N
N

N

HAL

open science

Etude des “ Topologically Associated Domains (TADs) ”
dans les anomalies du développement

Aurelien Trimouille

» To cite this version:

Aurelien Trimouille. Etude des “ Topologically Associated Domains (TADs) ” dans les anomalies du

développement . Médecine humaine et pathologie. 2017. dumas-01628629

HAL Id: dumas-01628629
https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-01628629
Submitted on 3 Nov 2017

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-01628629
https://hal.archives-ouvertes.fr

archives-ouvertes

Etude des “ Topologically Associated Domains (TADs) ”
dans les anomalies du développement

Aurelien Trimouille

» To cite this version:

Aurelien Trimouille. Etude des “ Topologically Associated Domains (TADs) ” dans les anomalies du
développement . Médecine humaine et pathologie. 2017. <dumas-01628629>

HAL Id: dumas-01628629
https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-01628629
Submitted on 3 Nov 2017

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche frangais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-01628629
https://hal.archives-ouvertes.fr

Université de Bordeaux

U.F.R. DES SCIENCES MEDICALES
Année 2017 These n°3173

These pour I'obtention du

DIPLOME d’ETAT de DOCTEUR EN MEDECINE

Présentée et soutenue publiguement
Le 24/10/2017
Par Aurélien TRIMOUILLE
Né le 05/02/1988

Etude des « Topologically Associated Domains (TADs)
dans les anomalies du développement

Directeur de these :Madame le Dr Caroline ROORYCK-THAMBO
Rapporteur de these Madame le Pr Jeanne AMIEL

Membres du jury :

Monsieur le Pr Benoit ARVEILER (président)
Monsieur le Pr Didier LACOMBE (juge)

Monsieur le Pr Francois MOREAU-GAUDRY (juge)
Madame le Dr Patricia FERGELOT (juge)



Remerciements

Je remercie tous les membres du jury, ainsi quedporteur, Madame le Professeur Amiel,

du temps consacré a la lecture de ce travalil.

Je remercie le Professeur Benoit Arveiler d’avaicepté la présidence de ce jury. Je le
remercie également pour son accueil dés mon arawésein du laboratoire de génétique
moléculaire, ainsi que pour la confiance qu’il m&cordée pour les différents projets réalisés

durant mon internat.

Je remercie le Professeur Didier Lacombe pour seaignement de la Génétique Clinique, et
au dela, du contact et de la prise en charge glated patients. Je le remercie également pour

sa particuliere bienveillance durant mon parcotirgeine.

Je remercie le Professeur Francois Moreau-Gaudmwod’ accepté de faire partie de ce jury,

et d’avoir pu se rendre disponible pour évaluaraeail de these.

Je remercie le Docteur Patricia Fergelot pour e¢és hombreux moments d’échanges,
concernant de larges pans de la médecine, et pasises conseils précieux.

Je remercie le Professeur Jeanne Amiel d’avoir@éaétablir le rapport de ma these, ainsi

gue pour I'excellence de son enseignement durantstage réalisé a I'hopital Necker.

Je remercie trés chaleureusement le Docteur Car®&iworyck-Thambo d’avoir accepté la
direction de ma these d’exercice. Je la remerciicpierement de m’avoir accordé mon

autonomie pour le choix de ce sujet, tout en mdaptidans la réalisation de ce travalil.

Un immense merci au Docteur Angela Tingaud-Sequeinar son implication dans mon
travail, pour tout ce temps qu’elle m’aura consaetépour son expertise sans laquelle les
expériences de 3C n’'auraient simplement pas été&sageables. Je la remercie également

pour la relecture soignée gu’elle a pu faire dene@uscrit.

Je remercie Mesdames Julie Bouron et Armelle Cgaséour leur motivation, pour leur
aide tres précieuse et leurs avis éclairés sudifé&rentes expériences de CGH-array, de
gPCR et de PCR Long-Range que nous avons pu réalise

Je remercie I'ensemble des équipes des trois édelés Génétique au sein desquelles j'ai eu
la chance d’étre formé : les services de GénétilyguEHU de Bordeaux, de I'hopital Robert-

Debré et de I'hopital Necker.



Je remercie en patrticulier le Docteur Eulalie Lasgepour son soutien et son amitié, et pour

le travail que nous réalisons ensemble sur le s&q@e de 'exome en diagnostic.

Je remercie également le Docteur Perrine Pennaeddocteur Julien Van-Gils, ainsi que
mes co-internes de Geénétique, Vincent, Henri, Ayd@aroline, Ariane, Pauline, Benjamin
et Yoann pour tous ces moments passés ensemblg demieres années, au CHU et en

dehors, et sans lesquels mon internat n'auraiéfgae méme !



Sommaire

O 1 0T U Tox 1 o] o [F PSS SUUPPPPUPRRPRPPPI 9
A. L& CRIOMALINE ... e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeraennes 9
B. Organisation spatiale du gENOME........... .o ssrrrrrmrrrrnneererrrerrrreaeeaaeeeeeseaanneees 14

1.  TerritoireS CNroOMOSOMIQUES .....uuuuu e e eeeeeeeeeeeeeeeatennnnnss s e e e e e aeeeennaaens 14
2. Compartiments CNrOMOSOMIGUES.............. ommmmmms e eeeeeeeeeeeerseeeessnnnsnnnnnnnnnnns 15
3. Topologically associated domain (TAD) .......ccceeeuiiieeiiiiiiiie e, 19.
Q) Proprietes dES TADS ...uuuuiiiiiiiiiiieeee et eteteeteeeeeeeaaaaaeaaaaassssssssnsnnnnaneeeeeas 22
D)  FOrmation deS TADS.......ccoo i e e e e e e e e e e e e e eeeaa e 23
C) FONCHON AES TADS ....coiiiiiieieeeieeii e eer e e et e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeessssnnnnnsennnes 25

4, Etudes des TADs par Chromosome Conformation Cap®@ et techniques

UEIIVES .ottt e e e a4 e et e e e e e e e e e n e e e e e e e e e e e e 29
a) Technique de Chromosome Conformation Capture (3C).....cceeeeeiieereeeeeenennn. 29
b) Techniques de 4C et de 5C .........coovvvvimn e et e e e e e e e e e e e e e e e aeeeeees 32
c) Techniques de Hi-C et ChIA-PET ... 34

5. TADS et anomalies du développement : études ishriéslittérature ................ 40
a) Remaniements chromosomiques et altérations des TADS..........cccevvvvvvnnnnnns 40

) TR 7= =3 1T £ 40
(2)  DUPHCALIONS ...ttt e e e e e e eee e e 42
(3)  Translocation et INVEISION .........ccouiiiiiiiiiiieee e 44
b) Défaut de mise en place deS TADS ..........oommmmmeeeeeeeeeeeererinineeeeaeeeeeeeens 49
[l Matériel €t MEthOES..........c..iiiiiie e 52

A. Ré-analyse de la cohorte hospitaliere de patiearis €NV pathogene identifié par

O 52
1. Description de 1a CONOIE ......cccoe i i eee e 52
2. Y171 oo (=0 [= N 1 TP PP PPPPRRURPPPPPPPP 53

3.  Visualisation et interprétation des dONNEES . .cccevrrveeeerrriiiiiiiiiiiiieeeeeeean 2D



B. Mise au point de la technique de 3C........coeeeeeiiiiiiieeee e 57
1. ChoiX dU 10CUS CHTA ..ot e e e e e e e e e 57
2. ProtoCole de 3C ... 59
Q) CroSS-lINKING .....ooeeeeeiiiisee e e e e e e e e e e e e e e e et eennneeeeerrnanan 59
b) Lyse des cellules et digestion par NCOI......ccceevviiviiieeiiiiiiiicieiee e eeeend 60
(o} I o = 14 o] o U UURRPPPPPUTPPPRPPN 60
d) Purification de FADN ........oooiiiiiiii e e ennaaeeenees 60
e) Détection des produits de lIQation..........cccccceeeeeeeiiiiiiiiiiiiee e 61
L. RESURALS ... e e e e e e e e 61
A. Ré-analyse de la cohorte hospitaliere de patiearis €NV pathogene identifié par
A P A e et e et e e et e e e e ee e et aaa e e e eeara e aaaaae 61
1. Délétion au loCUSVNTOE/IHH/EPHAA/PAXS .......ouiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 61
a) Description foetopathologique et MOIECUIAINe w.eeveeeeeeeeeeiieeieeiiiiiis 16
b) Description du loCUSVNTE/IHH/EPHAA/PAX3 .....oovveiiiiieii e 64
c) Variants structuraux au locOWNT6/IHH/EPHA4/PAX3 : modéle de Lupiafez et
(o0} ] = o o] r= 1 (=10 | £ TP PPPPPRPPP 66
d) Application du modéle au cas foetal.........coeeeeeeeiiviiiiiiiii e 69
2. Délétion au IOCUSDA/EZ2F3/SOXA ......oeeeeieiiiiiiieie et e e 70
a) Description Clinique et MOIECUIAITe .........commeeeeeeeeeiieeeeceeeeee e 70
b) Etudes COMPIEMENTAINES .........uuuriiiiiiiieeeeeerreeieeeeee e e e e e e e e e e e s reeeeee s 73
c) CNV au locudD4/E2F3/S0X4 dans la littérature.............ooeevvvvivvreeeeeeeeennnnnnnns 74
d) Application du modéle de FIGttmann.........cccoeeeei i, 76
3. DEltion au IOCUEMNZ .......ooiiiiiiiiiiiiee et 77
4.  Délétion au 1ocus WBE2A ............ooiiiiiiiie s 80
5. DeElEtion au lOCUBABDS ..........oeiiiieiiiiii e 84
6. Duplication au [0CUSVASHCS ... e e e e e e e 88
7. Duplication au locus &NKRDLL..........coouuiuiiiiiiiiiiaaeee e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeennnens 92



B. Mise au point de la technique de 3C........coeeeeeiiiiiiieeee e 94

a) b) c¢): Courbes de fusion des produits de lgatplV/enhancer -8kb d'un
echantillon, COMPAIES A :.....ooviiiiiiii e e e e e e e e e eeee s eeees 95

V. DiSCUSSION €1 CONCIUSION .. ceeee et e e e e 96

A. Méthode de ré-analyse de la cohorte analysée paPAACjusqu’ou pousser

Pautomatisation du PIPEIINE 2 ... 96

B.  Taux de cas positifs : influence de la sélection GlVs et de la technique utilisée
98

C. Remaniements, intervalles critiques et genes causaars une reconsidération de

CErtaAINS SYNUIOMES 7 ..ottt e e eeeee e e e e e e e e e et e ettt ee et abta e s e e e e e eeaaaaaaaeaaaaaaeeeeeeessnnnnns 99
D. Prédictiongn Silico, PreuveSN VItrO 2. ... e 100
E. Mise au point de la technique de 3C.......ccooriiiii i 101

F. Défaut de mise en place des TADs : un des mécasidagecohésinopathies ?........ 101

G. L'organisation chromatinienne: une aide a lintétption du séquencage du

(o< L] g L= T X0 0 g1 o] = e PPPRRRR 102

H.  CONCIUSION ...ttt ettt e e e e e et re e e e e e e e e e e e e e 103
Vo ANNEXES ..ttt e e e 104

A.  Deétail de la méthode de tri deS CNV ..o eririmieeeeiiiiieiee e 104

B. Légende de la segmentation de la chromatine ChroM{ad) visualisée sur UCSC

GENOME BIOWSE ...t e ettt e et e e e et e e e et e e e e nms e e e ea e e eena s 106
C. Liste de 44 genes impliqués dans la déficiencdléateelle. ..............ccoeeeeeeeenne. 107
RV PR o= 1= (= o o > P PPSRPRR 108



Figure 1 :
Figure 2 :

Figure 3 :

L A O 1] 41 =1 1Y TP

Figure 4 :
Figure 5 :
Figure 6 :
Figure 7 :
Figure 8 :

Figure 9 :

Figure 10 :
Figure 11 :
Figure 12 :
Figure 13 :
Figure 14 :
Figure 15 :
Figure 16 :
Figure 17 :
Figure 18 :
Figure 19 :
Figure 20 :
Figure 21 :

Figure 22 :

Figure 24 :

Walther Flemming, Zellsubstanz, Kern dedteilung(1)...........cccceevvvivieeeenns o

Modéle classique de repliement hiéranobide 'ADN...............oovviiiiiiiciiee 11

Noyaux de cellules épithéliales des yogspiratoires humaines (SAEC) visualisés

Modéle d’organisation de la chromatiteptes les données de ChromEMT........ 13

FISH 3D de I'ensemble des chromosomdibdeblastes humains en phase GO .. 15

Données de Hi-C obtenues par Liebern#dan et collaborateurs(25)............... 17
Globule a I'équilibre et globule fractal............ccccoeeeiiiiieiiiiiieeeeeeees 18
TADS €t COMPArtIMENTS .. ...t e e e e e e e e e as 20
Boucle locale au sein d'un TAD ..o 21
Modele Strings and Binders Switch (SBS)........cccccvvviiiiiiiiiiiiiiieeee e, 22
Modéle de formation des TADs par extmusle 'ADN..........ccccevvvvvvvvnninnennnn. 25
Fonctions d’'un TAD sur la régulaticanscriptionnelle. .............cccooeeeeeeevs 26
Régulation de la transcription au lodesD chez la souris .............cccceeennnn.n. 28
Schéma général d’'une expérience de.3C........cuuuviiieiiiiiiiiiieeeee e 30
Expériences de 3C au I0CUS CFTR......uuiiiiiiiii e 31
Résumeé des méthodes dérivées de ChoomeaSonformation Capture. ............ 32
DONNEES UE AC ...ttt ettt e e et a e e e e nnees 33
DONNEES UE BC ...ttt e e e e e e 34
Données de Hi-C au lodtiexa chez la souris(30) ........vvvvveiiieiiiieicceeeeneeeenn 37
Comparaison de différents algorithmeslétection des TADS ...........ccceevvvveennns 38
DONNEES A€ CHIAPEL.......ciiii e 39

............................................................................................................................. 41
Conséquences des différentes dupliteeo tandem au locus HENJ2 et SOX9
......................................................................................................................... 43

Points de cassure de translocatiomscals deMEF2C ..., 46



Figure 25 :
Figure 26 :
Figure 27 :
Figure 28 :
Figure 29 :
Figure 30 :
Figure 31 :
Figure 32 :
Figure 33 :
Figure 34 :
Figure 35 :
Figure 36 :
Figure 37 :

Figure 38:

Remaniements chromosomiques et TADSURE .............cccccceeeiiiiieeeeeeeeeeennn, 48.
Données de Hi-C au locus cPcdh desssBaidb1?®?% (44) .........c.ccoveeeee. 50
Fichiers .bed et outils BEDIOOIS ...........ccccuiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 54
Interprétation des donnNées de Hi-Ce oo e 57
Données de 3C au locus CIITA, d’aprestNollaborateurs(114). ..................... 58
Délétion au loCOUSNTE/IHH/EPHAA/PAXS ..o 63
Position des fragments amplifiés patlgRhez le feetus par rapporitHH. ...... 64
Résumé des remaniements au [A@BE6/|HH/EPHAA/PAXS ......ooooviiiiiiiiieeen, 69
Délétion au lIoCUBA/E2F3/SOXA..........uveeeieeiiiieeee et 71
Etude d’expression BBXA ...t 74
DeEIEtion au lOCUHEVINZ ..........oeiiiiiiiiieiie et 78
Délétion au IOCUSWIBEZ2A.............oooiiiiiiiiiieee e 82
DeElEtion au [OCIMBDS............ooiiiiiiiiiiii e 85

Phénotypes neurodéveloppementaux liedMBD5: un gene, différents

NI CAINISITIES et e e ettt e e et e e e e e e e 87

Figure 39 :
Figure 40 :

Figure 41 :

Duplication au loCOFASHCS (KIAAOLIB) .....evvvvriiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeiecinnes 91
Duplication au [oCUSARIKRDLL............ccovuiiuiiiiiiiiieeeeeeeeeereeseeeeeeeeeeeeeeeeeeennnns 93

Résultat des expériences de 3C au RIBTA (N=3) ....ovvvvieieiiiiieeeeeeeeeeeeeiieiinns 95



l. Introduction

A. La chromatine

La généralisation des examens tels que I'Analys@i@bsomique sur Puces a ADN (ACPA),
et le séquencage par technologie Next-Generatiqquedeing (NGS), dans le cadre du
diagnostic des anomalies du développement, a amé&nédétection 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 chromatiaegepar 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 1), 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
centromeéres en amas proche du corps polaire daudusandis 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 @dIN et la réplication(3).

Le premier niveau de repliement de I'’ADN est effiécpar les protéines histones. Il existe
cing classes principales d’histones : 4 histonee «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 trées conservé peinettleur 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 nucléosdimmsant 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, permettamisiaun 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 réaliséedss 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 hidrigiee de I’ADN au sein du noya&igure

2). Selon ce modele, les nucléosomes s’assemblabbrl 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 dateadsiques 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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DNA
(2.5 nm)

Figure 2: Modéle classique de repliement
hiérarchique de 'ADN.

‘beads on
a string’
(11 nm)

Adapté de Ou et collaborateurs(14)
30 nm
fiber

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.

120 nm
chromonema

300-700 nm
chromatid

1,400 nm
mitotic
chromosome

Par ailleurs, une technique trés récente, la ChM{E4), permettant de visualiser la
chromatine et son organisatiam, situ, et ce a I'échelle du noyatrigure 3. Son principe
repose sur une fixation de fluorophores sur 'ADpdiat 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.

11
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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@emEMT 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’agpae désordonnée, de 5 a 24nm de

diamétre, présente a différentes concentrations lgamoyau durant I'interphase et la mitose.

Si la technique de ChromEMT apparait comme promsétgour identifier les principes de
bases du repliement de la chromatine au sein dawney 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 fondaaesncar ce sont ces interactions qui vont
permettre la régulation de la transcription de tlmssgénes, via I'implication de locus non
codants, comme les promoteurs et les enhancdasiidtion de facteurs de transcription.

Ces derniéres années ont vu le développement lleigees permettant de mettre en évidence
ces contacts physiques au sein du génome, en pdedchelle 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 itechniques dérivées de 3C, ont permis

de découvrir au sein du noyau l'existence de t#res chromosomiques, puis de

13



compartiments chromatiniens, pour enfin mettre eniére a I'échelle d’'une mégabase les
Topologically Associated Domains (TAD), ou domainggpologiguement associés. En
contrélant la régulation des génes, les TADs relestructure du génome a sa fonction.

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

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

récente pourrait concerner un nombre significatifdiagnostics en génétique 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 higsgdon 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 tres 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) ontps 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 spécifiquestypencellulaire 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, harda 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 uibde faxpression des génes et une

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

Certaines régions sont par ailleurs associées aléala, 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 technigeeHdC 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 physigleed’ 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@ogne 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&insi qu'au centromere. Les données de
Hi-C de meilleure résolution publiée par Rao efatmirateurs(26) a permis de mettre en
evidence l'existence de sous-catégories de compamts, présentant des caractéristiques
génetiques et eépigénétiques différentes. Le compemt 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 GE€pmtienant des genes plus longs que le
sous compartiment Al. Le compartiment B se diviseeh sous compartiments B1, qui
correspondrait a des régions d’hétérochromatinaultitove, B2, contenant 62% de
I’hétérochromatine péricentromérique, et B3, palirement enrichis en LADs. Un sixiéme
sous-compartiment B4 a pu étre mis en évidenceaui<€eh’est présent que sur 11Mb du
chromosome 19, et possede une signature épigéeatigjgue : 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-Aideolgborateurs(25)

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

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

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

fait de leur distance génomique.

C. Matrice de corrélation de Pearson de ces mémeaségs (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 voirestaént 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 ensreheomosomes.
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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 mathéemtidglisées 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 collaborateurdR8y2ii 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'détenet se replier facilement du fait de

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

\/"’//—\\"‘/ ‘\-’\N

7N

Cross-section view Fractal
globule

Equilibrium
globule

Cross-section view

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), ouoeadopologically associating domain
(Figure §.

