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> Cartographie des marques épigénétiques
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> Meéthylation de 'ADN

Selon les organismes (plantes, vertébreés, 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 la
régulation des genes)

— Transmission ou non a la génération suivante (reprogrammation méiotique)

— Connaissances plus ou moins approfondies



Méthylation de ’ADN (CG)

A NH2 B CH3
l ” Cylosine 3' "GPC = E_l
= """__ &)
oF T CH3
SAM-CH3 ~_

| DNMT

SAMA l
NH2 116t CpG : 200 a 500 bp (ou plus)

,, - CH3 Contenu G+C >0.5

] | | 5-Methylcylosine Taux de
¢ CG_theorique/CG_attendu > 0.6

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



> Meéthylation de I’ADN (CG)
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From Boulard, DNA methylation and gene silencing (MOOC epigenetics)



> Meéthylation de I’ADN (CG)

Tout le génome est méthylé sauf les éléments régulateurs actifs
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> Exemples des effets de la méthylation de I’ADN

— Silencing de certains éléments du génome (genes, transposons ...)

— Silencing de genes sur le chromosome X inactif chez les femelles
(vu avec Guillaume)

— Expression mono-allélique de genes sous empreinte



> Effet sur I'expression des genes

Transcription

factors
E Gene silencing
m#m—'

Methylated CpG island

Transcription

factors )
Gene transcription

Methylated CpG island

Transcnptlon
factors
Unmethylated CpG island
MED preieins Gene silencing

MNeurologia. 2015;30:111-8

Pulido Fontes et al. 2015 (Neurologia)



> Meéthylation de I’ADN (CG)

Methyl-Binding Domains Some C2H2 Zinc Fingers
(MBDs) (ZFs)

Recognition sequence: 5mCpG, 5mCpA 5'-G5mCGGCA-3’

Phenotype mutation: Rett syndrome demethylation at some ICRs

Vert : Domaines protéiques de liaison a ’ADN méthylé mettant en évidence les hélices alpha et feuillets
Other members: MBD1, MBD2, MBD4 >600 béta. La double hélice d’ADN est représentée sous forme de boules de couleurs. Rose: groupe méthyl
des 5-méthylcytosines. Blanc : autres carbones. Bleu : azotes. Rouge : oxygénes. Orange : phosphores. A.
domaine MBD de MECP2 (PDB 3C2l). B. Domaine MBD de MBD2 (PDB 2KY8). L'interaction du domaine
MBD de MBD2 avec ’ADN méthylé est grossierement similaire a celle de MECP2. C. Domaine SRA de
UHRF1 (PDB 3F8l). Le domaine SRA sort la cytosine méthylée de la double hélice. D-F. Domaines a doigt
de zinc de KAISO (D, PDB 4F6N), ZFP57 (E, PDB 4M9E) et KLF4 (F, PDB 4GZN) en contact avec de I'ADN
méthylé. La position des deux hélices vis-a-vis des cytosines méthylées différe d’une protéine a I'autre.

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



> Reprogrammation méotique

Zygote Fetus
Genome Blastocyst

reprogramming

sttt sy et
Maintenance Maintenance Maintenance
of imprints of imprints @ of imprints

ﬁ

Establishment Erasure
of imprints of imprints

Gametes

% % Germline patterns

T T Somatic patterns
Primordial germ cells

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



> L'empreinte épigénétique
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From Boulard, DNA methylation and gene silencing (MOOC epigenetics)



> L'épigénétique transgénérationnelle

Une définition :

La transmission de marques / modifications épigénétiques d’une génération aux
suivantes sans modifications de la structure de I’ADN.

En bref, méme ADN mais traits différents.

