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Résumé
Ovogénese, RNAeq,expression différentiellanicroARNs, ARNs long norcodant

/IfRYRJHQgqVH UHSRVH VXU GHV SURFHVVXV ELRORJLTXH®
impliquant des interactions géniques et la régulation de g&h¥s.FRXUV GH OfRYRJHQ
cellules somatiques ovariennes subissent de nhombreux changements transcriptionnels afin de
préparer les cellules germinales non différenciées a former des gametes. Dans ce contexte, le
réle régulateur des mictARNs (miARNS) &t peu connu. Des études précédentes ont permis
GH GpFRXYULU GHV PL$51V SDUWLFXOLqUHPR@RWoNHIESULPpV
KO entraine une diminution de la quantité et de la qualité des gametes. Dans le but de mieux
comprendre les réseaux malé&res impliqués, nous avons étudié le profil transcriptomique
GTRYDLUHYV CQrizid? Ha@BEaD cours du cycle de reproduction. Apres alignement
des lectures, des annotations ont été ajoutées a celles du génome de référence permettant de
prédire 1131 nouveaux longs ARNs non codants et 539 nouveaux ARN messagers. Une
DQERDO\WH GX GLIIpUHQWLHO GYH[SUHVVLRQ '( DX FRXUV C
JgQHYV GLIIpUHQWLHOOHPHQW H[SULPpV 8Q FOXVWHU
G 1 H [$do dif#érentielle pertinents suggérant une nette différence entre les premiers temps
GH OTRYRJHQqVH HW OHV WHPSV SOXV WDUGLIV (Q SDUI
mMiARNs particulierement exprimés dans les tissus germinaux et 197 danssles rion
germinaux. Leurs cibles ont été prédites et analysées, suggérant que les génes
GLIIpUHQWLHOOHPHQW H[SULPpV DX FRXUV GH OfRYRJpQq
MIARNs germinaux, en accord avec leur réle de régulateur. Nos résultatsttpetnae
SURSRVHU TXH FHUWDLQV PL$51V UpJXOHUDLHQW GLIIpUHP
GX F\FOH GTRYRJHQQqVH

Abstract
Oogenesisdifferential expressiorRNA-seq, micreRNAs, long noncoding RNAs

Oogenesis is based on highly regulated ayatrdinated biological processes involving gene
interactions and gene regulation. During oogenesis, ovarian somatic cells undergo many
transcriptional changes to prepare undifferentiated germ cells to form gametes. In this context,
the regulatory role of mroRNAs (miRNAS) is not well knowimn fish. Previous studies have
found miRNAs particularly expressed in the ovary, such as-20(R whose KO causes a
decrease in gamete quantity and quality. In order to better understand the molecular networks
involved, we studied the transcriptomic profile of medaka ovai@yzias latipesyuring the
reproductive cycle. After rels mapping annotations were added to those of the reference
genome to predict 1131 new long rooding RNAs and 539 new messenger RNAs. An
andysis of the differentialexpression(DE) reveals 2412 differentially expressed genes.
Clustering identified relevant differential expression profiles suggesting a clear difference
between the early stagesamfgenesicycle and laterones. In parallel, tB analysis identified
37 miRNAs particularly expressed in genal tissues and 197 in negerninal tissuesTheir
targets were predicted and analyzed, suggesting that genes differentially expressed during
oogenesis are preferentially targeted by germin@RNAs, in accordance with their
regulatory role. Our results suggest that some miRNAs would regulate the expression of their
targets differently during theogenesis cycle.
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Abreviation s

ARN : acide ribonucléique
IncARN : ARN long non codant
ARNmM : ARN mesager

MiARN : micro-ARN

ARNpi : ARN piwi

ARNr : ARN ribosomique

ARNLt : ARN de transfert

cpm: count of read per millions of read in library

GO : Gene Ontology
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Introduction

Contexte

Plus de 50% de la production mondiale de poisson est réalisée en aquagliltiéigenden
partiedu succes de la reproduction des poissons. Dans ce cadre, le controle de la fégondité
capacité se reproduirajes poisson@ueun réle important en agronomie.

Chez les poissons OD IpFRQGLWp GHV IHPHOOHV HVW SDUWLFXO!
OfRYDLUH $X FRXUV GH OTRYRJpQgVH OHV FHOOXOHV VREF
changerant transcriptionnels et moléculaires aboutissant a la formation des gamétes femelles
matures aptes a étre fécondes (lwamatsu 2004b)Ces processus biologiquespliqués dans
OTRYRIp @M EHUNRIPpQQqVH SngménRrEddlgs eV BoQrifénnées par des
LQWHUDFWLRQV JpQLTXHV H\ireGeBt ud prhxneohjlex&enpertani qQHV
les différents stades ovocytaires en cours de maturation et de différentiation, et les cellules
somatiques environnantes formant les folliciflegure 1)

Figure 1: Ovogenese chez le médak /TRYRJpQqVH FKH] OHV SRLVVRQV WpOpRVWpPpHQV WHO

phases prévitellogénese (stade | a IV), vitellogénese (stade V a VIII), postvotellogénese (stade 1X) et phase dgtddm®ire

X). La phase prévitellogéniquest constitée de 4 stadesOH VWDGH QXFOpDLUH VW , GH OD FKURPD

diamétre entre 20 et 60 um et entourés de cellules folliculaires plates, le sta@@&O pDLUH VW ,, Re OfRYRF\WH
—P GH GLDPgWUH OfMpWKRHW IR OYMQYHORSGHRERF\WH PHVXUH HQWUH HW

HQYHORSSH GT°XI OYpWDSH GH ILIDWLRQ GX ILODPHQW HW GH OD ERUPDWLRQ

est entre 120 et 150 um et le diamétre de somawmegt entre 75 et 90 um. La phase vitellogénique est constitdéstalies

le stade vésiculeux (st VBUpFRFH Re OfTRY R F\3Y Eit 561 MiXéd k. vdsgileUskielline se développe dans le

cytoplasme, le stage vésiculaire tardif (st VI) ou le@PgWUH GH OTRYRF\WH HVW GH i —P HW R

ELHQ GpYHORSSpH IRUPDQW XQH FRXFKH DXWRXU GX QR\DX HW I¥QadeFRXFKH IR
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SUpFRFH GH IRUPDWLRQ GX YLWH® e 40V & 590 ,umRet o0 BR yldd@esWesidRildiréx sbnt

IXVLRQQpY OH VWDGH GH IRUPDWLRQ WDUGLYH GX YLWHOOXV VW 9,,, Re O
YLWHOOLQHV VRQW SRXVVpHV YHUV OD SD Uahase/pdsiitehbukQitly e& Yo $tadk RS OD VP H
PDWXUDWLRQ OTRYRF\WH DWWHLQWtXOM &LWAOWOXY HREWXSH ODHWBIMRULRVp Gt
GIRYXODWLRQ Re OH GLDPgQWUH GH OTRYRF\WH H \hefolcdlaire pourPasssydins 1© TRY RF\W

cavité ovarienne pou® R Y X(QvBrietsiR2D04)

Chez le médakaQryzias latipey la ponte des femelles est tres réguliere. En condition

G 1 p O HaYpertirle 3 mois (age du début de la reproduction), les mefdakalles pondent

chaque jouen moyeQQH XQH YLQJWwabM QM KHIWCXHVT XL VXLBay@etH OHYHL
al. 2018) De nombreuses études omxploré les processus endocriniens impliqués dans
OTRYRJIpQQgVH FKlHbzén$letSaR RMYYREE peuGTIpWXGHYVY RQW MXVTX]
DQDO\Vp OD G\QDPLTXH GH OYfH[SUHVV.LRQ GHV JqQHV DX FI

/ID WUDQVFULSWRPLTXH IDLW UplpUHQFHnguadtlgsWARIKEBH G X W
messagexr mais aussi les RNs non codants dans une cellule, un tissu ou organisme
spécifiqgue pour un stade de développement ou état physiologigué @gang et al. 2019)
Contrairement @& génome relativement stable, le transcriptome varie avec le stade de
GpYHORSSHPHQW HW OfpWDW SK\VLRO R Jdufil Yttissaif poQrD O\V H
disséquer la relation entre le génotype et le phéndaijsentifierdes voies mécaniques qui
contrblentie développement des cellules.

