Etude du méthylome spermatique
porcin par des approches MeDIP-seq
et pyrosequencage
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Notre objectif:

Rechercher de nouveaux
marqueurs pour predire les
problemes de fertilités chez les
animaux d’elevage
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La méthylation de PADN

Comment coder le code

Une marque épigénétique directement liée a PADN

La méthylation de 'ADN est la plus ancienne marque épigénétique décrite, des 1950
pour la 5-methylcytosine (Wyatt, Nature) et dés 1953 pour la 5-hydroxymethylcytosine
(Wyatt and Cohen Biochem J).
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La méthylation des cytosines est essentiellement décrite comme une marque
répressive, des régions fortement méthylées étant transcriptionnellement inactives
(cas des éléments mobiles du génome). Ce dogme est actuellement fortement remis
en question, méthylation des corps géniques et transcription eétant corrélée
positivement.
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La méthylation de PADN

Une marque épigénétique directement liée a PADN

Dynamique de méthylation de '’ADN dans des cellules germinales humaines
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La méthylation de PADN

Une marque épigénétique directement liée a PADN

Des modifications du méthylome peuvent moduler les phénotypes et sont

transmises entre génération

F1
Foetus=somatique+lignée germinale

Effets multigénérationnels
=F0+F1+F2, toutes exposées 4

Future F2
=F1 lignée germinale

Effets transgénérationnels <
=F3, non exposées F3

FO

Femelle gestante

Perturbation in utero
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La méthylation de PADN

Comment coder le code

Une marque épigénétique directement liée a PADN

Des modifications du méthylome peuvent moduler les phénotypes et sont

transmises entre génération
Cubas et al. Nature 1999
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Des anomalies de méthylation dans la semence peuvent affecter le
phénotype des descendants sans affecter la sequence nucléotidique
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Verrats infertiles
Caryotypes normaux ou porteurs
d’anomalies chromosomiques
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Approche moléculaire

Analyse locale Analyse locale Méthylome
Conversion Bisulfite MeDIP + QPCR (Me-DIP-Seq)
Pyroséquencgage
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Analyse de la methylation de ’ADN par la technique

d’immunopreécipitation de ’ADN methyle

ADN génomique

ADN génomique
Fragmenté par sonication

VAV AV AV V4 ADN dénaturé et

immunoprécipité

Populations d’ADN
N\Xt\/ enrichies en cytosines
W méthylées ou

hydroxyméthylées
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Analyse locale des niveaux de méthylation de TADN

n
cpprmnflmm ez des animaux normaux et fertiles
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Analyse par immunopreécipitation de ’ADN methyle et QPCR

1 asthénospermique 2 oligospermiques N
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5 contrdles 3 tératospermiques

2 OAT avec
translocations
Nous avons testé 153 couples d’amorces correspondant a 3 1genes soumis a
empreintes, 6 genes du développement embryonnaire précoce et 3 genes controles
(40 genes au total).

Sur ces 153, nous avons validé 67 couples d'amorces correspondant a 26 genes
soumis a empreinte, 5 du développement précoce et 3 genes controles (34 genes
au total).

La majorité des loci ne présente pas de difféerence entre animaux
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Analyse locale des niveaux de méthylation de TADN
spermatique chez des animaux normaux et fertiles
51 IGF2R 12 56 MEST| prom3

109 GNAS ilot2 110 GNAS ilot3
12 12
10 10 T
8 8
6 6
4 4

T -

2 ~ . T - T 2 . - - -
0 - 0 =

Dans certains cas, des différences semblaient significatives sur deux réplicats
expérimentaux. Mais une validation par une autre technique nous semblait

nécessaire de part la grande variabilité des données
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Conversion bisulfite de TADN et pyrosequencgage

* Principe:

bisulfife Pyrosequencage
O—0—O % o >

PCR

AL Lhi{ Ili uL ‘L.l ML.I\F[BLll
TG ACTEACTGACTGAC TG ACTEACTEACTGAC TEACTEA
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Notre expeéerience du Pyromark