Un TAD peut étre défini comme une région génomigigeplusieurs centaines de kilobases a
guelques mégabases, au sein de laquelle les imamphysiques 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 compartimende multiples TADs. Ceux-ci sont
stables au cours de plusieurs divisions cellulatensservés 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 ceflidenbryonnaires 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, caractépa@esa présence a leurs bornes d’un
signal de Hi-C (« peak ») se démarquant tres nettewhe 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 l'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 ktitpn d’une région du chromosome 2 en

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

rice

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

seule une des deux moitiés est visualisée ici. ditalrillustration 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 illustradiaime échelle plus large, montran

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 nbeeaction 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 rmsndans cellule unique. Afin de déterminer
si les structures chromatiniennes se retrouvens da@msemble des cellules a I'échelle

individuelle, des protocoles de single-cell Hi-Q 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 waferaction 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 I'autreedt admis que les TADs sont le reflet de la
formation de boucles au sein du génome. De facaable) les modélisations utilisées en
physique des polymeres de type « Strings and Bsn8witch model » (SBS) retrouvent ces
deux propriétés d’auto-association et d’isolememhmme conséquences de la formation de
boucles entre deux monomeéres, au sein d’'un poly@@xEigure 10). Ces modélisations
permettent notamment de simuler le repliement dghfamatine a un locus donné, avec une

corrélation de prés de 95% avec les données iseudsC.

a - — c o
/&riag |00p\ 5 bindérs:ﬂ
(¢] D ordered (ﬁ'i;fn'"iﬁg,
" Q : ] ® binders &
' o disordered '
° | 2 P -
I binding gt SBS model
/ @  sites Model v.s. Hi-C (40kb res.)
corr. = 95% I8
Binders Q ¥ 10 30 50 J_

binder concentration, ¢ [nmol/l]

Figure 10: Modele Strings and Binders Switch (SBS)

a) Le principe de ce modele de dynamique moléailagpose 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 &x9(30). On observe une corrélation de prés de [95%

entre les donnéen silico etin vitro.
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Un des éléments empéchant une identification unigatpes 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 ditdshées » (« 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 géene 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, stsmis-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 conservés entre différentes lignées
cellulaires, alors que les sous-TADs et bouclev@eatétre 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@meLa protéine CTCF, pour CCCTC-
binding factor, est la principale protéine décdtmmme 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(d8&)ohésine est un complexe protéique
constitué de 4 sous unités (RAD21, SMC1, SMC3 &AG&GT ou STAG2), conserve depuis la

levure, et ayant la propriété de lier deux segmefddN 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 afparpar recombinaison homologue.

Le motif de fixation a 'ADN de CTCF est la séquerte-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 exaiea 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 facon
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 cettemisgdion chromatinienne.

L'importance des motifs de fixation de CTCF dangolanation des TADs a été vérifiée par
des expérience de CRISPR/Cas9 sur des cellulesimesndAP1L, 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 dispanititu 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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Figure 11: Modéle de formation des TAD
par extrusion de I’ADN.

Extrait de Dolgin, « DNA’s secret weapon

against knots and tangles.», Nature
2017.(42)
Ce modele fait intervenir la cohésine

comme effecteur de la formation d
boucles d’interaction au sein du génon

ainsi que des paires de CTCF orientée

es

fagcon convergente comme site de fixatio

A la fin du processus, la boucle
formée aura 2 protéines
orientées
_ convergentes a ses extrémités, ainsi
# qu'un anneau de cohésine.

de facons

Fonction des TADs

La compartimentation du génome en TADs va structleasemble des interactions entre
géenes 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 genegsitu

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 & den TAD unique, et permettant ainsi une
co-régulation de ces différents génes. Cependant AD n’est pas I'équivalent d’'un opéron
bactérien : au sein d’'un TAD, tous les genes paunerpas 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.

Gene co-regulation Enhancer blocking

TAD #1 TAD #2

TAD m@ »\/_\
-y . e 44

Target Genes: 1 Enhancer 2 3 4 Off-target Gene Enhancer Target Gene

Figure 12: Fonctions d’'un TAD sur la régulation transcraptnelle.
Adapté de Dixon et collaborateurs(31).

Au sein d’'un TAD, les interactions physiques enteus vont aboutir & une régulation des
différents génes par les enhancers présents, avpossible effet de co-régulation des genes
par un méme enhancer. A l'inverse, un enhancee sit&uns un TAD ne pourra pas reguler les

génes situés dans un TAD adjacent.

Ces phénomeénes de co-régulation et d’isolemeneé éer enhancers et les promoteurs vont
permettent une régulation spatiale et temporelladenscription. Un locus pour lequel cette
régulation a été particulierement étudiée chezviatébrés est le locus des gemtsxD,
appartenant a la famille des génes homeéotiques Hexocus HoxD comprend 9 génes
(HoxD1, 3, 4, 8, 9, 10, 11, 12, 13), exprimés de maniére colinéaire durant le dé\apent
des membres chez les vertébrés, en deux phasestdist Durant une premiére phase, les
génes déHoxD1 aHoxD11 sont exprimés dans le bourgeon en développememgtant 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 exprimes

dans la partie distale du bourgeon, et sont néicessala formation des doigts.
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L’étude de I'organisation chromatinienne et desné&ets 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 TADsjoxD1 étant proche du TAD télomérique, ldbxD13, a

l'autre bout du cluster de genes, proche du TADOroemerique.

Durant la premiere phase, la chromatine située dansAD télomérique présente une
conformation active, permettant la transcriptiors dgnes deédoxD1 a HoxD11, sous le
contr6le des enhancers situés dans ce TAD. Le Té&mrameérique 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 géenebloxD8 aHoxD13 sous le contrble de ses enhancers, tandis qu&Detdlomérique

est inactif. On remarque que les génes centrawudier, principalemenrtioxD9, 10 et 11,
sont exprimés durant les deux phases, mais soukepandance d’enhancers différents,
appartenant successivement a I'un puis a l'autr®.T@e phénomene 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 difféerents domaines contiennent eux-mémes euiissiréplicons, 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 claegouris
D’apres Lonfat et Duboule(46)
En haut, données de Hi-C au locus Hoxd, et de #@éd=suHoxd13 et surHoxd9.

En bas, représentation de la conformation possibléa chromatine a ce locus. Durant la
premiére phase, le TAD télomérique, en jaune, etif, & permet une interaction entre |ses
enhancers et les génes ldexdl a Hoxd1l. Cette phase permet la formation du bras et de
'avant-bras. Durant la seconde phase, le TAD oemérique, en bleu, devient actif, et permet
I'expression des génes Hi®xd8 aHoxd13, 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 dist#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 lll 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 procede ensuite a la digesi®iWADN par une enzyme de restriction :
celle-ci est choisie en fonction du locus d'inteedtdes fragments de restrictions qui seront
génerés. 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 gqPCR TagMan(52), est également

possible.
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a) b) c) d)

f) e) \L

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 enréagdene 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 d&sRI&fficacité variable, des expériences
contrles doivent étre réalisées. Celles-ci utilisgenéralement 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, méndessétudes ont été réalisées sur des
distances plus importantes, jusqu’'a 1 Mb(55,56})teClanite de taille, ainsi que la nécessité
de réaliser de nombreuses expériences indépendaiimied’étudier toutes les interactions
possibles au sein d’'un locus, a motivé la mise paixt de techniques plus performantes,

dérivées de la 3C.
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Figure 15: Expériences de 3C au locus CFTR

Ces différentes expériences permettent de visudhs&réquence d’interaction entre le site
d’initiation de la transcription dEFTR et différents fragments d’une région de 460kb, Zur
lignées cellulaires(57). On peut noter que 4 frags@résentent une interaction privilég

avec le site d'initiation de la transcription. LUée de ces 4 sites a révélée qu'il s’agit de sites

ée

d’hypersensibilité a la DNase | et de modificatiafisistones, caractéristiques de la présence

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 etigmtion(58) Figure 16).

Technique Fragments étudiés Meéthode de détection privilégiée
3C Un contre un qPCR ———
— T = T
4C Un contre tous ,iPCR o O O { )
séquencage t
- -~ N -~
5C Beaucoup contre Multiplex
beaucoup LMA et \\‘ - \\ « Q .
séquencage —
Hi-C Tous contre tous Séquengage
ChIA-PET  Beaucoup contre beaucoup, Q’r,
viaunFT ChIP-seq I =

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

Adapté de Krijger et collaborateurs(59)

1%

Ces différentes méthodes different sur le nombré&atpments étudiés, et sur la méthodée 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 ingsayg 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. Lemgrnents amplifiés sont par la suite
caractérisés par puce a ADN, ou séquencage nougeéfiération. Cette technique a éte

initialement validée par I'étude du locus de laabgibbine(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 collaborateuys(& signal de 4C est représentatif des
interactions entre le fragment d’intérét, et leédents fragments de la région génomigue

I'entourant.

La techniqgue 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. Graael'utilisation d'une amplification
multiplexe dépendante d’'une ligation, ou LMA, le®qguits 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 génératianselre 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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Figure 18: Données de 5C
Adaptée de Dekker et collaborate(58).

Ces données permettent de visualiser les interexentre différents sites d'initiatiode Ia
transcription et différents fragments, au sein du locus dbetaglobine(64). Chaque ligne
correspond au profil d’'interaction entre un sitmitfation de la transcription et I''semble du

locus.

C) Techniques de I-C et ChlA-PET

La technique de HE, développée a partir de 2009 par Lieber-Aiden et
collaborateurs(25), edssue de l'utilisation des technologies de séqage a haut dék
appliguées aux techniques de Chromosome Capture ConformatiBle permet
lidentification de I'ensemble des interions chromatiniennes, intra et ir-
chromosomiques, et ce a I'’échelle du génome efitgagit a I’heure actuelle de la technic
de référencel’étude de l'organisation spatiale du gén a I'échelle des TADs, ou a ul
échelle supérieure(655i les expériences de -C sont généralement réalisées sur
population cellulaire, des protocoles modifiés étét publiés, permettad’utiliser cette méme
technique sur cellule unique (sin-cell Hi-C)(32,34,35)Ces différentes méthodes repos
surl’ajout d'une étape de cytométrie en flux, de bding oud’isolementmanuel, permettant

d’obtenir des données sur les noyaux a I'échetl&viduelle

34



Apres réalisation du cross-link et de la digest&apes communes a la 3C, les extrémités des
fragments de restriction sont biotynilées. Aprés étape de ligation de ces extrémités, les
fragments biotinylés sont capturés via I'utilisatiole billes magnétiques recouvertes de
streptavidine. L’ensemble de ces fragments sontienséquencés par technologie Next-
Generation Sequencing (NGS) « paired-end ». Lk td&l complexité du génome étudié et le
nombre de reads obtenus vont influencer la réswmiuéi laquelle I'étude des interactions
chromatiniennes sera possible. Ainsi, I'étude dnogé& humain & une résolution de 40kb

nécessite 100 millions de reads(66).

Dans les suites du séquencage a haut-débit debdairié de Hi-C, une analyse bio-
informatique complexe des données est nécessa@epremiére étape consiste en un
alignement des reads obtenus sur le génome demé&rLes différents aligneurs habituels
peuvent étre utilisés (Bowtie, BWA-MEM, etc...), andition de ne pas utiliser le mode
d’alignement paired-end. En effet, ce mode d’alilgaert suppose que les 2 reads d’'une paire
se situent sur des segments contigus du génonti ceest pas le cas pour les produits de

ligation obtenus dans ce type d’expérience.

Chacun des reads mappés est ensuite assigné mefriade restriction auquel il correspond,

en fonction de I'enzyme de restriction utilisée slda protocole. Pour une paire de reads
donnée, il existe ainsi deux possibilités : soft teux reads ont été alignés sur le méme
fragment de restriction, soit ils se situent sus fagments différents. Les paires de reads
ainsi situées sur le méme fragment de restrictiont diltrées. lls représentent soit des

fragments non issus d’une ligation, soit d’'une tiga circulaire : dans ces deux cas, ils ne
sont pas informatifs. On procede également a tmadie des duplicats de PCR sur les reads

restants.

A ce stade, chaque paire de reads est donc l¢ ddfilee proximité physique entre les deux
fragments de restriction sur lesquels ils ont dignés. Cependant, le nombre de reads
génerés par les actuelles technologies de séequengagpermettent pas d’obtenir une
résolution correspondant a la taille de chacun foegments de restriction. Le génome de
référence est donc divisé en régions de tailleeegal bin (intervalle), et les reads de chaque
fragment de restriction sont assignés au bin cporedant. Cette étape de binning permet de

réduire la complexité des données, et d’augmeateatlo signal sur bruit. La taille d’'un bin
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varie généralement de 40kb a 1 Mb, et les bins tayansignal trop faible sont filtrés.
Différentes normalisations doivent également éppliguées, afin de corriger I'effet des
régions répétées du génome et du contenu en G@rdoade ensuite a la construction d'une

matrice correspondant a 'ensemble des interachona bin.

Chaque point correspond a la fréquence d’interactiatre 2 bins de la région étudiée. Les
interactions inter-chromosomiques sont égalemesuialisables.

Dans le cas de l'analyse des interactions intrarobsomiques, cette matrice est en miroir

centrée sur une diagonale. Le plus souvent, saut®ltié supérieure droite est représentee.

A I'échelle d’'une région génomique de quelques rhages, les TADs apparaissent sur les
données de Hi-C comme des régions contigués aulssiuelles les bins interagissent plus
les uns avec les autres gu'avec les bins situésledtors Figure 19). De nombreux
algorithmes permettent de réaliser une annotati@s dADs. Cependant, comme
préecédemment expliqué, la nature intriguée des TADs différentes échelles rend leur
annotation peu reproductible entre 2 algorithmesuDeévaluations récentes des différents
outils disponibles par Dali et collaborateurs(67pa& Forcato et collaborateurs(68) concluent
toutes deux a la non supériorité d’'un outil surawre Figure 20). De plus, I'annotation
manuelle d’'une région par I'analyse visuelle d’'unatrice de données d’'Hi-C n’est pas

forcément inférieure a I'utilisation d’algorithmes.
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Figure 19: Données de Hi-C au locti#oxa chez la souris(30)

DI : index directionnel, définit comme la différenentre les interactions en aval et en amont
d’'un locus donné. Un index directionnel élevé cgpmnd a une interaction fréquente d’un|bin
avec les bins situés en aval, et une absence miotien avec les bins situés en ampnt.

L’alternance d’'un bin a index directionnel négattf d'un bin a index directionnel positif

signe donc un isolement entre ces deux bins, et potentiellement a une barriére de TAD.

En bleu foncé, les différents TAD annotés, viafiigation d’'un modéle de Markov caché sur

les valeurs de lI'index directionnel.
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Figure 20: Comparaison de différer
algorithmes de détection des TADs

Adapté de Dali et collaborateurs(67).

Comparaison de la détection des TA
entre 7 algorithmes différents, et
annotation manuelle(67). Les donnéeg
Hi-C utilisées sont issues de la publicat

de Rao et collaborateurs(26).

Pour exemple, Il'algorithme initialeme
développé dans cette publication
Arrowhead, tandis que [lalgorithn
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La technique de ChIA-PET est dérivée de celle H€ et permet d’analyser les interactions
chromatiniennes médiées par la présence d'un fadkeuranscription d’intérét(69). Apres
fixation de la chromatine par le formaldéhyde, I'MDest fragmenté par sonication. Via
l'utilisation d’'un anticorps spécifique, les compds d’interactions liés au facteur de
transcription d’intérét sont enrichis dans ['éclifort par réalisation d'une immuno-
précipitation de la chromatine. Aprés ligation @tynilation, les fragments obtenus sont
séquencés selon la méme méthode que la Hi-C. teettaique a été initialement utilisée afin
d’étudier les interactions chromatiniennes médiges une fixation du récepteur aux

cestrogenes alphgigure 21).
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Figure 21: Données de ChlAPet

bY

Ces données correspondent a une étude des intemaatiédiées par le récepteur aux

cestrogenes alpha au locus des genes de la ked@dine(

En bleu et vert, les différents genes du locustdse les paires de locus interagissant sont en

traits épais, rejoints par des pointillés.
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5. TADS et anomalies du développement : études is$eids littérature

a) Remaniements chromosomiques et altérations des TADs

Si les TADs sont conserves entre les especesretlestlignées cellulaires, les remaniements
chromosomiques peuvent altérer cette organisagda dhromatine a un locus donné, et ainsi
avoir des conséquences fonctionnelles pouvant mbautla survenue d’anomalies du

développement.

Tous les types de remaniements peuvent potentiefiermduire une modification de
I'organisation chromatinienne : les délétions,desglications, les translocations, ainsi que les
inversions. Dans tous les cas, I'élément déterntipanmettant de prédire I'impact d’'un
variant de structure sur les TADs et donc sur fgulation des génes du locus va étre

limplication d’une des barrieres entre 2 TADs.
(1) Délétions

Une délétion dont les bornes sont entierement ceepau sein d’'un TAD, soit une délétion
intra-TAD, ne modifiera pas I'architecture globale locus. L'effet potentiel d’'une telle
délétion est simplement une haplo-insuffisancegiems délétés. Néanmoins, si une délétion
comprend une barriere entre 2 TADs, I'effet potngist une fusion de ces 2 TADs formant
un néo-TAD, ou des enhancers et des promoteurgmesgprécédemment isolés les uns des
autres, vont pouvoir interagir de facon ectopiqQ®(L’effet pathogene de telles délétions

inter-TADs a été mis en évidence dans différentdbqiogies.

Un exemple de délétion inter-TADs pathogéne a étpparté par Giorgio et
collaborateurs(71), avec une étude portant sur ug@ande famille italienne
multigénérationnelle dans laquelle ségrége uneobiystrophie autosomique dominante de
'adulte. La cause moléculaire la plus fréquente cette pathologie est une duplication
hétérozygote du geneMNB1, codant pour la lamine B-1. Cette duplication alcéu une
surexpression deMNB1, et entraine une réduction de I'expressiorPd®, codant pour la
protéine protéolipide, composant primaire de lalimgeé Les CGH-arrays réalisées chez les
membres atteints de cette famille italienne n’oas petrouvé la duplication classique de
LMNB1. Cependant, une délétion de 660kb située a 66kbmemt deLMNBL1 a été mise en

evidence. L'analyse des données de Dixon et caltdbors(30) montre que ce locus est
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organisé en deux TADs, avec une barriere situégslklen amont deMNBL (Figure 22).

En supprimant la barriere entre les 2 TADs, la titféprésente chez cette famille a eu pour

conséquence I'apparition d’une interaction ectopiqatre un enhancer, dénomgréh-B, et

le promoteur d&MNBL, entrainant une surexpression.
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Figure 22: Leucodystrophie autosomique dominante de I'adodtr délétion d’'une barriere de TAD

Adapté de Giorgio et collaborateurs(71).

En haut, données de Hi-C au locud #N\B1, organisé en 2 TADs : TD1 et TD2, séparés
une barriére (TDB). En dessous, position de latdélgathogéne par rapport a I'alléle Wi

par
d

Type, et structure de I'allele muté en résultarat.délétion de la barriére entre les 2 TADs

entraine l'interaction de I'enhanceénh-B avecLMNBL1.
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(2) Duplications

Comme les délétions, les duplications peuvent&@tierigine d’altérations de la structure des
TADs, via l'implication d’'une barriere et la créati de néo-TADs. Deux mécanismes
différents sont possibles : soit un enhancer estpeis dans la duplication, et la copie
surnumeéraire est positionnée a proximité d’'un giames le néo-TAD, soit c’est un géne qui
est dupliqué, et dont la copie surnuméraire ese rais contact avec un enhancer. Dans ces
deux cas cependant, l'orientation du fragment dwli rendra possible ou non ces

interactions ectopiques.