Si les génes codants pour des protéines ont été pendambnueeusesD QQpHYV OTREMI
principal destudes de transcriptomique, IBRNs non codard sontplus réecemmendevens

XQ QRXYHDX FHQWUH GITLQWpPpUrW WRXMRtXedpliquerD€gvV OH E
phénomenes biologiqguedes ARNs non codarg nHnt pas vocation a étre traduit en
protéines lls peuvent étre cksés en ARNs domestiques tel que AN ribosomique

(ARNr) et lesARN de transfert (ARNt) et en ARNrégulateus tel que ls micro-ARN

(miARN), les ARN long non codantlfcARN) et lesARN piwi (ARNpi) (Romano et al.

2017)

Les miARNs sont de courts ARNnon codants, simple brin, ayant une longueur comprise

entre 20 eR4 nucléotidesLesgenescodant pour desiiARNSs sont transcrits sols forme de

longs précurseunsri-miARNs. Chez legnétazoaires, ils sont ensuite clivés pour devenir un
prémiARN mesurant environ 70 nucléotidetsrepliés en tigeboucle. Aprés transport dans le

cytosol le prémiARN est clivéet libere GHX[ EULQVI&P$S&EH VHV EULQV GHYLI
abondant en nome dans la cellule et sera appelé brin mature. Le brin mature sera le plus

actif dans la cellul¢Alberti et Cochella 2017(Figure 2.



Complexe
RISC

Figure 2: Biogénesedes microARNs Les genes codant pour des miARNs sont transcrits sous la forme de longs
précurseurpri-PL$51V j OTDLGH GH O1$51 SR O\&arésDIY sbnt enstite ldljvéd tavis R mdyau]par un

complexe Drosha/Pasha (DGCRS8) pour devenir umpARN mesurant environ 70 nucléotides et repliés entiimécle par
complémentarité de base entre la premiére moitié et sa deuxieme moitié de séque&sceaAsport dans le cytosol, le-pré

PL$51 HVW FOLYp SDU OYHQIJ\PH 'LFHU TXL FRXS Hb@BpfeRifeeHmidRN, s EqUH X Q
GHX[ EULQV VH VpSDUHQW EULQ S HW EULQ S /1XQ Glacalltie/etBera@ppel&s HY LHQ G |
brin mature. Le brin mature sera le plus actif dans la cellule en se couplaro#tines Argonautepour former le complexe

RISC (RNAinduced silencing complex).es miARNs guident ensuite le compleke 6 & SRXU V 1D VWVNR$ciblésd) DX[ $
(Alberti et Cochella 2017)

Le PRGH G dedriWARRIasse paune régudtion posttranscriptionnel des génes, en

se fixant sur leur ARNms ciblgja le complexe RISCFigure2). Les miARNs sont constitués

G 1XQ GR BrAine® ebn@posé généralement de 7 nucléotides, entre les nucléotides 2 et 8

du miARN (Brennecke et al. 20053jui joueun role primordial dans son association avec les
$51PV 3RXU VH IL[HU j VRQ $51P FLEOH OH PL$51 VIK\EU
grDLQH -aFqIHYVYW T XFIREPSOPPHQWDULWpPp GH VpTXHQFH HQWUH O
Si I K\E U L ésbidtdldrefpe le miARN et AARNmM cible, celaentraine & dégradatiorle
Of$51MWORUV TXTXQH K\EULGDWLRQ sd3danpar th@@adsionde X LW V F
sa traductior{Figure 3)



Figure 3: Régulation posttranscriptionnelle des ARN messagers par les mickdRNs. /HV PL$51V GTHQYLURQ
QXFOpPRWLGHV VRQW FRQVWLWXpV GIXQ GRPDLQH JUDLQH GH QXFOpPRWLGHV
complémentarité de séquence. Les miARNs ont deux modes de régulatiglridation imparfaite F § - di une
complémentarité de bases incompléiemiARN a sonARNm cibleinduit une répression de la traduction de I'ARNm cible,

une hybridation compléte entraine la dégradation de I'ARNm cible.

Des étudegrécédenteschez lesmammiferes,suggerentque les mARNS jouent un role
LPSRUWDQW O R U®@he3 4 sOfR YaRupp@ssiide DicGEDQV OTRYDLUH HQ
OTLQIHUWLOL \Otsuka Heivall BORSIICsEntbMrai donc que le développement de

OVERe soit régulé par les miARNet nécessite KU P D W X U D Wé Ricgri.DarfsDd. G H
testiculs GH V R X U L Vo, ur KARNDI§ KiR-202, est plis fortement exprimédans

les cellules de Sertoét dansles cellules germinale@Vainwright et al. 2013; Dabaja et al.

2015) ou il joue le role derégulateur clé dans ldétermination des cellules souches
spermatogoiales(Chen et al. 2017 Cependant SH X G { foké¢tiotniids ont été réalisées

chez le poissorChez le poisson zéhrene étude montre que le méme miARN, RABR2, est
SUpGRPLQDQW GDQV OHV JRQDGHV DX FRKYsldbet e6g.YHORS
2017) LYpTXLSH GH -XOLHQ %R Edtie En¥z I8rmaddRadrtRiM3MIARNS
possedentine expression ovarienne prédominai@euchareb et al. 2017l que le miR-

202 (Gay et al. 2018)De plus,le knockout de miR202 induit une diminution d la

fréquence de ponteG X QR P EUH dg feurgLslitéd Aihsi, chez les medalssknock-out

miR-202, 85% des ferlles sont substériles et 15% sont stér{@sy et al. 2018)Ces

différents réaltats suggeérent urdle primordial de ceniARN dansla formationdes gonades

et la fécondité.

Objectifs

Dans ce contexte de reproduction cycliqguenprojet de recherche comportait trois objectifs

Le premier étaila caractérisatiomle O TH|[ S U H Vgéhd’ Qar Gike\tinétique couvrant le

cycle journalier de reproductioohez le medaktHW GILGHQWLILHU GHMeSURILOV
secondobjectif était GH FRPSOpWHU ARNP pNrKaBlidre@dntvexprimés dates

tissus germinaurnidentifiant leus génes cible via des prédictianssilico. Le dernier &it

de lier ces deux résultats pour potentiellement identifier des cibles de miARNs germinaux
GRQW OYH[SUHVVLRQ pYROXH DX FRXUV GYXQ F\FOH GTRYR.



Mise en place

Pour atteindre ces objectifane collaboration entre Julien Bobe, directeur de recherche au
IDERUDWRLUH GH 3K\WWLRORJLH HW *pQRPLTXH GHV 3RLVVI
fPFRQGLWp GHV SRLEMWMRQEIle Bdckgldénseignafitehercheuse en
ELRLQIRUPDWLTXH<G®OKY ONABXESHW )DEULFH /HIJHDL ELR!
01,15$ GX 5KHX UDWWDFKp j OY,15,$ D pWp PLVH HQ SODFH

3RXU REVHUYHU OHV FKDQJHPHQWY WUDQVFULSWLRQQHOV
la régulation des MiRNSs, le laboratoird PGP deO1,15% D UpDOLVp XQ VpTXHQ
GpELW GX WUDQVMMR\VEWRH Hjf G PRWYHDWLYHHOOHY UpJXOLHUV DX
(6 temps, 24h)Mon premier objectiftait GRQF GYDQDO\WHU OHV UpVXOWDW
identifier les génesxprimésG D QV O { R Y D LdifférenBeddménteAptimeés au cours du

cycle. Cet objectif a nécessité une premiere étape viaanbmpléter les annotations du
génomeafin de produire un nouveau génome de référence. De nouveaux INCARNs et ARNm

ont été découvest A partir decomptagegéalisés sur le nouvel assemblagee analyse
différentielle a étéréalisée pour identifier les génes différentiellement exprimés au cours du
cycle, complété SDU XQH D QDO \V HeGdhHofatibh Gaae @itdtbgyH Q W

En pardlele de cette analyseNUDQVFULSWRP LT XlaborGgtblire QfR&PaA@Rt UH OH
préalablement réalisé un séquencage des mgxRINs différents tissus de médaka.second
objectifétait GILGHQWLILHU O ldik, RAc&sSilading ldnaliyde @ifférentiel entre

lestissus germinaux et somatiques. Cette identificaiétéV XLYLH GTXQ Hs dibld$& KHU FK
potentiellespour chacun de ce®miARNS. Nous proposons ensuite clustering degénes

cibles des miARNgen fonctions des miARNSs avec lesquels ileiagissent

Le croisement de ces deux études nous permettra de répondre a la question:sDesnte
JgQHV PRQWUDQW XQ SURILO GYH[SUHVVLRQ GLIIa&JHQWLHC
étre reliés a des miARNSs spécifiqguement exprimés dans des tierminauf



Matériel et Méthode s

/ITDQDO\VH HIIHFW X $ts DRMNamatiquesR§ GkURidas le workflow de la
figure 4.Chaquectape esplus amplement décritgans la suite du matériel et méthodes.

