie
Pente -3,38 -3.41 -3,36 -3,46 -3,37 -3,31 -3,99 -3,25 -3,60 -3,51 -3,79 -3,48 -3,04 -2,74 -2,70
R? 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,98 0,99 1,00 0,98
Eff 1,98 1,97 1,99 1,94 1,98 2,01 1,78 2,03 1,90 1,93 1,84 1,94 2,13 2,31 2,34
%Eff 97,80 96,63 98,61 94,36 98,18 100,58 78,16 103,01 89,69 92,74 83,61 93,98 113,10 | 131,46 | 134,49

Figure 9 : Mesure Defficacité des couples d’amorces. A. Droite de régression pour le géne HPRT dans les 3 tissus. En abscisse
est représenté le logiod’une quantité arbitraire d’ADN et en ordonnée la moyenne de Ct entre chaque duplicat. B. Tableau regroupant
les efficacités de tous les génes de références pour les 3 tissus, calculé avec la formule suivante : E = 10-/pente,



L’option« auto-scale » » a été appliquée pour régler I’intensité de signal

Résultats

Partie 1 : Etude de I’expression des 6 genes d’intérét

Dans un premier temps, des analyses d’expression ont été réalisées afin de déterminer s’il existe

un différentiel d’expression parmi les six geénes d’intérét, pour les 10 individus Rec/MS et les

10 individus MS/MS.

1.1. Détermination de 1’efficacité des couples d’amorces

Déterminer 1’efficacité des couples d’amorces pour chacun des genes est nécessaire pour
optimiser les conditions expérimentales et obtenir des résultats fiables et reproductibles.
L’efficacité des amorces des genes d’intérét avait déja été validée, donc seule 1’efficacité des
couples d’amorces de 5 génes de référence a été testée : HPRT, TBP1, RPL32, ACTINEB et
TOP2B. L’efficacité permet de vérifier que les couples d’amorces utilisés sont fonctionnels et
que I’amplification est spécifique via la présence d’un seul produit d’amplification. Pour cela,
les courbes de dissociation sont d’abord validées pour I’ensemble des génes. Tous les génes de
références montrent une amplification spécifique comme le géne HPRT (Figure 8). L’efficacité
des amorces peut s’exprimer en pourcentage. Elle est optimale lorsque la quantit¢ d’ADN
double a chaque cycle. Néanmoins, une efficacité supérieure a 80% est considérée comme
acceptable. Une droite de régression est tracée pour déterminer 1’efficacité. Un exemple de
droites de régression est représenté Figure 9A pour le géne HPRT pour les 3 tissus. Les
efficacités des couples d’amorces pour les génes testés sont regroupées dans la Figure 9B. Les
efficacités de tous les genes se situent entre 80 et 100% pour les 3 tissus a I’exception de
TOP2B. En effet, le gene TOP2B présente des efficacités supérieures a 100%, indiquant une
amplification plus importante que le doublement de 1’amplicon. Ce géne a donc été mis de c6té

et les autres genes ont été conserves.
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Figure 10 : Analyse de la stabilité des genes de référence réalisée avec geNorm. Les valeurs M représentent la
stabilité d’expression de chaque géne candidat. Les génes sont classés par ordre décroissant de stabilité.

FUBP3

tive du signal de

fluorescence anormalisé (-Rn)

érivée néga

z

D

Température(°C)

Figure 11 : Courbe de dissociation pour le géne FUBP3. Mesure de la variation de fluorescence
en fonction de la température. Le tracé bleu correspond au contréle négatif. Deux pics indiquent
la présence de produits non spécifiques. Ce profil est observé pour ce géne dans les 3 tissus.



1.2. Sélection des genes de références

L’expression d’un geéne d’intérét est mesurée relativement a 1’expression d’un (ou plusieurs)
géne(s) de référence. La stabilité des 4 génes de référence a été testee sur les 20 échantillons de
longe. La stabilité peut étre variable en fonction des tissus. Cependant les mesures n’ont pas été
réalisées sur le tissu adipeux et le foie, car elles avaient déja été faites préalablement. La stabilité
des génes de référence est évaluée avec la méthode geNorm qui compare chaque géne aux
autres en calculant une valeur appelée « valeur M ». Plus la valeur M est basse, plus le géne
est stable. A chaque étape, le géne le moins stable est retiré, et le calcul recommence jusqu’a
ce qu’il ne reste que deux geénes. Un geéne est considéré comme stable si sa valeur M est
inférieure & 0,5.

