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l. Introduction

A. La chromatine

La généralisation des examens tels que I'Analys@@bsomique sur Puces a ADN (ACPA),
et le séquencage par technologie Next-Generatiqquedeing (NGS), dans le cadre du
diagnostic des anomalies du développement, a aménédétection trés fréquente de variants
pour lesquelles une interprétation simple n'est passible. Ces difficultés d’interprétation
concernent notamment les variants structuraux tEtepar ACPA pour lesquels, bien
souvent, seul le contenu en genes est considésévaliants structuraux sont en premier lieu
une désorganisation de larges régions chromatiegepar rapport a un génome de référence.
L’étude des éléments constituant la chromatinesi @joe de leur organisation, pourrait donc

permettre de mieux comprendre I'impact fonctioradekes variants de structure.

Seulement 3 ans aprés lidentification de la chittmeapar Walther Flemming en 1882(1)
(Figure 3, I'étude de son organisation au sein du noyawamule cycle cellulaire fait déja
I'objet de recherche par Carl Rabl(2). Celui-ci @ve par microscopie optique, dans les
cellules épithéliales de larves de salamandre pog@nisation non aléatoire et polarisée de la
chromatine, dénommeée pseudo-Rabl. Cette organisetimespond a une agglomération des
centromeres en amas proche du corps polaire dadusandis que les téloméres sont eux

situés en périphérie, et liés a I'enveloppe du noya

Figure 1 : Walther Flemming, Zellsubstanz, Kern und Zellteg(1)

« Noyaux dans leur premier stade de remaniemefarere de pelote »




Les principes généraux de la compaction de la @oélice d’ADN au sein de la chromatine
sont désormais connus a différentes échelles. @egf@nisation tridimensionnelle n'a pas
gu’'un roéle structural : elle est essentielle poes tbnctions biologiques critiques telles que la

régulation de la transcription, la réparation d&dIN et la réplication(3).

Le premier niveau de repliement de I'’ADN est effécpar les protéines histones. Il existe
cing classes principales d’histones : 4 histonée «ceur », H2A, H2B, H3 et H4, et une
histone «de liaison » H1. Les histones de cceut esaractérisées par la présence d'un
domaine C-terminal globulaire trés conservé peimettleur dimérisation, servant a
'assemblage du nucléosome. Celui-ci est constitué octamere contenant deux dimeéres
H2A-H2B et deux diméres H3-H4(4), chargé positivameutour duquel s’enroule une
boucle d’ADN d’environ 146 nucléotides, suivant uhélice gauche d'un tour et 65
centiemes. Ces boucles d’ADN autour des nucléosdimesant une structure dite en « perles
sur un fil » (beads-on-a-string) se répetent tea200 nucléotides environ. Les modifications
biochimiques des queues des histones, comme lesylat@ns ou les acétylations,
constituent un mécanisme épigénétique majeur. Blmst avoir pour conséquence de
modifier la structure chromatinienne, permettamsiaun changement de I'accessibilité de

I’ADN, et donc une régulation de la transcription.

Afin de déterminer le mode de repliement de 'ADNuge échelle supérieure a celle des
nucléosomes, de nombreuses études ont été réaligéedss modeles vitro, a partir d’ADN

et d’histones purifiés, ou de noyaux perméabilt&® les autres composants ont été extraits.
Ces études(5-10), par microscopie électroniquartiistallographie a rayons X, ont permis
d’établir un modéle classique de repliement hidrignee de I’ADN au sein du noya&igure

2). Selon ce modele, les nucléosomes s’assemblabbl en une fibre d’environ 30nm,
selon deux formes possibles, en solénoide de 38aren zig-zag de 27,2 a 29,9nm. Cette
fibre de 30nm s’assemble par la suite en chromordaTE20nm, puis en chromatide de 300 a
700nm, avant de former le chromosome individualiséqu’il peut étre identifié lors de la
métaphase.

Cependant, les données issues d'études par datemdsiiques plus poussées (cryo-
microscopie €électronique(11), diffusion des rayi$2) et spectroscopie électronique(13))
ne sont pas en faveur de I'existence de ce molie,que les limitations de chacune de ces
technologies ne permettent pas a elles seules tderd@er I'organisation tridimensionnelle
de la chromatine a une large échelle.
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Figure 2: Modéle classique de repliement
hiérarchique de I'ADN.

Adapté de Ou et collaborateurs(14)

Les nucléosomes en «perles sur un ffil »
s'assemblent en une fibre de 30nm, puis en
chromonéma de 120nm, en chromatide| de
300 a 700 nm, avant de former le chromospme
identifiable durant la métaphase.

