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Abstract

DNA replication is a vital process that ensures an accurate conveyance of the
genetic information to the daughter cells. In eukaryotic organisms, genome replica-
tion is carried out by using multiple start sites, also known as replication origins.
During phase S of the cell cycle, these origins are fired stochastically, resulting in
bi-directional replication forks that propagate along the genome until the conver-
ging replication forks merge; this process is called termination. In metazoans, the
mapping of replication remains challenging. Genome wide mapping of human repli-
cation origins performed using sequencing of Okazaki fragments (Ok-seq) , initiation
sites labelled with digoxygenin-dUTPs in a cell-free system (Ini-seq), isolated small
nascent strands (SNS-seq) or replication bubbles (Bubble-seq), only modestly agree.
This inconsistency can be due to the fact that these existing genome wide approaches

use large cell populations that smooth out variability between chromosomal copies.

Thus, to get a better understanding of DNA replication and to uncover the cell-
to-cell variability, the development of single molecule techniques is fundamental.
DNA combing, a widespread technique used to map DNA replication at a single
molecule level, has a very low throughput and tends to give fainted signal in addition
to uneven linearity of the DNA molecules. Thus, automated detection and mapping
of the DNA fragments are arduous tasks. Therefore, single molecule techniques tend

to be refractory to automation, forestalling genome-wide analysis.

To overcome these impediments, we repurposed an optical DNA mapping de-
vice based on microfluidics, the Bionano Genomics Irys system, for High-throughput
Optical MApping of Replicating DNA (HOMARD). Relying on the same labelling
strategy as OMAR (Optical Mapping of DNA replication), our methodology labels
fluorescently DNA replication tracks and nicking endonuclease sites (barcode) using
two different fluorescent nucleotides (AUTP), in addition to a YOYO-1 intercalator
DNA fiber staining. We typically collect, for a single run, over 34 000 images and



more than 63 000 Mbp of DNA. The advantages of such technology are the high
quality of the images and the possibility to automatically align the DNA molecules
on a reference genome by optical mapping. Our new open source tools, that requi-
red the adaptation of the provided proprietary software, empower us to map the
intensity profiles extracted after having two essential preprocessing steps on the raw
images. We can now simultaneously visualize the intensity profiles of all mapped
DNA molecules, check the optical mapping performed and, in particular, see where

the replication tracks are located genome-wide at a single molecule level.

We demonstrate the robustness of our approach by providing an ultra-high
coverage (23,311 x) replication map of A DNA in Xenopus egg extracts and the
potential of the Irys system for DNA replication and other functional genomic stu-
dies apart from its standard use meaning genome assembly and structural variation

analysis.



Résumeé

La réplication de ’ADN est un processus vital assurant une transmission fi-
dele de l'information génétique aux cellules filles. Dans les organismes eucaryotes,
la réplication du génome s’effectue en utilisant plusieurs sites de d’initiation, éga-
lement appelés origines de réplication. Pendant la phase S du cycle cellulaire, ces
origines sont déclenchées stochastiquement et donnent naissance a des fourches de
réplication bidirectionnelles qui se propagent le long du génome jusqu’a la fusion
des fourches de réplication convergentes; ce processus passif s’appelle la terminai-
son. Chez les métazoaires, la cartographie de la réplication demeure difficile. Par
exemple, la cartographie a ’échelle du génome des origines de réplication humaine
réalisée en utilisant le séquengage des fragments d’Okazaki (Ok-seq), des sites d’ini-
tiation marqués a la digoxigénine-dUTP dans un systeme "sans cellule" (cell-free)
(Ini-seq), des brins naissants (SNS-seq) ou des bulles de réplication (Bubble-seq), ne
coincident que modestement. Une explication possible de cette incohérence est que
ces approches utilisent de grandes populations cellulaires ne donnant qu'une image

moyenne de la réplication.

Ainsi, pour mieux comprendre la réplication de ’ADN et la variabilité inter-
cellulaire, il est indispensable de développer des techniques en molécule unique,
parmi lesquelles nous avons le peignage moléculaire. Cette technique répandue est
utilisée pour cartographier la réplication de ’ADN mais son débit est tres faible.
Par ailleurs, cette approche tend a donner un faible rapport signal/bruit en plus
d’obtenir des molécules d’ADN non linaires : 'automatisation de la détection et de
la cartographie des fragments d’ADN devient alors une tache ardue. Par conséquent,
les techniques en molécule unique ont tendance a étre réfractaire a 'automatisation,

empéchant 'analyse du génome dans son ensemble.

Pour s’affranchir de ces limitations, nous avons réorienté un dispositif de car-

tographie optique de ’ADN basé sur la microfluidique, le systeme Irys congu par



BionanoGenomics, pour le High Throughput Optical Mapping of Replicating DNA
(HOMaRD). S’appuyant sur la méme stratégie de marquage qu’OMAR (Optical
Mapping of DNA Replication), notre méthodologie marque par fluorescence les seg-
ments répliqués de 'ADN et les sites d’endonucléation (code-barres) en utilisant
deux nucléotides fluorescents différents, en plus d’un agent intercalant, le YOYO-
1, permettant le marquage des fibres d’ADN. Ces fibres d’ADN sont véhiculés par
électrophorese dans les nanocanaux de la puce Irys ou elles sont linéarisées et ima-
gées automatiquement. Nous collectons typiquement, pour un seul passage, plus de
63 000 Mbp d’ADN et plus de 34 000 images réparties en 'scans’. Les avantages
de cette technologie sont la qualité des images et la capacité a cartographier au-
tomatiquement les molécules d’ADN sur un génome de référence. Nos outils open
source, qui ont nécessité 'adaptation des logiciels propriétaires, nous permettent de
cartographier les profils d’intensité qui ont été extraits apres deux étapes essentielles
de pré-traitement des images brutes. Nous pouvons maintenant visualiser simulta-
nément les profils d’intensité de toutes les molécules d’ADN cartographiées, vérifier
la cartographie optique effectuée et, en particulier, voir ou se situent les segments

répliqués a 1’échelle du génome en molécule unique.

Nous démontrons la robustesse de notre approche en fournissant une cartogra-
phie de la réplication avec une couverture ultra-élevée (23 311 x) de I’ADN du bac-
tériophage A répliqué dans les extraits d’ceufs de Xénope et le potentiel du systéme
Irys pour 'analyse de la réplication de ’ADN et pour d’autres études de génomiques
fonctionnelles, en plus de son utilisation standard, a savoir ’assemblage génomique

et I'analyse des variants structuraux.
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION

“In the year 2020 you will be able to go into the drug store, have
your DNA sequence read in an hour or so, and given back to you
on a compact disc so you can analyse it.”

En effet, Walter Gilbert n’est pas si loin de la réalité. Depuis le séquengage
du premier génome humain, en 2003, les techniques de séquencage ont connu des
révolutions technologiques majeures au moyen des avancées dans divers domaines
tels que la physique ou encore les nanotechnologies. Il a fallu prés de 15 ans et
3 milliard de dollars pour séquencer le premier génome humain ( 2004),
contre quelques heures et quelques centaines de dollars pour séquencer aujourd’hui
n’importe quel génome et ce en utilisant différentes approches. Cependant, un simple
CD-Rom ne peut contenir I'information générée par les séquenceurs. Outre, une
amélioration de I’accessibilité a ces technologies avec des cofits réduits, le séquengage
permet d’étudier la complexité de ’ADN, de comprendre son fonctionnement ainsi
que les mécanismes dans lesquels il est en cause, et de déceler des mutations pouvant

étre impliquées dans certaines maladies.
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1.1.1 Lever les zones d'ombres sur le programme de réplication de I'ADN : un challenge

La réplication de I’ADN fait partie des processus complexes et cruciaux que
nous cherchons toujours a décoder. Elle permet d’assurer la transmission fidele et
complete de I'information génétique d’une cellule mere a une cellule fille. Pour répli-
quer leur génome, les organismes eucaryotes utilisent de multiples sites d’initiation
appelés origine de réplication (cf. Figure 1.1). Les origines sont activées stochasti-
quement lors de la phase S du cycle cellulaire. De chacune de ces origines va émaner
deux fourches bidirectionnelles qui vont progresser le long de la molécule d’ADN a
une vitesse d’environ 2 kb/min jusqu’a converger et fusionner avec les fourches adja-
centes. Cette action, appelée terminaison de la réplication, est un phénomene passif.
Une meilleure compréhension des facteurs régulant la réplication de I’ADN est es-
sentielle. En effet, les perturbations de ce processus, ou stress réplicatif, menacent
la stabilité du génome et ont été associées entre autre au cancer (

2013 2015 2017).

Origine de
réplication

Fourche de by 4 Fourche de
réplication Do 3 réplication
S
Sy
) _—
5 , 3
3' 5|

Figure 1.1 — Bulle de réplication. La structure schématisée ici est une bulle de réplication. Au centre de cette
derniére se trouve une origine de réplication (ligne pointillée) d’ott va émaner deux fourches de répli-
cations se déplacant en sens opposé. En bleu sont représentés les brins d’ADN parentaux et en rouge
les brins néoformés. Au cours de la réplication, la polymérisation se fait de 5’ & 3’ (unidirectionnelle).
L’enzyme responsable de cette polymérisation est ’ADN polymérase qui nécessite une amorce ARN
pour fonctionner (jaune). Le brin retardé est synthétisé de facon discontinue avec la formation des

fragments d’Okazaki et le brin avancé est lui synthétisé de maniére continue.
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1.1.2 Les résultats des études utilisant des méthodes en population ne s'accordent pas

La cartographie de la réplication de ’ADN demeure encore aujourd’hui un défi
et reste controversée. En effet, la cartographie pangénomique des origines de répli-
cation chez ’'Homme réalisée grace a différentes méthode telles que le séquengage
des fragments Okazaki (OK-seq)( 2016), des sites d’initiation marqués a la
digoxigénine-dUTP et isolés par immunoprécipitation (Ini-seq)( 2016), des
brins naissants isolés (SNS-seq)( 2012) ou des bulles de réplication (Bubble-
seq) ( 2013), ne s’accordent que partiellement. Une des explications de cette
incohérence est que ces approches utilisent des populations de cellules ne donnant
qu'une image moyenne de la réplication . La hauteur des pics du profil moyen ob-
tenu par une méthode populationnelle reflete 'efficacité des différentes origines de
réplication (plus 'amplitude du pic est importante plus l'origine de réplication est
efficace et inversement) (cf. Figure 1.2). Cela montre que chaque cellule utilise des
groupes d’origines différents pour répliquer son génome supposant donc I’existence

d’une variabilité inter-cellulaire.

Population A A A A——‘—A—

ﬁorigine de réplication

Cellulel — 4 4 0 —
Cellule2 — ‘ **
Celluled — 0 o —
Cellules — 0 o —
Cellule 5 74 tf

Figure 1.2 — Comparaison entre les méthodes en population et en molécules unique. L’analyse de la
réplication de ’ADN peut se faire soit par des méthodes populationnelles soit en molécule unique.
Chaque cellule utilise des groupes d’origines différents pour répliquer son génome (
2008). Or, les méthodes populationnelles ne nous donnent qu’une image moyenne de la réplication
de PADN.
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1.1.3 Vers une analyse en molécule unique ...

Les techniques en molécule unique permettent d’accéder a I’hétérogénéité entre
les cellules ( 2008) et de visualiser des événements rares tels que 'arrét
de la progression des fourches de réplication. Le peignage moléculaire, technique
communément utilisée dans le domaine de I'analyse de la réplication, consiste a
étirer des molécules d’ADN marquées sur des lames de verre pré-traitées. Les cellules
sont brievement marquées par incorporation d’analogues nucléotidiques permettant
ainsi de déduire la position des origines de réplication. Cependant, afin d’obtenir
la position de ces origines sur le génome une étape supplémentaire est nécessaire :
I’hybridation de sonde fluorescentes. Bien qu’utilisé en routine dans le domaine de

la réplication, le peignage moléculaire présente certaines limitations :

1. il s’agit d’une méthode tres bas débit en raison :

— du marquage des régions d’intérét par FISH (hybridation in situ par fluo-
rescence). L’étape de dénaturation induit la décrochage et la perte de
nombreuses fibres d’ADN.

— de 'usage de sonde FISH pour identifier la région d’intérét : cela implique

que pres de 99% des molécules sont non-identifiées sur une image.

2. la révélation des nucléotides fluorescents incorporés demande 'utilisation de
différents anticorps induisant un signal pointillé. Cela cumulé au bruit présent
dans I'image et aux molécules non linéairement étirées rendent 'automatisa-

tion et la détection des molécules ardues (cf. Figure 1.3).

Il faut compter plusieurs semaines, voir plusieurs mois afin de récolter et ana-

lyser un jeu de données statistiquement significatif.

Au sein du laboratoire, une méthode permettant le marquage de molécules
d’ADN, OMAR (Optical MApping of DNA Replication), a été élaborée et décrite
en faisant usage d’'un systéme ex-vivo, les extraits d’oeufs de Xénope (

2016) (cf. Sous-section 2.4.2.1). Cette approche consiste & marquer la réplica-
tion de ’ADN du bactériophage A\ dans ce systéme a I'aide de dUTP (deoxyuridine
triphosphate) fluorescents. Ensuite, a I’aide d’une endonucléase simple brin et 'in-
corporation de dUTP fluorescents au niveau des sites de coupure, un "code-barres'
est ajouté a chacune des molécules d’ADN. Ce code-barres permet 'identification
des fibres d’ADN peignées et leur cartographie sur un ADN de référence. L’usage de

nucléotides directement fluorescents permet de contourner les étapes de révélation
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avec des anticorps. Enfin, la derniére étape va consister a marquer les fibres a ’aide

d’un agent intercalant, le YOYO-1.

Malgré ces améliorations non négligeables, I’automatisation de la détection des
fibres d’ADN reste une tache complexe en raison de l'irrégularité des surfaces de

peignage et des molécules d’ADN non linéaires.

1.1.4 ... atres haut débit

Une alternative a la technique de peignage moléculaire est 1'usage de systemes
permettant I’étirement des fibres d’ADN dans des nanocanaux. Nous avons fait le
choix de détourner a notre avantage un dispositif développé par Bionano Genomics®,
le systeme Irys, originellement destiné a faire des assemblages de novo de génomes
ou encore de l'analyse de variants structuraux. Cet appareil permet d’étirer par
électrophorese des centaines de milliers de molécules d’ADN marquées, dans des
nanocanaux de 13 nm de diametre. En routine, un agent intercalant, le YOYO-1,
marque la molécule d’ADN (bleu) et des nucléotides fluorescents sont incorporés au
niveau des coupures simples brins provoquées par une endonucléase pour obtenir
le code-barres (vert). La présence d’un troisieme laser dans le systéme Irys (rouge)
rend possible la visualisation de la réplication de ’ADN. Afin d’observer les segments
d’ADN répliqués, des ANTP fluorescents sont ajoutés lors du processus (cf. Figure
1.3).

Typiquement, un passage (ou run) d’un échantillon, géneére, en une journée, plus de
32 000 images et permet d’imager automatiquement pres de 1 million de molécules.
Une fois cette étape réalisée, les outils bioinformatiques fournis par la compagnie

permettent d’opérer une cartographie des molécules d’ADN.
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Contrairement aux images obtenues en peignage moléculaire, nous avons des
molécules linéaires ainsi qu'une augmentation du ratio signal/bruit (cf. Figure 1.3).
Ces améliorations notables rendent possible I'automatisation de 'analyse de ces
images. Cependant, les logiciels fournis par Bionano Genomics® sont propriétaires
et ne peuvent étre explorés et/ou modifiés. Par ailleurs, notre signal d’intérét, a
savoir le signal réplicatif, n’est pas géré par ces outils. Afin d’obtenir une meilleure
compréhension du processus de réplication de ’ADN; il nous a fallu explorer ces

données afin de développer des outils bioinformatiques adaptés.

Code-barres | Code-barres

Figure 1.3 — Peignage moléculaire vs. technologie des nanocanaux. Le peignage moléculaire (& gauche) est
une technique ot des molécules d’ADN sont étirées sur des lames de verres pré-traitées (cf. Figure
2.7) alors que le systéme Irys est basé sur la technologie des nanocanaux permettant d’étirer auto-
matiquement par électrophorese des centaines de milliers de molécules(cf. Figure 3.4). Les molécules
d’ADN (bleu) sont marquées au YOYO-1 (agent intercalant), le signal réplicatif (rouge) et le code-
barres (vert) sont obtenus par incorporation de nucléotides fluorescents. Les images acquises avec le
systéeme Irys ne présentent quasiment pas de bruit de fond, les molécules sont rectilignes favorisant

ainsi 'automatisation de I’analyse des images.

L’objectif de ma these a donc été d’implémenter des outils bioinfor-
matique robustes dans le but de cartographier la réplication de ’ADN

en molécule unique et “genome-wide”.
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Pour ce faire, nous avons décidé de nous appuyer sur les images et toutes in-
formations utiles provenant du systéme Irys de Bionano Genomics® afin de pouvoir
extraire les profils d’intensités de nos molécules et les cartographier. Aussi, un al-
gorithme permettant la détection des segments répliqués dans nos signaux a été
développé de maniére a obtenir des informations quantitatives sur I'initiation de la
réplication de ’ADN.

Grace a nos outils, nous avons été a méme d’explorer nos données de fagon
plus approfondie, d’abord avec des premiers résultats au niveau de la population
avant d’aller vers la molécule unique. Nous avons montré que la méthode que nous
avons développé, HOMaRD (High-throughput Optical Mapping of Replicating DNA),
rend 'analyse de la réplication possible en faisant usage du systéme Irys mais ouvre
aussi la voie a d’autres types d’analyses aussi bien en génomique fonctionnelle qu’en

épigénétique.

Nous verrons donc dans une premiere partie comment les méthodes d’analyse de
la réplication ont évolué et a quels concepts elles ont donné naissance (cf. Chapitre
2). Puis nous décrirons le développement du pipeline HOMARD en présentant les
différentes étapes de post-processing, de cartographie pour enfin décrire I'approche
de détection des segments d’ADN répliqués (cf. Chapitre 3). Dans une troisieme
partie, nous détaillerons les résultats obtenus sur les différents échantillons a savoir
I’ADN du bactériophage A\, 'ADN de levure S. cerevisiae et enfin ’ADN humain
(cf. Chapitre 4). Dans une derniére partie, nous conclurons et verrons quelles sont

les perspectives de ce projet (cf. Chapitre 5).
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Chez les eucaryotes, ’ADN (Acide DésoxyriboNucléique), molécule support de
I'information génétique, est constitué de deux chaines de nucléotides formant une
double hélice. Cet ADN est transmis d’une cellule mere a ces deux cellules fille lors
du cycle cellulaire qui est composé de quatre phases se succédant dans un ordre bien
défini : G1 (Gapl), S (Synthese), G2 (Gap2) et M (Mitose). Les phases G1 et G2
sont des phases de préparation a la duplication du génome et a la division cellulaire
(respectivement), S correspond a la phase durant laquelle le matériel génétique est
copié par le processus de réplication et enfin M renvoie a ’étape de division de la

cellule.

—

Figure 2.1 — Le cycle cellulaire. Chez les eucaryotes, il existe quatre phases dans le cycle cellulaire qui sont la
phase G1 correspondant a la phase de croissance, la phase S renvoyant a la phase de synthése et donc
de réplication de ’ADN, la phase G2 qui va étre la phase de préparation & la mitose et enfin la phase
M qui correspond a la phase de division cellulaire. Ce cycle cellulaire différent selon les organismes

et leur stade de développement.

Comme cela a été souligné dans I'introduction, chez les organismes eucaryotes
la réplication de I’ADN se déclenche a de multiples origines de réplication. La dé-
termination de ces origines a été extrémement difficile et ce pour de nombreuses
raisons telles que la taille des génomes eucaryotes peuvant aller jusqu’a plusieurs
milliers de mégabases, les techniques utilisées mais aussi la rareté des intermédiaires
de réplications ( 2015). Avec les avancées technologiques de ces derniéres années,
il est aujourd’hui possible de cartographier les origines de réplication par des tech-
niques de séquencage a haut débit. Cependant, les études indépendantes et utilisant

différentes approches ne s’accordent pas.

Dans ce chapitre, nous allons voir comment, depuis la découverte de la structure
de 'ADN par Watson et Crick en 1953, les techniques utilisées pour I'analyse de la
réplication de I’ADN ont fait évoluer nos connaissances sur le sujet et en quoi notre

approche peut constituer une percée dans le domaine.
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2.1.1 Lautoradiographie des fibres d’ADN

John Cairns décida d’appliquer la technique d’autoradiographie a I’analyse des
fibres d’ADN dans le but d’étudier la structure et la réplication de I’ADN bactérien
( 1963a 1966). Son expérience consista a faire pousser FE. coli en présence de
thymidine radioactive permettant ainsi de visualiser le brin d’ADN nouvellement
répliqué. Il montra que le chromosome bactérien d’E. Coli était une unique molécule
d’ADN double brins circulaire (4,6 Mb) qui se répliquait a partir d’une origine de

réplication avec deux fourches (cf. Figure 2.2).
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Figure 2.2 — Autoradiographie de ’ADN d’E.coli. (A) ADN d’E. coli marquée avec de la thymidine tritiée
et observée aprés autoradiographie.(B) Interprétation de la molécule d’ADN observée en (A) avec

en gris foncé le brin parental et en rouge les brins néoformés. Adaptée de 1963b
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Cette découverte marqua un jalon dans le domaine de la réplication de ’ADN
malgré les difficultés rencontrées pour la mise en place de cette technique comme le

fait remarquer J.Cairns :

“The autoradiography of DNA was a rather slow business.
FExposure times were over two months. Therefore it took a couple
of years to work out a technique for minimizing DNA breakage
during extraction, and then it was only after quite a long search
that I found any molecules that were sufficiently untangled to be
interpretable.

2

Quelques années plus tard, il a été confirmé que la réplication chez E. coli
est bidirectionnelle : a partir d’une origine de réplication émanent deux fourches
s’éloignant 1'une de 'autre ( 1971 1972). Cependant le

positionnement de ces origines de réplication restait indéterminé.

Grace a 'adaptation de la technique d’autoradiographie des fibres d’ADN a
'analyse de ’ADN eucaryote ( 1968), il a été démontré que la répli-
cation de 'ADN chez ces organismes, en plus d’étre bidirectionnelle, débutait a de
multiples endroits a la différence des organismes procaryotes. Une premiere quanti-
fication de la distance séparant les sites d’initiation de la réplication ou origines de
réplication (20 a 400 kb), ainsi qu'une estimation de la vitesse de progression des
fourches (2 a 3 kb/min) ont pu étre réalisées. Cette approche a également révélé
que dans les cellules de mammiféres ayant une phase S pouvant durer de 8 a 10h,
des groupes de 5 a 10 réplicons (cf. Section 2.1.2) étaient répliqués de facon syn-
chrone en une heure. Cela implique donc ’existence d’une activation séquentielle des
clusters lors de la phase S du cycle cellulaire. Les différentes études menées par la
suite permettent de retrouver des vitesses de progression des fourches relativement
similaires mais ne s’accordent pas sur le nombre de réplicons activés au sein d'un

méme groupe (Hano 1975 1976).

Durant cette méme période, Yurov et Liapunova ( 1977) prouvent
I’existence, chez les mammiferes, de réplicons allant jusqu’a 2Mb dont la réplication
se faisait dans une fenétre de temps plus longue lors de la phase S (environ 3h).
Malgré une vitesse de progression des fourches quasi-constante observée dans les
différents types cellulaires et dans I’ensemble des études qui ont été menées, les

distances entre les origines, mais aussi la synchronicité de leur déclenchement sont
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variables. Méme si les raisons pouvant expliquer la présence d’une telle flexibilité
restent obscures, certains chercheurs comme Berezney (

2000) avancent que la cellule modifierait son programme de réplication suivant son
stade de développement ou de différenciation et donc son environnement, afin de

répondre a ses besoins.

De nouveaux concepts ont vu le jour grace a la technique d’autoradiographie,
cependant les fragments d’ADN n’étant pas identifiés il est difficile, voire impos-
sible, de savoir si les origines de réplication observées sont déclenchées au niveau de

séquences particulieres ou non.

2.1.2 Le modele du réplicon

En parallele des études précédentes, Jacob et Brenner proposent en 1963 (

1963) le modele du réplicon chez les procaryotes. Le réplicon va corres-
pondre a la séquence d’ADN qui va étre répliquée a partir d’une origine de réplication
et dont les fourchent divergentes vont se rencontrer au niveau du site de terminaison.
Un complexe protéique appelé initiateur reconnait une séquence bien spécifique de
I’ADN et le réplicateur permet 'ouverture de ’ADN dans cette région avant d’ini-
tier le processus de réplication. L’interaction entre ces deux éléments entraine le
recrutement de divers facteurs conduisant a l'initiation de la réplication. Le modele
décrit précédemment a été validé chez E. coli : le réplicateur, nommé Ori C, permet
la réplication autonome du plasmide dans lequel il a été inséré ( 1977) et
I'initiateur, appelé DnaA, a la capacité de se lier a Ori C ( 1982) (cf.

Figure 2.3).

32



CHAPITRE 2. DE LAUTORADIOGRAPHIE A LIMAGERIE HAUT DEBIT DE MOLECULES D’ADN EN COURS DE REPLICATION

Replicateur

Initiateur Oric
DNaA

Figure 2.3 — Le modéle du réplicon. Cette structure est composée d’un initiateur (protéine codée par le géne
ici en violet) et un réplicateur (orange). L’interaction de l'initiateur avec le réplicateur va permettre

I'initiation de la réplication de PADN. DNaA et OriC sont l’initiateur et le réplicateur chez E. coli.

L’initiation de la réplication de ’ADN peut se diviser en deux étapes :

— le licensing qui a lieu lors de la phase G1 et permettant de préparer les origines
de réplication en cas de déclenchement.

— le firing qui réfere au déclenchement d’une fraction des origines de réplication
préparées a l'étape précédente.

Elle est étroitement régulée de sorte que le processus de réplication ne se produit
qu’'une seule fois par cycle cellulaire ( 2005). Les étapes de licencing
et firing sont interdépendantes puisque les origines de réplications doivent étre "pré-
parées" lors du licencing avant d’étre déclenchées et inversement. Par ailleurs, ces
2 évenements sont mutuellement exclusifs étant donné que les deux réactions sont
associées a des stades spécifiques du cycle cellulaire sous le controle, entre autres,des
kinases dépendantes de la cycline (CDK). Les CDK vont favoriser 1'étape de firing

et en méme temps inhiber le licencing ( 2013).

L’initiateur eucaryote a été identifié pour la premiere fois chez la levure sous la
forme d’un complexe a 6 sous-unités reconnaissant les origines de réplication connu
sous le nom d’ORC (Origin Recognition Compleze)( 2014). Son

role est central puisque des mutations des genes codant pour ORC entralnent des
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anomalies au niveau du processus de la réplication ( 2014). Au
cours de la phase G1 du cycle cellulaire, ORC va interagir avec les ARS (Autono-
mously Replicating Sequences) (cf. Paragraphe 2.1.2.2) avant que les protéines Cdc6
et Cdtl ne se fixent. Le recrutement de ces dernieres va conduire a la fixation d'une
hélicase, MCM2-7 (minichromosome maintenance protein complex). Cet ensemble
va former le complexe pré-réplicatif (pré-RC)( 1992 1994).
Ensuite au cours de la phase S, MCM2-7 va étre activé par les DDK (protéines ki-
nases dépendantes de Dbf4) et les CDK (protéines kinases dépendantes des cyclines)

ainsi que d’autres facteurs ( 2015).

A la différence des initiateurs, bien caractérisés, les réplicateurs chez les eu-
caryotes font encore débat dans la communauté scientifique. En 1979, Stinchcomb
et Struhl proposent une approche rendant possible I'identification des réplicateurs
eucaryotes ( 1979 1978). Pour ce faire, '’ADN de S.
cerevisiae est fragmenté et chacun des fragments obtenus va étre cloné dans des
plasmides ayant un marqueur de sélection. Si la cellule est en mesure de pousser
dans un milieu sélectif, cela signifie qu’elle a soit incorporé un plasmide capable de
se répliquer de fagon autonome dans la cellule, soit qu’elle a intégré le marqueur
de sélection dans un de ses chromosomes. Ainsi les colonies obtenues pourront étre
isolées et analysées dans le but de mieux caractériser les fragments clonés. Grace a
cette expérience, les premiers réplicateurs eucaryotes ont pu étre isolés et identifiés
chez la levure S. cerevisiae, les ARS. Celles-ci sont des séquences riches en A/T
de 100 a 200 paires mais qui different entres elles par la séquence. Elles possedent
une séquence consensus de 11 paires de bases riche en Thymine, ARS consensus
sequence (ACS) qui est nécessaire a leur fonctionnement mais ne constitue pas un
élément suffisant. En effet, un élément non consensus situé en position 3’ de I’ACS
est aussi essentiel a 'activité des ARS ( 1993). Eaton et al. montrent par
séquengage et cartographie des sites de liaisons d’'ORC (se liant aux ACS) et des nu-
cléosomes, que des nucléosomes flanquent les ACS en 3" empéchant la liaison d’ORC.
Ils suggerent que les nucléosomes jouent un réle déterminant dans la sélection et le

fonctionnement des origines de réplication ( 2010).
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Afin d’aller plus loin dans ’analyse de la réplication, une autre technique, plus
poussée que 'autoradiographie ou encore que I'expérience avec les ARS, est utilisée :

I’électrophorese 2D sur gel d’agarose.