Les résultats représentés Figure 10 classent RPL32 comme le plus stable (environ 0,267), suivi
de HPRT (environ 0,278) et TBP1 (environ 0,289). L’ACTINEB et TOP2B ont les moins bons
scores avec des valeurs M d’environ 0,372 et 0,397 respectivement. Les 3 génes de références
les plus stables sont RPL32, HPRT et TBP1. Cependant des gPCR avaient déja était réalisées

préalablement. Le choix a été de retenir les mémes génes de références, a savoir HPRT et TBP1.

1.3. Analyse de I’expression

Parmi les 3 genes présents dans I’intervalle (candidats positionnels) et les 3 geénes en dehors,
GPR107 et FNBP1 sont les 2 candidats fonctionnels. L’allele récessif MS est favorable pour la
croissance et le gras. Une surexpression de FNBP1 dans la longe et de GPR107 dans le tissu
adipeux sont attendues, avec un effet plus important chez les MS/MS que Rec/MS. En effet, les
MS/MS possedent 2 alleles favorables et récessifs permettant I’expression du phénotype.
L’expression relative des 6 génes d’intérét est calculée par la méthode des 2 delta CT sur les 10
échantillons Rec/MS et les 10 MS/MS pour les 3 tissus. Pour les 3 tissus, FUBP3 montre une
amplification non spécifique (Figure 11). Ce géne est donc exclu pour la suite de I’analyse.

L’expression différentielle est validée par un test de Student bilatéral. Pour la longe et le tissu
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adipeux, aucun des 5 génes ne présente un différentiel d’expression significatif bien qu’une
tendance soit observée pour les genes HMCNZ2 et ASS1 respectivement dans la longe et le tissu
adipeux (Figure 12A et B). Pour le foie, 2 génes montrent un différentiel d’expression : NCS1
(p-value = 0,004) et HMCN2 (p-value = 0,015) (Figure 12C). Cependant, les résultats trés
différents entre tissus et parfois non concordants, comme pour HMCN2 qui montre des effets
opposés dans la longe et le foie, nous ont amené a évaluer la qualité des résultats, bien que les
conditions expérimentales pour I’amplification de ces genes avaient été validées préalablement.
Chaque échantillon a été traité en duplicat. Les valeurs de cycles seuil (Ct) sont comparées entre
duplicats afin d’identifier d'éventuels écarts de Ct. Un écart inférieur a 1 Ct est toléré. Les
courbes de dissociation sont également vérifiées. Pour les genes NCS1 et HMCNZ2, la qualité
des données est validée pour la longe et le tissu adipeux mais pas pour le foie. En effet, ces deux
genes présentent des Ct tres tardifs, aux alentours de 34 Ct et 36 Ct respectivement. Les écarts
entre duplicats sont plus importants et parfois un duplicat est manquant (Figure 13A). En
principe, les Ct sont compris entre 22 et 30. Au-dela, les données sont moins sensibles et donc
moins fiables. Cela est également visible sur les courbes de dissociation (Figure 13B) dont les
pics de fusion varient, reflétant une différence de quantité des produits amplifiés. La qualité des
données n’étant pas validée pour ce tissu et ces deux genes, les résultats restent donc a
confirmés.

Partie 2 : Etude de I’accessibilité de la chromatine

Une analyse ATAC-seq a été effectuée afin d’identifier les régions de chromatine accessible,
c’est-a-dire, les régions qui ne sont pas compactées et donc accessible aux protéines
régulatrices. Les expériences d’ATAC-seq nécessitent des noyaux ayant conservée une
membrane nucléaire intacte afin de préserver 1’état chromatinien. Cette analyse permettra
également de confirmer les résultats obtenus par g°PCR concernant particulierement les génes

localisés dans la région d’intérét du chromosome 1.
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Figure 14 : Observation au microscope des noyaux avant et apres optimisation. A. Avant optimisation : culot nucléaire pur et
observé & I’objectif 20X pour le foie (gauche) ; culot nucléaire pur et observé a 1I’objectif 10X pour la longe (droite). De nombreux
débris sont observés (cercles rouges) ainsi que quelques noyaux avec (cercles blancs) et sans membrane (cercles rouges en
pointillés). La membrane de certains noyaux semble partiellement cassée (cercles pointillés noires) B. Aprés optimisation : culot
nucléaire dilué au 1/10 et observé a 1’objectif 20X pour le foie (gauche) ; culot nucléaire dilué au 1/2 et observé a 1’objectif 20X
pour la longe (droite). Beaucoup de débris et beaucoup plus de noyaux sont observes.