Par ailleurs, une technique trés récente, la ChM{E4), permettant de visualiser la
chromatine et son organisatian, situ, et ce a I'échelle du noyatrigure 3. Son principe
repose sur une fixation de fluorophores sur 'ADpduat la propriété de catalyser le dépdt de
polyméres de diaminobenzidine a sa surface, peantetine visualisation en microscopie

électronique apres fixation par tétraoxyde d’osmium

Les données de ChromEMT ne sont pas en faveuredesténce du modele hiérarchique
précédemment admis. En effet, aucun des niveaugpgliement décrits, a commencer par la
fibre de 30nm, n’est visualisable sur les imagaemies. Un autre modéle d’organisation de
la chromatine a été ainsi proposeé : la chromatorenérait une chaine de 5 a 24nm de

diametre d’apparence désordonnée, et présenteféedies concentrations dans le noyau
(Figure 9.
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Figure 3: Noyaux de cellules épithéliales des voies respires humaines (SAEC) visualisés
ChromEMT.

Adapté de Ou et collaborateurs(14).

A : Au sein du noyau, la chromatine apparait conume chaine désordonnée, agrégée a

différentes concentrations, et notamment plus aunée autour de la lamina.
B : Visualisation de nucléosomes individualisablesbarre d’échelle est de 20nm.

C : Visualisation d’'une boucle de chromatine. L&aithme Sculptor(15) permet a partir de
données de densités de microscopie électronig@eymEMT de prédire 'emplacement

des nucléosomes.

en

[72)
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Figure 4 : Modéle d’organisation de la chromatine d’apessdonnées de ChromEMT.

Adapté de Ou et collaborateurs(14)

La chromatine formerait une chaine flexible d’ampae désordonnée, de 5 a 24nm de

diameétre, présente a différentes concentrations damoyau durant I'interphase et la mitose.

Si la technique de ChromEMT apparait comme promséigour identifier les principes de
bases du repliement de la chromatine au sein dawneny partant de I'échelle du nucléosome,
elle ne permet pas encore I'étude des interaceéoti® locus distants spécifiques au sein du

génome.

Or I'étude des interactions a distance est fondaaencar ce sont ces interactions qui vont
permettre la régulation de la transcription de tmssgénes, via I'implication de locus non
codants, comme les promoteurs et les enhancdasiidtion de facteurs de transcription.

Ces derniéres années ont vu le développement lieidees permettant de mettre en évidence
ces contacts physiques au sein du génome, en pded®echelle la plus grande, le noyau et
les chromosomes, pour gagner peu a peu en résoluies techniques, initialement

I'Hybridation In Situ en Fluorescence (FISH) puis techniques dérivées de 3C, ont permis

de découvrir au sein du noyau l'existence de t@res chromosomiques, puis de
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compartiments chromatiniens, pour enfin mettre eniére a I'échelle d’'une mégabase les
Topologically Associated Domains (TAD), ou domainggpologiguement associés. En

contrblant la régulation des génes, les TADs releestructure du génome a sa fonction.

Comme tout élément critique du génome, les altaratdes TADs, du fait d’'un remaniement

chromosomique ou d’'un défaut de mise en place, Sustteptibles d’entrainer une anomalie
du développement d'origine génétique. Ce mécanipmgsiopathologique de découverte

récente pourrait concerner un nombre significagifdiagnostics en génétigue médicale, et
'étude des TADs apparait désormais comme nécesdains le champ des anomalies du
développement. Le travail réalisé dans le cadreette thése a donc pour but d’appréhender
la méthodologie nécessaire a cette étude, sesaisspbssibles et leurs limites, ainsi que les
perspectives offertes par la connaissance de higsgton tridimensionnelle du génome dans

le diagnostic des anomalies du développement.

B.  Organisation spatiale du génome

1. Territoires chromosomiques

La répartition des chromosomes dans le noyau dlinatg#rphase a pu faire I'objet d’études
depuis la fin des années 1970(16-19). Une des iexpés décisives dans ce domaine a été
réalisée par Zorn et collaborateurs(17). En induisas dommages de ’ADN par I'utilisation
d'un laser sur une région trés limitée du noyaus pn étudiant par I'incorporation de
nucléotides marqués par radioactivité ces régiémemiques au cours de leur réparation, les
auteurs de cette étude(17) ont pu mettre en éwdene répartition non aléatoire des régions

chromosomiques au sein du noyau.

Les études ultérieures utilisant la FISH(20) ontpe de confirmer I'existence de territoires
chromosomiques, délimitant I'espace occupé parhmancosome donné dans le noyau, ainsi
que ces rapports avec les autres chromosorregird 5. Ces différents territoires
chromosomiques apparaissent comme spéecifiquestypencellulaire et d’un tissu, et influent

sur I'expression génique.
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Figure 5: FISH 3D de I'ensemble des chromosomes de fibstes humains en phase GO

Adapté de Bolzer et collaborateurs(20)

A gauche, image en couleurs RGB obtenue par miopisc A droite, identification de

[72)

différents territoires chromosomiques en faussetecos.

A une échelle inférieure, environ 1000 a 1500 négichromosomiques ont été identifiees
comme se localisant a proximité de la lamina, bharda membrane nucléaire(21,22). Ces
domaines associés a la lamina (LADs), d’'une taillant de 100kb a 10Mb et représentant
environ 35% du génome, sont caractérisés par uide faxpression des génes et une

réplication tardive durant la phase S, et corredpona des régions d’hétérochromatine.