Figure 4. Workflow d'analyse. Les fichiers de séquencagmous forme fasta contenant les lectures, des échantillons a 6

temps (TO, T1T2, T3, T4 et T5) sont aligeésur le génome de référence du médaka, obtenu sur la plateforme ENSEMBL.

/HV ILFKLHUV G fuds @tndeQidi ISapt\ensMt® fusionnés pour obtenir un unique fichier comportant tous les
DOLJQHPHQWY /IXWLOLVDWLRQ GH 6WULQJWLH HW GH )@ RQFDSH REE®/ T HHMS HF
de INncARNs. Cellesci sont ajoutég j O D @ RiI\yEDAhe de référence. Le comptage des lectures alignées est réalisé sur

OH JpQRPH QRXYHOOHPHQW DQQRWp SXLV DQDO\Vp GLIIpUHQWLHOOHPHQW j O
exprimésau cours de la cinétique.ek génedifférertiellement exprimésVRQW DQDO\VpV j OYDLGH GHV DQC
Ontology (GO) lIs sontclustérisé HQ IRQFWLRQ GH OHXU QLYHDX GYfH[SUHVVLRQ DX FRXUV (
mémes analysé au moyen des annotations GO. En parallele, les rmpaRbdgesdans différents tissus (germinauavaire,

W HV W L F Xtadds etm¥iygnnaires 1 et 8 cellules, follicules et non germinguk, cerveau, branchiesF ° Xruiscle,

fois, rein, intestin, nageoire et stadesbeyonnaires 27, 31, 35 et 39) soatifhis par le LPGP. @H DQDO\VH GY{H[SUHVYV
différentielle entre tissus germinaux et non germinaux est réaliségehesFLEOH GHV PL$51V VRQW LGHQWLIL
TargetScan et miRandees deux études précédentes sont ensuite intégiEegenes diérentiellement exprimés cibdales
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mMiARNSs germinaux sont clusteriséuivant leurs miARNs régulateutes clusters de genes différentiellement exprimés au
FRXUV GH OD FLQpPWLTXH VRQW DQDO\VpV DILQ GH YRLWnhov perdivau.RIQaN SO XV F|
visualisation globale est proposée.

Préparation des échantillons, extraction des ARNs et sequencage

Les expériences ont été réalisgeyr Violette Thermes et Stéphanie Gay du Laboratoire de
SK\WLRORJLH HW *pQRPLTXHA d& Rerhisdany R GtriG Hesett, d& la
réglementation francaise et européenne sur les recommandations en matiere-&lee bien
animal et ont été approuvées par le Comité de Protection et d'UtilisasoAnitmaux de
I'INRA LPGP. Les mdakas (Oryzias latpes) ont été élevés a 26°C. Les juvéngessont
développé sous un régime de photopériode de croissancej¢l2i.2h nuij jusqu'a I'age de

3 mois. A partir de 3 mois, les poissons adultes ont été élevés sous un régime de photopériode
de jours longg14h jour/10h nuif permettant leureproduction. Des dissections tissulaires ont
été réalisées sur des poissons meslallaltes, apres euthanasie par immersion dans une dose
létale de tricaine a 380mg/L.

Les ARNs ont été égquencés SDU O THQW UM itgelistHGedomiX (lllumina
HiSeq2500). lisreprésentent le transcriptomgasien de36 poissons femelles rdékea de
type sauvagéwild type). Les ovaires ont ét@rélevésa sixtemps différentapreés la ponte
(a.p.)(n=6 par temps) TO: Oha.p, T1l: 4h ap., T2: 8h a.p., T3 12h a.p. T4: 16h a.p. et
T5: 20h a.p, et broyés poaktraction O § $ 5daNs le trizo(Figure 5).

Figure 5: Extraction des ovaires de medaka au cours du cycle d'ovogénaime24h Les ovaires sont prélés juste apres
OD SRQWH j 7 S X L Va-tlirdR4% \Apkes Gakb ohtelKL, SHdpiédNa ponteT2, 12h apres la pontel'3, 16h apres la
ponte: T4 et 20h apres la pontd5 . 6 ovaires ont été prélevés par temps.

Alignement des lectures séquencées(Figure 4a)

Le logiciel STAR (Dobin et al. 2013)a étéutilisé pouraligner les lectures sur le génome de
référence du medakaJapanese medakadHR (ASM223467v1) version 95 (ENSHMW).

/9D O L Jp@hdXdh entedles fichiers fasta des reads séquencéke dichier OTLQ Gdd[D JH
génomeet UHQ G HQ VRUWLH X Q(BAN)KaridHaquz: $Ea6rilahQltd BtEtEéaNe en

autorisant 3 alignements muli#s au maximum, 3 substitutions #QH WDLOOH GILQWURQ
50000pb.

Nouvelle annotation du génome de référence (Figure 4b)

Pou compléter O 1 D Q Q Rw\genahheRd@éférencede mélaka : Japanese medaka HdArR
(ASM223467v1) version 95 (EMBL), une étaple fusion ds fichiers bam obtenusprés
alignement été réaliséd.e résultat a étatilisé pour prédire de nouveausanscrits(ARNms
HW $51 QRQ FRGDQW  $triodTie (Rerdtta @iHal. 29 BBEHNGTE@ est un
DVVHPEOHXU $GAeDRNANMHHP HIQOW SH U P HWa SriidtueH du\Vgéndntd U
(délimitation des transcritg) partir des lecires alignées sur le génome. Cet assemldape
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comparé aux annotations déja comspour déterminer quels Bbles nouveauxranscrits
identifiés Pour pedire de nouveaux INCARNsO R X W L O(F)EXib@ FExtraction of
LncRNAs) (Wucher et al. 2017a été utilisé. FEELncéalise une premiere étape de fileag
des transcts camlidats en retirant les trangsride moins de 2060t. Cette étape est suivie
OYDQQRWDWLRQ SUpF1bhHGCEHEY&NIRmEIYSAnt des criteres tels que
les fréquences demers et les cadres de lecture ouverts (ORF)

Le comptage par géne a été effectué sur le génome nouvellement annoté a l'aide de
featureCountgLiao, Smyth, et Shi 2014).e logiciel Subread featureCounsert aquantifier

les lecturesalignées Il prend encompte les fichiers de lectures alignéésmat SAM ou

BAM) produits lors de f] D O L J G¢HePfidni@d'anotation du génome au format Gpbur

compte le nombre de lectures par entité (génes, promoteurs, exons, corps geniques, cellules
génomiquesteemplacements chromosomiqueldpus avons choisi degmdre les paramétres

par défaut.

