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Figure 17 : La tetramérisation du GR permet de nouvelles fonctions moléculaires . . . . . . . . . 44
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Figure 22 : Technique de séquençage HiChIP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 51
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modèle à 10 états chromatiniens fonctionnels avec chromHMM . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 79
Figure 46 : Distribution Génomique des sites de fixation du GR dans la lignée MM.1S . . . . 81
Figure 47 : La fixation de la Dex sur le génome est pré-déterminée par l’acétylation et
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Figure 53 : Schéma illustrant les différents termes de l’ontologie GO biological process en-
richis pour l’association GR:IRF4 en fonction de la présence d’un motif de fixation sur l’ADN
87
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Figure 60 : Exemple de fixation du GR sur le locus TSC22D3 qui illustre le mécanisme de
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mentent en réponse à la Dex et co-localisée avec un SE MM.1SDex. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 102

7



LISTE DES ABREVIATIONS

Liste des Abréviations
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6.2.6 Immunoprécipitation de protéines suivie de spectrométrie de masse . . . . . 53
6.2.7 Nouvelles approches en cellule unique . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
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INTRODUCTION

1 Introduction

Le myélome multiple (MM) est une hémopathie maligne caractérisée par une prolifération in-
contrôlée de plasmocytes anormaux dans la moelle osseuse. Le développement et la progression
du MM se fait via l’acquisition d’anomalies génétiques diverses chez les patients, au sein même de
la population tumorale ce qui en fait une maladie très hétérogène. Ainsi, les anomalies génétiques
identifiées dans cette pathologie vont impacter de nombreuses voies de signalisation importantes
pour le plasmocyte qui vont lui permettre de proliférer. A l’heure actuelle et malgré l’émergence
de nouveaux traitements, cette pathologie demeure toujours incurable.
Les glucocorticöıdes (GCs) sont largement utilisés dans le traitement du MM, essentiellement en
combinaison avec d’autres molécules. Leurs effets se font au travers de la liaison avec le récepteur
aux GCs (GR) qui, une fois transloqué dans le noyau, se fixe sur son site de reconnaissance (GRE)
pour activer ou réprimer la transcription de ses gènes cibles. Parmi les GCs, la dexaméthasone
(Dex) est utilisée dans toutes les phases de traitement du Myélome (induction, consolidation et
maintenance). Cependant et malgré un bénéfice indéniable sur la maladie, tous les patients ne
répondent pas à la Dex de la même manière. De plus, alors que l’efficacité des GCs contribue
largement à l’apoptose spécifique des lymphocytes, les mécanismes d’actions moléculaires de la
Dex restent à ce jour encore méconnus.
Afin de comprendre les mécanismes d’actions moléculaires de la Dex, l’étude seule des régions
codantes de l’ADN n’est pas suffisante pour comprendre la régulation de l’expression des gènes.
L’évolution des technologies de séquençage au cours de ces dernières années a donc permis l’étude
plus approfondie de l’ensemble des mécanismes épigénétiques de régulations de la transcription
des gènes au sein de la cellule et permet de mieux définir le rôle de l’ADN non codant dans cette
régulation.
Dans ce contexte précis, nous avons réalisé des analyses pan-génomiques intégrant différentes
données épigénétiques telles que l’accessibilité de la chromatine, la fixation de facteurs de tran-
scription et les modifications d’histones couplés à des analyses de conformation de la chromatine
afin de mieux comprendre le mode d’action moléculaire de la Dex dans le Myélome mais également
de comprendre les mécanismes de résistance mis en place par la cellule.
Je présente dans cette thèse la pathologie étudiée (Myélome Multiple) ainsi que les différents
mécanismes de régulations épigénétiques de la transcription des gènes avant d’aborder le mécanisme
d’action des glucocorticöıdes, majoritairement utilisés pour le traitement des leucémies et du
myélome. Dans un second temps, je décris les analyses génomiques et les méthodes bioinfor-
matiques associées que j’ai mises en place pour réaliser les différentes études de cette thèse. Enfin
les résultats obtenus au cours de cette thèse seront présentés.

14



LE MYELOME MULTIPLE Physiopathologie du Myélome Multiple

2 Le Myélome Multiple

2.1 Physiopathologie du Myélome Multiple

2.1.1 Epidémiologie

Le Myélome est une hémopathie maligne caractérisée par la prolifération de plasmocytes anor-
maux dans la moelle osseuse. Bien que de nombreux facteurs génétiques et environnementaux
aient été identifiés ces dernières années, les causes du myélome multiple restent à ce jour mal
définies (Li et al. (2016); Mitchell et al. (2016)).
Le Myélome Multiple représente 1.8% des cancers totaux ce qui en fait une maladie orpheline.
Cependant, cette pathologie représente 20% de la mortalité annuelle des maladies hématologiques
dans le monde. Elle représente environ 10% des cancers hématologiques (Siegel et al., 2019).
Le principal facteur lié à cette maladie est l’âge, elle touche généralement les personnes agées
de plus de 70 ans (Palumbo et al., 2011). Cette pathologie a une plus grande incidence sur les
hommes que les femmes et chez les populations afro-américaines que chez les populations blanches
(Altekruse et al., 2009). Malgré l’émergence de nouveaux traitements qui ont permis d’augmenter
la survie d’environ 5 ans chez les patients, le MM reste aujourd’hui une maladie incurable (Siegel
et al., 2016).

2.1.2 Manifestations cliniques du Myélome Multiple

Il existe de nombreux symptômes liés à cette pathologie, le principal étant les douleurs osseuses chez
le patient (Rajkumar and Kyle, 2005). Les os sont constitués de deux grandes classes de cellules:
les ostéoblastes qui permettent l’ossification et les ostéoclastes qui détruisent les ostéoblastes et
donc les os. Dans la pathologie, les cellules myélomateuses localisées dans les os sécrètent de nom-
breuses cytokines qui vont avoir pour effet de stimuler les ostéoclastes et d’inhiber les ostéoblastes,
ce qui va causer petit à petit de nombreuses lésions osseuses chez le patient.
Un autre symptôme qui est retrouvé chez environ 10% des patients atteints de Myélome est
l’hypercalcémie. Ce symptôme est bien évidemment directement lié à la résorption osseuse qui
provoque une augmentation du taux de calcium libre dans le sang. L’hypercalcémie peut également
être la cause de perte de poids, de nausées, de vomissements et de troubles du rythme cardiaque.
On retrouve également chez 20 à 40% des patients atteints de myélome des insuffisances rénales
(Dimopoulos et al., 2008). Ces insuffisances peuvent atteindre des formes graves qui nécessitent
des greffes et des dialyses pour 10% des cas. Les insuffisances rénales peuvent être causées par
production de châınes légères et de fragments d’immunoglobulines (Igs) par les plasmocytes ma-
lins qui vont s’accumuler au niveau des reins et bloquer leur fonction de filtration du sang. Il faut
également savoir que l’hypercalcémie est la deuxième cause d’insuffisance rénale.
Enfin, l’anémie due à une diminution des globules rouges, des infections dues à une diminution des
globules blancs (neutropénie) et des saignements dus à une diminution du nombre de plaquettes
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(thrombopénie) sont également des symptômes du myélome dû à l’envahissement de la moelle
osseuse par les cellules tumorales (Mittelman, 2003).

2.1.3 Diagnostic de la pathologie

Le MM est précédé de différents stades asymptomatiques (monoclonal gammopathy of unde-
termined significance (MGUS) et smoldering multiple myeloma (SMM); cf. 2.2.2) rendant son
diagnostic tardif. Le principal diagnostic repose donc sur les lésions provoquées aux organes ou
durant un diagnostic fortuit qui fait apparâıtre le pic d’Ig monoclonal lors d’une électrophorèse
des protéines.
Une fois le pics d’Igs détecté chez le patient, le diagnostic est complété avec des analyses san-
guines et urinaires, une biopsie de la moelle osseuse (Myélogramme) et des tests d’imageries
(myélogramme). Pour différencier le stade symptomatique du myélome des stades asymptoma-
tiques, l’International Myeloma Working Group a défini plusieurs critères (critères CRAB): présence
des symptômes (hypercalcémie, atteintes rénales, anémie et lésions osseuses), présence de plasmo-
cytes monoclonaux à plus de 10% dans la moelle, un ratio de châınes légères des Igs libres/liées
supérieur à 100 ou encore au moins deux lésions focales osseuses de plus de 5mm.

2.2 Développement et progression du Myélome Multiple

2.2.1 Différenciation du lignage B

Le lignage B est issu des cellules souches hématopöıétiques (CSH). Deux grands phénomènes
dirigent la différentiation de la cellule B: la Lymphopöıèse ainsi que l’Immunopöıèse.
Durant la Lymphopöıèse, la cellule souche se différencie en quatre étapes: elle va passer par le
stade cellule pro-B, pré-B avant de devenir un lymphocyte B (LB) immature, puis un LB mature
näıf. Cette différenciation se fait à l’intérieur des tissus lymphöıdes foetaux (lors du développement
embryonnaire) et plus généralement dans la moelle osseuse (organes lymphöıdes primaires, OL-1).
Au cours de cette différenciation cellulaire, la cellule va subir des réarrangements au niveau des
locus des gènes codant pour la châıne lourde µ et de la pseudo châıne légère des Igs. Ainsi, la
cellule pré-B exprimera à sa membrane un précurseur des Igs formé d’une châıne lourde µ et d’une
châıne légère de substitution (pseudo-châıne légère). Le LB immature exprimera uniquement à sa
membrane des IgM et subit une sélection négative qui va provoquer l’apoptose des cellules recon-
naissant un antigène du soi. Le LB mature näıf exprimera à la fois des IgD et des IgM. Dans cet
état cellulaire, la cellule est dite näıve car elle n’a pas encore eu de rencontre avec l’antigène (Ag)
(Figure1A).
Lorsque le lymphocyte B mature näıf rencontre l’Ag, l’immunopöıèse va débuter et le lympho-
cyte va pouvoir donner deux types de cellules: les plasmocytes sécréteurs d’Igs et les cellules B
mémoires. Une fois sorties des centres germinatifs, les cellules B mémoires vont circuler dans le
sang et seront capables d’être réactivées rapidement lors d’une nouvelle rencontre avec l’antigène.
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Les plasmocytes produiront les anticorps spécifiques des antigènes, une partie migrera dans la
moelle osseuse pour se différencier en plasmocytes à longue durée de vie. Dans les conditions nor-
males, ces cellules sont incapables de proliférer et ne sécrètent qu’un seul type d’anticorps (Kumar
et al., 2017).