Dessin des amorces pour la PCR avec le software PyroMark Assay Design 2.0

S
¥ PyroMark Assay Design - [Assay! - Position105, Position106
# File Edit Assay Windows Help

s T 9 eo
Description: | @ Q

~o
Dngmal Sequence Editor Converted Sequence | Graphic view | Final Primer set | A ]
1 (GGGTCGI 111 [TATGI 1CGG AGI IAATGGG ACGGCGGGG CGGGIAGATT ATAGGTGICG G | 1CGGGIA TCGITGITI1 CGGITCGGGA GCGTITGI TG GAAAAGGGT! TAGAGCGITG 1CGGTIITIT TITATIGITI CGITITIACG AGITTATAGTH Ly
TATTTTCGTT TTTTTTGCGT TACGAGCGGA TTTCGGGGTG CGGGGGGTGG GCGGAGTCGG ATAGTTITTT €GTTCGGGGT ATGGCGTTAC GTATTTGTTT CGGTATTAGT TTGGGTGGTC GTAATTCGTT TCGAGTATAG AAGTGGGAAA CGCGGTAATA —F1  [TAGGAGGAAGAAATGATAAAATTTY
TTGTTCGCGG TTGTAGTTCG AGGCGGTCGT TTTTTTTITT AAGAGGAGGE GGTTGGCGAA TTTTTTCGAG TTTCGTGTTG CGCGGTTCGG TTTTGITTCG TTTITITTTIT GTTGTACGTC GTCGTCGCGG GOGGTTCGTA GGCGATTCGT TTTATTTCGT
TTTTATTGAA GCGGGGTGAA CGTGTTTTTT AGGGTCGGAG TCGGCGGATT TAGTTTAGAT TAGTCGGGTC GGGCGTTGTT TITCGTCGGG TCGAGTTITT TTTTTGTCGG TAGTAGGGAG GGAACGCGGG TGACGCGTAG TTTTTAGTCG CGACGCGTAC ~oR1 [ACTTTATATTCAACAAAACCTCTA ¥
(GAAGTATTGT TCGAAGGTGT TTTTTGACGG TTTITTTAGT TATAAATTCG TTGITATCGC GTATAGITGG TTGICGITTA CGTGCGTAAA GITGICGCGT TATTTTGCGA TTGITTAAGA AATTAAAGTA TTTTTATTIT TTTGATTICG TITGITTTAA
AT TTTTTTAAGT TTTTTTTTGI AAATAAGTAT TAGAAAATAA TTTTGAAAAT AGTAGTTGGA AGTTTTTGAA GGITGTTAGT TGGTTGGAGT TGGTAGAGTA ATATITGTAT AGATTTCGAA TTTTTGATTA TAAGAGATGA ATTTTTTTTA = 51 [ATTTAGGTTAATTTGTATTATAAA &
ICGTTTATTTT ATTAGGGAGT ATTTATATTT GITTAAGTTT TTGITATATT TGITGATTTT TGITTCGAGG ATTTAGGATA GITATTATTA AGTAGGTATT AGGAGTACGT AGTATTAATT TATTGITAAT GITTTATTAT AGATAGGGTT TTTTATAAGA
ITGCGATTAAT TGTCGTAATT TTAGGTGAAG TTATGTTAAT TGTTGTAGGT AATTAATATT GATATTAATT TATTTGTTTG ATTAAGGTTA GATTTTGATT TGAGATAGAT TTATAGTAAA AATAAATAAA AATAATAAAT TAAATTAATT AAATAAAAAA [ Unseses [rrmarsasen x| [P0V
IATTATTATTA TTAAATTTTT AAATATATGT TTGTTTTTGT TTATTTTGTT TTTTITITTT CGTGTTAATT TTTTTTTTAA TTTTTAGTGT TAGATATTAG GAATTTTATA GGTTGAAGGG AGTTCGATCG TATTGTTATT AATAGTGGGT TTTGGGATTT Prmers
(GTTGTAGTTA TAATATTAGT TGTTTATAAG GTGGAAGTAG TTTTTTTGGT ATAGTATTTT ATTTTTTCGT AGTAGTATTT TATTAGGTTT TAAAGTTAGA ATTAGTTTGT TTTGTAATAA TTTTTTTTTA ACGATGAATT TTTGTATATA GATGAGATGA