Analyse différentielle des génes ovariens au cours du temps(Figure 4c)

Pour anafser I'expression degenes, un seuil d'expression a 5 cproomptagespar millions

de lectures) dans amoins 4 échantillons été fixé Ce filtre permetde ne pas prendre en
compte les faibles niveawe comptage pouvant étre di a une incertitude de quantification
(bruit)y TXH OYRQ SUp RpurHéaliseQ Rnhlyde différentielle, le package AskoR
(https://github.com/askomics/askp® été tilisé. AskoR est un package R créé pour I'analyse
différentielle dans le laboratoire INRA p8ylvin Masanelli, au cours de son stage de Master2
encadré par Fabrice Legeali, et repris lparice Legeai ebusete AlvesCarvalho Il se base

sur edgeR(Robinson, McCarthy, et Smyth 2010un outil d'analyse de I'expression
différentielle des gnesdans lequel la distribution des comptages est modélisée par une loi
binomiale négativeLa méthode de normalisatiachoisie estfTMM (Trimmed Mean of M
values)qui exclu les gens les plus fordH PHQW H[SULPpV Hyothése gubYaH V XU
majoritédes génes ne sont pagrimés de maniere différentiellee facteur de normalisation

est calculé par rapport a la moyenne géométriqgue entre les différents échantillons, ce qui
permet d'étre moins sensible aux valeurs élevées. La méthode de comectides tests
multiplesutilisée est celle de B@amini et Hochberg (1995) ("BHI, de maniére a ne pas étre

trop strict et desélectionner un grand nombre de caracteres potentiellement intéressants.

Pour comparer les différences d'expression des genes dansles d. latipespendant le
cycle d'ovogenése, 15 contrastes comparant dedgux les différents points de la cinétique
de l'ovogenes€TO, T1, T2, T3, T4 et TS)nt été réaliséd-igure 6)

12



Figure 6 : Matrice de contrastes des 15 comparaisons effectuées deux a deemtre chaque temps (TO a T5) du cycle
ovarien.

Annotation fonctionnelle (Figure 4d)

Pour annoter fonctionnellement les genes trouveés différentiellement expteaés)notations

Gene Ontology ont été utilisées OTDLGH GX SDF AR RahnahRiIgr&rR et

Lengauer 20063e servant duest statistique de Fishdres annotation&ene Ontology sont
GHVWLQpHYVY j VWUXFWXUHU OD GHVFULSWLRQ IR@#&VLRQQH
commun a toutes les especedérarchisé sous forme de graphcyclique orient€DAG).

Les propriétés fonctionnelles sont définies selon 3 axies composants cellulaires
(répertoriant la localisationu lesproduits géniquesemplissent uneaoiction, les fonctions
moléculaires réaligs (@ctivités qui se produisent au nivemoléculairg et les processus
biologigues WHO TXH OD UpSDUDWLRQ GH O)J$'1 RX OD WUDQVGX

3

Clustering des génes différentiellement exprimés selon leur profi Z tif8 "teec'e
(Figure 4e)

Un clusteringdes génes différentiellement exprimésQ IRQFWLRQ GH OHXU SURILO
FRXUV G Xovper@dda &4 réaliseen se basant sda méthode PAM (Partitioning

Around Mediod)(Kaufman et Rousseeuw 1987)

PAM est une méthde de classification automatiquieasée sur la notion de médoide. Un
médoide dsun point du cluster dont la dissianité moyenne par rapport aux gag points du
cluster est minimald_e principede cette méthodest de réalloudtérativement chaqugoint,

ici un géne, au groupe comportant les indivillugessemblant le plus possibRAM a pour
objectif de formedes groupes de maniere a ce que la variance intragroupe soit la plus faible
et par conséquent la variance intergroupe soit la plus gr@ate méthode est plus robuste
aux valeurs atypiques que la méthode deselans, basée sur les moyennes des groupes.

Pour réaliser un clustering non supervisé avec la méthode PAM il est nécesdiiee de

nombre de groupegréalablement. Différents indicateurs permettant de déterminer les
nombres de cluster optimal ont été développés (voir packages Nbclust),réaasigations

étant parfois contradictoire. Avec nos donné&, ¥ DOHXU RSWLPDOH GX QRPEUH
pas claire (les différgs criteredaisant ressortipar exemplék=4 avec la méthode Elbow ou

k=8 avec la méthode Silhouette)odd avonschoisi k=11 groupes TXL VHPEODLW O X
meilleurs choix proposées @UpVHQWDLW GHV JURXSHYVY SHUWLQHQW G¥’
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Données de microARNs et analyse difféerentielle des miARNs germinaux et
somatiques (Figure 4q)
Les données des miARNsoviennentG 1 XQH p W X G Ko&y etk p@as8) Q W H

Aprés séquencage, alignementtemptaye des lectures par miARNs dans différents tissus,

XQH DQDO\WH GYH[SUHVYVLR @ caipbarant HsQisgusH)Erminhuy BWW UpD O
dire contenant des cellules germinales ou des transcrits hérités maternelevzer,

W HV W L F Xtadkt embrydhnaires 1 et 8 cellules, follicules)es tissus non germinaux

F 9 ik ne contenant pas de cellules germingjesx, cerveau, branchiesF °,Xnuscle,

fois, rein, intestin, nageoire et stades embryonnaires 27, 31, 35 et 39 cellule®ttgrerm

G 1L G H Q WhiARNS der@iHavix et non germinaux (somatiquesf.D QDO\VH GLIIpUHQ'
des miARNs en fonction de leur expression dans les tigse® DXVVL UpDOLVpH | (
GI$VNRS5 /HV V Heisb e GItpnh damg diDmd@réchantiions surles19.

Prédiction des cibles de microARN(Figure 4h)

1RXV DYRQV DQDO\Vp OHV 1875 Gléltdushlbsldgenestiwgéddiné d@ Q F $5°:
PpGDND $ILQ GH SUpGLUH VL FHV 1875 FRQWHQDRBHQW GH\
MIARNS classés<germinaux» ou «somatiques, nous avons utilisé TargetScdbewis,

Burge, et Bartel 2009t mRanda(Enright et al. 2003)

TargetScan calculen scorepermetant de préie les cibles de miARNSs. Ce logiciel utilise en
entrée la séquence des miARNs matule graine de celtii et la séquence génomique de
OfRUJDQLVPH dans UeH géhdirdi& Kpkesence de 6mers, 7mers et 8mers
complémentaes a la région graine des iARNs donné. Le score, prenant en compte
différents paameétreg(Grimson et al. 2013)donne une idéeedla fiabilité de la prédiction.
Plus le scorest bas, plus la prédiction est fiabl

miRanda prencen entrée les séquences deARINS mature et les séquencen@éiques

Grntérét Il calcule un score basé que la complémentarité des nucléotides eatjedace du

mMIARN et la séquence génomiqueestime la stabilité thermodynamique des liaispasun
PLQLPXP GYfpQHUJLH HQ NFDO PRO PL5DQGD SODFH SDU
(scores140) et une énergie inféried 0 (E'0 kcal/mol).

Les méthodes dprédiction des cibles de AIRNs ont tendance a générer de nombreux faux
positifs (Mockly et Seitz 2019)Pour réduire ce taux de faux positifs, seulscibtes prédites
obtenus pales ceux algorithmes ont étgonservées

Clustering des génes différentiellement exprimés cibles des mIARNs germinaux
(Figure 4i)
Un clustering des génes différentiellemenprimés et cibles des miARNs germinaanété
réalisée en fonction de leurs miARNerminaux régulateur ILQ GJLGHQWLILHU GHYV
géenes différentiellement exprimés ciblés par les mémes groupes de miARNgthade
PAM (Partitioning Around MediodKaufman et Rousseeuw 1983) été utiliséecomme
précédemmentNous avons choisa 5 groupes pour la pertinence biologique des groupes
obtenus.
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Résultats

Alignement des lectures sur le génome de médaka

/I MpWDBABLGOPHPHQW SHUPHW GYIYDOLJQHU OHV IUDJPHQWYV G
/I TDOLJQHPHQW GHV OHFWXUHY UpDOLVp VXU OH JpQRPH G
permis G 1 D O énJrQoldnine39,6% (écart type 0,6) des lecturesSelon les échantillts, le

nombre de lectures séquenceées varie &nret 55millions de lectures /H WD X[ GfMDOLJQHT
sur le génome de référencedaka est relativement stable dans les différents échantillons et

varie entre33,1et49,5 millions de lecturegFigure 7).

Figure 7 1RPEUH GH OHFWXUHVY DOLJQpHV HW QRQ DOLJQpHV SBIPpEdHdDQWLOORQ
type: 0,6) des lectures sont alignées sur le génome de référence.