L’'un des locus les plus étudiés concerné par destduplications est le locus du ges@Xo,
facteur de transcription impliqué dans la différatmdn des chondrocytes et la détermination
sexuelle. Ce locus est organisé en 2 TADs : un cengmtSOX9, et un comprenant 2 genes
codant pour des canaux potassiqueENJI2 et KCNJ16 (Figure 23). Le TAD de SOX9
contient de nombreux éléments régulateurs, comr@an expression dans différents tissus.
Des délétions emportant des éléments régulateutexgeession cranio-faciale de SOX9 ont
notamment été décrites chez des patients présedéantséquences de Pierre-Robin non
syndromique(72). Des duplications comprenant démeéhts régulateurs de son expression
gonadique, dans une région de 500kb en amonBQK9, ont elles été décrites comme
entrainant une réversion de sexe femelle en sexe(#8j Cependant, les duplications
incluant ces éléments mais s’étendant plus loin aamont, et comprenanKCNJ2,
n’entraineront pas d’anomalie du développement edexmais un syndrome de Cooks,
caractérisé par des malformations des membres,badehydactylies et une aplasie des
ongles(74). Un troisieme type de duplication arétéouvé dans une famille, comprenant les
éléments régulateurs X9, s'étendant en amont, mais sans inckKi@NJ2 etKCNJ16. Les

porteurs de cette duplication n’'ont aucun phénatype

L’effet fonctionnel de ces duplications peut étréddit par I'étude de leur impact sur
'organisation des 2 TADs du locus. Les duplicasiantra-TAD incluant uniquement les
éléments régulateurs d80X9 ne modifient pas la position des TADs: le méaaris
physiopathologique est une dérégulation 8©X9 par ces éléments dupliqués. Les
duplications comprenaitCNJ2 vont inclure la barriere située entre les 2 TABiselles sont

en tandem, elles entrainent la formation d’'un nA®TcomprenantKCNJ2 et une copie
dupliguée des éléments régulateurs X9, isolée du TAD deSOX9. Une interaction
ectopique entre les éléments régulateursCGNJ2 sera donc possible, avec pour conséquence
apparition d’'un syndrome de Cooks. Le troisienypet de duplication, comprenant les
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éléments régulateurs de SOX9 sans comprendre KENLI&ine I'apparition d'un néo-TAD
dépourvu de géne, et ou la copie mutée des éelémeégtsateurs est isolée @&OX9: il
n'existe pas d’interaction ectopique, et donc leérgitype résultant est normal. Les
conséquences fonctionnelles prédites de ces diti&seduplications ont été prouvées par la
réalisation de différentes expériences de 4-C ssircdllules de patients, ainsi que de Hi-C sur
des modeles murins obtenus par technologie CRIS&HC5).

Intra-TAD

SOX9 @ Ksm@ SOX9 &
I HIE— ..9 M —

Sex reversal v Cen. Tel.

Cooks syndrome S—

Inter-TAD
Neo-TAD with duplicated gene

(B} SOX9 B}
\ | -
Centromeric  Telomeric

Figure 23: Conséquences des différentes duplications eterarau locus d€CNJ2 et SOX9
Adapté de Franke et collaborateurs(75).
Selon que la duplication soit intra-TAD, ou inteADD incluant ou nonKCNJ2, les

modifications de I'organisation chromatinienne afrteront un phénotype différent, voir une
absence de phénotype.
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(3) Translocation et inversion

Comme les variations du nombre de copies, les lteasons équilibrées et les inversions
peuvent entrainer la désorganisation des TADs lbows, via la formation de néo-TADs. Ce
phénomene, correspondant a un effet de positiait,atparavant soupconné chez les patients
présentant des remaniements équililtt&govo, avec des points de cassure n’entrainant pas
linterruption d’'un gene codant. Les données didiples sur I'organisation chromatinienne
permettent désormais d’établir le lien causal eots remaniements et le phénotype des

patients.

En 2016, Redin et collaborateurs(76) ont publié énale portant sur la pathogénicité des
translocations équilibrées présentes chez 273 npatigrésentant différentes anomalies du
développement. Parmi celles-ci, 72,5 % étaientesurgsde novo, ou ségrégeaient avec un

phénotype pathogene dans la famille, I'étude coteple la ségrégation n’ayant pas pu étre

réalisée pour les 27,5% restant.

Un séquencage du génome complet de ces 273 paiétésréalisé, permettant d’obtenir au
nucléotide pres les points de cassure de 248 teatgdns (90,8 %), avec un total de 876
points de cassures identifiés. 26% des réarrangsrsersont avérés complexes, avec 3 points
de cassures ou plus, et 5% étaient compatiblesdasephénomeénes de chromothripsis ou de
chromoplexie. 67% des points de cassures interrmmipan géne, ce qui correspond a ce qui
est attendu de facon aléatoire : bien que la séguerdante des genes ne représente que 2%
du génome humain, 'ensemble des régions transaiereprésente 60%. L'ensemble de ces
géenes est fortement enrichi en genes associés andeslies mendéliennes, ou exprimés
durant le développement embryonnaire. 66 patiemtscette cohorte présentaient une
translocation équilibrée pouvant étre considéréenmce un variant pathogéne car
interrompant un gene précédemment associé a unenasino de développement de
transmission autosomique dominante (par exem@ATB2, MBD5, EHMT1, NFIA et
ZBTB20). Vingt-cing patients présentaient également aestp de cassures interrompant des
genes candidats d’anomalies du développement. fal, t86,7% des patients présentaient
donc une translocation dont le mécanisme pathog&it probablement I'interruption d’'un

gene codant.
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En analysant les données des autres patientsnpaasdes points de cassures situés en région
intergénique, les auteurs de cette étude ont dénsize 7 de ces points de cassures se
situaient en 5q14.3F{gure 24). Cette région comprend le geMEF2C, codant pour un
facteur de transcription jouant un réle majeur densnyogénese, mais également dans la
neurogénese, le développement cranio-facial etigmation des cellules dérivées des crétes
neurales, via une induction de la voie des endoi&([77). Des variants nucléotidiques
déléteres hétérozygotde novo de MEF2C ont été identifiés chez des patients présentamt un
déficience intellectuelle sévere(78). Au moins encds patients présente une oreille en point
d’interrogation, habituellement caractéristique sligndrome auriculocondylaire, dont les
différents génes responsables se situent sur & deé endothélines(79). Les délétions de
MEF2C sont également responsables du phénotype dangntirosme microdélétionnel
5014.3(80). Dans la littérature, trois autres pasieatteints de déficience intellectuelle
présentent des translocations équilibrées impligudes points de cassures proches de
MEF2C(81-83).

En reprenant les données de Hi-C publiées par Dexaollaborateurs(30), il apparait que les
points de cassure de ces translocations équililsesguent a l'intérieur du TAD comprenant
MEF2C. Par ailleurs, treize patients présentant destidégen 5914.3 ne comprenant pas
MEF2C ont été rapportés : ces délétions sont situéetesurarrieres de ce méme TAD, en
position centromérique ou télomérique. Redin elabolrateurs(76) ont donc fait I'hypothese
gue ces difféerents réarrangements entrainent urieripation de l'architecture de ce TAD,

aboutissant & une dérégulationMerF2C.

Cette hypothése a été vérifiée par la réalisatianedétude de I'expression déEF2C, sur
ARN extrait de lignées lymphoblastiques de 4 ddégept avec une translocation équilibrée,

montrant une expression significativement rédugterppport aux contréles.
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Figure 24 : Points de cassure de translocations au locMEF2C

Adapté de Redin et collaborate(76)

A gauche : Données de idi-au locus deMEF2C(30). En rouge, les délétions issues d
littérature. Les fleches représent les points de cassure identifiés chez 7 patidatsette

étude, et chez 3 patients de la littérature. Umepasupplémentaire a été rapporté con

présentant un point de cassure interrompant direnttMEF2C.

A droite : Représentation diunodele de repliement de la chromaitinee locus

Dans I'étude réalisée par Redin et collabora(76), des points de cassures Situés c
d’autres locisont également suscts d’entrainer une désorganisation des s de genes
connus comme responsables d’anomalies du dévelapeTrois patients présentent d

points de cassures en 2¢33.1, situés dans le TAyeme SATB2 impligué dansune

déficience intellectuellesyndromique, le syndrome de Glass, de transmissimosomigue
dominante(84). Quatrpatients présentent des points de cassures congumis le TAD de
FOXGL1, impligué dans lessyndrome de Rett atypiq(85). Quatreautres patientsrésentent
des points de cassuaeproximité deSYNCRIP, dont des variants perte de fonctide novo

ont été rapportés chez 2 patients présentune déficience intellectuelle ni
syndromique(86). De plusjuatre patients présentent différents points de casstuwésstdan:
des TAD de quatre gendampliqués dans di d’anomalies du développemerPITX2,

S C2A1, SOX9, etSRCAP).
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Au total, 7,3% des patients de cette cohorte(7@&sgmtent une translocation équilibrée
entrainant la survenue d’'un phénotype par la désisgtion du TAD d’'un géne impliqué

dans une maladie mendélienne.

Ce mécanisme d’interruption de TAD serait donc daette cohorte 5 fois moins fréquent que
l'interruption directe de la séquence transcritandgene. Cependant, l'interprétation des
données d’'Hi-C reste difficile, et plusieurs intgrtions de TAD ont pu ne pas étre
considérées. Il est tout a fait notable que 7 poit# cassure se concentrent sur le TAD de
MEF2C. Ce mécanisme moléculaire semble donc étre implkufacon non négligeable dans
les anomalies du développement lieeBIEF2C, et il en est probablement de méme pour

d’autres syndromes.

Une seconde étude sur I'interprétation des réaemmegts équilibrés a la lumiere des données
de Hi-C a été realisée par Zepeda-Mendoza(87).e&elporte sur 17 patients, issus du
Developmental Genome Anatomy Project (DGAP)(88)teqaos de 15 translocations et de 2
inversions sans perte de matériel génomique, @snpdints de cassure sont situés en région
intergénique, et qui sont de survemamovo. Le séquencage du génome de ces patients a été
réalisé, permettant d’obtenir les coordonnées de reenaniements au nucléotide pres.
Difféerentes données publiques ont été utiliséesr ppermettre une interprétation des
conséquences fonctionnelles de ces anomalies. lomméds de Hi-C de Dixon et
collaborateurs(30), ainsi que de Rao et collabara(@6) ont permis de définir les
coordonnées des TADs. La présence d’éléments tégutaa été évaluée par l'utilisation de
la base de données d’enhancers VISTA(89), des @srdiannotation de la chromatine Broad
ChromHMM(90), ainsi que des données concernargites d’hypersensibilité & la DNAse |,
issues du projet ENCODE. Le phénotype des pati¢raduit en termes Human Phenotype
Ontology (HPO)(91), a été comparé aux phénotypsscéés aux genes situés jusqu’a 3 Mb
de distance des points de cassure, via le calcatdre Phenomatch(92). Sur ces 17 patients,
11 présentent des réarrangements impliquant pelientient une dérégulation de 16 genes
différents, pouvant expliquer en partie leur phgpet Cependant, les auteurs soulignent la
difficulté a établir des prédictions concernant effets de positions, et la nécessité d’'une

analyse rigoureuse des différents génes candidats.
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a Wild type

b TAD border deletion

¢ TAD border inversion

I :
d TAD border duplication nversion

Duplication

Figure 25: Remaniements chromosomiques et TAD : Résumé

Adapté de Krijger et collaborateurs(59).

Ces différents remaniements pouvent aboutir a nitegaction ectopique entre un enhancer et
un gene, via une désorganisation des TADs d’'unslo€n bleu et jaune, deux TADs, séparés
par une barriere (STOP). Sur l'alléle sauvage hacer (E) régule le gene (2), et n’interagit
pas avec le gene (1). Les différents remaniemdigstassent a une interaction de I'enhancer

(E) avec le géne (1).
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b) Défaut de mise en place des TADs

Récemment, des études de I'organisation spatialg@dome ont été réalisées sur un modéle
murin KO conditionnel pour le gengetdbl(44). Ce gene code pour I'histone H3Lys9
meéthyltransférase, intervenant dans la répresseolia transcription, et a été identifie comme
frequemment dérégulé dans différents cancers(9@).aleurs, des variants ponctuels de
SETDB1 ont été rapportés chez plusieurs patients présenia trouble du spectre
autistique(94), et la présence d’'une délétion betdgyotede novo comprenanS8ETDBL chez

un autre patient présentant le méme phénotypelenggat été rapportée(95).

Un modele de souris Cre/Lox a été géneére, la Grenmbinase étant sous le contréle du
promoteur du gén€amk2a, et permettant d’obtenir des délétions de I'exode3Setdbl
uniquement dans les neurones du prosencéphalegstmatal Des cellules neuronales de
cortex de souris ainsi porteuses d'une délétion deygote de I'exon 3 deSetdbl,
Setdb1?9¥?%* ont été isolées par technique de cytométrie en #tixles expériences de Hi-C
ont été réalisées sur celles-ci.

Les cellules neuronaleSetdb1?*¢?°

ne présentent pas de désorganisation généraliste de
interactions détectées par Hi-C. Cependant, 11@lbsuwle contact se trouvent affectées chez
ce modeéle murin. Parmi celles-ci, un hot-spot senatque particulierement sur le
chromosome 18, et correspond au locus des protedadl (cPcdh)Rigure 26). Ce locus
comprend 77 génes, dont 58 codant pour des pretémaiquées dans I'adhésion cellulaire,
répartis en 3 clusters Pcdh-Pcdhp et Pcdhy. Les protocadhérines sont majoritairement
exprimées dans le systeme nerveux, et intervierteemé de nombreux processus cellulaires
durant le développement, comme le guidage axondé eamification dendritique(96). La
dérégulation de I'expression de ces protéines aapurs été retrouvée chez différents
modeles de pathologies neuropsychiatriques(97)z Ghsouris sauvage, les données de Hi-C
montrent une organisation du locus cPcdh en deiptedt sous-TAD d’environ 100kb,

12on/2|ox’

compris au sein d’'un super-TAD de 1,2Mb. Dans lkesrones de la sourietdb ce

super-TAD n’est pas présent.
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Figure 26: Données de HG au locus cPcdh des solSetdb12°/2% (44)

2

Cette expérience a été réalisur les cellules neuronales des soSetsb1?%/? et sauvage
Les interactions someprésentées r les lignes courbes violetteBn gris, les TADs appel
grace a l'algorithme TADtreeLe super-TAD préserthez la souris sauve, mais absent sur

le modéle murin, eseprésenten rouge.

Afin d’expliquer cette perturbation de I'organisatide la chromatine induite par la perte
fonction de Setdbl, des expériences de -seq ont été rdiaées sur les cellules neurons
Setdb1?°“?%* montrant une diminutiopangénomiquelu nombre de marques H3K9m
normalement produites par I'activité de Setdblldais cPcdh constie I'un des locus les
plus hypométhylé pour cette mar chez le modéele murinUne analyse des motifs 1
séquence les plus spécifiguement touchés partlogitanéthylation a été réalisée. Parmi le

motifs les plus concernés, 3 constituent des mdéffixation de CTCF. Les auteurs ont d
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fait 'hypothese que I'hnypométhylation de ces ngtgour la plupart cryptiques, conduit a une
fixation de CTCF sur ceux-ci. Cette hypothese a &ite vérifiée par la réalisation
d’expériences de ChlIP-seq étudiant la présence TdeFCet montrant I'apparition d’'une
fixation de CTCF sur ces motifs cryptiques chemtedéle murinSetdb1?®/?% L4 encore, le

locus cPcdh est I'un des plus concerné par cetierfiyation de CTCF.

Le modele proposé est donc que I'absence de Setutiduit a une diminution des marques
H3K9me3 sur les motifs de fixation de CTCF, abaatig a une hyperfixation de CTCF au
locus cPcdh. Cette hyperfixation conduit a une fication de [l'architecture

tridimensionnelle de la chromatine a ce locus, amee conservation des multiples sous-

TADs, et une disparition du super-TAD.

L'étude de I'expression des génes du locus cPcdhtrma@ue I'ablation dé&etdbl chez le
modele murin conduit a une augmentation de I'exgoes des genes codants pour les
protocadhérines. Afin d’expliquer comment la disfgam du super-TAD entraine cette
surexpression, les auteurs(44) ont étudié les rdiité6 éléments régulateurs et marques
épigénétiques présents a ce locus, et notammenesweégions mises en contact par les
interactions au sein du super-TAD. L'analyse ded&éments, préecédemment identifiés(98),
montre que ce super-TAD met en contact chez laissgauvage, deux enhancers, HS16 et
HS5-1 en contact avec deux régions, R1 et R2, caamtodes marques épigénétiques de
répression de la chromatine. Chez la souris sayuvVagtvité de ces enhancers seraient donc
inhibée par un contact avec les régions R1 et R2z@ modeleSetdb1?®/?% 'absence de
ces boucles de répression conduirait a une interades 2 enhancers avec les génes du locus,
et donc a leur surexpression. Cette surexpressem différentes protocadhérines est
potentiellement impliqguée dans le phénotype deematprésentant une perte de fonction de
SETDBL1.

Il s’agit d’'un exemple de défaut d’'une des protgimégulant la mise en place des TADs
aboutissant a une modification de I'architecturdadehromatine. De fagon trés surprenante,
alors que Setdbl a une action sur I'ensemble dwmén seul le locus cPcdh semble

radicalement désorganisé.
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Il. Matériel et Méthodes

A. Ré-analyse de la cohorte hospitaliere de patiearts €NV pathogene
identifié par ACPA

1. Description de la cohorte

Afin d’identifier les patients porteurs de remanents chromosomiques dont le mécanisme
physiopathologique est l'altération de barrieresTé®s, nous avons décidé d’exploiter les
données disponibles pour I'ensemble des patientsr pesquels une CGH-array

pangénomique ou ACPA a été réalisée au CHU de Baxde

Au sein du laboratoire de génétiqgue moléculair€#il de Bordeaux, la technique de CGH-
array est utilisée dans le cadre du diagnosticadesnalies du développement, afin de mettre
en évidence des délétions ou duplications pathegdres indications pour lesquelles ces
CGH-arrays sont réalisées regroupent I'ensembleedshamp diagnostique, avec en majorité
'exploration de patients présentant une déficiemtellectuelle syndromique ou non, ou un

syndrome polymalformatif.

Ces analyses sont réalisées a la fois dans unxtergest-natal, majoritairement sur ADN
extrait de lymphocytes circulant, mais égalementpériode anténatale, par prélevement
invasif de villosités choriales, ou de liquide aotigue. La technique utilise des lames a
oligonucléotides pangénomiques Agilent Technolggiesmportant initialement 44000
sondes, avant qu'un changement ne soit effectuéprafit de puces plus résolutives

comportant 600000 sondes, avec une distance moylenb@ kb entre deux sondes.

L’hybridation de 'ADN des patients est effectu@tos la méthode du trio en « color swap » :
chaque ADN est hybridé deux fois, en cyanine 3netyanine 5, et comparé a chaque fois a
’ADN d’un autre patient, hybridé avec le fluoroome inverse. L’hybridation est considérée
comme ayant une qualité suffisante a l'interprétatdes données si le score DLRS est

inférieur a 0,3.

Les données obtenues aprés lecture du signal wiidéede fluorescence sont analysées sur le
logiciel Genomic Workbench Lite Edition 6.0, avedtlisation de I'algorithme ADM-2
permettant la détection des Variants du nombreagges ou CNVs. Un remaniement sera
considéré si 3 sondes consécutives dévient desursalde Log2 ratio patient/référence

attendues.
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Les remaniements génomiques détectés sont ensudgrétés grace au logiciel Cartagenia
Bench Lab CNV. Ce logiciel permet une interrogatsimultanée de plusieurs bases de
données de CNV pathogenes ou non, notamment DGM&OA(100), et DECIPHER(101),
des données du réseau francais Achropuce, et deee® des patients locaux déja analyseés.
Par ailleurs, les informations sur les genes cargedans les CNVs sont obtenues via
I'utilisation des données des navigateurs UCSC @enBrowser(102), Ensembl(103), et de
la base de données OMIM(104).

Grace a I'ensemble de ces données permettantpnétation, les remaniements détectés sont
étiquetés comme appartenant a différentes catégopathogenes, bénins, de signification

inconnue, facteurs de prédisposition, etc.

2. Méthode de tri

Au sein du laboratoire de génétique moléculaire€8iu de Bordeaux, le logiciel Cartagenia
Bench Lab CNV comporte actuellement les données32i&l patients, correspondant a

I'ensemble des ACPA réalisées.

Une des difficultés rencontrées lors du tri de deanées a été I'utilisation au cours du
développement de cette technique de différentsesyst d'étiquetage des CNV, avec
plusieurs catégories synonymes. Par ailleurs,d&gye de filtre du logiciel Cartagenia Bench
Lab CNV fonctionne en filtrant non pas les CNVsfdeon individuelle, mais les patients,
porteur d’au moins un CNV répondant aux criteregisis. Une fois ces patients identifiés,
l'utilisation d’un tri par feuille de calcul Excedst nécessaire, afin de ne considérer que les
CNVs répondant aux critéres choisis initialement.