Certaines régions sont par ailleurs associées algala, sous-compartiment nucléaire
permettant la transcription des ARN ribosomiquess @omaines associés au nucléole, ou

NADs, se recoupent partiellement avec les LADseptésentent eux 4% du génome(23,24).

2. Compartiments chromosomiques

En 2009, grace a la mise au point de la technigpeHdC par Lieberman-Aiden et
collaborateurs(25), des découvertes fondamentaled’@ganisation tridimensionnelle du
génome a une échelle inférieure vont étre possillete technique permet d’étudier de fagon
pangénomique I'ensemble des interactions physigqleed’ ADN, intrachromosomiques et
interchromosomiques, a une échelle allant de 1Mb &b, voir 1kb. Les données issues de
cette technologie retrouvent la présence de cantatgrchromosomiques correspondant aux

territoires chromosomiques précédemment identifigds FISH(19). La premiere découverte
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faite grace a la technologie de Hi-C appliquée@wogne humain est que toutes les régions du
génome peuvent étre classées comme appartenanbmpartiments différents, dénommés

arbitrairement compartiments A et Bidure §. Les régions appartenant a un compartiment
donné vont interagir préférentiellement avec lasesurégions du méme compartiment situées

sur le méme chromosome, mais également sur lessatliromosomes.

En étudiant la corrélation entre les 2 compartimeitet B et les données concernant
I'épigénétique ainsi que I'expression des genes, été montré que le compartiment A est
caractérisé par une forte expression des geneschnoenatine accessible, une réplication
précoce durant la phase S, et une déplétion en LAD&NADs, comparativement au
compartiment B. Le compartiment A peut donc étrindécomme I'ensemble des régions
chromatiniennes actives, tandis que le compartirBergigroupe les régions inactives(25). De
fait, le compartiment B constitue l'union de touss| domaines correspondant a
I’hétérochromatine, associés a la lamina, au niglé&nsi qu'au centromere. Les données de
Hi-C de meilleure résolution publiée par Rao eflatmrateurs(26) a permis de mettre en
evidence l'existence de sous-catégories de compamts, présentant des caractéristiques
génetiques et eépigénétiques différentes. Le compaemt A se divise en deux sous
compartiments Al et A2, le sous compartiment A2tetaractérisé par une présence accrue
de marques H3K9me, un contenu plus faible en G€omtienant des genes plus longs que le
sous compartiment Al. Le compartiment B se diviseeh sous compartiments B1, qui
correspondrait a des régions d’hétérochromatineultitove, B2, contenant 62% de
I'hétérochromatine péricentromeérique, et B3, palirement enrichis en LADs. Un sixiéme
sous-compartiment B4 a pu étre mis en évidenceui<€eh’est présent que sur 11Mb du
chromosome 19, et possede une signature épigéeatigjgque : il correspondrait aux locus
des genes de la superfamille KRAB-ZNF, compreram® protéines dont 130 sur le
chromosome 19. Il est important de noter que cegpactiments ne sont pas conservés pas

entre les lignées cellulaires.
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Figure 6 : Données de Hi-C obtenues par Liebermann-Aideolborateurs(25)

A. En rouge, matrice des interactions intrachromugoes du chromosome 14, a

résolution de 1 Mb. Chaque pixel rouge correspondeiinteraction entre deux locus.

B. Matrice des interactions normalisée par le dadcuratio du signal observé/attendu (>1
rouge, <1 en bleu). Le signal attendu correspoladpaobabilité d’interaction entre 2 locus

fait de leur distance génomique.

C. Matrice de corrélation de Pearson de ces mémeségs (rouge : +1, bleu: -1). Cha
point correspond a la valeur de la corrélation deanées de la ligne et de la colo
correspondantes. A cette échelle, on peut voirertaent une répartition « en tartan », ou

plaid», correspondant aux interactions privilégigesein des compartiments A et B.

D. Matrice de corrélation de Pearson des interastilnterchromosomiques entre
chromosomes 14 et 20. La répartition « en plaidontne que les compartiments A et

interagissent également préférentiellement entrelleomosomes.

en
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Un autre résultat de I'étude de Lierberman-Aidercataborateurs(25) concerne la forme
globale du repliement de la chromatine au sein dampartiment, en étudiant la probabilité
d'une interaction entre 2 locus en fonction de lelistance génomique. Des études
précédentes basées sur les modélisations mathéemtidgllisées en physique des polymeres
avaient proposé un modele de repliement appelégab I'équilibre (equilibrium globule),
correspondant a une chromatine fortement entreif@gd_a fonction de la probabilité d’une
interaction entre 2 locus distants d’'apres les dearde Hi-C obtenues n’est pas compatible
avec ce modele. Au contraire, celle-ci soutientrurdele alternatif appelé globule fractal,
proposé en 1988 par Grosberg et collaborateurdR8g2ii apparait comme non entremélé,
avec l'existence de parties isolées les unes dissaffigure 7). Une structure en globule
fractal permettrait ainsi a la chromatine de s'dtenet se replier facilement du fait de

I'absence de nceud, et d’isoler les différents dogmles uns des autres.