Enrichissement des annotation s du génome de réference et comptage des lectures

assignées

/IH JpQRPH GX PpGDND QTHVW SDV DXVVL ELHQ DRI®@RWp TX
souris, dans le but de compléter nos connaissanoesnouvelle annotation du génome de
référence de médaka a été réalisée3llhouveaux INCARNs et 539 nouveaux ARNm ont été
DQQRWpV &HV QRXYHOOHV DQQRWDWLRQV G{$51V RQW pW
de référence de médal@gure 8)

Figure 8 : Répartition des génes de la nouvelle antetion. La nouvelle annotation réunie laanotations des gends
JpQRPH GH UplpUHQFH DLQVL TXH OHV QRXYHOOHY DQQRWDWLRQV GH W
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Sur le génome de référen&8,6% (écart type 4,9) deslectures sot assignés a des exan

31,%% (écart type 5,6) dedectures ne sont pas assignées a des alants4,26 (écart type

0,3) ne sont pas assignées a égsns FDU OHXU DVVLJQDWiaRife gd&/l/ DPELJ
OHFWXUH SHXW VDO L JdD lyéhoivieSelos les 14chaidtiQons [e arabke de

lectures assigms varie entre 23,#t38,1 PLOOLRQV GH OHFWXUHV /[/H WDX]
premiére annotation du génome de référence médaka est relativement stable dans les
différents échantillons et varientre 33,1 et 49,5 millions de lectu(Egyure 9A).

Sur le génome nouvellement annoté& bkecond alignement defectures permet

G 1DV \BR, 5% tethrt type2) lectures a des exons sur le génome de référ@mtte étape

permet de réduire B7,4%(écat type: 2,5)leslecturesnonassignées a des exons dont 10,5%

(écart type 0,3)ne sont pas assignées a des exons car leur assignation est aBdigudes
échantillons le nombre de lectures assigné varie @atBeet 45millions de lectures. Le tau
GIDOLJQHPHQW VXU OD QRXYHOOH DQQRWDWLRQ GX JpQF
stable dans les différents échantillons et varie entre 33,1 et 49,5 millions de |geiyues

9B).

Figure 9: Nombre de lectures assignéeet non assignées (Ambigu et Non assigné) a des gépes échantillon avec

I'outil de comptage Subread featureCountsLes lectures sont classié en3 catégories celles assignés a un géne, celles
ambigués pouvant étre assignées a différent génee sbmt assignés a aucun, et celles non assignées a un Aene.
Comptage des lectures effectuées avec les annotations génome de référence (v95.ENSEMBL). B. Comptage
effectuéesavec la nouvellement annotation

Quatre échantillons ont été retirés du jeudnnée car leurs profils étaient trés éloignés du
reste des échantillons représentatifs de leur point de teknpsxXel et 2: MDS et clustering
hiérarchiqueanormalg. Une analyse différentielle de ces échantillons par rapport aux 31
autres suggeére urexpression anormale des genes de la réponse immunitaireedaqsatre

échantillons écartés.

Identification des génes £3'"<e+e+ T fee Zidgnndtation Gene Ontology

Aprés comptage du nombre de lectures par génes et normalisation, nos données nous
perPHWWHQW GILGHQWLILHU OHV JqQ HWh tdthBde17R5O\geDX FR X U V
VIH[SULPHQW DX FRXTaMeds H) FafhR ¥eR deneg) 839 sont des transcrits
G71$51 FRGDQWYV HW VRQW GHV QRXYHDX[ WUDQVFULWYV
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Tableau 1 : Analyse différentielle des génes ovariensSeuils et nombre de genes par étape de filtrage et d'analyse

différentielle. Le filtre utilisé pour sélectionné les génes est de 1cpm dans au moins 4 échantillons par7ftEhtpgedes

SDVVH FHV VHXLOV /HV VHXLO \éntiell¢ le Livepgalie §jiRstée) d@IHDI2T2 @aNesl st tropuds
différentiellement exprimés entre au moins 2 temps dont 69 soritashssrits de ICARN@rédits et 27 sont defranscits

GT1$51 F R@z=ELent prédit

Uneanalyse deannotatios fonctionnelless Gene Omlogy de ces genes ovariens anpis de

mettre en évidence des processus cellulaires particulieremest@ffQV OfRYDLUH WHO
processus biologique impliguéedlQV OD UpSOLFDWLRQ GH OT$PHAHW OD
réplication, mitotic nuclear divisignDNA transcription cellular response to DNA damage

stimulus, nucleocytoplasmic transpprainsi que des processus aboutissant a la dégradation

des macromolédes €ellulaire mokcular catabolique proce$sLes produits des génes sont
principalement dans le noyau, la lumiére de la membrane, et la lumiere des organelles
inrDFHOOXODLUHV /HV IRQFWLRQV PROpFXODLUHWNMHQULFKL
HW O71$51 HQ DFFRUG DYHF OH GpYHORSSHPHQW DLQVL T

(Figure 1QA).

Figure 10 : Annotation Gene Ontology. A. Annotation GO des 17150 génes ovariens. B. Annotation des 2112 génes
différentiellement exprimés au cours d'un cycle d'ovogénéséinnotation des processus biologiques en rose, des
composants cellulaires en bleu et des fonctions moléculaires en vert. La taille de significant représente le nombre de genes
dans ceux ovariens (A) différentiellement exprimés (B) annoté par le terme correspond§®[H GHVY DEVFLVVHV UHSL
OH UDWLR HQWUH OH QR P Ea#ireGtantlanQoké\pai/de depnhe etFetn@nvidre &efdénesvetant annotés par ce
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terme dans le génome total du méadin seuil de p_valuétest de Fishel'SRXU OfHQULFKLVVHPHQW GHV WHL
0,05.

Identification des gé nes différentiellement exprimés au cours de la cinétique dans

Zi'" f et&nnotation Gene Ontology

/fDQDO\WH GLIIpUHQWLH Qe Hyengs diffekeitiel | SriehtGest iiimes | értré)
GLIIpUHQWHY FRQGLWLRQV GDQV QRWUH FDV HQWUH GLlIIp

3RXU OHV FRQWUDVWHY pWXG L3Y2 géngDdifferentivlidmdnG H Q W L |
exprimeés entre 2 temps d0EO H G TR YERtel€sgantps TO, T1 et T2, peu de genes sont
différentiellement exprimés, nous pouvons en déduire que ce sont en majorité les mémes
JgQHV TXL VIH[SULPHQW GXUDQW FHV WURLV WHPSV (QW!I
sont différetiellement exprimés (1389). On constate que les temps T4 et T5 sont tres
différents des autres temfSgure 11)

Figure 11: Nombres de génes différentiellem& exprimés entres les 6 temps.

L 1D Q D O \avindtaBids GO des genedifférentiellement exprimé® SHUP L fieGdpd GHQ W
processus biologiques enristomme des activités de migration cellulaire et des activités de
WUDQVSRUW GYIDQLRQ DLQVL TXH GHV SURFHVVXV SOX\
embryonnaire en accordvec la sélection de genes évoluant au cours du temps pendant

O TR Y R Jp® getktés de transporfanion transport, lipid transpdy cell migratior) sont

enrichies dans les fonctions moléculairpeuvant étre expliquépar la nécessité de
mouvements & OD PDWXUDWLRQ GHV FHOOXOHV GXUDQW OfR
semble enrichi en produit des génes différentiellement exprimdsépre expliqué par une
interaction entre les cellul€Bigure 1@B).

