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* Technique de référence
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Développement des techniques NGS

* Technique rapide
e Librairies d'amorces avec codes barres

* Couverture de séquencage variable

échantillon GACTAGTCTG

e ®, I VAT

1 Nucleotide 10

1 — .
géne A ‘««; 1 »
Sanger >N Laser
Sy L
géne C . —
Contigs (overlapping regions)
mm librairie de génes puce Reads cluster 1 ‘ReadsclusterZ‘ Reads cluster 3

Puce NGS séquencage gei——u1 g
— — !
g |

o=
P
Em——




De ’ADN aux protéines

Chromosome

DNA

lTranscription

RNA polymerase", >
Y

séquengage de ’ARN

Ribosome

‘-2/?} Protein



Whole Exome Sequencing WES

» Séquencage régions codantes de I'ADN (exons)

gene A

Exon1 ... Exon N

YLD DODDV

géene B o o

Exon1 ... Exon N

ALY MIDDT — HIDIS
géene Z ZZZZZZ

Exon1 ... Exon N

ALY MNPODDT

* Applications : recherche de mutations
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Whole Genome Sequencing WGS

Séquencage de tout le génome, y compris les régions non codantes

* Applications : recherche de mutations, translocations
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RNA-Seq

| RNA Sequencing

Fragment RNA into Convert RNA fragments
@ Isolate RNA from samples short segments into cDNA
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RNA-Seq

* Applications:

comparaison des profils d’expression entre des échantillons

analyse de variants de transcripts (épissage alternatif)
* Limites:

pas d’analyse possible des ARN a courte durée de vie

perte d’information sur les ARN de petite taille (comme les miRNAs) selon la
technique d’extraction d’ARN utilisée et selon la profondeur de séquencage (nombre de

reads par échantillons)



GRO-Seq

Analyse des ARNm nouvellement synthétisés

¥ e
—
Global run-on-sequencing (GRO-seq) Run-on with analog Isolate and hydrolyze

5'-Bromo-uridine immunoprecipitation
chase (BRIC-Seq)

e —
—r
> 4 < S - — - =
- —_—
Bead coated with Elute Reverse cDNA
a-BrdUTP antibody Cap removal transcription

End Repair amplification



GRO-Seq

e Applications:
analyse fine de l'activité transcriptionnelle des cellules

analyse de |'expression des ARN a courte durée de vie (codants et non codants)
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Protéome

* Analyse des protéines par spectrométrie de masse

Proteins Peptides Mass Spec

Extraction Digestion ———  Separation

E— _ _ I:f}‘:~ =) Data analysis

L7 17

Immunoprecipitation PTM enrichment
Size exclusion Peptide fractionation

SDS page



Protéome

e Applications:
Analyse des modifications d’expression protéiques selons différentes conditions
Analyse des modifications post-traductionnelles : phospho-protéome,

ubiquinitinylome, ...



Evaluation des modifications épigénétiques
et de la dynamique chromatinienne

Epigenetic mark
(Methyl)

Chromatin

Closed chromatin (heterochromatin) is densely Open chromatin (euchromatin) is loosely
packed, and transcription cannot occur. packed, and transcription can occur.
)
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Evaluation des modifications épigénétiques
et de la dynamique chromatinienne

* ATAC-Seq
* CHIP-Seq
* MeDIP-Seq



ATAC-Seq

* Cartographie des régions “ouvertes” de la chromatine

X\JI//J/J///_IJ/JJ J¥I Adapter 1@/*%9&&

Hyperactive
Chromosome TnS transposase

@ Binding of Tn5 transposases to open chromatin
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@ Fragmentation and tagging (tagmentation) by Tn5 transposase @ DNA fragment purification and PCR amplification
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@ Next generation sequencing of PCR product and data analysis
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ATAC-Seq

e Applications:
analyse des modifications chromatiniennes sur le promoteur d’un gene d’intérét
recherche de séquences consensus de facteur de transcription activateur ou
inhibiteur sur les zones ouvertes identifiées

validation des résultats par CHIP-Seq



CHIP-Seq

Zones de liaison d’une protéine sur le génome

DNA binding proteins @ Crosslinking and DNA fragmentation @ Immunoprecipitation with DNA binding
protein-specific antibody
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CHIP-Seq