Figure 7 : Globule a I'équilibre et globule fractal

Adapté de Lieberman-Aiden et collaborateurs(25).

La compaction d’'un polymere non replié (en hautytpse faire selon ces 2 modeles.| Le
globule a I'équilibre apparait comme fortement emt&lé, a la différence du globule fractal,
ou les différentes portions du polymére, en coglesont isolées les unes des autres. Le
globule fractal représenterait le mode de repligndenla chromatine a I'échelle de plusigurs

mégabases.
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3. Topologically associated domain (TAD)

A une échelle inférieure de celle des compartimeatsx alentours d'un mégabase, les
données de Hi-C mettent en lumiere l'existence tectires le plus souvent désignées

comme topologically associated domain (TAD), ouceadopologically associating domain
(Figure §.

Un TAD peut étre défini comme une région génomigigeplusieurs centaines de kilobases a
guelques mégabases, au sein de laquelle les imbamphysiques de I’ADN sont fréquentes,
tandis que les interactions entre une positionean du TAD et une située en dehors sont
rares(30). Chaque chromosome est ainsi compartimemde multiples TADs. Ceux-ci sont
stables au cours de plusieurs divisions cellulatenaservés entre différents types cellulaires,
ainsi qu’entre différentes especes au cours delléon. En raison de ce haut degré de
conservation, les TADs sont considérés comme uité simucturelle fondamentale(31). Si les
TADs sont conservés entre les lignées cellulaiesscompartiments A et B ne le sont pas. En
effet, un TAD peut basculer d’'un compartiment aawire, passant ainsi d’'un état de la
chromatine inactif a actif par exemple, permettinsi une régulation de la transcription des
genes compris dans le TAD. On peut noter par aglgu’il existe de nombreux exemples ou
un TAD va se superposer entierement a une régidfiniel&comme LAD, méme si cette

observation n’est pas systématique.

La premiére étude ayant permis la réalisation d'caeographie pangénomique des TADs
chez 'homme a été réalisée en 2012 par Dixon lehmrateurs(30). Les TADs ainsi détectés
ont une taille moyenne de 880kb. Cette étude camapiae réalisation d’expériences de Hi-C
sur 3 lignées cellulaires différentes : des cefludenbryonnaires murines, humaines, et des
fibroblastes humains IMR90, ainsi que I'exploitatide données précédemment obtenues a
partir de cortex murins. Les données de Hi-C d'igselution allant jusqu’a 1kb publiées par
Rao et collaborateurs(26) ont permis de précisée aaartographie des TADs. La taille
moyenne des TADs suggérée par cette étude sef@iteure, proche de 185kb, et pouvant
aller de 40kb a 3Mb. Cette publication par Raoaaborateurs(26) s’est particulierement
concentrée sur un sous-groupe de TADSs, caractépaesa présence a leurs bornes d’un
signal de Hi-C (« peak ») se démarquant tres nettemhe bruit de fond aléatoire, synonyme
de la présence d’'une boucle. De tels TADs sontmémés domaines a boucle (loop-domain).
Ceux-ci représentent environ 39% de lI'ensemble dewmaines détectés, et pourraient
correspondre a un ensemble de TAD particulierersiamies(3).
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Figure 8: TADs et compartiments

Adapté de Bonev et Cavalli(3).

En haut : a gauche, données de Hi-C montrant krtiépn d’'une région du chromosome 2 en

TADs (triangles surlignés en noir) d'une taille ghe d'une mégabase. Une mat

rice

d’interactions interchromosomiques d’Hi-C étantr«rairoir », centrée sur une diagonale,

seule une des deux moitiés est visualisée ici. ditarillustration de 3 TADs consécuti
fermés par des boucles via la fixation de cohésinde protéine CTCF (CCCTC-bindi

factor) pour deux d’entre eux.

En bas: a gauche, données de Hi-C et illustradiamne échelle plus large, montrant

répartition des TADs en compartiments.

fs,
ng
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Figure 9: Boucle locale au sein d’'un TAD

Adapté de Bonev et Cavalli(3).

A gauche, données de Hi-C mettant en évidence nteeaction entre deux locus distants
d’'une centaine de kilobases, au sein d’'un TAD fduge. Noter la corrélation des deux pojnts
de cette boucle avec la présence d’'une paire désn@ICF d’orientation convergente, en

vert en sens, en rouge en anti-sens. A droitestiition de cette boucle, permettant|par

exemple une interaction entre un enhancer et umqbewir.