Clustering desgenesdifférentiellement expri meés et annotations

/D U pD O L \WxMsteRMQpaG B Xnéthode PAM a permis de elétiner 11 clusters. La

figure 12montre OD PR\HQQH GH OYH[SUHVVLRQ G BYH[GQHIW \BIDRIQWG
JgQHVY SDU pFKDQWLOORQV SUpénks¥pdrbiteé Diferxrts\clusters F\F O H
présentent une expression foregeldurs genesan temps particulier

Lesclustes1 HW UHJURXSHQW GHV JqQHV VYH[SU&dr®jgs¥ IRUWH|
apres la pontd.e cluster 3 représenteHlV J g Qddritnavitffetement au temps Tét T5ce

qui fait penser a une expression cycliquéHV JgqQHV GX FOXVéNiddbut d&¥ fH[SUL
F\FOH 7 7 HW 7 SXLV. Bodr &/clustess) e deiesVatteigngnt leur pic
GYH[SUHVVLRQ HI® GHVWIHQGILVV GIXX F X1V V8.Hdd clus@§ Dav8VHLJIQH

sont fortementexprimésen T4, le niveau du cluster é&antbien plus élevé que celui du
18



cluster 7. Le cluster 9 regroupe des genes de fin de cycle, fortement exprimés en 1&gt T5.
génesGX FOXVWHU VIH[SULPHQWF &Mt M@Ww lalpantké HP SV 7
cluster 11 regroupe les gen¥sfH[SULPDQW SDUWL Fau@empst/ BBPHQW IDLEOH

Figure 12: Clustering des génes différentiellement exprimée suivant leur niveau d'expression au cours du cycle
d'ovogénesele clustering est constitué de 11 groupes (Ctl a Ct11)

Identification des micro -ARNs germinaux et somatiques

De méme quepour les ARIms, les MARNs RQW XQ QLYHDX GTH[SOUDKMVVLRQ T
tissuset DX FRXUV GX WHPSV /IDBORWANV GLY LEHLOWLL HIDW HO
particulierement exprimés dans les tissgerminaux RYDLUH W HVdamrdes X O H °
embryonnaires 1 et 8 cellules, folliculet)ceux particulierement présemansles tissus non

germinaux (yeux, cerveau, branchids,’° X buscle, fois, rein, intestin, nageoire et stades
embryonnaires 27, 31, 35 et 39 cellules).

PL$516 VXU PL$51Wwt ¥$ez[ Pbur Ppduvoirétre analysé
différentiellanent Cette analyse nmbre que 37 miARNS sont particulierement exprimés dans
les tissus germinauXARNs germinaux) et 19®ans les tissus non germinaux (AN
somatiquesjTableau 2)
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Tableau 2: Analyse différentielle des miARNs: Seuils et nhombre de genes par étape de filtrage et d'analyse
différentielle. Le filtre utilisé pour sélectionné leriARNs est de 0,5cpm dans au moingchantillors par type de tissus
(germinaux ou n germinaux), 457énes passe ces seuils. Le seuilpdealue ajustéutilisé est de0,05.234 géenes sont
trouvés différentiellement expriraéentre les tissus germinaux et non germinaux dont 37 sont plus exprimés dans les tissus
germinaux et 198mt plus exprimés dans les tissus non germinaux

Identification des cibles des miARIS différentiellement exprimés

Une identification des cibles des miARNSs différentiellement exprimé&RNs germinaux et
somatiqueka été réalisgvia TargetScan et iRanda. Seuls les genes cibles pré&djiarles
deux méthodesont conserves.

Cette séle?WLRQ D SHUPLV GfYLGHDIY Ldds HUARNs différgiQiéll®ment
exprimés dont 1222 sont cibles deniARNs trouvés différentiellement exprimés dans les
tissus germinaugt 12945 sont cibles de miARNs somatiques

Pour chaque cluster, le nombregines cibles par miARN des miARNs germinox37) et
somatiquegn =197) ont été calculé. La figure Ir@ontre pour chaque cluster (Ct a Ctllp,
moyenne ds QLYHD X[ G T ldg¢sSdemey¥ par RQps (TO, T1, T2, T3 et T4) a gauche et
une boite a mousthe représentant le nombre de cibles par miARNs poikRNs
germinaux et somatiques a droite. Pour la majorité des clusters, Ctl, Ct2, Ct3, Ct4, Ct5, Ct8,
Ctl1l0 et Ctl1, le nombre de géneible des miARNs germinaupar cluster, est supérieur a
celui des diles des miARNs somatiques mais pas de maniére statistiquement significative
(test de wilcoxon). Concernant les clusters Ct6, Ct7 et Ct9, une différence significative (test
de wilcoxon: p<0,05) entrée nombre de cible deriARNs germinaux et ceux des nmiAs
somatique®stdétectéeles miARNs germinaux ont significativement plus de cibles dans ces
clusters que les miARNs somatiques.
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Figure 13: OR\HQQH GHV QLYHDX[ G{H[SUH \Vyauche)et®bbrd deXxties SaimiARN sl (ErSitd)
pour les miARNSs trouvégarticulieremenexprimés dans les tissus germinaux (vert) et les miARNSs trquarésulierement
exprimés dans les tissus non germinaux (ropgaj chaque clustel'expressiomes genes au cours du cy@Bl a Cil)
(Figure 12. Test de wilcoxon effectué par cluster entre les miARNs germinaux etigqaes(t p<0,05)

Clustering des genes cibles différentiellement exprimés en fonction de leurs micro -
ARNSs germinaux régulateurs
Les 1476 des 2412 genes présentant BIURILO GYH[SUHVVLRQ GLIIpUHQ)
OfRYRIJpQgVH VRQW GHV FLEOHV SRWHQWLHOOHV GHV PL
identifier des groupes de génes ciblés par les mémes miARNs. Pour cdld/@epenes
différentiellement exprimésibles de mMARNS ont été clusterisés en fonction des miARNS les
ciblant. /D UpDOLVDWLRQdes £iKles de® XARWsHydrim@dux par la méthode
PAM a permis de détminer 5 clusters. La figure Iontre le classement des genes en tant
que cibles (vert) ou neables (blanc) desniARNs germinaux (ax). Le cluster 1 (Cmil)
regroupe les génes cibles de la majorité des miARNs germinaux et particulierement ceux des
MiARNs a20, a310 et a3l#hais pas par les a20, a310 et a314 qui sont des marqueurs de
Cmil. Les geneslu cluster 2 (Cmi2) sont cibles de peu de miARNs germinaux. Le cluster 3
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(Cmi3) regroupe les genes ciblés particulierement par les miARNs al80, al81, al84 et al85.
Le cluster 4Cmid) regroupe les génes ciklde miARNs germinauxmais sans étre cible de
mMiARNs préférentielsLes genes cibkedes miARNs a420 et a422 sont regroupés dans le
cluster 5 (Cmib).

Figure 14 : Clustering des cibles de miARNs germinaux en fonction de leur miARN régulateub clusters ont été trouvé
(Cmi 1 aCmi 5).

Correspondance entre le clustering des genes différentiellement exprimés au cours

ducycle T7° " %ote®et f— ZF . Z—o—F"co% TEe ...<,ZFe tFe ec o %of"ec
Pour lier lesrésultatsREWHQ XV ORUV GH OTDQDO\VHCARhaICHUdQWLHOC
O 1 H [ S Udd&/géndrli@érentiellement exprimés au cours du temps (TO & T5) avec ceux du
clustering (Cmil a Cmi5) des genes différentiellement exprimés et cibles de miARNs
germinaux, une analyse du nombre de génes se retrouvant au croisementdecitiséer a

éte réalisée.

La figure 15montre une importante correspondance entre les génes du clustdort2,
expression des genes en, B Ct3,forte expression des génes en TO et akec le cluster

Cmil, genes ciblés par la majorité des miARNSngieaux avec plus de 60 génes trouvé
identiques dans ces clusteles genes du cluster Cmi2, cibles de peu de miARN germinaux,
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se retrouvent dans les clusters Ct2 et Ct3, dont leurs genes sont fortement exprimés a T1 et
dans les clusters Ct6 a Ct9 do®fH[SUHVVLRQ GH OHXUV JgqQHV HVW W
GITRYRJpQqVH 7 7 HW 7 &HOD IDLW S @WNed du plusterH U p J X
Cmi3 sontrépartis dans les différents cluste&sH OD FLQp WL T.XHclGRROMAIpQqVH
regroupantles genes cibles de miARNs germinaux mais sans étre cible de miARNs
SUpIpUHQWLHOV D GHV JgQHV HQ FRPPXQ DYHF OH FOX
IRUWHPHQW HQ 7 HW &W HW &W GRQW [eBlduslerCi3v VIH[S
dontles@QHV VIH[SULPHQW I|R,LWah’HeQrdup&hQparticuidrément les

génes cibles de a20 et a2@t de nombreux génes en commun, 40.