IATTAAGGTTA AGTACGTGTT TTTTATTAGT GTTTTTAAAT TTATGAGTAA ATATTATTGA GGTATATTAT TGTTTGTAAA TAAGTTTGTA TTTGTTAAGT TGATGAAGTT AGTAGTATAG ATATTAAGIT TATTAGTATT AAAGTGGAAA ATTATAGITT F1, |2 Tl TACGAGIAASMAATGATARAATI. |-
IAAGTTTTTTG TGAGTGT TG TATGGATGTT TATTATAGTA TAGATAGTAG TGTTATAAAT TTTATTGTTA TTAAGITAGG AGGTGTTAGA ATTTTATTIT TTATTTATAT ATAAATTTAA TTAAAATTTA AGTAGATTCG GTATGTATGT TITAGTTCGG o7 9 Rl ACTTTATATICAACRBARCCICT..
IGTTTGTTTTA TGTATGAGAT AATTTITIGT AAGTTGAAGT AAATTAAAGT TAAGATGTAT AGTTAATGAG TAGGTTTATA TAGATACGGT ATGATTATAA GGTTTGAGTA AATATTTTTT ATTATTTAGG GITGTAAGAT AATTTTTATT TTTITGITTT - 81 ATTTACCTTAATTICTATTATAL.
IATAAGTAATG GAAATAAAGT TGAAGTTTTT TTTTTTTTTT TITGTTITIT GGTATGTTTT TTGGAGTTTT ATATAATATT AAGAATTGTT TTGGAGAGAT GTTGAGAAAA TGTATGGATT AGGAGGAAGA AATGATAAAA TTTGATATGA AGATAGAATT
TTATAAATTA AATGAATTTT ATTTATAATT TGTTTTTAAA ATTAAAAAAA ATATGATAAA GTAATTGTTT AGAAGTTTTT AGTTGTTTTT TAAATATTTA ATTTAAATTG TATGGAAGTG TATTTTAAAT AGTAGTAGAA ATTTAGATTT AGGTTAATTT =2 - T2 CORGOALCALMTGATIALATTIC
SNy W N sG] AGTTAGAATT TAGAAATTTT TATTTAATAA TTAATATGGT TATTTTTTTA TAGATTAAGT ATTCGAAATA ATTAATTTTA AAATAAAGTA TTTTTTTTTA TAGTGITACG AGTATTTTTGHRRPYINg T W¥e gy iayyy & R ACTTIATATICAA =
ATTAAGTAGA TATTTAAGGT TGAGTITATA CGAAGITGT TITGAGITIG GGAAAATATA [TAAAAATAA GITAAGTATG TTAGAGGT T TGITGAATAT AAAGTTTAAT TAAGAGITTT TAGITGGGGT ATATTTAATA AAGGTAAGGT TATGTAAAGT T 51 AIITRGSTIAAITIGIATIATRA.
IATGAAAATAT TATTTGTTAA ATAAATTAAT TAGTATTTAA TTTTGCGGAC GTATAGGTTT ATCGTTTTAA TTAAGTATGT TAAGTTAAAT TATATAAGAT ATTAATATTA TTTTGGTTTA TAGATTTTGT TTAGGTGTTT TAGATTGTTA GATTTTAGTA ) T T T ————————
TTATGATTGT GTAGTTAAAG TGTTAAAAGG AAGTTTTATA GTGAAAGTGT ATAATTGAAT GTTAAGTATT TATTTTTTAT TTAAGAGAAT AGTTATTTTG ATTTTTTGTT TATATTTTAT Rl  ACTTIATATICARCARARCCICT.
L3 51 ATTTAGGTTALATTTGTATTATAR
# 4 F4  AGGAGGAAGAAATGATAAAATTT.
&% [~ R1  ACTTTATATTCAACARARCCICT..
51 ATTTAGGTTALATTTGTATTATAR
# = F5  ATGTATGGATTAGGAGGAAGARL
o1 aeTTraTiTTAaLeaMALAATAT
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Notre experience du Pyromark