Les données de Hi-C « classiques » correspond&risiemble des interactions se produisant
en moyenne dans une population cellulaire, et rsndans cellule unique. Afin de déterminer
si les structures chromatiniennes se retrouvens damsemble des cellules a I'échelle

individuelle, des protocoles de single-cell Hi-& été développés(32,33). L'un des résultats
de ces expériences est que la position des TADsresfalité tres variable d’'une cellule a
lautre. Cependant, en réalisant la moyenne de eéksle single-cell Hi-C de différentes

cellules, on retrouve les TADs identifiés par lepériences de Hi-C conventionnelles. Un
TAD donné n’existe donc pas en tant que tel damasjwh cellule, mais représente plutét le
repliement moyen au sein d'une population cellel@4). L'un des éléments ayant

notamment été identifie comme influencant les TAD§échelle de chaque cellule est la

phase du cycle cellulaire dans laquelle elle sevi(B5).
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a) Propriétés des TADs

Ce qui caractérise fondamentalement un TAD est dome interaction préférentielle de
'ADN au sein du TAD, et une faible probabilité aferaction avec les TADs adjacents.
L’organisation des TADs repose donc sur deux pébgsifondamentales : les régions au sein
d’'un TAD sont capables de s’auto-associer, tandes lgs régions bordant une barriére de
TAD sont capables de s’isoler 'une de l'autreedt admis que les TADs sont le reflet de la
formation de boucles au sein du génome. De facaablhe) les modélisations utilisées en
physique des polymeres de type « Strings and Bsn8witch model » (SBS) retrouvent ces
deux propriétés d’'auto-association et d’isolemenhmme conséquences de la formation de
boucles entre deux monomeéres, au sein d’'un poly@@yEigure 10). Ces modélisations
permettent notamment de simuler le repliement dghfamatine a un locus donné, avec une

corrélation de prés de 95% avec les données issuEsC.

Figure 10: Modele Strings and Binders Switch (SBS)

a) Le principe de ce modéle de dynamique moléaula@pose sur la simulation d’un
polymére, représentant la chromatine. Ce polymstre@nposé de monomeres (bille grise),
dont certains contiennent des sites de fixatiotefrouges, binding sites) pour un élément

« binder» (billes roses)

b) En faisant varier lors de la simulation la cartc&tion de binders, ainsi que sa capacité |[de
fixation En par rapport a la température T, on obtient diff&yetats du polymeére, en chaine

ouverte, en globule désordonné, ainsi qu’en straattdonnée pseudo cristalline.

c) Corrélation entre les simulations du modele SB3es données de Hi-C obtenues|par
Dixon et collaborateurs au locus &®x430). On observe une corrélation de prés de [95%

entre les donnéas silico etin vitro.
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Un des éléments empéchant une identification unigates TADs d’un locus donné est leur
nature intriquée. Plusieurs TADs de tailles diffées peuvent se chevaucher partiellement.
Les bornes des TADs peuvent également étre ditéshées » (« nested »), avec de grands
meta-TADs regroupant plusieurs TADs, divisés enssbdDs de quelques kilobases, eux-
mémes présentant plusieurs boucles locales(26).b8Gecles locales peuvent par exemple
correspondre a une interaction entre le promotéun géne et un enhancer distant de
guelques kilobaseg-igure 9). A chacune des échelles de taille considérée [@epriétés
d’auto-association et d’isolement sont conservdes. question fondamentale dans ce champ
d’étude est de savoir si les TADs d’'une part, stsmus-TADs et boucles locales d’autre part,
correspondent aux mémes mécanismes d’organisatiore différeraient que par leur taille,
ou s’ils sont fondamentalement différents dans mucture et dans leurs conséquences
fonctionnelles. Un des éléments de réponse esedeedde conservation de ces différents
éléments : les TADs, a I'échelle d’'un mégabaset ses conserves entre différentes lignées
cellulaires, alors que les sous-TADs et bouclev@etiétre spécifiques d’un type cellulaire.
Les TADs constitueraient donc une structure fonddate et constante au sein d'un génome
donné, alors que les sous-TADs et boucles poutr&iee impliqués dans la différentiation

cellulaire, via une régulation spécifique de lasexiption génique.

b) Formation des TADs

Des études de ChIP-seq(26) ont également pu neettéeidence de facon trés significative la
fixation de la protéine CTCF, et des sous-unitésladeohésine RAD21 et SMC3, aux
frontieres entre les TADs. Cette fixation est égaat retrouvée a une échelle inférieure au

TAD, au sein des boucles locales.

Ce résultat est concordant avec les nombreusesstidblissant le réle de CTCF et de la
cohésine dans la formation de boucle chromatini@melLa protéine CTCF, pour CCCTC-
binding factor, est la principale protéine décdtemme insulatrice chez les vertébrés. Cette
protéine a initialement été décrite comme un factki transcription capable d’activer et
d’inactiver I'expression des genes, avant que salti@ a interrompre les interactions entre
promoteur et enhancers ne soit mise en évidencd(d&ohésine est un complexe protéique
constitué de 4 sous unités (RAD21, SMC1, SMC3 &AGT ou STAG2), conserveé depuis la

levure, et ayant la propriété de lier deux segmefdN dans une structure en forme
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d’anneau(39). Elle joue un role essentiel dangladn entre les deux chromatides sceurs d’un

chromosome durant la mitose, la méiose, et la afjparpar recombinaison homologue.