2.1.3 Des origines de réplication aux efficacités variables

Bell et Byers ont été les premiers a démontrer 1'utilité de 1’électrophorese sur
gel 2D pour distinguer des intermédiaires de recombinaison ramifiés a partir de
molécules linéaires, en se basant sur le différentiel de migration entre ces deux types
de molécules, dans des conditions électrophorétiques adéquates ( 1983). En
1987, Brewer et Fangman ( 1987) mais également Huberman (

1988), ont des approches différentes mais adaptent tous deux 'utilisation du
gel d’agarose bidimensionnel de Bell et Byers, dans le but de localiser les origines de

réplication et de déterminer la direction du mouvement des fourches de réplication.

L’idée repose sur I’élaboration de conditions électrophorétiques permettant de
discerner les molécules d’ADN linéaires non répliquées, des molécules non-linéaires
en cours de réplication. La premiere dimension consiste en une séparation qui se
fait a basse tension afin de séparer les molécules d’ADN selon leur masse. Pour la
seconde dimension, la migration se fait sous haute tension dans un gel a plus forte
concentration d’agarose de fagon a ce que la mobilité d’une molécule non linéaire
soit influencée par sa forme.

Dans le cas du gel 2D neutre/neutre de Brewer et Fangman, I’ADN génomique to-
tal est digéré a ’aide d'une enzyme de restriction. Une premiere migration sur un
gel neutre est réalisée permettant une séparation des fragments de restriction en
fonction de leur masse. Les fragments ramifiés de masse identique mais de formes
différentes sont séparés orthogonalement par une électrophorese dans des conditions
neutres sous haute tension et haute concentration d’agarose. Les fragments de res-
trictions sont donc séparés selon leur forme : les intermédiaires ayant deux fourches
divergentes (renvoyant a une bulle de réplication), une fourche divergente (en forme
d’un simple Y, renvoyant a une réplication passive) ou encore deux fourches conver-
geantes (en forme d’un double Y renvoyant a une terminaison).

Dans le cas du gel 2D neutre/alcalin d’Huberman, la premiére migration est la méme
que celle vue précédemment mais differe par la seconde migration. Cette derniere est
réalisée avec un angle de 90° dans des conditions alcalines ayant pour effet de déna-

turer ’ADN induisant la séparation du brin parental et du brin naissant. Apres avoir
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transféré la membrane, des sondes sont utilisées pour identifier les configurations des

brins naissants.

L’électrophorese 2D sur gel est une technique qui a permis de donner naissance
a de nouveaux concepts tels que le fait que sur les plasmides recombinés avec des
fragments d’ADN de S. cerevisiae, la réplication de ’ADN est initiée uniquement au
niveau des ARS. Il a également été démontré que dans un contexte chromosomal,
les ARS sont activées a des moments différents au cours de la phase S du cycle
cellulaires et avec des efficacités variables. Par ailleurs, une étude menée en 1988
par Linskens ( 1988) sur les intermédiaires de réplication de ’ADN
ribosomique chez la levure (120 tandems répétés de 9,1 kb), a montré que seule une
faible proportion des ARS était déclenchée au sein de cette région génomique. Les
ARS non utilisées, quant a elles, sont répliquées de facon passives par les fourches
en provenance des origines de réplication voisines. Ces origines non-activées sont

qualifiées de latentes.

2.1.4 Le "random-completion problem" et le choix des origines de réplication

Czajkowski et al. ont analysé la réplication du chromosome VI de la levure S.
cerevisiae par la technique de peignage moléculaire 2008 et ont montré
que pour répliquer leur génome, chaque cellule utilise un groupe d’origines différent.
Il apparait donc que l'activation des origines de réplication est probabiliste. Ce-
pendant, d’apres les parametres connus concernant la réplication de ’ADN chez le
Xénope, a savoir la distance inter-origine moyenne et la vitesse moyenne de progres-
sion des fourches, il faudrait s’attendre a avoir des segments d’ADN non répliqués.
Cela implique donc un allongement de la phase S afin de compléter le processus de
réplication. Ce phénomene, observé par Laskey en 1985 ( 1985), a été baptisé
le "random completion problem" ( 2003 2013).
Appuyons-nous sur 'exemple du Xénope dont la phase S, d’'une durée de ~ 20 mi-
nutes, est tout de suite suivi de la phase M (=~ 10 minutes) sans phase G1 ni G2. La
vitesse de progression des fourches est de 0.5 kb par minute signifiant donc que deux
fourches issues d’'une méme origine ne peuvent pas répliquer plus de 20 kb par cycle
cellulaire. Dans le cas ou nous supposons que les origines de réplication sont déclen-
chées de facon synchrone, les évenements d’initiation ne peuvent pas étre éloignés
de leurs voisins de plus de 20 kb. Or, des études ont montré que le déclenchement

des origines de réplication n’est pas synchrone pour ce qui est de la réplication de
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plasmides ( 2000) ou de chromatine de sperme de Xénope dans des extraits
d’oeufs de Xénope ( 2000 2001). Les origines doivent donc étre
moins espacées les unes des autres. Par ailleurs, si les origines de réplication étaient
positionnées de fagon aléatoire, la distribution des distances inter-origines suivrait
une exponentielle décroissante et cela impliquerait qu’a la fin de la phase S un grand
nombre de segments non répliqués persisterait. Ainsi, afin d’assurer la réplication
complete d'un génome, ’espacement entre les évenements d’initiation doit étre plus
régulier malgré I’absence d’initiation séquence spécifique.

Il a été suggéré, pour résoudre ce "random-completion problem”, que pour compléter
le processus de réplication lors de la phase S, il y aurait une augmentation du taux
d’initiation des origines de réplication ( 2013). Une étude réalisée
par peignage moléculaire chez la levure S. pombe avec des fibres d’ADN atteignant
1.5 & 2.5 Mb de long ( 2018) coincide avec la solution énoncée précédem-
ment. Kaylov et Nurse observent une augmentation graduelle du taux d’évenements
d’initiation au cours de la phase S et un déclenchement de toutes les origines de

réplication disponibles dans les segments d’ADN non répliqués en fin de phase S.
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Les décennies qui ont suivies la découverte de la structure de ’ADN, ont té-
moigné de la naissance de dizaines de nouveaux concepts relatifs au processus de la
réplication de ’ADN. Ces derniers ont vu le jour grace au développement de nou-
velles méthodes permettant 'identification ainsi que la caractérisation des origines
de réplications chez différents organismes. Cependant, les techniques présentées dans
la section précédente ne permettent d’analyser la réplication de ’ADN qu’au niveau
de locus spécifiques et non pas au niveau du génome dans sa globalité. Avec ’appa-
rition de la technologie des puces a ADN et des techniques de séquencage nouvelle
génération (NGS, Next Generation Sequencing), les études pangénomique de la ré-
plication de ’ADN se sont multipliées dans ’espoir d’avoir des réponses plus précises
sur ce qui caractérise les origines de réplication en particulier chez les métazoaires
( 2010 2015) mais aussi sur le programme de réplication (

2013).
A la différence des cartographies des origines de réplication qui sont plus résolu-
tives, mais ne coincident que treés peu entres les différentes méthodes et études, le
programme de réplication est lui reproductible, mais pas assez résolutif pour carto-

graphier les origines individuelles.

Avant de voir comment les méthodes populationnelles ont permis d’accéder a
ces informations, nous allons débuter par une présentation rapide des méthodes

existantes dont certaines seront détaillées dans les sections suivantes.
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2.2.1 Les techniques d'analyse pangénomique de la réplication de 'ADN

La réplication de ’ADN a été jusqu’a maintenant étudiée sur un échantillon de
molécules limité en nombre et sur des locus particuliers avec des approches consis-
tant a purifier des bulles de réplication, des brins naissants ou de fragments d’Oka-
zaki. Ces méthodes associées a du séquencgage haut-débit induisent une amélioration
considérable du rendement donnant ainsi acces a un niveau de connaissance sup-
plémentaire. Par exemple, I'étude des sites de liaisons des ORC chez la levure ou
encore chez ’'Homme a été possible grace au couplage de I'immunoprécipitation de
chromatine sur les séquences de liaison des ORC a du séquengage (

2016 2013).

Les origines de réplications peuvent étre analysées sur I’ensemble d’un génome grace
a I'immunoprécipitation des brins naissants marqués au BrdU (bromodeoxyuridine)
(BrdU-SNS) ( 2014). Cette méme étude peut étre réalisée par une
technique faisant usage d’'une A-exonucléase , une 5’-exonucléase qui élimine tous les
brins d’ADN a Iexception des brins naissants (A-SNS) ( 20M 2012).
Dans le cas ou ’ADN marqué au BrdU de chacune des sous-fractions de la phase
S est immunoprécipité et séquencé (repli-seq, cf. Section 2.2.2.2)), nous sommes en
mesure d’accéder au programme temporel de la réplication.

Une autre alternative aux brins naissants est le séquencage des bulles de réplication
dont 'origine se trouve au centre de celles-ci (avec une vitesse de progression des
fourches considérée comme constante) (bubble-seq, 2013).

Une autre approche est basée sur la synthese des brins avancés au niveau des ori-
gines et marqués au BrdU afin d’étudier la réplication au locus DHFR (dihydrofolate
réductase) ( 1989) ou les cellules sont traitées avec de 'emetine afin d’em-
pécher la synthese du brin retardé.

Le sequencage des fragments purifiés d’Okazaki (OK-seq, cf. Section 2.2.3.2), nous
permet d’obtenir la directionnalité des fourches en plus d’identifier les sites d’initia-
tion et de terminaison de la réplication ( 2016). Une autre méthode genome-
wide consiste a séquencer les sites d’initiation de la réplication en les marquant
avec des digoxigénine-dUTP et les immunoprécipitants avec des anticorps anti-
digoxigénine, dans un systeme cellulaire similaire au systéeme ex-vivo du Xénope,

le human cell-free system(HCFS) (ini-seq) ( 2016)(cf. Figure 2.4).
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Schéma présentant des approches populationnelles pour ’analyse de la réplication de
I’ADN. Sont schématisés ici les brins naissants (NS), les fragments d’Okazaki ainsi que les brins
avancés au niveau des origines de réplication (schéma a gauche). Les approches utilisées pour isoler
ces mémes structures sont présentées dans les cadres gris et & droite sont schématisées les méthodes
d’analyse pour cartographier des origines de réplication. Pour les méthodes basées sur ’abondance
des SNS (short nascent strand) (A), PADN total est dénaturé et les SSS (short single strand) (0.5-
3 kb) sont isolés sur gel d’agarose ou gradient de sucrose afin d’exclure les fragments d’Okazaki.
L’enrichissement en SNS est obtenu par marquage au BrdU de PADN néosynthétisé et purification
par immunoprécipitation ou centrifugation isopycnique (A1), par lyse cellulaire directement dans un
gel d’agarose alcalin limitant ainsi les cassures (A2), ou en traitant les SSS avec une A-exonucléase (5’-
exonucléase) digérant ’ADN et non pas ’ARN conservant les brins naissants attachés & une amorce

ARN (A3). Les origines de réplication cartographiées sont déterminées grace a 'abondance des SNS

obtenue par PCR quantitative ( 1989), hybridation sur puce & ADN (

2000) ou séquengage haut débit( 2012). (B) Pour isoler les fragments d’Okazaki, il existe
différentes approches : ces fragments sont marqués a ’EdU, couplés a de la biotine et isolés grace a des
billes de streptavidine (B1)( 2016), ou bien les cellules sont radiomarquées avant d’étre
isolées sur gel d’agarose alcalin (B2) ( 1990), ou encore les fragments d’Okazaki sont

accumulés aprés I'inactivation de la ligase, purifiés puis séquencés (B3)(

2012). (C) Les brins avancés peuvent aussi permettre la cartographie des origines de réplication en
isolant les NS marqués au BrdU dans des cellules traitées a 1’emetine (empéche la synthése du brin
retardé)( 1989). (D) Les sites d’initiation peuvent étre marqués a la digoxigénine-dUTP
et isolés par immunoprécipitation (billes couplées a de 'anti-digoxigénine) puis séquencés(

2016). Adaptée de 2015 2016
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2.2.2 Le programme temporel de la réplication de I'ADN : une fonction importante et

conservée

Au cours de la phase S, les eucaryotes répliquent leur génome en suivant un pro-
gramme temporel de réplication avec des origines de réplication se déclenchant a des
temps différents. Le programme temporel de la réplication de ’ADN est présent chez
tous les organismes eucaryotes suggérant qu’il s’agit d’une fonction importante et
conservée. Cependant, ce processus demeure encore un mystere que la communauté

scientifique tente d’élucider.

En 1958, Taylor identifie les premieres zone de réplication par étude cytogé-
nétique de chromosomes. Ces derniers provenaient de cellules marquées de facon
transitoire, a la thymidine radioactive, au cours de la phase S. Cette technique a
mis en évidence 'existence de segments d’ADN ayant incorporé cette thymidine de
fagon synchrone ( 1958). Une comparaison de ces segments avec les bandes chro-
mosomique teintées au Giemsa, qui délimitent des régions d’euchromatine (confor-
mation peu compacte de ’ADN et situé au centre du noyau) et d’hétérochromatine
(conformation compacte de I’ADN et situé en périphérie du noyau) sur la longueur
d’un chromosome, révele une correspondance des bandes claires R avec les segments
répliqués précocement et des bandes foncées G avec les segments répliqués tardive-
ment. Cela nous indique donc que les bandes ne sont pas répliquées en méme temps
lors de la phase S ( 1993 1992 1977). Plus tard, des
foyers de réplications ont été identifiés par microscopie électronique de cellules de
mammiferes ayant été marqués en présence de BrdU et se répliquant a des moments

différents de la phase S ( 1998).

Le repli-seq consiste a marquer transitoirement, avec du BrdU , des cellules
asynchrones en culture. Les cellules sont ensuite triées selon leur contenu en ADN
en plusieurs fractions, divisant ainsi la phase S. L’étape suivante va consister a
immunoprécipiter ’ADN marqué au BrdU de chacune des sous-fractions et a les

analyser par séquencage a haut débit. Grace a cette approche le fait que les origines

41



CHAPITRE 2. DE LAUTORADIOGRAPHIE A LIMAGERIE HAUT DEBIT DE MOLECULES D’ADN EN COURS DE REPLICATION

de réplication se déclenchent a des temps différents lors de la phase S a été consolidé.
Chez les métazoaires, il existe un programme temporelle de la réplication organisé
en domaines allant de 400 a 800 Kb répliqués par 5 a 10 origines de réplication
en 60 minutes. Ces domaines sont répliqués en déclenchant de facon synchrone des
origines suffisamment proches les unes des autres pour que la longueur de chaque
domaine soit répliquée dans un laps de temps relativement court (environ 1h chez les
mammiferes)( 2006). Par ailleurs, outre la présence de domaines constitutifs,
ce programme temporel connait des changements important au cours du développe-
ment générant ainsi des profils spécifiques du type cellulaire. En réalité, les profils
temporels de réplication sont une caractéristique reproductible de certains types de
cellules a tel point qu’ils peuvent étre utilisés pour les identifier ( 2011
2011). Ces domaines s’activent soit précocement au cours de la phase S, soit de
facon plus tardive, et ce, dans une certaine fenétre de temps. Etant donnée la faible
variabilité de la vitesse moyenne des fourches de réplication au cours de la phase S,
I’organisation de ces domaines serait médiée par 'efficacité des origines de réplica-
tion mais aussi par le moment auquel elles se déclenchent. De plus, il semblerait que
les origines de réplication les plus efficaces soient activées précocement au cours de

la phase S.

Cellules marquées au BrdU invivo

l

Trides cellules par FACS suivant leur
contenuen ADN

G1 S1 52 S3 sS4 .
progression des fourches de
réplication

r

Immunoprécipitation s1 - —
de 'ADN marqué et —-—
séquengage

Nombre de cellules
n
w
Quanitité relative d'ADN
marqué

PROFIL DEREPLI-SEQ

Contenuen ADN

Figure 2.5 — Répli-seq, une technique d’analyse du programme temporel de la réplication de ’ADN.
La premiere étape va consister & marquer les cellules au BrdU avant de les trier par cytométrie de
flux. La phase S peut étre subdivisée en quatre parties. L’ADN de chacune de ces sous-fractions va

&tre immunoprécipité avant d’étre séquencé. Adaptée de 2010
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Le programme de réplication est fortement corrélé avec I'organisation tridimen-
sionnelle de la chromatine. Les domaines de réplication précoces se situent dans la
partie la plus interne du noyau alors que les domaines de réplication tardifs sont plus
localisés dans la zone riche en hétérochromatine en périphérie (

2000). La technique de capture de conformation de la chromatine, ou Hi-C,
est réalisée par liaison transversale (cross-link) de la chromatine cellulaire. La mé-
thode de Hi-C permettant de cartographier les interactions genome-wide, a montré
que la chromatine était organisée en 2 compartiments désagrégés spatialement et
coincidant avec les domaines précoces et tardifs ( 2009). Dans le programme
temporel de réplication, nous pouvons distinguer deux types de régions : les TTR
(Transition Timing Region) et les CTR (Constant Timing Region). Les zones de
transitions (TTR) de 100 a 600 kb révelent une modification progressive, de précoce
a tardif, du programme temporel de réplication. Ces TTR vont s’intercaler entre
les CTR qui correspondent a des domaines de réplications précoces ou tardifs. Les
CTR, en raison de leur taille, sont le site de déclenchement de multiples origines de
réplication a la différence des TTR qui sont soit répliqués par des fourches unidi-
rectionnelles provenant des CTR précoces vers les CTR tardif ( 2008),

soit par déclenchement séquentiel d’origines de réplication ( 201).

La régulation du programme de réplication semble étre régi par deux méca-
nismes bien distincts : d'une part, le placement des origines de réplication qui se
déroule au cours de la phase G1 du cycle cellulaire et d’autre part, le déclenche-
ment de ces origines au cours de la phase S. La probabilité de déclenchement des
origines est controlée par 'existence de facteurs limitants tels que les protéines Sld2,
Sld3, Cdc4b et DDK chez la levure, qui sont moins abondantes que le nombre d’ori-
gines activées au cours du cycle ( 2011), ou encore chez les mammiferes
ou Cde4b aurait une influence sur le nombre de fourches produites (

2011). Par ailleurs, ces mémes facteurs limitants seraient recrutés par les origines de
réplication les plus avides et donc les plus précoces. 11 a également été montré que
ces facteurs limitant d’initiation de la réplication sont recyclés lors de la phase S
afin de déclencher les origines dont 'efficacité est plus faible rendant possible la

réplication du génome dans son intégralité. La régulation de I'affinité des origines
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pour les facteurs limitant reste encore incomprise. Une des hypotheses serait que le
contexte chromatinien établit en phase G1 joue un réle dans la capacité des origines
a recruter les facteurs limitants lors de la phase S. Il est aussi plausible de penser
que le taux de diffusion des activateurs different suivant les domaines (précoces ou

tardifs) ( 2009).

2.2.3 Directionnalité des fourches de réplication

Les premiers séquengages du génome bactérien ont mis en évidence I’existence
d’une composition en nucléotide asymétrique des brins avec un enrichissement en
Guanine (G) et Thymidine (T) plutot qu’en Adénine (A) et Cytosine (C) pour le brin
sens ( 1996). Cela implique donc que cette constitution est corrélée avec le sens de
réplication. Il est donc possible de définir des inversions de ratio GC et TA (skew)
tels que SGC =(G - C)/(G + C) et STA =(T - A)/(T + A). Chez les bactéries, ces
inversions vont concorder avec la position d’une origine ou bien d’une terminaison
( 1998). Dans la plupart des cas, le passage d’une valeur positive a négative
de SGC et STA se fait au niveau des origines de réplication et dans le cas contraire
il s’agira d’une terminaison (négatif a positif). Cette approche a également été ap-
pliquée aux métazoaires permettant la détermination de N-domaines qui traduit le
changement linéaire de la direction des fourches situé entre deux zones d’initiation
( 2005 2013). Les N-domaines ont été comparés avec le pro-
gramme de réplication faisant ressortir une corrélation entre ces N-domaines et les
U-domaines (du programme de réplication). Les bords des U-domaines vont corres-
pondre a des zones d’initiation précoces alors que le centre va renvoyer a des zones

d’initiation plus tardives (cela correspondrait a deux TTR entourant une CTR).
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Jusqu’a présent, I'identification des origines de réplications genome-wide chez
les métazoaires s’est faite en effectuant un séquengages sur différents types d’échan-
tillons tels que la capture des bulles de réplication (bubble-seq) ( 2013), la
purification de brins naissants (SNS-seq) ( 1989), 'immunoprécipita-
tion d’ADN marqué au BrdU ( 2010) ou bien des ORC (origin recognition
complex) ( 2013) ou encore les sites d’initiation de la réplication marquées
avec des digoxigénine-dUTP (Ini-seq) ( 2016). Le nombre d’origines de répli-
cation allant de 12 000 a 250 000 origines, mais aussi leur localisation détectée avec
ces approches, divergent. Les techniques présentées dans les sections précédentes
sont des méthodes dont la résolutions est insuffisante pour accéder a la localisation

des évenements d’initiation ou de terminaison le long des domaines N/U.

La méthode fondée sur I'étude des fragments d’Okazaki, développée chez S.
cerevisiae, est la solution a ce probleme de résolution permettant une analyse des
fourches de réplication, de leur progression et de leur terminaison (

2012 2013). La premiére étape va consister a
isoler et séquencer les fragments d’Okazaki pour calculer la proportion de fourches
provenant de la droite (R) et de la gauche (L). La directionnalité des fourches (RFD,
Replication Fork Directionality) va donc correspondre a la différence entre les pro-
portions de fourches L et R en train de répliquer au niveau d’un locus dans une
population de cellules. Ainsi, la transition entre les fourches provenant de la droite
et celle provenant de la gauche s’effectue au niveau d’une origine de réplication et

qui est donc associée a une pente positive du profil de RDF.

Pour la premiere fois, une analyse approfondie de la progression des fourches
de réplication, de l'initiation et de l'efficacité des origines de réplication a 1’échelle
du génome, mais aussi I'observation des événements de terminaison, ont été pos-
sibles. Il a été montré, chez la levure, que les initiations se faisaient dans des régions
exemptes de nucléosomes et que le processus de terminaison était un phénomene
passif se produisant entre deux origines de réplication. Malheureusement, cette ap-
proche nécessite des mutations au niveau des genes codant la ligase et les points de
controle (checkpoint), permettant 'accumulation de fragments d’Okazaki (

2012 2013).
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Récemment a été décrite une nouvelle méthode, 'OK-seq ( 2016), consis-
tant a séquencer les fragments d’Okazaki sans nécessiter de modifications génétiques
sur les lignées cellulaire comme cela a pu étre le cas auparavant. Les profils d’OK-seq
s’accordent avec le modele des N/U domaines mais également les profils de Repli-seq
(cf. Figure 2.6). Cette technique montre que I'initiation de la réplication se produit
au niveau de zones d’initiation (150 kb). Les résultats obtenus par OK-seq pour ce
qui est de 'analyse des zones d’initiations, concordent mieux avec ceux obtenus par
le séquencgage des bulles de réplication (bubble-seq) qu’avec les études réalisées par

séquengage de brins naissants (SNS-seq).
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Figure 2.6 — Directionnalité des fourches de réplication et programme temporel d’activation des
origines de réplication. (A) : En haut est schématisé le N-domaine qui est déterminé par S =
STA+SGC ou STA = (T-A)/(T+A) and SGC = (G-C)/(G+C). En bas, est schématisé un U-domaine
ol sont représentés les TTR (transition timing regions) se trouvant entre deux CTR (constant ti-
ming regions). Sur la droite sont donnés des exemples de N et U domaines du chromosome 10 chez
I’homme. Les programmes temporels de différentes lignées cellulaires est présenté ici (orange=K562,,
bleu=GMO06990, vert=BG02 ESC). (B) : Directionnalité des fourches de réplication (RDF) dans deux
lignée cellulaire a savoir HeLa et GM06990 déterminée par la technique de séquencage des fragments
d’Okazaki. Ici, les profils de RFD coincident avec les U-domaines mais également avec les N-domaines.
La RFD est calculée & partir du nombre de read ayant été cartographié sur le génome sur les brins
Watson (bleu) et Crick (rouge) en appliquant la formule suivante RFD = (C-W)/(C+W). Adaptée
de 2011 et 2016
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2.2.4 Existe-il des séquences spécifiques associées aux origines de réplication chez les

métazoaires?

Des études se basant sur la cartographie des brins naissants a 1’échelle du gé-
nome suggerent que les origines de réplication se situent de préférence au niveau des
séquences riches en GC (Guanine, Cytosine) mais sont également associées au ilots
CpG ( 2012 2014 2014). Les séquences d’ADN riches
en G peuvent former des structures appelées des G-quadruplexes (composés de 4
brins) qui sont retrouvés dans 90 % des origines chez ’'Homme d’apres Besnard et
al. ( 2012). Karnani et al. ( 2010) réalisent un séquencgage de brins
naissants et observent un enrichissement des sites d’initiation au niveau de séquences
riches en A/T. Contrairement aux études présentées ci-avant, des approches, telles
que 'OK-seq, montrent que les sites d’initiation de la réplication ne sont ni associés
aux G-quadruplex ni aux iléts CpG malgré I’enrichissement des ilots CpG au niveau
des bords des zones d’initiation ( 2016). Des conclusions similaires sont ti-
rées par les méthodes de cartographie des bulles de réplication ( 2013). Par
ailleurs, des zones d’initiations de la réplication ont été identifiées dans ces mémes
études au lieu de sites de réplication spécifiques. Petryk et al. identifient par OK-seq

des zones d’initiation allant jusqu’a 150 kb et dont la taille moyenne est de 30 kb.
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Les méthodes d’analyse populationnelles ont permis d’acquérir de nouvelles
connaissances mais aussi de les approfondir malgré I'existence d'un désaccord entre
les différentes approches. L’analyse en molécule unique permet d’accéder aux com-

n

plexités et les subtilités qui sont " lissées " et occultées dans les approches popula-
tionnelles. Par ailleurs, les méthodes en molécule unique permettent d’accéder, entre
autres, a la variabilité inter-cellulaire qui est indispensable a la compréhension de la

régulation de la réplication de I’ADN.

2.3.1 Les premieres méthodes en molécule unique.

L’observation et I’étude des bulles de réplication ainsi que la bidirectionnalité
des fourches sont des paradigmes mis en évidence par les premieres techniques en
molécule unique telles que 'autoradiographie de molécules d’ADN (

1966) ou encore l'usage de la microscopie électronique ( 1977). Puis
une nouvelle méthode a vu le jour en 1993 grace a Parra et Windle : I’étalement des
fibres ’ADN (ou “DNA fiber spreading”) qui consiste a lyser des cellules sur une
lame de verre en faisant usage d’un détergent et en laissant I’ADN s’écouler le long de
la lame ( 1993). Ainsi, par hybridation in situ en fluorescence (FISH), il a
été possible de positionner des locus particuliers sur le génome. Cependant, effectuer
des mesures précises sur ce type de données est complexe puisque ’étirement de ces

molécules peut étre tres variable et les molécules ont tendance a s’agglomérer.

Quelques années plus tard, le peignage moléculaire (ou "DNA combing”) (

1994 1995) a été développé. Cette approche consiste a étirer
physiquement et aligner les fibres ’ADN sur des lamelles hydrophobes. Les deux
principaux avantages de cette méthode sont, d’une part, que les molécules d’ADN
sont étirées uniformément permettant d’effectuer des mesures directes mais éga-
lement reproductibles sur la région d’intérét, et d’autre part un grand nombre de
molécules peuvent étre peignées sur une seule surface, garantissant ainsi un ensemble
de mesures statistiquement représentatif ( 2000). La reproductibilité et la

précision de cette technique en font un outil puissant.
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La méthode d’autoradiographie n’est pas évidente a mettre en oeuvre en raison :
— de la fragilité de la molécule d’ADN qui a tendance a se fragmenter au moment
de la préparation,
— la facon peu consistante dont les molécules d’ADN sont étalées a la surface
des lames
— du nombre insuffisant de molécules analysables
Il existe de nombreux biais qui ne sont pas propres a 'autoradiographie des fibres
d’ADN et peuvent étre observés avec d’autres approches en molécule unique. Les
sites d’initiation situés a proximités les uns des autres sont négligés si les fourches
de réplication associées a celles-ci fusionnent avant méme d’avoir été marquées. Si
les fourches de réplication fusionnent au cours du marquage, le signal résultant va
étre interprété comme étant une seule fourche de réplication. Il peut aussi arriver
que certains signaux correspondant a de grands réplicons soient ignorés en raison,
par exemple, d'une cassure de la molécule. Malgré 'existence de ces biais, les pre-
mieres études faisant usage de la technique d’autoradiographie des fibres d’ADN
ont constitué la base du paradigme concernant la réplication de ’ADN chez les

métazoaires.

2.3.2 Le peignage moléculaire pour I'étude de la réplication de 'ADN

La technique de peignage moléculaire a rapidement été adaptée a ’analyse de la
réplication de ’ADN. Pour ce faire, les bulles de réplication sont marquées avec des
analogues de la thymidine (digoxigenin-dUTP, biotin-dUTP) qui sont incorporés au
niveau des segments d’ADN nouvellement synthétisés, dans des cellules en culture
( 2000). Ces derniers peuvent étre révélés grace a une succession d’anticorps
fluorescents tels que la streptavidine ou des anticorps anti-digoxigenine.