2.1. Optimisation du protocole Active Motif

Une premiere expérience a été réalisée en suivant le protocole Active Motif sur des échantillons
de foie. Les premiers résultats obtenus ne sont pas totalement satisfaisants : beaucoup de debris
cellulaires sont observés. Des noyaux avec une membrane nucléaire sont présents, mais,
certaines semblent altérées. En effet, comme le montre la (Figure 14A, gauche), certains
noyaux semblent dépourvus de leur membrane ; ils sont reconnaissables par leur taille et une
coloration plus claire, en raison de la diffusion du Bleu Trypan. Le protocole a aussi été réalise
sur des échantillons de longe. Cependant, le tissu s’est mal dissocié et un grand nombre de
débris est visible (Figure 14B, droite). Une optimisation du protocole a donc été nécessaire.
Pour ce faire, le protocole d’Actif Motif a été comparé au protocole du kit Diagenode (Tissue
Nuclei Extraction for ATAC-seq #C01080003). Les étapes du kit Diagenode, jugées pertinentes
pour améliorer le protocole, ont été appliquées au protocole Active Motif. Apres le découpage
des tissus, 1’étape de lavage a été retirée. Elle n’est pas présente dans le protocole du kit
Diagenode et ne semble pas améliorer 1’aspect des noyaux. Les principales modifications ont
porté sur le temps de lyse et la dissociation. En effet, la spécificité de chaque tissu entraine des
conditions différentes :

e Pour I’étape de lyse, une durée de 3 min et 10 min ont été nécessaires pour les
¢chantillons de foie et de tissu adipeux. Pour la longe, une étape de lyse a de ’accutase a été
ajoutée avant les 10 min de tampon de lyse du kit. Les échantillons ont été traités avec 1 mL
d’accutase pendant 15 min a 37°C ;

e Pour I’étape de dissociation avec le dounce, les mémes modifications ont été appliquées
pour les 3 tissus : le piston large clearance (piston A) a été ajouté avant 1’utilisation du piston
small clearance (piston B) et le nombre d’allers-retours suivant les pistons est déterminé en

suivant le kit Diagenode : 10 x large clearance et 20 x small clearance.
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Figure 15 : Observation du culot nucléaire aprés gradient
d’iodixanol. Culot nucléaire dilué au 1/10 et observé a I’objectif
20X pour le foie. Des noyaux dépourvus de membrane nucléaire
sont observés (cercles rouges en pointillés).



Par la suite, une deuxieme filtration a été ajoutée ainsi qu’une centrifugation finale, comme
indiqué dans le protocole Diagenode. Les échantillons de foie ont été dilués au 1/10°™ et les
échantillons de tissu adipeux et de longe au demi. Une coloration au Bleu Trypan a ensuite été
réalisée. Les résultats obtenus pour les 3 tissus sont tres satisfaisants. Pour les échantillons de
foie, des noyaux ronds et possédants leur membranes nucléaires intactes sont observés. Des
débris cellulaires et des noyaux sans membrane nucléaire sont présents mais en tres faible
proportion (Figure 14B, gauche). Les noyaux des échantillons de tissu adipeux possédent leur
membrane nucléaire mais ils sont présents en quantité plus faible. Pour les échantillons de
longe, les noyaux sont caractérisés par une forme ovale, caractéristique du tissu musculaire
squelettique. Des débris cellulaires sont aussi observés pour tous ces échantillons (Figure 14B,
droite). La qualité des noyaux étant validée, ils ont été comptés manuellement a 1’aide d’une
lame de comptage Kova.