Le motif de fixation a 'ADN de CTCF est la séquert®-CCACNAGGTGGCAG-3'. Cette
séquence non palindromique impose donc une orientatix motifs de fixation, qui peuvent
étre en sens ou en anti-sens. Les deux frontiewesTéAD donné comportent donc une paire
de motifs CTCF, pouvant étre dans 4 orientatiorssiates : les 2 motifs en sens, les 2 motifs
en anti-sens, convergente ou divergente. En exaniea bornes des TADs détectés par Hi-

C, 92% des paires de motifs CTCF apparaissent coromesrgentes(26).

L’existence d’une fixation de paires de CTCF oré&rst de fagcon convergente associée a la
présence de cohésine a permis I'émergence d’un Imaldeformation des TADs dit « par
extrusion » de la chromatine. Un anneau de chromatontiendrait deux brins d’ADN,
formant une boucle d’ADN a l'un des c6tés. La chatime se déviderait pour agrandir la
boucle, jusqu'a ce que la cohésine rencontre l'wis g'autre CTCF, fixés de fagon
convergente(40,41)Fgure 11). On observe néanmoins que sur lI'ensemble des TADs
potentiels du fait de la présence d'une paire deifetn€ TCF convergents, seul un petit
nombre se forme réellement. D’autres facteurs dalaéon, qu'il reste a identifier, doivent

donc intervenir dans la détermination de cette msgdion chromatinienne.

L'importance des motifs de fixation de CTCF dangolanation des TADs a été vérifiée par
des expérience de CRISPR/Cas9 sur des cellulesimesndAP1, réalisant des délétions, ou
des inversions de ces motifs(40). La réalisati@xpériences de Hi-C sur ces cellules met en
evidence le fait que la perte d’'une paire de CT@entée de facon convergente entraine la
disparition du TAD qu’elle définissait. De la mérfecon, l'insertion d’'une base dans un
motif CTCF (chr5:31,581,788) entraine la dispanitittu TAD correspondant(40). Néanmoins,
il faut noter qu’il n’a pas encore été établi qutehvariant ponctuel entraine une modification

de I'architecture génomique de fagon constante.
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Les différents
modeles  proposés
font intervenir un
seul anneau, ou un
double anneau de
cohésine dans le
processus

d’extrusion

Une boucle d’ADN passe a
travers la cohésine, formant une
région chromosomique
physiquement proche.

Une protéine CTCF
arrétera l'extrusion de
’ADN d'un coté,
seulement Si son
orientation est la bonne.

Figure 11: Modele de formation des TAD
par extrusion de I’ADN.

Extrait de Dolgin, « DNA’s secret weapon

against knots and tangles. », Nat
2017.(42)

Ce modeéle fait intervenir la cohési
comme effecteur de la formation d
boucles d’interaction au sein du génon

ainsi que des paires de CTCF orientée

fagcon convergente comme site de fixatio

A la fin du processus, la boucle
ainsi formée aura 2 protéines
CTCF orienttes de facons
convergentes a ses extrémités, ainsi
gu’un anneau de cohésine.

C) Fonction des TADs

La compartimentation du génome en TADs va structleasemble des interactions entre

génes et éléments régulateurs. Au sein d’'un TAB,genes pourront étre régulés par les

différents enhancers présents, étant donné quieeaction via la présence de facteur de

transcription sera possibl&igure 12). Un certain degré de co-régulation des genegssitu

dans un méme TAD est possible : il a été montré djtiérents genes d’'un méme TAD

peuvent présenter un profil d’expression similardre différents types cellulaires(43). Il
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existe ainsi plusieurs clusters de genes paralpgoesme le cluster des protocadhérines(44),
ou celui des récepteurs olfactifs, se situant & d’en TAD unique, et permettant ainsi une
co-régulation de ces différents génes. CependantAD n’est pas I'équivalent d’'un opéron
bactérien : au sein d’'un TAD, tous les genes pdaunerpas étre exprimés simultanément, et
cette co-régulation peut n’en concerner qu'unei@adulement(43). A I'inverse, la présence
d’une frontiere entre 2 TADs rendra impossibletBiraction d’'un enhancer avec un géne situé

dans un TAD adjacent.

Figure 12: Fonctions d’'un TAD sur la régulation transcraptnelle.
Adapté de Dixon et collaborateurs(31).
Au sein d’'un TAD, les interactions physiques entreus vont aboutir & une régulation gdes

différents génes par les enhancers présents, awvpossible effet de co-régulation des genes

par un méme enhancer. A l'inverse, un enhancee sifuns un TAD ne pourra pas reguler les

géenes situés dans un TAD adjacent.

