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Cartographie des marques épigénétiques
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Méthylation de l’ADN
Selon les organismes (plantes, vertébrés, invertébrés, micro-organismes) :

– Différents types de modifications (CG, CHG ou CHH) (dans ce cours focus sur CG)
– Différentes régions du génome affectées selon les organismes (souvent en lien avec larégulation des gènes)
– Transmission ou non à la génération suivante (reprogrammation méiotique)
– Connaissances plus ou moins approfondies
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Méthylation de l’ADN (CG)

Collas et al. 2007 (Journal of cellular and molecular medicine)

Ilôt CpG : 200 à 500 bp (ou plus)
Contenu G+C >0.5
Taux deCG_theorique/CG_attendu > 0.6
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Méthylation de l’ADN (CG)

From Boulard, DNA methylation and gene silencing (MOOC epigenetics)
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Tout le génome est méthylé sauf les éléments régulateurs actifs
Méthylation de l’ADN (CG)
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Exemples des effets de la méthylation de l’ADN

– Silencing de certains éléments du génome (gènes, transposons ...)
– Silencing de gènes sur le chromosome X inactif chez les femelles(vu avec Guillaume)
– Expression mono-allélique de gènes sous empreinte
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Effet sur l’expression des gènes
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Méthylation de l’ADN (CG)

From Boulard, DNA methylation and gene silencing (MOOC epigenetics); Devailly 2014
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Reprogrammation méotique

https://www.biozentrum.uni-wuerzburg.de/humangenetik/forschung/ag-prof-haaf/forschungsprojekte/epigenetic-genome-reprogramming-developmental-origins-of-health-and-disease/
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L’empreinte épigénétique

From Boulard, DNA methylation and gene silencing (MOOC epigenetics)
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L’épigénétique transgénérationnelle
Une définition :
La transmission de marques / modifications épigénétiques d’une génération auxsuivantes sans modifications de la structure de l’ADN.
En bref, même ADN mais traits différents.

Wikipedia; Skortsova et al. 2018 (Nature Review)
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L’épigénétique transgénérationnelle

From Sawarkar & Ritwick, Epigenetic inheritance of environmental stresses (MOOC epigenetics)

Passage d’une information en lienavec une condition‘environnementale’ stressanteentre grand-parents etdescendants
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L’épigénétique transgénérationnelle
Un exemple chez les plantes

Manning et al. 2006 (Nature Genetics)
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Méthodes moléculaires pour analyser la méthylation

Fan & Chi 2016 (Briefings in Functional Genomics); Chenarani et al. 2021 (Genomics)
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Méthodes moléculaires pour analyser la méthylation

Fan & Chi 2016 (Briefings in Functional Genomics); Chenarani et al. 2021 (Genomics); Helmsauer et al. 2020 (Nature Communications)

Séquençage long lecturesavec Oxford Nanopore
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Conversion bisulfite

https://epigenie.com/products/ffpe-bisulfite-conversion-kit/
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Conversion bisulfite

Grehl et al. 2020 (Frontiers in Plant Science)
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Conversion bisulfite

Extrait de présentation Frédérique Pitel
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Conversion bisulfite - exercice1

Extrait de présentation Frédérique Pitel

Calculez le taux de méthylation, pour chaque position (en couleur), pour une séquenceaprès traitement au bisulfite, après amplification PCR
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Conversion bisulfite - exercice1 - Réponse

Extrait de présentation Frédérique Pitel
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Conversion bisulfite - exercice1 - Réponse

Extrait de présentation Frédérique Pitel
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Conversion bisulfite - exercice2

https://epigenie.com/products/ffpe-bisulfite-conversion-kit/

– Écrire cette séquence non méthylée / partiellement méthylée / complétement méthylée
– Écrire les séquence forward / reverse
– Écrire les séquences après traitement bisulfite
– Écrire les séquences complémentaires après traitement bisulfite
– Calculer pour chacune de ces séquences les fréquences nucléotidiques
– Pour plus d’info sur la fréquence des dinucléotides : https://bioinfo-fr.net/frequences-des-dinucleotides-dans-le-genome-dorganismes-modeles
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Conversion bisulfite - exercice2



Titre de la présentation
Date / information / nom de l’auteur

RRBS
Reduced Representation Bisulfite Sequencing :

https://www.creativebiomart.net/epigenetics/services/dna-methylation-analysis-service/bisulfite-sequencing-service/reduced-representation-bisulfite-sequencing/

Enzyme = MspI
C/CGG
GGC/C
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Hands on: visualisation de données de séquençage bisulfite
– Récupérer les données RRBS poule mises à disposition surGenobioinfo/work/user/gdevailly/cours/ensat/toydata/rrbs/RRBS_igv.tar.gz
cd Downloadsscpyourname@genobioinfo.toulouse.inrae.fr:/work/user/gdevailly/cours/ensat/toydata/rrbs/RRBS_igv.tar.gz .tar –xf RRBS_igv.tar.gz