Cette approche a été adaptée aux cellules eucaryotes. Un marquage consécutif peut
étre réalisé avec deux analogues de la thymidine tels que 'iododéoxyuridine (IdU)
et la chlorodéoxyuridine (CldU) qui ont la capacité a passer la membrane cytoplas-
mique des cellules eucaryotes contrairement a la digoxigenin-dUTP ou la biotin-
dUTP ( 2001). Cela donne ainsi la faculté d’identifier et de distinguer

les fourches de réplication, mais aussi les événements d’initiation ou de terminaison.
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La vitesse de progression des fourches est aussi un parametre pouvant étre mesuré
de fagon précise ( 2000). Des blocages éventuels de progression de fourches
peuvent &tre détectés par une simple estimation du ratio IdU/CldU ( 2013).
Un locus unique peut étre étudié grace a son identification par un code spécifique ob-
tenu a ’aide de sondes révélés par FISH. En regroupant plusieurs fragments d’ADN,
la dynamique de réplication a un locus donné peut étre analysée. Ainsi, la technique
de peignage moléculaire rend possible ’analyse de I’ensemble des molécules d’ADN
présents sur une lamelle soit de fagon anonyme afin d’obtenir des informations sur
la réplication de 'ADN d’ordre plus général, soit les molécules sont identifiées a
I’aide de sondes locus spécifique grace a la technique de FISH. Un certain nombre
de parametres peuvent étre extraits et analysés tels que la taille des bulles de répli-
cation, la fraction d’ADN répliqué, les distances inter-origines et entre les bulles de
réplication et enfin la densité des fourches de réplication et la vitesse de progression
de ces dernieres. Les molécules d’ADN peignées mesurent entre 200 et 700 kb de

long (dans le meilleur des cas).
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Figure 2.7 — Principe du peignage moléculaire. Une lame de verre pré-traitée est incubée dans une solution
contenant les molécules d’ADN (A). Les extrémités libres des molécules d’ADN s’attachent & la
surface et la lamelle est tirée vers le haut a vitesse constante. La force exercée par le ménisque
permet d’étirer les molécules d’ADN uniformément. En (C) est présenté un exemple de résultat de
peignage moléculaire avec de PADN du bactériophage A. Il est possible de réaliser des pulses d’IdU
(bleu) et de C1dU (vert) et d’identifier le locus d’intérét grace & ’hybridation d’une sonde (rouge)
(B). En (D) est présenté un exemple de molécule d’ADN humain (locus IGH) issu de cellules HeLa
et marqué comme cela est expliqué en (B). En haut, les différentes couleurs de la molécule peignée
sont séparées afin de faciliter la lecture. En dessous, est schématisé la molécule d’ADN peignée avec

ses signaux ainsi que la sonde FISH permettant d’identifier le locus d’intérét. Adaptée de

20M
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La technique d’autoradiographie des fibres d’ADN a démontré que la réplica-
tion chez les eucaryotes était initiée au niveau de multiples origines de réplication.
La conclusion principale tirée des études d’Huberman est relative a la vitesse de ré-
plication des fourches. En effet, ils ont estimé une vitesse de progression des fourches
de l'ordre de 2 & 3 kb / minutes ( 1968). D’autres études ont montré
que la vitesse de progression des fourches chez les mammiféres est comprise entre
0,6 et 3,6 kb par minute par la technique d’autoradiographie des fibres ’ADN et
celle ci a été confirmée par peignage moléculaire ( 1980 2016). Une telle
distribution de valeurs indique la présence de facteurs génétiques et/ou épigéné-
tiques ayant justement une influence sur le mouvement des fourches de réplication.
Les méthodes d’autoradiographie et de microscopie électronique ont aussi montré
que la distance inter-origine changeait au cours de la différenciation cellulaire et du
développement. En effet, des études ont montré que chez les embryons d’amphibiens
ou encore de drosophiles la vitesse des fourches était plus faible et la distance inter-
origine plus petite que dans les cellules somatiques ( 1974

1972). Cela nous indique donc l'existence d’une flexibilité importante de 1'usage
des origines de réplication et une réorganisation du programme de réplication en
fonction du type tissulaire ( 1987). En plus des difficultés techniques
rencontrées pour I'analyse de la réplication chez les eucaryotes, se pose le probléeme
de I'absence de dépendance de séquence pour ce qui est de 'activation des multiples
origines de réplication rendant leur identification complexe. Grace au peignage mo-
léculaire, I’analyse du chromosome VI chez §. cerevisiae a montré que les origines de
réplication, bien que déterminées par les ARS, sont déclenchées stochastiquement

sans corrélation avec les origines adjacentes ( 2008).
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Bien qu’utilisé en routine dans le domaine de la réplication, le peignage molécu-
laire présente un certain nombre de limitations ( 2016). Le marquage
des bulles de réplication est réalisé par incorporation d’analogues de la thymidine
qui sont reconnus par des successions d’anticorps. Cela implique la formation d'un
signal discontinu et difficile a analyser. En effet, dans le cas des molécules d’ADN
avec des intermédiaires de réplication ayant été peignées et marquées, il est compli-
qué de savoir si un intervalle observé entre deux signaux réplicatifs correspond bien a
un fragments d’ADN non répliqué ou bien, s’il s’agit en réalité d’'un segment d’ADN
répliqué (les deux signaux devant donc étre fusionnés). Certains segments peuvent
étre faiblement marqué induisant un biais dans ’analyse des fragments d’ADN : ces
segments peuvent étre confondus avec des segments non répliqués.

Une seconde limitation de cette technique est I'usage de sonde FISH permettant
I'identification des régions d’intéréts impliquant donc que pres de 99% des molé-
cules d’ADN peignées sont non identifiées sur une image.

Enfin, une derniere limitation va étre I'automatisation de ’analyse des données en
raison du bruit de fond présent dans les images mais aussi de la discontinuité du
signal avec les problématiques présentées précédemment. Il faut donc compter plu-
sieurs semaines, voir plusieurs mois afin de récolter et analyser un jeu de données

statistiquement significatif.

Il existe a I’heure actuelle trois logiciels pour analyser les molécules d’ADN
obtenus par peignage moléculaire. Ces derniers ne sont pas open-source et ne per-
mettent donc pas d’apporter des modifications/améliorations pour d’autres types

d’analyses.
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Cet outil a été développé en 2011 par Wang et Chastain ( 201), per-
mettant d’automatiquement détecter et mesurer des fibres d’ADN sur les images de
peignage. CASA fonctionne sous le systeme d’exploitation Windows et fait usage de
Matlab. Afin de détecter les molécules d’ADN a partir de I'image brute, une ma-
trice de probabilité Hessienne est calculée. Puis, une approche de marche aléatoire
est utilisée pour réaliser la détection des segments d’ADN ( 1998
2009). Cependant les différents parametres utilisés pour effectuer la détection sont
définis pour une condition donnée faisant de cet outil, un logiciel semi-automatisé

nécessitant une intervention humaine.

IDeFIx est un logiciel développé par la plateforme de I'Institut Génétique
Moléculaire de Montpellier de T.Gostan et permettant I'analyse automatique des
fibres d’ADN sur des images de peignage moléculaire. Les informations pouvant
étre extraites sont la vitesse individuelle des fourches, ’asymétrie de progression des
fourches droite et gauche, les distances inter-origines ou encore la densité globale
en fourche de réplication. Malheureusement ce logiciel est propriétaire et n’est pas

disponible a la communauté scientifique.

FiberStudio est un logiciel spécialement congu pour I'analyse des résultats de
peignage moléculaire et est développé par Genomic Vision. Il permet d’effectuer le
méme type d’analyse que CASA ou IDeFIx. Encore une fois, ce logiciel est proprié-

taire et n’est donc pas disponible a la communauté scientifique.
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2.3.3 Vers du peignage moléculaire a haut débit : OMAR (Optical MApping of Replicating
DNA).

Au sein du laboratoire, une méthode permettant le marquage de molécules
d’ADN, OMAR (Optical MApping of DNA Replication) ( 2016), a
été élaborée et décrite en faisant usage d’un systeme ez vivo, les extraits d’ceufs de
Xénope dans lesquels a été répliqué de ’ADN du bactériophage .

Cette approche a permis de contourner certaines des limitations présentées précé-
demment. Il est désormais possible de marquer directement les segments répliqués en
incorporant des analogues de la thymidine directement fluorescents dans les extraits
d’ceufs de Xénope, éliminant donc la révélation de ces segments avec des anticorps.
Une autre amélioration non négligeable est I'identification de I’ensemble des molé-
cules d’ADN présent sur une lamelle. Une endonucléase simple brin va permettre
de réaliser une coupure de ’ADN au niveau d’'une séquence spécifique comme décrit
par Xiao et al. ( 2007). Ainsi, chaque molécule d’ADN va étre identifiée par un
code-barres autorisant sa cartographie sur un génome de référence (cf. Figure 2.3.3).
En combinant ces deux améliorations, il est désormais possible de cartographier la
réplication de P’ADN en molécule unique genome-wide. Cependant une des limita-
tions n’est pas résolue : celle de 'automatisation de la détection des fibres d’ADN.
En effet, la non linéarité des molécules, 'irrégularité des surfaces des lamelles utili-
sées pour réaliser le peignage moléculaire, mais aussi le bruit de fond présents dans

les images générées sont réfractaires a une analyse automatique robuste.
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Figure 2.8 — OMAR, Optical MApping of Replicating DNA.. (A) Schéma représentant les différentes étapes
de marquage d’une molécule d’ADN. La premiére étape consiste & incorporer des nucléotides fluores-
cents au niveau des fourches de réplication (1). Pour obtenir le code-barres assurant 1'identification
de chacune de nos molécules, il faut réaliser un “nick labelling”. Pour ce faire une endonucléase va
reconnaitre et effectuer une coupure au niveau de sites de restriction de 7 nucléotides sur un des deux
brins de la molécule d’ADN (2). Gréace a l’action d’une TAQ polymérase, des nucléotides fluorescents
sont incorporés aux sites de coupure (3) et va suivre une étape de ligation (4). Enfin, pour visualiser
la molécule d’ADN dans son entiéreté, un agent intercalant, le YOYO-1, va étre utilisé(5). (B) :
Exemple de molécule d’ADN ayant été marqué avec le YOYO-1 (bleu), les ANTP fluorescents pour la
réplication (rouge) et le code-barres (vert). Grace au code-barres la molécule peut étre cartographiée

sur un génome de référence.
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2.3.4 Lapport des analyses genome-wide en molécule-unique.

Comme nous avons pu le voir, les techniques basées sur les populations et les
techniques en molécule unique ne nous fournissent pas les mémes informations sur
le processus de réplication de '’ADN. Ainsi, ces deux approches sont complémen-
taires et permettent d’accéder a des parametres différents. La plupart des méthodes
populationnelles n’autorisent pas des quantifications précises de 'efficacité des ori-
gines de réplication. En effet, les techniques d’OK-seq, les techniques en molécule
unique et le bubble-seq mettent en avant 'existence de zones d’initiations dont les
origines sont multiples et peu efficaces alors que ’approche basée sur le séquencage
des brins naissants met en évidence des zones étroites ou les origines de réplica-
tion sont efficaces. Par ailleurs, les évenements d’initiations, qu’ils soient spécifiques
ou bien dispersés sur le génome, sont visualisables avec les techniques en molécule
unique, contrairement aux techniques populationnelles cherchant les zones enrichies
en intermédiaire de réplication, révélant ainsi uniquement les origines de réplication
les plus efficaces. La vitesse de progression des fourches ne peut étre mesurée par les
techniques de SNS-seq ou de bubble-seq. Seule 'approche en molécule unique peut
donner acces a une distribution précise de la vitesse de réplication. Un autre avan-
tage majeur de I'analyse en molécule unique est la possibilité d’observer directement
de multiples origines de réplications sur une méme molécule rendant possible I’étude

de corrélations spatiales et temporelles entre les différentes origines de réplication.
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Une compagnie américaine, Bionano Genomics®, a développé un dispositif, le
systeme Irys, basé sur la technologie des nanocanaux permettant d’étirer des cen-
taines de milliers de molécules d’ADN par électrophorese et de les imager automa-
tiquement. Les molécules d’ADN sont marquées a 'aide d’un agent intercalant, le
YOYO-1, marquant la molécule d’ADN (bleu), et des nucléotides fluorescents sont
incorporés au niveau des coupures simples brins provoquées par une endonucléase
pour obtenir le code-barres (vert)(cf. Chapitre 1). Afin de visualiser des segments
d’ADN répliqués, des nucléotides fluorescents sont incorporés lors du processus de
réplication (rouge). La qualité des images acquises en sortie du systeme Irys est net-
tement supérieure qu’avec celle obtenue en peignage moléculaire : les images sont
beaucoup moins bruitées, le ratio signal/bruit est meilleur et les molécules d’ADN
marquées sont linéaires. Ces améliorations rendent I’automatisation de la détection
des molécules et de ’analyse des données réalisables. Nous avons donc la capacité de

cartographier la réplication de ’ADN sur ’ensemble du génome en molécule unique.

2.4.1 Problématique.

A partir des images originales générées par le systeme Irys, le logiciel Auto-
Detect propriétaire de Bionano Genomics® extrait, entre autres, les coordonnées de
début et de fin des molécules d’ADN dans chacune des images ainsi que les positions
des code-barres (nick-labels) sur la molécule. Le code-barres permet la cartographie
optique des molécule d’ADN par I'outil RefAligner également fourni par Bionano
Genomics®. Le signal obtenu avec notre approche de marquage pour I'analyse de
la réplication (rouge) n’est pas pris en charge par le systeme Irys et les outils bio-
informatiques associés. L’analyse du canal de couleur rouge est habituellement le
méme que celui du canal de couleur vert a savoir la détection de points. Or, nous
avons un signal réplicatif discontinu et plus ou moins allongé. Etant donné que nous
détournons le systeme de son usage initial, cela implique le développement d’algo-
rithmes et d’outils spécifiques a nos données afin de permettre la cartographie de la

réplication de '’ADN, génome-wide, en molécule unique.
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2.4.2 Approche.

Pour le développement de nos outils, nous avons fait le choix de travailler avec
des extraits d’ceufs de Xénope dans lesquels a été répliqué de ’ADN du bactériophage
A
Le Xénope, amphibien dont I'espece la plus connue est Xenopus laevis, est utilisé
comme organisme modele. Apres la fertilisation des ovocytes de Xenopus laevis, une
succession de 12 a 13 divisions cellulaires rapides et synchrones, ou les phases M
et S du cycle cellulaire s’alternent en absence des phase de “gap” G1 et G2 et des
points de contréle. Par ailleurs, cette phase de division présente tres peu d’activité
transcriptionnelle. Les embryons ainsi que les ovocytes de Xénope en raison de leur
taille et de la possibilité d’en obtenir un grand nombre font de Xenopus lacvis
un excellent modele d’étude dans des domaines allant de la biologie cellulaire a
la biologie du développement.

Les extraits d’ceufs de Xénope sont obtenus par broyage d’ceufs matures de Xénope
par centrifugation a faible vitesse appelée “low speed supernatant” (LSS). L’ajout
de chromatine de spermatozoide ou encore d’ADN de bactériophage A au LSS va
conduire a la formation d’'une membrane nucléaire et la réplication semi-conservative
de ces derniers. Les extraits d’ceufs de Xénope constituent aujourd’hui I'un des seul
systeme autorisant le processus de réplication de ’ADN de vertébrés ex-vivo, c’est a
dire en dehors d’une cellule. Ce systéeme permet d’imiter le processus de réplication

qui se déroule in vivo chez les mammiferes ( 1986).

Pourquoi travailler sur un systeme ex-vivo ¢ Les ANTP fluorescents utilisés dans
la méthode OMAR, ne peuvent pas passer la membrane cellulaire. Si nous avions
fait le choix de travailler sur le génome de la levure S. cerevisiae, plusieurs mois de
mises au point de la méthode auraient été nécessaire.

Les différents génomes et échantillons sur lesquels nous avons travaillé seront pré-

sentés plus en détails dans le chapitre 4.
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Le but étant d’extraire les profils d’intensité des molécules d’ADN, de les car-
tographier pour ensuite effectuer la détection des segments répliqués, nous avons
fait le choix de nous appuyer sur les fichiers de sortie du systeme Irys comprenant
les images brutes avec les détections des molécules d’ADN et des code-barres d’une
part, et d’autre part les fichiers liés a la cartographie optique permettant de loca-
liser les molécules d’ADN sur un ADN de référence. Pour le développement de nos
outils, deux étapes de post-processing majeures ont été nécessaires sur les images
brutes : la correction de 'illumination (cf. Section 3.3.1.1), et le recalage des images
permettant de superposer le signal de la réplication (rouge) et le code-barres (vert)
sur la molécule d’ADN (bleu) (cf. Section 3.3.1.2). Une fois ces corrections faites,
nous avons cartographié les profils d’intensité, étape qui a nécessité une analyse
approfondie des fichiers de métadonnées et de I’ensemble des fichiers de sortie, afin

de retrouver les différentes modifications a appliquer sur nos données (cf. Section

Nous avons ensuite procédé au développement d’un algorithme permettant la
détection des segments répliqués (rouge) sur les profils d’intensité (cf. Section 3.3.7).
Suite aux observations faites sur nos données ( 2018), nous avons fait

I’hypotheése que notre signal réplicatif :

— est dépendant du contenu en nucléotides A-T : 'ajout de dUTP fluorescents

en cours de réplication induit une intensité de fluorescence dépendante de la
séquence de ’ADN.
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— doit tenir compte de la Fonction d’Etalement du Point (FEP ou PSF - Point
Spread Function). La diffraction de la lumiere, qui détermine la limite de
résolution d’un microscope, va rendre flou les objets ponctuels qui vont ap-
paraitre avec une taille et une forme minimale correspondant a la FEP. Dans
notre cas, les molécules d’ADN observées sont en dessous de la limite de réso-
lution du microscope et un pixel dans I'image va contenir environ 500 paires
de bases (pb).

— du signal réplicatif sous-jacent qui est proche d’un signal binaire : région de

la molécule d’ADN répliquée ou non répliquée.

Apres avoir testé différentes approches possibles, nous avons opté pour la re-
construction du signal de réplication par optimisation d’une fonction de cofit en
tenant compte des variables présentées ci-dessus et qu’il a été indispensable a déter-
miner (cf. Section 3.3.7). Une fois le développement des outils effectués, nous avons

analyser le processus de réplication dans différents échantillons (cf. Chapitre 4).
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Le séquencage de lectures courtes pangénomique est aujourd’hui abordable et
donc utilisable en routine. Cependant, il y a toujours des défis a relever parmi
lesquels I'assemblage de génomes et la détection des variants structuraux (

2011 2013). Les génomes eucaryotes présentent un grand
nombre de séquences répétées (environ 50% du génome humain). Les séquences
a lecture courtes fournies par le séquencage NGS (Next Generation Sequencing) ne
permettent pas une cartographie précise de ces répétitions. Les algorithmes d’aligne-
ment ne parviennent généralement pas a identifier 'emplacement génomique exact
de ces séquences. Les variants structuraux, quant a eux, constituent la majeure partie
des variations du génome. Les techniques NGS détectent de maniere fiable les petites
insertions ou délétions, mais n’ont qu’'un pouvoir tres limité lorsqu’il s’agit d’iden-
tifier ces variations sur plusieurs centaines de paires de bases, ou encore d’identifier
les variations du nombre de copies (CNV, Copy Number Variation). La cartographie
de génération suivante ou Next Generation Mapping (NGM) de Bionano Genomics®
est la seule technologie permettant d’accéder rapidement a I'ensemble des types de
variants structuraux ( 2014 2016). Cela est possible grace aux
fragments d’ADN ayant une longueur comprise entre 20 kb et 3 Gb contre quelques
kilobases, dans le meilleur des cas, pour les techniques de séquencage NGS. Les tech-
nologie des nanopores, Pacbio et [llumina permettent d’obtenir, respectivement, des
lectures de 2 Mb ( 2018), 40 kb et 75 kb ( 2015).

Comment la technologie Irys fonctionne-t-elle ? Les molécules d’ADN sont mar-
quées, linéarisées et uniformément étirées dans les nanocanaux ( 2010
2017) pour ensuite étre imagées automatiquement. Une endonucléase simple
brin reconnait et coupe une séquence de 7 paires de bases au niveau de laquelle
vont étre incorporés des nucléotides fluorescents (cf. Figure 2.3.3) permettant ainsi
d’obtenir un code-barres environ 10 fois tous les 100 kb. Ces molécules sont ensuite
alignées sur des cartes de référence d'un génome, ou bien permettent de construire
ces cartes consensuelles ( 2012 2018). A partir des images brutes
obtenues en sortie du systeme Irys, une premiere étape va consister a convertir ces
images en molécules d’ADN conduisant donc a une digitalisation de I'information.
Puis, ces mémes molécules vont étre agrégées et assemblées dans I'objectif de créer
une carte consensuelle grace a la technique de cartographie optique (alignement
basé sur la distance séparant les points du code-barres). Le génome de référence va
étre digéré in silico, dans le cas d’'un d’alignement des molécules digitalisées sur ce

génome de référence. Ces cartes peuvent étre créées a ’'aide de différentes endonu-
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cléases pour obtenir une couverture plus large et une densité d’étiquetage plus élevée

( 2013).
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Figure 3.1 — Des images brutes A I’analyse des variants structuraux. Apartir des images brutes générées
par le systéme Irys (bleu : molécules d’ADN, vert : code-barres) des logiciels propriétaires (fournis
par Bionano Genomics®) permettent leur conversion en molécules digitalisées. Les molécules une
fois digitalisées vont soit permettre la réalisation d’un assemblage de novo (& gauche) soit vont
étre cartographiées sur un génome de référence (a droite). Des informations concernant les variants

structuraux vont étre retrouvées dans les fichiers de sortie produits par les logiciels propriétaires.

Le systeme Irys (http://bionanogenomics.com) est donc originellement congu
pour l'analyse de variants structuraux et la réalisation d’assemblage de novo grace
au long fragment d’ADN obtenus par cette technologie. En routine, les canaux de
couleur utilisés avec le systeme Irys sont le canal bleu pour la visualisation des
molécules d’ADN et le canal vert pour le code-barres. Le canal restant (rouge) ne sert

qu’en cas de double marquage (ibid.) ou peut étre utilisé a d’autres finalités telles que

I'analyse de la méthylation de I’ADN ( 2013 2013
2018), les lésions de ’ADN ( 2014) ou encore I'étude des empreintes génétiques
des bactériophages ( 2015). Nous avons fait le choix d’utiliser ce 3éme canal

pour étudier la réplication de ’ADN. Il faut noter un point important, I’ensemble
des outils fournis par Bionano Genomics®, a savoir AutoDetect, RefAligner et Irys
View, sont propriétaires et constituent le pipeline pour le processus de cartographie

(cf. Figure 3.2). Nous avons donc développé nos propres outils afin d’analyser notre
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signal d’intérét en se basant sur les fichiers de sortie des outils de Bionano Genomics®.
Notre objectif étant de réaliser une analyse en molécule unique, nous avons extrait
les profils d’intensité de chacune des molécules d’ADN détectées avec IrysView et
cartographiées avec RefAligner pour ensuite détecter les tracts réplicatifs sur le signal

1D extrait.

Image brute Visualisation schématique des molécules
(IrysView)

Détection des molécules GENOME DE REFERENCE
et

des code-harres
_—
(Autodetect)

Cartographie
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Figure 3.2 — Pipeline d’analyse Bionano Genomics®.A partir des images brutes obtenues en sortie du systéme

Irys, un logiciel, Autodetect, va digitaliser les molécules imagées en détectant automatiquement des
molécules d’ADN (bleu) ainsi que de leur code-barres (vert). Puis, a I’aide de RefAligner, ces molécules
détectées vont étre étre cartographiées. A droite est schématisé un alignement classique sur un génome

de référence.

Dans cette partie nous allons décrire plus en détails comment nous sommes
parvenus a partir des fichiers de sorties du systeme Irys, a développer un pipeline

donnant la possibilité d’analyser la réplication de ’ADN en molécule unique.
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3.1.1 Préparation des échantillons pour I'analyse de la réplication de 'ADN

La partie expérimentale a été réalisée par F. DE CARLI, biologiste du labora-
toire d’O. HYRIEN.

De Carli et al. décrivent les étapes de préparation des échantillons pour ’analyse
de la réplication de I’ADN en molécule unique dans la méthode OMAR (Optical
MApping of DNA Replication)( 2016). OMAR a été développé pour le
peignage moléculaire et nous avons souhaité étendre cette approche a la technologie
des nanocanaux. Notre ADN d’intérét, ici 'ADN de A, (cf. Chapitre 4) est répliqué en
présence de nucléotides fluorescents (AF647-dUTP, rouge) dans des extraits d’ceufs
de Xénope, avant ’étape de purification de 'ADN. Le code-barres est obtenu par
incorporation de nucléotides fluorescents (AF546-dUTP, vert), a la suite de 'action
d’une nicking endonucléase qui vient couper I'un des deux brins d’ADN au niveau
d’une séquence de 7 paires de bases (sites Nt.BspQI). Enfin les fragments d’ADN
sont marquées a l'aide d'un agent intercalant, le YOYO-1 (bleu) (cf. Figure 3.3)

Nucléotides

fluorescents . @ ADN du phage A
(AFB4T-dUTP) @ @ &

e 5 b
Assemblage nucléaire Purification
et réplication de I'ADN de 'ADN et marquage

de I'ADN
au YOYO-1

Figure 3.3 — Approche expérimentale. L’ADN du bactériophage A est répliqué durant 3 heures dans des extraits
d’ceufs de Xénopus laevis en présence de nucléotides fluorescents (AF647-dUTP, rouge). Une fois
purifié, le code-barres est ajouté aux molécules d’ADN avec 'incorporation de nucléotides fluorescents
(AF546-dUTP, vert) au niveau des sites de coupure et les molécules sont marquées a ’aide d’un agent
intercalant, le YOYO-1.
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3.1.2 Irys System au service de la réplication de I'ADN : une méthode de peignage mo-

léculaire automatisé

L’échantillon d’ADN, répliqué et marqué, est déposé sur une puce du systeme
Irys de Bionano Genomics®. Cette puce est constituée de 2 cellules de mesure (flow-
cells) comportant chacune prés de 12 000 nanocanaux de 45 nm de diametre (
2012). Dans la flowcell, les molécules d’ADN en solution véhiculées par électropho-
rese dans les nanocanaux, vont étre démélées au niveau de la zone des piliers, passer
dans les microcanaux avant d’entrer dans les nanocanaux (cf. Figure 3.4). Grace a la
combinaison des trois lasers, d’une caméra EM-CCD (réduction du bruit) et un sys-
teme d’autofocus, le systeme Irys permet d’imager automatiquement et rapidement
des centaines de milliers de molécules. La molécule d’ADN fait 2 nm de diametre,
il peut donc arriver que les molécules d’ADN se trouvent repliées ou forment un
noeud. Il a été montré que ces événements étaient rares (7 % de la totalité du jeu
de données) et ne constituaient pas un obstacle insurmontable en ce qui concerne
la cartographie optique ( 2015). Par ailleurs, le code-barres
identifiant la molécule se trouve modifié du fait d’un étirement anormal de cette
derniere, rendant difficile voire impossible sa cartographie et ainsi permettant son

exclusion du jeu de données final.

Accumulation de . | Linéarisation de
I'ADN dans le canal Démélage de F'ADN I'ADN dans les
Puits dalimentation dans les piliers nanocanaux

ADN partiellement déroulé ADN linéarisé

Figure 3.4 — Puce du systéme Irys. La puce est composée de deux cellules de mesure ou flowcell. Chacune
d’elle est composée de pres de 12 000 nanocanaux de 45 nm de diametre. Les molécules d’ADN sont
situées au niveau du puits. Lorsque ’électrophorese est déclenchée, les molécules d’ADN marquées
(YOYO-1 en bleu, réplication en rouge et code-barres en vert) arrivent dans une zone avec des
piliers permettant le démélage des molécules avant leur entrée dans les nanocanaux. Adaptée du site

www.bionanogenomics.com.
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3.1.2.1 Comment les données sont-elles organisées?

Un run (passage d'un échantillon dans la machine) est fait de 30 cycles (une
électrophorese correspondant & un cycle) et chacun d’eux est découpé en 1140 images
(ou FOV pour Field-Of-View) de 512 x 512 pixels. Pour un jeu de données, il faut
donc compter pres de 34 200 images composées des 3 couleurs au format Tagged
Image File Format (TIFF) (cf Figure 3.5). Une image couvre environ 140 nanoca-
naux et la longueur maximale d’'une molécule d’ADN observable dans un unique
champ est de 270 kb étirée a 85 % et un pixel va correspondre a environ 530 paires
de bases. Les molécules les plus longues peuvent atteindre jusqu’a 3 Mb et s’étendre

sur 12 images successives au maximum.

— 12images —

RUN
30 cycles

90 images

T

— b52px

- L— s —

Figure 3.5 — Organisation des images prises avec le systéme Irys. Un run est constitué de 30 cycles. Chaque
de ces cycles correspond & une image TIFF composée de 1140 images (rouge, vert et bleu). Au moment
de la prise d’images, la caméra prend 12 images verticalement et 90 images horizontalement et se

déplace comme indiqué sur 'image (fleche noire). Les images générées font 512 x 512 pixels.