Ces phénomeénes de co-régulation et d’isolemene éer enhancers et les promoteurs vont
permettent une régulation spatiale et temporelladenscription. Un locus pour lequel cette
régulation a été particulierement étudiée chezvitébrés est le locus des germésxD,
appartenant a la famille des génes homeéotiques Hexocus HoxD comprend 9 génes
(HoxD1, 3, 4, 8, 9, 10, 11, 12, 1 &xprimés de maniére colinéaire durant le dé\apent
des membres chez les vertébrés, en deux phasestdist Durant une premiére phase, les
génes déHoxD1aHoxD11sont exprimés dans le bourgeon en développememgitant la
formation de la partie proximale des membres, cemgnt le bras et I'avant-bras pour le
membre supérieur. Durant une seconde phase, les giefloxD8 a HoxD13 sont exprimeés

dans la partie distale du bourgeon, et sont néicessala formation des doigts.
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L’étude de I'organisation chromatinienne et desné&gts régulateurs de ce locus montre qu'il
est organisé en 2 TADs distincts, chacun de cessTédnprenant plusieurs enhancers situés
dans des déserts géniques(45ig)fre 13). Les genesloxD sont eux situés exactement a la
frontiere entre ces deux TADSsjoxD1 étant proche du TAD télomérique, dbxD13 a

I'autre bout du cluster de genes, proche du TAOroemerique.

Durant la premiere phase, la chromatine située dan¥AD télomérique présente une
conformation active, permettant la transcriptiors d@gnes deédoxD1 & HoxD11 sous le
contr6le des enhancers situés dans ce TAD. Le Té&mramérique est durant cette phase
dans une conformation inactive. Durant la secorttes@, la conformation de la chromatine
s'inverse entre les deux TADs : le TAD centroméeigievient actif, et permet la transcription
des genebloxD8 aHoxD13sous le contrble de ses enhancers, tandis quéDetdlomérique

est inactif. On remarque que les génes centrauuditier, principalementoxD9, 10 et 11,
sont exprimés durant les deux phases, mais soukepandance d’enhancers différents,
appartenant successivement a lI'un puis a l'autr®.T@e phénomeéne de bascule entre deux
TADs d'un méme géne situé a leur frontiere ajoutncd un niveau de complexité

supplémentaire au modele de régulation de la trgmien précédemment décrit.

En plus de leur role dans la régulation de I'exgi@s génique, les TADs sont également des
unités de régulation temporelle de la réplicatiamgénome des eucaryotes se réplique durant
la phase S selon un programme spatio-temporetestrant régulé(47). Dés 1958, il a été mis
en évidence par Taylor I'existence de domaineségécation, définis comme des segments
chromosomiques incorporant de la thymidineelé facon asynchrone durant la phase S(48).
Ces différents domaines contiennent eux-mémes quitssiréplicons, correspondant a un
segment génomique se répliquant a partir d'uneeseuigine de réplication. Certains
domaines de réplication sont caractérisés par éplecation précoce durant la phase S, tandis
gue d’autres présentent une initiation tardiveade2plication. Pope et collaborateurs(49) ont
pu démontrer que les TADs se superposent a cesiesnde réplication. Ces propriétés de
réplication précoce ou tardive sont a relier agapenance d'un TAD donné au compartiment

A ou B pour le type cellulaire étudié.
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Figure 13: Régulation de la transcription au locus HoxD claezouris
D’aprés Lonfat et Duboule(46)
En haut, données de Hi-C au locus Hoxd, et de #@é=suHoxd13et surHoxd9

En bas, représentation de la conformation possibléa chromatine a ce locus. Durant la
premiere phase, le TAD télomérique, en jaune, e, & permet une interaction entre ses
enhancers et les genes ldexdl a Hoxd11l Cette phase permet la formation du bras et de
I'avant-bras. Durant la seconde phase, le TAD oemérique, en bleu, devient actif, et permet

I'expression des genes Hoxd8aHoxd13 et la formation des doigts.
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4, Etudes des TADs par Chromosome Conformation CaptB@ et
techniques derives

a) Technique de Chromosome Conformation Capture (3C)

La premiére mise au point d’une technique permetlarmettre en évidence une interaction
physique entre un promoteur et un enhancer dista#té réalisée en 1993, avec I'étude de la
régulation du géne de prolactine chez le rat(5@sé® sur une digestion enzymatique et la
ligation de fragments physiquement proches, elparmla suite été améliorée en 2002 pour
aboutir a la technique actuelle de Chromosome Coration Capture, ou 3C(51). Cette
premiére étude par Dekker et collaborateurs a au pat de déterminer I'organisation

spatiale du chromosome Il chez la levure.