Le détail de la méthode utilisée afin de trier GV est précisé en annexe. Seuls les CNV
initialement étiquetés comme de signification inoa® ou probablement bénins, non
formellement identifiés comme hérités, et non mopér un patient ayant par ailleurs un CNV
pathogéne ou probablement pathogene ont été coésidd noter que les CNV du

chromosome Y ont été éliminés de I'analyse, lemdea de Hi-C disponibles ne permettant

pas d’interprétation des TADs sur ce chromosome.
Au total, 1045 CNVs, dont 649 duplications, et 8@#étions ont été retenus.

Cette répartition entre délétions et duplicatioreutgétre expliquée par le fait que la
pathogénicité des duplications est souvent pldgitif a établir que pour les délétions, et que

ces duplications sont donc plus souvent étiquet@esne variants de signification inconnue.
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Afin d’éliminer les CNVsse trouvant dans des locus dont les données -C ne sont pas
assez informatives, les coordonnées des CNVs énntdrsectéesvec les coordonnées d
TADs d’aprés I'étude de Rao et collaborat(26). Les CNVsne se superposant a au
TAD ont été éliminés. Cette intersection a été réalisér les différents fichiers «
coordonnées convertis au format .bed, en utilisantil Intersect du package BEDto(105),

via laplateforme d’outils bioinformatiqgis bio-informatiques Galaxy(10@fFigure 27).

chr7 127471196 127472363 Posl 10 + 127471196 127472363 255,0,0
chr7 127472363 127473530 Pos2 20 + 127472363 127473530 255,0,0
chr7 127473530 127474697 Pos3 35 + 127473530 127474697 255,0,0
chr7 127474697 127475864 Pos4 20 + 127474697 127475864 255,0,0
chr7 127475864 127477031 Negl 12 - 127475864 127477031 0,0, 255
chr7 127477031 127478198 Neg2 30 - 127477031 127478198 0,0, 255

A

B é ¢ i E

A intersect B

A intersect B

(-wa)

A intersect B

(-v)

Figure 27: Fichiers .bed et outils BEDtor

En haut, format de fichier .bed. Chaque ligne cgoed a un intervalle différent. Le fich
comporte 3 colonnesbligatoires, correspondant au chromosome considérgénome d
référence, une coordonnée de début et une coorda®én. Les autres colonnes, jusqu’
sont optionnelles et servent a préciser un nonsaane et un brin a chaque intervalle, g

guedes options d’affichages (trait fin/épais, jonctintror-exon, couleur

En bas, outil ntersect du package BEDto(105) A partir de deux fichiers comportg
chacun plusieurs intealles au format .bed, ici A et B, cet outil -informatique perme

d’obtenir différents recoupemenpar exemple, options —wa et —v).

Apres cette étape, 735 CNMont 498 duplications et 237 délétioont ét« conservées pour

analyse.

54



3. Visualisation et interprétation des données

Une interprétation manuelle de I'impact de ces CMsles TADs, utilisant les mémes jeux

de données publigues que I'étude de Zepeda-MerlOza pu étre ainsi réalisée.

Un fichier .bed Figure 27) correspondant a I'ensemble des coordonnées qegations et
des délétions a été chargé en tant que piste patssde dans le visualisateur de données
génomiques UCSC Genome Browser(102). Cette segs@eonnalisée a ensuite été
superposée au sein du visualisateur de données-@e3B Genome Browser(107Figure

28).

Une premiére visualisation a été effectuée suramhme restreint de locus. Les régions pour
lesquelles une altération de TAD a déja été idéstitomme pathogene d’aprées les données
de la littérature(75,76,108—-110) ont été analypééterentiellement, de méme que les locus
de 44 genes impligués dans la déficience intelédletuindication majoritaire dans notre

cohorte (liste en annexe).

Par ailleurs, I'information sur le caractatenovo ou hérité des CNVs étaient connus pour 40
d’entre eux, avec 19 délétions et 21 duplicatidasiovo. Ces CNVs ont été analysés en

priorité, car plus susceptibles d’étre pathogenes.

Une seconde analyse a ensuite été réalisée erisasuiae fagon systématique une région de
+/- 1 Mb autour de chacun des 735 CNV.

Dans le cas ou une barriere de TAD est impactéeip&NV, avec un possible effet sur un
gene connue en pathologie humaine ou dont les dsnaé la littérature sont compatibles
avec le phénotype du patient, les éléments régukatdu locus ont été recherchés. La
visualisation des données issues du projet ENCGIdEofnHMM, H3K27Ac et DNasel), de

la base de données VISTA(89), et de l'atlas pubbiés Andersson et collaborateurs(111)
permettent d’identifier de potentiels enhancers.pdbeant, en [|'absence d'étude
fonctionnelle, ces prédictions ne peuvent pas am&mkes conclusions définitives quant a la

présence, ou a I'absence d’enhancers dans un diocuns.
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Figure 28: Interprétation des données de Hi-C

Visualisation des données sur 3D Genome Browsey(t0udplée a une session personnalisée
de 'UCSC Genome Browser(102). Les données de ldi-@'annotation des barriéres |de

TADs sont celles issues de la publication de Raaddfaborateurs(26). Grace a cette

visualisation, on peut identifier quel CNV est ssible d’altérer une barriere de TADs

d’apres les modeles de mécanismes moléculairesusgmoir [.B.5.a)). La segmentation de
chromatine ChromHMM(90) (Iégende complete en anhpremet de vérifier que la barriere
de TAD annotée est bien enrichie en motif insulatewtamment CTCF, sur différentes
lignées cellulaires (en bleu ciel.) Par la suite peut identifier quel gene OMIM déja connu
en pathologie humaine peut étre impacté. Les dannésues du projet ENCODE
(ChromHMM, H3K27Ac et DNasel) permettent ensuite r@pérer d’éventuels éléments
régulateurs.

B. Mise au point de la technique de 3C

En parallele de la réanalyse des résultats d’ACBAndtre cohorte, nous avons souhaité
développer un test fonctionnel approprié pour éwudlimpact des remaniements
chromosomiques sur I'architecture chromatinienneell® permet d’explorer les interactions
physiques entre 2 locus, la technigue de 3C n‘astgm soi la technique a privilégier pour
analyser les modifications architecturales d'unut@ I'échelle des TADs. En effet, la
distance entre 2 locus qu’il est possible d’étudierfacon courante n’est que de quelques
kilobases. Cependant, toutes les autres technidgrdges de la 3C, et notamment la Hi-C,
méthode de référence, ont en commun les étapealanitde la 3C : le cross-linking, la
digestion et la ligation. Mettre au point ces étapar 3C sur un locus de référence nous a
donc paru comme un préalable essentiel a la réahsde techniques plus sophistiquées dans

le futur.

1. Choix du locus CIITA

Afin de mettre au point un protocole de 3C, nousnavfait le choix d’étudier les interactions

entre le promoteur plV du ge@@I TA, et deux enhancers situés en amont, a -8kb eb-16k

Le geneCIITA, ou class Il transactivator, code pour le régulatentral de la transcription

des genes du complexe d’histocompatibilité de eldkd a transcription du géne CIITA est
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elle-méme controlée par différents mécanismes épiggies(112), et notamment par un
remodelage chromatinien induit par linterféron-gaa) et dépendant de SMARCA4
(BRG1)(113).

L’étude réalisée par Ni et collaborateurs(114) gpeur but de démontrer que de multiple
enhancers distaux sont nécessaires a la reguldéida transcription d€IITA induite par

l'interféron-gamma. Plusieurs expériences de 3C éaétréalisées lors de cette étude, afin
d’identifier les contacts existant entre le pronuotplV de CIITA et ces éléments distaux, a

I'état basal, et aprés exposition a l'interféromagaa.

Il a été notamment montré qu’il existe un contalétat basal entre plV et un enhancer situé
a -8kb, ainsi que de facon plus modérée entre plvheenhancer situé a -16kbidure 29).

Ce sont ces interactions que nous avons choisidl&tafin de valider notre protocole.

(kb) -50 27 -16 -8 plV +28 +40 +59
Primers < >

CIITA locus | |

>

|
Ncol fragments s o f— e
A B C D E F G H

-a- + IFN-y * - VS and vs -= at negative
controls

— IFN-y *k - VS at negative
300 'I controls

*
150 5 W
By ® ] B g

Crosslinking frequency
(‘fold’ above background)
m
'l
*

T

Figure 29: Données de 3C au locus CIITA, d’aprés Ni etatmdrateurs(114).
En haut, positions des différents fragments deictisih de Ncol au locus CIITA.

En dessous, données de 3C: le fragment de ré&oat les interactions avec les autres

locus sont considérées est le fragment E, soit dalpromoteur plV.

On observe qu’a I'état basal, il existe une inteoacentre le promoteur plV et les fragments
situés a -8kb et -16kb. Ces interactions sont regaés aprés incubation des cellules |par

interféron gamma.
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Le protocole détaillé dans cette publication présgrusieurs avantages techniques. L’étude
est réalisée sur des cellules Hela, que nous awdonstre disposition au laboratoire. La
séquence des primers, I'enzyme de restriction BA€ utilisé ont été publiés. De plus,
'expérience montre une interaction a I'état basdle le promoteur plV et I'enhancer situé a
-8kb. L’existence d’'un autre enhancer a -16kb npeisnet de vérifier que les interactions
mises en évidence entre plV et I'enhancer situgkh ne sont pas dépendantes de la distance
génomique, par la vérification de I'absence d’iat¢ion entre les deux enhancers, situés eux-

mémes a 8kb de distance.

Par ailleurs, I'étude du locus @I TA a également été réalisée par une autre équips,lelan
but de mettre point une technique de quantificates interactions par 3C par réalisation
d’'une courbe de fusion utilisant du SYBR Green(1X5¢tte étude précise notamment la
température de fusion du produit de ligation demgrfrents correspondant a plV et a
I'enhancer situé a -8kb, soit 81,3°C +/- 0,7.

2. Protocole de 3C

Apres adaptation du protocole publié par Ni etatmdrateurs(114), voici les différentes étapes
du protocole de 3C que nous avons pu tester, amprecomme locus d’'intérét le locus
CIITA.

a) Cross-linking

Des cellules HelLa cultivées en flasques T75 ontuéitisées. Ainsi, des cellules témoins
issues de cultures réalisées dans des conditiandastls sont utilisées (DMEM, 10% SVF,
Pénicilline/streptomycine). En parallele, des deBuHelLa ont été traitées a linterféron
gamma IFNy pendant 6h a la concentration de QgmL. Pour chaque flasque contenant
5mL de milieu de culture, 140uL de Formaldéhyder%o Font ajoutés, afin d’obtenir une
fixation a 1% de Formaldéhyde. Aprés 10 minutesalibation a température ambiante, 280
puL de Glycine a une concentration initiale de 2,8t ajoutés, afin de stopper le processus
de cross-linking. Apres incubation durant 5 mindgempérature ambiante, puis 15 minutes

sur glace, les cellules sont transférées par getlans des tubes de 15mL.

Apres centrifugation a 800g, a 4°C durant 10 misiute surnageant est éliminé. Les culots
sont ressuspendus dans 1mL et transférés dansidedguimes de 1,5mL. Ces tubes sont de
nouveau centrifugés a 800g, a 4°C durant 10 minliesurnageant est éliminé, et le culot

congelé a -80°C, avec possibilité de stockagesiauke.
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b) Lyse des cellules et digestion par Ncol

Apres décongélation les culots cellulaires sonispendus et vortexés dans une solution de
lyse comprenant 2uL de NP40, 20uL de Tris-HCI p& @5M, 10uL de NaCl a 1 M, 10uL
de Protease Inhibitor Mix 100X, complétés par @ad’ pour un volume total de 1mL. Apres
incubation de 5min a 65°C, les tubes sont centtug 2000g durant 5min, a température

ambiante, et le surnageant éliminé.

Les culots sont rincés a 2 reprises dans 500uladwdn de restriction 3.1 a 1X, avec
centrifugation a 2000g durant 5min a températurbiante et élimination du surnageant. Les
culots sont finalement ressuspendus dans un mestaction comprenant 140ul de tampon
de restriction 3.1 a 1X et 8uL, soit 400U, d’enzyaeerestriction Ncol suivi d'une incubation
a 37°C durant 2h minimum. L'arrét du processusidedtion peut se faire selon 2 conditions
différentes : chauffage a 80°C durant 20min, outajie 30uL de SDS 10%.

C) Ligation

La ligation se fait par ajout d’un mix de ligati@omprenant : 2,5 puL (soit 5000U) de T4
DNA Ligase, 60uL de tampon de ligation 10X, et 38RL d’eau. Le mix réactionnel est
incubé a 16°C durant 1h. A ce stade, 30 uL de Pwmé K a 10mg/mL sont ajoutés, et les
tubes sont incubés a 65°C durant 4h minimum. Legssus est arrété par chauffage a 95°C
durant 5min. Finalement, 5 uL de RNase A sont égmudt les tubes incubés a 37°C durant 30

minutes.

d) Purification de 'ADN

L’ADN présent est purifié via l'utilisation de bt magnétiques. Ainsi, 650 uL de billes
magnétiques sont ajoutés et 15 aspiration/refoulemmiccessifs sont réalisés afin
d’homogénéiser le mélange. Les tubes sont incubésud portoir standard, puis 15 minutes
sur support magnétique, a température ambiantsutreageant est éliminé. On procéde a 2
lavages par ajout d’l mL d’éthanol 80% avec unaildation durant 1min sur support
magnétique, et élimination du surnageant. L’ADNefsur les billes est ensuite élué dans 200
ML d’eau, avec réalisation de 15 aspiration/refadets successifs, et incubation 5min sur
portoir standard puis 10min sur support magnétitjeesurnageant est ensuite transféré dans
un nouveau tube. On réalise ensuite le dosageANI'par technique spectrophotométrique
NanoDrop (ThermoFisher).
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e) Détection des produits de ligation

La détection des produits de ligation présents tkBbrairies de 3C a été réalisée par PCR,
via l'utilisation d’un mix commercial : I'lQ SYBR €&en Supermix (BioRad, CA, USA). Les
amorces de chaque couple (plV/enhancer -8kb, ph#ecer -16kb, enhancer -8kb/enhancer
-16kb) sont ajoutées a une concentration 0,2 pMnbeest distribué en plaque, et 2 pl de la
banque issue 3C diluée a 25ng/pL est ajouté quehpuit. La plaque est installée dans un
thermocycleur et la réaction se déroulera seloprdééocole : Dénaturation initiale (95°C, 3
min), puis 40 cycles de dénaturation (95°C, 30 seb)ybridation (55°C, 30 sec). Une courbe
de fusion est ensuite réalisée, par chauffagebda 85°C. La visualisation et 'analyse des
données se fait par le systeme CFX96 Touch™ Riead-TPCR Detection (BioRad, CA,
USA).

[1l. Reésultats

A. Ré-analyse de la cohorte hospitaliere de patiearts €NV pathogene
identifié par ACPA

1. Délétion au locuSVNT6/IHH/EPHA4/PAX3

a) Description foetopathologique et moléculaire

Nous décrivons ici le cas d'un faetus de sexe famdoint la grossesse a été interrompue a 15
semaines d’aménorrhée pour un syndrome polymalfifrassociant un volumineux hygroma
kystique, des polydactylies, une phocomélie, dessreyperéchogenes, et une méga grande
citerne.

Un examen foetopathologique a pu étre réalisé. detud était macere, avec des plages
d’épidermolyse représentant 80% de la surface celipo On note cependant qu’il est

hypotrophique. L'examen externe retrouve une dodbide palatine, et des oreilles trés
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basses implantées. Les organes génitaux externearabigus avec une impression de défaut

de fusion des bourrelets urétraux, le terme prétit@nt cependant I'examen.

Il existe une micromélie globale a prédominancezamélique, avec des ptérygiums
scapulaires. On observe une polydactylie des 4émxtes. Aux membres supérieurs, on
compte 8 doigts a chaque main, avec pour la maitedune impression de main en miroir,
avec duplication du premier rayon. Aux membresriatés, il existe 7 orteils au pied gauche
et 6 au pied droit dont un hallux élargi.

L’examen viscéral macroscopique retrouve differerdaomalies. La vésicule biliaire n’est

pas retrouvée. On observe une polysplénie. Lesnesg@énitaux internes sont féminins,
anormaux, avec un utérus mal visible. La dissecBegmentaire du coeur et des gros
vaisseaux met en évidence un seul gros vaisseaudeiex oreillettes sont visibles avec un
situs normal. L'aorte est a cheval sur les deuxtinaies avec une large communication
interventriculaire. Aucun tronc artériel pulmonamé&st identifiable. Il n'y a pas d'artére

pulmonaire issue de ce tronc artériel unique. L'esa de la crosse permet de mettre en
évidence une possible collatérale aorto-pulmoriagee de I'isthme et rejoignant le poumon

droit et une autre issue de I'aorte descendantlgggsumon gauche.

Des CGH-array 60K, puis 180K ont éte realisées théaetus. Celles-ci ont mis en évidence
la présence d’'une délétion interstitielle hétératggle novo d’'une taille minimale de 972 kb
en 2935 : chr2:g.(219912758 219928949) ( 2209D0220931554)del(hg19Figure 30).

Afin de préciser la position du point de cassumgroenérique, nous avons realisées plusieurs
gPCR successives dans la zone d’incertitldgufe 31). Le point de cassure se trouve entre
400 et 1000 nucléotides en position télomériquergaport au genkHH, sans l'inclure dans

la délétion.
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Figure 30: Délétion au locuSVNT6/IHH/EPHA4/PAX3

On observe sur la visualisation des données du 8ibfe Browser que la délétion (fleg
rouge) emporte la barriere entre le TADEBHA4 (cercle bleu) et le TAD adjacer

comprenantHH (cercle rouge).
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Figure 31: Position des fragments amplifiés par gqPCR chézles par rapportIHH.
En noir, locus sauvagén vert, locusemporté par la délétiorLa borne de la déléticest
située en dehors ldHH, et en dehors d'une région identifie¢e commarque H3K27Ag,

pouvantcorrespondre au promoteullHH.

Cette délétion comprend 25 geérRefseq dont 5 géne©OMIM Morbid (NHEJ1, ABCBS,
DNAJB2, DES et OBSL1). Cependant, I'hap-insuffisance d’aucun de ces genes ne se
pouvoir expliquer la survenue de ce tableau polformatif, d’aprés les données de

littérature.

b) Description du locuWNT6/IHH/EPHA4/PAX3

Cette délétion est inclesdans une région de 4 Mb du chromosome 2, compuirnotamment
les geneSWNT6, IHH, EPHA4 et PAX3.

IHH code pour une protéine faisant partie de la fardifle protéines intervenant dans la \
de signalisatiorhedgehog comprenaniSHH, IHH et DHH, impliquées dans de nombre
processus du développement embryon(116) IHH intervient en particulier dans

régulation de I'ostéogénése et de la chondrogéeésst partiellement redondant avec Sl
Des variants faux-sensltfH sont responsables de 2 phénotypes dis : la brachydactylie
de type Al, de transmission doming117) et la dysplasie acrocapitofémorale,

transmission récessive(118par ailleurs, des duplications en tandem en anatlHH,

incluant des éléments de régulation distant, ahrabportées dans 4 familles, présentar
phénotype comprenant une syndactylie et une crgmos(119,120).IHH apparait donc
comme un gene majeur impliqgué dans le développedeniembre et dont la dérégulatio

de I'expression entraine des phénotypes varia
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Les 2 autres genes de la familedgehog sont également impliqués dans des maladies
mendéliennes. DHH est responsable d’'une forme dgém¢ésie gonadique associée a une
polyneuropathie(121). Des variants entrainant latepele fonction de SHH sont eux
responsables d’'une forme autosomique dominantdaphmsencéphalie(122). Nous pouvons
également noter que les genes codant pour desr@®téituées en aval de la cascade de
signalisation de SHH sont également impliqués ddiamitres formes d’anomalies du
développementPTCH1 dans le syndrome de Gorlin, ®LI3 dans le syndrome de Pallister-
Hall(123), le syndrome de céphalopolysyndactylie @eeig(124) et dans des formes

autosomiques dominantes de polydactylies(125).