3.1.2.2 Des images brutes a la numérisation des molécules

Un outil propriétaire fourni par Bionano Genomics®, AutoDetect, donne la pos-
sibilité de détecter automatiquement les extrémités des molécules sur les images ori-
ginales ainsi que la position des points constituant le code-barres. Chacune de ces
molécules va étre identifiée par un Molecule Id (identifiant unique) et consignée dans
un tableau. A chaque cycle, en plus des images brutes, plusieurs fichiers par cycle

sont générés dont 5 nécessaires au développement de nos outils (cf. Figure 3.0).
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Les fichiers .mol contiennent I’ensemble des informations concernant les détec-
tions des molécules d’ADN faites sur les images brutes. Les parametres qui nous
sont indispensables pour la suite sont :

— Ul’identifiant de la molécule (Moleculeld) conservé dans I’ensemble des fichiers
de sortie,

— le numéro du cycle ou la molécule se trouve (Scan),

— les coordonnées de début et de fin des molécules (XStart, YStart, XEnd et
YEnd ),

— les images sur lesquels les molécules commencent et se terminent (FovStart,
FovEnd),

— les lignes (RowStart, RowEnd) et la colonne (Column) ou ces molécules se
trouvent (images 12 lignes x 90 colonnes)

— la longueur des molécules en pixels et en kilobases (Length, LengthKb)

— le chevauchement des molécules sur plusieurs champs ou non (IsStitched)

Les fichiers .lab sont ceux comprenant les données relatives aux code-barres
et a leurs positions (PositionOnMolecule, PositionOnMoleculeKb) sur les molécules
détectées. Les molécules identifiées par leur Moleculeld sont associés a leur code-

barres dont les labels sont identifiées par des Labelld.

Les fichiers .bnx de Bionano Genomics® présentent une vue d’ensemble des
données brutes sur les molécules et leur code-barres ainsi que les scores de qualité
au cours d’'une analyse (dans notre cas, uniquement le canal vert). Les données sont
divisées en deux sections : I'en-téte décrivant le format spécifique des données; et le
bloc d’information sur les molécules et les informations associées. Ce fichier combine
les informations issues des fichiers .mol et .lab apres avoir appliqué un filtre sur la

qualité des sites marqués détectés.
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Le code-barres présent sur les molécules d’ADN rend possible leur alignement
sur un ADN de référence par la technique de cartographie optique dont les pion-
niers sont Schwartz et son équipe ( 1993). A la différence du séquencage
NGS ou 'alignement sur le génome de référence se base sur la séquence elle-méme,
la cartographie optique est fondée sur les distances séparant les différents points
du code-barres obtenu. Cette méthode produit des cartes physiques de motifs de
séquences courtes (sites de reconnaissance d’enzymes de restriction) le long de frag-
ments d’ADN d’une centaine a plusieurs milliers de kilobases. La cartographie op-
tique, réalisée par 'outil RefAligner, fournit ainsi un outil a haut débit permettant
d’ordonner et d’orienter les cartes physiques mais également de valider des assem-
blages génomiques. RefAligner va prendre en entrée les fichiers .bnx des molécules
et .cmap du génome de référence. Une fois 'alignement des molécules réalisé, Re-
fAligner va générer de nombreux fichiers dont les plus importants pour la suite du

développement sont ceux présentés ci-apres.

Le fichier CMAP de Bionano Genomics® est un fichier texte (délimité par des
tabulations) de données brutes qui fournit les informations relatives a la localisation
des sites marqués soit sur une carte de référence (query ou q.cmap) soit obtenus par
digestion in silico d'une référence ou de données de séquence (anchor ou r.cmap).
Il y a deux sections dans ce fichier : 'en-téte décrivant le format des données et les

données d’alignement.

Il s’agit d’un fichier texte délimité par des tabulations correspondant a une
comparaison croisée de l'alignement entre deux cartes : la référence qui a été digérée
par I'endonucléase Nt.BspQI in silico (anchor ou r.cmap) et les code-barres des
molécules (query ou q.cmap). Les données reportées dans le fichier renvoient aux
coordonnées de début et de fin des code-barres des molécules ainsi que la position
de chacun des sites du code-barres sur la carte de référence. Ce fichier contient deux
sections : I'en-téte décrivant le format spécifique des données et le bloc d’information

renseignant les alignements. Concernant 1’alignement des molécules, en plus de leur
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positionnement sur la carte de référence, nous avons l'orientation, une valeur de
confiance et un pseudo-CIGAR qui va nous donner les insertions (I), les matches

(M) et les délétions des sites marqués.

Ce fichier fournit un rapport sommaire sur la qualité des molécules et est généré
d’apres les résultats de 'alignement des molécules sur le génome de référence réalisé
par 'outil RefAligner. Le MQR va identifier et produire le meilleur alignement de
chaque molécule par rapport a la référence a condition que I’algorithme réponde aux

criteres minimaux de qualité de I'alignement.

3.1.3 Comment analyser la réplication de '’ADN en utilisant les outils Bionano Geno-

mics?

Dans notre cas, nous avons dii apporter des modifications aussi bien au niveau
des images qu’au niveau du fichier de métadonnées pour pouvoir utiliser les outils
AutoDetect et RefAligner. En effet, il a d’abord fallu recréer des fichiers TIFF com-
prenant uniquement le signal YOYO-1 (canal de couleur bleue) et le code-barres
(canal de couleur verte) dans cet ordre et donc supprimer le canal rouge du signal
réplicatif. Au niveau du fichier de métadonnées lu par AutoDetect, nous avons sup-
primé toutes les informations relatives a ce 3éme canal (rouge). De cette fagon, la
sortie d” AutoDetect ne nous donnera que les positions des code-barres et des extré-
mités des molécules d’ADN sans réaliser de détections sur le canal rouge, comme il

est habituellement fait lors d’'un double marquage.

Pourquoi avons-nous eu besoin de faire cela sur notre jeu de données ? 11 est
plus rapide de modifier les images et le fichier de métadonnées que de corriger
manuellement les nombreux fichiers générés par AutoDetect contenant des centaines

de milliers de lignes avec la possibilité d’introduire de multiples erreurs.
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Figure 3.6 — Fichiers de sortie des deux logiciels propriétaires de Bionano Genomics® : Autodetect

et RefAligner. Une fois les images brutes générées, Autodetect va se charger de la détection auto-
matique des molécules d’ADN ainsi que de leur code-barres produisant ainsi un certain nombre de
fichiers de sortie dont 5 fichiers qui nous sont utiles dans notre pipeline. Les fichiers produits par
Autodetect vont étre pris en entrée de RefAligner dans le but d’effectuer la cartographie optique.
RefAligner va produire plusieurs fichiers de sorties dont 4 fichiers qui ont leur importance dans notre

pipeline.

Il faut savoir que plusieurs mois de travail de "reverse-engineering' ont été

nécessaires afin de comprendre le contenu des différents fichiers de sortie présentés

ci-avant, la fagon dont ils étaient générés et les liens entre les fichiers provenant

d’Autodetect et de RefAligner. La documentation sur les fichiers de sortie proposée

par Bionano Genomics® était beaucoup moins détaillée que celle d’aujourd’hui et

aucune information n’était donnée sur les fichiers intermédiaires. Dans ce chapitre,

n’ont été présentées que les informations essentielles et utiles a la compréhension du

développement de nos outils bioinformatiques.
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Comme cela a été souligné précédemment, nous avons pour objectif de créer
notre propre pipeline d’analyse bioinformatique en nous appuyant sur les fichiers de
sortie (images, détections et cartographie) du pipeline utilisé en routine par Bionano
Genomics®. Avant d’aller plus loin, nous avons décidé de controler la qualité de nos

données.

3.2.1 Controle qualité des données en sortie du logiciel Autodetect

Dans cette section, les quantifications sont réalisées sur les données d’ADN
de bactériophage A répliqué dans des extraits d’ceufs de Xénope et marqué par la
méthode décrite dans la Section 3.1.1 . A lissue du run, nous obtenons 61,1 Go de
données incluant les fichiers textes (7.1 Go) ainsi que les images (54 Go). Ce jeu de
données contient 903 891 molécules détectées. Ces dernieres sont désignées a ’aide

du Molecule ID qui sera conservé dans I’ensemble des fichiers en sortie d’Autodetect.

L’outil Autodetect va localiser les extrémités de chacune des molécules d’ADN
(XStart, YStart, XEnd et YEnd). La premiere version de I'outil effectuait de fausses
détections dans ’arriere-plan de nos images. Une localisation des extrémités des mo-
lécules plus précise est apparue avec une version plus avancée d’Autodetect. Malgré
cela, il arrive que les détections ne soient pas extrémement fiables : nous pouvons
observer une sur-détection ou bien une sous détection au niveau des extrémités. Il

arrive aussi qu’une unique molécule soit détectée alors qu’il y a plusieurs fragments

d’ADN (cf. Figure 3.7).
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Détection des molécules sur le canal YOYO-1 Détection des molécules sur le canal YOYO-1
(ancienne version d'Autodetect) (nouvelle version dAutodetect)
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Figure 3.7 — Comparaison des détections réalisées par les différentes versions d’Autodetect. A gauche
les détections faites par 'ancienne version d’Autodetect sur le canal bleu (YOYO-1) et & droite
celles faites avec une nouvelle version du logiciel (traits rouges) sur la méme image (niveau de gris).
Dans la nouvelle version, les fragments faux positifs n’apparaissent plus. Aussi, il arrive que les
extrémités des molécules d’ADN soient sur-détectées ou bien que des fragments soient considérés
comme étant fusionnés (cadres pointillés). Les chiffres correspondent aux longueurs des molécules

détectées (longueurs supérieures a 30px en rouge et longueurs inférieures & 30 px, en bleu).

Détection des molécules sur le canal YOYO-1 Détection des molécules sur le canal des code-barres
(nouvelle version dAutodetect) (nouvelle version dAutodetect)

0 100 200 300 400 500

Figure 3.8 — Vérification des détections par Autodetect des molécules d’ADN et de leur code-barres.
Sur ces 2 images (512 x 512 px) sont représentées les détections faites pour les molécules d’ADN (&
gauche) présent sur un seul champ et les code-barres associés (& droite). Les fragments de petites

tailles (< 5 kb) ne semblent pas étre détectés.

Nous avons également effectué une vérification visuelle de la détection des code-
barres en utilisant le fichier .lab contenant ’ensemble des détections des labels pour
le code-barres (cf. Figure 3.8). Au vu des résultats obtenus avec la nouvelle version
d’Autodetect, nous avons considéré que ces détections étaient correctes et qu’aucune
amélioration ne serait apportée sur la partie détections des molécules d’ADN et de

leur code-barres.
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Dans le but d’extraire au mieux les profils d’intensité, nous avons évalué 'incli-
naison des molécules d’ADN dans les nanocanaux. En effet, nous pourrions penser
que ces dernieres sont parfaitement rectilignes. Or, la différence entre le XStart et le
XEnd de chacune de ces molécules nous donne une distribution de valeurs comprises
entre 0 et 7 pixels pour les molécules d’ADN se trouvant dans un champ (cf. Figure
3.9). Il sera indispensable de tenir compte de I’inclinaison des molécules

d’ADN lors de ’extraction des profils d’intensité.

Distribution des différences entre XStart et XEnd des
molécules détectées sur 1champ

80000 -

60000 A

Fréquence

40000 1

20000 A

0 T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

XStart - XEnd

Figure 3.9 — Distribution des différences entre XStart et Xend des molécules (1 champ). Au vu de cette
distribution, les molécules sont inclinées dans les nanocanaux. Les différences sont comprises entre 0
et 7 pixels suggérant une possible erreur de détection dans le cas oll nous avons des écarts supérieurs
a 5 pixels (sachant qu’une molécule d’ADN fait entre 5 et 6 pixels de large et que cela ne concerne

qu’un tres faible nombre de molécules (environ 200 sur plus de 900 000 molécules)).

Dans le cas des molécules d’ADN chevauchant plusieurs champs, nous avons
constaté la présence d'un décalage entre les différentes images. Parmi les fichiers de
sortie, I'un d’eux semble donner les informations nécessaires a ’exécution du collage
des images afin de récupérer I'information concernant les longues molécules. Lorsque
nous appliquons les transformations données sur nos images nous ne parvenons pas
a des résultats concluants (cf. Figure 3.10). Nous avons donc fait le choix de
mettre ce probleme de c6té dans la suite du projet et de développer nos

outils sur les molécules présentes sur un seul champ.
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Figure 3.10 — Assemblage de deux images avec des molécules chevauchantes. Les transformations données
dans un des fichiers de sortie d’Autodetect ont été appliqué & 2 des images du jeu de données.
A gauche, les images originales successives faisant 512x512 pixels. Une fois les transformations
appliquées & savoir une translation en X de 4 pixels et en Y de 12 pixels, nous obtenons 'image
de droite. Le cadre pointillé met en avant le fait qu’avec une telle transformation nous perdons de

I'information et que cette derniére est incorrecte.

Les autres parametres utiles dans les fichiers de sortie sont la longueur des
molécules (en kilobases et en pixels), les images sur lesquelles commencent et se
terminent les molécules détectées et le numéro du cycle correspondant. Par exemple,
pour ce jeu de données, la longueur des molécules est comprise entre 0 et 1429 kb
avec une médiane a 57.6 kb et une moyenne a 70.2 kb (cf. Figure 3.11). La grande
majorité des molécules se trouve sur un champ (702 273 molécules, soit 77,7 %) et
le reste des molécules se trouve sur au plus 6 champs (199 057 (22 %) sur 2 champs,

2 361 (0.3%) sur 3 champs, 17 sur 4 champs, 2 sur 5 champs et 1 sur 6 champs).
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Distribution des longueurs des molécules (en kb)
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Figure 3.11 — Distribution des longueurs de ’ensemble des molécules. La grande majorité des molécules
a une taille inférieure & 200 kb et nous avons une moyenne de taille de molécule de 70 kb et une
médiane de =~ 57 kb.

A Dissu d’un run prés de 34 200 images de 512 x 512 pixels sont générées sur
lesquelles nous avons pu constater quelques aberrations qui sont présentées dans

cette section.

En superposant les 3 signaux a savoir YOYO-1, code-barres et signal répli-
catif, nous remarquons un décalage entre les 3 couleurs. Il s’agit d'une aberration
chromatique qui constitue I'un des principaux défauts des systemes optiques. Ce
sont des artefacts causés par la variation de I'indice de réfraction en fonction de la
longueur d’onde. Ainsi, une lentille simple peut parfaitement focaliser pour une lon-
gueur d’onde donnée mais donnera un résultat flou pour les autres longueurs d’onde.
En effet, les aberrations chromatiques résultent du fait que le verre des lentilles de
microscopes présente des indices de réfractions variables suivant les longueurs d’onde
de la lumiere. Par conséquent, les longueurs d’onde courtes (bleu) vont focaliser pres
de larriere de 'objectif contrairement aux longueurs d’onde plus longues. Afin de
controler ce défaut, il existe des systemes achromatiques composés de deux lentilles
de verres différentes et permettant la focalisation des différentes longueurs d’onde

au méme foyer ( 201) (cf. Figure 3.12). Ces systémes ne sont
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malheureusement pas utilisés dans le systeme Irys.

Abberation chromatique

Lumiere

Axe optique
blanche v

Foﬂ/er Foﬂ/er Foﬂ/er
bleu vert rouge

Systéme achromatique

Linlorg > ’ Axe optique
blanche .
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Figure 3.12 — Aberration chromatique et moyen de correction. Suivant la longueur d’onde nous avons une

réfraction de la lumiére variable induisant ’absence de convergence des faisceaux au niveau d’un
unique foyer (schéma haut) : chaque couleur & son foyer. Une fagon de corriger cela est I'usage d’un
systéme achromatique permettant au faisceaux lumineux de focaliser au niveau du foyer achroma-
tique (schéma bas). Cependant, ce systéme n’est pas implémenté dans le systéme Irys. Adaptée de

Gilles Boisclair.

Le décalage observé est le méme sur la grande majorité de nos images a savoir
une mise a ’échelle et une translation en X et en Y. Cependant, certaines images
d’un méme cycle présentent un décalage différent. Apres une annotation manuelle
des images d’un cycle pris au hasard, il semblerait que cette anomalie n’apparait
qu’aux extrémités de la zone de prise d’images. De ce fait, nous pouvons penser que
le systeme d’autofocus se trouve déréglé dans ces régions au moment de la prise
d’'image (cf. Figure 3.13).

Sachant que nous souhaitons utiliser les coordonnées des extrémités dé-
finies sur le signal YOYO-1 pour l’extraction des profils d’intensité du
signal réplicatif et du code-barres, une correction de ce décalage des cou-

leurs est primordiale.
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Decalagerécurrent Decalage inhabituel

12 images

90 images

Figure 3.13 — Décalage entre les signaux bleus, rouges et verts. Le décalage récurrent (en violet) est présent
sur la quasi totalité d’un cycle. Cependant, il existe un décalage inhabituel ou tous les signaux des
molécules se décalent vers la gauche (en turquoise). La grille schématise les 1140 images d’un cycle

et nous indique le sens de lecture de déplacement de la puce du systéme Irys au dessus de la caméra.

Une image globale du run est délivrée a la fin de ce dernier, nous donnant ainsi
un apercu de la qualité générale du run. Le probleme d’illumination étant récurrent
sur les images prise en microscopie, nous avons fait le choix d’évaluer la qualité de
I’arriere-plan des images. Nous avons calculé une image moyenne pour chaque cycle
et ensuite déterminé la valeur moyenne de chacune de ces images (cf. Figure 3.14).
Nous remarquons que cette valeur varie d’'un cycle a un autre et cela peu importe le
canal de couleur. Cependant, ces variations sont plus importantes sur le canal bleu
(YOYO-1) avec des valeurs d’intensité moyennes comprises entre 331 et 459 et sur le
canal vert (code-barres) avec des valeurs d’intensité moyennes comprises entre 510
et 573. La tendance observée pour le YOYO-1 (augmentation puis diminution des
valeurs d’intensité) est sirement liée a la quantité de molécules par cycle qui varie
de la méme facon.

Nous avons donc prévu une étape de post-processing pour corriger au

mieux cette illumination inhomogene.
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Figure 3.14 — Variations de ’intensité moyenne des images médianes par cycle et par canal de couleur
et quantification du nombre de molécules par cycle. Pour chaque cycle et chaque canal de
couleur, la valeur moyenne de I'image médiane des 1140 images est calculée (axe de gauche). Le
nombre de molécules d’ADN détectés a chaque cycle est également déterminé (axe de droite, étoiles
grises). L’intensité moyenne pour les différents canaux de couleurs varient de la méme fagon que le

nombre de molécules par cycle et plus particulierement pour le canal bleu.
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Figure 3.15 — Ratio entre l’intensité moyenne des images médianes du signal YOYO-1 et le nombre
de molécules par cycle. Nous pouvons remarquer que le ratio est quasiment constant au long
du run impliquant donc que l'intensité moyenne des images médianes pour le signal YOYO-1 est

proportionnelle au nombre de molécules dans un cycle donné.

3.2.2 La cartographie optique avec nos données

La cartographie des molécules d’ADN répliquées nous donne des résultats plus
que satisfaisants. Sur les 903 891 molécules détectées nous avons conservé les molé-
cules de plus de 90 kb et présents sur 1 champ, ce qui nous donne 120 793 molécules.
Nous avons obtenu 69 203 molécules cartographiées c’est-a-dire 57,3 % des molécules
apres filtrage. Nous avons un jeu de données suffisamment important pour

développer notre pipeline d’analyse.
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HOMARD, ou High Throughput MApping of Replicating DNA, est le pipeline
que nous avons congu pour étudier les signaux réplicatifs obtenus pour divers échan-
tillons. Dans le but d’effectuer une preuve de concept et s’assurer de la fiabilité de
nos outils, nous avons fait le choix de travailler sur ’ADN du bactériophage \. Pour-
quoi ce choiz 7 1l s’agit d'un génome de petite taille (48.5 kb) pouvant étre répliqué
dans les extraits d’ceufs de Xénope. L’avantage de ces extraits est qu’ils fournissent
un systeme ez-vivo permettant I’étude de divers processus parmi lesquels nous avons
la réplication de ’ADN. De plus, nous avons une certaine connaissance de ce sys-
teme (cf. Section 2.4.2.1), nous autorisant ainsi & comparer nos résultats avec la

littérature.

3.3.1 Des étapes de post-processing indispensables

Apres les observations faites sur nos données, deux corrections majeures doivent
étre apportées : la correction de I'inhomogénéité de l'illumination et le recalage des

signaux réplicatifs (rouge) et du code-barres (vert) sur le signal YOYO-1 (bleu).

L’illumination inhomogene d’une image est tolérée dans les cas ou nous sou-
haitons réaliser des analyses qualitatives. Cependant, lorsqu’il s’agit d’effectuer des
analyses quantitatives, une correction de cette inhomogénéité est nécessaire. Dans
le cas de la microscopie a fluorescence une approche appelée “white referencing”
consiste a déterminer une image de référence. Pour cela, il faut générer une image
blanche d’un échantillon uniformément fluorescent. Cette image blanche sera ensuite
divisée ou bien soustraite des images acquises. Cette approche présente de nombreux
inconvénients comme le fait que les conditions ne doivent pas changer au cours des
acquisitions, ou encore que I'image blanche créée par 'utilisateur soit correcte. Il
est possible de contourner ces probléemes en utilisant une approche “data-driven”
(ou rétrospective), c’est-a-dire que la correction de 'illumination peut étre réalisée
a la suite de son acquisition et sur la base de l'information qu’elle contient. Par

exemple, une image peut étre floutée et soustraite a I'image d’origine pour corriger
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I'illumination mais cela implique que nous supposons que le contenu de I'image est
uniformément réparti. Ainsi, pour avoir une correction plus robuste, les méthodes
rétrospectives utilisant de multiples images pour estimer une fonction d’illumination
sont préférables. 11 existe différentes approches pour ce qui est de la correction de
I'illumination inhomogene mais elles ne semblent pas étre adaptées pour les images
obtenues par des techniques haut débit. Une approche assez directe consiste a cal-
culer I'image moyenne de 1’ensemble des images d’un jeu de données et d’appliquer
un filtre médian (Sincretal 2014, Jonesetal 2006). Au vu de la quantité d’images et de la
variabilité de la non-uniformité de I'illumination d’un cycle a un autre, nous nous
sommes inspirés de 'approche décrite précédemment et avons fait le choix d’esti-
mer une fonction d’illumination globale par cycle. Pour cela, nous avons calculé une
image médiane par cycle pour chaque canal de couleur et soustrait cette fonction

d’illumination & chacune des images originales TIFF (cf. Figure 3.16 et Figure 3.17).
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Figure 3.16 — Fonction d’illumination pour les 3 canaux de couleur du cycle 5 du jeu de données.
Une image médiane est calculée a partir des 1140 images d’un cycle pour chaque couleur (A). Cette
image médiane est par la suite soustraite de chacune des images du cycle en question. Nous pouvons

voir que les variations d’intensité sont plus importantes pour les canaux rouge et vert (B et C).
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Figure 3.17 — Avant et aprés correction de I’inhomogénéité d’illumination pour les trois canaux de

Avant correction de l'illumination
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couleur. L’amélioration de l’arriere-plan des images est notable plus particulierement pour les

canaux du signal réplicatif et du code-barres par rapport au canal du YOYO-1.

L’objectif du recalage d’image est de superposer les pixels issus d’une image de
référence sur ceux de 'image “cible” en les rapportant dans un méme systeme de
coordonnées. Nous pouvons retrouver cette méthode dans différents champs d’ap-
plication tels que l'imagerie médicale (tomographie , IRM (Imagerie a Résonance
Magnétique)...) ou encore la vision par ordinateur. En raison des différents types de
modifications possibles sur une image, il est impossible de concevoir une méthode
universelle de recalage. Chacune des méthodes doit tenir compte, entre autres, des
caractéristiques des données ou encore du bruit de fond. Néanmoins, les étapes clas-
siques du recalage d’images sont les suivantes :

— lextraction, de préférence automatique, des caractéristiques des objets d’in-
téréts tels que les contours, les intersections etc. ...

— la mise en correspondance des caractéristiques c’est-a-dire qu’un lien est éta-
blie entre les caractéristiques détectées sur I'image de référence et l'image
cible.

— lestimation du modele et donc des parametres permettant la transformation.
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— la transformation de I'image cible par le modele déterminé a I'étape précé-
dente.

La détection des extrémités réalisée par Autodetect sur le canal contenant les
molécules d’ADN sera utilisée lors de I'extraction des profils d’intensité. C’est pour-
quoi nous devons réaligner les signaux rouges et verts sur le signal bleu. Notre cas est
un peu particulier car les signaux a recaler sont 3 signaux de natures différentes : le
signal du YOYO-1 est continu, le signal réplicatif est discontinu ou peut étre absent
(molécules non répliquées a fortement répliquées avec la présence d’intermédiaires
de réplication d’ou cette discontinuité dans le type de signal) et le signal du code-
barres qui est représenté par des taches circulaires. La matrice de transformation
regroupant 1’ensemble des parametres que nous cherchons a déterminer est la ma-
trice de transformation affine. La transformation affine est une transformation dans
laquelle les rapports de distances et de colinéarité sont préservés. Si nous prenons
comme exemple un point médian sur une ligne donnée, ce dernier restera le point
médian de la ligne et tous les points situés sur une ligne droite resteront sur la ligne
apres une transformation affine appliquée. (Figure 3.18). Nous supposons que les
transformations qui concernent nos images sont la translation (en X et en Y) et la

mise a ’échelle.

Notre objectif ici est de déterminer une matrice de transformation
affine pour le signal réplicatif et une seconde matrice pour le code-barres.
Notre stratégie va consister & minimiser la distance entre le signal bleu et rouge (et
de méme entre le signal bleu et vert). Dans un premier temps, nous allons associer les
maxima locaux les plus proches entre les 2 signaux puis la somme de ces distances va
étre minimisée (fonction de coiit) : & chaque itération, les parametres de la matrice
de transformation affine vont étre réestimés et appliqués a I'image cible et ce jusqu’a

ce que la fonction de coiit atteigne un minimum.
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Pas de transformation Translation Mise a I'échelle
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Figure 3.18 — Matrice de transformation affine. La matrice est composée de 6 paramétres renvoyant a des
transformations particuliéres : la translation, la mise a ’échelle, la rotation et enfin le cisaillement.
Ceux que nous déterminons pour corriger nos images sont les parametres de translation suivant
les axes X et Y . Les parametres de mise & ’échelle sont donnés dans les métadonnées en sortie

d’Autodetect. Adaptée de https://fr.wikipedia.org.
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Les explications ci-dessous sont données pour le recalage du signal rouge sur le

signal bleu mais peuvent étre étendues au recalage du signal vert sur le bleu.

Dans un premier temps, nous avons déterminé les maxima locaux a conserver
dans chacune de nos images d’intérét. Une fois définis, des paires sont créées : un
maximum pris dans un champs (FOV, field-of-view) du signal bleu sera associé au
maximum le plus proche du méme FOV pour le signal rouge.

Pour ce faire, nous utilisons la morphologie mathématique qui originellement pro-
vient de I'étude de la géométrie des milieux poreux dans les années soixante. En
effet, les milieux poreux sont considérés comme étant binaires puisqu’un point ap-
partient soit au pore lui-méme ou bien au milieu entourant ce dernier. Cela a donc
amené G.Matheron et J.Serra a formaliser cette approche pour I’analyse d’images bi-
naires ( 1967 1982 2010 2002). En traitement d’images,
la morphologie mathématique est utilisée pour modifier une image par un élément
structurant choisi, en appliquant des opérations de base telles que 1’érosion ou la
dilatation. Cette approche permet, entre autres, de réaliser du filtrage, c’est-a-dire
supprimer ou bien conserver des éléments dans une image ayant des caractéristiques

spécifiques telles que la forme, ou encore d’effectuer de la segmentation d’images.

Dans notre cas, nous faisons usage de la morphologie mathématique afin de
créer un masque pour chacune des images analysées afin d’exclure le bruit de fond
autorisant ainsi une détection des maxima locaux plus précise au sein de nos signaux
d’intérét . Pour le canal bleu, nous réalisons une érosion de l'image en niveau de
gris avec un élément structurant rectangulaire (dimension 4 x 5, composé de 1)
et soustrayons de cette image, 'image originale, afin d’éliminer les halos autour
des molécules. L’image résultante est ensuite binarisée permettant ainsi d’avoir un
premier masque de notre signal. En regardant de pres, nous pouvons voir que les
masques des molécules sont fragmentés. Pour remédier a cela, une dilatation avec
un élément structurant rectangulaire (dimension 5 x 2, composé de 1) est faite.
Une fois le masque binaire final obtenu, il est appliqué a I'image originale par une
simple multiplication de 'un par l'autre : les valeurs de pixels du bruit de fond
sont maintenant nulles. A partir de cette derniére image, les maxima locaux sont
détectés. Pour le canal rouge et vert, a la suite de la binarisation de I'image, au lieu

d’appliquer une dilatation nous procédons a une ouverture. L’ouverture consiste en
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une érosion suivie d’'une dilatation. Ainsi les éléments de petite taille sont supprimés

(bruit de fond) et les fragments du masque sont fusionnés.