Figure 1: La différenciation du lignage B se distingue en deux grands phénomènes: la
lymphopöıèse et l’immunopöıèse. (A) La lymphopöıèse permet la differentiation des CSH en
LB matures näıfs au sein des OL-I; (B) L’immunopöıèse permet la différentiation des LB matures en
plasmocytes dans les OL-II. ; Plasmocyte CDV = Plasmocytes à courte durée de vie; Plasmocytes
LDV = Plasmocytes à longue durée de vie.

2.2.2 Les différents stades du Myélome Multiple

Différents stades ont été décrits dans le cadre de cette pathologie: (i) le stade MGUS qui représente
le stade pré-tumoral de la maladie, (ii) le stade SMM qui correspond à une augmentation des plas-
mocytes malins dans la moelle osseuse, sans apparition de signes cliniques, (iii) le stade myélome
avéré (MM) qui correspond à une apparition des signes cliniques du myélome et enfin, pour une
minorité de patients, (iv) le stade leucémie plasmocytaire (PCL) où les anomalies génétiques ont
permis à la cellule de s’affranchir de son micro-environnement et de rejoindre la circulation san-
guine (Figure 2).
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Le MGUS est le stade précurseur du myélome multiple. Ce stade est dit asymptomatique et est
généralement associé avec l’âge des patients. D’un point de vue biologique, le stade MGUS est
caractérisé par un taux d’infiltration des plasmocytes monoclonaux inférieur à 10% dans la moelle
osseuse et un taux d’Igs sériques monoclonales inférieur à 30g/L. Ce stade est relativement stable,
sa progression annuelle vers un MM est de 1%. Du fait de l’absence de symptômes, la quasi-totalité
des MGUS ne sont pas diagnostiqués chez les patients. D’un point de vue génétique, le passage
de la cellule B post-centre germinatif vers le stade MGUS est identifié par des transformations
primaires sur les gènes des Igs. Ces translocations vont permettre à des gènes de se retrouver
sous contrôle d’enhancers du locus IGH. Ces translocations vont donner au clone un avantage
prolifératif. L’ensemble de ces anomalies génétiques est répertorié dans la Table 1. Cependant le
stade MGUS n’est pas une transition obligatoire dans la progression du Myélome, de nombreux
Myélomes diagnostiqués chez les patients ne passent pas systématiquement par un stade MGUS.

Figure 2: Le développement et la progression du Myélome Multiple: localisation et
anomalies génétiques. Illustration de l’évolution de la cellule B post-centre germinatif vers les
différents stades de MM en lien avec l’apparition d’anomalies génétiques.

Le SMM est donc la phase intermédiaire entre le MGUS et le MM. Ce qui le diffère du MGUS est le
taux d’Igs monoclonaux sériques qui est supérieur à 30g/L. Le taux d’infiltration des plasmocytes
est également nettement plus important (de 10% à 60%). Néanmoins, en raison de l’absence de
symptôme clinique, ce stade est difficilement détectable même si une prise en charge précoce de
la pathologie améliore le pronostic des patients. La différence entre les stades MGUS/SMM d’une
part et MM d’autre part est donc surtout expliquée par l’absence de signes cliniques ainsi que le
pourcentage d’envahissement de la moelle osseuse par les cellules plasmocytaires.
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2.2.3 Hétérogénéité de la pathologie

Hétérogénéité inter-patient

Le Myélome est une maladie très hétérogène, ce qui explique une évolution différente de la patholo-
gie entre les patients. Plusieurs évènements ont été décrits à différents stades de la maladie. Ainsi,
il existe divers évènements génétiques qui seront plus ou moins précoces. Deux grands groupes
d’anomalies sont catégorisés: les évènements dits primaires et les secondaires. Ces différentes
anomalies ne sont pas retrouvées de façon uniforme chez les patients atteints de Myélome.
Pour ce qui est des évènements génétiques primaires, ils peuvent se distinguer en deux grandes
catégories: les tumeurs hyper-diplöıdes et les non hyper-diplöıdes (Table 1).
Les tumeurs hyperdiplöıdes sont caractérisées par un nombre aberrant de copies de différents chro-
mosomes (3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 et/ou 21) que l’on appelle trisomie. Ainsi, un caryotype d’une
personne saine présente 46 chromosomes (22 paires d’autosomes + 2 chromosomes dits sexuels, les
gonosomes) alors qu’une cellule de personne souffrant d’un myélome et présentant une tumeur dite
hyper-diplöıde peut présenter un caryotype allant de 47 jusqu’à 74 chromosomes. On considère
aujourd’hui que ce type de tumeur concerne 50% des patients atteints de MGUS, SMM et MM.
Les tumeurs dites ”non hyper-diplöıdes” sont généralement caractérisées par des translocations
génétiques aberrantes impliquant le locus du gène des Igs. En effet, lors du développement des
cellules B, l’ADN codant pour les régions hypervariables de la châıne lourde des Igs subit une
hyper-mutation somatique pour produire des Ac de grande spécificité. La maturité de ces Ac est
ensuite augmentée par la commutation de classe qui va permettre à la cellule d’exprimer une Ig de
différents isotypes. Ces deux mécanismes (hyper-mutation somatique et commutation de classe)
nécessitent d’une part l’expression de l’activation-induced desaminase (AID) et sont d’autre part
régulés par des cassures de l’ADN double brin localisées dans des loci codant pour des Ig. Si ces
cassures induites par l’AID sont en temps normal réparées localement, il est possible qu’une join-
ture de l’ADN s’effectue avec une autre cassure de l’ADN double brin localisée beaucoup plus loin
dans le génome ou sur un autre chromosome ce qui va créer une translocation génétique (Morgan
et al., 2012).
Ainsi, les tumeurs non hyper-diplöıdes sont caractérisées par des translocations affectant les gènes
codants pour les châınes lourdes des Igs dans la majorité des cas. En ce qui concerne le Myélome,
90% de ces translocations affectent en effet le chromosome 14 (Egan et al. (2012), Figure 3; Table
1).
Dans le Myélome, les translocations primaires concernent essentiellement trois gènes:

• La translocation t(11;14): Ces translocations sur ce groupe de gènes sont retrouvées dans
environ 20 à 25% des MM. Le gène cycline D1 (CCND1) est impliqué dans la régulation du
cycle cellulaire et tout particulièrement dans la transition de la phase G1 à la phase S.

• La translocation t(4;14): Cette translocation impliquant le gène FGFR3 ainsi que le gène
MMSET est retrouvée dans environ 15% dans le MM. Cette translocation est de mauvais
pronostic chez les patients atteints de myélome. Dans 70% des cas, on constate une sur-
expression de FGFR3 accompagnant la surexpression de MMSET (Xie and Chng, 2014).
MMSET est une enzyme responsable du dépôt d’une di-méthylation sur résidu lysine 36
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Figure 3: Principales translocations et gènes majoritairement impliqués dans le
Myélome Multiple, Figure tirée de Manier et al. (2017).

de l’histone H3 (H3K36me2) qui permet de réguler la structure de la chromatine et donc
la transcription des gènes (Popovic et al., 2014). L’inhibition de l’expression empêche la
prolifération et induirait l’apoptose des cellules de Myélome Multiple.
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• La translocation t(16;14): On retrouve cette translocation dans 10% des MM (Kuehl and
Bergsagel, 2002), elle implique le gène codant pour le facteur de transcription c-MAF qui est
surexprimé dans de nombreux Myélomes.

Un certain nombre d’évènements génétiques secondaires vont conférer à la cellule tumorale un
avantage sélectif responsable de la progression et même de la rechute du patient.
Dans 50% des Myélomes avancés, on identifie des anomalies génétiques qui impliquent le gène
MYC (et plus occasionnellement LMYC et NMYC ). Ces anomalies génétiques sont retrouvées
dans 60% des tumeurs hyperdiplöıdes et sont également de mauvais pronostic. De nombreuses
voies de signalisation sont également concernées par ces anomalies génétiques (cf 2.3) notamment
la voie des RAS/MAPK perturbée chez environ 40% des patients (cf 2.3.2), la voie NF-κB (cf 2.3.1)
qui est dérégulée chez 20% des patients (Demchenko et al., 2010) ou bien encore les différentes
voies de réponses aux dommages de l’ADN (Chapman et al., 2011). Il a également été montré que
ces évènements génétiques secondaires impliquent de nombreuses délétions ou amplifications dans
le génome (ou CNVs).
Finalement, le séquençage haut-débit et particulièrement une étude sur une cohorte de 38 patients
(Chapman et al. (2011), Magrangeas et al. (2013), Morgan et al. (2012)) sur lesquels ont été
réalisés des séquençages de type Whole Genome (WGS) et/ou Whole Exome (WES) ont permis
l’identification de 10 gènes qui ont une fréquence de mutation significativement importante chez les
patients atteints de Myélome Multiple: NRAS, KRAS, FAM46C, DIS3, TP53, CCND1, PNRC1,
ALOX12B, HLA-A et MAGED1.