WNT6 code pour une protéine de signalisation de la fanWINT, impliquées de maniére
fondamentale dans les mécanismes de proliféradiomolarité, et de destin cellulaire durant
'embryogénese. WNT6 a notamment été identifiee menmpliquée dans I'induction de la
formation de la créte neurale(126), et dans laesgion de la chondrogénese chez le
poulet(127).

EPHA4 code pour un récepteur a activité tyrosine kirtesk&a sous famille des éphrines. Il est
particulierement impliqué dans la régulation dgu@&ance axonale durant le développement
de la moelle épiniere(128). Chez la souris, il @ lbntré qUEPHA4 est exprimé durant le
développement des membres, et est nécessaire ianewvation. Cependant son inactivation
n'entraine pas de phénotype malformatif(129). CHeazmme, il a par ailleurs été mis en
evidence quEPHA4 joue un rble dans la séveéritépdanotype dans la sclérose latérale

amyotrophique(130).

PAX3 code pour un facteur de transcription de la fankleX, et joue un réle critique durant
le développement feetal, notamment par l'induction développement de la créte
neurale(131). Des variants hétérozygotes entraitaarerte de fonction d€AX3 sont
responsables du syndrome de Waardenburg de ty@2)l(taractérisé par une surdité
congénitale, des anomalies pigmentaires touchard, Iles cheveux et la peau, et une
dysmorphie caractéristiqgue avec dystopie des canf®ar ailleurs, des variants homozygotes
ont été rapportés chez des patients présentanyndrosne de Waardenburg de type 3, ou
Klein-Waardenburg, qui associe a un phénotype daréémburg un phénotype musculo-
squelettique avec une hypoplasie ou des contracies membres, une fusion des os du

carpe, ou une syndactylie(133).
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Le locusWNT6/IHH/EPHA4/PAX3 comprend donc au moins 3 genéd\T6, IHH et PAXS,
intervenant de fagcon essentielle durant le dévelogmt embryonnaire et faetal, et dont les
deux derniers sont connus pour étre impliqués dies maladies mendéliennes avec

anomalies des membres.

Par ailleurs, I'organisation spatiale du lodwsIT6/IHH/EPHA4/PAX3 a été étudiee(30,108)
via la réalisation d’expériences de Hi-C et de 4ADsddes cellules souches embryonnaires
humaines et chez la souris. Il a pu étre détermire cette région comprenait 3 TADs : un
TAD centromérique incluant les genédiT6 etIHH, un TAD médian comprenaBPHA4, et

un TAD télomérique comprenant le gePwX3.

C) Variants structuraux au locusMNT6/IHH/EPHA4/PAXS :

modeéle de Lupiafiez et collaborateurs.

En étudiant une cohorte de patients présentantademalies des membres, Mundlos et
collaborateurs ont pu mettre en évidence des uar&ructuraux de ce locus chez des patients
présentant 3 phénotypes distincts: une brachyligctyun syndrome F, ou une
polydactylie(108).

Dans chacun des cas, la simple haploinsuffisancimxpression d’'un ou des genes compris

dans le variant structural ne permettait pas digupr la survenue du phénotype.

Chez 3 familles présentant une brachydactylie tantcles ler et 2e rayons, les CGH-array de
haute résolution identifient des délétions hétégorss de 1,75 a 1,9 Mb. Ces délétions
incluent la barriere située entre le TADEBPHA4 et le TAD dePAX3, et peuvent donc

entrainer une interaction entre les deux génes.

Deux familles ou ségrége un syndrome F ont étéiéaadCe phénotype est caractérisé par
une syndactylie sévére et complexe, touchantfest # rayons aux mains, associée avec une
polydactylie des orteils(134). La réalisation dsgquencage de I'exome des membres de ces
familles n’a pas permis d’identifier de variant paat expliquer la pathologie. Néanmoins, la
réalisation du séquencage de génomes completsraspde mettre en évidence une inversion
hétérozygote de 1,1 Mb dans la premiere famillejnet duplication hétérozygote en tandem
de 1,4 Mb dans la seconde. Ces deux réarrangeraghfgour conséquence de mettre en
relation la partie centromérique du TADEPHA4 et le gen@VNT6(108).
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Un patient porteur d’'une duplication hétérozygoee9@0 kb comprenantH a été rapporté
comme présentant une déficience intellectuelle reéagsociée a une polysyndactylie des
mains et des pieds, des anomalies craniofaciakxssmacrocéphalie, et une agénésie du corps
calleux(135). Une seconde grossesse de la mere gatient, avec un autre partenaire, a été
interrompue a 18 semaines d’aménorrhée devantlarshce d’'un phénotype similaire. Ce
foetus portait également cette duplication, quiagpendant pas pu étre mise en évidence chez
la mére, correspondant a une probable mosaiqudrgdenlLes auteurs rapportant ces cas ont
rapproché cette présentation clinique du modeleirmdpoublefoot. Celui-ci présente
notamment une polydactylie des 4 membres, assactss anomalies cranio-faciales, et est
dd & une délétion de 600 kb située en 5’ du déte Dans le cas du patient porteur de la
duplication dIHH et dans celui du modéle mudoublefoot porteur lui d’'une délétion en aval
du gene, les remaniements chromosomiques respessdbl phénotype comprennent la
barriére située entre le TABWNT6/IHH et le TAD dEPHA4, permettant une interaction entre
ces 2 TADs.

Tous les variants structuraux retrouvés ont donga ponséquence une possible interaction
entre un gene du locus, et le TADEBHA4 (Figure 32).

Une étude d’expression sur des souris porteusesédesangements décrits, obtenues via
I'utilisation de la technologie CRISPR-Cas9, aé#isée. Il a été montré que les génes mis
en relation avec le TAD &PHA4 acquierent un profil d’expression dans les membres
correspondant normalement a celuElBHA4, principalement dans le mésoderme distal
antérieur(108).

Par ailleurs, des expériences de 4C chez les mémedsles murins ciblant les promoteurs de
WNT6, d’'IHH et dePAX3 ont pu étre réalisées. Celles-ci montrent la pré&sehez les souris
modeles d’'un signal dans le TADEPHA4, non présent chez la souris sauvage, et prouvant
I'existence d’interactions ectopiques entre le$édénts genes du locus et le TAD d’'EPHA4

résultant des variants structuraux.

Ces mémes expériences de 4C ont été réaliséessstibbblastes des patients présentant des

anomalies des membres, et retrouvent des réssiailaires.

L’ensemble de ces éléments suggere que le mécambysgopathologique de ces variants
structuraux est le contréle de I'expressiorVdéT6, IHH ou PAX3 par des enhancers régulant

normalement I'expression BPHA4. Ce contrble est permis par la disparition desidras
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situées entre les TADs, permettant des interacegohgpiques entre les promoteurs de ces 3

genes, et ces possibles enhancers situés dan®lel ERHA4.

Afin d’'identifier ces enhancers, les données pellile ChlP-Seq, d’hypersensibilité a la
DNase et de conservation ont été utilisées. Subleshancers candidats les plus forts, 2
étaient connus et préalablement étudiés dans tademdonnées d’enhancers VISTA(89). Les
3 autres ont été étudiés chez des souris transggnien utilisant le géne rapporteur LacZ.
Quatre de ces 5 enhancers montrent une activitZ hacniveau des membres durant leur
développement, dont 3 montrant un haut degré dergagition avec I'expression endogéne
connue dEPHA4.
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Figure 32: Résumé des remaniements au |aME 6/IHH/EPHA4/PAX3

Adapté de Lupiafiez et collaborateurs(108)
En A), données de Hi-C. On observe que le locusrgsinisé en 3 TADs distincts.

En B), C) et D), remaniements aboutissant aux pbénotypes différents : brachydactylie,|F-
syndrome et polydactylie. Dans chacun des caspligation de la barriere d’'un TAD dans|le
remaniement aboutit a une interaction ectopiquesant gene et un cluster d’enhancers sifués
dans le TAD dEPHAA.

A noter que la délétion que présente le feetus @ues mapportons correspond a la délétion

Dbf, retrouvée chez le modéle mudoublefoot.

d) Application du modele au cas fecetal

Si I'on applique ce modéle au cas de notre feetugbserve que la délétion minimum de 972
kb inclut uniguement la barriere entre le TAINT6/IHH et le TAD dEPHA4, et correspond
a la délétion présente chez le modéle mdoiblefoot. La conséquence de cette délétion chez

le feetus serait donc l'interaction entre le proraot@#IHH et le cluster d’enhancersEPHA4.

Le phénotype présenté par le feetus est par ailleésssimilaire a celui du modéle murin
doublefoot, ainsi qu’a celui du patient porteur d’une dugima d’IHH, avec notamment dans
ces 3 cas la présence d'une polydactylie en mifdir.peut noter cependant que le foetus
présente d’autres anomalies sévéres non retrowhdzsle patient porteur de la duplication,
comme la phocomélie, ou les anomalies génitale® des hypothéses pourrait étre que
I'absence de copie normalement exprimdélH sur I'un des alléles dans le cas de la délétion
aggrave le phénotype. Une autre hypothese quanéqgreut pas exclure est I'implication dans

le phénotype des génes inclus dans la délétion.

Il existe donc des arguments trés forts étayanpbtheése d’'une altération des TADS par
cette délétion au locuSVNT6/IHH/EPHA4/PAX3. Ce foetus constituerait le premier cas
humain correspondant réellement au modele mdoublefoot, et un nouvel exemple de

remaniement pathogéne a ce locus.
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L'exploitation des données de notre cohorte de @@Hy nous a permis également de
mettre en lumiére les CNVs décrits ci-dessous comreneidats potentiels a une altération de
TAD. Néanmoins, en raison de la difficulté d’inte¥ation des conséquences de ces CNVs
sur I'architecture de la chromatine, et en I'abged@tude fonctionnelle, il convient de rester

prudent quant aux conclusions a en tirer.

2. Délétion au locusD4/E2F3/S0X4

a) Description Clinique et moléculaire

Nous décrivons ici le cas d’'un garcon de 4 ansg’'ong couple non apparenté. Il s’agit du

premier enfant du couple. L’histoire familiale rt'g&s informative. Il a une soceur cadette, en
bonne santé. La grossesse s’est déroulée sansicatiopl. || est né a terme, avec un poids de
2,415 kg, pour une taille a 48 cm et un périmetédnien a 34 cm. Il présente une fente

palatine postérieure avec luette bifide, traitéeuchicalement.

A I'age d'un an, des examens d'imagerie sont réalidevant une augmentation de son
périméetre abdominal, et retrouvent une tumeur liéale droite, avec métastases
pulmonaires. L'examen anatomo-pathologique conaluin néphroblastome de sous type
épithélial.

Il évolue par ailleurs avec un décalage modérédasisitions, avec une marche acquise a 18
mois, et un retard de langage avec quelques mdi&ga de 4 ans. A noter qu’apres

réévaluation a distance, I'évolution sur le plagratf est favorable, et ce décalage a pu étre

le fait d’'un hospitalisme.

A l'examen clinique on note plusieurs critéres physs mineurs, a savoir des bosses
frontales, une racine du nez large, un philtrumgl@vec lévre supérieur fine, et un pli

palmaire transverse unique gauche.

Une CGH-array 60K a été réalisée, et retrouve éggnce d’'une délétion interstitielle a I'état
hétérozygotade novo de 389 kb au locus 6p22.3 : chr6:9.(21390094) 712&878)(hg19)del.
Cette délétion inclut 2 génes codaResSeq : CASC15 et SOX4 (Figure 33).
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Figure 33: Délétion au locusD4/E2F3/SOX4

En vert sombre, la délétion présentée par notreermgaén 6p22.3 [arr 6p22.3(21,390,094-
21,778,878)](Array-CGH 60K, hgl9). Au-dessus, daméle Hi-C publiées par Dixon et

collaborateurs(30).

CASC15 est inclus dans un locus de prédisposition auaidastome(136), et est associé a la
progression du mélanome(137). Il n'existe cepenge® d’autre argument pour relier la
délétion de ce gene au phénotype présenté par patient, bien qu’il puisse participer au

mécanisme de survenu du néphroblastome.

SOX4 code pour un facteur de transcription de la fan8i@X, et fait partie du sous-groupe
SOX C, aveSOX11 et SOX12(138). Ces 3 facteurs de transcription présenteritaut degré
d’homologie, ont des patterns d’expression prochets,des fonctions se recoupant
partiellement. Par ailleurs, des délétions hétégotes et des variants hétérozygalesovo
entrainant la perte de fonction @X11 ont été rapportés chez des patients présentant un

phénotype correspondant au syndrome de Coffin{$8%.
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SOX4 est connu pour avoir un réle critique durant I'eyadgénese(140), et en particulier dans
la neurogénese(141-143). Par ailleurs, il a ététmoqgue SOX4 est nécessaire a la
néphrogénéese, et est une cible de WT1(144). WTdlrestprotéine a doigt de zinc pouvant
agir comme activateur ou répresseur de la trartgmmipen fonction du contexte cellulaire.
WT1 est impliqué dans différentes formes syndromigieeprédisposition a la survenue d’un
néphroblastome comme le syndrome WAGR(145), le reynd de Denys-Drash(146) et le
syndrome de Frasier(147). Des mutations somatide®él' L sont par ailleurs retrouvées dans
5 a 10% des néphroblastomes de survenue sporatd@)ell joue par ailleurs un rdle majeur
dans le développement du systeme uro-génital(140famille de facteurs de transcription
SOX-C interagit également avec la voie V@rtAtenin durant la formation du cartilage de
croissance(150). Par ailleurs, il a été montré $0x4 est également impliqué dans la fusion
et I'extension du palais durant I'embryogénese(18¥) role dans la formation du palais peut

étre rapproché de I'existence d’'une fente palatirez notre patient.

Des modéles animaux KO po8DX4 ont été réalisés. La souris KO pour SOX4 n’est pas
viable, avec une mort foetale a E14. Elle préseate malformations cardiaques, dont une
communication interventriculaire et un deéveloppetmemcomplet de la valve
pulmonaire(152). Le modele murin avec double déhe80OX4-SOX11 spécifique du cortex
présente une réduction de la taille des hémisplwr@braux et des bulbes olfactifs(142). La
souris avec délétion de SOX4 spécifique des néghmmésente un nombre réduit de
néphrons(144).

SOX4 est également impliqué dans la tumorigénesedereux cancers. Il a été montré que
SOX4 peut étre considéré comme un biomarqueur deasapronostic dans le carcinome de
la vésicule biliaire(153), le cholangiocarcinomef)l5le cancer de la prostate(155), et le
cancer du poumon non a petites cellules(156). Un mécanismes physiopathologiques
possibles expliguant cela est un role anti-apopietide SOX4, comme suggéré par des
expériences d’ARN interférent réalisées sur desekg cellulaires dérivées de carcinome

adénoide kystique(157).
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b) Etudes complémentaires

Dans I'hypothése d’un modele “two-hit” de Knudsomus avons réalisé le séquencage de
SOX4 par technique de Sanger a partir d’ADN extraindphroblastome de notre patient, a la
recherche d'un second événement. Nous n'avonsukgiraucun variant délétere dans la
séquence codante, ni dans les jonctions intronesexbous avons également réalisé ce
séquencage sur de 'ADN issu de néphroblastom@&sailgres patients, présentant des formes
familiales de néphroblastomes. Nous n’avons pasphas mis en évidence de variant chez

ces autres patients.

Nous avons réalisé des expériences de RT-PCR @ @g&RN extrait du rein sain et du
néphroblastome de notre patient, de 2 patients agpbroblastome familial, ainsi que de
reins sains de 2 contrbleBigure 34). Nous avons mis en évidence une surexpression de
S0OX4 dans le néphroblastome du patient, comparativemeanh rein sain, avec un ratio de 10
(n=4). Chez les 2 autres patients, on retrouveeégaihit une surexpression comparativement

au rein sain, avec des ratios de 4 et de 6 respeutint.

S0OX4 est un géne frequemment surexprimé dans de nombegicers(158). Cependant, une
surexpression apparait comme paradoxale chez rmmdtent porteur d'une délétion
hétérozygote de&SOX4. Cette surexpression pourrait néanmoins étre itedtss différents
remaniements génomiques tardifs se produisant dares tumeur, et n’apporte pas
d’'information sur le niveau d’expression d&OX4 durant les premieres phases de la

tumorigénése du néphroblastome, durant la vie éoetal
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Figure 34: Etude d’expression dgXx4

Cette étude d’expression @OX4 a été réalisée dans du tissu rénal sain (RS) ret kg
néphroblastomes (NB) du cas index, de 2 autresriati et de 2 contrbles. Le niveau

d’expression est normalisé par rapport a 2 genegéflrence,B2M et GUSB, et la

significativité a été testé par un test de Stuentp<0.001)

C) CNV au locud D4/E2F3/S0X4 dans la littérature

Les données sur les différents roles biologiqueS@X4 suggereraient donc un lien causal
entre la délétion hétérozygote @OX4 présentée par notre patient, et la survenue d'un
néphroblastome. Cependant, I'étude de T/ARNm n’a pwntré de baisse d’expression de
OX4, dans I'hypothése ou le mécanisme physiopathalegicserait une simple
haploinsuffisance de SOX4. Le séquencage de kadlatrans de la délétion n'a pas non plus

mis en évidence la survenue d’'un second éveneropratgjue.
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De plus, Flottmann et collaborateurs(109) ont rag@p@lusieurs patients présentant des
délétions au locus 6p22.3, comprenant le g8d¥4. Or aucun cas de néphroblastome ni
d’autres cancers n’a été décrits chez eux, démurgie la seule délétion X4 n'est pas

suffisante pour induire la survenue d'un néphrdblag Figure 33).

Cette étude a été réalisée dans le but d’identi@ercauses moléculaires conduisant a la
survenue de la dysplasie mésomélique de type S$ayan. Cette maladie est caractérisée par
une absence de fibula et des tibias triangulaireshypoplasiques, associés a un
raccourcissement mésomeélique modéré des membréseup, avec élargissement proximal
des ulnas(159). Chez trois patients présentanthéaqtype, Fl6ttmann et collaborateurs ont
retrouvé la présence de délétions hétérozygiea®vo au locus 6p22.3, incluant 4 génes :
MBOAT1, E2F3, CDKAL1 et SOX4. Un patient précédemment décrit dans la littéeatur

présentait également une délétion similaire(160).

Les auteurs rapportent également un autre pati&septant une déficience intellectuelle,
sans signe de dysplasie osseuse, porteur d’'ungotélétérozygote de ce méme locus, et
incluant un gene supplémentaire en plus des 4 i@g-de gendD4. Le cas de cet autre
patient montre que I'haplo-insuffisance BBOAT1, E2F3, CDKAL1 ou SOX4 ne peut pas
étre le mécanisme physiopathologique de la surveleula dysplasie mésomélique de type

Savarirayan.

D’aprés les données de Hi-C de Dixon et collaborat0), ce locus est constitué de 3
TADs : un TAD télomérique comprenaii24, un TAD médian comprenaMBOAT1, E2F3,
et CDKALL, et un TAD centromériqueSOX4 se situe au niveau de la barriere entre le TAD

médian et le TAD centromérique.

Par ailleurs, les données de ChlIP-Seq publiée€ptreyet al(161) permettent d’identifier
deux enhancers potentiels spécifigues des memhohss dans le TAD centromérique de ce

locus.

Les délétions des 3 patients présentant une dysptesomélique emportent la barriere entre
les TADs télomérique et médian, le TAD médian dsms intégralité et la barriére entre le
TAD médian et le TAD centromérique. On peut donédpe que la conséquence sur
I'architecture du locus sera la création d’un né&dTcomprenantiD4 et les 2 enhancers

spécifigues des membres, permettant une interadire eux, et donc une expression
ectopique d’'ID4 dans les membres. Il a été monwédDg a une fonction dans la

différentiation des ostéoblastes, et que le mod@lgn Id4” n’est pas viable, et présente un
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retard de croissance sévere(162). Une expresstopigae diD4 dans les membres pourrait

donc expliquer la survenue d’'une dysplasie mésauelchez ces patients.

Ce modéle explique également I'absence de phénstypelettique chez le patient présentant
une déficience intellectuelle : la délétion donest porteur inclue le gen®4, qui ne peut

donc pas étre déerégulé.

d) Application du modele de Fléttmann

Si I'on appligue ce modéle physiopathologique ddtion que présente le patient que nous
rapportons, nous pouvons observer que la délétiihpgésente inclut seulement la barriére

entre les TADs médian et centromérique, situéexrimité deSOX4.