* Applications :
identification des cibles génomiques d’une protéine
analyse des modifications chromatiniennes (modifications des histones) pour un

gene d’intérét



Méthylome — MeDIP Seq
* Cartographie des zones méthylées de 'ADN = répression de la transcription
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Evaluation de la dynamique chromosomique
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Evaluation de la dynamique chromosomique

Territories Compartments TADs Loops
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Techniques de capture de la conformation chromosomique
e (Cartographie des boucles d’interactions chromosomiques
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Importance des TADs en pathologie humaine

Les genes presents au sein d’'un TAD sont corégulés
Les contacts entre les éléments activateurs (enhancers) et les régions promotrices
sont localisés au sein d’'un TAD
La perturbation de la structure des TADs peut entrainer des contacts ectopiques entre
des éléments régulateurs et des régions promotrices hors du TAD :

expression ectopique de genes normalement réprimés

role dans les cancers et les maladies du développement



HiC

Exemple d’application : perturbation des TADs dans les gliomes mutés IDH1

Chr4: 53.7-55.4 Mb

HiC interaction
score:
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Flavahan et al., 2016



HiC

 Exemple d’application : perturbation des TADs dans les gliomes mutés IDH1

@ Enhancer
|_—)_— Promoter and gene
- CTCF binding site
L 2 Chromatin loop

TAD boundary disruption
Deletion of CTCF sites
Methylation of CTCF sites

Activation of oncogene

Valton et al., 2016



Evaluation des cassures double brin de ’ADN - End-Seq

» (Cartographie des cassures double brins de 'ADN
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End-Seq

e Applications:
édition génique
recombinaison VD)
commutation isotypique

chimiothérapie



Les analyses en single cell

o Reveals heterogeneity and
Each cell type has distinct subpopulation expression

Single Cell Input expression profile variability of thousands of cells

A A
|

Single Cell
Analysis

Toi e
v e = = Al IS

Tissue

* - - | ?

Bulk
Analysis

-

Bulk RNA Input " _ > _
Average gene expression Cellular heterogeneity

from all cells masked




Les analyses en single cell
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Les analyses en single cell

* Applications:
DNA-Seq
RNA-Seq
ATAC-Seq
CHIP-Seq (modifications des histones)

Méthylome



Les analyses en single cell

Exemple d’application :

1-200+ DNA
CeIIOligo-antibody mix NGS datasets
Chronic Airway Diseases: Clinical Samples SHSPENSION Transcriptome
Allergic Rhinitis= Nasal brush & lavage Prisoletbased L7 sc-RNA-seq
/.\sthm.a Bronchial alveolar lavage Flow NGS Epigenome
Bronchiectasis Bronchial brushing Cameny ;/ > sc-ChiP-seq
Custic Fiba Bronchial biopsy 100-10000 N\ sc-ATAC-seq
ystic Fibrosis 2 cells Plate-based
Interstitial Lung Disease Lung parenchyma biopsy NGS Ne
Pneumonia Lymph nodes Immunophenotyping
Tuberculosis /fine needle aspirate 1 High dimensional
A flow-cytometry
1-15 CITE-seq
Fuorescently-labelled
antibody mix

Seumois et al., 2019



Les analyses en single cell

* Exemple d’application :

Resolution & Dimension

All Immune Cells T cell Subsets PathogenicT cell Subsets

Allergic
. specific
ke a2 T2 cells

Computational Integration
tSNE2

Discovery

< 5 cell surface markers
« Microscopy 5 to 15 markers
« Flow cytometry + Flow cytometry Up to > 5000 markers
» Sequencing » Mass spectrometry (CyTOF) » Sequencing
« Sequencing

Seumois et al., 2019