Exposed pregnant Intergenerational Transgenerational
female effects effects

Parent F1 F2 F3

(FO) progeny progeny progeny

Fetus (F1)

Fetus‘
germline (F2)

Wikipedia; Skortsova et al. 2018 (Nature Review)



> L'épigénétique transgénérationnelle

Stress
Sensor ,
Somatic cell Passage d’une information en lien

Sighaling to avec une condition

h . ‘environnementale’ stressante
chromatin entre grand-parents et

descendants

Epigenetic '
machinery Germline

Inheritance of
phenotypes

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



> L'épigénétique transgénérationnelle

Un exemple chez les plantes

One allele, two
epialleles:

Crr el
Crr

I - SBP gene
mmm : [E insertion

¢: unmethylated C

t: methylated C

Cnrt/C Cnrt/Cn /Cnr
nrt F

Manning et al. 2006 (Nature Genetics)



> Méthodes moléculaires pour analyser la méthylation

DNA Methylation Analysis

e,
DeepSequencing Approaches o Array-based Approaches

Bisulfite & BiMP & Infinium
Conversion . ® GoldenGate
Methylation-
HELP-seq @ Methyl-seq @ Specific #DMH e CHARM #MMASS
MSCC @ Restriction # HELP @ Methyl-Scope
Enzymes

MIRA-seq @ MeDIP-seq ® & MeDIP-Chip & mDIP

e MIRA

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



DNA Methylation Analysis

i —— S
Array-based Approaches

Deep@equencing Approaches |

& BiMP & Infinium
@ GoldenGate

Methylation-
Specific ¢«DMH e CHARM @ MMASS
@ HELP @ Methyl-Scope

HELP-zseq @ Methyl-seq &
MSCC @ Restriction

Enzymes

& MeDIP-Chip & mDIP

MIRA-seq @ o MIRA

MeDIP-seq @

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

Méthodes moléculaires pour analyser la méthylation

%
\L_{
MeC Raw read
c assembly
F N
g T A T
L]
= =g

Séquencage long lectures

avec Oxford Nanopore




Conversion bisulfite

Me Me Me
l | |

GATCGACGATCGGAGCGTAGGTACGACGETT

Bisulfite Conversion
Me Me *

I [ I
GATCGAUGATCGGAGUGTAGGTAUGACGTT

Me

i e * PCR Amplification

I I [
GATCGATGATCGGAGTGTAGGTATGACGTT

Me

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



> Conversion bisulfite

PCR
Bisulfite Treatment ATTACGATTGATAT-3’ Original top (OT)

m m ; 457

] TAATGCTAACTATA-5
A AR AT CRAT AT ATTACGATUGATAT-3" Complementary to original top (CTOT)
TAATGCTAGCTATA-5’ | TAATGCTAGUTATA-5’
]

0 ~ ATTACGATCAATAT-3" Complementary to original bottom (CTOB)
m - TAATGCTAGTTATA-5’ Original bottom (OB)

Grehl et al. 2020 (Frontiers in Plant Science)



> Conversion bisulfite

mC mC
| | .
En gras les cytosines d'origine CCGGCGTAAACGCTCGG>> Original Top strand (OT)
{{GG?CGCATTTGCGAG?C '""*-Qriginal Bottom strand (OB)
mC mC

Bisulfite + PCR H"j[

TCGGTGTAAATGTTCGG>>“"

"
™
o
st

“<<GGCTGTATTTGTGAGCT

Sequencing + Mapping

TCGGT TGT -

ACA A A

En bleu les dinucléotides CG qu'on analyse CCGGCGTAAACGCTCGG Reference sequence (IGV)

Extrait de présentation Frédérique Pitel



> Conversion bisulfite - exercicel

Calculez le taux de méthylation, pour chague position (en couleur), pour une séquence
apres traitement au bisulfite, apres amplification PCR

GATTGATGATTGGAGTGTAGGTACGACGTT
GATTGATGATTGGAGCGTAGGTACGACGTT
GATTGATGATCGGAGTGTAGGTATGACGTT
GATTGATGATCGGAGCGTAGGTATGACGTT
GATCGATGATTGGAGTGTAGGTACGACGTT
GATTGATGATTGGAGTGTAGGTATGACGTT
GATTGATGATTGGAGCGTAGGTACGACGTT
GATTGATGATTGGAGTGTAGGTACGACGTT
GATTGATGATTGGAGTGTAGGTATGATGTT

Extrait de présentation Frédérique Pitel



> Conversion bisulfite - exercicel - Réponse

GATTGATGATTGGAGTGTAGGTACGACGTT
GATTGATGATTGGAGCGTAGGTACGACGTT
GATTGATGATCGGAGTGTAGGTATGACGTT
GATTGATGATCGGAGCGTAGGTATGACGTT
GATCGATGATTGGAGTGTAGGTACGACGTT
GATTGATGATTGGAGTGTAGGTATGACGTT
GATTGATGATTGGAGCGTAGGTACGACGTT
GATTGATGATTGGAGTGTAGGTACGACGTT
GATTGATGATTGGAGTGTAGGTATGATGTT