Image originale Erosion Erosion - Image Originale

o 100 200 300 00 500 o 100 200 300 400 500 o 100 200 300 400 500

Dilatation du masque Image originale avec masque

YOYO-1

Image originale Erosion Erosion - Image Originale

Signal réplicati

Figure 3.19 — Post-processing des canaux bleu (YOYO-1) et rouge (signal réplicatif). Dans chacun
des cas, les images originales (A, G) se voient soustraire leur image aprés une étape d’érosion a
laide d’un élément structurant rectangulaire (B, H), permettant ainsi d’éliminer le halo lumineux
se trouvant autour des molécules (C, I). Les images obtenues sont ensuite binarisées (D, J). Le
bruit de fond persistant et la fragmentation des masques des molécules nous ont amené a réaliser
une dilatation dans le cas du signal YOYO-1 (E) et une ouverture dans le cas du signal réplicatif
(K) (Pouverture élimine les petits éléments présent dans larriére-plan). Enfin, nous multiplions les
images originales par les masques respectifs (F, L). (cf. Figure 6.1 en annexe pour la méme analyse

sur le signal du code-barre)
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Une fois que nous avons obtenu I’ensemble des positions des maxima locaux,
toutes les distances entre les différents points des 2 images (bleu et rouge) sont calcu-
lées et seules les distances inférieures a 6 pixels sont conservées. Les points sont alors

appariés et vont constituer le parametre d’entrée de la fonction de minimisation.

.

‘ 10 e >0 40 >0 Maxima locaux YOYO-1
Maxima locaux signal réplicatif

Figure 3.20 — Détection des maxima locaux (YOYO-1 et signal réplicatif). Les maxima locaux sont
détectés pour chacun des signaux a partir des images finales obtenues aprés post-processing. Ce
sont les points rouges qui seront associés aux points bleus les plus proches et ce pour chacune des

171 images sélectionnées sur la base de leur intensité (cf. paragraphe 3.3.1.2)
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La matrice de transformation affine comporte 6 parametres que nous cherchons
a déterminer. Pour cela, nous avons fait le choix d’utiliser la fonction d’optimisation
de la librairie Scipy. Afin d’estimer au mieux la matrice de transformation, les
parametres sont évalués sur les images possédant un grand nombre de molécules.
Ainsi nous conservons, a chaque cycle, 15% des images (c’est-a-dire 171 images)
ayant les intensités moyennes les plus élevées ayant été estimées sur le canal bleu
(cf. Figure 3.21). Plus l'intensité est élevée, plus il y aura de molécules présentes
dans ce FOV et donc plus il y aura de chance que ces molécules soient réparties plus
ou moins uniformément sur 'image : cela permettrait une évaluation plus fiable des
parametres de la matrice puisque le décalage observé est de plus en plus important

en partant du centre pour aller vers les bords de 1'image.

Intensité

Figure 3.21 — Répartition des molécules d’ADN suivant les cycles. Les valeurs moyennes de chacune des
images de chaque cycle sont représentées. Les images contenant peu de molécules d’ADN sont
représentées par des carrés bleus et inversement celles avec un grand nombre de molécules sont
identifiés par un carré rouge. Le choix des images ayant de nombreuses molécules d’ADN est justifié

du fait de la quantité de fragments d’ADN mais également de leur répartition dans I’image.
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La fonction prend en entrée :

— la fonction de cofit. A chaque itération, cette fonction va renvoyer la somme
des distances des paires créées (cf. paragraphe 3.3.1.2).

— Dinitialisation de la matrice (matrice identité). A chaque itération cette ma-
trice de transformation va étre modifiée.

— les paires de points entre la référence et la cible.

— la méthode utilisée ici SLSQP qui fait usage du Sequential Least SQuares Pro-
gramming pour minimiser une fonction de plusieurs variables avec n’importe
quelle combinaison de bornes et de contraintes ( 1988).

— les bornes que nous définissons pour chacun des parametres a déterminer.

Apres avoir épluché I’ensemble des fichiers et les métadonnées obtenus a la suite
d’un run, nous avons découvert des parametres de mise a I’échelle que nous avons
considérés dans le processus d’optimisation (signal réplicatif : 0.99, code-barres :
0.996). Nous avons fixé les paramétres connus et n’estimons que les parametres de
translation selon les axes X et Y. La fonction renvoie une matrice de transforma-
tion affine pour chacune des images d'un run (cf. Figure 3.22). Nous assumons que
I’aberration chromatique est la méme sur ’ensemble des images. Au vu de la quan-
tité d’images sur lesquels les parameétres sont estimés (171 images x 30 cycles), nous
choisissons de prendre la valeur médiane pour chaque parametre et définissons une
matrice de transformation affine unique et robuste corrigeant I’ensemble des images
d’un run. (A noter : cette matrice doit étre estimée a chaque nouveau run et ne peut

donc étre utilisée d'un run & un autre.)

Une fois les parametres définis, nous appliquons les transformations sur les
images originale du canal rouge (signal réplicatif) et du canal vert (code-barres)(cf.
Figure 3.23). Nous pouvons voir que les différents signaux se superposent mais il
semblerait que cette superposition soit imparfaite suivant I'axe Y. En effet, lorsque
nous prenons les paires de points les plus proches dans le but de réaliser la minimi-
sation de la somme des distances séparant ces paires, ’association des points n’est
pas aussi fiable sur 'axe Y que sur l'axe X essentiellement parce que les signaux

sont différents.
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: HOMARD
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Figure 3.22 — Parameétres de la matrice de transformation affine pour le signal réplicatif. Ces para-

metres ont été calculée sur 5130 images d’un run (171 images x 30 cycles) avec la rotation en X

et en Y nulle et la mise a I’échelle fixée & 0.99 (métadonnées). La valeur médiane des parametres

de translation en X et en Y ont été conservées afin de corriger I’ensemble des images du run. Les

variations de valeurs sont plus importante en Y qu’en X en raison de I'imprécision des associations

de points sur cet axe (dii au fait que les 2 signaux, réplicatifs (discontinu) et YOYO-1 (continu) ne

sont pas de méme nature, il en est de méme pour le signal du code-barres)

Avant correction

Aprés correction

Différence (Signal réplicatif)

o

— —
-57261 0 +5534

Différence (Code-barres)

— o
-38557 0 +49005

Figure 3.23 — Recalage d’image. La superposition des 3 couleurs pour les images originales mettent en avant

Pexistence d’une aberration chromatique et donc un décalage entre ces 3 couleurs (avant correction).

L’ensemble des images d’un méme run a été corrigé a I’aide d’une unique matrice de transformation

pour faire en sorte que les signaux rouges et verts se superposent au signal bleu (apres correction).

Le décalage se produit sur les axes X et Y et est plus marqué sur les bords des images (zoom des

molécules avant correction). La soustraction de I'image non corrigée a I'image corrigée ( rouge pour

le signal réplicatif et vert pour le signal du code-barres) nous permet d’apprécier le gradient du

décalage sur ’ensemble de I'image.
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3.3.2 Extraction des profils d’intensité

Une fois les 2 corrections apportées, a savoir la correction de l'illumination et
le recalage des images, nous pouvons procéder a ’extraction des profils d’intensité
des molécules d’ADN détectées par Autodetect. Pour gérer au mieux nos données,
nous utilisons la librairie Pandas permettant ainsi de conserver dans une trame de
données Pandas (ou dataframe) toutes les informations utiles des fichiers originaux
(MoleculeID, XStart, XEnd, etc ...) et en ajouter de nouvelles tels que les profils

d’intensité.

Grace au recalage d’images, nous sommes en mesure d’extraire les profils d’in-
tensité des trois signaux simultanément sur la base des coordonnées des extrémités
des molécules obtenues par Autodetect. A chaque position le long de la molécule
d’ADN, la moyenne de l'intensité est calculée sur une fenétre de 3 pixels de lar-
geur (perpendiculairement a la molécule). Nous avons fait ce choix afin d’éviter la
prise en compte des intensités des molécules voisines étant donné que l'intensité
des molécules s’étale sur 5 pixels de largeur. Par ailleurs, au vu des observations
faites concernant la linéarité des molécules et pour extraire au mieux nos profils
d’intensité, nous avons tenu compte de leur inclinaison dans les nanocanaux. Une
fois I'extraction réalisée, les profils rouge, vert et bleu, de chacune des molécules,
sont consignés dans un dataframe, en gardant le MoleculeID afin de regrouper ces

informations avec celles déja obtenues a I'aide des logiciels de Bionano Genomics®.

3.3.3 Cartographie des profils d’intensité

L’outil RefAligner ne se préoccupe que des distances séparant les différents
labels du code-barres (ou “nick”) et retrouve ces distances sur le génome de référence.
Dans un des fichiers de sortie d’Autodetect, nous disposons des coordonnées des
nicks et dans un des fichiers de sortie de RefAligner, nous avons la position du
premier nick correctement cartographiée sur le génome de référence. Etant donné
les modifications apportées aux images, a savoir le recalage des signaux vert et rouge
sur le signal bleu, nous devons évaluer le décalage entre le premier nick correctement
cartographié et ce méme nick apres avoir subi les transformations dans le but de
repositionner correctement les profils d’intensité sur le génome de référence. Il a donc
fallu appliquer la matrice de transformation sur les positions des code-barres et par

la suite calculer la différence entre I’ancienne et la nouvelle position du premier nick.

94


https://pandas.pydata.org/

CHAPITRE 3. UN PIPELINE DEVELOPPE ET DEDIE A LA REPLICATION DE LADN : HOMARD

Aussi infime que soit cette correction, elle est indispensable (cf. Figure 3.24).

Rappel : un pixel est équivalent a environ 500 paires de bases.

Génome de référence

A (XII YI) X X X X X Cartographie BionanoGenomics

1 o L 1
¥ (X ) }/1) ¥ % X Cartographie BionanoGenomics avec
positions recalés

ol

[ Profil d'intensité avec code-barres recalé

‘ _ I I - ) Cartographie du profil d'intensité
=

Décalage = y'1-yl

ot

Figure 3.24 — Cartographie des profils d’intensité : le principe. RefAligner réalise la cartographie optique
des molécules d’ADN grace au code-barres. Nous disposons des coordonnées des positions des points
du code-barres (“nick”) (A). Sachant que nous réalisons un recalage du signal vert sur le signal bleu,
les coordonnées renvoyées par RefAligner se trouvent modifiées (B). Afin de cartographier nos profils
d’intensité il est nécessaire de quantifier ce décalage (pour chacune des molécules) (C) permettant

ainsi de replacer la molécule sur le génome de référence.

Une fois cette étape réalisée, nous sommes en mesure de positionner
correctement le profil d’intensité sur ’ADN de référence et de visualiser

chacun de ces profils individuellement.

3.3.4 \Visualisation des profils d'intensité en molécule unique

IrysView, un logiciel de visualisation mis & disposition par Bionano Genomics®

et fonctionnant uniquement sous le systeme d’exploitation Windows, permet d’affi-
cher une reconstruction de ’ensemble des molécules d’ADN ayant été cartographiées.
A la différence de ce logiciel, pour une molécule donnée, nous sommes en mesure de
visualiser les profils d’intensité des trois signaux et d’observer la qualité de la carto-
graphie. Sur la figure 3.25, nous observons des améliorations notables essentiellement
sur le signal réplication et sur celui du code-barres. La correction de l'illumination a
abaissé la ligne de base des profils d’intensité en plus de permettre une amélioration
du ratio signal sur bruit. Nous pouvons aussi noter que la seconde étape de post-
processing, le recalage d’image, est une étape primordiale. En effet, en regardant de
plus pres l'extrémité droite du signal réplicatif, nous constatons qu’en absence du
recalage des signaux nous aurions récupéré une information erronée : une partie du

signal réplicatif n’était pas associée a la bonne molécule.
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Figure 3.25 — Visualisation d’un profil d’intensité d’un fragment d’ADN répliquée en molécule
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unique. Un fragment d’ADN avec les trois couleurs est représenté avant et apres avoir effectué
les corrections (correction de I'illumination inhomogéne et recalage d’image). En dessous, les profils
d’intensité des différents signaux (trait pointillé : profil d’intensité avant correction, trait plein :
profil d’intensité aprés correction) sont cartographiés sur un génome de référence. Pour les profils
d’intensité, 'axe X est donné en pixel, pour le génome de référence les positions sont donnés en
kilobases. Les traits en pointillés gris partant du profil d’intensité du code-barres le relient avec les

positions correspondantes sur le génome de référence.
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3.3.5 Visualisation des profils d’intensité en population

Nous sommes parvenus a cartographier nos profils d’intensité en molécule unique,
il est donc maintenant possible d’obtenir une visualisation plus globale de nos don-
nées avec une visualisation en population. Cette derniere nous permet d’avoir une
idée de la qualité de notre cartographie mais aussi de pouvoir réaliser des analyses

populationnelles sur le signal réplicatif (cf. Chapitre 4).

Signal réplicatif

Code-barres

50 molécules

Génome de référence (kb)

Qo PSR AODND AP RS S ORIR DA R g
BB R SRRSO SO0 A PN Ky
- } - t .
Monomére A Monomere A Monomere A
(48,5 kb) (48,5 kb) (48,5 kb)

Figure 3.26 — Visualisation des profils d’intensité des molécules d’ADN répliquées en population.
Les molécules d’ADN ont été cartographiées sur un génome de référence comportant 30 A tous
orientés Forward (cf. Section 4.1). A gauche, 50 molécules cartographiées sont représentées dans les

3 couleurs. A droite, les 3 signaux sont représentés séparément et le signal vert est aligné avec le

génome de référence.

3.3.6 Pipeline BionanoGenomics vs. pipeline HOMARD

Ci-apres est présenté un schéma récapitulatif du pipeline que nous avons déve-
loppé en faisant usage des informations apportées par les différents logiciels fournis
par la compagnie Bionano Genomics®. Nous sommes a présent en mesure de carto-
graphier “genome-wide” nos profils d’intensité et en particulier les signaux réplicatifs

(cf. Figure 3.27), ce qui n’était pas possible précédemment.
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Visualisation schématique des molécules
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Figure 3.27 — Pipeline bioinformatique pour ’analyse de la réplication de ’ADN via le systéme Irys.

Le pipeline actuel de Bionano Genomics® permet & partir des images brutes de réaliser une détec-

tion automatique des molécules d’ADN ainsi que de leur code-barres associés grace a Autodetect

(logiciel propriétaire). Ensuite, RefAligner va permettre la cartographie optique de ces molécules

sur un génome de référence. Les résultats sont visualisables sur le logiciel IrysView (fonctionne sous

Windows) ot la visualisation n’est que schématique. Le pipeline que nous avons développé en nous

appuyant sur le pipeline de Bionano Genomics®, permet d’obtenir des profils d’intensité, de les car-

tographier et ainsi d’avoir une visualisation en molécule unique de la réplication de ’ADN. Pour ce

faire une correction de I'illumination et le recalage des signaux rouges et verts sur le signal bleu ont

été nécessaires. Dans notre cas la visualisation n’est pas schématique puisque nous avons acces au

profils d’intensité et & la molécule d’origine.
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3.3.7 Ladétection des segments répliqués

Nous avons maintenant la capacité d’extraire les profils d’intensité de centaines
de milliers de molécules et de les cartographier. L’objectif consiste a présent a dé-
tecter automatiquement et de fagon robuste les segments répliqués (région répliquée
de la molécule). L’échantillon sur lequel nous avons travaillé pour cette détection

est ’ADN de X ayant répliqué dans des extraits d’ceufs de Xénope (cf. Chapitre 4).

Dans un premier temps nous avons fait une hypothese sur la composition de
notre signal réplicatif rouge (cf. Section 4.1). Ce dernier serait dépendant de la
Fonction d’Etalement du Point (FEP ou PSF - Point Spread Function), du contenu
en A/T (puisque nous incorporons des dUTP fluorescents au niveau des fourches de

réplication) et enfin du signal d’intérét que nous cherchons a déterminer.

Le contenu en AT de PADN de A est calculé a partir de la séquence d’ADN
localement avec une fenétre glissante de 539 paires de bases afin d’atteindre la réso-

lution de 'image. Nous obtenons ainsi la proportion de AT dans une fenétre donnée
(cf. Figure 3.28).

Contenu en AT
80

60

40

Contenu en AT (%)

20

0 10 20 30 40
Position génomique (kb)

Figure 3.28 — Contenu en AT de ’ADN de \. Ce profil calculé a ’aide d’une fenétre glissante de 539 paires

de bases, représente la proportion de nucléotides A et T présents dans le génome de A faisant 48502

paires de bases.
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La FEP est une fonction représentant la réponse d’un systeme d’acquisition
d’image a une source ponctuelle. L’effet de cette derniere est décrit en appliquant
une opération de convolution aux données. Ainsi, les opérations de déconvolution
permettent d’inverser ce processus améliorant ainsi la résolution de I'image. Afin
d’estimer la FEP sur nos données, il a fallu dans un premier temps conserver uni-
quement les molécules d’ADN isolées. En effet, si deux (ou plus) de molécules sont
a proximité, 'intensité de ces derniéres risque d’étre influencée plus ou moins forte-
ment. Pres de 373 600 molécules de notre jeu de données ont été annotées comme
étant isolées, c’est-a-dire n’ayant pas de molécules dans un voisinage de 5 pixels
autour d’elles. Une fois ces molécules isolées sélectionnées, nous avons extrait les
profils d’intensité du signal réplicatif perpendiculairement & la molécule en prenant
une fenétre de 11 pixels de large (cf. Figure 3.29, A) (typiquement une molécule
d’ADN fait 5-6 pixels de large). L’ensemble des profils sont ensuite recentrés sur 0
avant de pouvoir évaluer notre FEP. Pour ce faire, nous avons ajusté une courbe a

ces données (cf. Figure 3.29, B). Dans notre cas il s’agit d’une fonction gaussienne :

(z—B)?

flx)=Aexp'™ 22 ) +d

tel que A correspond a 'amplitude de la “cloche”, B la position du centre de la
“cloche”, C I'écart-type (o) et d une constante. Nous supposons que cette PSF est
identique sur les axes X et Y et faisons donc le choix de déterminer le parametre (o)
sur 'axe X. Ainsi la valeur de I’écart-type est de 1.45 pixels signifiant donc qu'un

signal ponctuel rouge s’étale sur environ 3 pixels.
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A Extraction des profils dintensite B Ajustement d'une courbe aux données

A
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=
=
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-
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Figure 3.29 — Estimation de la Fonction d’Etalement du Point (FEP). Le principe : pour estimer au mieux
la FEP, nous avons dans un premier temps sélectionné les molécules isolées puis extrait les profils
d’intensité perpendiculairement aux molécules sur une fenétre de 11 pixels (A). Puis, une gaussienne
(modélisant le mieux la FEP) est ajustée aux données d’intensité de ’ensemble des molécules (B).
Estimation de la FEP : pour ce faire nous avons commencé par centrer les profils sur 0 puis ajuster
la courbe sur les données. Ici ne sont représentées que 100 des 373000 molécules. Une valeur de (o)
de 1.45 pixels est déterminée et sera utilisée dans la détection des segments répliqués (cf. Section
3.3.7

101



CHAPITRE 3. UN PIPELINE DEVELOPPE ET DEDIE A LA REPLICATION DE LADN : HOMARD

Définir un simple seuillage sur nos données n’est pas une solution pouvant
donner des résultats robustes et fiables au vu des variations d’intensité entre les
molécules (cf. Figure 3.30). C’est pourquoi, a partir des parameétres présentés ci-
avant, nous avons tenté une approche permettant de “déconvoluer” le signal afin de
retomber sur 'information qui nous intéresse, a savoir le signal réplicatif "binaire"

caché.

avant corrections
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(avant corrections
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o o

8 8
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o) o 750

2500 3000
2000
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1000

apres corrections

avant corrections

Intensité
(apres corrections)

Intensité
(avant corrections)
=
o
o

apres corrections

e profil d'intensité avant corrections du signal réplicatif
profil d'intensité aprés corrections du signal réplicatif

Figure 3.30 — Exemples de profils d’intensité du signal réplicatif. Ici sont présentés deux exemples de
profils d’intensité du signal réplicatif avant (trait pointillé) et aprés (trait plein) avoir appliqué les
corrections (correction de I'illumination et recalage des signaux). Nous pouvons voir que fixer une
valeur seuil dans le premier exemple (molécule du haut) pourrait donner un résultat représentatif
des segments répliqués. Mais appliquer ce méme seuillage sur la seconde molécule (bas) risque de

donner un résultat erroné.

Soient,
X = {xi..., 20} le signal "binaire" caché
Y = {yi, .., Yn} le signal réplicatif observé ou reconstruit
Y = f(X) le modele d’observation
fi(X) i™¢ ¢lément du vecteur f(X)
X I’estimation du signal "binaire" caché
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f(X) = (AT x X) * FEP le modele  (3.1)
1 n

eX) = =) (z7(zi —1)%) la pénalité  (3.2)
=

X = min Z (yi — fi(X))? + Xe(X) I'estimation du signal caché  (3.3)

ou
— dans I’équation 3.1, AT correspond au contenu en AT , AT x X est un produit
réalisé terme a terme et FEP est une gaussienne ayant comme parametres
ceux déterminés par ajustement de courbe (cf. paragraphe 3.3.7.1)
— dans 'équation 3.3, A est une constante. Cette constante permet de ren-
forcer la pénalité (cf. équation 3.2). Nous avons, apres plusieurs essais avec

différentes valeurs de A , défini A = 2.

La pénalité (cf. équation 3.2) est une fonction permettant de contraindre 1’op-
timiseur a renvoyer des valeurs égales ou tres proches de 0 et de 1 . En effet, sans
cette pénalité la fonction d’optimisation de la librairie Scipy autorise les valeurs du
signal caché a fluctuer entre 0 et 1. Or, nous faisons 'hypothese que notre signal
caché est binaire (signal "binaire" caché), de ce fait nous devons "forcer" 'optimiseur
a maintenir les valeurs proches ou égales a 0 et 1 en ajoutant cette pénalité aux
signaux "binaires" cachés ne répondant pas a nos criteres. Lorsque les valeurs du
signal "binaire' caché sont égales a 0 ou 1, cette fonction n’entraine pas une aug-
mentation du cotit total (pénalité = 0) lors de la minimisation. Par contre, lorsque

les valeurs fluctuent entre 0 et 1, le cotit total est impacté.
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PROCESSUS D'OPTIMISATION POUR LA DETECTION AUTOMATIQUE DES SEGMENTS REPLIQUES

Afin de déterminer les segments répliqués de nos profils d’intensité du signal
réplicatif (signal observé), nous avons procédé de la fagon suivante. Nous disposons
du signal observé et du signal reconstruit a partir des maxima locaux détectés dans
le signal observé. Ces maxima vont correspondre au signal "binaire' caché pour
V'initialisation. A chaque itération, le signal "binaire" caché se trouve modifié jusqu’a

ce que le signal reconstruit et le signal observé coincident (cf. Figure 3.31).

Signal observe

, | Fonction Signal caché final
de co(lt (binaire)
maxima locaux
Signal reconstruit
| T T | n itérations
[nitialisation du ; 4
signal caché 3'9”?' C.aChe
(bingire) (binaire)

Figure 3.31 — Schéma explicatif du processus d’optimisation pour la détection automatique des seg-
ments répliqués. A partir du signal observé (qui peut étre soit un signal reconstruit généré a
partir d’un signal binaire connu (signal synthétique observé)(cf. Figure 3.32), soit le signal réplicatif
original (signal original observé)), nous détectons les maxima locaux. A partir de ces maxima, nous
générons un signal reconstruit qui servira a ’initialisation lors de 'optimisation. Au premier tour, un
colt est calculé entre le signal observé et le signal reconstruit (cf. équation 3.3). Le signal ’binaire’
ayant servi a Dinitialisation (maxima locaux) va étre modifié, un nouveau signal reconstruit va étre
généré et un colt sera calculé. Il y aura n itérations jusqu’a ce que le signal reconstruit et le signal

observé coincident permettant ainsi d’obtenir I’estimation finale du signal "binaire" caché.

Afin de vérifier que notre optimisation fonctionne, nous avons tout d’abord
testé notre algorithme sur un signal dont nous connaissons le signal binaire (signal
"binaire" connu). A partir de ce signal "binaire" connu, le signal synthétique observé

est généré et nous effectuons la minimisation de la fonction de coiit (cf. Figure 3.32).
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Figure 3.32 — Détermination des segments répliqués sur un signal synthétique observé. Nous avons
procédé comme expliqué dans la figure 3.31. (A) A partir d’un signal "binaire" connu, nous avons
généré le signal synthétique observé (rouge). (B) Sur ce signal synthétique observé, nous détectons
les maxima locaux & partir desquels le signal reconstruit est créé et servira a l'initialisation lors
de l'optimisation. (C) Nous minimisons ensuite la fonction de coiit afin d’estimer le signal "bi-
naire" caché (D) A la suite de Poptimisation, nous parvenons a retrouver le signal binaire connu

(superposition du signal "binaire" connu et de celui estimé).
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Avec notre algorithme, nous parvenons a retrouver le signal "binaire" caché (cf.
Figure 3.32). Suite a ce résultat, nous avons réalisé la détection sur des signaux plus
complexes (cf. Figure 3.33). Nous remarquons que pour ce type de signal, le signal
"binaire" caché estimé ne coincide pas totalement avec le signal "binaire" connu. Nous
avons donc fait le choix d’appliquer notre algorithme sur des molécules faiblement
répliquées (cf. Figure 3.34) dont la complexité est plus proche du signal analysé
dans la figure 3.32. Nous obtenons un résultat satisfaisant sur ’exemple présenté
dans la figure 3.34 puisque le signal "binaire" caché estimé semble refléter le signal
observé. Il est important de préciser que les profils d’intensité du signal réplicatif

sont normalisés entre 0 et 1.
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Figure 3.33 — Détermination des segments répliqués sur un signal synthétique observé complexe.
Nous avons procédé comme expliqué dans la figure 3.31 mais cette fois-ci avec un signal complexe
par rapport & celui analysé dans la figure 3.32. Dans ce cas le signal "binaire" caché estimé ((A),
croix violettes) ne se superpose pas parfaitement au signal "binaire" connu ((A), points rouges). Il

en est de méme avec le signal reconstruit et le signal observé (B).
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Figure 3.34 — Détermination des segments répliqués sur un signal original observé issu d’une molé-
cule faiblement répliquée.(A) A partir du signal original observé (montré en B, signal rouge),
nous détectons les maxima locaux qui vont nous permettre de créer le signal reconstruit servant a
Pinitialisation. (B) A la suite de I'optimisation, le signal original observé et le signal reconstruit se

superposent de facon satisfaisante.

Dans ce chapitre, nous avons présenté les outils bioinformatiques que nous avons
développés afin d’analyser le signal réplicatif (signal rouge) dans différents échan-
tillons (cf. Chapitre 4). Le pipeline HOMaRD permet d’extraire les centaines de
milliers de profils d’intensité dans les 3 couleurs (ADN, code-barres, signal réplica-
tif) et de cartographier ces profils d’intensité sur un génome de référence. Ainsi, il est
possible d’obtenir une information au niveau de la molécule unique mais également
d’agréger les profils d’intensité pour une analyse en population. Pour ce qui est de
la détection des segments répliqués, le modele que nous proposons sera utilisé pour
I'analyse des molécules d’ADN dont le taux de réplication est faible (cf. Chapitre
4.1.2).
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Dans le but de développer nos outils bioinformatiques nous avons fait le choix
de travailler sur un modele simple et sur un génome de petite taille, TADN du bac-
tériophage A (48 502 pb) ayant été répliqué dans des extraits d’ceufs de Xénope. Un
avantage important de cette approche est qu’elle permet la réplication de pratique-
ment n’importe quel ADN tel que ’ADN de A (cf. Section 2.4.2.1). Le bactériophage
A est un outil prisé des biologistes en raison de sa facilité de manipulation génétique
et biochimique ( 1978). 11 s’agit d’un virus procaryote infectant Esche-
richia coli et qui a été découvert en 1951 par Esther Lederberg (

1951). Le bactériophage A posséde un ADN double brin faisant 48 502 paires
de bases avec des extrémités cohésives. Ces extrémités simple-brins sont complé-
mentaires et peuvent facilement fusionner afin de former des multimeres linéaires ou
des molécules circulaires. L’ADN de X répliqué dans des ceufs de Xénope est exposé
au processus de jonction des extrémités non homologues (ou non-homologous end
joining (NHEJ)). Il s’agit d’'un mécanisme impliqué dans la réparation des cassures
double-brins de ’ADN pouvant survenir aussi bien chez les procaryotes que chez
les eucaryotes. Ce mécanisme n’assure pas la restauration de la séquence initiale de
’ADN induisant donc un changement de I'information génétique (mutations). Dans
notre échantillon, ’ADN de \ va former rapidement des concatémeres composés d’au
moins 2 fragments. Ainsi les conformations de paires possibles que nous allons retrou-
ver dans nos échantillons sont des concatémeres Foward-Foward, Forward-Reverse,

Reverse-Foward et Forward-Reverse (cf. Figure 4.1).
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54 foward foward reverse foward
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reverse / reverse > foward / reverse

Figure 4.1 — Orientations des concatémeéres du bactériophage A. Sont présentés les 4 différents types de
jonctions possibles pour les concatémeres de A sachant que le Forward-Forward et le Reverse-Reverse

représente une seule et méme jonction.

