


Les facteurs determinant la méthylation
de ’ADN
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Meéthylation de ’ADN et structure/fonction du génome

Télomeére Centromere Eléments mobiles Geéne Télomere

— e

Densité en
sites CpG

Méthylation T

4 N

H‘—'?‘jg[? L1 0% T

Promoteur Intron Exon

\ ? CpG non méthylé ? CpG méthylé /
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Propriéetés de biomarqueur de la méthylation de ’ADN

% Intervient dans de nombreuses fonctions biologiques

< Equilibre entre stabilité et plasticité 2 « archivage » a long terme d’événements affectant
le génome

< Modification covalente de la molécule d’ADN génomique - information relativement
facile d’acces par rapport a d’autres marques épigénétiques (ex. modifications

d’histones)
< Information précise « alabase prés » comme pour le génotype ” ”
=1
% Technologie PacBio de séquencage haut-débit = information "y " '
directe sur I’état de méthylation i —_
" Hydrolytic

< Technologie lllumina de séquencage haut-débit = traitement

chimique de ’ADN génomique au bifulfite de sodium pour N]\ ) — @
° Gz P

distinguer les C méthylées des C non méthylées "

Clark et al, Nucleic Acid Research 1994
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Challenge 1 : la méthylation de ’'ADN
est une variable continue

Extractionde  Conversion e
I'ADN bisulfite Amplification Séquencage

Tissu ADN natif ADN ftraité Amplicon

\ 4 A \ 4 \

cC ——,C —— U — T =—— 3%

Fréquence

"¢ =——" —— C —— C —— 61%

Cellules @ = e ..«\
— ; i "ﬁ .

v

A I’échelle d’'une cellule, , , .
. >10 molécules séquencées
peu de molécules ) .
sont nécessaires

séquencées suffisent 0 20 %0 @ 00 100

v

Frequency
te05 2e+05 3a+05 de0b5 S5e+05
A 1 1 L J
J

Oe+00
L
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Challenge 2 : « Big Data » !

_mmmmm
29345332 21867837 30460432 26376870 29873125 27203575
9 466 8 099 10 840 10 068 12 094 10 075

Méthylome : patron de méthylation de ’ensemble / d’une partie des CpG du génome
Enjeu technologique et financier : réduire la dimension du méthylome tout en
conservant un maximum d’informations W

. Lo oo

Gene Télomére
< =@ | a—
SIWVYY wWhAw

Meétrvlation T

Freueny
(mec fesin Jwem it A Sav (2
4 i " a

“ of reaPrybtnd mads

Ex : RRBS (Reduced Representation Bisulfite Sequencing, Gu et al. 2011)
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Vue d’ensemble de la construction de librairies RRBS

cee———=¢
Digestion ) B 2
enzymatique 'gnm g;,: — ceg %
End-repair/ o
A tailing / TCGG CCGA
Ligation des Adaptex| accc GGeT|*23depY
adaptateurs

Sélection de

Fréquence de
coupure Msp1

Régions riches en CpG
~ 10% des CpG totaux

taille A / '
/ « Désert » en CpG
Eléments répétes /
Taille des
fragments
Conversion = —
bisulfite Adapter | TCGG UUGA | xe3depy
Amplification = -
I
Séquencage Adapter | TCGG TTGA | x93depy
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Vue d’ensemble du pipeline d’analyses
bioinformatiques / biostatistiques

L. Jouneau et F. Piumi

Controéles qualité

RRBS /

rapports

Alignement
des
séguences

Analyse
Fichiers bed différentielle

Controbles
gualité
/
rapports

pag’ s1a1ydl4

Génome de —_———

référence Fasta In silico
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https://github.com/FAANG/faang-methylation/tree/master/RRBS-toolkit
https://github.com/FAANG/faang-methylation/tree/master/RRBS-toolkit
https://github.com/FAANG/faang-methylation/tree/master/RRBS-toolkit
https://github.com/FAANG/faang-methylation/tree/master/RRBS-toolkit
https://github.com/FAANG/faang-methylation/tree/master/RRBS-toolkit

Infrastructure informatique

GenotouL

Bioinfo

GENOTOUL BIOINFORMATICS HOME

The GenoToul bioinformatics facility is part of the Genctoul GIS. It has been set up in 2000. Since 2009, it is one of the 13 IBISA

oioinformatics platforms. Since 2008, the plateform collaborates with the local genomic platform and processes huge volumes

of data preduced by second and third generation of sequencers and makes them available to biologists (nz8).