Figure 15 : Identification du nombre de génes différentiellement exprimés a la feidans les clusters (Ctl & Ctll) en
fonction de l'expression des génes au cours du cycle ovarien (TO a T5) et a la fois dans les clusters des cibles des
MiIARNS germinaux.
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Discussion et Conclusion

Nouvel assemblage
/ ®lignement des lectures sur le génateeréférence est dmnne qualité puisque 86% des
lectures ont été alignés sur le génome de référence.

/ITLGHQWLIIQFDWIHDX[GWUDQVFULWY GDQV OH JpQRPH GH PH
QRXYHDX[ WUDQVFULWYV GT$Shd coRaBBORIMMIVEIS annotations
ont été ajoutées a celles du génome de référence.

LILGHQWLILFDWLRQ GH QRXYHOOHY DQQRWDWLRQV HQ SO
le génome du médakEHUPHW GIDXJPHQWHU ORUV GH OfpWDSH G|
nombre de lectures assignées a des exonzoiseon medaka est particulierement étudié dans

OH GRPDLQH GH OD UHSUR @3 pa¥ tomglete. W P\SFROQ W I Q@ W D /Q R @ |
génome de référence en prédisant de nouveaux ARNms et de nouveaRN#npermet

Gagisigner plus des lectures a legggne De plus,ajouter ces nouvelles annotatioraix
annotationsdu génome de référence pern@ty p W XeGriahidve @lus précide génome et
particulierement les INcCARNsyant eux aussi une fonction rédritze.

S3RXU FRQWLQXHU GYpWXGLHU OHV QRXYHDX[ WUDQVFULYV
intéressant de vérifier leurs présences dans les autres tissus de médaka. Particulierement pour
les nouveaux ARNmMSs, une caractérisation de leur réle par homottgiséquence avec
GIDXWUHV HVSgFHV FRPPH OH SRLVVRQ ]JgqEUH SHXW rWUH
Alignment Search Toal)

:to %Oooio 'T'(AAi”:to_(:tZZ:tcio_ ié’”(oio Tfoo Z]"Nf(”:t
Identification des génesdifférentiellement exprimés

LIDQDO\V Htielela IPHUHPLY LGHQWLILHU JgQHV GDQV OfF
différentiellement exprimés, cela montre bien que tous les génes du génome ne sont pas
LPSOLTXpV GDQV OfRYRJpQgVH GX PRLQV QH YDULHQW ¢
"D XW U H olvEaktranscrits long non codangs 27 nouveauxtranscritscodants sont
aussi trouvedglifférentiellement exprimés parmi les 2412 génes différentiellement exprimeés.

GHV JqQHV Gidnt@ed RYDRUKW SDUWLFXOLHU GTH[SUHVVLRQ
suggére que de nombreuxFHVV XV VRQW PRELOLVpV DX FRXUV GH Of

Cependant, bien qu@ T1DQDO\VH GHVY DQQRWDWLRQV *HQH 2QWRORJ
mémeprocessus trousenrichs dans les genes ovariens et dans les genes différentiellement
exprimés nous Q 1 R #ovidpakde processus tres préciel& peut étre expliqué par la tres

faible couverture des annotatioB® pour OH JpQRPH GH PpGDND FRPSDUp j (
comme celui de la souri®e plus, une importante partie des annotations est certainement
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transpeéepar homologiedes géenes annotés du poisgebre, expliquant les annotations trés
générakte obtenues.

Cependant il ne faut pas oublier que les génes différentiellement exprimés proviennent
GITRYDLUH XQ RUJDQH FRPSOHW F Ré&StRIESVHEOMQrmbrebtye® PE U H
de cellules a différent stade de maturation. Pour avoir une vision plus précise des mécanismes
SOUSMDFHQWYVY HW pWDEOLU OH SURILO G HIESbéihédes By GHV J
pousséedncluant la spectrométride masse ou le single cell pourraient étre ugksBeux

méthodes pourraient étre mise en place, une séparation des différents types cellulaires par
VSHFWURPpWULH GH PDVVH DSUQV H[W-k:®pantypR @li@aite O TR Y DL
ou uneamalyse RNAVHT VLQJOH FHOO SHUPHWWDQW GIpWXGLHU O
SHUPHWWUDLW PrPH GYDQDO\WHU OfpYROXWLRQ GX WUDQ\
du temps.

Classification des génesdifférentiellement exprimés au cours du tem ps

Le QRPEUH GH JgQHV WURXYpV GLIIpUHQWLHOOHPHQW H[SUL
comparaisons des tempsed_temps TO, Tkt T2 sont proches et T4 est tres différents des
DXWUHV WHPSV ELHQ TXYLOV VRLHQW 2@Xie BooRddesi HQ W
DXWUHV WHPSV FH TXYRQ D SX YRLU ORUV GHe®@DLE&SODVVLIL
TO, T1, T2 et T3 présentent des processus graduels. Alors que T4 et T5 présente des profils
tres différentsdes autresCes résultats sugge@W TXH OYH[SUHVVLRQ GHV JqQt
GpEXW GX F\FOH GTRY RJpQsgYhet di WaceXftde@mppTRa L VP H

Le clustering des genes différentiellement exprineésfonction de leur expression au cours

du temps, D SHUP L \derBfidr @Y clusters. Ces clusters montrent la variation de

O T H[ Db ¢y yanes au cours du temps. Le cluster Ctl regroupenkss gqgé auraient un

U{OH GDQV OH GpEXW =X rdsufats ol frivntrent dedtgrasttyclique de

O T H[SUH \WereRgpuddicluster Ct2 et Ct3, cela suggérent que les genes du cluster Ct2
VRQW LPSOLTXp GDQV OHV SUHPLHUVY VWDGHV GH OYfRYRJp
temps. Les génes du cluster Ct3 seraient utiles au début du cycle et leurs ridlesreitrau

FRXUV GX WHPSV MXVTXYjilOmurikDjguer BYrXeOdany Rilmisd eR «
SODFH GTXQ QRXYHD XLds\geesl dB §leseRCG4p Sepl ihpliqué uniguement

durant le début du cycle ma@ D X UD LW aybrit W HIROW 7 MXVTXTj OD ILQ
Les genes du cluster Ct5 et Ct6 joueraient respectivement des roles aux temps T2 et T3. Les
JgQHV GX FOXVWHU &W QH VHUDLHQW SDV LPSOLTXpV GDC
GTRYRJpQgVH PDLV aiRaid tuDésW dG ¢ysledni@rie Your le cluster Ctll

dont ces genes joueraient des réles tous le long du cycle sauf au tenies T#&nes du

cluster Ct8 et Ct10 seraient impliqué respectiveraemttemps T4 et T5, alors que les genes

du cluster Ct9 X HUDLHQW GHV U{OHV GXUDQW WRes\Wsits@d ILQ G
genes par cluster vont permettre aux biologideegéaliser de plus ample expérience
concernant ces géenes.
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Pour continuer notre étude, une recherche des motifs des promotetasterirs de
transcriptions des génes pourrait étre faite en complément. Cette analyse complémentaire
pourrait potentiellement faire ressortir des groupes de génes étant sous le contréle de méme
facteurs deranscription, ce qui pourrait expliquer leur eagsion différentielle au cours du
temps.

Te oc o o113 cdifléremment dans les tissus
/IfDQDO\VH GLIIpUHQWLHOOH D SHUPLYV GTLGHQWLUés HU Pl
tissus germinaux (MIARNs germinaux) et 197 miARNS particulieremeninegp dans les
tissus non germinaux (MIARNs somatiqueSg résultat suggerspie desniARNs exprimeés
plus spécifiguement dans les tissus germinaux pourraient ger U{OH GDQVerOfRYRJp
régulant la traduction dgenes impliqués dans ce processus.

Une analyse du nombre de génes aliles miARN germinaux et des miARNs rsatiques
parmi les genes difféntiellement expmés indique que 1476 genes sur les 2412 génes DEG
sont ciblés par au moins un MiARN germinal.

