Etude des niveaux de méthylation
approche globale LUMA
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Analyse globale des niveaux de methylation
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Mspl: Insensible a la méthylation
Hpall: Sensible a la méthylation



LUMA
(LUMINOMETRIC METHYLATION ASSAY)

Méthode pour I'analyse globale de la méthylation
Détermination du niveau de méthylation : rapide (6h) & quantitative

Aucune information concernant la localisation ou la répartition de la méthylation de
I’ADN
Quantification du nombre de coupures par des enzymes de
restriction sensibles ou non a la méthylation
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But: comparer les niveaux de méthylations globaux entre différents échantillons
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LUMA
(LUMINOMETRIC METHYLATION ASSAY)

Quantification du nombre de coupures par des enzymes de restriction (Mspl &
Hpall) sensibles ou non a la méthylation, par rapport a un étalon interne (EcoRI)
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Culot?(l:'el lul aire
Tissli(ZDI 0 mg)

LUMA : STRATEGIE

Extraction ADNg

z

Contréle qualit\.

Culot cellulaire (% boite de 10)
Tissu (20-50 mg)

1

J2

4 x 500 ng

Pyrosequenceur

Incubation 4h a 37°C

20pL Annealing Buffer
+ 20uL Sample

Analyse des résultats

Pyroséquengage

Mesure
concentration

Nanodrop, ADN db, 1 uL l

Dépot sur gel

Gel agarose 1%
Vérification taille > 10 kb




Protocole de pyroséquengage

* Chaque personne a un échantillon digéré avec 1) Mspl ou 2) Hpall a
déposer dans les puits de la plaque 24 puits

* Remplir la cassette selon les quantités indiquée par le programme :
puits E = mixE — 119ul
puits S = mixS — 119ul
* puits A = nucléotide A — 57l
puits T = nucléotide T — 57l
puits C = nucléotide C et G — 57l de C, 57ul de G
puits G =100pl H,O

» Ouvrir délicatement le capot du pyroséguenceur et mettre la cassette.

* Dans chaque puits de la plaque de pyro, déposer 20ul d'annealing buffer
et 20 ul de produit de digestion.

e Lancer le programme a partir de la clé usb.

* Reécupération des résultats et analyses



Protocole d’analyse

Dans le logiciel du pyroséquenceur, regarder les profils :

Pics A, C et T doivent étre < pic S

PicG=0

Pics Aet T finaux pas trop grand.

Pic C Mspl doit étre plus grand que pic C Hpall du méme échantillon.

Tools — Export Peak Heights — All wells, row en format .csv

Ouvrir Excel, ouvrir le fichier .csv, convertir les (;), remplacer les (.) par des (,).

Ajouter des noms aux colonnes :A-C-T-C'-H,O-A"-T'

Faire les calculs :
* AIT et (A+A)/(T+T') refletent la digestion EcoRI et doivent étre proches de 1 (=1 car A est Iégerement auto luminescent)

 Calculer la moyenne AT : moyenne((A+A"):(T+T))
* (C+C"/(moyenne AT) reflete Msp/Eco ou HpalEco.

* Le ratio Msp/Eco doit étre constant entre échantillons. Msp/Eco doit étre = Hpa/Eco.

Faire le calcul (Hpa/Eco)/(Msp/Eco) = rapport Hpa/Msp représentant le nombre de sites non méthylé sur le nombre
de site total. Une méthylation de 100% donne un rapport de 0 et une absence de méthylation un rapport de 1.

Le pourcentage de méthylation quant a lui se calcule selon la formule : %meDNA=100*(1-(Hpa/Msp)), ce qui donne
une représentation graphique plus logique.



Resultats

Run1
. . . \ \ EcoRI , , Msp/Eco Hpa/Eco Hpa/Msp %
Digestion | Echantillon A ¢ T c Heo A T aeayremy| AR (T+T) | Moyenne AT /moyAT | (C+C')/moyAT | (Hpa/ Ecop/(Msp/Eco) | métiwiation
11 3,58 14,54 319 089 0,06 1,91 1,39 1,20 549 4,558 504 3,06 065 345
KO 5,66 2073 526 0,79 0,06 2,57 2,09 1,12 8.23 7.35 7,79 2,76 1,04 37
MEFs 9,61 3405 8,62 077 0,03 339 33 1,09 13 11,92 12,46 2.79 028 717
gl MEFS KO 552 28,88 519 08 012 172 1,53 1,08 7,24 672 6,98 4,25 032 683
= 11 385 159 364 093 014 219 1,58 1,16 6,04 522 563 2,99 064 356
KO 59 236 5,66 098 0,01 278 23 1,10 874 7.9 8,35 2,80 1,01 13
MEFs 9,29 31,51 7.87 0.71 0,04 345 3.29 1,14 12,74 11,16 11,95 2,70 029 705
MEFs KO 523 2781 482 08 012 1,57 1,37 1,10 638 6,19 6,50 4,40 032 684
11 337 9.4 341 06 0 1,82 1,37 1,09 519 478 4,99 2,01
KO 6,02 2125 522 057 0 215 1,85 1,16 817 7.07 762 286
MEFs 9,61 952 8,64 025 -0,04 335 3,07 1,11 12,96 11,71 12,34 079
il MEFS KO 4,82 7,56 4,51 033 015 116 1,21 1,05 598 572 585 135
£ I 3,79 10,12 386 0,93 0,05 213 17 1,06 592 5,56 5,74 1,93
KO 6,21 2.1 5,47 0.73 0,03 243 2,02 1,15 8,64 7.49 8,07 283
MEFs 9,41 9,51 8,66 029 005 343 318 1,08 12,84 11,84 12,34 079
MEFS KO 428 6,66 3,98 037 011 093 092 1,06 521 49 5,06 1,39
— ——
% sites CCGG méthylés 100,0
Run 1 Run 2 Moyenne
I 345 356 35,1 90,0
KO 37 13 25 800
MEFs 717 705 71,1 711 684
MEFs KO 68,3 68,4 68,4 g 700 g
E‘ 60,0
£ 50,0
®
40,0 35,1
§ .
.g 30,0 -
£ 200
100 -
00 : :
TKO MEFs MEFs KO




BISULFITE PYROSEQUENCAGE

Méthode d’analyse de la méthylation a un locus précis

ADN génomiq

Analyse et quantification du niveau de méthylation d’'un ou plusieurs CpG conseécutifs

P« ‘(\' e \

5-GAGTCGC..... CG....... G....... GCTTTTA-3
3'-CTCAGCG..... GC....... G"C....... CGAAAAT-5’
Denaturation
Bisulfite Treatment
5'-GAGTUGU..... UG....... G....... GUTTTTA-3
3-UTUAGUG..... GU....... G"C....... UGAAAAT-5’

l PCR amplification (strand specific)

5-GAGTTGT.....TG....... G....... GTTTTTA-3'
3-CTCAACA....AC....... GC....... CAAAAAT-%

Méthode basée sur la conversion bisulfite qui ne permet pas de différencier 5-mC et 5-hydroxy-mC



