Notre objectif:

Comprendre les problemes de
fertilités lies aux anomalies
chromosomiques constitutives par
une approche moleculaire et
cellulaire
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Les anomalies chromosomiques

* Des echanges de matériel genetique dans
un meme chromosome (inversions,
deletions, duplications) ou entre
chromosomes (translocations)

Inversion Péricentrique Délétion interstitielle :

1 chromosome impliqué
2 points de cassu re

Derivative
Chromosome 20 Chromosome 20
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Chromosome 4
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Les anomalies chromosomiques
Impact sur la fertilite

* Au cours de la meiose:
Problemes d’appariemments

_ Pas de déséquilibre

génétique
Chromosome 4 Derivative
Chromosome
Déséquilibre
génétique: certains
Line 1 genes manquent,
d’autres sont
Derivative dupliqués
Chromosome 20 Chromosome 20 _ qupliq L,
- mortalité
Line 2 embryonnaire et

foetale, baisse de
la fertilité

Effets génétiques
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Les anomalies chromosomiques
Impact sur la fertilite

* Destruction des genes localisés au point
de cassure

Derivative
Chromosome 20 Chromosome 2

:r; Pas de
% I:> SPZ gehe | spermatogénese

*{Q

Chromosome 4

Derivative
Chromosome 4

Génétique directe: effet génétique
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Les anomalies chromosomiques
Impact sur la fertilite

* Les effets epigenetiques

Changement de I'environnement chromatinien:

Structure répressive ou permissive:
*yH2AX
* Méthylation de 'ADN
* Méthylation des histones
* Acétylation des histones...

— Modifications des profils d’expressions
géniques

— Altération de |la spermatogénese

— Qualité de semence dégradée
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La méthylation de PADN

Comment coder le code
Une marque épigénétique directement liée a ’ADN

La méthylation de 'ADN est la plus ancienne marque épigenétique deécrite,
des 1950 pour la 5-methylcytosine (Wyatt, Nature) et des 1953 pour la 5-
hydroxymethylcytosine (Wyatt and Cohen Biochem J).

La méthylation des cytosines est essentiellement décrite comme une
marque  répressive, des régions fortement méthyléees étant
transcriptionnellement inactives (cas des éléments mobiles du génome). |l
s’agit d’'un niveau de régulation supplémentaire de I'expression des genes,
qui peut-étre transmis au cours des divisions cellulaires mais aussi entre

generatlons.
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wild type
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Transmissible :
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1 2 3 4 5
Cubas et al.
Cropley et al, PNAS 2006 Nature 1999
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Notre étude
La méthylation de ’ADN spermatique chez des
animaux infertiles a qualité de semence dégradée

Verrats infertiles
Caryotypes normaux ou porteurs
d’anomalies chromosomiques
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Spermatozoide 4 @
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Approche moléculaire

13
Idgntification des MeDIP+ Méthylome
points de cassure Analyse local QPCR (Me-DIP-Seq)
(CGH+NGS)

oy } ALIMENTATION

L d N I 3 - o v. ! fien g

ECOLE _ AR 70 o AGRICULTURE
NATIONALE A ) - y ¥ 15 .

VETERINAIRE ! ‘ 3 o ENVIRONNEMENT
TOULOUSE .8




-
ECOLE

NATIONALE
VETERINAIRE

TOULOUSE

Carte tout-genome des niveaux de
meéthylation de 'ADN spermatique
chez des animaux normaux et fertiles

Sus scrofa Sscrofal0. 2 chr13: 153985592-154182029 (196.43kbp)
gene
mRNA
s
CpG islands

755 (Eporine)

PHTSS ShrC.

CCAAT _LOD1 fastg_Sus_scrofa.Sacrofal (2,69, dna.kaplevel_sorted bam

PSSShmCbam . L f op.

(C-1_GCCART_LOD4 Fastq_5us_scrofs.Sscrafa10.2.69.dna.toplevel_sorted bam §

T T T T T T T T T T
154,000,000 154,020,000 154,040,000 154,060,000 154,080,000 154,100,000 154,120,000 154,140,000 154,160,000 154,180,0
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Analyse locale des niveaux de methylation de 'ADN
spermatique chez des animaux normaux et fertiles

| ere Approche:
Analyse par immunoprécipitation de TADN methylé et QPCR

Fragmentation de ’ADN
par sonication
—_— /\

N\
_— ~

P ; Reconnaissance des
Pas d'anticorps: INPUT ~ 5mC1 5mc2 cytosines méthylées

input :
par un anticorps: 5-
mc

Contrble positif: LINE-1
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Avec cette approche, nous avons testé 153 couples d'amorces correspondant a
3 lgenes 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).