Pour notre publication ( 2018), en plus de décrire notre pipe-
line, nous avons analysé une sous-population de molécules, a savoir les concatémeres
Forward-Forward fortement répliqués. Dans la sous-section suivante, seront présen-
tés les résultats obtenus pour 'analyse de la sous-population de molécule d’ADN de

A faiblement répliquées.

4.1.1 Analyse de la sous-population des molécules fortement répliquées des concaté-

meres 5'-3'
4.1.1.1 High-Throughput Optical Mapping of Replicating DNA

Ci-apres, notre publication décrivant nos outils d’analyse de la réplication de
I’ADN en faisant usage du systeme Irys, sur un échantillon de ’ADN de A répliqué

dans des extraits d’ceufs de Xénope.

De Carli, F.*, Menezes, N.*, Berrabah, W., Barbe, V., Genovesio, A., et Hy-
rien, O. (2018). High-Throughput Optical Mapping of Replicating DNA. Small Me-
thods, 2(9), 1800146.

* co-premiers auteurs.
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High-Throughput Optical Mapping of Replicating DNA

Francesco De Carli, Nikita Menezes, Wahiba Berrabah, Valérie Barbe,

Auguste Genovesio,* and Olivier Hyrien*

DNA replication is a crucial process for the universal ability of living
organisms to reproduce. Genome-wide methods to map DNA replication
use large cell populations, which smoothes out variability between
chromosomal copies. Single-molecule methods may reveal this variability
but remain refractory to automation, precluding genome-wide analyses.
Here, the Bionano Genomics Irys system, an optical DNA mapping

device, is repurposed for high-throughput optical mapping of replicating
DNA (HOMARD). HOMARD combines direct fluorescent labeling of
replication tracks and nicking endonuclease sites with DNA linearization in
nanochannel arrays and dedicated image processing. The robustness of this
approach is demonstrated by an ultrahigh coverage (23 311x) replication
map of bacteriophage A-DNA in Xenopus egg extracts. This coverage, by far
the highest ever reported for a single-molecule replication study, confirms
with unprecedented statistical significance the lack of sequence preference
for replication initiation in this system. The tools developed here open

the way to genome-wide analysis of DNA replication at the single-molecule
level and may be readily adapted for similar studies of other epigenetic

are today recognized as a major threat to
genome stability and have been associated
with cancer and other diseases.’l However,
mapping genome replication in meta-
zoans has long remained challenging.
For example, genome-wide mapping
of human replication origins has been
achieved by multiple approaches with
only modest agreement.>*! One possible
source of discrepancy is the incomplete
purification of sequenced replication
intermediates. A further limitation is that
genome-wide replication mapping so far
has been restricted to cell populations. As
there is considerable cell-to-cell variability,
ensemble profiles are at best a smoothed
average of individual replication patterns.
Single-molecule (SM) techniques must be
used to fully evaluate cell-to-cell heteroge-
neity and uncover spatial correlations in
replication patterns. SM techniques are

features.

1. Introduction

DNA replication is a crucial biological process that ensures accu-
rate transmission of genetic information to daughter cells.l!
Eukaryotic organisms replicate their genome from multiple
start sites, termed replication origins, that are stochastically acti-
vated in S phase to establish bidirectional replication forks that
progress along the template until converging forks merge.'
Understanding the regulation of DNA replication is essential as
perturbations of this process, referred to as replication stress,
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also required to visualize rare pathological

events such as fork stalling. Furthermore,

SM replication signals are free from con-
taminating DNA molecules. Thus, the development of SM
methods is crucial to progress in our understanding of DNA
replication.

Unfortunately, none of the existing SM techniques has
lent itself to full and robust automation. Consequently, their
throughput has remained drastically low. Typically, cells are
pulse-labeled with tagged nucleotide analogs, genomic DNA
is purified, stretched on glass coverslips by DNA combing!”!
or other techniques,® and the tagged nucleotides are detected
by several layers of antibodies.”’! The labeled DNA stretches
reveal fork progression during the pulse and allow to infer
origin positions and fork speeds, but contain no sequence
information. This information can be obtained by hybridizing
fluorescent DNA probes,1% but only very few DNA molecules
contain the probed locus. Months of work is required to collect
and analyze a statistically significant sample of molecules for a
single mammalian locus.['12]

We recently described a novel, straightforward method for
optical mapping of DNA replication (OMAR) using replica-
tion-competent Xenopus egg extracts, a system that relies on
the same proteins as, and recapitulates most aspects of, cel-
lular DNA replication.!'*l Bacteriophage A-DNA was replicated
in egg extracts in the presence of a fluorescent deoxyuridine
triphosphate (dUTP), purified, nicked with a site-specific
nicking endonuclease (NE), nick-labeled with another fluores-
cent dUTP, stained with YOYO-1, and combed. Direct epifluo-
rescence revealed, in three distinct colors, the DNA molecules,

(1 0f10) © 2018 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Figure 1. Experimental approach. A) Bacteriophage A-DNA (48.5 kb) was replicated for 3 h in Xenopus laevis egg extracts supplemented with AF647-
dUTP (red). Purified DNA was nick-labeled at Nt.BspQI sites with AF546-dUTP (green), stained with YOYO-1 (blue), stretched in nanochannels,
and imaged using the Irys system (Bionano Genomics Inc.) yielding 34 200 FOVs containing a total of 63 890 Mb of DNA molecules (28 860 Mb in
molecules > 90 kb). B) An exemplary merged image of stretched, 3-color fluorescent DNA molecules spanning an entire FOV (270 kb) in the direction

of stretching.

their replication tracts, and their NE sites, allowing alignment
to a reference genome.l'3l The irregular surface deposition of
combed DNA molecules, nevertheless, remained refractory to
robust automated analysis. However, elongation of DNA in par-
allel nanochannel arrays has recently emerged as a potential
alternative to DNA combing!'l and a commercial automated
platform, the Bionano Genomics Irys system, demonstrated
ability to assemble large numbers of nick-labeled DNA mole-
cules into genomic maps.[1>1l

Here, we have exploited the Irys system for high-throughput
optical mapping of replicating DNA (HOMARD) using the
same fluorescent labeling strategy as in OMAR. We developed
all necessary computational tools to robustly extract replica-
tion signal with high throughput. We report the high-quality
imaging, detection, and mapping of 43493 barcoded, replicating
DNA molecules in Xenopus egg extracts. The results dem-
onstrate the feasibility of high-throughput mapping of DNA
replication at the SM level and provide an ultrahigh (23 311x)
replication coverage of in vitro reconstituted A-DNA mini-
chromosomes, revealing replication landscape with ground-
breaking precision.

2. Results

2.1. Linearizing and Imaging DNA Replication Intermediates
in Nanochannel Arrays

The experimental strategy for high-throughput visualization
of nick-labeled DNA replication intermediates is shown in
Figure 1A. Bacteriophage A-DNA (48.5 kb) was replicated in
Xenopus egg extracts in the presence of AF647-dUTP (red),
purified, nick-labeled at Nt.BstQI sites with AF546-dUTP
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(green), stained with YOYO-1 (blue) and run on a Bionano
Genomics IrysChip. Automated imaging yielded 34 200 fields-
of-view (FOVs) in 3 colors each per sample. A single FOV
spans =140 nanochannels of equivalent length to =270 kb of
B-form DNA stretched to =85% of crystal length. Molecules of
up to =3 Mb may be imaged through 12 consecutively stitched
FOVs.

A typical FOV section (Figure 1B) shows a mixture of
unreplicated and replicating DNA molecules. A broad dis-
tribution of molecular sizes was observed, because linear
A-DNA monomers are actively end-joined in concatamers
in egg extracts.'¥ Replicating DNA molecules showed alter-
nating replicated and unreplicated DNA stretches 5-50 kb in
size, as previously observed by DNA combing.['*l Compared
to DNA combing!!¥l or to earlier nanochannel experiments, '
the advantages of the Irys system were the robust and highly
uniform linearization of DNA, the lower background and the
smoother signals, allowing high-throughput data collection
and analysis.

2.2. A Robust Pipeline for High-Throughput Replication
Tract Imaging

The standard Irys visualization pipeline is shown in Figure 2A.
Raw images are analyzed with Autodetect to get DNA
molecules’ coordinates (start; end) and barcode label positions.
Schematized molecules are aligned to the reference genome
using IrysView and RefAligner. Standard genome mapping
applications of the Irys system only require two-color images
(DNA, blue + barcode, green), although the third color (red)
has been occasionally used for dual red/green nick-labeling
experiments.[7]
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Figure 2. Bioinformatics for high-throughput optical mapping of replicating DNA (HOMARD). A) The current workflow for Irys data analysis and
visualization consists of 3 steps. First, the DNA molecules and their labels (barcode) are automatically detected using Autodetect; second, individual
barcoded DNA molecules are aligned to the reference genome using RefAligner; third, schematic results are visualized using IrysView. B) A custom
pipeline was developed to output SM intensity profiles (bottom pipeline). Raw 3-color channels images (34 200 per run) are corrected for chromatic
shifts between the three channels (blue = DNA, red = replication, green = barcode) and for illumination inhomogeneities. Corrected images display red
replication tracts and green NE labels realigned onto their original DNA molecule (blue) over a homogeneous low background. Then, the Autodetect
and RefAligner coordinates of each molecule are used to automatically extract the three color intensity profiles and align them to the reference genome.

Here we took advantage of the third channel’s availability to
image replication tracks and we developed a dedicated pipeline
for HOMARD grounded on the original Bionano pipeline
(Figure 2B). After DNA molecules and barcodes were detected
and mapped using Autodetect and RefAligner, custom Python
scripts were developed to correct images for inhomogeneous
illumination and for chromatic shifts as well as to extract
3-color intensity profiles for individual DNA molecules at high
accuracy and throughput.

The raw images presented systematic inhomogeneous illu-
mination with stronger intensity values at their center. This
effect was particularly clear when computing the median at
each location (x,y) of the blue, red, and green image channels of
each scan (Figure S1, Supporting Information). Those median
images per scan showed channel-specific intensity ranges and
shapes. For each scan, the blue channel had lower pixel intensi-
ties and a flatter shape than the red and green ones. As median
images slightly varied between scans, we corrected the raw
images by subtracting the median image of the corresponding
scan, which successfully flattened images of the entire run.
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Once the illumination biases were corrected, the composite
images produced by the Irys system revealed a significant chro-
matic shift. The blue (DNA), green (barcode), and red (replica-
tion) signals of each molecule were not exactly aligned to each
other (Figure 3). The misalignments were low at image center
but gradually increased toward the image borders and were more
pronounced between red and blue than between green and blue.
This observation was consistent with transverse chromatic shift.
As molecules were automatically detected on the blue (YOYO-1)
channel, it was necessary to rectify the coordinates of the red
(AF647) and green (barcode) pixels in order to assign them to
the correct DNA molecule. To align the channels, we used an
affine registration approach where channels were assumed to be
related to one another by an affine transform. Coefficients of a
transformation matrix between channels were identified as min-
imizing the sum of squared error of a pair of feature point sets
(see the Experimental Section). Such an affine transform com-
prises all global distortions that preserve lines, such as magni-
fication, rotation, and shift. The misalignment was satisfactorily
corrected for most image pairs, as shown in Figure 3.
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Figure 3. Chromatic shift correction. Raw 3-color images present chromatic shifts between the red, green, and blue channels. As a result, replication and
barcode signals are shifted with respect to the DNA signal (before correction). For all 34 200 images of a run, red and green images are automatically
corrected to match the unaltered blue image (after correction). Chromatic shifts occur on both X and Y axes, and are stronger at image borders
(zoomed-in molecules inside grey rectangles). Subtracting the uncorrected from the corrected red (replication difference) and green (barcode

difference) images highlights the spatial chromatic shift gradient.

2.3. High-Throughput Mapping and Profiling of Replicating
DNA Molecules

Once all images were corrected for color shift and illumination
biases, we used 1) the molecule coordinates provided by Auto-
detect to extract SM intensity profiles from them (taking into
account the tilting of DNA molecules) and 2) the optical map-
ping results from RefAligner to align them onto their genomic
coordinate (see the Experimental Section).

Autodetect reported 884 832 DNA molecules >20 kb totaling
63 245 Mb. Only DNA molecules 290 kb with label signal-to-
noise ratio (SNR) 22.75 (static) were used for mapping (210 147
molecules totaling 28 860 Mb). Because A-DNA monomers are
end-joined in complex concatamers in egg extracts,!'3l we built a
synthetic reference genome composed of 30 A-DNA molecules
in a head-to-tail tandem array (1455 Kb). Using RefAligner,
33.1% (N = 69203) of the selected 209 051 molecules were
mapped to the synthetic genome. The remaining molecules
corresponded to more complex concatamers containing head-
to-head and tail-to-tail junctions between A-DNA monomers
and/or incomplete monomers. For this report, we focused on
molecules entirely contained in a single FOV (N = 120 793), of
which 36.0% were mapped (N = 43 493).

Similar stretching of replicated and unreplicated segments
is mandatory for unbiased mapping and analysis of replica-
tion intermediates. To check if any bias could have occurred
at this level, we partitioned the 120 793 single-FOV molecules
into unreplicated (N = 90 831) and replicating (N = 29 962)
molecules based on their computed mean red signal intensity.
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The two datasets showed similar molecule size distributions
and barcode label densities. Replicating intermediates were
mapped to their in silico reference genome with only slightly
lower efficiency (29.4%) than unreplicated molecules (38.2%).
Therefore, 1) AF647-labeled tracts did not prevent nick-labeling
with AF546-dUTP; 2) replication forks did not prevent DNA
entry into nanochannels; 3) the close juxtaposition of sister
duplexes in nanochannels did not result in different stretching
of replicated and unreplicated DNA segments.

Figure 4 shows intensity profile extraction and genome posi-
tioning of an exemplary, 120 kb long replicative DNA mole-
cule. The raw image presented a downward shift of the red
and green signals relative to the blue signal. Chromatic shift
correction realigned the signals which increased the signal-to-
noise ratio of the red and green intensity profiles. Illumina-
tion correction lowered the baseline of the three profiles, due
to subtraction of the median background image, which further
increased the signal-to-noise ratios. Note that without chro-
matic correction, the rightmost replication bubble on Figure 4
would have been missed. A complementary example of false
signal collection from an adjacent DNA molecule in the
absence of chromatic shift correction is shown in Figure S2
(Supporting Information). The molecule’s profiles were
aligned to the reference genome by RefAligner based on the
corrected green profile. Note that the green profile confirms
the head-to-tail tandem orientation of two A-DNA monomers.
The two monomers were identically stretched despite the pres-
ence of replication bubbles on the first monomer but not the
second one (Figure 4).
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Figure 4. Single-molecule intensity profiles from a replicative DNA molecule. Image crops and fluorescent intensity profiles (blue, DNA; red, replication;
green, barcodes) of a representative replicative DNA molecule before (top image, dotted line profiles) and after (bottom image, solid line profiles)
chromatic shift and illumination correction. The length of the molecule is indicated in pixels under the blue and red profiles. The reference genome
coordinate is indicated in kb under the green profile, with vertical dashed lines connecting the green profile peaks with their in silico map position.

We then created a software to simultaneously visualize the
color-coded intensity profiles of all mapped molecules. Figure 5
shows the full collection of 7019 replicating A-DNA concat-
amers mapped to (and included in) their synthetic reference
genome and ordered by molecule start position. The correct
genome alignment of the concatamers is visible from the repet-
itive pattern of vertical lines in the green channel (barcode).
Half of the DNA molecules mapped to the first 7 2-DNA mono-
mers of the synthetic genome and all the molecules mapped to
the first 14 monomers. Enlarged views of the aligned molecules
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illustrate, as expected, their continuous DNA signal (blue),
discontinuous and irregular replication signal (red), and repeti-
tive barcode signal (green) aligned with Nt.BstQI sites on the
synthetic genome map.

2.4. Sequence-Dependence of A-DNA Replication Signal
Several studies reported long ago that replication initia-

tion is independent of DNA sequence in Xenopus eggs, egg
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Figure 5. High-throughput, single-molecule replication analysis. Left: for each of the 7019 replicating A-DNA concatamers mapped to the synthetic,
head-to-tail concatameric A genome, the intensity signals collected from the three channels were used to create a horizontal, synthetic tricolor profile
of 3 pixels height. The 7019 tricolor profiles were mapped to their genomic location and vertically ranked by molecule start position. Blue, DNA; red,
replication; green, barcodes. A repetitive pattern of green (barcode) vertical lines is visible, as expected for the successful optical mapping of A-DNA
concatamers. All molecules were mapped to the first 14 monomers of the 30 monomer-long synthetic genome. Right: consecutive zoomed-in views
of selected regions indicated by shaded rectangles, with the three colors separately shown. The corresponding section of the synthetic genome map
is aligned below the enlarged green molecule images. Nt.BstQI sites are indicated by black dots. Numbers below each dot indicate their map position

on the synthetic A-DNA concatamer genome.

extracts, and early embryos.['¥l We recently confirmed this
conclusion by OMAR analysis of A-DNA in egg extracts.!?]
However, it was reported that the Xenopus origin recogni-
tion complex (ORC) preferentially binds to asymmetric ade-
nine + thymine (AT)-rich sequences® and a standard DNA
combing study reported a twofold preference for replication
initiation at asymmetric AT-rich DNA sequences in A-DNA in
egg extracts.?) Here, the mapping of 7019 replicating A-DNA
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concatamers, totaling 23 311 A-DNA monomers, allowed us
to reinvestigate this question with unprecedented precision.
Since AF647-dUTP incorporation only occurs opposite to ade-
nines on the DNA template, the signal from replicated tracts,
if they are evenly distributed along the template, was expected
to be strictly proportional to the local AT-content. Accordingly,
we found that the profile of the mean red signal intensity of
the 23 311 A-DNA monomers closely followed the AT-content
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Figure 6. The mean replication signal of replicating A-DNA molecules closely follows the local AT-content. Black line, AT-content of the A-DNA
sequence computed by nonoverlapping 537 bp windows. Thin red line, mean replication signal (on a 16-bit scale) of 23 311 -DNA monomers from
7019 replicating concatamers. Thick red line, 99% confidence interval after Bonferroni correction.

profile (Figure 6: Pearson correlation R = 89%). Only small
(<10%) albeit statistically significant (P < 107%) deviations
were observed between the two profiles. These results con-
firm the lack of strong sequence preference previously
observed with less precise methods.®! We did not observe
preferential initiation in the AT-rich moiety of A-DNA, which
might have been previously observed?” due to measurement
of bromodeoxyuridine incorporation in the absence of nor-
malization by AT-content. Nevertheless, our results also raise
the possibility that replication tracks are not distributed with
absolute uniformity. Further analysis will reveal if these small
deviations reflect an unanticipated subtle sequence depend-
ence of A-DNA replication initiation or elongation in Xenopus
egg extracts.

3. Discussion

Despite the importance of SM information for understanding
DNA replication, current SM replication mapping methods
have remained refractory to robust automation and are therefore
low throughput.''!2l We recently described a new method for
OMAR that combines triple-color fluorescent labeling of DNA,
replication tracks, and nicking endonuclease sites with DNA
combing.'¥ This method considerably simplified the labeling
and mapping of DNA replication intermediates with respect to
standard, antibody-based DNA combing, but remained difficult
to automate. In this work, we leveraged the potential of OMAR
labeling strategy by combining it with the Bionano Genomics
Irys system’s power to automatically image and robustly map
nick-labeled DNA molecules at high throughput. Compared to
standard SM replication mapping techniques, HOMARD dras-
tically accelerated data collection (from several months to a few
days) and enormously increased dataset size (from a few hun-
dreds to >200 000 molecules in a single experiment). This was
made possible thanks to the superior DNA linearization and
imaging capacities as well as the dedicated tools, either pro-
vided by the Irys system for molecule detection and mapping,
or additionally developed here for correction of uneven illumi-
nation and chromatic shifts and for extraction and alignment of
replication signals.

Importantly, we demonstrate that DNA replication interme-
diates can be driven and extended into Irys nanochannel arrays
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with comparable efficiency to linear, nonreplicating DNA mol-
ecules. Furthermore, we observe a similar stretching of unrep-
licated and replicated DNA along replication intermediates,
which was mandatory to map them based on distance measure-
ments between consecutive nick-labels. Thus, chasing replica-
tion forks following replicative track labeling was not required
to allow proper entry and stretching of DNA into nanochannels.

The standard Bionano Genomics pipeline can be used to
detect DNA replication intermediates and their nick labels but
is not suited to detect labeled replication tracks. Although the
Autodetect software can detect both dotty (green nick labels)
and elongated (blue DNA molecules) objects, our attempts to
detect red replication tracts using either option were unsatis-
factory. When using the molecule’s detection option, small
red tracts were missed. When using the nick-label option, the
multiple detected red dots did not accurately represent the true
extension of the replicative signals. We therefore developed
scripts to correct for illumination defects and chromatic shifts,
and to automatically output tricolor intensity profiles of mul-
tiple molecules aligned to their genomic map. In doing so, we
found that image correction prior to intensity profile extraction
increased the SNR and avoided signal omission or erroneous
collection from adjacent molecules. Finally, our approach facili-
tates downstream analyses by compressing 2D signals to 1D
intensity profiles.

Purified DNA added to Xenopus egg extracts is chromati-
nized and replicated in a manner that extraordinarily faith-
fully mimics DNA replication in the early embryo.?!! Taking
advantage of this system, we produced an ultrahigh coverage
(23 311x) single-molecule replication map of eukaryotic mini-
chromosomes made of tandem A-DNA concatamers. The mean
replicative signal from local incorporation of fluorescent dUTP
was correlated with unprecedented precision to the local AT-
content, suggesting potential for optical sequencing. Because
individual molecules are not fully replicated, this almost exact
correlation is consistent with a lack of any sequence preference
for replication bubble location, as observed in previous studies
in Xenopus eggs and egg extracts and embryos, 1318l although
other studies suggested preferential initiation at asymmetric
AT-rich elements.'>29) Asymmetric AT-rich sequences consti-
tute a strong nucleosome excluding signal??l and the establish-
ment of nucleosome-free regions is currently speculated to be
a general property of replication initiation in all eukaryotes.[?’]
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Even though ORC may preferentially bind AT-rich nucleosome
free gaps in egg extracts,!'”) our results are consistent with the
notion that the ultimate distribution of potential initiation sites
is determined by the location of MCM2-7 complexes spread
away around ORC during origin licensing rather than by ORC
itself.'82425 Further analyses will reveal whether the small yet
significant deviations between replicative signal and AT-content
reflect a subtle sequence dependence of replication initiation
or elongation and will explore potential functional correlations
between neighboring origins and forks.

HOMARD requires fluorescent metabolic labeling of rep-
lication forks. This is convenient to perform in Xenopus egg
extracts by direct addition of fluorescent dNTPs. Attempts to
use click-chemistry to fluorescently label EdU (5-ethynyl-2’-
deoxyuridine) incorporated during DNA replication in human
cells resulted in excessive DNA breakage for nanochannel anal-
ysis.'¥ By contrast, permeabilization procedures that allow fluo-
rescent dNTP entry into living mammalian cells!'*2?% have been
successfully used for DNA combing!?’! and nanochannel!'
analysis. Furthermore, a human cell-free system that supports
fluorescent dNTP labeling has been used to study replication
by DNA combing and other methods.283% The nick-labeling
strategy employed here is routinely used for optical mapping of
the human genome.'>1% Therefore, extension of HOMARD to
the human genome should be straightforward.

The Irys system is currently limited to three fluorescent
channels. Two channels are required for DNA and nick label
detection, which leaves only one channel for replicative labe-
ling. A single color pulse of cells can interrogate early-firing
origins in synchronized cells, but analysis of the entire S phase
requires a sequential labeling scheme to orient replication
forks and distinguish elongation from initiation and termina-
tion tracts. Consecutive *H-thymidine pulses of different con-
centrations were historically used to demonstrate bidirectional
replication by DNA fiber autoradiography in E. coli®! and in
mammalian cells.’?l More recently, DNA combing of ATTO
633-dUTP-labeled cells showed oriented tracts of decreasing
intensity consistent with consumption of the label during fork
progression.”’]. Finally, distinguishing replicated and unrep-
licated DNA segments by their different YOYO-1 fluorescent
intensity'*33 may allow to orient pulsed fluorescent dNMP
tracks. Monocolor replication analysis is therefore feasible but
will necessitate dedicated automated analysis tools that we plan
to develop. Additional fluorescent channel incorporation in
future optical mapping devices would further extend the range
of possibilities.

4. Conclusion

To conclude, we demonstrate that the Bionano Genomics Irys
system, a powerful optical DNA mapping device so far used
for genome assembly and structural variation analysis, can be
harnessed for high-throughput, single molecule analysis of
DNA replication. We provide by far the highest coverage single-
molecule replication map ever produced and confirm with
unprecedented statistical significance the lack of sequence pref-
erence for replication initiation in Xenopus egg extracts. This
work paves the way for future genome-wide, single-molecule

Small Methods 2018, 1800146

1800146 (8 of 10)

www.small-methods.com

analyses of eukaryotic DNA replication in multiple organisms.
In addition, the tools we developed may be used for genome-
wide, single-molecule studies of other epigenetic features such
as cytosine methylation.

5. Experimental Section

Preparation of Labeled DNA Replication Intermediates for Nanochannel
Analysis: Replication of A-DNA in the presence of 20 x 107 m
AlexaFluor647-aha-dUTP (AF647-dUTP) in Xenopus egg extracts and
purification of the DNA in agarose plugs was as described previously,"’]
except that pelleted nuclei from 5 x 50 pL replication reactions
were pooled together in a single agarose plug and that proteinase K
digestion was performed within a fivefold larger volume of the same
digestion buffer. Subsequent processing steps differed from our
previous protocol.® The agarose plug was rinsed five times in TE
(Tris-Cl 10 x 1073 m, ethylene diamine tetracetate (EDTA) 1 X 107 m,
pH 8.0), molten at 70 °C for 2 min and digested at 43 °C with one unit
agarase and dialysed against TE for 6 h. Nicking at Nt.BspQlI sites, nick-
translation with AF546-dUTP, YOYO-1 DNA staining, and sample run
were then performed according to Bionano Genomics specifications
for the Irys system. The procedures for experimental use and care of X.
laevis frogs were approved by the Comité d’éthique Charles Darwin n°5
and the Ministére de I'Education Nationale, de I'Enseignement et de la
Recherche (Project authorization APAFIS#696).

Data Collection: DNA molecules were linearized and imaged using
the Bionano Genomics Irys system. Each Irys nanofluidic chip contains
two flow cells, =13 000 nanochannels each. DNA molecules were driven
by electrophoresis into the nanochannels where they were rectilinearly
stretched by physical confinement. Molecules were held still by stopping
electrophoresis, automatically imaged (1140 images per scan) and
electrophoresis was resumed to image new DNA molecules. The cycle
was repeated 30 times yielding a total 34 200 images per run per
color. DNA molecules (outlined by YOYO-1 staining) and locations of
fluorescent nick-labels along each molecule were detected using the
AutoDetect software (v 2.1.4.9159) provided by Bionano Genomics.

llumination and Chromatic Shift Corrections: To correct raw images
for inhomogeneous illumination, single pixel median of red, green,
and blue images were computed for each of the 30 scans composing
a run and subtracted from each of the 1140 images of the same scan.
To correct for chromatic shift, the 15% brightest, illumination-corrected
images of each scan (171 out of 1140 scan images) were selected,
which were enriched in foreground (i.e., molecules) and thus more
informative. From this image subset (5130 out of 34 200 run images)
the sets of points corresponding to local maxima for each of the three
channels were extracted and the closest points were paired for both the
red/blue and the green/blue pairs. Then, for each image and each color
pair, the affine transformation matrix was determined that minimized
the distances between the paired points. Matrix parameters clustered
around very similar median values for each scan of a run. Therefore,
the median parameter values of the total run were computed to define
a unique transformation matrix that was then applied to the 34 200
images of the run.

Optical Mapping: To map A-DNA concatamers, a synthetic reference
genome was built composed of 30 A-DNA genomes in head-to-tail
concatamer (48 502 bp each, 1 455 060 bp in total). The fasta genome
was in silico digested to Bionano cmap using Knickers software (v 1.5.5).
Optical mapping was performed using the IrysView Genomic Analysis
Viewer (v 2.5.1.29842) and RefAligner (r5122) from Bionano Genomics
with the following parameters:

-nosplit 2 -BestRef 1 -biaswt 0 -Mfast 0 -FP 1.5 -FN 0.15 -sf 0.2 -sd 0.0
-A 5 -outlier 1e-3 -outlierMax 40 -endoutlier Te-4 -S -1000 -sr 0.03 -se 0.2
-MaxSF 0.25 -MaxSE 0.5 -resbias 4 64 -maxmem 27 -M 3 3 -minlen 90 -T
le-7 -maxthreads 4 -hashgen 5 3 2.4 1.5 0.05 5.0 1 1 3 -hash -hashdelta
10 -hashoffset 1 -hashmaxmem 64 -insertThreads 6 -maptype 0 -PVres
2 -PVendoutlier -AlignRes 2.0 -rres 0.9 -resEstimate -ScanScaling
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2 -RepeatMask 5 0.01 -RepeatRec 0.7 0.6 1.4 -maxEnd 50 -usecolor 1
-stdout -stderr.

Only DNA molecules >90 kb with label SNR >2.75 (static) were used
for mapping.