% methylation = C /(C+T)

Extrait de présentation Frédérique Pitel



> Conversion bisulfite - exercicel - Réponse

GATTGATGATTGGAGTGTAGGTACGACGTT
GATTGATGATTGGAGTGTAGGTACGACGTT
GATTGATGATCGGAGTGTAGGTATGACGTT
GATTGACGATCGGAGCGTAGGTATGACGTT
GATCGATGATCGGAGTGTAGGTACGACGTT
GATTGATGATTGGAGTGTAGGTATGACGTT
GATTGATGATTGGAGCGTAGGTACGACGTT
GATTGATGATTGGAGTGTAGGTACGACGTT
GATTGATGATTGGAGTGTAGGTATGATGTT

10 10 30 20 60 90



> Conversion bisulfite - exercice2 caATcGACGATCGGAGCGTAGGTACGACGTT

Ecrire cette séquence non méthylée / partiellement méthylée / complétement méthylée

Ecrire les séquence forward / reverse

Ecrire les séquences aprés traitement bisulfite

Ecrire les séquences complémentaires aprés traitement bisulfite

Calculer pour chacune de ces séquences les fréquences nucléotidiques

Pour plus d’info sur la frégquence des dinucléotides : https://bioinfo-fr.net/frequences-des-
dinucleotides-dans-le-genome-dorganismes-modeles

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



> Conversion bisulfite - exercice2

Seq_F >>>
Seq_R <<<
Meth0 >>>
<<<
Meth_parti¢>>>
<<<
Meth_full >>>
<<<

Y 0 e O e £ R e P

>

e O 3 . O O I D 1 IS B

>

tot fA fT fC G
>>> 30 7 6 6 11 0.23 0.2 0.2/0.37
<<< 30 6 7 33 6 0.2 0.23 0.37 0.2
>>> 30 T 2 9 11 023 04 00.37

30 12 71 11 6 04023037 O
<<< 30 6 13 5 6 0.20430.17 0.2
30 13 6 6 5 043 02 0.20.17
>>> 30 7 9 3 11 0.23 0.3 0.1 0.37
30 9 il 3 0.3 023037 0.1
<<< 30 6 10 8 6 0.2 0.330.27 0.2
30 10 6 6 8 0.33 0.2 0.2 0.27
>>> 30 7 6 6 11 0.23 0.2 0.2 0.37
30 6 Vil - 6 0.2 0.23 0.37 0.2
<<< 30 6 7 13 6 0.2 023037 0.2
30 7 6 6 11 0.23 0.2 0.2/ 0.37




> RRBS

Reduced Representation Bisulfite Sequencing :

Q
: Q CGG Cc @
CCGG — CCGG C GGC CGG C
= = icos c md G6e
: GGCC — GGCC C GGC CGG c
Genomic DNA Restriction Enzyme Digestion c GGC End Repair
Q Q
— =T 11— . CGG C [ Coo C
- = C GGCT Il - C GGC
Adapter Ligation A-Tailing
| P
T '
)" Q Q -
N CGG U i | = T CGG T == =
Size Selection
Bisulfite Conversion PCR Amplification Sequencing

Enzyme = Mspl

C/CGG
GGC/C

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



— Récupérer les données RRBS poule mises a disposition sur
Genobioinfo
/work/user/gdevailly/cours/ensat/toydata/rrbs/RRBS igv.
tar.gz

cd Downloads

scp
yourname@genobioinfo.toulouse.inrae.fr:/work/user/gdevailly/cours/ensat/toyd
ata/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 a 3 Mb début du chromosome

— Avoir : DMCs et DMRs
A voir en plus : les SNPs

ooooooooo

cuoz8as2

P

i

—

cMo28430

028431

chozBas2

2028432

143339288

3273

3437304

157853



> Hands on: visualisation de données de séquencage bisulfite

DMR: 2,858,109-2,858,165
DMC : 2,008,788 / 2,435,902

log 10{FDR)