Le MeDIP est normalisé sur LINEI

|2 animaux (dont 4 controles fertiles) ont ainsi été analysés
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Analyse locale des niveaux de methylation de 'ADN
spermatique chez des animaux normaux et fertiles

| 2 IGF2R 12 127 IGF2_DMRI
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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:

bisulfite Pyrosequengage
O—0—O é /G >

$
PCR

i
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Notre experience du Pyromark

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

P PyroMark Assay Design - [Assayl - Position105, Position106 (CPG)] o |
F File Edit Assay Windows Help [-]=]x]

sosny oo [HoAm Ao G 2] ‘)19(3 w7l
Description: | @ O E ——

o
Drlgma\ Sequence Editor Converted Sequence | Graphic View | Final Primer Sat -
[GGGTCGT 11T TTATGI [CGG AGITAATGGG ACGGICGGGG CGGGIAGATT ATAGGTGICG GI1TCGGGTA TCGTTGITIT CGGITCGGGA GCGTITGITG GAAAAGGGT! TAGAGCGITG TCGGTTITIT TITATTGITI CGTIITIACG AGI TIATAGT Col=raat ]
TATTTTCGTT TTTTTTGCGT TACGAGCGGA TTTCGGGGTG CGGGGGGTGG GCGGAGTCGG ATAGTTITTT CGTTCGGGGT ATGGCGTTAC GTATTTGTTT CGGTATTAGT TTGGGTGGTC GTAATTCGTT TCGAGTATAG AAGTGGGAAA CGCGGTAATA  F1  [TAGGAGGAAGAAATGATAAAATTTI ¢
TTGTTCGCGG TTGTAGTTCG AGGCGGTCGT TTTTTTTITT AAGAGGAGGC GGTTGGCGAA Trrrrr(GAG TTTCGTGTTG €GCGGTTCGG TTTTGTTTCG TTTTTITTTT GTTGTACGTC GTCGTCGEGG GCGGTTCGTA GGCGATTCGT TTTATTTCGT
ITTTTATTGAA GCGGGGTGAA CGTGITITTT AGGGTCGGAG TCGGCGGATT TAGTTTAGAT TAGICGGGTC GGGCGITGIT TITCGICGGG TCGAGTTITT TITITGICGG TAGTAGGGAG GGAACGLGGG TGACGCGTAG TTTTTAGICG CGACGCGTAC - R1 ACTTTATATTCAACAAAACCTCTA @
|GAAGTATTGT TCGAAGGTGT TITITGACGG TTITITTTAGT TATAAATTCG TTGITATCGC GTATAG'I—TGG TTGICGTITTA CGTGCGTAAA GITGICGCGT TATTTTGCGA TTGITTAAGA AATTAAAGTA TTTTTATTIT TITGATTTCG TTITGT ITTTAA
TTTTTTTTAT TTTTTTAAGT TTTTTTTITGT AAATAAGTAT TAGAAAATAA TTTTGAAAAT AGTAGITGGA AGTTTITGAA GGITGTTAGT TGGTTGGAGT TGGTAGAGTA ATATTTGTAT AGATTTCGAA TTTTTGATTA TAAGAGATGA ATTTTTTTTA = 51 [ATTTAGGTTAATTTGTATTATAAA @&
ICGTTTATTTT ATTAGGGAGT ATTTATATTT GITTAAGTTT TTGITATATT TGITGATTIT TGITTCGAGG ATTTAGGATA GTTATTATTA AGTAGGTATT AGGAGTACGT AGTATTAATT TATTGTTAAT GITTTATTAT AGATAGGGTT TTTTATAAGA
I TGCGATTAAT TGTCGTAATT TTAGGTGAAG TTATGTTAAT TGTTGTAGGT AATTAATATT GATATTAATT TATTTGTTTG ATTAAGGTTA GATTTTGATT TGAGATAGAT TTATAGTAAA AATAAATAAA AATAATAAAT TAAATTAATT AAATAAAAAA e, [Fomsesee =] @[
IATTATTATTA TTAAATTTTT AAATATATGT TTGTTTTTGT TTATTTTGTT TTTTTITIITT CGTGITAATT TTTTTITTAA TTTTTAGTGT TAGATATTAG GAATTTTATA GGTTGAAGGG AGTTCGATCG TATTGTTATT AATAGTGGGT TTTGGGATTT Primers
GTTGTAGTTA TAATATTAGT TGTTTATAAG GTGGAAGTAG TTTTTITGGT ATAGTATTTT ATTTTTTCGT AGTAGTATTT TATTAGGTTT TAAAGTTAGA ATTAGTTTGT TTTGTAATAA TTTTTTTTTA ACGATGAATT TTTGTATATA GATGAGATGA
IATTAAGGTTA AGTACGTGTT TITTATTAGT GTITTTAAAT TTATGAGTAA ATATTATTGA GGTATATTAT TGTTTGTAAA TAAGTTTGTA TTTGTTAAGT TGATGAAGTT AGTAGTATAG ATATTAAGIT TATTAGTATT AAAGTI ATTATAGITT =1 v = F1  TAGGRGGRAGRRATGATRRRRTT. | &
o R1 ACTTTATATTCAACARRRCCTCT..