Apreés I’extraction des noyaux, le kit Diagenode inclut une étape de purification des noyaux par
gradient d’iodixanol. Cela permet d’isoler uniquement les noyaux, sans débris cellulaire. Cette
étape est appliquée sur les noyaux obtenus précédemment. Aucun débris n’est détecté lors de
I’observation au microscope. Seuls des noyaux sont prélevés. Toutefois, ces derniers ne
possedent plus leur membrane nucléaire (Figure 15) suggérant que 1’état chromatinien a pu étre
affecté. Ces résultats peuvent s’expliquer par le fait que le laboratoire ne posséde pas le type de
centrifugeuse recommandé par le protocole. Ne pouvant donc pas effectuer 1’étape de gradient
dans les conditions optimales recommandées par le kit Diagenode (Tissue Nuclei Extraction for
ATAC-seq #C01080003) cette étape n’a pas été réalisée. Les noyaux étant de bonne qualité
avant I’étape de purification par gradient d’iodixanol, I’étape de construction des librairies a éte

réalisée a partir des échantillons précédents, malgré les quelques débris cellulaires restants.
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Figure 16 : Profils des librairies obtenues au Fragment Analyzer. A. Profil des librairies d’un échantillon de foie aprés une
purification 1,2X. B. Profil des librairies d’un échantillon de gras apres une purification 1,2X. C. Profil des librairies d’un échantillon
de foie aprés deux purifications : 1,2X et 0,9X. D. Profil des librairies d’un échantillon de gras aprés deux purifications : 1,2X et 0,9X.

E. Profil des librairies du pool d’échantillon aprés deux purifications : 1,2X et 0,9X. La taille des librairies est encadrée en rouge, la
présence ou I’absence de dimeres d’amorces est encadrée en bleu et I’encadré vert montre la présence d’un épaulement non souhaite.



2.2. Contr6le qualité des librairies

Les librairies ont été construites selon les recommandations du kit Active Motif (ATAC-Seq Kit
#53150) avant d’en évaluer la qualité. Les fragments correspondant aux séquences sans
nucléosome ont une taille variable de 20 a 90 pb. Pour les fragments correspondant & 1
nucléosome la taille est de 146 pb. La taille d’un fragment correspondant a 2 nucléosomes est
de 292 pb et ainsi de suite (Figure 7A, (e)). De plus, lors de la construction de la librairie, des
adaptateurs et des index sont ajoutés de chaque c6té des fragments pendant la réaction
d’amplification. Cela rajoute une centaine de pb a la taille du fragment. La taille des librairies
doit varier entre 200 et 800 pb. Les profils obtenus sur le Fragment Analyzer aprés une premiere
purification, montrent une distribution de taille entre 200 et 800 pb pour tous les échantillons.
Un pic d’intensité plus élevée est observé de 150 a 250 pb comme montré sur les Figures 16A
et B qui représentent un échantillon de foie et un échantillon de tissu adipeux. Cependant, un
pic d’environ 40 pb, correspondant a des dimeres d’amorces, est observé pour tous les
échantillons et un épaulement a 120 pb est observé pour les échantillons de tissu adipeux
(Figure 16B). C’est pourquoi une seconde purification avec les billes SPRI a été réalisée en
utilisant un ratio de 0,9X billes/ADN pour éliminer les fragments inférieurs a 150 pb (Figure
7B). Le profil des librairies a été corrigée aprés cette seconde purification ; la taille des
fragments varie entre 200 pb a 700 pb. Pour le foie, un unique pic est détecté de 200 a 450 pb
avec un maximum de fragments présentant une taille de 202 pb suggérant majoritairement des
fragments sans nucléosome (Figure 16C). Pour le tissu adipeux, deux pics sont observés : a
200 pb et 350 pb pouvant suggérer un enrichissement en séquences sans nucléosome et avec un
nucléosome (Figure 16D). Concernant la longe, 2 echantillons présentent un profil similaire
aux échantillons de foie et les 2 autres un profil similaire aux échantillons de tissu adipeux.
Ensuite, les 12 échantillons sont mélangés de fagon equimolaire et ce mélange est a nouveau

passeé au Fragment Analyzer. Le profil obtenu montre une répartition des tailles de 200 a 700
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pb. Un pic large allant de 200 pb a 500 pb et une absence de dimeres d’amorces (Figure 16E).
Ces profils de librairies ont été validées pour poursuivre 1’étape de séquengage.