EQUIPMENT

2

m A computer farm : about 5000 cores (INTEL-2014,
AMD-2012), 34 Tera Byte memory (3TB on a SMP
machine), Infiniband interconnection (QDR), parallel
file system (GPFS)

m \Web servers and virtual machines  nosting

infrastructure

m More than 1Peta Byte disk space

SERVICES

Access to public diological banks

Access to generic and specific bioinformatics software
Access to web resources

Projects (Web/VM) hosting {ask for a project nosting)

Training

Use this link to create your user account. All guestions about technical issues can be sent using one of the Ask for forms. The

olatform staff can nelp you to process your data or to develop specific databases or software packages. For any specific request

please send a mail to anim.bicinfo{at)toulouse.inra fr.
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Newsletter #28

15 November201

Finally, a twitter account !

15 September 2017

Newsletter #27
Special new cluster

20 June 2017
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Vue d’ensemble du pipeline d’analyses
bioinformatiques / biostatistiques

L. Jouneau et F. Piumi

Controéles qualité

/
R R|B S rapports
v Alignement
SEQUENGAJE == m m—) des Analyse

séquences Fichiers bed différentielle

/ 3 If.»-’ Functional Annotation of Animal Genomes Con tra I €s
gualité
/

rapports
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Génome de —_———
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Production d’un « Reduced Representation » (RR)
génome in silico

In silico RR genome analysis

Fichiers d’entrée
In silico DNA cleavage H
PR ‘ et de sortie
RR_ge e i lico.sh <genome sequence> <enzyme> <fragme iz in>
[ SIS s ’ n<:ca—ffoqldsn_ctr>eat;en:> S ] Commande
M Ref. Genome (ex. bovin : 2,7 Go)
Processus

I S e e smmm mmm  Ref. Genome
< D> D> D D> > >
8 N

® v v V

mees ssssses mmssmmm  RR Genome (ex. bovin, Mspl, 40-290 pb : 93 Mo)
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Trés rapide (de quelques

Plpel | ne d,an nOtatiOn minutes a quelques heures)

Aggregate information on Gene definition,
Gene information, CpG islands, repeats...

(python RRBS HOME/Annotation/annotk/annotk.py <pathname to the configuration filv)

Chromosom Gene

e Start  End ...| GenelID ... hame

chrl 20108 20256 ...| ENSBTAG00000046619 .. 5S_rRNA

chrl 20257 20312 ..| ENSBTAG00000046619 .. 5S_rRNA

chrl 20313 20590 ..| ENSBTAG00000046619 .. 5S_rRNA k
chrl 20618 20819 ..| ENSBTAG00000046619 .. 5S_rRNA

chrl 21130 21379 ..| ENSBTAG00000046619 .. 5S_rRNA

chrl 47348 47398 ...] ENSBTAG00000006858 .. <:>
chrl 58653 58814 .. | ENSBTAG00000039257 ..

chrl 70547 70781 ..} ENSBTAG00000039257 ..

chrl 70547 70781 ..} ENSBTAG00000039257 ..

chrl 75843 75955 ..| ENSBTAG00000039257 ..

chrl 115996 116053 ...|] ENSBTAG00000001753 ..

IN?A Héléne KIEFER / Adebiotech EPIGEN 2018 14 /03 /2018
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Pratique !!! Archivage +
manipulation par des non