Évènements génétiques Anomalies génétiques Fréquence

Évènements primaires
Translocations t(11;14), CCND1 15%

t(4;14),MMSET/FGFR3 15%
t(6;14),CCND3 2%
t(14;16), MAF 5%

t(14;20), MAFB 1%
Aneuplöıdies Hyperdiplöıdies 50%

del13q, potentiellement RB1 40%

Évènements secondaires
Translocations MYC 15%

Gain/perte bras chromosomiques Gain 1q, MYC 40%
Perte 1p, CDKN2 ou FAM46C 30%

Perte 17p, TP53 10%
Mutations poncutelles Voie des MAPK, KRAS, NRAS, BRAF 45%

Voie NF-κB, TRAF3, CYLD, LDB 15%
Voie de réparation de l’ADN, TP53, ATM, ATR 10%

Table 1: Principales anomalies génétiques primaires et secondaires retrouvées chez les patients
atteints de Myélome Multiple.
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Hétérogénéité intra-patient

A la fin des années 70, les premiers modèles d’évolution clonale Darwiniens dans les cancers ont
émergé. Ces modèles présentent une évolution de la tumeur où les clones cellulaires acquièrent
au fur et à mesure des altérations génétiques différentes qui vont conférer à certains clones un
avantage prolifératif favorisant son émergence, la croissance et la survie de la tumeur.
Ce modèle d’évolution clonale a également été testé pour le Myélome (Manier et al., 2017) où les
cellules propagatrices du myélome sont en réalité un mélange de sous clones génétiques acquérant
au fur et à mesure de nouvelles anomalies génétiques permettant au clone d’avoir un avantage
sélectif permettant l’évolution de la maladie (Figure 4). Chez les patients atteints de myélome, la
pression thérapeutique entrâıne une réorganisation et une diversification des populations cellulaires
de la tumeur et on observe, en effet, l’émergence de clones jusqu’alors minoritaires qui deviennent
dominants à la rechute. Ces clones plus agressifs accélèrent la progression de la maladie. (Ma-
grangeas et al., 2013).

Figure 4: Proposition de modèles d’évolution clonale dans le Myélome Multiple, Figure
tirée de Manier et al. (2017).

Les évolutions des technologies de séquençage et des analyses génomiques associées ont donc permis
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de montrer qu’outre l’hétérogénéité intra-patient, il existe une hétérogénéité au sein même de la
tumeur. C’est notamment le cas d’une étude d’analyses génomiques sur des échantillons prélevés
à différents stades de progression du MM (Keats et al., 2012). Cette étude propose deux modèles
d’évolution clonale: un modèle où l’évolution se fait de façon linéaire et un autre ou l’évolution se
fait de façon hétérogène avec différentes ramifications des sous populations clonales.
Pour appuyer ces hypothèses d’hétérogénéité intra-patient, d’autres études de séquençage de
génomes entiers ont été réalisées (Egan et al., 2012) sur 4 tumeurs à différents stades de pro-
gression de la maladie (diagnostic, première rechute, seconde rechute et stade terminal). Cette
étude a révélé la détection de variants nucléotidiques présents dans certains sous-clones et illus-
trant cette hétérogénéité et l’évolution clonale pour le MM. L’analyse de ces variants a pu mettre
en évidence une grande diversité évolutive au fur et à mesure de la progression de la maladie et une
pression sélective des clones suite au traitement. Ils ont ainsi montré chez un patient présentant un
clone majoritaire au diagnostic, que ce clone était éliminé par un premier traitement mais qu’un
clone jusque là minoritaire émergeait lors de la rechute de ce patient. Ce clone était résistant au
premier traitement. Lorsque ce patient à la rechute recevait un second traitement, le clone résistant
à la rechute était éliminé mais on constatait la réémergence du clone majoritaire au diagnostique
qui lui était plutôt résistant à ce second traitement.
Par la suite, des études sur de plus grandes cohortes de patients ont été réalisées allant dans le
sens de ce modèle d’évolution clonale. C’est notamment le cas d’une étude effectuée au sein de
notre laboratoire (Magrangeas et al., 2013) qui comparait des échantillons de patients à la fois
au diagnostic et à la rechute et qui a proposé deux types d’évolutions sous clonales dans le cas
du Myélome Multiple: 2/3 des patients suivaient un modèle linéaire caractérisé par un sous clone
au diagnostic qui fait acquisition de lésions génétiques et qui évolue vers un nouveau sous clone
dominant à la rechute. Le reste des patients (1/3) présentait un modèle d’évolution clonale non
linéaire dans lequel un sous clone majoritaire était éliminé par le traitement ce qui favorisait par
le suite l’apparition d’un sous clone mineur lors de la rechute du patient. Cette étude à également
révélé un lien entre ce modèle non linéaire et l’utilisation du bortezomibe, un traitement efficace
pour éliminer le clone majoritaire mais qui permettrait également la persistance de sous clones
favorisant la rechute du patient.
D’autres études ont également montré la présence de populations sous clonales (Lohr et al. (2014)
et Walker et al. (2015)), et ont respectivement identifié au moins 3 sous clones (jusqu’à 7 chez
certains patients) et au moins 5 sous clones (jusqu’à 10 chez certains patients). Ces études ont mis
en évidence des mutations génétiques qui étaient clonales (retrouvées dans tous les clones) comme
DIS3, KRAS et d’autres sous clonales (dans moins de 10% de la population clonale) comme BRAF
(Lohr et al., 2014). D’autres mutations génétiques importantes sur les gènes FAM46C et TRAF3
sont également plus fréquemment observées dans des populations sous-clonales (Walker et al.,
2015). Cette étude a également montré des mutations génétiques à divers niveaux de la voie des
MAP-kinases dans des sous clones distincts.
Enfin la complexité génétique dépend également du stade de progression du myélome. Il est sou-
vent observé que l’hétérogénéité intra-patient est plus réduite au stade MGUS comparé aux stades
SMM et MM qui eux présentent déjà une forte hétérogénéité tumorale.
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2.3 Voies de signalisation importantes et perturbées par les anomalies
génétiques du Myélome Multiple

2.3.1 Voie de signalisation NF-κB

La voie NF-κB est activée de façon normale au cours de la réponse immunitaire et dans la
réponse au stress cellulaire. Cinq sous-unités de cette voie ont été décrites chez les mammifères :
RelA (p65), RelB, cRel, p50 (p105) et p52 (p100). Chacune de ces sous-unités possède un domaine
Rel-homologue en N-terminal qui va permettre la fixation spécifique sur les sites κB de l’acide des-
oxyribonucléique (ADN). De plus, RelA, RelB et cRel ont également un domaine d’activation de
la transcription du côté C-terminal. Cela indique que seules les sous-unités RelA, RelB et cRel
peuvent jouer un rôle en tant qu’activateur de la transcription. Les sous-unités p50 et p52 doivent
donc interagir (hétéro-dimérisation) avec d’autres facteurs activateurs pour pouvoir effectuer une
régulation activatrice de leurs gènes cibles. Un hétéro-dimère p50:p52 est donc généralement as-
socié à une répression de la transcription s’il se fixe sans co-facteur.
L’activation de cette voie va conduire à l’export d’homo et d’hétéro-dimères vers le noyau afin
de pouvoir se fixer sur l’ADN et ainsi réguler la transcription de gènes (Figure 5). Il existe deux
mécanismes activateurs de la voie NF-κB. Le premier mécanisme, dit voie canonique, est une
réponse à des signaux pro-inflammatoires qui va induire la dégradation d’un inhibiteur de NF-κB
(IκB). C’est un mécanisme essentiel pour la rapidité de la réponse immune qui va permettre la
translocation dans le noyau des dimères suivants : RelA:p50, cRel:p50, RelA:RelA, cRel:cRel. La
seconde voie, dite non canonique, permet l’organogenèse des organes lymphöıdes secondaires, le
développement des cellules B et leur survie, ce sont les dimères RelB:p52, p52:p52 et p50:p52
qui seront exportés vers le noyau. Enfin une activation simultanée de ces deux mécanismes peut
également conduire à la formation de dimères hybrides comme RelA:p52. En tout, 14 dimères NF-
κB différents ont été observés lorsque les deux mécanismes sont actifs dans le lymphome (Zhao
et al., 2014).
Dans le cas du Myélome Multiple, la voie NF-κB est perturbée chez environ 20% des patients. Des
anomalies génétiques sur les régulateurs négatifs de la protéine NIK (Figure 5): TRAF3,TRAF2
et CIAP1/2 ou des mutations activatrices induisant un haut niveau d’expression du récepteur
membranaire CD40 ont pour conséquence une activation constitutive des deux voies NF-κB. Ces
anomalies vont permettre à la cellule de s’affranchir de son micro-environnement et de migrer vers
le sang périphérique. Des anomalies perturbant significativement d’autres gènes tels que CYLD1
(voie canonique) et LTB (voie non canonique) ont récemment été mis en évidence. D’autres gènes
fréquemment touchés par des anomalies dans le Myélome ont été répertoriés: IKBKB BIRC2,
BIRC3 (voie canonique et non canonique), CARD11 (voie canonique) et TRAF3IP1 (voie non
canonique). La perturbation de cette voie de signalisation n’est cependant pas un marqueur
pronostic des patients diagnostiqués MM.
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Figure 5: La voie classique et la voie alternative NF-κB, Figure adaptée d’après Collares
(2016).
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2.3.2 Voie de signalisation RAS/RAF/MAPK

La famille des MAPK est composée de nombreux membres dont l’activation s’effectue par une
série de phosphorylations. RAF est par exemple une MAP kinase tri-phosphorylée qui peut être
activée par les membres de la famille RAS. Une cascade de phosphorylation est ensuite déclenchée:
RAF va à son tour activer une MAP kinase di-phosphorylée qui va elle même activer une MAP
kinase mono-phosphorylée (Figure 6).
Cette voie de signalisation est particulièrement critique pour la cellule car elle permet de réguler
à la fois la différentiation, la prolifération, la survie, la réparation des dommages à l’ADN ou bien
encore le cycle cellulaire.
Dans le cas du Myélome, les mutations sur cette voie de signalisation sont retrouvés dans près
de 50% des patients et sont généralement associées à une prolifération cellulaire et donc à une
progression de la maladie plutôt qu’à son apparition.

Figure 6: La voie de signalisation RAS/MAPK Figure adaptée d’après Lièvre and Laurent-
Puig (2010).