) !a;:

:""'“hﬂ iﬁﬁ ‘illi l‘i "l” i |il| lnﬂ

2 1!“!.321”“"3“““17”

Analysis from K. Karami, in prep



> Hands on: visualisation de données de séquencage bisulfite
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> Hands on: visualisation de données de séquencage bisulfite

TCGGTGTAAATGTTCGG

CCGACATAAACACTCGA

‘ IGV  (Ncosas3sa v| | c052535.1:2,497,083-2497,1. Q 61bp (Cursor cuide ) (Cenrer e ) (NS & o O ‘
| )

™

2,497,090 bp 2,497,100 bp 2,497,110 bp 2,497,120 bp 2,497,130 bp 2,497,140 bp

CGCAGCCCGGGAGGGCTTCTCCCTTCCCTGCAGGGGGCCTTBGGCAGACACAAECCGGG .#

o)

21:| [510_trimmed_bismark_bt2.sorted.trimmed.bam

0

[T

|i



> WGBS

Sequence —

i 1oV - T D U ==
File Genomes View Tracks Regions Tools GenomeSpace Help
Gallus_gallus.Gallus_gallus-5.... = | |3 » | |3:40,458,782-40,458,822 o Bt « » @O = 3 | = RRIARRNA R RARAARAAR! NEa|
|
i # bp
40 458 730 bp 40 458 300 bp 40 458 310 bp 40 458 320 bp
| | | ! [ ! [ ! .
T127emb03_R1_bismark_bt2_pd -
clean.bam Coverage ..... .
| | A
A A n [ A n A
A T [ a A A
A P A A A
T T P T T T T
T F =] T T T
7127emb0S_R1_bismank_bt2_ps T T i T T T T
clean.bam T T I I T T T T
A A A 1 a a
T  ; g T S=ar T
T P T AT T T
] .

tracks lnaded

3 40 458 816

|[1214 of 259M

4C/50ud4G/5=>

8 C méthylés sur une position couverte par 5 lectures = taux de methylation80%




> Utilisation enzymes de restriction spécifiques de la méthylation

*

CCGG CCGG CCGG
NN 66 YN ¢ 6 NN 6 cc NA
*

alaII
*

CC GG CCGG CC GG
*

Nonmethylated Methylated sites Nonmethylated
sites are cleaved  are not cleaved  sites are cleaved

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



Immunoprecipitation based methods

> Immunoprécipitation

Methv!ated/

cytosine

Antibodies specific to
the epigenetic mark are
used to purify the

modified DNA

The purified DNA is

analysed by microarray or
next generation sequen%
AAGCTTGCA

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/



> 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 I’ADN (Bisulfite, enzymes ...)
— Difficulté d’identifier un SNP versus une marque épigénétique au niveau des sites CpG



> Avantages / Limitations
— Avantage:

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

— Inconvénients:

— IDifficulté d’identifier un SNP versus une marque épigénétique au niveau des sites CpG

Pourquoi ?



> Meéthylation versus SNP pour CpG

n’iC n’iC rriC rriC
En gras les cytosines d'origine CCGGTGTAAACGCTCGG>> CCGGCHTAAACGCTCGG>>
xiiGG?CACATTTGCGAG?C \\\\ iiGG?G ATTTGCGAG?C
i
J/ mC mC \\ mC mC
.-/J \"'-,
/ . : \
/ Bisulfite + PCR '|
/ / SNPC->T
f f//
y\x TCGGTGTAAATGTTCGG>>
;“{{GGCTATATTTGTGAGCT

Sequencing + Mapping

TCGGT TGT e

ATA A A

En bleu les dinucléotides CG qu'on analyse

CCGGCGTAAACGCTCGG Reference sequence (IGV)

Extrait de présentation Frédérique Pitel



> Séguencage
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)

a DNA

[l b Methylation

MeC Raw read
c assembly
]A ; &1,

= r\l DMAme
detection

Currant

N

Manopore
Mambrana

Helmsauer et al. 2020 (Nature Communications)



> Séquencage

Fichier fast5/fastg/bam

Alignement
Raw read
assambly
’ \ DNAmMe
detection
bed CIE|000812;

Helmsauer et al. 202 (Nature Communications)

CMOOO812.