Intensity Profile Extraction: Once the three color channels were
corrected for color shifts, the intensity profiles along the length
of each molecule were automatically extracted using both X and Y
molecule coordinates identified by Autodetect (Xstart, Ystart—
Xend, Yend) and a 3 px width-window, in order to correct for
the observed slight tilting of molecules with respect to image
borders and to fully enclose each molecule’s contour without
overlapping adjacent molecules. Results were exported in a plain
table (MoleculelntensityProfile.csv) and appended to the original
Molecules.mol Bionano file for further use.

Alignment of Single-Molecule Intensity Profiles to the Reference Genome:
To position SM intensity profiles to their genomic location, information
was linked from several Bionano Genomics’ output files to intensity
profiles contained in MoleculelntensityProfile.csv produced at the
previous step. The ID of the first correctly mapped molecule’s nick label
(FirstLabel_ID) was recovered and its genomic position (GenomPosStart)
from the MoleculeQualityReport.xmap file generated after optical
mapping and its distance from the molecule start from the Labels.
lab file (FirstLabel_Position) generated by Autodetect and corrected for
chromatic shift. genomic coordinates of all molecule intensity profiles
were then recovered by aligning the corrected FirstLabel_Position onto
the GenomPosStart.

Statistical Testing: To test if the local mean replication signal and
AT-content of replicating A-DNA monomers were linearly related to
each other, the AT-content profile of the A genome was computed
with a 533 bp sliding window (estimated number of bp per pixel)
and the following statistical test was devised. As per the central limit
theorem, the sample size being very large, the mean of the replicative
signal follows a Gaussian distribution at each position. A Gaussian
confidence interval at 1% risk was then obtained from the estimated
mean and standard deviation of the sample mean at each position. This
confidence interval was subsequently adjusted for multiple testing with
the Bonferroni correction.

Availability: The software developed for this study is available in the
GitHub  repository  (https://github.com/biocompibens/HOMaRD).
The single molecule data that support our findings are available from
the corresponding authors upon reasonable request.

Supporting Information

Supporting Information is available from the Wiley Online Library or
from the author.
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CHAPITRE 4. APPLICATIONS ET RESULTATS

Dans cette publication, nous démontrons la robustesse de notre approche en
fournissant une carte de la réplication de ’ADN du bactériophage A dans les ex-
traits d’ceufs de Xénope avec un débit ultra-élevé (23 311 x). Grace a cette couver-
ture sans précédent et, de ce fait, a la puissance statistique, nous sommes parvenu
a confirmer de maniére quasi-incontestable que l'initiation de la réplication chez cet
organisme n’était pas dépendante de la séquence comme certaines études avaient pu
le montrer par le passé ( 2008). Nous avons également réalisé ’analyse d'un
réplicat biologique (n’apparaissant pas dans la publication) et avons tiré les mémes
conclusions. Par ailleurs, en plus de son utilisation standard dans le contexte de
I’assemblage de novo de génome et I'analyse des variants structuraux, nous mettons
en évidence le potentiel du systeme Irys pour d’autres types d’analyses. HOMaRD
ouvre la voie a 'analyse pangénomique en molécule unique de la réplication de I’
ADN, mais aussi a d’autres études de génomiques fonctionnelles ou encore d’épigé-

nétique.

4.1.2 Analyse de la sous-population des molécules faiblement répliquées

Nous nous sommes ensuite intéressés aux molécules d’ADN faiblement répli-
quées (cf. Figure 4.2). Nous avons séparé nos molécules d’ADN faiblement et forte-
ment répliquées en appliquant un seuillage d’Otsu (071s01979) sur la distribution des
intensités moyennes du signal réplicatif. Cette approche est généralement appliquée
pour binariser une image et effectuer un seuillage automatique basé sur la forme de
I’histogramme de I'image en question. L’algorithme derriere cette approche suppose
que I'image n’est composée que de deux classes de pixels et consiste a minimiser la
variance intra-classe. La valeur de seuillage d’Otsu appliquée a notre distribution

nous permet ainsi d’obtenir nos deux sous-populations.
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Molécules faiblement Molécules fortement
répliquées répliquées
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Figure 4.2 — Distribution des moyennes des valeurs d’intensité des molécules d’ADN et détermina-
tion de la valeur de seuillage par la méthode d’Otsu. Pour déterminer les 2 sous-populations
de molécules (faiblement et fortement répliquées), nous avons calculé les moyennes des valeurs d’in-
tensité de chacune des molécules. A partir de la distribution, une valeur de seuillage a été déterminée
par la méthode d’Otsu (seuil = 647,5).

Lorsque nous avons observé les profils moyens du signal réplicatif des deux sous-
populations, nous avons constaté une différence assez flagrante. En effet, le profil
moyen du signal réplicatif pour la sous-population faiblement répliquée suggere que
la réplication est préférentielle au niveau des jonctions entre les molécules d’ADN de
A. Cette observation n’a jamais été faite auparavant. En effet, De Carli analyse par
peignage moléculaire 167 molécules ’ADN de A et montre que la densité d’initiation
est homogene le long du génome de A répliqué dans des extraits d’oeufs de Xénope
(De Caru, Gacoiou et al 2016). Stanojcic et al. proposent que initiation de la réplication
chez le Xénope se produit préférentiellement dans les régions riches en A /T (stanoscic
cta1 2008) et cela sur un échantillon de 94 molécules. Etant donné la couverture que
nous obtenons avec notre approche, nous avons exploré de fagon plus approfondie
cette population afin de vérifier si I'observation que nous avons faite au niveau de
I'analyse en population (réplication préférentielle aux jonctions) était confirmée au

niveau de la molécule unique.
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Profil d'intensité moyen du signal réplicatif
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Figure 4.3 — Profils d’intensité moyen des 2 sous-populations. Les profils d’intensité moyens des deux sous-
populations (molécules faiblement (bas) et fortement (haut) répliquées différent aussi bien au niveau
de leur forme générale qu’au niveau des valeurs d’intensité. Du fait de la forme en U du profil moyen
d’intensité du signal réplicatif (bas), nous pouvons dire que la réplication de PADN du bactériophage

A débute au niveau des jonctions des concatémeres.

La cartographie de nos molécules pour ce jeu de données a été réalisée sur un
"génome de référence" constitué de tandems directs. Nous supposons donc que nos
molécules cartographiées ne sont composées que d’ADN de A\ Forward-Forward. Or,
lorsque nous regardons de plus pres, il existe des molécules d’ADN qui présentent
I’ADN de A dans des orientations différentes. RefAligner n’est donc pas suffisamment
stringent pour éviter la cartographie de ces molécules d’ADN. Afin d’étudier la
réplication de ’ADN au niveau des jonctions des A, un partitionnement de nos
données a été nécessaire. Nous partons avec ’a priori que nous ne connaissons pas
les orientations de ’ADN de A dans nos molécules et qu’au moins le premier A des

molécules cartographiées est orienté Forward.
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La premiere étape a donc consisté a isoler tous les ADN de A entiers présents
dans les molécules cartographiées en conservant leur position au sein de la molécule
et 'identifiant de la molécule a laquelle ils appartiennent. Nous parvenons sur la

sous-population des molécules faiblement répliquées a récupérer 16 085 As.

A partir de la, nous avons regroupé chaque molécule de A a une orientation
donnée, a savoir soit une orientation Forward, soit Reverse, en nous basant sur le

signal du code-barres.

Pour effectuer le clustering, nous avons appliqué la méthode des K-moyennes
(ou K-means) sur les profils d’intensité du code-barres (faisant 90 pixels) normalisés
(aire sous la courbe égale a 1)(cf. Figure 4.5).
Le K-means est un algorithme non supervisé de clustering non hiérarchique (
1975 1979). Il commence par sélectionner k£ points pour
I'initialisation des centroides. Le nombre de k points peut étre sélectionné arbitraire-
ment ou bien par une autre approche qui consiste a lancer K-Means avec différentes
valeurs de k et calculer la variance des différents clusters (courbe "elbow', cf. Figure
1.4). La variance va correspondre a la somme des distances entre chaque centroide
d'un cluster et les différentes observations inclues dans le méme cluster. Ainsi, le
nombre de clusters k que nous cherchons a déterminer doit étre choisi de telle sorte
que les clusters retenus minimisent la distance entre leurs centres (centroides) et les

observations dans le méme cluster. Ensuite, deux étapes sont répétées itérativement :

1. T’étape d’affectation : chacun des m points de notre ensemble de données est
assigné a un cluster représenté par le plus proche des k centroides. Pour ce
faire, la distance euclidienne de chacun des points au centroide est calculée

et les points sont liés au centroide le plus proche.

2. I'étape de "mise a jour" : de I’étape précédente, nous avons un ensemble de
points qui sont assignés a un cluster. Pour chacun de ces ensembles, nous
calculons une moyenne qui nous permet de déclarer un nouveau centroide du

cluster.
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A la suite de chaque itération, les centroides se déplacent, et la distance totale
entre chaque point et le centroide qui lui est assigné diminue. Les deux étapes décrites
précédemment s’alterent jusqu’a la convergence. La convergence de l'algorithme K-
Means peut étre due :

— soit au nombre d’itérations fixé a ’avance et dans ce cas ’algorithme réalisera
les itérations et s’arrétera qu’importe la forme des clusters trouvés
— soit a la stabilisation des centres de clusters.

L’algorithme de K-means, pour un méme jeu de données, peut effectuer des
partitionnements différents. En effet, la premiere étape renvoyant a l'initialisation
des centroides est aléatoire. De ce fait, I’algorithme définira des clusters différents
en fonction de cette premiere étape d’initialisation. Ainsi, I'algorithme du K-Means
va avoir tendance a converger vers un optimum local. Afin de palier a cela, le K-
means doit étre lancé plusieurs fois sur le jeu de données (avec le méme nombre £ et
des initialisations différentes) afin de voir la composition des clusters qui se forment

pour ne garder que le résultat qui semble refléter le mieux nos données.

Pour notre K-means, étant donné que nous nous attendons a obtenir deux
groupes, la valeur de k est définie a 2. Cependant, au vu de notre courbe "elbow",

nous avons également testé le partitionnement avec un k égal a 3 (cf. Figure 41.1).

Courbe "elbow"
240

200

. " k optimum

160

Somme des distances au carré

120 -—

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Nombre de clusters k

Figure 4.4 — Courbe "elbow", détermination du k nombre de clusters. Afin de déterminer le nombre de
clusters k optimum pour effectuer la classification, nous avons calculé la somme des distances au carré
pour des valeurs de k allant de 1 & 10. Sur ce graphique, ayant la forme d’un bras (de ’épaule en 1
a la main en 10), le point représentant le coude correspond au nombre optimum de clusters (d’ot le

nom courbe "elbow").
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Cartographie optique

Génome de référence

Molécule d'ADN cartographiée

Profil d'intensité cartographié
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Figure 4.5 — Partitionnement des ADN de X. De (A) & (D) sont schématisés les étapes nécessaires au parti-

tionnement de nos données. (A) Nous prenons comme exemple une molécule composée de 4 ADN de

As (3 jonctions) avec le profil d’intensité du code-barres associé. Cette molécule a été cartographiée

sur le génome de référence (tandem direct, 5’3’). A partir de 13, les profils d’intensité sont isolés : la

molécule est découpée en 4 fragments correspondants aux 4 As qui sont tous anonymes (orientation

inconnue). (B) En appliquant 'algorithme du K-means sur nos données, avec k (nombre de clusters)

égal & 3, nous sommes capable de labelliser chacun de ces fragments (C). Le principe du K-means

est présenté ici dans le cas de données ayant 2 dimensions mais dans notre cas les profils d’intensité

des As font 90 dimensions. Le cluster vert renvoie aux fragments orientés Forward (fragments n°l et

n°2), le cluster turquoise correspond aux fragments orientés Reverse (fragment n°3) et enfin le dernier

cluster (gris) corresponds aux fragments n’appartenant a aucune de ces deux classes (fragment n°4).

Enfin, nous reconstituons les différentes jonctions présentes au sein de notre molécule initiales (D),

ici au nombre de trois : jonction Forward-Forward, Forward-Reverse et "inconnue".
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RESULTATS DU PARTITIONNEMENT DU JEU DE DONNEES

Il se trouve que le nombre de clusters est de 3 avec 'ADN de A orienté For-
ward, Reverse et le "reste" correspondant aux fragments ne pouvant étre classifiés
dans aucune des deux catégories (cf. Figure 1.6) avec , respectivement dans chaque
classe, 8663 (55%), 2713 (16%) et 4706 (29%) fragments. Nous pouvons & présent

reconstruire les jonctions et les identifier(cf. Figure 4.5).

ADN de Lambda x 500

Figure 4.6 — Résultat du partitionnement. A la suite de la classification réalisée par l'algorithme du K-means
avec k (nombre de clusters) = 3, nous obtenons le partitionnement suivant : le cluster 1 (vert)
correspond aux As orientés Forward, le cluster 2 (turquoise) correspondant aux As orientés Reverse
et enfin le cluster 3 (gris) renvoyant aux As n’appartenant a aucune des deux premiéres classes. Les
images contiennent les profils d’intensité du code-barres de 500 fragments de molécules pour chacun

des clusters.
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4.1.2.2 Uneinitiation de la réplication préférentielle au niveau des jonctions des ADN de Lambda

UN RESULTAT UNIQUE POUR DES TYPES DE JONCTION DIFFERENTS

Les jonctions des As présents dans chacune des molécules ont été recréées et
2853 jonctions sont récupérées (cf. Figure 4.7). Nous avons effectué la détection des
segments répliqués sur ces différents concatémeres. Le contenu en AT pris en compte
dans la détections a été adapté en fonction des jonctions. Dans le cas des jonctions
Forward-Forward, nous avons une symétrie quasi-parfaite pour le profil moyen du
signal réplicatif (brut) mais aussi pour les détections des segments répliqués. Pour
ce qui est des jonctions Forward-Reverse et Reverse-Forward, nous avons une forme
de U, moins prononcée, mais présente. Dans ces différentes jonctions, au moins un
des As est orienté Forward comme le génome de référence. Par contre, la jonction
Reverse-Reverse ne devrait normalement pas apparaitre puisque la cartographie est
effectuée sur un génome de référence composé de tandem direct. De plus, nous
remarquons que le profil moyen du signal du code-barres pour cette jonction n’est
pas aussi précis que pour les trois autres jonctions. Aucune conclusion ne sera donc

tirée de cette derniere jonction (cf. Figure 4.8).

@ Forward-Forward
1545 concatémeres

@ Reverse-Forward
290 concatémeres

@ Reverse-Reverse
277 concatémeres

Forward-Reverse

Figure 4.7 — Proportions de jonctions récupérées. A la suite de la classification nous recréons les différentes
jonctions présentes dans chacune des molécules d’ADN cartographiées et considérées comme faible-
ment répliquées. Nous avons 2853 jonctions avec une majorité de jonctions Forward-Forward(1545

sur 2853), ce qui est attendu.
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Figure 4.8 — Profils moyen d’intensité pour les différents types de jonctions. 100 concatémeres sont vi-
sualisés pour chaque type de jonction pour le signal code-barres (vert), le signal réplicatif (rouge)
et les détections des segments répliqués. Les images sont associées aux profils d’intensité moyens
évalués sur I’ensemble des concatémeres présents dans chaque groupe de jonction (jonctions Forward-
Forward : 1545 concatémeres, Reverse-Forward : 290 concatémeres, Reverse-Reverse : 277 concaté-
meres, Forward-Reverse : 741 concatémeres). Le signal du code-barres nous permet de réaliser une
vérification visuelle des concatémeéres recréés. Les profils moyens pour le signal réplicatif brute et la
détection des segments répliqués ont des tendances similaires avec une forme en U et donc une préfé-
rence de 'initiation de la réplication au niveau des jonctions pour les concatémeres Forward-Forward,
Forward-Reverse et Reverse-Forward. Par contre, la forme de U du signal n’est pas observée sur la

jonction Rewverse-Reverse.
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Comme expliqué au début de cette section, ’ADN de A répliqué dans des ex-
traits d’ceufs de Xénope est exposé au processus de jonction des extrémités non
homologues. Ainsi, dans notre échantillon, ’ADN de A va rapidement former des

concatémeres constitués d’au moins deux fragments.

D’apres les résultats que nous avons obtenus, la réplication de 'ADN de A
débute au niveau des jonctions mais elle n’est pas spécifique du type de jonction
indiquant donc qu’elle n’est pas dépendante de la séquence. Il s’agit d’'un phénomene
qui est observé pour la premiere fois. En effet, les études précédentes étaient réalisées
soit sur des monomeres de A ( 2008) soit n’a pas été observé dans le jeu
de données analysé ( 2016). En prenant 167 monomeres de A orientés
Forward (comme le fait De Carli), nous constatons la forme en U au niveau du profil
d’intensité moyen du signal réplicatif. Le nombre de molécules analysées n’influence
donc pas les observations que nous avons réalisées sur nos données en utilisant la

technologie des nanocanaux (cf. Figure 1.9).

Une explication possible de cette forme en U serait la présence au niveau de ces
jonctions de marques épigénétiques pouvant faire appel a la machinerie nécessaire
au processus de réplication de ’ADN. Si ces marques sont transitoires et different
selon les expériences, cela peut expliquer pourquoi les résultats obtenus par peignage

moléculaire (ibid.) different de ceux que nous avons obtenus griace au systéme Irys.
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position génomique (paires de bases)

Signal réplicatif

position génomique (pixel)

Comparaison des observations faites sur la réplication de ’ADN de A par peignage
moléculaire et nanocanaux. (A) Les positions des événements d’initiation le long de ’ADN de
A sont présentés pour l’ensemble des intermédiaires de réplication (IR)(au total 198 initiations et
167 molécules analysées). De Carli montre ici que la réplication de PADN de A ne démarre pas dans
des zones préférentielles. (B) Nous avons analysé le profil d’intensité moyen de 167 monomeres de A
(orienté Forward, cf. courbes vertes représentant les profils moyens du signal du code-barres) pris au
hasard dans I’ensemble des molécules (faiblement et fortement répliquées) et avons renouvelé ce calcul
5 fois. Malgré le faible échantillons, & chaque fois nous retrouvons cette forme en U impliquant que
la réplication de ’ADN de A est préférentiellement sur les extrémités. Adapté de

2016 pour (A).
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Travail réalisé en collaboration avec Torsten KRUDE (Département de Zoologie,

Université de Cambridge (Royaume-Uni)).

Un systeme rappelant celui des extraits d’ceufs de Xénope est utilisé pour gé-
nérer les données présentées ci-apres : le human cell free system (HCFS) ( 2000).
Ce systeme a été pensé dans le but d’analyser biochimiquement 'initiation de la
réplication dans les noyaux des cellules somatiques humaines ou bien de mammi-
feres. Le développement d'un tel systéme est justifié puisqu’il existe des différences
au niveau de la régulation du cycle cellulaire entre les cellules somatiques ou bien
embryonnaires de mammiferes, ou encore chez la levure. En effet, chez les Amphi-
biens par exemple, le cycle cellulaire embryonnaire précoce est caractérisé par une
alternance rapide de phases S et M et donc une absence de phase G1 et G2. Ce sys-
teme permet la réplication semi-conservatrice de ’ADN dans des noyaux en phase
G1 avec la nécessité de kinases cycline-dépendantes pour U'initiation et 'assemblage
du complexe pré-RC avant l'initiation. Par ailleurs, dans ce systéeme seul un tres
faible pourcentage de I’ADN génomique est répliqué. Le systeme HCSF a été utilisé
dans le cadre de 1’étude de la réplication chez 'Homme par peignage moléculaire
( 2009) ainsi que par séquengage de sites d’initiation marqués avec
de la digoxigénine-dUTP et immunoprécipités avec des anticorps anti-digoxigénine

(Ini-seq) ( 2016).

L’échantillon analysé ci-apres contient de 'ADN génomique d’un million de
noyaux d’EJ30 (cellules cancéreuses) en phase G1 tardive ayant été incubé dans le
HCEF'S en présence de dUTP fluorescents durant 60 minutes. Plusieurs fractions de
ce méme échantillon ont été passés dans le systeme Irys afin d’obtenir une couver-
ture suffisamment importante. Nous avons étudié ici 5 runs provenant de ce méme

échantillon et appliqué les différentes étapes du pipeline HOMaRD (cf. Figure 4.10).
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Image originale Recalage des signaux
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Figure 4.10 — Analyse des données générées sur le génome humain. Un exemple d’image de notre échan-

tillon est donné afin d’apprécier le signal réplicatif obtenu. Contrairement au signal attendu, nous
avons un signal réplicatif d’environ 10 pixels équivalent & ~ 5kb. Malgré la faible quantité de signal
(dont dépend D’estimation de la matrice de transformation affine (cf. Section 3.3.1.2), nous parve-
nons & recaler les images et faire en sorte que les 3 signaux se superposent (cadre violet). Nous
avons analysé 5 runs effectués & partir du méme échantillon. Moins de 1% des molécules imagées
présentent un signal réplicatif. En analysant plus en détail le run 1, nous avons constaté que sur x
180 000 molécules seules 23 000 d’entre elles pouvaient étre considérées pour la cartographie. Sur
ces 23 000 molécules 364 ont été cartographiées avec succes (1,6%) dont 30 molécules présentent un
signal réplicatif (0,1%).
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A notre grande surprise, nous ne sommes pas parvenus & obtenir les signaux at-
tendus pour le signal réplicatif (cf. Image originale sur la Figure 4.10). En effet, avec
une incorporation de dUTP durant 60 minutes et une vitesse moyenne d’environ
300 pb/min pour ce systéme, nous nous attendions a obtenir des signaux réplicatifs
pouvant aller jusqu’a 180 kb (soit environ 36 pixels) ( 2005). Or,
les signaux que nous observons font au maximum 10 pixels (= 5 kb) et extrémement
peu fréquents. Nous avons tout de méme extrait les profils d’intensité des molécules
pour les 5 runs et constaté que moins de 1% de nos données (6497 sur 822 922 mo-
lécules) présentaient un signal réplicatif (signal réplicatif conservé lorsque I'intensité
maximum des molécules était supérieur a 150). Pour ce qui est de la cartographie,
nous l'avons réalisé sur notre premier run (179 174 molécules) qui contenait ~ 23
000 molécules de plus de 150 kb de long (pré-requis pour I’étape de cartographie).
Sur ces 23 000 molécules, seulement 364 ont été cartographiées parmi lesquels 30

présentaient un signal réplicatif.

Au vu de ces résultats, nous avons fait le choix de ne pas poursuivre I’analyse de
cet échantillon. Une premiere explication possible pour I'obtention de tels résultats
est un probleme survenu au cours de l'expérience. Nous pouvons également nous
demander pourquoi la taux de molécules cartographiées est si faible : seulement
364 molécules ont été cartographiées sur les 23 000 soit un peu plus d’1 % des
molécules. Cela pourrait étre dii & un paramétrage incorrecte de RefAligner (pour
effectuer notre cartographie nous avons utilisé les parameétres par défaut pour ce qui
est de la cartographie optique pour le génome humain). Afin de pouvoir analyser
la réplication de I’ADN en faisant usage du HCF'S il faudra attendre la préparation
de nouveaux échantillons. Par ailleurs, en plus des difficultés expérimentales, nous
avons rencontré des problémes au niveau des fichiers de sortie du systeme Irys. En
effet, les logiciels ayant subit un certain nombre de mises a jour, une réadaptation
de notre outil a été nécessaire, mais I'étape permettant la liaison entre les profils
d’intensité des molécules et leur position sur le génome de référence n’a pas été

ré-implémentée.
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Les nucléotides fluorescents utilisés pour marquer les segments d’ADN en cours
de réplication dans les systemes ex vivo (extraits d’ceufs de Xénope) ou in wvitro
(HCFS (cf. Section 4.2), etc) ne pénetrent pas passivement dans les cellules. Des
protocoles de perméabilisation transitoire (par exemple 2010) sont
donc nécessaires, ce qui rend extrémement difficile le contrdle précis de la quan-
tité de nucléotides ayant pénétré dans les cellules. Le marquage de la réplication
in vivo dans des cellules eucaryotes avec les analogues de la thymidine utilisés en
peignage moléculaire (IdU ou CldU, cf. Section 2.3.2.1)) est quant a lui difficilement
envisageable, les étapes d’immunodétection n’étant a priori pas réalisables dans les
nanocanaux. Afin de marquer la réplication in vivo et de facon compatible avec les
nanocanaux, il a alors été envisagé d’utiliser le 5-ethynyl-2’-déoxyuridine (EdU),
un analogue de la thymidine qui diffuse dans de nombreux tissus et cellules et qui
peut étre rendu "visible" par couplage chimique (réaction de "click-chemistry") a des
groupements azides fluorescents ( 2008). Cependant, Florence Proux,
ingénieure au laboratoire, a montré que la réaction de "click", qui utilise des ions
cuivre endommageant I’ADN, ne permet pas d’obtenir des molécules suffisamment

longues pour étre positionnées de facon fiable sur un génome de référence.

Nous avons alors tenté de visualiser les segments répliqués par une autre ap-
proche basée directement sur le signal du YOYO-1. De Carli et al. (
2016) avaient en effet observé un doublement de fluorescence du signal YOYO-1 au
niveau des segments répliqués, sur des données obtenues par peignage moléculaire.
Ces résultats sont cohérents avec les expériences menées par Yardimeci et al. (

2012) qui ont étudié la réplication de ’ADN du phage A\ dans des extrait d’ceufs
de Xénope en faisant usage d’un systeme microfluidique différent du systeme Irys.
Ils démontrent que les segments néorépliqués ayant incorporé la digoxigénine-dUTP
(reconnue par ’ADN polymérase comme étant de la désoxythymidine triphosphate
(dTTP) et révélée a l'aide d’anticorps anti-dig) colocalisent avec les segments pré-
sentant un doublement de fluorescence au niveau de la molécule ’ADN (marqué au
SYTOX orange, un marqueur induisant une augmentation de l'intensité de fluores-

cence (450 fois) lors de sa liaison avec un ADN double brin( 2000)).
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4.3.1 Un doublement de fluorescence du YOYO-1 présent mais pas systématique dans

notre échantillon de chromatine de sperme de Xénope

Si nous parvenons a montrer que le doublement de fluorescence correspond
systématiquement aux régions répliquées, cela pourrait faciliter I’analyse de la ré-

plication chez tout type d’organisme.

Tout d’abord, nous avons analysé ce potentiel doublement de fluorescence au
niveau des régions répliquées en faisant répliquer de la chromatine de sperme de
Xénope dans des extraits d’ceufs de Xénope en présence de nucléotides fluorescents
(cf. Section 4.3.1). Nous pouvons donc comparer l'intensité du signal YOYO-1 au
niveau des segments répliqués (i.e. marqués par les nucléotides fluorescents) et non-

répliqués.

L’échantillon de chromatine de sperme de Xénope répliqué dans des extraits
d’ceufs de Xénope en présence de nucléotides fluorescents est passé dans le systéme
Irys et nous avons extrait les profils d’intensité a 1’aide de notre pipeline HOMaRD
(cf. Chapitre 3). Pour rappel, 'objectif ici est de voir si notre signal réplicatif (servant

donc de controle) coincide avec un doublement de fluorescence du signal YOYO-1.

Nous avons analysé manuellement 100 molécules prises au hasard parmi environ
80 000 molécules présentant un signal réplicatif (valeur de seuil fixé a 500). Sur les
100 molécules, seules 38 d’entre elles présentent une intensité forte du signal YOYO-
1 au niveau des segments répliqués (cf. Figure 4.11, molécule 1) et sur les 62 autres
nous observons une quasi-absence de corrélation entre les 2 signaux. Les molécules 2
et 3 de la figure 4.11 montrent des zones (cadres en pointillés) ou le signal réplicatif

est absent alors que l'intensité du signal YOYO-1 est élevée.
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Figure 4.11 — Analyse du doublement de fluorescence du YOYO-1, échantillon Xénope. Trois exemples
de molécules d’ADN issues de notre échantillon de chromatine de sperme de Xénope sont présentés
(images brutes et profils d’intensité associées). Le signal YOYO-1 (bleu) et réplicatif (rouge) de la
molécule 1 (& gauche) coincident. Si nous considérons la ligne de base du profil d’intensité a 3000,
le premier pic du signal YOYO-1 correspond & un doublement de fluorescence avec une intensité de
6000 alors que le second est & 14 000 soit prét de 5 fois I’intensité de base. Les deux autres exemples
montrent des cas ol nos deux signaux ne corrélent pas (molécule 2 (centre) et 3 (& droite)). En effet,
pour la molécule 2 nous avons un pic d’intensité du YOYO-1 (cadre en pointillés) et une absence

de signal réplicatif dans cette méme zone. Il en est de méme pour la molécule 3.

4.3.2 Existe-il un doublement de fluorescence du signal YOYO-1 dans notre échantillon

de levure?