Pipeline d’annotation

bioinformaticiens

file to_annotate in/DMRs_between Cl C2.txt h
file format tab
output file out/DMRs between Cl C2 annotated.txt - G lOba I para meters
keep scaffolds No
theme Gene features i

join_ type gtf

target keys Chromosome, Position

reference file reference/Bos_ taurus.UMD3.1.81.gtf L H

nb, max_results 3 GTF annotation

max dist nearest gene 10kb

theme Gene -
join type value =
target keys Gene ID
reference file reference/bovine biomart.txt — Gene information annotation
reference keys Ensembl Gene ID
theme Repeats -
join type location
target keys Chromosome, Position

reference file reference/bovine repeats.txt
reference keys 1,2,3

— Annotation of overlaps with repeat regions

min overlap 75%

theme CpG islands —
join type location
target keys Chromosome, Position

reference file reference/bovine CGI.txt
reference keys 1,2,3

min_overlap 0% — Annotation of overlaps with CpG islands
nb max results all

interval shift O island

interval shift 2000 shore

interval shift 4000 shelves

— IN?A Héléne KIEFER / Adebiotech EPIGEN 2018 14 /03 /2018
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Analyse in silico appliguée au genome bovin

79 83 85 86

RR genome size (Mb) 2670 71

Per cent of whole genome 100.0 2.7 3.0 3.1 3.2 3.2
Number of Mspl fragments 1990 837 810994 585 584 456 504 376 199 317974
Number of CpG sites 27540276 3588657 3454028 3127005 2854907 2666727
Percent of total genomic CpG sites 100.0 13.0 12.5 114 104 9.7
Percent in 3'UTR 0.4 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6
Percent in 5'UTR 0.2 0.5 04 0.3 0.2 0.2
Percent in exon 4.6 9.2 8.7 7.6 6.4 54
Percent in intron 31.1 30.7 32.0 33.0 33.8 34.5
Percent in intergenic 57.0 46.9 48.3 50.1 51.7 52.7
Percent in promoter-TSS 4.8 9.7 7.7 6.1 5.0 4.3
Percent in TTS 1.9 2.4 2.4 2.4 23 2.3
Percent in CpG islands 13.4 314 22.9 16.1 11.5 8.3
Percent in overlapping repeats 61.9 26.2 31.2 37.8 43.4 47.9

Fenétre choisie pour la production de librairies : 40-290 pb
(0-250 : fragments trop petits)
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Application : Recherche de biomarqueurs de la fertilité
dans le methylome de spermatozoides de taureaux

J-P. Perrier

e igt
g o -
- - .
=INRA : 015
Hélene KIEFER / Adebiotech EPIGEN 2018 " il oo B 14/03/2018
= SCIENCE & IMPACT . B T o



Automatisation de la construction
d e | I b ral rl eS R R B S J-P. Perrieet A. Ch;alot-TaIm:)n

Agitateur mécanique
Programme de >3000

lignes de commandes Aimant

Thermocycleur

Production de 12
librairies simultanément

Indépendance vis-a-vis
des kits

JITITTFIFs=3
............
s53

Contrdles qualité a
chaque étape

Incubateur
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Résultat du séquencage

Paired-end 2x75 pb

35 millions de paires de séquences obtenus
en moyenne par échantillon = 4 milliards
de séquences totales (~990 Go)

Contréles qualité conformes a I'attendu :

Quwry viares acrans ¥ harer Ganger | Knrmana § B srcateg)

PR
llllljll il ‘

INTEGRAgEN
GENOMICS

J-P. Perrier

Nombre de Taux de
paires de  conversion

séquences bisulfite

analysées (%0)
Moyeme 35223 758 99.3
Mmmmum 26 370 072 98.0
Maxmum 45 869 353 99.9

14 /03 /2018




Vue d’ensemble du pipeline d’analyses
bioinformatiques / biostatistiques

L. Jouneau et F. Piumi

Controéles qualité

/
RR|B S rapports
SEQUENGAJE == m m— Analyse

FastQ Fichiers bed differentielle

FAANG

~ /i/ Functional Annotation of Animal Genomes
Z

Controbles
gualité
/
rapports
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Génome de  m m y, RR genome
référence Fasta In silico
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Des séquences brutes a I'information de méthylation

GRBS sequence analysis

Trimming

Read alignment Methylation extraction

Quality control

Pmmdmﬂ; " .
e
(fastc ﬁﬂs} * *k
K [ RRBS_pipeline.sh <sample_ name> <genome_name>

v

2 fichiers contenant ~35 millions de séquences (2 x ~8,5 Go) :

@K00103:24 :H2MG5BBXX:2:1101:3862:1088 2:N:0:GATCGC
CAACTCAACTCTAAATTACCTTCCTCTATAACTTAACTCATAAAATCCCTACAAAAAACATAAAAACACACCAAG

+
<<, ,A7T<FKKKKKKFKKK<FFAKKKKKAFAFFKKFKKKKKKAFKF7KFKKKFFK , AFKKKKKFKKKKKK7FF<FK

.019
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Des séquences brutes a I'information de méthylation

GRBS sequence analysis Patience...

