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Séquencage ADN J

Qu’est-ce que le sequencage d’ADN?

— Deéterminer I'ordre des bases d’'un fragment d’ADN

ATGCAGCGTTACCATG. . .

Comment ?
Depuis 2005, séquencage de 2nde génération
-> tres haut débit



Apres le sequencage

Que faire avec les données ?

. ExperimentX_R1.fastq.gz

EHWI-5T980:107:DOSBEACKE :2:1101:1630:158¢6 1:M:0:TGACCA
NTGGATCTGAGCAGTGAT TTGAGGAACT GCTGCACAGCACARARCT GCTACARATACAATAGTAATCCCCATTTGTGGTACAATGCGAAGT CACGTCARCT
+

#1=DDOFFFHHHHHJHGIIJJGIJJIGIJIIJIIJJIGIJITIJIJITIJIIHIJJIHHITJIGIJIGIIIDHHH IJJJHFEFHFFFFFFEDDDDDDDDDDDCDDD

Browned tn next generaifon sequencing date

Fichier avec des dizaines ou centaines
de millions de séquences...
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L ranscriptomique J

Quantification de I'ensemble des transcrits dans différentes conditions ou différents
types cellulaires

Sample 1 Sample 2
purification ARNm
RT - cDNA — _—
~ séquencage

_ Sample / \S:ample 2

——= alignement sur le

— = génome

—_ —_ o — = visualisation

Gene A Gene B Gene A Gene B -> pavigateur de génome

(source : Thomas Girke Analysis of \ /

RNA-Seq Data with R/Bioconductor) N
compte du nombre de lectures par géne
analyse différentielle

Geéne A : 3 x moins exprimé dans la condition 2
Gene B : méme niveau d’expression




Epigénétique

J
Etude a I'échelle du génome des marques épigénétiques
-> exemple de la méthylation de 'ADN
NH, NH,
- N RN NN
Unmodified base /7 N
L LK
N N N O
H H
Adenine, A Cytosine, C
H3C"'~.NH NHZ HSC\NH
HaC
Modified forms <,N | XN | \/L E\N
N N) N~ 0 N/J\o
H H H

N6-Methyladenine, 6mA 5-Methylcytosine, 5mC  N*-Methylcytosine, 4mC

source : https://en.wikipedia.org/wiki’/DNA_methylation



(I\/Iéthylation des cytosines\

Mammiferes : CpG

Autres organismes : CHG ou CHH (H=A, T ou C)

S N Y . ;
CPG Cytosine EH\/LHN_H-"NW

31_9‘:1]_ 3. méthylée Hﬁrile >_ ¢

O=H--N ¢, Guanine

source : Marthe Laisné



Visualisation
des données

- _/
Integrative e
Genomics = |
Viewer W¥wrm 4. [ 9

https://software.broadinstitute.org/software/igv/
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Comparaison de deux
types cellulaires

Boraas et al. 2016. PLoS ONE

embryonic stem cells mouse embryonic fibroblasts

cellules souches embryonnaires fibroblastes embryonnaires de souris



Partie pratique !
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/I\/Iéthylation des cytosines\

chez les mammiferes

J

Ou ?
llot CpG

Geéne transcrit

! vt MM 1Y EE et BUEE, 1R ¢

Région intergénique
méthylée

Comment ?

Enzymes

Elément llot CpG non méthylé
transposable méthylé 60 % des génes humains

- DNMT (DNA methyl-transferase)
- TET (ten-eleven-translocation)

source : Marthe Laisné

T CpG méthylé

? CpG non
méthylé




/I\/Iéthylation des cytosines\
chez les mammiferes

DNA methylation

Smallwood, Kelsey, 2011. Trends in Genetics.
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Séquencage de

A partir de 2005 s 7 .
seconde géneration

(ou NGS pour Next Generation Sequencing)
Difference majeure: plus besoin d’isoler un fragment d’ADN pour le séquencer

— 0N séguence un melange

1. ADN fragmenté - bibliotheque avec des adaptateurs synthétiques
2. Immobilisation des fragments (billes, surface de canaux microfluidiques)

3. Geéneration de clusters clonaux (PCR) : chaque fragment donne un cluster avec des milliers de
molécules identiques

4. Séquencage par cycles en alternant réactions chimiques et imaging

2005 : 454 (Life Sciences)
2006 : Solexa Genome Analyzer and SOLID (Agencourt)

2010 : lon Torrent
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006 Genome Analyzer Solexa
(maintenant lllumina)

N = = gt

Fragments Add adaptors Attach to flowcell
-,
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source : lllumina



2006

Genome Analyzer Solexa
(maintenant lllumina)

4, elongation & imaging

Incorporate
all four
nucleotides,
each label
with a
different dye

Wash, four-
colour imaging

e A
© 20 Top: CATCGT
T® cO Bottom: Ccccce

Repeat cycles = % Metzker, 2010 (Nature Reviews Genetics)

Cleave dye
and terminating
groups, wash



Colt du séquencage

Cost per Human Genome
$100,000,000

$10,000,000

Moore’s Law
$1,000,000

$100,000

$10,000

ion: man Genom
[NIH et Sept 2007
Publication d’'un
second génome humain

2001 —w genome.gov/sequencingcosts
= $100
EbaUChe 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

génome humain

Oct 2004 2008 2014
Publication séquence 4 génomes humains 220 000 génomes
d’'un génome humain supplémentaire humains




(Détermination du pourcentage
de methylation

mC

| |
< -0B00VO0VAO-~  Coome  TCGACA<————b TCGACA

conversion hisulfite : o
Conversion au bisuffite

(PCR Lecture (read) TCGATA TTGATA
0000000000~ T TreAe T
Methylation 1 0

www.epigentek.com Marjorie Mersch



/I\/Iéthylation des cytosines\
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Somatic tissue
differentiation
.

e DNMT 34

DMNMT 3B
e T 5O
s DNMT 3L

e TET1
e TETZ
IS TET3

s Epiblast I
100 stem cells f L

) DNMT1 excluded
— L frovm nuclews b
.3
5 Human
£ ol
: | O -
g | Qote o ESC Epiblast
Q 'c_g' extra-embryonic
3 = - LissLaes

o4 Blastocyst
T T T Tr T
M o se: E3.5 E65 E13.5 Ovulation
Hurman: E0L5 E& E14 W7-10 Ovulation

Greenberg, et al, 2019. Nat Rev Mol Cell Biol.




.

/I\/Iéthylation des cytosines\
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Pourquoi ?

b
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Pre-implantation imprint imprint
Maternal M
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| H3K27me3 © CpG @ 5mCpG @ 5hmCpG

Greenberg, et al, 2019. Nat Rev Mol Cell Biol.
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variable

5mC

H2A.Z
anticorrelated
with 5mC
5mC alters

PIH D

/ /

H3K4me3 and H2A.Z de novo Bound DNMTs maintain Repetitive
block de novo methylation  methylation methylation DNA

O Unmethylated CpG © H3K4mel . H2AZ DNMT3A

® Methylated CpG © H3K4me3 i DNMT3B

© Variable CpG methylation

Jones, 2012. Nature Reviews Genetics
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Pourquoi ?

... For fun and beauty ?

Cubas et al, 1999
Morgan et al, 1999