> Séquencage
Oxford Nanopore Sequencing - Outils

— Alignement : Megalodon, guppy, Dorado (directement au moment du séquencage, sur la machine ou a
posteriori)

— Methylation : Nanopolish, modbam2bed, Dorado



> Meéthodes bioinformatique pour analyser la méthylation

Pipeline standard pour I'analyse de la méthylation

2222



> Meéthodes bioinformatique pour analyser la méthylation

Data preprocessing
(Quality control)

Sequence alignment to

Methylation calling
reference genome

Detection DMCs /

Variant calling DMRs

Satistics / Visualisation/
Further annotation study

Biological Experiment data:
Input ok Reference * Datatype:
experiment genome + Methylation data
data +  Data format:
- FASTAFASTQ
/’Ihﬂn preprocessing:
Data preprocessing + Quality trimming: \
V " = Reduces the methylation call emors
+  Adapter trimming:
Data preph g s Increase mapping efficiency

+  Available tools:

s FASTX-Toolkit, PRINTSEQ, SolexaQa,
\ Cutadapt, Trimamomatic, Teim Galone. ete. _’/

Y

Alignment

Aligning the reads I—'

/t;i;:ninu the reads and methy lation calling:
Alignment +  Estimate the methylation levelsscares of the Cpii sites
statistics +  Threeletier aligners:

Y

+ Bizmark, BS Seeker. MethylCoderzic.
+  Wildcard aligners:

+ BSMAP, RRBSMAP, GENAFP. RMAP, eic

Methylation calling I——

Methylation
statistics +  Duta Format:
L \ + SAMBAM

Postaﬁment :----------—--------- e Ll
: Post alignment analvsis
{optional) I

Post slignmmncnt snalysis:

+  Mathylation statistics

+  Wisnalisation of methylated sites
+  Available toals:

. BiQ Analyzer, QUMA, BRAT, McthyQA , BSPAT, MethGo

DM amlysis ' Tdentify DMCs:
‘ Tdentification of DMCs +  Tdentify differentially methylated CpG sites using statistical approaches
+ Crucial properties to consider:
L Sequencing depih. biclegical variation, spatial correlation
Tdentify DMRs:
+ Group the DMCs using neighbor Cp(G sites.
| Identification of DMRs & :
= Logistic regression, smoathing, HMM
l = Eniropy. mixed siadistical, cic

Output ’ List of DMCs/DMRs

Otpat types:
+ List of differentially methylat=d sites/regioms

Figure 2: The workflow of analyzing DNA methylation using bisulfite sequencing data.

Shafi et al. 2017 (Briefings in bioinformatics)




> Meéthodes bioinformatique pour analyser la méthylation

Calcul taux de méthylation

— a partir du tableau ci dessous calculez, pour chaque position, le taux de
méthylation

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



> Meéthodes bioinformatique pour analyser la méthylation

Calcul taux de méthylation

Chromosome X (couverture) N (# C méthylé) Taux de
méthylation

1 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%



> Meéthodes statistiques pour analyser la méthylation

Différentiel de méthylation
— Changement du taux de méthylation entre 2 groupes/traitements ...

— ldentification
— DMCs (Differentially Methylated Cytosines)

— DMRs (Differentially Methylated Regions) = regions comportant plusieurs DMCs significativement
differentes entre groupes/traitements/individus.

— Test statistique
— Test exact de Fisher
— Test Man-Whitney
— T-tests



> Meéthodes 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 |I'on effectue
Seuil de significativité diminue
Test plus strict



> Représentations graphiques
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FIGURE 1 | Differential methytation analysis. (A) Volcano piot for differentially methylated CpG sites between nommal renal tissue and renal cel carcinoma. (B) The
methylation levels. of the 11 CpG site in the high risk group, low risk group, and normal renal tissue group.
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Fig. 3 (sec legend on

next page)
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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 I'impact de traitements, environnements ... Sur la méthylation

Comprendre la régulation des genes dans différents tissus, a différents temps,
sous différentes conditions

Comprendre les marques parentales non génétiques transmises

Ajouter ces informations a la sélection, la conservation ... Comme processus
d’adaptation, de plasticité