GGAAA
IAAGTTITITG TGAGTGT I TG TATGGATGIT TATFATAGTA TAGATAGTAG TGITATAAAT TTTATTGTTA TTAAGITAGG AGGTGTTAGA ATTTTATTIT TTATTTATAT ATAAATTTAA TTAAAATTTA AGTAGATICG GTATGTATGT TITAGTTCGG
IGTTTGTT T TA TGTATGAGAT AATTTITTGT AAGITGAAGT AAATTAAAGT TAAGATGTAT AGTTAATGAG TAGGTTTATA TAGATACGGT ATGATTATAA GGTTTGAGTA AATATTTIT! ATTATTTAGG GITGTAAGAT AATTTTTATT TTITTGTTTT
ATAAGTAATG GAAATAAAGT TGAAGTITIT TTITITTITIT TITGITITIT GGTATGTTIT TTGGAGTTTT ATATAATATT AAGAATTGIT TTGGAGAGAT GITGAGAAAA TGTATGGAT! AGGAGGAAGA AATGATAAAA TITGATATGA AGATAGAATT
TTATAAATTA AATGAATTTT ATTTATAATT TGT I TTTAAA ATTAAAAAAA ATATGATAAA GTAATTGTTT AGAAGTTI T AGITGTTI T TAAATATTTA ATTTAAATTG TATGGAAGTG TATTTTAAAT AGTAGTAGAA ATTTAGATTT AGGTTAATTT
IGTATTATAAA ATTTTATG AGTTAGAATT TAGAAATTTT TATTTAATAA TTAATATGGT TATTTTTTTA TAGATTAAGT ATTCGAAATA ATTAATTTTA AAATAAAGTA TTTTTTTTTA TAGTGTTACG AGTATTITIGEEEV R W e eniaany
ATTAAGTAGA TATTTAAGGT TGAGT I TATA CGAAGTTTGT TITGAGTTTG GGAAAATATA TTAAAAATAA GTTAAGTATG TTAGAGGT T TGTTGAATAT AAAGTTTAAT TAAGAGTTTT TAGTTGGGGT ATATTTAATA AAGGTAAGGT TATGTAAAGT
IATGAAAATAT TATTTGTTAA ATAAATTAAT TAGTATTTAA TTTTGCGGAC GTATAGGTTT ATCGITTTAA TTAAGTATGT TAAGTTAAAT TATATAAGAT ATTAATATTA TTTTGGTTTA TAGATTITGT TTAGGTGTTT TAGATTGITA GATTTTAGTA
[TTATGATTGT GTAGTTAAAG TGTTAAAAGG AAGTTTTATA GTGAAAGTGT ATAATTGAAT GTTAAGTATT TATTTTITAT TTAAGAGAAT AGTTATTTTG ATTTITTGIT TATATTTTAT

~ 51 ATTTAGGTTARTTIGTATTATAA.

= FZI  GEAGGRAGRARTGATARRATTTG.
Rl ACTTTATATICRRCARARCCTCT.
= §1  ATTTAGGTTAATTIGTATTATAA.

= F3  TGTATGGATTAGGAGGARGARAT
<oRl  ACTTTATATTCAACARAACCTCT..
=+ §1  ATTTACGTTAATTTCTATTATAA.