26



LE MYELOME MULTIPLE Voies de signalisation importantes et perturbées du MM

2.3.3 La différentiation des cellules plasmocytaires

L’IRF4 est un facteur de transcription essentiel tout au long de la différentiation de la cellule
B mais également pour la survie de la cellule de myélome.
L’expression d’IRF4 dans la lignée lymphocytaire B est plutôt biphasique. Dans les cellules B
näıves, l’expression d’IRF4 est réprimée par l’intervention de MITF (Figure 7A). Lorsque la cellule
B est activée, l’expression d’IRF4 va augmenter par l’intervention de deux voies de signalisation:
les sous-unités NF-κB et le facteur STAT6. IRF4 va alors lui même permettre l’expression de
PRDM1 et de MYC. L’expression d’IRF4 est également régulée par un mécanisme de feed-back
d’IRF4. L’expression de MYC va permettre un burst de division cellulaire tandis que PRDM1
va conduire à une différentiation d’une proportion des cellules en cellules à courte durée de vie
sécrétrices d’Igs (Figure 7B).

Figure 7: Expression biphasique d’IRF4 selon le stade de différentiation de la cellule
B., Figure adaptée de Shaffer et al. (2009).

IRF4 va de nouveau être réprimé dans les centres germinatifs. Les cellules expriment IRF8 et
le niveau d’IRF4 diminue principalement du à l’absence de NF-κB combinée à la répression par
MITF. Ceci permet l’expression de BCL-6 qui va inhiber l’expression de PRDM1, ce qui bloque
les cellules dans ce stade (Figure 7C).
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Dans les plasmocytes, IRF4 est à nouveau exprimé grâce a l’intervention de différents stimuli.
IRF4 réprime alors BCL-6 ce qui permet l’expression de PRDM1. PRDM1 réprime également
MYC et BCL-6 amenant au phénotype de sécreteur d’Igs et termine la différentiation en cellule
plasmocytaire (Figure 7D).
Dans la cellule de myélome, IRF4 est également exprimé ainsi que PRDM1 et MYC qui sont tous les
deux sur-exprimés (Figure 7E). Les cellules de myélome sont dépendantes du niveau d’expression
d’IRF4, une simple diminution entrâıne une mort cellulaire. IRF4 contrôle un programme tran-
scriptionnel aberrant qui contrôle l’expression de gènes importants pour le contrôle du cycle cellu-
laire, la régulation de la transcription et la différentiation du plasmocyte via PRDM1 (Figure8).
Cependant, les rares mutations oncogéniques sur le gène IRF4 sont généralement associées à un
bon pronostic.

Figure 8: Rôle d’IRF4 dans la survie et la prolifération de la cellule de myélome, Figure
adaptée de Shaffer et al. (2009); , les X rouges représentent les différentes cibles d’action de diverses
drogues.
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2.3.4 Autres voies perturbées dans le Myélome Multiple

Des mutations génétiques perturbant d’autres voies de signalisation ont également été répertoriées
chez des patients atteints de MM. L’une de ces voies est celle de réponse aux dommages causés
sur l’ADN: des mutations sur les gènes codants pour les kinases ATM et ATR et plus significa-
tivement sur le gène codant pour la TP53. Lors de cassures de l’ADN double brin, les kinases
ATM et ATR vont activer la phosphorylation des protéines TP53, CHEK1 et de CHEK2 qui vont
provoquer l’arrêt du cycle cellulaire, la réparation de l’ADN et l’apoptose de la cellule. Les muta-
tions touchant la voie de réparation de l’ADN sont retrouvées chez environ 15% des patients. Ces
mutations sont généralement associées à un mauvais pronostic chez les patients.
Une autre voie perturbée par des mutations sur les gènes est celle du cycle cellulaire. On retrouve
en effet des mutations sur les gènes codant pour les Cyclines D1 et D3 (CCND1 et CCND3 ), pour
l’inhibiteur de la cycline D1 CDKN2C, la protéine RB1 et TP53. Comme indiqué précédemment,
les translocations impactant CCND1 sont retrouvées chez 15% des patients. Ces mutations im-
pactent donc le cycle et peuvent à la fois provoquer l’arrêt du cycle et donc l’apoptose de la cellule
ou au contraire la prolifération des cellules tumorales. Globalement, il y a toujours une cycline
de perturbée dans le myélome: CCND1 et CCND3 par des translocations et des mutations et
CCND2 par les perturbations de c-MAF et MMSET.

2.4 Traitements du Myélome Multiple

La prise en charge du Myélome va dépendre de l’âge du patient mais également de son état
général, des symptômes et du stade de la maladie. Si le patient ne présente pas de symptômes
le traitement n’est pas systématique mais en revanche une surveillance accrue du patient et de
l’évolution de sa maladie est mise en place.
L’un des principaux moyens de traitement du Myélome Multiple est l’autogreffe. Cependant, l’âge
limite maximal pour une autogreffe est de 65 ans. Pour réaliser une autogreffe, un traitement dit
d’induction de 4 cycles impliquant un inhibiteur du protéasome, un immunomodulateur et de la
Dex est tout d’abord donné au patient dans le but de réduire de façon drastique la masse tumorale.
Deux traitements d’induction sont en cours actuellement: le VRD (Bortezomib/Velcade, Lenalido-
mide/Revlimid, Dex) et le VTD (Bortezomib/Velcade, Thalidomide, Dex). Une fois les 4 cycles
réalisés, les cellules souches hématopöıétiques périphériques du patient sont prélevées puis triées
et congelées. Le patient va alors suivre une chimiothérapie additionnée de Melphalan qui aura
pour effet de détruire les cellules de la moelle osseuse. Les cellules souches initialement prélevées
et congelées sont ensuite réinjectées par transfusion 48 heures après pour initier une régénération
de la moelle osseuse.
Suite à cette autogreffe, le patient recevra un traitement dit de consolidation pendant 2 mois après
la greffe (correspondant à 2 cycles de traitement d’induction), puis sera sous immunomodulateur
(lenalidomide) pendant 2 ans. L’autogreffe est également envisageable pour les patients de plus
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de 65 ans ne présentant pas de problème cardiaque, rénal ou pulmonaire et ce jusqu’à 70 ans. Il
faut également noter que des essais thérapeutiques qui ont pour objet les allogreffes, c’est-à-dire le
prélèvement de cellules souches hématopöıétiques saines chez un donneur compatible, et l’injection
après chimiothérapie chez le patient sont actuellement en cours.
Pour les patients plus âgés, le traitement consiste en une chimiothérapie combinée au Velcade
(combinaison de Bortezomib/Velcade Melphalen et Prednisone = VMP) ou d’une combinaison de
Revlimid/lenalidomide et Dex (RD). A noter que le RD est privilégié car son administration est
plus facile pour le patient et nécessite moins de déplacements à l’hôpital.
Récemment, l’utilisation d’une nouvelle classe de médicaments, l’anticorps monoclonal daratu-
mumab, en association avec les thalidomides (IMiD), le bortézomib (PI) et la Dex a amélioré la
réponse et la survie sans rechute (Moreau et al., 2019). La Dex est également utilisée dans toutes
les options de traitement pour les patients atteints de MM en rechute et/ou réfractaires (RRMM)
en association avec les IMiD de deuxième génération, le lénalidomide et le pomalidomide et les IP
carfilzomib et ixazomib (Gariani et al., 2018).
En parallèle de ces différents traitements, des approches pour traiter les symptômes du Myélome
peuvent être utilisées telles que la radiothérapie pour soulager les douleurs osseuses ou des traite-
ments médicamenteux pour lutter contre les infections, des dialyses pour les insuffisances rénales
ou des compléments alimentaires pour compenser l’anémie.

2.5 Rechute du Myélome Multiple

Malgré l’émergence de ces nouveaux traitements, le Myélome Multiple reste une pathologie in-
curable et les patients présentent une durée de rechute allant de quelques mois à environ 10 ans.
Cette rechute survient notamment par l’émergence d’une sous-population minoritaire qui est plus
agressive et plus résistante aux traitements (Mateos and San Miguel, 2013).
Dans ces cas, des traitements dits de seconde ligne sont alors utilisés notamment deux types:
l’utilisation d’anticorps anti-CD38 (Daratumumab, Isatuximab) ou des inhibiteurs du protéasome
(Carfizomib, Ixazomib). Malheureusement, ces différents traitements perdent drastiquement en
efficacité au fur et à mesure des rechutes successives du patient.
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3 Mécanismes de la régulation d’expression des gènes

Les nouvelles technologies de séquençage ont permis récemment une meilleure approche et compré-
hension du génome dans son ensemble. Ces approches ont pu ainsi mettre en évidence que le niveau
de complexité d’un organisme n’est pas lié à son nombre de gènes ni à la taille de son génome.
Par exemple, le génome d’un grain de riz est composé de 35 000 à 40 000 gènes quand seulement
environ 20 000 gènes sont décrits pour l’être humain. La diversité et la complexité d’un organisme
ne peuvent donc pas être uniquement attribuées à ces critères et d’autres paramètres tels que les
modifications protéiques, épigénétiques ou bien encore les divers mécanismes d’épissage doivent
être pris en compte pour appréhender la complexité d’un organisme. Ainsi, l’hypothèse de travail
émise par Crick ”un gène donne un acide ribonucléique (ARN) qui donne une protéine” a depuis
longtemps évolué en fonction de l’organisme, du tissu et même de l’état de la cellule à un instant
t. Aujourd’hui on peut affirmer qu’un gène sera transcrit en plusieurs ARNs qui pourront être
traduits en plusieurs protéines qui selon les différentes modifications qu’elles subiront pourront
jouer divers rôles pour la cellule.
De plus, les données de séquençage du génome entier ont révélé que sur l’ensemble du génome
humain, la proportion de séquences dites ”codantes” pour des protéines ne représentait qu’environ
1% du génome entier. Parmi le reste des régions dites ”non codantes”, on trouve des séquences per-
mettant la transcription d’ARNs non codants, des séquences introniques mais aussi des séquences
dites régulatrices plus ou moins proches des séquences codantes (Knight, 2003). Ces séquences
sont appelées promoteurs lorsqu’elles se situent proche d’un transcription start site (TSS) ou bien
enhancer (proximal ou distal) lorsque celles-ci sont situées à distance d’un TSS. Ces séquences
régulatrices représenteraient à elles seules environ 40% du génome et leur utilisation en tant que
régions régulatrices varierait entre deux tissus et même entre deux cellules d’un même tissu ce qui
confère à la cellule une modulation de l’expression de ses gènes beaucoup plus fine. Ces différents
mécanismes de régulation de l’expression des gènes à un niveau génomique sont donc un élément
indispensable pour la compréhension de l’action moléculaire de la Dex dans le Myélome.