Analyse qualité d’'un «Runy
oG e

Overview

Analyze
110GNAS 110GNAS EN
Sample ID
1857 1548 2861 2873 ¢/ Bl
.............................................................................. == Quality
[ [ [ [
R BETS Y Well Information
j, - Anslyss parameters have been
g5 A cdied
A1 (Edited)
Assay: 110GHAS
............................................................................................................................................... S| samplem: 75
Note:
Warnings
Paosition 5
[A1 GTATGTATAAAATTTTATIYGAT T TGGAAATTGATTTTTTGGTGATGYGYGYGYGTTTYGTITTTGT TAYGGTTTGAGT I TTTTTGATGAGAATGT ITGYGGGGTAAAGTGAAGYGTTTTGAGATTTGAAA ;“"Cﬁ;!"ﬁif_‘due_‘ﬂb:'@" S:m
2viation in variable position
El 28] o1s) 1) g 124 El (] () Position 7

-Uncertain due to high sum
deviation in variable position

Position 8

~Failed due to high peak height
deviation at dispensation: 78,
~Uncertain due to high sum
deviation in variable position

Position 9

~Failed due to high peak height
pg deviation at dispansation: 78, 94.
-Failed due to high sum deviation
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Quelques resultats

MEDIP+ QPCR BS + Pyrosequencage
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Quelques resultats

MEDIP+ QPCR BS + Pyrosequencage
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Quelques resultats

109 GNAS ilot2 110 GNAS ilot3
12 12
10 10 T
8 8
6 6

One imprinted locus is reproducibly hypermethylated in 3 OAT animals (from
which two are carriers of chromosomal abnormalities)
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Carte tout-genome des niveaux de éthylation de
PADN sperma atique chez de

rmati animaux fertile
ﬂ Wl v Ll ina (€ % 1

Etape 1 : MeDIP et séquencage

: : Séquencage
5hmC 4 ;

Séquencage pair-end sur 2 lignes

(

: R correspondant a 400 millions de
2 animaux controles sequences (40Gb)
Large White .
F/@
/

Préparation des librairies (kit Bioo
Scientific NEXTflex™ Methyl-Seq) avec
des adaptateurs non méthylatés

MeDIP
Amplificati ification et Plateforme Génomique
mplification, quantification e Olivier Bouchez
chargement

Emeline Lhuillier
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Carte tout-genome des niveaux de éthylation de
rtiles

’ADN spermatiaue chez des animaux
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Etape 2 : Analyse des données

@ Sequence Quality (Plateforme Génomique: Gerald Salin, Frédéric Escudié

. FastQC: reads quality, GC%, N content, Length, Duplication level ,K-mer
profile, overrepresented sequences

. ContaminationSearch (bwa)

. InsertsSizes(Picard tools)

Reads alighment to Reference genome (Sus scrofa 10.2)
®:

Alignment quality

. Samtools flagstats

Cleaning of improperly mapped reads (command bamfilter Sylvain Foissac)

. keep pairs only if both reads are mapped

. keep pair if both reads map on the same chromosome

. keep pairs with inward reads only (= &)

. remove duplicates

Reads visualization using Segmonk

Methylation analysis
@ MACS 1.14 ou 2.0 versus MEDIPS package

MeDIP quality analysis (CpG coverage, local analysis)

Annotations coverage
Pluripotency and imprinted genes analysis
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Carte tout-genome des niveaux de m
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Etape 2 : Analyse des données: alignements

Sequencing and alignment statistics

Samples MNumber of %GC Median Insert size Mean Insert size % Properly paired % ¥ate paired on other % Duplicated %o A} test OK
sequences chromesomes reads

Pig | 5hmC replicate | 29102 947 47 345bp 315bp &7 5 41 31 (2 021 213 reads)
Pig | ShmC replicate 2 38554 329 47 33lbp 305bp &8 5 &0 14 {5 783 149 reads)
Fig | SmC replicate | 38 585 806 45 281 bp 284bp 80 4 9 72 (27 781 780 reads)
Pig | 5mC replicate2 40921 540 46 286bp 289bp 80 5 9 72 (29463 |20 reads)
Pig | input 15678 930 Al 271bp 278bp 79 5 5 77 (35 172 776 rcads)