Nous avons également souhaité voir si nous parvenions a mettre en évidence un
éventuel doublement de la fluorescence du YOYO-1 au niveau des régions répliquées
chez la levure S. cerevisiae. Comme cela a été présenté précédemment, la levure a
joué un role important dans la compréhension du processus de réplication de ’ADN
et est un organisme modele pour 1’étude de la réplication de ’ADN (cf. Chapitre 2).
La levure S. cerevisiae présente pres de 400 ARS confirmées (http://cerevisiac.oridb.
org) dont la localisation est connue. Les cellules ont été synchronisées en G1 puis
relarguées en phase S pendant 35 minutes en présence d’hydroxyurée, une drogue
qui entraine un ralentissement des fourches de réplication. Ainsi, seules auront été

répliqués les segments d’ADN correspondant aux ARS qui se sont déclenchées.
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Nous avons appliqué les différentes étapes du pipeline que nous avons développé
afin d’analyser nos données. Les échantillons de levure ont été marqués uniquement
a l'aide de I'agent intercalant et les molécules sont identifiées par leur code-barres.
L’analyse populationnelle (cf. Figure 4.12) du signal YOYO-1 ne fait pas ressortir
d’enrichissement particulier au niveau de certaines ARS (c’est a dire les ARS les plus
précoces) que ce soit au niveau de I'image ou au niveau du profil moyen. Lorsque nous
sommes passés a l'analyse des profils d'intensité individuels (cf. Figure 6.2), nous
nous sommes rendus compte que les images présentaient des aberrations de forme
et d’intensité différentes dont la localisation dans l'image est variable (cf. Figure
4.13). Ces aberrations induisent des variations d’intensité qui sont proches de celles
attendues si nous avions un doublement de 'intensité rendant difficile I’analyse notre

jeu de données.
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Figure 4.12 — Analyse populationnelle des chromosomes I et II de la levure S. cerevisiae. Les molécules
d’ADN de levure ont été cartographiées sur les différents chromosomes et une visualisation de ces
molécules est réalisée pour les chromosomes I (1051 molécules) et II (3787 molécules) : I'image du
signal des code-barres ainsi que le profil moyen de I'intensité de ce dernier (corrigé par la couverture),
nous permettent d’apprécier visuellement la qualité de la cartographie optique. Pour ce qui est de
limage su signal YOYO-1, nous remarquons qu’il n’y a pas de motif (doublement d’intensité) qui
ressort au niveau des ARS confirmés. Cette méme observation peut étre faite sur le profil moyen

des intensités du signal réplicatif (corrigé par la couverture).
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Figure 4.13 — Aberrations observées sur les données de levure. Sont présentées ici trois exemples d’images
pour les canaux de couleur bleu (YOYO-1, haut) et vert (code-barres, bas). Nous constatons la
présence d’aberrations (cadres blancs pointillés) sur les images du signal YOYO-1 dont la nature est
inconnue. Ces aberrations varient en fonction des images et ne sont pas systématiquement localisées
au méme endroit. Par ailleurs, ces aberrations sont absentes des images présentant le signal des

code-barres.

Au vu des résultats obtenus sur nos échantillons et plus particulierement sur
celui du Xénope, il parait difficile de se reposer uniquement sur le "doublement" de
fluorescence du signal YOYO-1 pour étudier la réplication de ’ADN. Aussi, il est
important de noter que lorsque le signal YOYO-1 coincide avec le signal réplica-
tif, nous n’observons pas nécessairement un doublement de fluorescence dans notre
"échantillon Xénope" (cf. Figure 4.11, molécule 1, second pic avec une intensité 5

fois plus importante que le signal de base).
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5.1.1 Le développement d’'HOMaRD, un défi relevé

Apres plusieurs décennies passées a 1’étude de la réplication de ’ADN par des
techniques en molécule unique difficiles a mettre en oeuvre, nous entrons dans une
nouvelle ere, ou il est possible de réaliser ces mémes analyses en faisant appel a de
nouveaux outils, parmi lesquels nous avons le systéme Irys. Le débit obtenu est sans
précédent : 'analyse de la réplication de ’ADN peut étre réalisée genome-wide en une
journée avec pres d’un million de molécules imagées et localisées automatiquement
contre quelques centaines de molécules obtenues en plusieurs mois de travail avec la

technique de peignage moléculaire par exemple.

Le développement A’HOMaRD a été réalisé en deux temps : la premiere étape
a été de cartographier les profils d’intensité extraits des images brutes obtenues en
sortie du systeme Irys et la seconde a consisté a développer un algorithme permettant

la détection automatique des segments répliqués (cf. Chapitre 3.27).

Les images brutes générées par le systeme Irys ont nécessité deux étapes de post-
processing indispensables, a savoir la correction de 'inhomogénéité de nos images
et le recalage des signaux réplicatifs et du code-barres sur le signal du YOYO-1.
Nous avons pu constater que l'algorithme que nous avons développé pour le recalage
des images est robuste puisque méme en présence de peu de signal réplicatif, le
recalage est plus que satisfaisant (cf. Figure 4.10). De plus, il faut garder en mémoire
que ce recalage est dépendant du run, nous obligeant donc a ré-estimer la matrice
de transformation affine a chaque nouvelle acquisition de données. Il a donc été

important que notre approche soit robuste et généralisable.

Suite a ces corrections sur nos images brutes, notre second défi a été de com-
prendre et de développer les outils bioinformatique adéquats dans le but d’analyser
le processus de la réplication de ’ADN. En effet, notre pipeline d’analyse repose en
grande partie sur les détections exécutées par Autodetect et la cartographie optique
réalisées par RefAligner. Plusieurs mois ont été nécessaires pour appréhender les
dizaines de fichiers générés par ces différents logiciels et outils fournis par Bionano
Genomics®. Ces étapes de "reverse engineering” ont été des étapes cruciales pour

briser le verrou technologique et accéder aux informations clés autorisant la carto-

145



CHAPITRE 5. DISCUSSION ET PERSPECTIVES

graphie de la réplication de ’ADN. Une fois ces fichiers décodés nous avons été en
mesure de cartographier les profils d’intensité et d’obtenir une visualisation aussi
bien au niveau de la population qu’au niveau de la molécule unique pour les trois

signaux étudiés.

L’étape suivante a consisté a détecter automatiquement les segments répliqués
de chacune des molécules. Pour ce faire, nous avons testé plusieurs approches avant
de nous focaliser sur 'optimisation d’une fonction de cotit permettant d’obtenir en
sortie le signal réplicatif sous-jacent (signal "binaire" caché). En effet, nous avons
fait I'hypothese que notre signal était constitué de la FEP, du signal réplicatif "vrai"
et dépendant du contenu en AT. Au vu de ces informations sur la composition de
notre signal, réaliser un seuillage nous a paru étre une approche non adaptée, d’ou

notre choix.

5.1.2 Les limitations technologiques et techniques

A partir de 14, nous avons été en mesure de cartographier la réplication de PADN
de A répliqué dans des extraits d’ceufs de Xénope et d’analyser 2 sous-populations
(molécules faiblement et fortement répliquées)(cf. Section 4.1). L’étude de la ré-
plication en molécule unique avec le systeme Irys du génome humain s’est avérée
infructueuse (cf. Section 4.2). Pour faire en sorte d’obtenir des données analysables,
il faudrait réaliser de nouveaux échantillons, vérifier les étapes de cartographie op-
tique mais également ré-adapter notre pipeline. En effet, du fait de la mise a jour
des logiciels Autodetect et en particulier RefAligner, notre pipeline ne parvient plus
a faire le lien entre la nouvelle position des profils d’intensité (cf. Section 3.3.3) sur

le génome de référence et le profil d’intensité lui-méme.

Une des limitations majeures de notre pipeline est qu’il est totalement dépen-
dant des fichiers de sortie des logiciels de Bionano Genomics® et des images brutes
obtenus. Ainsi, si nous n’avons plus acces aux fichiers de sorties d’Autodetect et
de RefAligner, le pipeline sera obsolete et les détections des molécules ainsi que du
code-barres sur les images brutes devront étre pensées et codées de A a Z. Pour ce
qui est de la cartographie optique, des alternatives existent ( 2017) permettant
donc de contourner P'utilisation de RefAligner. A terme, se détacher totalement des
logiciels de détection et de cartographie constitue une meilleure option afin d’avoir la
main sur le pipeline dans son intégralité et non de fagon partielle comme cela est le

cas a I'heure actuelle. Aussi, I'intégration des molécules longues (molécules chevau-
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chant au moins 2 images consécutives), qui ne sont pas prises en compte dans notre
pipeline pour l'instant, se donnerait possiblement des résultats plus satisfaisants

concernant les détection que ceux obtenus avec Autodetect (cf. Figure 3.10).

Comme n’importe quel outil bioinformatique, HOMaRD est perfectible. Parmi
les points a améliorer, nous avons la partie concernant la détection des segments
répliqués. Nous avons réalisé la détection des segments répliqués sur la population
des molécules d’ADN faiblement répliquées (cf. Figure 3.34). Notre algorithme ne
permet pas pour le moment de détecter des segments répliqués sur des signaux com-
plexes parmi lesquels les molécules d’ADN fortement répliquées (cf. Figures 3.32,
3.33).

Une premiere explication serait que notre modele actuel (cf. Section 3.3.7.2) est
peut-étre simpliste pour des cas complexes. Au sein d’une molécule fortement répli-
quée, l'intensité des pixels pourrait avoir une influence plus importante sur les pixels
voisins, impactant stirement la détection des segments répliqués et donc le modele.
Il serait également intéressant de prendre en compte l'intensité des molécules dans
I’environnement direct de la molécule analysée qui pourrait avoir un effet sur la dé-
tection des segments. Aussi, les segments que nous détectons sur les molécules sont
parfois des pixels seuls proches de groupes de pixels (cf. Figure 3.33). Nous devrons
donc déterminer un seuil pour lequel nous allons fusionner les zones détectées afin
de former de "véritables segments" d’ADN répliqués.

Nous ne sommes donc pas encore en mesure d’extraire de facon robuste des para-
metres précieux pour l'analyse de la réplication tels que les longueurs des segments
répliqués dans les différentes sous-populations (molécules faiblement et fortement

répliquées), les distances entre ces segments
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5.1.3 Les limitations expérimentales

Comme nous 'avons démontré, la technologie des nanocanaux permet une car-
tographie a haut débit de la réplication de molécules d’ADN répliquées dans des
extraits d’ceufs de Xénope. Et malgré les premiers résultats peu encourageants ob-
tenus sur nos échantillons humains (cf. Section 4.2), le systéme HCFS développé par
T. Krude ( 2000) reste une alternative intéressante et prometteuse pour 1'étude
de la réplication chez ’'Homme en nanocanaux puisqu’il est possible d’obtenir de
longues molécules d’ADN ayant incorporé des nucléotides fluorescents au niveau des
sites d’initiation. Appropriée pour les systémes ex vivo, cette technologie semble
plus difficile a utiliser pour un marquage réplicatif in vivo :

— les nucléotides fluorescents ne pénetrent pas passivement dans les cellules
eucaryotes,

— les nucléosides tels que I'ldU ou le CIdU, qui pénetrent passivement dans les
cellules, ne sont détectables qu’apres dénaturation de ’ADN et immunofluo-
rescence, une procédure incompatible avec les nanocanaux,

— T'utilisation d’un autre nucléoside analogue de la thymidine, I'EdU, détectable
par "click-chemistry" sans dénaturation de ’ADN, s’est révélée impossible car

I’ADN est cassé lors de cette réaction chimique.

Cependant, il existe une alternative qui consiste a I'incorporer des nucléotides
fluorescents au niveau des segments neo-répliqués a la suite d’une transfection des
cellules humaines. Les premieres analyses de la réplication de ’ADN humain utili-
sant la technologie des nanocanaux ont été publiées sur BioRxiv par Klein et al.(

2017, BioRxiv). Ils cartographient les origines de réplication en combinant la tech-
nique de cartographie développée par Bionano Genomics ( 2012) via le systéme
Saphyr, une évolution récente du systeme Irys (cf. Section 5.2.1) et le marquage
pulsé de cellules HeLa avec des nucléotides fluorescents (in vivo)(cf. Figure 5.1). Ces
cellules HeLa sont synchronisées et bloquées en phase S du cycle cellulaire avec de
I’aphidicoline qui est un inhibiteur spécifique de ’ADN polymérase induisant une
pause du cycle cellulaire en G1/S. Les cellules sont ensuite transfectées avec des nu-
cléotides fluorescents, Alexa647-dUTP. Ainsi les origines précoces et se déclenchant
juste apres le relargage sont marquées et du fait de la déplétion rapide en nucléotides

transfectés, les origines de réplication tardives ne le sont pas.

148



CHAPITRE 5. DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Avec le systeme Saphyr, ils parviennent a obtenir une couverture de 290 X du
génome humain. Les segments répliqués sont détectés par Autodetect comme sur
le canal des code-barres (détection de points) et les détections sont filtrées de la
maniere suivante :

— les molécules contenant un signal rouge avec au moins 5 pixels voisins égale-
ment rouge dans une fenétre de 20 kb sont conservés.

— les segments d’ADN sont ensuite séparés si la distance entre deux segments
est supérieure ou égale a 30 kb.

Les segments d’ADN répliqués font 48 kb en moyenne avec un enrichissement au
niveau des locus MYC et Topl connus pour étre répliqués par des origines de répli-
cation précoces ( 2000 2002). Les positions des segments détectés avec
cette approche sont comparées avec celles obtenues via des approches population-
nelles. Ils montrent une colocalisation de leurs segments avec les zones d’initiation
déterminées par OK-seq ( 2016) ainsi qu’avec les résultats obtenus par Ini-seq
( 2016) mais dans une moindre mesure avec les données de SNS-seq (

2014).

50 kb

B Chromosome 8 (Mb) C Chromosome 20 (Mb)

127 128 129 130 38 39 40 41 42

TOP1

génes e — - —
MYC

Figure 5.1 — Cartographie de la réplication de PADN avec le systéme Saphyr. (A) Des cellules HeLa
sont synchronisées en phase début de phase S du cycle cellulaire avec de ’aphidicoline permettant
Pincorporation de nucléotides fluorescents (rouge) au niveau des sites d’initiation précoces. Les mo-
lécules I’ADN sont marqués avec du YOYO-1 (bleu) et le code-barres & l'aide d’une enzyme de
restriction simple brin et incorporation de nucléotides fluorescents au niveau des sites de coupures
(vert). Un champs fait ici 650 kb. (B)(C) La distribution des segments répliqués (segments ORM,
Optical Replication Mapping (orange)) au niveau des locus des génes MYC et (B) et TOP1 (C)
est présentée en dessous des profils de programme temporel de la réplication pour ces mémes locus.
Adaptée de 2017
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Enfin, nous avions envisagé qu’il serait possible de détecter directement les ré-
gions répliquées en mesurant 'intensité de fluorescence du YOYO-1. Applicable quel
que soit le type d’organisme, cette méthode dispenserait de tout marquage réplica-
tif. Nous avons cependant constaté que le doublement de I'intensité de fluorescence
du YOYO-1 ne semble pas étre un parametre suffisamment fiable pour détecter les
segments dupliqués. Méme s’il reste possible qu’'un autre agent intercalant, tel que

le SYTOX orange, soit plus approprié, cette approche est pour I’heure abandonnée.

5.2.1 Le systeme Irys vs. le nouveau systeme de Bionano Genomics®, Saphyr

Saphyr est le dernier dispositif développé par Bionano Genomics®, depuis le
systeme Irys. Les molécules imagées vont de 100 kb a quelques mégabases et son
débit est nettement supérieur avec 1300 Gb de données générées par flowcell, soit
environ 25 a 130 fois plus de données qu’avec le systéme Irys (10-50 Gb par flowcell).
La taille des fichiers générés s’en voit donc impactée mais également le contenu et
I’organisation des fichiers de sortie des logiciels Autodetect et RefAligner. Ces der-
niers ne sont plus les mémes que ceux d’Irys, en particulier les fichiers intermédiaires
dont nous faisons usage dans notre pipeline. En ce qui concerne les images brutes
obtenues, la définition mais aussi la résolution ont changé (cf. Figure 5.2) : Saphyr
génere 137 images de 1024 x 6144 pixels par cycle contre 1140 images de 512 x
512 par cycle. Nous remarquons que ’espacement entre les molécules de différents
nanocanaux est plus net et que le signal ne semble pas déteindre sur les molécules
avoisinantes. L’influence de l'intensité de ces molécules est amoindrie sur les molé-
cules présentes dans leur environnement direct.

Aussi, 'approche pour effectuer le code-barres était initialement basée sur 'usage
d’une enzyme de restriction simple brin. Cependant, lorsque les sites de coupures
sont trop proches cela introduit systématiquement des ruptures de ’ADN, limitant
ainsi la contiguité des cartes. Aujourd’hui, la technique utilisée est le Direct Label
and Stain (DLS) laissant intactes les molécules d’ADN. Le protocole expérimental
est simplifié puisqu’il n’y a qu'une seule réaction enzymatique pour le marquage
qui est suivi d'un nettoyage et d’une coloration, et plus de réparation des sites de
coupure. Grace au DLS les assemblages de novo sont plus précis. L’autre impact de

I'utilisation du DLS est sur le cotit grace a 'amélioration considérable du débit :
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désormais, il ne faut compter que 500 $ pour cartographier entiérement un génome
humain (ou un génome de taille similaire).

Une autre nouveauté concerne la visualisation et ’analyse des résultats qui se fait
en ligne via Bionano Access et non plus par Irys View (qui fonctionne uniquement

sur le systeme d’exploitation Windows).

Bionano Genomics® risque a terme de ne plus prendre en charge le systéme Irys
puisque Saphyr est devenu le fleuron de la compagnie entrée en bourse depuis peu.
De plus, le Génoscope, en possession des 2 systemes, ne souhaite plus maintenir
I'entretien du systéme Irys en plus de celui du Saphyr car trop cofiteux. Au lieu
d’adapter le pipeline existant (HOMaRD), il serait préférable de développer un outil
bioinformatique a partir des images brutes et de se défaire des logiciels de Bionano

Genomics®.

6144 pixels

1024 pixels

YOYO-1

Code-barres (DLS)

Figure 5.2 — Exemple d’image obtenue avec le systéme Saphyr. L’image TIFF avec les deux couleurs
(YOYO-1 et code-barres obtenu par la technique de DLS) est un exemple d’image brute obtenue
en utilisant le systéme Saphyr. Sa définition est de 1024 x 6144 pixels. A la différence des images
obtenues avec le systéme Irys, nous constatons une meilleure séparation des molécules (espacement
entres les molécules des nanocanaux adjacents) et le décalage des couleurs paralt ne pas étre aussi

présent qu’avec le systéme Irys.
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5.2.2 Latechnologie des nanopores (Oxford Nanopore Technologies®)

En parallele des nanocanaux, la technologie des nanopores a été utilisée au
sein du laboratoire dans le but d’étudier la réplication a 1’échelle du génome mais
également pour s’affranchir d’une part des différentes contraintes imposées par les
méthodes en molécule unique et d’autre part des limitations posées par les analyses

populationnelles.

Les divers appareils développés par Oxford Nanopore Technologies (MinlON;,
GridION et PromethION) font usage de nanopores protéiques ancrés dans une mem-
brane synthétique. Un courant ionique traverse le nanopore en établissant une ten-
sion a travers cette membrane. Lorsque le brin d’ADN passe a travers le pore, cet
événement crée une perturbation du courant qui dépend des bases présentes a 1’in-
térieur du pore (cf. Figure 5.3). Les signaux électriques enregistrés sont ensuite
interprétés par des algorithmes et traduits en séquence d’ADN. La longueur des
lectures peut atteindre dans le meilleur des cas 2 Mb avec une taille moyenne des
fragments de l'ordre de la dizaine de kilobases. Le développement de cette techno-
logie est extrémement rapide puisque le PromethION peut générer jusqu’a 7 Th de
données pour quelques centaines d’euros. La technologie Nanopore est aujourd’hui

utilisée pour séquencer ’ADN mais également I’ARN.

Deux méthodes récentes permettent d’analyser la réplication de ’ADN par sé-
quengage nanopore. Développées par Muller et al. ( 2019) et par Hennion
et al. au laboratoire ( 2019), toutes deux proposent une approche consis-
tant a identifier un analogue de la thymidine, le BrdU, incorporé au cours de la

réplication.

Muller et al. ont développé le DNAscent permettant d’identifier sur des données
de séquencgage nanopore les régions de ’ADN de levure S. cerevisiae ayant incorporé
le BrdU in vivo. Gréace a leur algorithme, ils sont en mesure de localiser les origines

de réplication et de déterminer 'orientation des fourches de réplication sur pres
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base de I'ADN

\ enzyme déroulant 'ADN

pore protéique

Courant
Séquence

Identification des nucléotides
grace aux variations de T G T
courant

Figure 5.3 — Principe du séquencage Nanopore. Le nanopore est un pore protéique ancré dans une membrane
sur lequel va venir se lier une enzyme permettant & ’ADN de se dérouler. Le passage de ’ADN induit
une modification de l'intensité du courant qui dépend des bases présentes & l’intérieur du pore,

permettant leur identification.

de 100 000 molécules de 20 a 160 kb de long couvrant l’ensemble du génome. Par
ailleurs, parmi les origines de réplication identifiées, 80% d’entre elles se situent au
niveau d’origines connues (les ARS) et les 20% restants sont constitués d’origines
dispersées sur l’ensemble du génome, qui n’avaient pas pu étre mises en évidence

par les méthodes populationnelles d’analyse de la réplication.

Hennion et al. proposent une approche similaire qui differe au niveau de la stra-
tégie de marquage (ibid.). Ils développent un outil, le Fork-seq, permettant la carto-
graphie de la réplication de PADN sur I'ensemble du génome en molécule unique
avec une résolution de 200 nucléotides. Cette méthode se base également sur la dé-
tection du BrdU. Un marquage pulsé au BrdU est réalisé, in vivo, chez la levure S.
cerevisiae. L’échantillon est ensuite séquencé en utilisant la technologie des nano-
pores et des fragments d’ADN compris entre 10 et 140 kb sont analysés. A Paide des
algorithmes développés, I'étude de la directionnalité et de la vitesse de progression
des fourches est réalisable. A la différence des observations faites avec DN Ascent,

Hennion et al. identifient que moins de 7% des origines sont dispersées.
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La technologie des nanocanaux et celle des nanopores permettent toutes deux
d’accéder a la cartographie de la réplication de ’ADN genome-wide et en molécule
unique en tres peu de temps. Avec la quantité et la qualité des données générées a
partir de ces appareils, nous avons dans ’espoir d’accéder a de nouvelles informations
et faire de nouvelles découvertes concernant la réplication de ’ADN. Cependant,
avant de parvenir a cela, ces deux approches ont nécessité, et nécessitent toujours le
développement d’outils bioinformatiques robustes, adaptables et spécifiques de nos
données. Ces technologies évoluant tres rapidement, il faut étre réactif et capable
d’ajuster les outils développés comme, par exemple, lorsque les formats des fichiers

de sortie sont mis a jour et modifiés.

La limitation premiere du c6té des systemes Saphyr et Irys est notre dépendance
par rapport aux fichiers de sortie de logiciels Autodetect et RefAligner qui peuvent
a terme constituer un frein a I'analyse des données. En effet, plus la quantité de
données générées sera grande plus les informations dans les fichiers de sortie risques
d’étre réduites a l'essentiel. Une autre limitation a laquelle nous avons di faire
face avec le systeme Irys et qui sera peut étre rencontrée avec le systeme Saphyr
concerne 'analyse des images et des profils 1D (une dimension). D’un point de
vu expérimental, comme nous avons pu le voir précédemment, le marquage des
segments répliqués in vivo est complexe et en absence de canaux supplémentaires
il est impossible de distinguer des différents intermédiaires de réplication a moins
d’adopter l'approche de Klein et al. ( 2017) en travaillant sur des cellules
synchronisées en début de phase S. Du c6té des nanopores, les deux limitations
majeures sont la longueur des molécules et la faible précision de l'identification
des nucléotides ("base-calling”) qui est a I'heure actuelle de 62% ( 2019).
Les améliorations apportées sont faites sur les algorithmes d’identification, sur les
nanopores et les moteurs associés, sur les méthodes biochimiques pour réaliser une

relecture des molécules ou encore sur le voltage utilisé lors du run (ibid.).
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Les systemes de Bionano Genomics sont, a 1’heure actuelle, les seuls nous per-
mettant d’obtenir des molécules longues pouvant atteindre plusieurs mégabases per-
mettant ainsi I’analyse des corrélations spatiales a longue distance entre les inter-
médiaires de réplication. Toutefois, la technologie des nanopores évolue rapidement
et a terme il sera stirement possible d’obtenir des longueurs de fragments proches

de celles obtenues avec les nanocanaux.
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YOYO-1

Image originale Erosion

Erosion - Image Originale

100 200 300 400 500

Image originale avec masque

100 200 300 400 500

Code-barres

Image originale Erosion

Erosion - Image Originale

Image originale avec masque

Figure 6.1 —

Post-processing des canaux bleu (YOYO-1) et et vert (code-barres). Dans chacun des cas,

les images originales (A, G) se voient soustraire leur image aprés une étape d’érosion a 1’aide d’un

élément structurant rectangulaire (B, H), permettant ainsi d’éliminer le halo lumineux se trouvant

autour des molécules (C, I). Les images obtenues sont ensuite binarisées (D, J). Le bruit de fond

persistant et la fragmentation des masques des molécules nous ont amené a réaliser une dilatation

dans le cas du signal YOYO-1 (E) et une ouverture dans le cas du code-barres (K) (I’ouverture élimine

les petits éléments présent dans l’arriére-plan). Enfin, nous multiplions les images originales par les

masques respectifs (F, L).

159



CHAPITRE 6. ANNEXES

6.2 Annexe 2 | Exemples de profils d’intensité pour les données de S. ce-

revisiae
Chromosome |

1 Signal YOYO-1

intensité

250 300
position génomique (px)
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Figure 6.2 — Exemples de profils d’intensité pour les données de S. cerevisiae. Ci-dessus sont présentés
2 exemples de profils d’intensité du YOYO-1 et du code-barres pour les chromosomes I et II. Nous
observons un doublement de la fluorescence du signal YOYO-1 qui parait coincider avec 2 ARS
confirmées pour ’exemple de la molécule cartographiée sur le chromosome I et avec une ARS confirmée
pour exemple du chromosome II. Le profil d’intensité du code-barres nous permet d’apprécier la

qualité de la cartographie des 2 molécules.
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RESUME

La réplication de 'ADN est un processus vital qui assure la transmission I'information génétique aux cellules filles. Chez
les eucaryotes, la réplication du génome s’effectue en utilisant de multiples origines de réplication. Chez les métazoaires,
la cartographie de la réplication demeure difficile. Les cartographies pangénomiques des origines de réplication chez
'Homme réalisées a 'aide de techniques de séquencage, ne s’accordent que modérément. Une explication possible
de ces incohérences est que ces approches utilisent de grandes populations cellulaires qui ne nous donne qu’une
image moyenne de la réplication. Ainsi, pour mieux comprendre la réplication de 'ADN et accéder a cette variabilité
inter-cellulaire, il est fondamental de développer des techniques en molécule unique telle que le peignage moléculaire.
Cependant, cette derniere est réfractaire a 'automatisation et empéche I'analyse pangénomique de la réplication. Pour
surmonter ces obstacles, nous avons ré-employé un dispositif de cartographie optique basé sur de la microfluidique, le
systéme Bionano Genomics Irys, pour le High Throughput Optical MApping of Replicating DNA (HOMARD). Nous re-
cueillons généralement, pour un “run”, plus de 34 000 images et plus de 63 000 Mpb d’ADN. Nos nouveaux outils open
source, qui ont nécessité I'adaptation du logiciel propriétaire fourni, nous permettent de visualiser simultanément les pro-
fils d’intensité de 'ensemble des molécules d’ADN cartographiées, de vérifier la qualité de la cartographie réalisée et, en
particulier, de voir ou sont situés les segments répliqués au niveau du génome en molécule unique. Nous démontrons la
robustesse de notre approche en fournissant, avec une couverture sans précédent (23 311 x), une carte de la réplication
de ’ADN bactériophage dupliqué dans des extraits d’ceufs Xenopus et mettons en évidence le potentiel du systéeme Irys
pour I'étude de la réplication de 'ADN et autres études de génomiques fonctionnelles, en plus de son utilisation standard.

MOTS CLES

Réplication de '’ADN, Traitement d’images, Cartographie Optique

ABSTRACT

DNA replication is a vital process ensuring accurate conveyance of the genetic information to the daughter cells. In eu-
karyotic organisms, genome replication is carried out by using multiple start sites, also known as replication origins. In
metazoans, the mapping of replication remains challenging. Genome wide mapping of human replication origins per-
formed using sequencing techniques only modestly agree.These existing genome wide approaches use large cell po-
pulations that smooth out variability between chromosomal copies that could explain this inconsistency. Thus, to get a
better understanding of DNA replication and to uncover the cell-to-cell variability, the development of single molecule
techniques is fundamental. DNA combing, a widespread technique used to map DNA replication at a single molecule
level, is refractory to automation, forestalling genome-wide analysis. To overcome these impediments, we repurposed
an optical DNA mapping device based on microfluidics, the Bionano Genomics Irys system, for High-throughput Optical
MApping of Replicating DNA (HOMARD). We typically collect, for a single run, over 34 000 images and more than 63
000 Mbp of DNA. Our new open source tools, that required the adaptation of the provided proprietary software, empower
us to simultaneously visualize the intensity profiles of all mapped DNA molecules, check the optical mapping performed
and, in particular, see where the replication tracks are located genome-wide at a single molecule level. We demonstrate
the robustness of our approach by providing an ultra-high coverage (23,311 x) replication map of bacteriophage DNA in
Xenopus egg extracts and the potential of the Irys system for DNA replication and other functional genomic studies apart
from its standard use.
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DNA replication, Image analysis, Optical Mapping
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