Trimming . s 4
Quality control Read alignment Methylation extraction
P

Methylation extractor

K [ RRBS pipeline.sh <sample_name> <genome_name> ]

Reads
Trimming ¢ *

Alignement on

reference I 0 = Ref. Genome
genome

100% 60% 20% 100% — CG
— TG

Methylation call

s Ref. Genome
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Des séquences brutes a I'information de méthylation

Chromosome

R R R R R R R R R

SCIENCE & IMPACT

GRBS sequence analysis

Trimming % s 4
Quality control Read alignment Methylation extraction
P

Methylation extractor

[ RRBS_pipeline.sh <sample_name> <genome_name> ]

Position Coverage
20178 4
20192 4
20235 4
20250 4
20258 4
20353 10
20357 10
20377 10
20388 10

Héléne KIEFER /

# methylated

N N NN NDNONN

1 fichier .txt (~63 Mo)

% methylated
50

50

0

50

50

20

20

20

20

'4

o 5538 _3 - Coverag

eAveeseeyIIDIELPERARARRRLAR

021
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Statistiques apres alignement

J-P. Perrier
Nombre de Taux de . Nombre de Nombre de
Aligne me nts Pas
Nombre de CpGsurle CpG avec

paires de  conversion Alignements multiples  d'alignement
CpG couverts chromosome couverture

séquen’ces bisulfite  uniques (%) (%) (%)

analysées (%) Y 2 10 (%)
Moyemne 35 223 758 99.3 393 51.1 9.6 3216778 3896 61.0
Minmum 26 370 072 98.0 335 44.8 8.9 2956 237 3010 548
Maxmmum 45 869 353 99.9 45.5 56.7 10.5 3 458 347 4738 66.4

(0
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Vue d’ensemble du pipeline d’analyses
bioinformatiques / biostatistiques

L. Jouneau et F. Piumi

Contrdles qualité

RRBS /

rapports

V Alignement

Séquencage == = mm— des
séguences Fichiers .bed

Il
(@]
=,
FAANG -

//v"’ Functional Annotation of Animal Genomes U) CO n tro I €s
3 qualité
< /

rapports

Génome de - — RR genome
référence Fasta In silico
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Identification de cytosines/régions differenciellement

meéthylées entre 2 conditions

Quality report
‘ (pdf)
Statistical detection filter DMCs 119%;5%] :
~ of DMCs. B DMCs — 5% .
(methylSig or methylkit) |
text & 4 Detection
Wl ovcs - 1% 1 of DMRs
iles
/ =
Files produced by -
Bismark treatment N Statistical and
» N - text &
“ Sy""f‘;::)—c"s Detection of obvious SOl bvious DMC obvious DMCs
DMC; files
DMC : diff iall hylated i
. differentially methylated cytosine ~ Merge of obvious and
DMR : diffrentially methylated regions statistical DMCs

text &
bed
‘ flles

extended
DMRs

text &
bed
files

DMRs

[$RRBS_HOME/Differential_analysis/get_methylation_differences.sh <relative or absolute path to config file>]

IN?A Hélene KIEFER /
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Identification de cytosines/régions differenciellement
meéthylées entre 2 conditions

#Global parameters:

# ______________________

#title HO_CMCP_MethylKit gvalue001

#output_dir /work/jperrier/ARTICLE_FERTILITE/3-Differential analysis/MethylKit/HO CMCP_gvalue001

#

#MethylKit parameters:

o *

#stat_method methylKit

#min_coveragel 10

#min_per_group 4

#stat_value gvalue

#stat_thresholdl 0.01

| msshenas 029 Part dedicated to analysis
#Obvious DMCs parameters: parametrization
# ________________________

#min_coverage?2 10

#max_coverage?2 1000000000

#methdiff threshold2 0.8

#

#DMCs -> DMRs parameters:

# ________________________

#nb_min DMCs_in_DMRs 3

#max_distance_between DMCs 100

#stat_threshold2 0.05

#

Sample File Condition -

17 /work/jperrier/ARTICLE FERTILITE/synthese CpG_sgmY/synthese CpG_sgmY 17.txt F_Neg .