Les 3 autres genes délétés chez les patients tagsene dysplasie mésomeéliqidBOATL,
E2F3 et CDKAL1, sont donc potentiellement dérégulés par une mseontact avec des
enhancers situés dans le TAD centromérique.

MBOAT1 appartient a la super famille des O-acéaylsférase membranaire(163), et
CDKAL1 est une méthylthiotransférase(164). Il n&ri pas d’argument dans la littérature

permettant de relier une dérégulation de ces ggfesurvenue d’'un néphroblastome.

E2F3 est lui un facteur de transcription oncogemana et précédemment étudié(165-167),
faisant partie de la famille des protéines E2Ferangissant avec pRB, et impliquées de facon
critigue dans le contréle du cycle cellulaire. Oasp un lien entre I'expression E2F3 et
l'agressivité des tumeurs de Wilms a été mis erdeihdge(168). On peut donc faire
I’hypothése qu’une surexpressiorEdF3, due a sa position dans un néo-TAD comprenant un
cluster d’enhancers, a pu intervenir dans la sweethun néphroblastome chez notre patient.

Un argument qui renforcerait cette hypothése s@agirésence d’'un enhancer actif dans les
tissus rénaux en formation a proximité du clustenldancers spécifiques des membres. Cette
présence d’enhancer peut étre supposée : il glagie région inter-génique pauvre en gene,
et montrant une zone annotée comme enhancer foptugieurs lignées cellulaire a partir des
données issues du projet ENCODE(169). Il n’existanmoins pas de données obtenues a

partir de cellules embryonnaires rénales.

Le phénotype de notre patient, associant une feadtgine, des criteres physiques mineurs et
la survenue d'un néphroblastome pourrait étre ddaca la conjugaison d’'une haplo-
insuffisance deSOX4, et de la dérégulation E?F3. Ce cas a pu faire I'objet d’'une
publication(170).
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3. Délétion au locu§&MN2

Nous décrivons ici le cas d’'un enfant de 16 ansess® en consultation de génétique
pour bilan étiologique d'un retard des acquisiti@isd’une obésité. Il s'agit d’'un enfant
unique, issu d’'un couple non apparenté. A l'intgatoire, on retient I'existence de troubles
des apprentissages chez sa mére, qui a arrétélaatécen CM1-CM2, ainsi qu’un surpoids
chez son peére. Le reste de I'histoire familialesh’pas informative. La grossesse pour cet
enfant s’est déroulée sans complication. La nagtgsaneu lieu par césarienne pour bassin
étroit a 39 semaines d’aménorrhée. A la naissd@deGAR était a 10/10. Le poids était de
3,280kg pour une taille a 50cm et un PC a 35cm.|@auite, il a évolué avec un retard
prédominant sur le langage, sans retard sur lerptateur, avec une marche acquise a I'age de
10 mois. Il présente notamment des troubles derdagmciation et une difficulté dans la
construction des phrases. Il est actuellement gsélan 8™ ULIS, et bénéficie d’un suivi
orthophonique. Dans ses antécédents, on note upgdatectomie en 2011, et un syndrome
d'apnées du sommeil appareillé. Sur le plan du astement, il est décrit comme plutét
sociable et ne présente pas d'agressivité, nialdrance a la frustration.

A I'examen clinique, il pese 97,5kg (+4,6DS) pouedaille a 170,5cm (+0,3DS) et un
PC a 57,5cm (+0,9DS). L'IMC est calculé a 33,7kg/ifexamen clinigue montre une
obésité faciotronculaire avec une bosse de bis@xidte un épicanthus bilatéral. L’examen
des extrémités met en évidence une hyperlaxitépatites articulations, une syndactylie
cutanée partielle II-11l. 1l existe un acanthosigritans discret au niveau du cou. La puberté

est a un stade normal pour son age G4P4.

Dans le cadre des explorations a visée étiologignejosage du taux de leptine a été
effectué, et retrouvé normal. Un caryotype et uleHF22q11.2 ont été réalisés, également

normaux.

Des CGHe-arrays 60K, puis 180K identifient une déléthétérozygote en 1943 d’'une
taille maximale de 819kb, emportant un géne codaHRMS3, et située & 25kb en amont du
geneFMN2. Les parents de ce patient n'ont pas souhaitésegdlétude de la ségrégation de

ce variant.

L’étude des données publiées de Hi-C(30) montre cpite délétion emporte une
barriere du TAD comprenail@HRM3, situé en position centromérique par rappoRMIN2
(Figure 35).
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Figure 35: Délétion au locusMN2

La visualisation des données permet d’observelajdélétion se situe en amontEIN2, et

une CGH-array 180K a été réalisée, dont le desgm sbndes est visible en orange.

coordonnées de la délétion détectée par cette G@iy;al’'une taille minimale de 751Kkb,

ci n’inclut pasFMN2. Par ailleurs, on peut noter la correspondance éatbarriere entre les

piste de la segmentation de la chromatide ChromHMM.

interrompt la barriére entre deux TADs adjacentin Ae préciser les bornes de la délétipn,

Les

et

maximale de 819kb, sont précisées sous I'étiqueBReletion 180K » : on observe que celle-

deux TADs, et la présence d’une fixation d’insulatsur toutes les lignées cellulaires, suy la
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CHRMS3 code pour le récepteur muscarinique a l'acétyloBolM3. Ce récepteur est

responsable de la neurotransmission du sphincfeliaite de I'iris et du muscle détrusor.

Dans la littérature, on retrouve le cas de plusiqatients présentant un variant perte de
fonction homozygote du ger@éHRM3(171,172). Ces patients présentent une atteinta de
vessie, allant d’'une incapacité a réaliser unengdacompléte par acontractilité du détrusor a
un prune-belly-like syndrome. Ces patients présemtar ailleurs une mydriase aréactive. Ces
symptdémes sont donc en rapport avec la perte detidonconnue de CHRM3, et tres
similaires & ceux que présentent le modéle m@hHmMm37(173). Cependant, il n’existe pas
dans la littérature d’arguments laissant a pensgerlg délétion hétérozygote de ce gene soit

impliquée dans le phénotype de notre patient.

FMN2 code lui pour la formine 2, protéine faisant pades 15 protéines formines identifiées
dans l'espéce humaine. Ces protéines sont carséripar la présence d'un domaine
catalytigue formin homology 2 (FH2), et sont touiespliquées dans la régulation du
cytosquelette d’actine(174). Via son action surdimamique du réseau d'actine, FMN2
coordonne la relocalisation du fuseau mitotique alescytes murins durant la métaphase |,
permettant I'établissement de la polarité cell@at I'élimination du globule polaire(175). A
noter que les femelles du modéle muFmn2” présentent une hypofertilité, liée a un défaut

de cette fonction.

FMN2 joue également un réle dans le systéme nerveurategt est majoritairement exprimé
dans le cerveau en développement, ainsi qu'a kBgaulte(176). Il s’agit notamment d’'un
gene identifié comme étant régulé par I'apprengjesehez la souris, avec la présence d’'une
acétylation des histones H4K12 apreés realisatiotesis de conditionnement a la peur(177).
De plus, le modeéle muriBmn2” présente un défaut d’apprentissage par associatiea sur

le plan neuro-anatomique une densité d’épines depdrs diminuée au niveau des

hippocampes(178).

Chez I'humain, des délétions hétérozygotlesnovo de FMN2 ont été rapportées chez 2

patients présentant une déficience intellectuel@(80). Par ailleurs, des variants bi-
alléeliques entrainant la perte de fonction de FMiNRété rapportés chez 5 individus issus de
2 familles consanguines différentes et présentané wéficience intellectuelle non

syndromique(178). Les cellules neurales dériveesdllelles pluripotentes de ces patients
présentent une densité synaptique réduite. Celatssiconcordant avec les anomalies neuro-
anatomiques présentées par le modele murin KO esofatveur de I'hypothese que FMN2 est
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nécessaire a la régulation du réseau d’actine tleadéveloppement, la maturation et le

remodelage synaptique.

Si I'haplo-insuffisance dé&MN2 entraine un phénotype, il a également été monied g
surexpression dd-MN2 dans des modeéles cellulaires NIH/3T3 entraine mbirtantes
modifications des réseaux d’actine et de microteshubvec une diminution du nombre de
fibres de stress(181).

La dérégulation spatiale ou temporelle de I'expoesdeFMN2 due a la disparition d’'une des
barrieres du TAD ou il se situe pourrait donc jouan rbéle dans le phénotype

neurocomportemental de notre patient.

4. Délétion au locus WBE2A

Nous décrivons ici le cas d'un patient agé de 24, at suivi dans le cadre d'une
encéphalopathie épileptique. Il s’agit du premigiaat d’'une fratrie de deux, issu d’un couple
non apparenté. Il a une sceur puinée, en bonne. damt§rossesse s’est déroulée sans
particularité, et il est né a 37 semaines d’amém@arpar césarienne, sans notion de souffrance
néonatale, avec des mensurations normales. Il k& zaiite évolué avec un retard de langage,
ainsi qu'un léger retard sur le plan moteur, avee station assise acquise a 7 mois et demi, et
une marche a 21 mois. Il présente par ailleurs gbirrants troubles du comportement, ainsi
gu’'une épilepsie a type d’absences, contrdlée BEERBAKINE. A I'examen clinique, on ne
retrouve pas de criteres morphologiques notabtéséeolue sur la courbe des +2 DS pour le
poids, +2,5 DS pour la taille et +2,5 DS pour le R@ été pris en charge jusqu’a I'age de 20
ans en IME, puis a été orienté vers un foyer odimpel. Sur le plan des examens
complémentaires, une IRM cérébrale a été réalisémteouvée normale. Le caryotype
standard réalisé est normal, et le séquencage péanel de génes impliqués dans les
encéphalopathies épileptiques par technologie N@Spas mis en évidence de variant
pathogene. La réalisation d'une CGH-array 60k aepsdpnt mis en évidence la présence
d'une délétion de 230kb située en Xg24, et comprerda genes codantsPGRMCL,
9. C25A43, et SLC25A5. Cette délétion est par ailleurs située a 108kkamont du géne
UBE2A. Les données de Hi-C montrent que cette délétioarrpit emporter 'une des
barrieres du TAD dJBE2A (Figure 36). Cependant, il faut noter que si cette barrisse e
visualisable sur la matrice d’interaction, et gl€ese colocalise a des marques annotées
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comme insulateur par ChromHMM, elle n'est pas adaatomme barriere par I'algorithme
Arrowhead. De plus, la zone d’incertitude de la C&thy est de 68kb a cette borne, ne
permettant pas de conclure sans autre analysegdakutive quant aux conséquences de cette

délétion sur I'architecture du locus.

UBE2A code pour une E2 ubiquitine ligase, impliquée con@seautres protéines de cette
famille dans la dégradation protéique par le psmgee. Initialement identifié comme
’lhomologue de la protéine Rad6 chez la levure, BBEst impliquée dans la réparation de
'ADN et la répression de la transcription, et joua rble dans l'apprentissage et la
mémoire(182). Des variants entrainant la perteodetion d’UBE2A ont été mis en évidence
chez des patients présentant une déficience ictieite syndromique lié a I'X, dite de type
Nascimento(183), caractérisée par une macrocépladlipar des traits dysmorphiques
comprenant notamment un synophris, des rebordsaarproéminents et des yeux enfoncés
dans les orbites, une macrostomie, un hirsutisme, implantation anormale des cheveux
avec tourbillons anormaux, un micropénis et unecbaglystrophie. Les meres porteuses de
ces variants déléteres ont une intelligence normaais peuvent présenter une légere
dysmorphie(184).

Des délétions emportabiBE2A ont également été rapportées chez des patiergsrpait un
phénotype similaire(185), renforcant I'hypothéses da mécanisme physiopathologique de
cette maladie est une haploinsuffisanc&BRE2A. Cing de ces patients porteurs d’une
délétion en Xg24 présentent également une comntioricaterventriculaire, qui n’est pas
rapportée chez les patients porteurs d'un variamciuel dUBE2A. La présence de cette
cardiopathie congénitale a été attribuée par ldsuas(185) au fait que ces délétions
emportaient égalemenBLC25A5, gene codant pour un translocateur mitochondrial de
nucléotides a adénine, et dont le modele murin K&3gnterait des malformations cardiaques

similaires.

La délétion portée par notre patient pourrait dahoutir a une dérégulationWBE2A, qui

jouerait un réle dans la survenue de I'encéphalopafu’il présente.
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Figure 36: Délétion au locus tWBE2A

La visualisation des données de Hi-C semble mommuer cette région est organisée en 3
TADs, surlignés en noir. Cependant, ces donnéeseptént un bruit de fond important,

génant une identification non équivoque des TADs.barriere entre le TAD médian ef le

TAD télomérique n’'a pas été annotée comme tellel’plyorithme Arrowhead (pointillés
rouges), mais semble bien présente, et corrélée lavprésence de motifs de fixation|de
CTCF (en bleu sur la segmentation de la chrom&@imemHMM). Par ailleurs, le design des
sondes de CGH-array 80K (piste Microarray Probesgetvert) laisse une zone d’incertitiude

de 68kb pour la borne télomérique.
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En 2013, des patients présentant des délétiontasiesi ont été rapportés dans la littérature
par Vandewalle et collaborateurs(186). Ces patisstss de 3 familles différentes présentent
une déficience intellectuelle, sans criteres dygmmiogues notables. Les auteurs font une
hypothése différente que celle de la dérégulati&BE2A. La région minimale critique des
délétions de ces patients comprend 2 geRa325A43 et S C25A5, et une délétion emportant
uniguemenB8LC25A43 a été mise en évidence chez un gar¢con asymptareatar ailleurs, il

a été montré quesLC25A5 a une expression cérébrale, notamment dans lexcat
hippocampe. Vandewalle et collaborateurs(186) ppsent donc que seule
I'haploinsuffisance d&LC25A5 est responsable du phénotype de leurs patientpotémtiel
effet de position SUBE2A a néanmoins été envisagé, et une étude de I'esipredUBE2A

par RT-gPCR sur lignée lymphoblastoide a été @gli;me montrant pas de différence

d’expression par rapport aux contréles.

Il est tout a fait possible que I'haploinsuffisardeS_C25A5 joue un rble dans le phénotype
de ces patients. Néanmoins, des critiques peuvenggises par rapport a cette hypothése.
Le phénotype des patients porteurs d’une délétimpogtantUBE2A et S C25A5 ne semble
pas étre plus grave que celui des patients port#ursvariant ponctuel BE2A, comme
attendu siS_C25A5 était a lui seul responsable d’'une déficiencdlettuelle. Par ailleurs, la
dérégulation de I'expression d’'un gene par uneungptle barriere de TAD peut étre a la fois
tissu spécifigue et propre a un stade de développenl’absence de différence de
I'expression dUBE2A par rapport aux contrles dans les lignées lymialst@ides indique
gue ces délétions n’entrainent pas de dérégulatmssive et ubiquitaire, mais n’apporte pas
d’élément quant & une possible dérégulation dulameurogénese. De la méme facon,
l'absence de dysmorphie comparable entre les patiempportés par Vandewalle et
collaborateurs(186) et les traits caractéristiqieda déficience intellectuelle de Nascimento
montrent que cette potentielle dérégulatiodBE2A n’est pas une simple haplo-insuffisance,

mais peut-étre des changements plus subtils dathémna d’expression.

En I'absence d’études fonctionnelles supplémergalieffet exact des délétions en Xq24 sur
les différents genes du locus ne peut étre affirmbél, est possible qu'un effet combiné sur
S.C25A5 et UBE2A soit responsable du phénotype. Dans tous lescetts, délétion semble

constituer 'anomalie causale chez notre patiemat. vérification de la ségrégation de ce

variant dans la famille sera prochainement réalisée
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5. Délétion au locu$1BD5

Ce patient né en 2010 est pris en charge dans WSPAextérieur au CHU de Bordeaux dans
le cadre du suivi d'un retard des acquisitionpréisente une déficience intellectuelle modérée
isolée, sans élément retenu comme notable a I'exates criteres physiques mineurs. Dans
les antécédents familiaux, on note de possiblésuliés d’apprentissage chez son pere, sans
autre exploration. Afin de compléter les élémetitsques disponibles pour ce patient, il sera

prochainement revu au sein d’un service de géretiggdical extérieur.

La réalisation d’'une CGH-array 60k a permis de raeth évidence une délétion de 74 kb en
2022.3 (chr2:148657042-148731085), incluant dewmegé&odantACVR2A et ORC4, et dont

la zone d'incertitude comprend une partie de laisdge codante durf® gene,MBD5. La
réalisation d’'une CGH-array 180k a permis de mi@u&ciser les coordonnées de cette
délétion : celle-ci est alors estimée a 87kb (d#2657042-148743939), et en définitive
n'inclut pasMBD5. Une étude de la ségrégation a été réalisée, \ari@nt est hérité du péere

du patient.

La visualisation des données sur le 3D Genome BR¥owsermet de voir que ce locus est
organisé en 2 TADs distincts, dont la frontieresgee entreACVR2A et ORC4 (Figure 37).
La délétion emporte exactement la région préditerne étant la barriére entre ces 2 TADs.
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Figure 37: Délétion au locuMBD5
On observe que cette délétion comprend la bardiereux TADs adjacents.

Afin de préciser les bornes de la délétion, une &faidy 180K a été réalisée, dont le design

des sondes est visible en orange. Les coordoneédlesdélétion détectée par cette CGH-atray
sont précisées sous I'étiquette « Deletion 180K observe que celle-ci n’inclut pas le gg
MBD5.

ne
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ACVR2A code pour lI'un des deux types de récepteur ailiaet et jouerait un role de
régulation autocrine ou paracrine dans le plack8®( ainsi que dans I'axe
gonadotrope(188). Il n’existe cependant pas d’aentrdans la littérature permettant de relier

une délétion hétérozygoteACVR2A au phénotype de notre patient.

ORC4 code pour un homologue humain d’'une sous-unit€odeplexe de reconnaissance des
origines de réplication chez la levure. Des vagaitalléliques de ce géne ont été identifiés
comme responsables du syndrome de Meier-Gorlinmdorde nanisme primordial
microcéphalique(189) de transmission autosomiqoessdve. Outre le retard de croissance et
la microcéphalie, ce syndrome est caractérisé paidysmorphie incluant des petites oreilles,
et une absence ou une hypoplasie des rotules. Opeunk pas exclure qu’une délétion
hétérozygote de ce géne ne participe pas au plpdg/notre patient. Cependant, celui-ci ne
présente pas les symptomes spécifiques du syndaendleier-Gorlin, et les variants
hétérozygotes ORC4 n'ont pas été associés a un phénotype dansédeatiite. De plus, 62
individus de la base de données GnomeAD(190) simtéyrs d’'un variant frameshift ou non-

sens a I'état hétérozygote daDRCA.

MBD5 code pour une protéine appartenant a la famillepdettines a domaine de fixation
aux meéthyl-CpG, et jouerait un role dans la régoate la transcription. Ce géne a éte
associé a la survenue de déficience intellectuldléransmission autosomique dominante, et
ce via différents mécanismes moléculaires possibBles délétions en 2g23.1 incluamBD5

ont d’abord été identifiees chez des patients ptasé une déficience intellectuelle, associées
a des troubles du spectre autistique (191,192)s Has variants hétérozygotes perte de
fonction(193), ainsi que des duplicationsMBD5 entrainant une surexpression(194), ont été
rapportés comme associés a des phénotypes similiBD5 apparait donc comme un gene
dont la dérégulation, quelle gqu’elle soit, entratme phénotype comprenant une déficience
intellectuelle et/ou un trouble du spectre autigtiqFigure 38). A noter que 3
études(94,193,195) ont rapporté des patients dlanbmalie deMBD5 a été transmise d’'un

parent sain, suggérant une expressivité variable.
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Figure 38: Phénotypes neurodéveloppementaux liesMBD5: un gene, difféerents

mécanismes
Adapté de Mullegama et Elsea(192)

La sévérité du phénotype lieNBD5 est fonction du degré de dérégulation de I'expoess
induit par 'anomalie moléculaire présentée papdtient. Néanmoins, haploinsuffisance et
surexpression induisent le méme phénotype, comptena retard global, des trajts

autistiques, et une épilepsie.