= F4  AGGAGGAAGARATGATARRATTT..
<oRl  ACTTTATATTCAACARAACCTCT.
51 ATTTAGGTTARTTIGTATTATAA.

EIERE R ]

= T ATGTATGGAITAGGAGGRAGAAR.

100 % des amorces dessinées avec ce software ont fonctionné
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Notre experience du Pyromark

Préparation du run de pyroséquencage avec le software PyroMark Q24

Préparer un « Assay »

- K:\acﬂ’:gra:\PymmaﬂL\llDGNAS.pyrm - -

dow  Help

PG —

Assay Name:  T10GMNAS

Sequence to Analyze

FETATGTATAAAA ATTYGATTTGGAAATTGA GGTGATGYGYGYGYGTTTYG GTTAYGGTTTGAG GATGAGAATGTTTGYGGGGTAAAG TGAAGYG GAGATTTGAAA

-

Dispensation Order

|AGTATGCTATN\TCTGATCGATGﬂTGA'I'I'GTGATAGTCHGTCAGTCAGTCAGTFCGWGTGATCGTGFLG'I'I'GATGAGATGTAGTCGGTAGTGATGTCG'I‘I’G
-

Histogram

7

6

5

4

3

! IE NEE AR R
AAGT;&TGCT;&TAATCTGATCG;QTG;QTGATTGTGAT;&GTC;&GTCAGTC;&GTC;&GTTCGTTGTG;&TCGTG;QGTTGATG;&G;"\TGT:&GTC(

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85

Sequence Before Bisuffite Treatment
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Notre experience du Pyromark

Préparation du run de pyroséquencage avec le software PyroMark Q24

Préparer un « Run »

_

H Run Name: 120308 133
Instrument Method [PymMalk 24 Method 005 ']
Plate ID:
Barcode:
Reagent 1D

Estimated Run Time: 2h 18 min

el Infomation

Enter Assay, Sample ID and Notes for wells

in plate setup

. Assay

Run Note S
# Sample ID (optional)
. Note (optional)
Sample ID and Note will follow through
Analysis and Reports.
Plate Setup
5 s |
133H19 133H19 133 H19 133H19 133H19 133H19 133H19 133 H19
785 1423 1662 1746 1857 1948 2861 2872
A
133H19 133H19 133 H19 133H19 133 H13ICR 133H13ICR 133H19ICR 133 H19ICR
5363 5812 7036 94223 755 1423 1662 1746
B
133H19ICR 133H13ICR 133H19ICR 133H19ICR 133 H13ICR 133H13ICR 133H19ICR 133 H19ICR
1857 1948 2861 2872 5363 5812 7036 94223
C

-
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Notre experience du Pyromark

Préparation du run de pyroséquencage avec le software PyroMark Q24

Analyser un « Run »
v o

v

3 fssay

=8 Quality

Well Information
i - Analysis parameters have been
edited

A1 (Edited)

Assay: 110GHAS
........................................................... e Fee e Fon e i sample ID: 755

Note:

Warnings

Position 5
AL GTATGTATAAAATTTTATTYGATITGGAAATTGATTTTTTGGTGATGYGYGYGYGTTTYGT I TTTGTIAYGGTTTGAGTTTTTTTGATGAGAATGTITGYGGGGTAAAGTGAAGYGTTTTGAGATTTGAAA ;ﬁ'ﬁﬁ'z‘nﬂ:; :DEQ:U:\;::”

£ 28] as] 1w 23] 23) [ == Position 7

-Uncertain due to high sum

sk deviation in variable position

Position 8

~Falled dug to high peak heioht
deviation at dispensation: 78.