Fig 2 ShmC rephcate | 37039726 43 263bp 170bp 75 2 10 65 (24075 821 reads)
Fig2 5hmC replicate 2 25284578 44 270bp 276bp 77 2 7 70 (17 699 204 rcads)
Pig2 5mC replicate | 65 381 423 44 238bp 241 bp 82 1.3 5 77 (50 343 695 reads)
Pig2 5mC replicate 2 43569 927 4 258bp 252bp 82 1.4 4 78 (33 984 543 reads)
PigZ input 42 06t 159 40 241bp 244bp a2 1.2 1.5 80 (33 651 327 reads)
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Carte tout-genome des niveaux de méthylation de

PADN spermatiaue chez des animaux fertiles

Ay 4 | \.— 1114 \-I\'UIV il i N\ LLriin i w il Wil Www

Etape 2 : Analyse des données: visualisation des alignements (seqmonk)
Gene PoII

|- Sus sarola Ssaolall.d
B i Arretation Sets !
¥ 4 Duta Sets

" A | :
| Frobe Lists

T T T T T T T T
114,108,000 114,367,500 114,110,000 114,112,500 144,115,000 14,117,500 114,520,000 114,122,500 14,1285, 0
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Pearson comelation coefficient

10

06

04

02

Contréle qualité avec le package MeDIPS

Pigl 5hmC chr.1

Saturation analysis

Pigl 5mC chr.1

Saturation analysis

e e o o
i e
//
f
,/ W Saturation
4t W Estimated saturation
T T T T T
0Oe+00 2e+05 4e+05 Be+05 8e+05

Number of reads
Saturation cor 0.93; Estimated cor. 096

Total number of CG's: 2715927

<=0x (56.49%,

>5x (0.74%)

5.5X(217%)
445 (377%)
3.3%(4.76%)

1-1% (11.26%) "

2.2x(11.81%)

177581 of 1558661 reads (11.39%) do not cover a pattermn

Enrichment.score= 1.04
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Pearson correlation coefficient

o | - e
o =
=
= 7
3 /
/
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~ |
o
B Saturation
g 4/ W Estimated saturation
T T T T T
0e+00 2e+06 40406 6e+06 Be+08
Number of reads
Saturation cor: 0.79; Estimated cor: 0.89
Total number of CG's: 2715927
4-4x (7.06%), 3-3x (3.8%) .
5.5% (4.23%) 2-2%(8.23%)
1-4% (2.74%)
<=0x (10.29%)

>5x (63.64%)

349938 of 5422062 reads (6.45%) do not cover a pattem

Enrichment.score=1.18

Pigl input chr.1

Saturation analysis

06
L
Sy

Pearson correlation coefficient
04

B Saturation
! B Estimated saturation

o
=]
T T T T T T
0e+00 1e+06 2e+06 3e+08 4e+06 5e+06
Number of reads
Saturation cor: 0.84; Estimated cor: 0.92
Total number of CG's: 2715927
4-4x (8.31%)
5-5x (6.97%) 3-3x(5.19%)
2-2x (6.94%)

1-1x(2.68%)

<=0x (5.48%)

»6x (64.43%)

1680215 of 7989052 reads (21.03%) do not cover a pattern

Enrichment.score= 0.80
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Contréle qualitatif sur les loci IGF2R et GNAS par pyroséquencage

| T emen e s BT g T e ot e
GC Percent [
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Analyse des profils de méthylation avec MACS
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5hmC est enrichie sur les brins enrichis en G

TEAM(GecC
il o .

i ST

A,
51
- = e AO T ‘6___ e, === N s e —
20 0- - & M = O~ 0 0 O = 0N O IHh O~ @ O ﬁ E ﬁ
. - . - ’ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ #
=150 -100 -50 0 50 100 15 5 3
weblago betkeley. =iy

genomic position relative to hmCG

5hmCG deviation
in hESCs
Yu et al. 2012

@&
- . s ] ALIMENTATION
ECOLE . R et g i A . AGRICULTURE

NATIONALE A 1 1y d " E == i
VETERINAIRE » \ ; W 1 ; - . ENVIRONNEMENT

TOULOUSE =38




Proportion of annotated elements in 5hmC vs 5mC
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5hmC and 5mC marks are enriched in early development
and germ cells related genes
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