La délétion que présente notre patient pourraitiledune dérégulation deIBD5, via la
disparition d’'une barriere de TADs. Un autre mésar@ physiopathologique est néanmoins
possible : la délétion pourrait inclure un élémeggulateur deMBD5, dont la disparition
expliquerait a elle seule la dérégulation. Cepetydas données disponibles ne mettent pas en

évidence l'existence de tels éléments régulateurs.

Le fait que cette délétion soit héritée du peresin’pas un élément en faveur d'une

pathogénicité certaine. Cependant, celui-ci pré&saittdes troubles des apprentissages, et il a
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été montré que les phénotypes neuro-développemeassociés a une dérégulationMiBD5

sont d’expressivité variable, avec des varianteqmEines parfois hérités de parents sains.

Des études de I'expression BBD5 par RT-gPCR sur lymphocytes chez notre patiemtrger

prochainement réalisées, afin de mettre en évidegite possible dérégulation.

6. Duplication au locu¥WVASHC5

Nous décrivons ici le cas d'un patient né en 2@6adressé en consultation de génétique
pour une association malformative. Dans ces angdtgédamiliaux, on note une surdité chez
le grand-péere paternel et des troubles cardiagéesssitant une chirurgie chez l'oncle
paternel. Du c6té maternel, les parents, un frérgne sceur sont atteints de trouble visuel,

sans autre précision.

La grossesse s'est déroulée sans particularitéa@olichement a eu lieu a 38 semaines
d’aménorrhée par voie basse. Il n'y a pas eu dé#raage néonatale, et le poids de naissance
était de 2,027 kg. Durant la période néonatal@aheen clinique retrouve une fossette sacree,
ainsi qu’'une microtie bilatérale asymétrique, prédmnt a gauche. L’exploration ORL
retrouve une surdité de transmission bilatérales¢anner des rochers a mis en évidence un
aspect dysmorphique des deux enclumes et une nsawiaualisation des étriers ainsi qu’une

absence de contact entre les osselets et I'omidene.

Une échographie cardiague met en évidence une oaration inter-auriculaire, qui sera
opérée a I'age de 7 ans. Les radiographies dugacbintrent par ailleurs une hypoplasie C4-
C5 associée a un pincement discal postérieur.

Sur le plan psychomoteur, la marche a été acquis® raois, et un retard de langage a été
constaté en raison de son atteinte auditive. Ddpuigise en place d’'un appareillage auditif,

I'évolution sur le plan psychomoteur est bonne cauge scolarisation en milieu ordinaire.

A I'examen clinique a 7 ¥ ans, il pése 20 kg (-1) P&ur une taille & 122 cm (Médiane) et un
périmetre cranien a 48 cm (-3,5 DS). On note uryenétie faciale discrete, une microtie
bilatérale plus marquée a gauche, des cils lorrgagea rectiligne, une microstomie, un aspect
anormal des dents pouvant étre en rapport avecalies notamment des canines supérieures,
un pli palmaire transverse unique a droite et wssdtte sacro-coccygienne profonde borgne.
Il existe une hyperlaxité des coudes et des gembes: pieds plats prédominants a gauche et

une discréete exostose claviculaire.
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La CGH-array 60k réalisée a mis en évidence lagmess d’'une duplication de 174 kb en
8024.13 (ch8:125989614-126163472), comprenant rentént 3 genes codantBNF572,
OLE et KIAA0196 (Figure 39). Un £™ géne est lui compris partiellement dans la
duplication,NSVICE2.

L’analyse des données sur le 3D Genome Browserrmapte ce locus est composé de 2
TADs distincts. L'annotation des TADs par l'algtwite Arrowhead situe la frontiere au
niveau des premiers exons KBAA0196, mais I'analyse visuelle de la matrice d'interantet
des marques de fixation d’'insulateurs de ChromHMiiddent a penser que la frontiere se

situe plutdt proche du deuxiéme exonNEVICE2.

ZNF752 code pour une protéine a doigts de zinc de fondtioonnue, eBQLE code pour la

squalene epoxidase, enzyme catalysant la premigpe é'oxygénation dans la biosynthése
des stérols. Il n’existe pas d'argument dans l&érlture permettant de relier une
surexpression ou une dérégulationZidF752 ou deSQLE a la survenue d’'une pathologie

humaine.

NSMICE2 code pour une SUMO ligase, jouant un role danséfzanation de I'ADN, et
identifiée comme I'un des genes responsables ddregre de Seckel, forme de nanisme
microcéphalique primordial de transmission autospmmirécessive(196NSVICE2 n’étant
gue partiellement compris dans la duplication, s&lle-ci est en miroir, entrainant une
interruption du gene, soit elle est en tandem, tréémant pas d’interruption, mais n’entrainant

pas non plus d’interaction ectopique possible désecers et la copie complete du géne.

KIAA0196, également identifie comm&ASHCS5, code pour la strumpelline, protéine
exprimée de facon ubiquitaire, et localisée dans dgtosol et le réticulum

endoplasmique(197). Cette protéine est une desgtités du complexe WASH, activateur
du complexe Arp2/3 et donc de la polymérisation’aetine(198). Deux maladies distinctes,

et de transmissions différentes, ont été assoaiéesgene.

Des variants faux-sens hétérozygotes ont été raggpdans la littérature comme responsable
de paraplégie spastique héréditaire de type adsrhission autosomique dominante(199). Il
a été montré que le mécanisme physiopathologiqueuke probable de ces variants est un

effet gain de fonction toxique(200).

D’autre part, Elliott et collaborateurs(201) onpparté la présence d'un variant d’épissage
homozygote d&VASHCS5, entrainant la production d’une protéine tronguegrimée a un

taux réduit de 60% par rapport au contréle, chegaBents présentant un syndrome de
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Ritscher-Schinzel, ou syndrome 3C, pour craniohmlle-cardiagque. Ces patients présentent
une déficience intellectuelle sévere. Les anomatiemniofaciales incluent des fentes
palatines, des colobomes oculaires et une dysneigdriactéristique, avec occiput et front
proéminent, oreilles basses implantées, fentesepedfes orientées vers le bas, hypoplasie
des os propres du nez, et micrognatie. Il existeat®malies de la fosse postérieure, dont des
malformations de Dandy-Walker et des hypoplasiesmiennes. Enfin, ces patients
présentent des cardiopathies congénitales de tgpe-tconcal. Les 8 patients décrits par
Elliott et collaborateurs(201) appartiennent toda aommunauté amérindienne de la région

Nord du Manitoba, au Canada.

La visualisation des données de Hi-C montre qu’anluant entierementWASHCS
(KIAA0196), ainsi que la frontiere entre les 2 TADs, cetiiglatation, si elle est en tandem,

peut entrainer une interaction ectopique entreétisents régulateurs WASHCS.

De par son role ubiquitaire, et I'existence d’anbesacraniofaciales dans le syndrome de
Ritscher-Schinzel, nous pouvons faire I'hypothéseime dérégulation d&VASHCS pourrait

contribuer au syndrome malformatif que présenteenpatient. On ne peut cependant pas
écarter que la seule surexpressioM@&SHCS, induite par cette duplication qui n’a jamais été
décrite dans la littérature, ne soit en définitresponsable du phénotype. L'étude de la
ségrégation de cette duplication sera prochainenéatisée, et dans le cas ou celle-ci serait

de novo, pourrait apporter un élément supplémentaire eauiade sa pathogénicité.
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Figure 39: Duplication au locu8VASHCS5 (KIAAQ196)

La duplication comprend entierement la séquencarteddeWASHCS (ou KIAA0196), ainsi
que la barriere entre deux TADs consécutifs. Heuas, de nombreuses marques H3K27Ac,

pouvant correspondre a des enhancers, sont indéunssla duplication.
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7. Duplication au locus &NKRD11

Ce patient agé de 20 ans a été adressé en cosultit génétique pour bilan d’une

déficience intellectuelle avec troubles du compudst. Il s’agit du premier enfant d’'une

fratrie de 2, issu d'un couple non apparenté.uha demi-sceur coté maternelle, et une sceur,
toutes deux en bonne santé. La grossesse comnmu@E®ement se sont déroulés sans
particularité. Il est né a terme a 40 semaines damrhée, avec un score d’Apgar a 9/10, un
poids de naissance a 4070g, une taille @ 59cm BQua 38 cm. Il a par la suite évolué avec
un retard de langage, sans retard sur le plan maaeac une marche acquise a 12 mois.
L’examen clinique retrouve une levre inférieure réee, et une langue protruse, sans autre
élément dysmorphique notable. A 'age de 20 anspebure 1,80 m pour 95kg, avec un

périmétre cranien de 59 cm. En I'absence de phapbdge du patient, nous n’avons pas pu

réaliser une étude a posteriori des criteres phgsignineurs de ce patient.

La CGH-array realisée retrouve la présence d'unplichtion de 115kb, située sur le
chromosome 16 (chrl6:89170643-89285603). L'étudéadeégrégation de ce variant est en
cours de réalisation. Cette duplication est situd&kb du gendNKRD11, codant pour une
protéine membre de la famille des cofacteurs atitépéankirine. Les variants entrainant la
perte de fonction &NKRD11 ainsi que des délétions hétérozygotes sont reaplass du
syndrome KBG, forme syndromique de déficience lettlielle, associée a une petite taille,
des anomalies squelettiques et une dysmorphie téastitjue(202). La visualisation des
différentes données sur le 3D Genome Browser pemeetconstater que la barriere
centromérique du TAD A&NKRD11 est potentiellement incluse dans la duplication. S
I'orientation de celle-ci est en miroir, des élémserégulateurs peuvent interagir de fagon
ectopique aveANKRD11, et déréguler son expression, jouant ainsi undates la déficience
intellectuelle de ce patient. Cependant, cettepnétation se heurte a plusieurs obstacles. Les
données de Hi-C ne permettent pas d’établir claergnou se situe la barriere entre les deux
TADs (Figure 40, fleche 1). L'annotation des TADs est elle-méma peécise, indiquant 2
TADs non contigués, séparés par un espace non.dééitie barriére pourrait se situer plus en
amont de cette annotation, et étre totalement sectlans la duplication, comme indiquée par
la présence de nombreuses marques annotées consmlatéar dans la segmentation
ChromHMM (Figure 40, cercle bleu 2). Enfin, la région d’incertitudeeda la résolution de la
CGH-array compligue également cette interprétattogure 40, fleche 3).
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Figure 40: Duplication au locus &NKRD11

Fléche 1: intervalle dans lequel la barriere efdse TADS pourrait se situer, d’aprés une
interprétation visuelle des données de Hi-C

BN

Cercle bleu 2: a noter la présence de nombreuardeb bleues, correspondant a |une
annotation en tant qu’insulateur, habituellemetrotesée comme co-localisé au niveau |des

barriéres de TADs.

Fleche 3 : zone d'incertitude de la CGH-array 60k
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Les données cliniqgues a notre disposition concérnatre patient ne semblent pas étre en
faveur d’'un phénotype correspondant a un syndroB& Kel que classiquement décrit.
Cependant, il est possible la-encore que cettenpelie dérégulation &ANKRD11 soit
spécifigue d'un tissu ou d'une période du développat, et n’entraine pas les mémes

conséguences qu’une perte de fonction germinale.

Ce cas illustre bien les difficultés d’interprétetiauxquelles nous avons été confrontés lors
de l'analyse de la cohorte : en I'absence d'étudeladségrégation et de l'orientation du
fragment, de données de CGH-array et d’'Hi-C de plaste résolution, ainsi que de la
réalisation d’études fonctionnelles, on ne peut pasclure formellement quant a la

pathogénicité de cette duplication.

B. Mise au point de la technique de 3C

Notre protocole de 3C, établi a partir des diffésgrrotocoles publiés dans la littérature, a été
expérimenté sur des cellules Hela afin d’étudierd&ments régulateurs du locus du gene
CIITA. Apres obtention des librairies de 3C, 3 gPCReemps réel avec courbes de fusion ont
été réalisées, afin d’amplifier 3 produits de ligatpossibles correspondant aux interactions
entre le promoteur plV et I'enhancer situé a -8khire plV et I'enhancer situé a -16kb, et

entre ces 2 enhancers. Des échantillons témoinsigeguels I'enzyme de restriction n’a pas

été ajoutée durant le protocole ont également aéyses, afin de s’assurer de la spécificité

des résultats obtenus.

On observe que pour la gPCR correspondant auxastiens entre plV et 'enhancer a -8kb,
la courbe de fusion présente une distribution bete@igure 41, a) et b)). Un premier pic a
un Tm de 75°C est présent sur les échantillonss également sur les blancs d’échantillon, et
les témoins non digérés : ce signal correspond gimement aux diméres d’amorces. Un
second pic est présent a un Tm de 82°C, soit laffemdu pour le produit de ligation d’apres
la littérature(115) : ce pic n'est pas présent dassblancs d’échantillon, ni chez le témoin
non digéré. Ce signal pourrait correspondre a lldioation du produit de ligation spécifique

correspondant a une interaction entre le promgiBuet 'enhancer situé a -8kb.
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Figure 41: Résultat des expériences de 3C au |@ilBA (n=3)

a) b) c): Courbes de fusion des produits de hgatlV/enhancer -8kb d’'un échantillon

comparés a :

a) Blanc d’échantillon b) Témoin non digéré c) Hudilbon obtenu apres stimulation des

cellules par interféron gamma.

d) Courbe d’amplification des produits de ligatiplv/enhancer -8kb, comparés au témpin
non digéré.

Cependant, apres incubation des cellules parmteiféron gamma, nous ne constatons pas de

différence entre les échantillons avec ou sansbation, comme attendu d’aprés les données

de la littérature Kigure 41, c)). De plus, cette amplification est trop failpeur nous

permettre de réaliser une quantificatiéigre 41, d)). Les gPCR réalisées pour les couples

d’amorces correspondant aux interactions entredmpteur plV et 'enhancer situé a -16kb,

ainsi qu’entre les enhancer situés a -8 et -16ldntnpas mis en évidence de signaux

spécifiques, les courbes de fusion des échantilleingdes témoins de digestion étant

superposables, avec ou sans incubation a I'intexfgamma.
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IV. Discussion et conclusion

A. Méthode de ré-analyse de la cohorte analysée p@AACusqu’ou

pousser I'automatisation du pipeline ?

La ré-analyse de la cohorte de patients porteurgedeniements chromosomiques de
signification inconnue ou considérés comme prolmble bénins nous a permis de mettre en
évidence une tres probable altération des TADs cimezas fcetal, ainsi que chez 6 autres
patients dont les CNVs impliquent potentiellementtdme mécanisme.

Afin de ré-analyser ces CNVs d’'une facon efficamee méthode automatisée comme celle
proposée par Zepeda-Mendoza et collaborateurs{@ajt gou étre utilisée. Le principe de
celle-ci repose sur une intersection des coordandés remaniements avec les coordonnées
des TADs annotés dans des précédentes public&&86], d’'une identification des éléments
régulateurs des TADs impliqués via l'utilisationsdeases de données publiques ; notamment
issues du projet ENCODE, puis d'une priorisations dgenes a considérer comme
potentiellement dérégulés via I'application d’'umcbasé sur les termes HPO correspondant
aux phénotypes des patients.

Cependant, une telle méthode est fortement dépandbas données utilisées. Comme le
conclue la revue de Dali et collaborateurs(67),0etls de prédiction des TADs utilisés par
les différentes études ne sont pas reproductibtesmcun n’est supérieur a un autre, ou a une
annotation manuelle. Les données issues du prod€CADE sont trés informatives
concernant la présence d’enhancers a I'échelle guammgique, sans toutefois donner la
spécificité temporelle et spatiale de ces enhanceas base de données d'enhancers
VISTA(89) repose elle sur des preuves fonctionselieais de nhombreux locus ne sont pas
représentés. Par ailleurs, cette méthode autoneasigppose une résolution des coordonnées
des remaniements au nucléotide prés par séquedgagEnome complet, et une traduction en

terme HPO du phénotype des patients.

De plus, les remaniements considérés sont diff@rdans notre cas, et dans I'étude de
Zepeda-Mendoza(87). L'hérédité de la plupart de¥/€bte notre cohorte n’a pas été étudiée,
et on peut faire I'hypothese qu’'une grande majced€ non pathogéne, et héritée d’'un des

deux parents. Méme dans le cas ou les CNVsdmbvo, il existe encore la probabilité que
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I'effet pathogéne soit I'haploinsuffisance pour wi&étion, ou une surexpression pour une
duplication, d'un des génes compris dans le CNMsman encore décrits dans la littérature,
plutét qu'une perturbation de l'organisation desDBA Les 17 remaniements étudiés par
Zepeda-Mendoza(87) sont todesnovo, et n'interrompent pas de géenes, rendant tresapieb
un effet de position, et donc bien plus rentabltecméthode de prédiction de I'effet sur les
TADs.

Différents essais ont néanmoins été réalisés afireproduire partiellement cette méthode, en
ne conservant pour analyse que les CNV incluantbamaére de TAD telle qu'annotée par
les études de Dixon(30) (hESC Hindlll) ou de Rad(@6 situ Mbol primary and replicate),
puis en établissant la liste des genes décrits kdabase de donnée OMIM(104) situés dans
les TADs directement en amont et en aval de ceittedpe. Ces analyses ont été réalisées sur
la plateforme d’outils bio-informatiques Galaxy()06@pres traduction des coordonnées des
CNVs, des barrieres de TADs et des genes OMIM audb.bed, les différents fichiers .bed

sont intersectés par I'outil intersect du packag®®ols(105) Figure 27).

Cette méthode n'a pas été concluante. L'étude paw Bt collaborateurs(26) utilisant
l'algorithme Arrowhead est basée sur des donnéddide de meilleure résolution que les
données de Dixon et collaborateurs(30), et dedamt étre préférentiellement utilisée afin de
définir les barriéeres de TADs. Cependant, les TADssi annotés ne sont pas forcément
consécultifs, et peuvent étre intriqués, empéchamintersection simple avec les coordonnées

des remaniements.

Par ailleurs, la priorisation des génes présents tes TADs par la base de données OMIM
n'est pas pertinente : avec pres de 3426 génesiéssoune maladie humaine dans cette base
de donnée, la plupart des TADs comporte au moingeures genes. Cependant, le phénotype
auquel ils sont associés n’est que tres raremenapport avec le phénotype du patient. De
plus, le décalage entre la mise a jour de cette dasdonnées et les dernieres données de la

littérature oblige a considérer également les awgemes.

Si la méthode détaillée par Zepeda-Mendoza etlomiddeurs(87) est efficace pour mettre en
evidence l'effet de position spécifique d’'un renemnent fortement candidat a ce type de
mécanisme physiopathologique, elle semble ne pas @iaptée pour identifier ces

remaniements au sein d’'une large cohorte de CNW®it«venant ». Dans ce cas, notre
méthode reposant sur une interprétation manuellEN a partir des différentes bases de
données publigues semble étre une approche pltisgree, bien que fastidieuse.
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B. Taux de cas positifs : influence de la sélectios @NVs et de la

technique utilisée

Sur notre cohorte, on peut constater un faible merdb CNVs concernés potentiellement par
une altération de TAD, soit 7, par rapport aux T3%Vs ré analysés. Ce chiffre peut étre
comparé aux 7,3% de translocations équilibréesagielment pathogenes via une altération
de TAD retrouvée dans I'étude réalisée par Redookdborateurs(76). Cependant, 72,5% de
ces translocations se trouvent étte novo, ou d'une ségrégation compatible avec le
phénotype, contrairement aux 735 CNVs que nous saav@analysés, pour lesquels le
caractérede novo ou hérité n’était connu que pour 40 d’entre elxest probable qu'une ré-

analyse ne portant que sur les CNVs suspects diétiteogénes caile novo augmenterait

significativement le taux d’altération de TAD reixe.