-Uncertain due to high sum
deviation in variable position.
Position 9

~Failsd dus to high peak height
deviation at dispensation: 78, 94

~Failed due to high sum deviation
in variable postion
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Notre experience du Pyromark

Les points critiques pour de beaux resultats:

* Avoir une bonne conversion de ’ADN (kit Epitect
Fast Qiagen nous a donné de bons resultats vs
Millipore)

* Avoir une bonne amplification PCR (meilleurs
resultats avec le kit Pyromark PCR kit vs Platinum)

* Rester concentrer lors de la preparation du run!!!
* Ne pas analyser des sequences trop longues
(>150pb)
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Avec des resultats interessants

MEDIP+ QPCR BS + Pyrosequencage
Region 2 Reg|on 2
2 100 e yu
1.8 T 90 _MAV o 755
I:g T c 80 _'='( !r% == 423
I'% . T 2 70 v e 662
08 - T 8 60
06 - £ 50 i | 746
8‘21 ] D 40 1857
0 - o\Eo 30 = 948
%@ @%@w@ Qe\,b@,\f\\\ Q0 6&\%9\’»@\ ?8 e 286 |
N W R0 O Qb S AR
AR INAENC & P AP YR oS qbi\:\' xS 0 —2872
,\& AN Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos.7 Pos. 5363
I 2 3 4 5 6 8
Region 127
10
g [ T T Region 127
6 T T 100 A 55
4 c 80 “A\:fw /_\;«/ \ —t— 423
2 . g \ | 662
‘_i 60 p- e 1746
0 - < e 857
v 40
(.,\e\q,@ @ \e\ ﬁ\ @,\,é\ \é\,\é\ @Q\ @\ \O\ g e 948
A7 LA &K ")G) S ) 6'5' '{,{’5 Q’,\r\' ® 20 2861
97 NN JE9T YT VN oS RV
,\6‘3 Q 0 e 2872
5363

Pos. | Pos. 2 Pos. 3 Pos. 4 Pos. 5 Pos. 6 Pos. 7 Pos. 8
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Avec des resultats interessants

MEDIP+ QPCR BS + Pyrosequencage

Region 51
Region 51 20

s et 755
c |6 e | 423
S 14 : 1662
812 1746
210 e 1857
=
aE) 8 e 1948
58 2 b 2861

) e 2872

0 5363

(\' q) * (,) o /\ ® o \Q —— 58 | 2

RN A A A S ICA U AP MR AR
A NGNS %\“‘(’ & P @ ub(\ q&\"\' xS QP QT QO QT QP S Q% QY QI & 7035
& Q N
A 94223
Region 56 Region 56
03 40 e 755
35
0.25 £ 30 —— [ 423
(=] | 662
0.2 T B
. & 25 | 746
0.15 %‘ 20 it 857
0.1 T g 15 g 1948
0.05 4 ¢ 10 s 286 |
5 s 2872
0 - 0 5363
St e SO O O Q&0 0 sz
W R,06% WY oo &S
A <‘§b \b"\, N %Q'( < ")b\ '\?’ N\J b\b\ q&\t\' r\‘,s\ i 7035
& R
&
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Avec des resultats interessants

Region 109 Region 110
12 12
10 10 T
8 8
6 6
4 4
2 2
0 - 0 -
N & NN A Y AN NN YOO
LSS S D@0 A OO T RO R R
VR &R b\b@q& xS AR INAENC N PO S A oS oY AP
Region 110 ——55
60 el | 423
| 662
50 1746
c i | 857
% 40 e | 948
} 30 ep—— 286 |
*5 — 0872
\Eo 20 e 5363
° 58 | 2
IO el 7035
0 s 94223
Pos. | Pos. 2 Pos. 3 Pos. 4 Pos. 5 Pos. 6 Pos. 7 Pos. 8 Pos. 9 3462

One imprinted locus is reproducibly hypermethylated in 3 OAT animals (from

-2 which two are carriers of chromosomal abnormalities)
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Avec des resultats interessants

Region 110 Blood DNA Region 110 sperm

60
60
50 50
.g 40 2872 .§ 40 e 2872
& —8—94223 S 94223
> 30 < 30 1857
< e | 857 v .
3]
£ 20 286 | \§ 20 el
o o
3 1746 e | 746
10 o= 1948 10 1948
0 0
Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos.
I 2 3 4 5 6 7 8 9 | 2 3 4 5 6 7 8 9
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D’autres groupes intéresses

e Anne Collin etVincent Coustham a Tours

Projet sur I'adaptation a la chaleur chez les
poulets

Vincent Castric (Lille): autoincompatibilite
pour la germination du pollen chez
arabidopsis thalliana
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Conclusions

e Des analyses rapides, pour un cout
modere (environ 8-9€ le point), ideal
pour du moyen-debit (analyse locale ou
validation données haut-debit)

* Une technologie en progres pour des
produits de sequence plus long

* Des donneées tres fiables, qualitatives et
quantitatives
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Merci de votre attention!!!
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