2.3. Contrdles qualité des données ATAC-seq

Les 12 échantillons ont été séquencés en mode « paired-end » sur le séquenceur AVITI pour
générer 400 millions de données par ligne. A I’issu du run, différents contrdles qualité ont été
effectués sur les données obtenues, permettant de vérifier la qualité des données de séquencage
et garantir la fiabilité des analyses bio-informatiques.

e Nombre de lecture par échantillon
Apreés le séquencage, 66 millions de lectures sont attendues pour chaque échantillon. Le nombre
de lectures obtenu varie de 20 millions a 100 millions, suggérant une disparité entre les
échantillons. Un échantillon est notamment surreprésenté, probablement due a des incertitudes
de dosage en amont du mélange des échantillons (Figure 17A) ;

e Longueur des lectures
Le séquencage ayant été réalisé en 2x75 pb, la longueur des lectures attendue est de 75 pb. La
taille des lectures varie entre 65 et 72 pb (Figure 17B) ;

e Alignement des lectures
Les lectures filtrées ont été alignées sur le génome de référence du porc (Sscrll.1). La Figure
18A montre que la proportion de lectures alignées est corrélée a la taille des chromosomes de
référence. Les résultats montrent également peu de lectures alignées sur le chromosome
mitochondrial, signifiant que la purification des noyaux a été efficace ;

e Taille des inserts
Les inserts correspondent aux fragments d’ADN génomique coupés par la transposase apres
avoir éliminé les adaptateurs et les index. Cette taille refléte donc directement l'accessibilité de

la chromatine dans le noyau. Pour les 12 échantillons, 2 types de profils sont observés dans les
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résultats obtenus. Le premier profil indique qu’une majorité d’inserts a une taille aux alentours
de 50/60 pb, correspondant a des séquences sans nucléosome (Figure 18B). Les 4 échantillons
de tissu adipeux et les 2 de longe, qui possédent ce profil, présentent également le méme profil
de librairie avec 2 pics apres la seconde purification (Figure 16D). Le second profil montre une
taille d’inserts variant de 50 a 200 pb (Figure 18B). Il est composé des 4 échantillons de foie
et des 2 autres échantillons de longe ; les librairies de ces échantillons présentaient une majorité
de fragments a 277 pb apres purification (Figure 16C) ;
e Profil de distribution apres annotation

L’ensemble des genes a été annoteé sur le génome porcin (Sscrll.1) pour visualiser I’alignement
des lectures le long des génes en analysant la partie en amont du sites d’initiation de la
transcription (TSS) et la partie en aval. Malheureusement, les résultats ne montrent pas
d’enrichissement autour des TSS pour 6 échantillons (4 longes + 2 tissus adipeux) (Figure
18C). Les 6 autres échantillons (4 foies + 2 tissus adipeux) semblent montrer un léger
enrichissement au niveau des TSS, surtout pour 1’un des échantillons de tissu adipeux (indiqué
par une fléche noire).

Enfin, une représentation IGV (Integrative Genomics Viewer) montre les résultats d’analyse du
séquencage pour les 12 échantillons et focalisée sur le géne candidat positionnel ASS1 localisé
dans la région génomique du QTL (Figure 19). Toutes les pistes semblent montrer un
alignement homogéne des lectures sur la région qui inclut les zones en amont et aval du site
d’initiation de la transcription du géne ASS1. Ces résultats ne permettent pas de discriminer
entre des régions ouvertes de la chromatine sans nucléosome des régions ou des nucléosomes
sont apposes. Malheureusement, bien que les données de séquencage soient de bonnes qualité,
ces résultats refletent probablement des aléas techniques ne permettant pas d’obtenir un
enrichissement des lectures au niveau des sites d’initiation de la transcription comme attendu ;

des mises au point complémentaires devront étre réalisées.
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Figure 19 : Représentation IGV focalisée sur le géne ASS1 pour chaque échantillon. Bleu : foie, vert: longe, rouge : tissu adipeux,
foncé : génotype Meishan/Meishan, clair : Recombinant/Meishan.




Discussion/conclusion

Discussion
L’objectif de mon stage était de mener une analyse fonctionnelle d’une région localisée

sur le bras long du chromosome 1 porcin et contenant un QTL de croissance et d’adiposité. Pour
ce faire, j’ai travaillé sur des échantillons de trois tissus issus d’animaux homozygotes (MS/MS)
ou hétérozygotes (Rec/MS) au QTL. Pour ce QTL, I’all¢le d’origine Meishan est favorable et
récessif ce qui signifie que les animaux homozygotes MS/MS présentent un taux de gras plus
important. Tout d’abord, des analyses d’expression des génes par RT-qPCR de la région
d’intérét ont €té menées. Puis, des expériences d’accessibilité de la chromatine par ATAC-seq
ont été réalisées.