On observe que les genes différentiellapne/ H[SULPp DX FRXUV GX F\FOH G
moyenne plus ciblés par les miIARNs germinaux que somatiques. Cependant, cette tendance
QTHVW dduemehtsignNidatid, sauf dans les clusters Ct6, Ct7 et Ct9 qui regroupent les
JgQHV VITH[SVLPQ QMQ SEHX F\F OCktte fiienRition Quy eld clusters Ct6,

Ct7 et Ct9 pourraient suggérer une régulation plus importante de ces genes pas des miARNs
JHUPLQDX[ DX GpEXW GX F\FOH GTRYRJpQgVH SXLVTXH OH
de latraduction ou dégradent leurs géenes. Pour aller plus loin dans cette analyse, il serait
LQWpUHVVDQW GH FRXSOHU OHV GRQQpHYV GTH[SUHVVLRQ C
PL$51V SHQGDQW OYRYRJpQqVH DILQ GH FRdtdgu@thkesd OHV C
MIARNSs régulateurs potentiels.

Cependant OYLGHQWLILFDWLRQ GHV FLEOHV SDU DQDO\VH ELRI
positifs (Mockly et Seitz 2019)Bien que nas ayons cherché a limiter ce nombre de faux

positif en utilisant dans notre étud§ L Q W H U V H F Viits ReQTa@etScad pt\iX @iRanda,

QRXV QRXV VRPPH LQWHUURJpHYV VXU OD S poungredpélep FH G 9D
sélectionner les bles en sélectionnant lescores de prédictiode meilleure qualité Cette
hypotheseHVW DFWXHOOHPHQW j OfpWXGH PDLV VRQ LQWpUrw
des scores proposés par TargetScan et miRanda.

Le clustering des genes différentagtient exprimés en fonction des miARNs dont ils sont

cibles a montré des résultats intéressants. En effet, certains groupes de génes spat ciblé

de nombreux miARNgierminaux DORUY TXH GYDXWUHV MREN& LELEOHV !
clustering regroupe aussesi genes spécifiguement ciblés par certains miAR&s genes du
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cluster Cmil sont préférentiellement ciblés par les miARNs a20, a310 et la8tluster
Cmi3 réunie les genes ciblés particulierement pas les miARNs a18Q, 484 et al85Le
cluster CmiSregroupedes geénes ciblés par les miARNSBrminauxa420 et a422Concernant
ces miARNSs ciblant les mémes groupes de génas peut se demander si leurs graines
VHUYDQW | OffeseEalgrht @3 BihiilRiI®s ou tres ressemblant.

<te te—"1 Ziadesgenes etleur régulation par les miARNs
1RV UpVXOWDWY PRQWUHQW TXH GHV JgQHV PRQWUDQW X
F\FOH G 1R YoBuinai®© \VEkierelies a une régulation spécifique des miARNs
particulieremenexprimés dans lesssus germinaux. Pour atl plus loin dans notre étude, les
deux clusterings effectués ont été compar@éschmptage des genes présenia fois dans les
clustersdéterminésa partir de leur expression différentéshu cours du temps (Ctl a Ctll) et
dars les clustergléterminésa partir de lets miARNSs régulateus potentiels (Cmil a Cmib) a
eteeffectué.

On peut constater que les gersmt ciblés tous un large spectre deniARNs et plus
particulierement les miARNs a20, a310 et aBlril) se retrouverdans tous les clusters en
SDUWLFXOLHU &W H Vexgriient fereiQemt 0T\ 4.Jag @uilsvigdefient que

la régulation de ¢V JgQHV SDU OHV PL$51V VITHIIHFWesH&hBsLW HQW
UpJXOpV SDU SHX GH PL$ 5t Daftticdliddmentvall kehgps T4 TD. On peut
pPHWWUH OYK\SRWKqgqVH GIXQH UpJXODWLRQ GHV PL$51V
G TR Y R J pésgogeémes particulierement régulés par al80, al8l, al84 e(@i8d se

retrouvent dans tous les clustdisla ciQ pWLTXH G JlRXY RrégeQog diHuse dans tous

les clusters ne semble par cohérente avec un mode de régulation dépendant de la présence
GIXQ PL$51 UpJXOpH DXeskgBnédJdtantcbley HePn8ARNS de maniere non
préférentielle sont exprimé&DQV OD PDMRULWpPp GHV FOXVWmHHdilY GH OL
plus particulierement dans ceux dont les géne/ fH[SULPHQW DX W@HREYV 7 HW
pPHWWUH O 1HKe &gulatidrg sytliq@par les miARNs avec une plus faible régulation

au temps TGt T4.Les genes particuliéerement ciblés par HW D &PL VIH[SUL
préférentiellement aux temps T4 et T5 ou Telapourraientsuggérewun réle répresseur de

a420 et a422 auWHPSV 7 7 HaIré@ plutbtpdndsvit la premiére phase gale
GIRYRJpQgVH

Tousces résultats nécessitent une confirmation biologigui2U OfH[SpULPHQWDWLRQ
si les cibles déterminés bioinformatiquement le sont bien biologiquerdentplus une
DQDO\WH GH OTH[SUHVVLRQ GHVIRLFIM BXHFBR XV UDIMAVD FNE
QRV UpVXOWDWY HW FRPSOpWHU QRV FRQQOdpgnddhtldsHV V XU
PL$51V RQW GHX[ PRGHV GH UpJXODWLRQV OfXQ pwDW
dégradation des ARNms cibles, le réle réguiatdes miARNs pourraient ne pas étre visible

DYHF OfDQDO\VH GX WUDQVFULSWRPH

3RXU FRPSOpWHU FHWWH pWXGH OHV WUDYDX[ HQ FRXUV

GHV OQF$51V VY{H[SULPDQW GDQV OYRYDLUH HW GpFRXY
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particulierement, une identification des cibles des INCARNS différentiellement exprimés au
FRXUV GH OYRYRJpQgVH Q VHUD eUg).2OIEV p TiL @D L\GRHX G H
MDFHQWH HVW GH UHFKHUFKHU GHV FLEOHV GH OQF$51V G
OfH[SUHVVLRQ GH VRQ OQF$51 UpJXODWHXUYV

"D X Wrt) HesShudes au sei@ X /3*3 RQW SHUP L WIG particqlie@éeptdH VvV HU
miR-202 (a80) (Gay et al. 2018)lls ont montré que l&nock-out de miR202 induit une

diminution de la fréquence de ponte, dumBUH Gf°XIV HW GH OHWXWWIE XDOLW,|
primordial de ce miRR02 dans la fécondité et la production des ovocytes: iBentifier les
mécanismes et génes ciblés par 802, unecinétiqueRNA-seq sur des ovairakl KO au

FRXUV GTXQ F\FOH GTRYRJpQ q\eHss5dRmMpandiSoh \WecWa diggel Q W p U H'
étudiée chez le médaka sauvage et présentée dans cd sapaidrpertinentel outefois, des
UpVXOWDWY SUpOLPLQDLUHV SDU TSghificafivieFGQHWOM R QSAUWHP/ \DLXF
de miR DX FRXUV GX F\FOH GTRYRJpQgVH FH TXL SRXUUDL
faisant intervenir un autre partéraou une régulation plus précoce lahs développement

GH OYRYDLUH 3RXU YpULILHU OD VHFRQGH K\SRWKQqQVH X
reproduction pourrait étreréalisée pour étudier les mécanismes impliqués ddas
GpYHORSSHPHQW GH OYRYDLUH
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Annexes

Annexel: MDS des 36 échantillong6 ovaires par temps TO, T1, T2, T3, T4 et T5) prélevés au cours du cycle
G 1R Y R J p€sgahbhtillons duempsT4 se regroupd bien, sauf T4_F1Les échantillons du temps T5 semble former u
groupe Les échantillons des autres temps semblent étre réunis entre eux.
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Annexe2: Heatmap et classification hiérarchiquedes 36 échantillong6 ovaires par temps TO, T1, T2, T3, T4 et T5)
SUpOHYpV DX FRXUV GX/FpFED @CNVRIBRINVGWB) QIHVW SDV FODASVLILp DYHF O
échantillons T2_F1, T3_F1, T3_F2 et T4_F1 semblent avoir une expression différente des autres temps qui se regroupent.
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