3.1 Transcription des gènes

Au cours des années, les connaissances sur la façon dont les gènes sont transcrits ont grande-
ment évolué. Un gène est défini par une séquence d’ADN lue par un complexe protéique appelé
machinerie transcriptionnelle. Cette machinerie lit la séquence d’ADN pour la retranscrire en ARN
dit ”messager” (ARNm) qui sera ensuite exporté au niveau du cytoplasme pour être traduit en
protéine. Cette transcription est effectuée par la RNA polymerase II. Une fois l’ADN transcrit en
pré-ARNm, celui-ci va subir de nombreuses modifications dont la principale est l’épissage alternatif
qui permet la production de différents transcrits à partir d’un seul et même gène (Lee and Rio,
2015).
L’épissage alternatif permet de définir deux types d’éléments présents dans la séquence du gène:
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les introns et les exons. Les exons contiennent des parties codantes du gène et seront épissés pour
composer l’ARN transcrit tandis que les introns sont des séquences non codantes qui séparent les
exons. Lors de la maturation du pré-ARNm en ARNm, l’épissage permet d’éliminer les parties
introniques et d’assembler des exons permettant la production de différents transcrits en fonction
des besoins de la cellule. Une fois l’ARNm maturé, celui-ci est exporté dans le cytoplasme où il est
traduit en protéine grâce à l’action des ribosomes. Ces protéines subissent ensuite toutes sortes
de modifications post-traductionnelles (phosphorylation, ubiquitination, repliement...) afin de de-
venir fonctionnelles pour la cellule. Bien que ces mécanismes soient maintenant bien décrits, les
séquences codantes de l’ADN ne représentent qu’une infime part de l’ensemble du génome. Parmi
les régions non codantes, de nombreuses études ont démontré la présence d’éléments régulateurs
de la transcription.

3.2 Régions régulatrices de la transcription et facteurs de transcrip-
tion

Pour permettre l’initiation de la transcription des gènes, des éléments de régulation sont nécessaires.
Ils sont majoritairement de deux types: les éléments de régulation ptrès proches des gènes dits
promoteurs et les éléments de régulation proximaux ou distaux dits enhancers. Ces éléments sont
trouvés dans les régions de l’ADN dites non codantes.
Les promoteurs sont des séquences régulatrices généralement proches des TSS, ces séquences sont
très souvent riches en bases GC (environ 70% des promoteurs humains). Les promoteurs sont indis-
pensables pour la transcription du gène en ARNm, en effet, des études in vitro ont montré qu’une
déplétion de ces éléments sur l’ADN inhibait l’expression du gène. Les promoteurs permettent le re-
crutement de la machinerie transcriptionnelle via des séquences de reconnaissance tels que la TATA
box (5’-TATATA-3’) qui est reconnue par la RNA polymerase II, ces séquences sont toutefois rares
chez l’humain. Une fois la machinerie recrutée au niveau des promoteurs, la transcription peut
être initiée et l’ADN transcrit. D’autres éléments de régulation peuvent également être trouvés
dans les promoteurs comme la bôıte CAT et boite GC (5’-GGCCCATCCAT-3’) (Govindan et al.,
1991) qui permettent la fixation d’autres protéines servant au recrutement de la machinerie tran-
scriptionnelle.
Les enhancers sont quant à eux des éléments de régulation de la transcription des gènes distaux.
Ils peuvent être localisés à plusieurs centaines de kb du gène cible qu’ils vont réguler. Ces éléments
contiennent des motifs de reconnaissance pour la liaison de protéines spécifiques à l’ADN. De nom-
breux enhancers peuvent réguler un même gène cible, de même un enhancer peut réguler différentes
cibles selon l’environnement ou même le tissu. De façon générale, les enhancers agissent de façon
synergique avec le promoteur du gène cible afin de booster ou au contraire inhiber la transcription
du gène, on parle dans ce cas de silencers.
Outre la présence de la machinerie transcriptionnelle au niveau des promoteurs, il y a également
de nombreuses séquences de reconnaissance protéique dans les promoteurs ainsi que dans les en-
hancers. Ces séquences permettent la liaison à l’ADN de protéines régulatrices que l’on appelle
facteur de transcription (TF). Il existe de nombreuses familles de facteur de transcription comme
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par exemple la famille IRF qui reconnâıt la séquence ISRE (5’-AGTTTCNNTTTCNC/T-3’).
L’activité et l’expression du facteur de transcription sont conditionnées par l’état de la cellule,
le tissu ou le stade de différentiation de la cellule. Les TFs peuvent avoir une activité activatrice
ou inhibitrice et dans certains cas les deux. Ainsi un facteur de transcription peut à la fois activer
un gène A et en même temps inhiber un gène B.

3.3 Modifications post-traductionnelles des histones

L’ADN est une séquence nucléotidique non linéaire, cette châıne est enroulée autour de complexes
protéiques appelés octamère d’histones formant ainsi le nucléosome. Il existe plusieurs sortes
d’histones: H3, H4, H2A et H2B. Chaque octamère d’histones est composé de deux exemplaires de
chacun des quatre histones. Chaque histone contient deux domaines majeurs: un domaine central
qui contient le ”motif histone fold” composé de trois hélices et de deux boucles et une ”queue”
N-terminale dépourvue de structure secondaire et riche en résidus lysine et arginine (Figure 9A).
Du fait de la composition de ces queues, les résidus qui la composent sont la cible de nombreuses

Figure 9: Domaines et composition des sous-unités histones H2A et B, H3 et H4
(A) Domaines structuraux des sous-unités histones (B) Composition en acides aminés des queues
N-terminales et positions des résidus pouvant subir des modifications post-traductionnelles; p:
phosphorylation, ac: acétylation, rib: ribosylation, m: méthylation.
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modifications post-traductionnelles (Hake et al., 2006). Ces modifications sont de plusieurs sortes:
phosphorylation, acétylation, méthylation... Ces modifications peuvent donc affecter la charge des
histones mais également l’accessibilité à l’ADN ainsi que les interactions protéines:protéines avec
les nucléosomes (Figure 9B).
Les modifications post-traductionnelles au niveau de ces queues d’histones permettent de prédire
l’activité transcriptionnelle d’une région régulatrice. Ainsi de nombreuses modifications appelées
marques d’histones ont été identifiées. La combinaison de la présence de certaines marques permet
ainsi de définir des états chromatiniens dont va pouvoir dépendre la régulation de la transcription
(Zhang et al., 2015).
Pour évaluer l’activité transcriptionnelle des régions régulatrices promoteurs et enhancers, ce sont
les modifications sur les résidus lysine 4 et lysine 27 de l’histone H3 qui sont principalement
utilisées (Ernst and Kellis, 2012). L’histone H3 peut être mono ou tri-méthylé sur la lysine 4
(H3K4me1 ou H3K4me3) et ainsi définir une région de type enhancer (H3K4me1) et une région de
type promoteur (H3K4me3). Concernant l’activité transcriptionnelle de ces régions, c’est le résidu
lysine 27 qui va être prépondérant (Figure 10). Sur ce résidu, une tri-méthylation (H3K27me3)
est généralement associée à une répression ou une inhibition de la transcription (Figure 10A) alors
qu’une acétylation (H3K27ac) est, à l’inverse, synonyme d’activation de la transcription (Figure
10).

Figure 10: Modulation de l’expression génique selon la présence ou l’absence de diverses
marques d’histones Marques d’histones fréquemment enrichies dans les régions régulatrices des
gènes réprimés ou peu exprimés (H3K27me3) (A) et pour les gènes transcriptionnellement actifs
(H3K27ac) (B).
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3.4 Accessibilité de la chromatine

L’ADN n’existe pas sous forme libre dans la cellule, il est compacté à plusieurs niveaux, le niveau le
plus élevé étant la super condensation donnant lieu aux chromosomes. A l’état enroulé l’ADN est
appelé chromatine et peut être divisé en deux domaines: l’euchromatine et l’hétérochromatine (Fig-
ure 11B). L’euchromatine est le compartiment de l’ADN qui est décondensé pendant l’interphase du
cycle cellulaire. L’hétérochromatine est, à l’inverse, un état de condensation qui ne change pas pen-
dant le cycle cellulaire et est généralement localisé en périphérie du noyau alors que l’euchromatine
occupe plutôt la partie centrale du nucléoplasme.
L’unité fondamentale de la chromatine est appelée nucléosome. Composé à la fois d’ADN et
d’histones, le nucléosome constitue le premier niveau de compaction de l’ADN. Le nucléosome
est composé d’une particule coeur (histone) qui est très conservée parmi les espèces et est con-
stituée de 146pb d’ADN enroulé environ 1,7 tour autour d’un octamère d’histones (Figure 11A).
Le nucléosome est également composé d’une région de liaison (région internucléosomale) qui relie
les particules coeur dont la longueur varie selon les espèces. La distance internucléosomale varie
généralement entre 160 et 240bp.

Figure 11: Compaction et accessibilité de la chromatine.(A) Composition du nucléosome
avec ses différentes sous-unités. (B) L’accessibilité de la chromatine et le niveau de condensation
de celle-ci permettent ou non la transcription des gènes cibles.
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Selon l’état de la cellule à un instant t, les nucléosomes ne seront pas situés exactement à la même
localisation dans le génome. Il existe des complexes de remodelage de la chromatine qui permettent
de modifier la position des nucléosomes. Une des famille de facteurs de remodelage la plus connu
est la famille SWI/SNF. Ces complexes comportent 8 à 15 sous-unités dont sept composent une
sous-unité ATP-ase indispensable pour modifier la position de la particule coeur des nucléosomes.
Ces complexes permettent d’augmenter l’accessibilité de l’ADN aux divers facteurs de transcription
et aux nucléases. Le mécanisme de remodelage consiste généralement à faire ”glisser” les histones
sur l’ADN.
L’accessibilité de la chromatine est donc un élément essentiel dans les mécanismes de régulation
de la transcription des gènes. Les gènes ainsi que les diverses régions régulatrices promoteurs et
enhancers doivent en effet être accessibles pour permettre la fixation des facteurs de transcription
et de la machinerie transcriptionnelle.