L’analyse de I’expression génique par RT-qPCR est une approche a envisager pour
identifier un géne potentiellement impliqué dans un phénotype donné. En effet, une mutation
est susceptible d’altérer significativement le niveau d’expression du transcrit. Ainsi il est
pertinent de quantifier I’expression de ces genes par RT-qPCR pour détecter d’éventuelles
régulations transcriptionnelles liées a la mutation. Nos résultats montrent que seuls les génes
NCS1 (en dehors de I’intervalle minimum du QTL) et HMCN2 (dans I’intervalle du QTL)
semblent différentiellement exprimés entre des individus Rec/MS et des individus MS/MS, et
seulement dans le foie. Toutefois, lors de la validation des données, ces 2 genes présentaient
des Ct trés tardifs (34 Ct et 36 Ct respectivement), ce qui réduit la sensibilité de la méthode,
rendant I’interprétation des résultats délicate. Pour valider les résultats, il serait préférable
d’effectuer une nouvelle extraction d’ARN total. De plus, au vu de I’effet de I’alléle MS sur le
phénotype d’adiposité, nous faisons 1’hypothése que les individus MS/MS exprimeraient le
gene effecteur de maniére plus importante que les individus Rec/MS. Pour la longe, une

expression légerement plus élevée du gene HMCN2 est observée mais en faveur des individus
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Rec/MS. Cette tendance est également observée dans le tissu adipeux pour le géne ASS1. En
conclusion, ces premiers résultats nécessitent d’€tres reproduits pour confirmer ou infirmer le
geéne responsable de I’effet du QTL. Pour cette étude, une approche par RNA-seq pourrait
constituer une alternative intéressante a la RT-gPCR, en offrant a la fois une quantification plus
précise de I’ARN, la détection de différents isoformes d’un méme gene, ainsi que
I’identification potentielle de longs ARN non codants, souvent impliqués dans la régulation de
I’expression génique (Berge et al. 2019).

Si aucun différentiel d’expression n’était retrouvé par RT-gPCR ou RNA-seq, il est
probable que I’hypothése d’un variant régulateur soit incorrecte; les analyses génétiques
préalables ayant menées a cette hypothese devraient étre certainement approfondies. Il se
pourrait donc que la mutation impliquée n’affecterait pas les transcrits mais pourrait avoir un
impact au niveau protéique, comme cela a été montré pour BMP15. En effet, Otsuka et al ont
montré que plusieurs mutations non synonymes ont été identifiées pour le géene BMP15
impliqué dans la fonctionne ovarienne de plusieurs races ovines. La maturation et la sécrétion
de BMP15 se trouve alors affectées, perturbant son interaction avec GDF9 pour la formation
d’un hétérodimére (Otsuka et al. 2011). Une autre hypothése possible serait un variant modifiant
I’épissage d’un gene présent dans le QTL. A titre d’exemple, une mutation altérant 1’épissage
du gene MLPH chez le lapin a été montrée comme responsable de la dilution de la couleur du
pelage. En effet, la stabilité et I’accumulation des transcrits n’étaient pas modifiées entre les
animaux ou non de la mutation. C’est le type de transcrit qui différait avec un transcrit
normalement épissé chez les individus sauvages et un transcrit avec une rétention d’intron chez
les individus mutés (Demars et al. 2018).

Afin de poursuivre nos analyses fonctionnelles de la région d’intérét et pour confirmer
ou non notre hypothése d’un variant régulateur, les régions régulatrices actives ont été

analysées. Le principe des expériences d’ATAC-seq repose sur ’utilisation de la transposase
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Figure 20 : Controéles qualité attendu de I’analyse bio-informatique d’ATAC-seq. A. Distribution des tailles d’inserts attendue
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et fini au site de terminaison de la transcription (TES). La zone rouge correspond a la région en aval du géne (dDeptools)