18 /work/jperrier/ARTICLE FERTILITE/synthese CpG_sgmY/synthese CpG_sgmY_ 18.txt F_Neg

20 /work/jperrier/ARTICLE FERTILITE/synthese CpG_sgmY/synthese CpG_sgmY 20.txt F_Neg

22 /work/jperrier/ARTICLE FERTILITE/synthese CpG_sgmY/synthese CpG_sgmY 22.txt F_Neg

28 /work/jperrier/ARTICLE_FERTILITE/synthese CpG_sgmY/synthese CpG_sgmY 28.txt F_Neg

36 /work/jperrier/ARTICLE FERTILITE/synthese CpG_sgmY/synthese CpG_sgmY_ 36.txt F_Neg

66 /work/jperrier/ARTICLE FERTILITE/synthese CpG_sgmY/synthese CpG_sgmY_ 66.txt F_Neg

77 /work/jperrier/ARTICLE FERTILITE/synthese CpG sgmY/synthese CpG sgmY 77.txt F Neg

12 /work/jperrier/Z—\RTICLE:FERTILITE/synthese:CpG:squ/synthese:CpG:squ:lZ .txt F:Pos L Deﬁnition Of the two Conditions and
14 /work/jperrier/ARTICLE FERTILITE/synthese CpG sgmY/synthese CpG sgmY 14.txt F Pos . . .. .
16 /work/jperrier/ARTICLE:FERTILITE/synthese:CpG:squ/synthese:CpG:squ:l6 .txt F:Pos Iocallzatlon Of anaIYSIS InpUt f||e5
21 /work/jperrier/ARTICLE FERTILITE/synthese CpG sqmY/synthese CpG_sgmY 21.txt F_Pos

54 /work/jperrier/ARTICLE FERTILITE/synthese CpG sqgmY/synthese CpG_sgmY 54.txt F_Pos

56 /work/jperrier/ARTICLE FERTILITE/synthese CpG sgmY/synthese CpG_sgmY 56.txt F_Pos

62 /work/jperrier/ARTICLE FERTILITE/synthese CpG sgmY/synthese CpG_sgmY 62.txt F_Pos

63 /work/jperrier/ARTICLE FERTILITE/synthese CpG sgmY/synthese CpG_sgmY 63.txt F_Pos

76 /work/jperrier/ARTICLE FERTILITE/synthese CpG sgmY/synthese CpG_sgmY 76.txt F_Pos

86 /work/jperrier/ARTICLE FERTILITE/synthese CpG sgmY/synthese CpG_sgmY 86.txt F_Pos _

IN?A Héléne KIEFER / Adebiotech EPIGEN 2018 14 /03 /2018
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Identification de cytosines/régions differenciellement
meéthylées entre 2 conditions

‘ L
s :: g e Sélection des CpGs avec profondeur de séquengage
! . R B appropriée (210 x) DMCs
| i (minimum de 25% de
Condition A Condition B difference de
methylation)
95% 95%
0, o, 0,
85%  .,,80% § 80% 85% oo,
I 1ofatods 3%
génome
CpGs 1 2 3 45 6
85% 7504
10fat0% 23« CpG trop loin de
la DMR

>
DMR

(un minimum de 3 DMCs avec moins de 100pb entre chaque)

.026

14 /03 /2018

—=  SCIENCE & IMPACT



Identification de cytosines difféerenciellement
methylées (DMC) liées a la fertilité

Fertiles + vs Fertiles - Fertiles - vs Déviants

2360
Fertile + vs Déviants

methylKit

gvalue 0,01 i

Couverture minimale : 10 Fertile + vs Déviants
séquences/CpG pour = 4 échantillons par

catégorie

Différentiel de méthylation >25% Perrier et al., en préparation
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Validation expérimentale des données de RRBS