3.5 Conformation 3D de la chromatine

Le développement de nouvelles techniques de séquençage et particulièrement les techniques de
HiC (Lieberman-Aiden et al., 2009) ont permis de mieux comprendre l’impact de l’organisation
spatiale du génome sur la proximité physique des différents éléments de régulation de la transcrip-
tion. Ces études ont montré que l’organisation du génome était un processus en plusieurs étapes
impliquant la compaction de l’ADN en nucléosome, les fibres chromatiniennes et la compartimen-
tation des chromosomes. A des échelles inférieures à la mégabase, les fibres chromatiniennes sont
repliées en domaines globulaires appelés domaines topologiquement associés (TAD) (Figure 12).
Ces domaines TAD se regroupent alors en deux compartiments principaux A et B caractérisés par
un enrichissement de gènes transcriptionnellement actifs et de chromatine accessible pour le com-
partiment A et à l’inverse, de gènes éloignés les uns des autres et de chromatine inaccessible pour
le compartiment B. Les TAD sont conservés et largement invariants à travers les types cellulaires,
alors que les interactions chromatiniennes à l’intérieur des TAD et les compartiments sont beau-
coup plus tissus spécifiques. Une fonction importante des TAD est de restreindre les interactions
d’éléments régulateurs d’un gène à l’intérieur d’un même TAD en évitant des interactions avec un
TAD adjacent. Les frontières des TAD permettent également de restreindre la propagation de la
chromatine répressive à l’intérieur des domaines actifs et inversement. Ces frontières sont enrichies
en fixation de protéines structurales telles que le CTCF ou la cohésine. Les interactions médiées
par la cohésine et par les boucles CTCF-CTCF sont essentielles pour l’organisation du génome
en TAD. Cette organisation hiérarchique permet à la cellule d’avoir un profil d’expression tissu
spécifique.
Enfin, au sein d’un même domaine de régulation, des boucles de régulation se forment pour per-
mettre l’interaction physique d’un enhancer avec le promoteur d’un gène cible. Ainsi un enhancer
peut réguler un gène à des centaines de kilobases de sa cible sur le même chromosome (interaction
cis) ou sur un autre chromosome (interaction trans). La stabilisation de ces boucles dépend du
facteur de transcription qui se fixe dans la région ainsi que de l’état cellulaire.
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Figure 12: Organisation structurelle de la chromatine à différents niveaux, Les deux
compartiments représentent la chromatine libre et compactée, les domaines TAD sont formés par
le CTCF. Les boucles de régulation se forment à l’intérieur de ces domaines.
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4 Les Glucocorticöıdes

4.1 Rôle physiologique du Récepteur aux Glucocorticöıdes

A l’état physiologique, les GCs sont des hormones stéröıdes qui sont secrétées par les glandes
adrenales principalement en réponse à un stress de l’organisme (Cruz-Topete and Cidlowski, 2015).
Une fois secrété, le glucocorticöıde se fixe sur leur récepteur spécifique: le récepteur aux gluco-
corticöıdes (GR). Ainsi liés, ils agissent sur un grand nombre de métabolismes (métabolismes
glucidique, lipidique et/ou protéique) mais également sur les éléments figurés du sang tels que
les lymphocytes B, les mastocytes (activité anti-allergique) et les macrophages (diminution de
l’activité anti-infectieuse) (Figure 13). Nous détaillerons d’abord le rôle des GCs dans divers
métabolismes puis dans la médiation de l’inflammation avant d’évoquer son utilisation dans les
pathologies.

4.1.1 Métabolisme

Les GCs interviennent dans de nombreux organes pour réguler des fonctions métaboliques im-
portantes dans le corps humain (Cruz-Topete and Cidlowski (2015), Cohen and Steger (2017)):

• Dans le foie: Les GCs régulent divers processus à l’intérieur du foie. Des niveaux aberrants
de GCs peuvent provoquer des hyperglycémies par induction de gènes impliqués dans la
production d’enzyme gluconéogenique (G6Pase et PEPCK). Les GCs stimulent également la
production de very low density protein (VLDL) conduisant à des troubles hypertriglycéridé-
miques. De plus, les GCs favorisent la sécrétion d’enzymes FAS et d’acetylCoA carboxylase
(ACC) et à l’inverse, inhibent la β-oxydation d’acides gras libres (FFA) par interférence des
GCs avec l’AcylCoA déshydrogénase ce qui peut conduire à des stéatoses hépatiques (maladie
du foie gras). Finalement, les GCs en agissant sur les VLDL et les enzymes FAS et ACC
contribuent à la lipogenèse dans le foie.

• Dans les tissus adipeux: Les GCs agissent dans les tissus adipeux mais de façon antag-
oniste selon la localisation (périphérique ou centrale/abdominale). Dans les tissus adipeux
périphériques, les GCs provoquent la lipolyse et inhibent l’enzyme PEPCK et la lipoprotein
lipase (LPL). A l’inverse, dans les tissus centraux ou abdominaux, les GCs provoquent une
hypertrophie des tissus par interaction avec les protéines C/EBP et PPARγ. Des anomalies
liées aux GCs dans les tissus adipeux peuvent provoquer de l’obésité et une résistance à
l’insuline.

• Dans les muscles squelettiques: Les GCs permettent la stimulation de la myostatine qui
inhibe la croissance des tissus musculaires. Les GCs régulent de plus l’utilisation du glucose
et le renouvellement des protéines au travers de nombreuses voies: augmentation de la glu-
tamine synthase qui favorise la mobilisation d’acides aminés; inhibition de la kinase AKT qui
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Figure 13: Les GCs régulent un très grand nombre de fonctions à l’état physiologique
chez l’homme. L’hormone est synthétisée par les glandes adrenales pour agir via son récepteur.
Figure tirée de Cruz-Topete and Cidlowski (2015).

inhibe l’assimilation du glucose (par inhibition de la translocation de la protéine GLUT4), la
synthèse de glycogène (par inhibition de l’enzyme Glycocgène synthase) et d’autres protéines.
Les GCs stimulent les protéines FOXO1 et FOXO3 qui favorisent la dégradation de certaines
protéines.

4.1.2 Inflammation

Les GCs jouent un rôle important dans la régulation de nombreuses voies immunitaires à travers
l’interaction avec des voies de signalisation telles que la voie NF-κB (Franchimont et al., 2002).

• Rôle dans l’immunité innée: Les GCs permettent la prolifération et la survie des
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neutrophiles et à l’inverse induisent l’apoptose des éosinophiles et des basophiles. L’action
des GCs sur les neutrophiles est permise par la down régulation de molécules d’adhésion des
leucocytes (LFA-1 et L-sélectine) et de molécules d’adhésion endothéliale comme ICAM1.
Les GCs inhibent également la sécrétion de chemokines. Concernant les éosinophiles, les
GCs empêchent la migration de ces cellules en inhibant la molécule ICAM63 et en stimulant
la sécrétion de chemokines telles que l’éotaxine.

• Rôle dans l’immunité adaptative: Les GCs bloquent la maturation des cellules den-
dritiques qui perdent ainsi leur fonction de présentation de l’antigène aux lymphocytes T,
ce qui inhibe la capacité à générer une réponse immunitaire. Cette inhibition est due au
blocage du complexe d’histocompatibilité MHC-II et des molécules co-stimulatrices telles
que ICAM-1 et LFA-1 par les GCs. Les GCs bloquent également la sécrétion d’IL-12 par les
monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques ce qui inhibe le développement des
cellules Th1 (diminution de l’immunité cellulaire) et à l’inverse, favorise le développement des
cellules Th2 par activation de la sécrétion d’IL-10 par les macrophages. Les Th2 stimulent
l’immunité humorale par sécrétion de diverses Interleukines (IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13). Les
GCs favoriseraient également le développement des cellules T régulatrices. Finalement, les
GCs agissent en synergie avec l’IL-4 pour activer la différenciation des cellules B et permettre
la sécrétion d’IgE et IgG4.

4.1.3 Utilisation dans diverses pathologies

De par leur capacité à induire l’apoptose des lymphocytes et leur activité anti-inflammatoire,
les GCs, en particulier la dexaméthasone (Dex), une hormone de synthèse, sont utilisés dans le
traitement de nombreuses hémopathies malignes et maladies infectieuses.
Leur utilisation a récemment été mise en exergue dans le traitement du SARS-COVID19. L’essai
de grande ampleur RECOVERY (Group, 2020) a en effet révélé que la Dex permettait de réduire
d’environ un tiers les décès chez les patients sous respiration artificielle et d’un cinquième les décès
chez les patients recevant de l’oxygène ce qui en fait à l’heure actuelle l’un des traitements les plus
prometteurs du SARS-COVID19.
Dans le cas des hémopathies malignes, la Dex est utilisée dans le traitement des leucémies et la
résistance à cette molécule est de mauvais pronostic. En ce qui concerne le myélome, la Dex est
utilisée en traitement de première ligne en combinaison avec d’autres molécules pour diminuer de
façon drastique la masse tumorale puis est administrée à chaque étape du traitement.
Des études montrent que la réponse à la Dex est hétérogène en fonction des patients (Kervoëlen
et al., 2015). Cette hétérogénéité peut en partie être expliquée par le niveau d’expression du GR.
Les patients t(14,16) et t(4,14) surexprimant plus fortement le récepteur.
Cette étude démontre également une hétérogénéité inter-patient de réponse à la Dex car seulement
50% des patients atteints de myélome répondent à la Dex. De même, cette étude démontre que dans
31 lignées cellulaires de myélome représentant les différentes anomalies génétiques répertoriées, le
niveau d’expression du GR semble influer sur la mort de la cellule induite par cette molécule.