Tn5 qui coupe I’ADN accessible et insere des adaptateurs de séquengage environ toutes les 60
pb. Dans les régions ouvertes de la chromatine sans nucléosome, la transposase Tn5 genere de
nombreux fragments de 60 pb. Cependant, lorsqu’il y a la présence d’un nucléosome, la Tn5
effectue des coupures en amont et en aval, produisant des fragments de 146 pb, correspondant
a la taille de I’ADN enroulé autour d’un nucléosome (Figure 20A). Dans les régions plus
compactées de la chromatine, des fragments de tailles variables indiquent la présence de
plusieurs nucléosomes successifs (290 a 800 pb). Nos résultats ont abouti a un protocole
optimisé pour I’obtention de noyaux en quantité et qualité suffisantes pour des expériences
d’ATAC-seq, comme montré par I’absence de lectures alignées sur le génome mitochondrial
(Figure 18A). Cependant, les autres analyses post-séquencage ne montrent malheureusement
pas un enrichissement des lectures au niveau du TSS pour I’ensemble du génome comme
normalement attendu dans ces expériences (Figure 20B). Alors qu’un seul échantillon de tissu
adipeux présente un profil caractéristique d’enrichissement au niveau des TSS, celui-Ci ne
semble pas suffisant par rapport au reste du génome (Figure 18C), suggérant un bruit de fond
via des lectures alignées tout le long du génome. Ceci est confirmé d’une part par la
comparaison de nos résultats préliminaires a des données obtenus dans le cadre du consortium
FAANG, qui monte des tailles d’inserts courtes et des lectures réparties de maniere homogéne
sur tout la région génomique (Figure 21). D’autre part, les profils des tailles des inserts mettent
en évidence une variabilité entre les échantillons, avec 2 types de profils observés, le premier
présentant un pic unigque aux alentours de 50/60 pb et le second montrant un pic allant de 50 a
200 pb. L’absence des pics caractéristiques correspondant aux régions sans/avec nucléosomes,
respectivement a 50/60 pb et 150 pb, combinée a la répartition des fragments sur I’ensemble du
génome, semble indiquer une tagmentation excessive ou une dégradation de I’ADN.
Malheureusement, les résultats obtenus en ATAC-seq ne permettent pas d’interpréter

biologiquement les résultats. Ces expériences illustrent la difficulté de mises au point pour des
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technologies -omiques car seules les analyses post-séquengage permettent d’évaluer la qualité
des données. Afin de tester I’hypothése d’une sur-tagmentation, il serait pertinent de réaliser
une cinétique de tagmentation. Les tailles des fragments obtenus a chagque temps pourraient étre
vérifiées. En cas de tagmentation optimale, un pic avec une intensité élevée est attendu aux
alentours de 100 pb, correspondant aux régions ouvertes avec les adaptateurs, ainsi qu’un
épaississement vers 180 pb, représentatif des régions associées a un nucléosome. Des pics a des
tailles plus importantes, reflétant la présence de plusieurs nucléosomes, sont également
attendus. Par ailleurs, pour vérifier I’hypothése d’une dégradation d’échantillon, une extraction

d’ADN, des tissus utilisés, et une migration sur gel pourraient étre réalisées.

Conclusion — Perspectives

Pour conclure, les travaux que j’ai menés dans le cadre de mon stage visaient a
appréhender d’un point de vue fonctionnel et de fagon ciblée les effets d’'un QTL. Un
différentiel d’expression a été observé dans le foie pour quelques geénes lors de 1’analyse de
I’expression génique, bien que ces résultats restent a confirmer. Concernant I’ATAC-seq, les
modifications apportées a 1’étape d’isolement des noyaux ont été efficaces. Toutefois, la
préparation des librairies nécessite quelques optimisations.

La réalisation d’expériences en laboratoire n’est jamais une tache facile, cela demande
a la fois un investissement important en temps pour 1’optimisation et en ressources financiéres.
Pour ces raisons, des alternatives utilisant des méthodes statistiques ou encore de I’intelligence
artificiel (IA) sont de plus en plus développées et utilisées afin d’orienter I’identification de
variants causaux (Kelley 2020). Ces outils permettent de limiter les expériences en ciblant les
expériences les plus probables, telles que la modification d’histone ou la liaison de facteurs de
transcription. Bien que I’'IA facilité la démarche et réduise le nombre d’essais nécessaires en
laboratoire, il demeure indispensable de valider expérimentalement les résultats obtenus par

modélisation.
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