Les expériences de 3C sont basées sur 4 étapesssives Figure 14). La premiere étape
consiste en une fixatiomn vivo de cellules au formaldéhyde, permettant de fixes |
interactions entre régions génomiques spatialempethes, via la création de liaisons dites
« cross-links ». On procéede ensuite a la digesi®iWADN par une enzyme de restriction :
celle-ci est choisie en fonction du locus d'intgedtdes fragments de restrictions qui seront
géneérés. Apres digestion, on réalise une ligatemektrémités des fragments. Les produits de
ligation vont ensuite étre amplifiés par PCR spéod, pour étre détecté aprés migration sur
gel d’agarose. La réalisation d’'une quantificatipar gPCR TagMan(52), est également

possible.
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Figure 14: Schéma général d’'une expérience de 3C
Adapté de Stadhouders et collaborateurs(53)
a) etb) Cross-link, et lyse des cellules c¢) Digestion par enzyme de restrictiond)

Ligation des extrémités des fragmeaj$urification de 'ADNf) Détection des fragments [de

ligation par PCR spécifique

Une expérience de 3C permet donc de mettre enrégdene proximité physique entre deux
régions genomiques distantes, déterminées a I'avananalyse quantitative des interactions
entre un promoteur et différents enhancers potsntiécessite donc de réaliser plusieurs
expériences de 3C successivEgre 15). Par ailleurs, afin de permettre une comparaison
entre ces différentes expériences comportant dé&sRI&fficacité variable, des expériences
contrbles doivent étre réalisées. Celles-ci utiisgeénéralement le chromosome bactérien
artificiel (BAC) correspondant au locus d’intérées BAC n’ayant pas de conformation
tridimensionnelle préférentielle, les expériences3@ réalisées a partir de ceux-ci permettent
d’obtenir une quantification de l'efficacité de cjue PCR, qui servira a la normalisation des

données obtenues(54).

Par ailleurs, il faut noter qu’il se produit deteiractions physiques aléatoires entre les régions
génomiques d’'un méme brin, avec une fréquenceeddntion inversement proportionnelle a
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la distance génomique entre ces 2 régions. Avacbdelure a la détection d’'une interaction

spécifique entre 2 loci par 3C, il faut donc s'assuue ces 2 loci interagissent d’avantage

entre eux qu’avec les régions génomiques voisines.

La technique de 3C est particulierement bien agapt@ir étudier des interactions entre loci

génomiques distants de quelques kilobases, méndessiétudes ont été réalisées sur

des

distances plus importantes, jusqu’a 1 Mb(55,56}teClamite de taille, ainsi que la nécessité

de réaliser de nombreuses expériences indépendaimed’étudier toutes les interactio

ns

possibles au sein d’'un locus, a motivé la mise poixt de techniques plus performantes,

dérivées de la 3C.

Figure 15: Expériences de 3C au locus CFTR

Ces différentes expériences permettent de visudhs&équence d’interaction entre le site

d’initiation de la transcription dEFTR et différents fragments d’une région de 460kb, %
lignées cellulaires(57). On peut noter que 4 frags@résentent une interaction privilég
avec le site d'initiation de la transcription. Wée de ces 4 sites a révélée qu'il s'agit de
d’hypersensibilité a la DNase | et de modificatiafisistones, caractéristiques de la prése

d’enhancers.
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b) Techniques de 4C et de 5C

Toutes les techniques dérivées de la 3C ont en eonttutiliser les 3 premiéres étapes de la

3C, a savoir le cross-linking, la digestion eti¢gmtion(58) Figure 16).

Figure 16: Résumé des méthodes dérivées de Chromosomer@aitifun Capture.

Adapté de Krijger et collaborateurs(59)

1%

Ces différentes méthodes different sur le nombré&atgments étudiés, et sur la méthode de

détection des produis de ligation.

La technique de Chromosome Conformation Captur€ap; ou 4C, permet de détecter en
une seule expérience I'ensemble des régions ingsag physiquement avec un fragment de
restriction unique(60,61)~gure 17). La 4C permet de détecter a la fois les contiamtta-

chromosomiques, mais également inter-chromosomiduedC est basée sur I'obtention de
produits de ligation circulaires, et leur amplifica par PCR inverse utilisant une seule paire
de primers spécifiques du fragment d’intérét. Lemgrents amplifiés sont par la suite
caractérisés par puce a ADN, ou séquencage nougéfiération. Cette technique a éte

initialement validée par I'étude du locus de laabgtbbine(60) chez la souris.
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Figure 17: Données de 4C

Adaptée de Dekker et collaborateurs(58). Ces dans@et issues du génome murin, simulées
a partir des données d'lmakaev et collaborateu)s(& signal de 4C est représentatif des
interactions entre le fragment d’intérét, et lelédents fragments de la région génomigue

I'entourant.

La technique de Chromosome Conformation Capturbd@aCopy, ou 5C, est I'équivalent de
multiples expériences de 3C multiplexées(63). Lesmieres étapes consistent en la
fabrication d'une librairie de 3C classique. Graae l'utilisation d’'une amplification
multiplexe dépendante d’'une ligation, ou LMA, le®quits de ligation correspondant aux
régions d’intérét sont speécifiquement amplifiés. détection des interactions entre ces
différentes régions se fait par la suite via ligtition de puce a ADN, ou plus communément
par technique de séquencage nouvelle génératiansélre expérience de 5C permet donc de
définir tous les contacts possibles entre les diffés fragments de restriction constituant un
locus donnéKigure 18). Le contrdle de la validité de cette techniqu&té initialement fait
par la détection d’interactions préecédemment ifiées au sein du locus de la beta-globine

chez 'lhumain(63).
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