40



LES GLUCOCORTICOIDES Génomique appliquée au GR

4.2 Mode d’action du récepteur aux glucocorticöıdes

4.2.1 Composition et structure du récepteur aux glucocorticöıdes

Pour exercer ses nombreuses fonctions au sein de l’organisme, le GC se fixe sur son récepteur:
GR. Le gène codant pour ce récepteur, appelé NR3C1 est localisé sur le chromosome 5. Il existe
actuellement 5 isoformes du GR: le GRα qui est prédominant, le GRβ (dominant négatif) et trois
autres isoformes beaucoup moins caractérisés et abondants (GRγ, A et P).

Figure 14: Composition du récepteur nucléaire aux glucocorticöıdes.

Le GR est composé de 6 domaines fonctionnels: les domaines A et B (N-terminaux) qui permettent
l’initialisation et la régulation de la transcription des gènes cibles, le domaine de liaison à l’ADN
(DBD) permettant la liaison à l’ADN via des structures en zinc finger et la dimérisation de la
protéine, une région charnière qui relie les domaines fonctionnels et DBD aux deux domaines de
liaison de l’hormone participant à la dimérisation du récepteur. A l’état basal, le GR est localisé
dans le cytoplasme et est complexé avec des protéines chaperonnes telles que HSP90/70 et la p23
ou encore FKBP51 et 52. La sécrétion de GCs ou l’administration de la Dex va libérer le GR de
son complexe pour permettre l’interaction avec son ligand.

4.2.2 Génomique appliquée au GR

A la suite de l’interaction avec son ligand, le GR s’homodimérise avant d’être internalisé dans
le noyau de la cellule où il agit comme un facteur de transcription en se fixant sur l’ADN et régule
ainsi la transcription de ses gènes cibles (Cohen and Steger (2017), Ratman et al. (2013), Reddy
et al. (2009)) (Figure 15).
Il peut se fixer de façon directe à l’ADN grâce à la présence d’une séquence nucléotidique de recon-
naissance (GRE) et grâce au domaine de liaison à l’ADN contenu dans la protéine (Figure 16A).
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Figure 15: Mécanismes d’action moléculaire du récepteur au glucocorticöıde sur la
transcription des gènes. L’hormone dans la cellule se lie au GR ce qui permet la dimérisation
de celui-ci et son export dans le noyau. La fixation sur sa séquence consensus (GRE) permet
l’activation de la transcription de ses gènes cibles.

La séquence GRE est une séquence de reconnaissance des facteurs de la famille des récepteurs
nucléaires: 5’-CCTGCAnnnTGTTCT-3’. Certaines études démontrent que la fixation du GR sur
cette séquence requiert la présence d’un homo-dimère GR mais que la fixation d’un monomère sur
un demi-motif GRE est également possible même si les impacts sur la transcription de gènes cibles
sont encore à ce jour méconnus (Figure 16B).
L’autre moyen de liaison à l’ADN est la fixation indirecte. En effet, le GR peut réguler la tran-
scription de gènes en étant fixé à l’ADN via un facteur de transcription déjà présent et fixé à
l’ADN (Figure 16C). Ce facteur est très souvent tissu voire cellule spécifique et maintient la région
régulatrice ouverte et accessible pour la fixation du GR. Dans ce cas là, la présence de la séquence
GRE n’est pas indispensable dans la région régulatrice. Il a été montré dans d’autres systèmes que
le GR peut agir de cette façon sur les facteurs de transcription AP-1 ou NF-κB. Les effets sur la
transcription des gènes cibles selon le type de liaison à l’ADN ne sont pas à ce jour complètement
élucidés. Certaines études décrivent qu’une liaison directe à l’ADN permettrait plutôt une activa-
tion de la transcription alors qu’une liaison indirecte jouerait un rôle antagoniste par rapport au
facteur de transcription déjà présent. Enfin, de récentes études évoquent un autre de mécanisme de
régulation de la transcription via la fixation directe sur un motif dit GRE négatif (nGRE) (Figure
16D) qui favoriserait, à l’inverse du GRE, l’inhibition de la transcription du gène cible (Hudson
et al. (2013), Surjit et al. (2011), Ratman et al. (2013)).
Des études démontrent que le motif n’est pas le seul élément déterminant la fixation du motif sur
un site GRE mais que le landscape chromatinien est également prédéterminant pour cette fixation
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Figure 16: Le GR régule la transcription de gènes cibles via différents mécanismes
(A) Fixation directe sur site consensus (GRE) et activation de la transcription du gène cible; (B)
Fixation sur un demi-motif hexamerique (hGRE) et recrutement/interaction avec un co-facteur
pour activer la transcription du gène; (C) Fixation indirecte via interaction avec un facteur de
transcription déjà fixé pour exercer une activité transcriptionnelle antagoniste; (D) Fixation sur
un site GRE négatif (nGRE) et inhibition de la transcription du gène cible.

(John et al. (2008); Vockley et al. (2016)). En effet, ces études démontrent que ce landscape
prédéterminé au niveau de l’accessibilité et de l’activité des régions régulatrices tissus spécifiques
est prédominant pour la fixation de la Dex.
L’action du GR sur la régulation de l’expression des gènes cibles est plus complexe que sa simple
fixation sur l’ADN: celui-ci peut également permettre une ouverture de la chromatine par différents
moyens:

• Rôle dans l’ouverture de la chromatine: Le GR interagit avec le complexe SWI/SNF.
Ce complexe est composé d’une douzaine de protéines dont les différentes sous-unités de la
protéine SMARC (particulièrement SMARCB1 et SMARCA4). L’interaction du GR avec ce
complexe permet l’ouverture de nouvelles régions régulatrices accessibles au GR au sein de
la cellule pour donner un nouveau niveau de régulation épigénétique de la transcription des
gènes cibles (Grøntved et al., 2013).

• Tetramerisation du GR: Il a également été montré dans une étude récente (Paakinaho
et al., 2010) que le GR pourrait non seulement s’homodimériser mais également lors de fortes
doses de Dex former un homotetramère. Cette nouvelle structure permettrait non seulement
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de se fixer sur les sites des régions régulatrices déjà actifs mais en plus de pénétrer des
régions de la chromatine normalement inaccessibles pour s’y fixer et potentiellement réguler
de nouvelles cibles (Figure 17).

Figure 17: La tetramérisation du GR permet de nouvelles fonctions moléculaires, Figure
tirée de Paakinaho et al. (2019).

• Action sur la structure 3D: Une étude récente réalisée sur une lignée cellulaire humaine
de cancer du poumon (A549) (D’Ippolito et al., 2018) en utilisant des analyses de conforma-
tion 3D de l’ADN sur l’ensemble du génome (HiC) a démontré que le GR pouvait également
jouer un rôle important au niveau de la structure 3D de l’ADN (Figure 18) en stabilisant
les boucles de régulation. Cette étude démontre également que la majorité des interactions
chromatiniennes sont déjà pré-existantes et que l’addition de Dex altère la compartimenta-
tion des chromosomes mais pas les domaines TAD qui restent stables et non modifiés par le
traitement à la Dex. En revanche, ils ont également montré que les interactions chromatini-
ennes se répartissaient en réseaux et que les interactions d’un même réseau répondaient de
façon coordonnée à la Dex et de façon générale, que les gènes répondant à la Dex étaient
régulés par au moins une interaction chromatinienne dont la fréquence augmentait avec le
traitement à la Dex. Ces études montrent également l’importance de la pré-activation des
réseaux pour la fixation de la Dex.

Enfin, outre son rôle de fixation à l’ADN pour réguler la transcription des gènes cibles, le GR agit
aussi sur la dégradation des ARN messagers. Certaines études (Park et al., 2016) ont rapporté que
le GR se fixe aux ARNm pour réguler leur stabilité en formant des complexes avec les protéines
PNRC2 et UPF1. La formation de ces complexes provoque ainsi le recrutement de la protéine
DCPLA qui va déadenyler la queue polyA des ARNm et favoriser ainsi leur dégradation.
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Figure 18: Le récepteur aux glucocorticöıdes agit sur la médiation des interactions
enhancers-promoteurs à travers les boucles de régulation.
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5 Sujet de thèse

Mon travail de thèse est à l’interface de la génomique, la cancérologie, l’informatique et la bi-
ologie moléculaire et a consisté à étudier les mécanismes de régulation épigénétique en réponse à
un glucocorticöıde de synthèse, la Dexaméthasone, dans les cellules plasmocytaires malignes de
patients atteints de myélome multiple (MM). La Dex exerce son effet en se fixant à son récepteur
(GR) qui est alors transloqué dans le noyau où il agit comme un facteur de transcription et se
fixe sur les séquences régulatrices du génome principalement des enhancers via sa séquence de re-
connaissance (GRE : 5’-CCTGCAnnnTGTTCT-3’) pour réprimer ou activer ses gènes cibles. La
Dex est largement utilisée pour le traitement du MM en combinaison avec d’autres médicaments.
Cependant, malgré un bénéfice certain, tous les patients ne répondent pas de la même façon. De
plus, si l’efficacité de la Dex est attribuée à une apoptose spécifique des lymphocytes B matures,
les mécanismes moléculaires mis en jeu après la fixation du GR sur l’ADN sont largement inconnus
dans les plasmocytes.
Pour mieux comprendre le mode d’action moléculaire de la Dex et ses conséquences sur le tran-
scriptome de l’ensemble de la population des cellules tumorales mais aussi sa variabilité cellule
à cellule nous avons réalisé des études pan-génomiques qui intègrent des données d’accessibilité
à la chromatine, de fixation de facteurs de transcription, de modification d’histone ainsi que des
données de conformation de la chromatine couplées à des données de transcriptome en cellule
unique (sc) obtenues dans un modèle de MM, la lignée MM.1S.
Mon travail durant cette thèse fut donc de répertorier et d’automatiser les différents outils nécessaires
à l’analyse, de réaliser les analyses bioinformatiques de toutes les données biologiques que nous
avons générées au laboratoire et de répondre aux différentes questions biologiques posées par le
sujet de thèse. Ainsi, j’ai mis en place des pipelines d’analyses des données de ChIP-seq pour
des marques d’histones (particulièrement H3K27ac) ainsi que pour des facteurs de transcription
(GR et facteurs de la voie NF-κB), pour des données d’ATAC-seq et enfin pour des données de
HiChIP-seq (méthode de détection de boucles d’interaction chromatinienne associée à la présence
d’une protéine spécifique). En parallèle, j’ai également analysé des données de RNA-seq et j’ai
travaillé à l’intégration de l’ensemble de ces données avec des résultats de single-cell ATAC et
RNAseq (réalisées par un autre doctorant).
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6 Techniques et méthodes d’analyse

Les nouvelles avancées en matière de séquençage haut-débit ont permis ces dernières années de
répondre à de nombreuses questions sur les mécanismes moléculaires de régulation de l’expression
des gènes. Grâce à ces avancées, des analyses pan-génomiques de séquençage combinées à de nom-
breuses analyses bioinformatiques ont été réalisées afin de répondre à la problématique posée pour
ce travail de thèse.