C. Mehalla, M2

Méthylation en RRBS

100
w . WWC2 . RARB
20
80
80 -
70
70 4
80 - Couverture moyenne des CpG : oC+
” - 7 . - . .&
el > 25 séquences/individu .
1 30 4 -
™ Rho=0,95 b, Rho=0,94
20 4 A 20 A
10 4 A 10 4
o ’ - . (o] : r Y T '
0 20 &0 80 100 o 20 40 &0 B8O 100
Méthylation en Pyroséguencage 100
TLE3 ©1  SNIP1
100 -~ BO .
ey Couverture moyenne des CpG :
50 ‘] \ 7 . . -
= 10 a 20 séquences/individu
€0 4 *C- S0 1
50 4 mc- 20
40 A ADEV 30 4
30 -4
20 - = 20 4
Rho=0,87
10 1 10
o Y Y ' o] - T - T + T T )
20 50 g0 1o o 10 20 30 a0 S0 €0 70 80

.028
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En résumeé et en conclusion

< Peut s’analyser comme du polymorphisme de séquence, mais pas avec les mémes outils
bioinformatiques/biostatistiques (variable continue entre 0% et 100%)

% >20 millions de sites CpG dans les génomes de mammiferes, dont beaucoup sont invariants
en termes de méthylation (cellules somatiques)

% Il est possible de restreindre I’analyse a quelques millions de CpG stratégiques (technologie
RRBS) ou a <1 million chez ’Homme (puce lllumina 450K), néanmoins le coit est élevé

% Une plateforme bioinformatique et un espace de stockage de I’ordre du To est nécessaire
pour analyser plusieurs conditions et réplicats biologiques

< Entre 2 conditions proches (méme type cellulaire), seuls quelques milliers de CpG sont
différenciellement méthylés (entre types cellulaires : plusieurs centaines de milliers) 2
importance de la construction d’un outil ciblé a mettre a disposition des filieres

% Les outils d’analyse et les parametres choisis peuvent conditionner les résultats finaux >
importance de la prise en main des outils d’analyse par les biologistes et de la validation
expérimentale !

.029

14 /03 /2018




SCIENCE & IMPACT

Jean-Philippe Perrier = en recherche d’emploi !
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Laurent Schibler
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Comparaison d’aligneurs pour I’'analyse du RRBS

Séq. de réf. C(CGIATGATGTEGICTGALCG|)cAA[CGA
Niveau de
méthy|ation 100% 50% 50% 0%

Fragmentation ADN
Conversion des C non méthylésen T

v Séquencgage
Reads bisulfités TCGJA TEGT ACFT ATGlA
TEG)A TCET  ACGT ALGA

Bock C., Nature Reviews, oct 2012



Aligneur « wild-card » (exemple BSMAP)

Séq. de réf. YYGIATGATGT(YGYTGAYG)YAA(YGA
T(C G)A
T(C G)A
Alignement des T(C QT
reads T
A(CG]T
AT GJT AT GJT
AT GJA
AT G)A
Niveau de

méthylation 100% 50% 100% 0%

Bock C., Nature Reviews, oct 2012



Aligneur « 3 lettres » (exemple Bismark)

Séq. de réf.

Alignement des
reads

Niveau de
méthylation

TTGATGATGTTGITTGATG]TAATGA

T(t G A TIt GJA
T[T g A TEG)A
TEGT
T GJT
At G)T Al G)T
AT G)T ADG)T
AT GJA
AT GJA
N/A 50% N/A 0%

Bock C., Nature Reviews, oct 2012



Bismark - Bsmap comparison :
Reproducibility

Alignment #1

} 100%
}100%

Bismark - Alignment #2

Alignment #3

2 paired fastq files  gmeg  Trim galore

--fastqc --paired --rrbs
--non_directional --trim1 Alignment #4

} 95%
} 95%

Alignment #5

Alignment #6

Bsmap doesn’t find the same mapped reads between two identical
runs
=> Bismark is reproducible, Bsmap is not.



Annotation \

Ll

Aggregate information on Gene definition,
Gene information, CpG islands, repeats...

\[python RRBS HOME/Annotation/annotk/annotk.py <pathname to the configuration filo}

Gene
definitic
(gtf fi