Une autre différence entre notre étude et cellesmpbsur des remaniements équilibrés(76,87)
concerne la technologie utilisée, avec l'utilisatipour ces deux études de séquencage du
génome complet, permettant la détermination desdsodes remaniements au nucléotide
prés. Les zones d’incertitude des CGH-arrays 60Kséms, concernant généralement des
zones intergéniques, compliquent également l'imégtion de nombreux CNVs, comme
c’est le cas pour les patients porteurs d’'une wéléau locus dJBE2A (111LA.4) et d’'une
duplication au locus &NKRD11 (l1l.A.7 ). L'utilisation de puces plus résolutives, comree |
puces 180K utilisées pour les patients porteurs deélétions au locus
WNT6/IHH/EPHA4/PAX3 (I11.A.1), FMN2 (I1.A.3 ) et MBDS5 (II.A.5 ), permet d’améliorer

ce degré d’incertitude. La possible utilisation siéquencage de I'exome comme moyen
courant d’exploration des remaniements chromosoesiqe répondrait que partiellement a ce
probleme, la résolution obtenue dépendant du kitageure utilisé, qui peut inclure ou non
des régions intergéniques. La technologie de nééére utiliser est en réalité le séquencage
du génome complet: en plus d’'une résolution auéatide prés, celui-ci permettrait la
détection des remaniements équilibrés tels que tlasslocations et les inversions,

susceptibles d’altérer I'architecture chromatinienn

Dans la littérature, il n'existe a ce jour qu'uneule étude, publiée par Di Gregorio et
collaborateurs(110), portant sur l'analyse d’'ungédacohorte de patients par CGH-array, et
ayant rapporté l'altération de TADs comme mécanipigsiopathologique. Les cas de 1015

patients présentant une déficience intellectugit@lomique ou non sont rapportés dans cette
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étude. Parmi eux, un patient présente une délétitmrrompant la barriere du TAD de
CTNND2, géne impliqué dans une forme de déficience extalelle avec traits autistiques, et
dont la dérégulation pourrait expliquer le phénetglu patient. Ce rapport également faible,
de 1 patient pour 1015, est en définitive du méngeeode grandeur que ce que nous avons
retrouvé dans notre cohorte, avec 7 cas détectas [ 3271 ACPA réalisées au CHU de
Bordeaux. Nous pouvons donc faire I'hypothése gqudirgerruption de TAD est un
mécanisme physiopathologique privilégié pour cedsaipathologies, comme les phénotypes
associés au locusKNCJ2/SOX9(75), ou au geneMEF2C(76), il s’agit d’'un phénomene
rarement retrouvé au sein d'une cohorte de patigrsentant des anomalies du
développement. L'existence de ces cas, bien qes,raret néanmoins en lumiére la nécessité
de prendre en compte I'existence des TADs danseijimétation des variants de structure

dans le cadre du diagnostic des anomalies du daweioent.

C. Remaniements, intervalles critiques et génes causawers une

reconsidération de certains syndromes ?

Cette étude de Di Gregorio et collaborateurs(1a@porte également une patiente porteuse
d’'une large délétion du chromosome 8, qui ne pitégaas, d'apres la littérature, le phénotype
associé aux genes présents dans la délétion, a Shlld-1 et S CO5AL. En effet, ces deux
genes sont compris dans l'intervalle minimale gué de délétions portées par des patients
présentant un syndrome mésomélie-synostoses(MIMBER)(R03). Di Gregorio et
collaborateurs(110) font I'hypothése que ce synd@r@récédemment décrit n'est pas lié a
I'haploinsuffisance deSULF1 et S .CO5A1, mais a une dérégulation impliquant le TAD
contenant ces genes, et dont I'une des barrietesoagprise dans les délétions rapportées.
L’intégration des données concernant les TADs d#asalyse des remaniements
chromosomiques permet donc de reconsidérer les askculaires admises pour certains
syndromes. Un gene dont I'haploinsuffisance espes@e étre responsable d’'une pathologie
pourrait finalement ne pas étre en cause : le ngo@nphysiopathologique peut étre I'effet
de I'abolition d’'une barriére d’'un TAD sur un gesieué a distance. C’est cette hypothése que
nous soulevons, malgré I'absence de preuve fommitey pour le patient porteur d’'une
délétion proche dIBE2A (lll.LA.4), alors que Vandewalle et collaborateurs(186)

considéraienBLC25A5 comme gene responsable du phénotype pour desdsléimilaires.
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Le meécanisme physiopathologique de variants stragku entrainant la survenue d’un
phénotype ne peut donc pas se déduire des seuts geésents dans l'intervalle critique
identifié dans une cohorte de patients. L'ensendele €éléments participant a I'organisation

tridimensionnelle du génome doit désormais étre gmicompte.

D.  Prédictiongnsilico, preuvesn vitro ?

Dans plusieurs cas positifs de notre cohorte, nouss sommes heurtés aux limites des
prédictions faisables a partir des données puldiglisponibles. Ces données, que ce soit
celles de Hi-C ou des marques épigénétiques, ne pam exhaustives. De plus, elles ne
donnent pas toujours d’information sur le contdatectionnel de I'élément considéré, comme
la différence entre boucle locale et TAD, ou lac#jiété tissulaire d’'un enhancer. Le seul
moyen de tester les hypotheses que nous avons sreste la réalisation d’études
fonctionnelles : c’est dans ce but que nous avbiescbé a mettre au point la technique de
3C, qui permettrait d’affirmer I'existence d’inteteons ectopiques chez nos patients. Les
autres types d’études, sur TARNmM, ou des modahmaux sont a envisager en fonction de
I’hypothese soulevée, mais dans tous les cas,esés gont indispensables pour permettre de

conclure sur la pathogénicité d’un variant.

Cette problématique est commune a I'étude desntargonctuels des régions non codantes,

tels que mis en évidence par le séquencage du gecmmplet.

Une méthodein silico permettrait néanmoins de contourner la réalisatentechniques
dérivées de 3C pour I'étude des remaniements totidbs TADs : il s’agit de la réalisation
de simulations en dynamique moléculaire, comme q®ép par Chiariello et
collaborateurs(36). Il est possible d'introduire sdeemaniements dans ces modeles
bioinformatiques, et ainsi d’obtenir une prédictitable des données d’expériences de Hi-C.
Il faut cependant noter que ces simulations néeggsine puissance et un temps de calcul qui

les rendent, pour l'instant, hors de portée durtbatic en routine.
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E. Mise au point de la technique de 3C

Les résultats des expériences de 3C que nous ae¢atisées ne nous permettent pas
d’affirmer la détection d’une interaction au lodDHBTA entre le promoteur plV et I'enhancer
a -8kb. Le pic présent sur la courbe de fusioraastm attendu, présent sur I'échantillon et
absent du contrble, mais n'est pas assez élevé qumalure a une interaction réellement
spécifique. De plus, I'absence d’effet de l'incubatpar l'interféeron gamma n’est pas en

faveur de cette hypothese.

Le protocole que nous avons établi va prochaine@eatmodifié, grace a la publication d’'un
protocole optimisé par Ea, Court et Forné(205).dda principaux atouts de ce protocole est
la réalisation d’'une premiere étape d’isolement egaux, via l'utilisation de différentes
solutions tampons permettant de garder intactHiggcture chromatinienne, avant de réaliser
le cross-linking par formaldéhyde. La fixation dieteractions est donc bien plus efficace, car

elle n'est pas réalisée sur 'ensemble du voluniieleee.

F. Défaut de mise en place des TADs : un des mécanisdes

cohésinopathies ?

Jiang et collaborateurs(44) ont montré que I'hagdoifisance de la méthyltransférase
SETDB1 entraine une perturbation de I'organisatbromatinienne localisée au locus des
protocadhérinesSETDBL est par ailleurs connu comme géne impliqué darsuteenue de
déficience intellectuelle(94,95). C'est le cas aenbreux autres genes interagissant avec la
chromatine, et notamment des génes codant pouprigteines du complexe cohésine,
directement responsable de la mise en place dess,;TAD dont les variants déléteres
entrainent les différents syndromes de « cohésthigsa». On peut par ailleurs noter que
CTCF, autre géne codant pour un élément indispensaldendise en place des TADst
également responsable d’'une forme syndromique filgatee intellectuelle(205).

L’'exemple de SETDB1 peut donc amener a formuler une hypothese pluge tara
perturbation d’'un ou plusieurs TADs est-elle un amsme physiopathologique de ces

différentes maladies, et notamment des cohésinigsath
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De par leur réle essentiel, il parait en effet plale que I'haploinsuffisance de CTCF ou des
géenes du complexe cohésine ait un impact sur lagton des TADs. Il est par ailleurs
intéressant de noter que différents syndromes @watigp des « cohésinopathies », ou des
« transcriptomopathies » (syndrome de Cornelia degk, de Wiedemann -Steinert, de
Rubinstein-Taybi, KBG, etc...), dont les génes respbtes modifient la chromatine,
présentent des anomalies des extrémités spécifigitanst donné le rdle déterminant de

I'organisation des TADs dans la formation des messbr

En dehors des remaniements chromosomiques, |'étiedd’architecture chromatinienne
apparait donc comme une piste possible a explooer pxpliquer la survenue de la

symptomatologie de ces syndromes.

G. L’organisation chromatinienne: une aide a [lintétption du

séquencage du génome complet ?

En apportant une information essentielle sur lesractions possibles entre les séquences non
codantes et les génes, les données concernartitéetare de la chromatine pourraient étre
utilisées dans le cadre de l'interprétation du ségage du génome complet. Le séquencage
du génome complet est une technique désormaisigggukent réalisée dans un cadre de
recherche, et est appelée a I'étre dans un futahgrdans un cadre diagnostique. Cependant,
l'interprétation des variants situés en région nodante se heurte a I'absence de prédiction
simple de leurs effets, comme il est possible déie pour les variants exoniques. Une
méthode permettant I'interprétation des variantscheels considérés comme associés a un
phénotype par les études de type GWAS a été prepumeKrijger et de Laat(59), et fait
appel aux données disponibles sur les interactidm®matiniennes. En utilisant les
informations disponibles sur les marques épigénésigprésentes sur le génome, on peut
identifier quel variant se situe sur un élémentuld@igur. A partir des données de Hi-C
identifiant TADs et boucles promoteur-enhancerpent prédire quel enhancer interagit avec
guel géne. Le lien entre un variant d’une région codante et un gene potentiellement causal
est donc facilité par I'étude de I'organisationarnatinienne. Des études fonctionnelles sont
néanmoins nécessaires par la suite pour étudféatlexact sur I'expression. Si cette méthode
a été proposée pour les variants issus des étutl¢ASG elle pourrait également étre
appliquée a des variants identifiés par séquengaggnome complet, et dont la ségrégation

serait compatible avec le phénotype.
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H. Conclusion

L’étude de I'organisation spatiale du génome, epanticulier des TADs, ouvre une nouvelle
ere dans l'analyse des données issues des exadmtigges. Ces connaissances sont des a
présent applicables a l'interprétation des remaai@mchromosomiques détectés par ACPA,
et le seront prochainement a ceux détectés paeségge du génome complet.

L’exploration des régions délétées ou dupliquééslaedéfinition d’intervalles critiques
responsables de syndromes, ne doivent plus setiait seul contenu en genes, mais doivent
prendre en compte I'ensemble des régions envirdasanodantes et non codantes, et leur
contexte chromatinien d’'un point de vue tridimensiel. La réanalyse des données d’ACPA
semble indispensable, tout comme le développenemiklines bioinformatiques robustes
permettant d’identifier un potentiel impact sur GD, et la mise au point de tests

fonctionnels le confirmant.

L’arrivée prochaine du séquencage du génome cordplet le diagnostic des anomalies du
développement améne un certain nombre de défis,cddun de I'interprétation des variants
non codants. L'étude de l'architecture tridimensielile du génome, en apportant une
information sur I'ensemble des interactions régulantranscription, pourrait étre une aide

précieuse dans ce domaine.
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V. Annexes

A. Détail de la méthode de tri des CNV

Un premier filtre a été effectué via Cartagenia@ebab CNV afin d’extraire 'ensemble des
patients pour lesquels au moins un CNV était ét&ukans les catégories « Variant de
signification inconnue » ou « Probablement béniow,dans une catégorie synonyme. Ces
catégories synonymes correspondent a des ancessenients ou erreurs de saisie de donnés
de la cohorte et tendent a étre remplacées. ladistces catégories est la suivante : attente
parents, Benign?, en cours, Inférieur a 1M DPNgérietir a 200 kb, Inférieur a 400 kb,
probablement bénin, Unknown?, Variant de signifazatnconnue, Sans étiquette.

On vérifie également que le type d’aberration anb&€ renseigné pour ces CNVs, en
réalisant un tri ne conservant que ces types dati@n : Homozygous deletion, Deletion,

Duplication, Multiplication.

Un filtre permet également d’éliminer les patieatsquement porteurs de CNV hérités d’'un
des parents, dont la pathogénicité est plus défiai établir. Ces CNVs sont triés en ne
conservant que ceux identifies dans ce type d'litérédNon spécifié, Attente parents, De

novo, Etude parentale incomplete, Non confirmé, ridrwkn.
A ce stade, les données de 1175 patients, podeuwt826 CNV au total sont récupérées.

Sur cet ensemble de patients, on identifie lesepttiporteurs d’au moins un CNV étiqueté
dans les catégories Pathogene, Pathogenic, ou ldfeatent pathogene : 153 patients sont
concernés, porteurs de 764 CNV. Ces 764 CNV reptésea la fois les CNV pathogenes ou
probablement pathogenes de ces patients, maisegaiéeurs CNV étiquetés dans toutes les
autres catégories. En faisant I'hypothése d’'ungirmgi unique des symptémes présentés par
ces patients, on peut donc considérer que les niaride signification inconnue et
probablement bénins dont ils sont porteurs ne défihitivement pas pathogenes. Ces 764
CNVs sont donc retirés des 4026 CNVs obtenus pegogtent, via I'utilisation d’'une feuille

de calcul Excel : on obtient alors 1784 CNVs. Cegthuction du nombre de CNVs s’explique
par la présence de nombreux CNVs bénins tres eusrr

Si ces 1784 CNVs sont bien portés par les patee@tsalyser, ils correspondent a la fois aux
variants de signification inconnue et étiquetésbpbdement bénins, mais également aux
variants définitivement classés comme bénins. Afliminer ces derniers de I'analyse, un tri

est réalisé via une feuille Excel, ne conservamt lgs CNV étiquetés dans ces catégories :
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attente parents, Benign?, en cours, Inférieur 20BN, Inférieur & 200 kb, Inférieur a 400 kb,

probablement bénin, Unknown?, Variant de signifazatnconnue, Sans étiquette.

Les CNV portés par le chromosome Y sont supprifess,données de Hi-C actuellement
disponibles ne permettant pas d’interpréter lagrés de TADs sur ce chromosome. Les

doublons de patients sont également retirés.

Au final, 1045 CNV dont 649 duplications et 396&li&ns ont été retenus pour une analyse
utilisant les données d’Hi-C disponibles.
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B. Légende de la segmentation de la chromatine ChroMtad)
visualisée sur UCSC Genome Browser

L’algorithme ChromHMM permet d’annoter I'ensembla génome a partir de données de
ChiP-Seq, notamment issues du projet ENCODE. Lé&®rentes régions annotées sont

représentés par des bandes de couleurs différentesles visualisateurs de données

génomiques.

Rouge vif - Promoteur actif Vert foncé - Transition transcriptionnelle
Rouge clair - Promoteur faible ou élongation

Pourpre — Promoteur inactif Vert clair - Transcription faible

Orange - Enhancer fort Gris - Reprimé par Polycomb

Jaune - Enhancer faible Gris clair- Hétérochromatine ou zone

répétée
Bleu - Insulateur

Exemple : segmentation de la chromatine au |GILS/HNRNPH2

scale 1@ Ko 4 hoig
chrxs | 188,655, aao| 190,660, aaa| 100,665, pes] 188,678, el 188,675, sea| 199,680, 0| 188,685, eaa|
UCSC Genes (Reffed. GenBank, CCDE, Rfam, TRNAs & Comparative Genomics)

-] T——
Chromatin STate Segmentatiion BY HMM from ENCODE fBroad
] B =5

GM12878 ChromHMM

.
H1-hESC ChromHiH N b 1 [}
KS62 ChromHmt I —— ] | =]
HepGa ChromHMM 1
HUVEC ChromHMM [ 'T&E= | [ | N
HMEC ChromHMM I [ B 1 [2s]
HSMM ChromHMM I [ =  me— e =
NHEK ChromHMM L ey == ‘|
NHLF ChromHMM B T [i] T,
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C.

ANKRD11
ARID1B
ATRX
CAXK
CDKL5
CTNNB1
CcuL4B
DLG3
DYRK1A
EP300
FOXG1

FOXP1
GATAD2B
GRIA3
GRIN1
GRIN2A
GRIN2B
ILIRAPL1
|QSEC2
KDM5C
KMT2A
MECP2

MED13L
NAA10
PQBP1
PTCHD1
RAI1
SATB2
SCN2A
SCN8A
SETBP1
SHANK3
SLC16A2

Liste de 44 génes impliqués dans la déficiencdieateelle.

S C2A1
S.C6A8
S COA6
SVMIARCAZ2
SMC1A
STXBP1
SYNGAP1
TBR1
TCF4
UPF3B
WDR45
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Summary

The study of tridimensional organization of chromaby Hi-C technology, derived from
Chromosome Conformation Capture (3C), revealedrohtim domains named Topologically

Associated Domains (TADs). Alterations of TADs daad to several developmental defects.

The interpretation of array Comparative Genomic tityibation (array-CGH) used in routine
for diagnosis of developmental defects can bedliffj with many Copy Number Variations
(CNVs) of unknown significance. However, the effeftthese CNVs on TADs has only

recently been taken into account for this inteigtien.

During this work, 735 CNVs detected by array-CGHl anitially considered of unknown
significance have been reanalyzed, to determirthay can alter the TADs organization.

Furthermore, a 3C protocol has been developed.

The new interpretation has been performed usingjgpdata of Hi-C, epigenetic marks of the

ENCODE project, and enhancers databases.

This study found a possible alteration of TADs orpatients. The yield of this analyze
(7/735), is similar to another study, and highlgtitat the disruption of TADs is probably an

uncommon pathophysiological mechanism.

Furthermore, the technical limits of array-CGH gmublic databases annotations are a barrier
to the interpretation of the CNVs effect on TADs.

If the study of TADs for diagnostic purpose is pbks nowadays, especially on well-
characterized locus, it is still a complex studythwthe need of confirmation witm vitro

techniques, such as 3C derived technologies.
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Résumé

L'étude de l'architecture tridimensionnelle de laramatine par la technologie de Hi-C,
dérivée de la Chromosome Conformation Capture (3Cinis en lumiére l'existence de
domaines chromatiniens dénommés Topologically Aased Domains (TADs), dont

I'altération peut étre a I'origine d’anomalies développement.

La technigue d’Analyse Chromosomique sur Puce a ABGIPA), utilisée en routine dans le
diagnostic des anomalies du développement, seehaudes difficultés d’interprétation, de
nombreuses variations du nombre de copies (CNV®i diétectées restant de signification
inconnue. Cependant, I'effet de ces CNVs sur le®JIA’est que récemment pris en compte
dans cette interprétation.

Dans le cadre de cette these, 735 CNVs détectéSQRA et initialement considérés comme
de signification inconnue, ont été ré-analysés déndéterminer si ceux-ci peuvent altérer

I'organisation des TADs. Par ailleurs, la mise ainpd’un protocole de 3C a été réalisée.

Une nouvelle interprétation a ainsi été effectué@eudlisant différents jeux de données
publiqgues d’expériences de Hi-C et de marques apiggies issues du projet ENCODE,

ainsi que de différentes bases de données d’entsance

Cette étude a mis en évidence une possible atigardé TADs chez 7 patients. Le rendement
de la ré-analyse de notre cohorte (7/735), concoralgec une étude similaire, montre que la

perturbation de TADs par un CNV est probablementnécanisme physiopathologique rare.

De plus, les limites techniques de 'ACPA, ainsedqielles des annotations disponibles dans
les bases de données publiques, sont autant ddtdssta l'interprétation de I'effet des CNVs
sur les TADs.

Si I'étude des TADs dans le cadre du diagnosti@aegppdonc aujourd’hui comme possible,
notamment pour les locus dont l'architecture essod®@ais caractérisée, celle-ci reste
complexe, et nécessite une confirmation par ddmigaesin vitro telles que celles dérivées

de la 3C.

Discipline : Génétique Médicale

Mots clés : Topologically Associated Domains, 3DnGme, CNV, ACPA, Chromosome

Conformation Capture

126