– Visualiser les données RRBS dans IGV(https://igv.org/app/)
– Génome : Poule (Gallus gallus)– Chromosome : 4– Positions : 2 Mb à 3 Mb début du chromosome– A voir : DMCs et DMRsA voir en plus : les SNPs
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Hands on: visualisation de données de séquençage bisulfite

Analysis from K. Karami, in prep

DMR : 2,858,109-2,858,165
DMC : 2,008,788 / 2,435,902
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Hands on: visualisation de données de séquençage bisulfite
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Hands on: visualisation de données de séquençage bisulfite
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WGBS

4 C / 5 ou 4 G / 5
8 C méthylés sur une position couverte par 5 lectures = taux de methylation80%
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Utilisation enzymes de restriction spécifiques de la méthylation

http://bio3400.nicerweb.com/Locked/media/ch17/DNA-methylation_HpaII.html
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Immunoprécipitation

https://www.ebi.ac.uk/training/online/courses/functional-genomics-ii-common-technologies-and-data-analysis-methods/genotyping-epigenetic-and-dna-rna-protein-interaction-methods/epigenetic-modifications/
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Avantages / Limitations
– Avantage:

– Adaptable– Peu couteuse si on accepte une sous representation ou une couverture faible– Analyses standard, beaucoup de développement
– Inconvénients:

– Repose sur un traitement de l’ADN (Bisulfite, enzymes ...)– Difficulté d’identifier un SNP versus une marque épigénétique au niveau des sites CpG
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Avantages / Limitations
– Avantage:

– Adaptable– Peu couteuse si on accepte une sous representation ou une couverture faible– Analyses standard, beaucoup de développement
– Inconvénients:

– Repose sur un traitement de l’ADN (Bisulfite, enzymes ...)– Difficulté d’identifier un SNP versus une marque épigénétique au niveau des sites CpG
Pourquoi ?
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Méthylation versus SNP pour CpG

Extrait de présentation Frédérique Pitel

SNP C -> T
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Séquençage
Oxford Nanopore Sequencing

– Lectures longues (plusieurs kbp)– Utilisation du signal électrique pour identifier la méthylation– Distinction entre SNPs et C-methylé possible et direct– Beaucoup d’outils en développement (méthodologie d’analyse pas encore stable)

Helmsauer et al. 2020 (Nature Communications)
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Séquençage

Fichier fast5/fastq/bam
Alignement

bed

Helmsauer et al. 202 (Nature Communications)
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Séquençage
Oxford Nanopore Sequencing - Outils

– Alignement : Megalodon, guppy, Dorado (directement au moment du séquençage, sur la machine ou aposteriori)
– Methylation : Nanopolish, modbam2bed, Dorado
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Méthodes bioinformatique pour analyser la méthylation
Pipeline standard pour l’analyse de la méthylation

????
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Méthodes bioinformatique pour analyser la méthylation
Data preprocessing(Quality control)

Methylation callingSequence alignment toreference genome

Detection DMCs /DMRsVariant calling

Satistics / Visualisation/Further annotation study
Shafi et al. 2017 (Briefings in bioinformatics)
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Méthodes bioinformatique pour analyser la méthylation
Calcul taux de méthylation
– à partir du tableau ci dessous calculez, pour chaque position, le taux deméthylation

Chromosome Position X (couverture) N (# C méthylé)
1 10 16 16
1 15 12 10
1 17 20 2
1 22 18 2
1 35 7 2
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Méthodes bioinformatique pour analyser la méthylation
Calcul taux de méthylation

Chromosome Position X (couverture) N (# C méthylé) Taux deméthylation
1 10 16 16 1 = 100 %
1 15 12 10 0.83 = 83 %
1 17 20 2 0.1 = 10 %
1 22 18 2 0.11 = 11 %
1 35 7 2 0.28 = 28 %
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Méthodes statistiques pour analyser la méthylation
Différentiel de méthylation
– Changement du taux de méthylation entre 2 groupes/traitements ...
– Identification

– DMCs (Differentially Methylated Cytosines)– DMRs (Differentially Methylated Regions) = regions comportant plusieurs DMCs significativementdifferentes entre groupes/traitements/individus.
– Test statistique

– Test exact de Fisher– Test Man-Whitney– T-tests
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Méthodes statistiques pour analyser la méthylation
Différentiel de méthylation
– Test statistique

– Beaucoup de marqueurs mesurés
– Correction pour tests multiples nécessaire
– Bonferonni / Benjamin-Hochberg (BH) / FDR (False Discovery Rate)

Ajuste la p-value (valeur de significativité) pour le nombre de tests que l’on effectue
Seuil de significativité diminue
Test plus strict
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Représentations graphiques

Liu et al. 2020 (Frontiers in cell and developmental biology); Laan et al. 2020 (Clinical epigenetics); Peng et al. 2018 (Clinical epigenetics)
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Développements futur
L’analyse de la méthylation pour :
– Voir l’impact de traitements, environnements ... Sur la méthylation
– Comprendre la régulation des gènes dans différents tissus, à différents temps,sous différentes conditions
– Comprendre les marques parentales non génétiques transmises
– Ajouter ces informations à la sélection, la conservation ... Comme processusd’adaptation, de plasticité