6.1 Matériel biologique utilisé

Dans cette étude, le modèle utilisé est une lignée cellulaire MM.1S. Cette lignée est issue d’un
patient féminin de 42 ans atteint de myélome. Elle est obtenue à partir d’un clone de lymphocytes
B du sang périphérique. Ce patient est devenu résistant aux thérapies basées sur les stéröıdes. La
lignée MM.1S exprime le récepteur aux glucocorticöıdes ainsi que la châıne légère λ des Igs. La
lignée MM.1S est sensible à la Dex.
Cette lignée est classée dans les sous-populations de MM présentant une translocation 14;16. De
ce fait, cette anomalie génétique conduit à une sur-expression du facteur de transcription c-MAF
dans la cellule.
Cette lignée est cultivée dans un milieu RPMI additionné de L-Glutamine à 1% et de sérum fetal
bovin à 10% (facteur de croissance). Les cellules sont cultivées à 37°C sous atmosphère à 95%
d’air et 5% de CO2 (Goldman-Leikin et al., 1989).

6.2 Techniques de biologie moléculaire

6.2.1 Immunoprécipitation de protéines

La technique de ChIP-seq permet d’identifier à l’échelle du génome entier l’ensemble des sites
de fixation sur l’ADN d’un facteur de transcription ou d’un histone avec une modification post-
traductionnelle spécifique (Park, 2009) (Figure 19).
La première étape de cette technique consiste à effectuer une fixation de l’ensemble des protéines
liées à l’ADN dans la cellule (cross-link). Toutes les protéines (dont facteurs de transcription et
histones) sont alors maintenues fixées à l’ADN. Le génome est ensuite fragmenté (par coupure en-
zymatique ou sonication), la taille de ces fragments dépend donc du type de cassure effectuée. Les
fragments d’ADN d’intérêts vont ensuite être immuno-précipités grâce à un anticorps spécifique
de la protéine d’intérêt (TF) ou de la marque d’histone (par exemple H3K27ac). L’ADN est en-
suite purifié et amplifié par PCR après l’ajout d’adaptateurs spécifiques. L’ADN ainsi obtenu sera
ensuite séquencé.
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Figure 19: Protocole de Chromatine ImmunoPrecipitation (ChIP) couplé au
séquençage, Figure issue du site: www.france-genomique.org.

6.2.2 Techniques de détection d’accessibilité de la chromatine

La fixation d’un facteur de transcription sur l’ADN est facilitée par l’ouverture de la chroma-
tine. Il existe diverses techniques pour déterminer l’accessibilité de la chromatine tout au long du
génome: le DNase-seq, le FAIRE-seq et l’ATAC-seq. Ces techniques reposent sur des méthodes
différentes de fragmentation de l’ADN, par coupure enzymatique (DNase), sonication (FAIRE)
ou par utilisation de l’enzyme transposase Tn5. Dans cette thèse, nous avons utilisé la méthode
de séquençage ATAC-seq et son protocole proposé par l’équipe de Buenrostro (Buenrostro et al.,
2015) avec une adaptation proposée dans une autre étude (Corces et al., 2016) qui est la technique
la plus récente et qui a l’avantage de requérir peu de matériel biologique au départ (environ 50 000
cellules suffisent pour effectuer cette technique) (Figure 20).
Cette technique est de plus, assez rapide car elle repose juste sur l’incubation de la chromatine
en présence d’une enzyme spéciale: la transposase Tn5 associée à deux adaptateurs. Pendant
l’incubation, le complexe transposome va s’insérer dans l’ADN au niveau de ses sites de reconnais-
sance accessibles ce qui permet à la fois la fragmentation et l’indexation des séquences d’ADN.
Cet ADN est ensuite purifié et amplifié par PCR avant d’être séquencé.

48

www.france-genomique.org


TECHNIQUES ET METHODES D’ANALYSE Techniques de biologie moléculaire

Cette technique permet d’identifier non seulement les régions accessibles de l’ADN mais également
d’identifier les régions contenant un ou plusieurs nucléosomes en se basant sur la taille du fragment
obtenu.

Figure 20: Accessibilité de la chromatine liée à la transposase Tn5 (ATAC-seq), Figure
issue du site: www.france-genomique.org.

6.2.3 Analyse des niveaux d’expression ARN

Pour connâıtre le niveau d’expression des transcrits au sein d’une population cellulaire, on utilise
la technique du RNA-seq (Figure 21).
Les ARN messagers poly-adénylés de la cellule sont capturés et fragmentés. On capture ces
ARNm spécifiquement car la polyadénylation leur offre une protection contre la dégradation et
que la majorité des ARNs poly-adénylés correspondent à des ARN messagers qui seront ensuite
traduits en protéines. Des amorces s’hybrident sur ces fragments d’ARN avant synthèse de l’ADN
complémentaire (ADNc). On obtient donc un ADN synthétique double brin auquel vont être liés
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Figure 21: Technique de séquençage des ARN messagers RNA-seq, Figure issue du site:
https://www.labome.com/method/RNA-seq-Using-Next-Generation-Sequencing.html.

des adaptateurs 5’ et 3’ avant amplification de ces fragments par PCR et suivi du séquençage haut
débit.
Le résultat du séquençage va permettre d’évaluer le niveau de transcrit pour tous les gènes du
génome mais permet également de travailler et de comprendre d’autres mécanismes de régulation
de l’expression des gènes tels que l’épissage alternatif ou bien encore la détection de SNP (poly-
morphisme nucléotidique) sur les parties codantes des gènes correspondants. Dans les travaux
présentés dans cette thèse, seuls les différentiels d’expression génique entre deux conditions seront
étudiés.

6.2.4 Analyse des interactions ADN:ADN liées à la présence d’une protéine

Les trois premières techniques d’analyse présentées auparavant permettent donc de définir le
paysage chromatinien et transcriptionnel d’une population cellulaire d’un point de vue linéaire.
En revanche, de nombreuses études montrent que lors de l’analyse de régions régulatrices distales
(enhancers), il est très souvent difficile d’identifier la bonne cible sur le génome car ces analyses ne
prennent pas en considération la conformation 3D du génome.
Comme précisé dans la partie 3.5, les interactions chromatiniennes peuvent être étudiées à différents
niveaux: les compartiments A et B, les domaines TAD et enfin les boucles de régulation. Pour anal-
yser ce phénomène la technique généralement employée est celle du HiC. Les limites de cette tech-
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nique sont qu’elle nécessite une profondeur de séquençage conséquente pour obtenir une résolution
suffisante pour l’étude des boucles de régulation et qu’elle n’est pas spécifique des interactions liées
à un facteur ou une marque d’histone.
Une étude récente (Mumbach et al., 2016) propose un compromis entre la technique du HiC et celle
du ChIP-seq appelée HiChIP (Figure 22). Cette technique permet donc d’étudier les interactions
chromatiniennes liées à la présence d’un facteur de transcription spécifique ou encore d’une marque
d’histone.

Figure 22: Technique de séquençage HiChIP; O/N: Overnight, Figure issue de Mumbach
et al. (2016)

La chromatine est tout d’abord fixée avec les protéines de la même manière que pour le ChIP-
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seq avant que l’ensemble des contacts chromatiniens soit capturé et circularisé par la biotine.
Les noyaux cellulaires sont ensuite lysés pour récupérer ces ADNs circulaires avant d’être coupés
par sonication puis immunoprécipités avec l’anticorps spécifique de la protéine ou de la marque
d’histone d’intérêt. Une fois les fragments voulus capturés, les protéines et l’ADN sont séparées
par reverse cross-linking et l’ADN est purifié avant de capturer la biotine par billes magnétiques.
Finalement la librairie est générée par utilisation de l’enzyme transposase Tn5 qui va fragmenter
et indexer l’ADN qui est alors amplifié par PCR avant séquençage.
Cette technique permet donc de dresser une carte épigénétique de l’ensemble des interactions
protéines-protéines ou marque d’histone spécifique au sein d’une population.

6.2.5 Techniques de séquençage nouvelle génération

Le séquençage de l’ADN permet ainsi d’identifier la composition nucléotidique de séquences d’inté-
rêts importantes. Récemment, l’apparition des techniques de séquençage haut débit permet
aisément de séquencer l’ensemble d’un génome en très peu de temps. Grâce à l’émergence de
ces techniques, on peut ainsi séquencer l’ADN mais aussi l’ARN beaucoup plus rapidement et en
nombre plus important que par les anciennes techniques tel que le séquençage de Sanger.

Figure 23: Techniques de séquençage haut débit (NGS) issue de Dortet et al. (2017).

Les technologies de séquençage haut débit (NGS) comportent trois étapes importantes quelque

52



TECHNIQUES ET METHODES D’ANALYSE Techniques de biologie moléculaire

soit la technique utilisée (Figure 23): la préparation de la banque qui suit une fragmentation du
génome de manière aléatoire et la capture de ces fragments par liaison avec des petites séquences
spécifiques ou immunoprécipitation, l’amplification de la banque grâce à une approche par PCR
et enfin le séquençage de l’ADN ainsi obtenu. A ce jour, la technologie NGS la plus utilisée est
la technologie Illumina qui permet l’identification simultanée des 4 bases d’ADN lorsqu’elles sont
incorporées dans la châıne. L’identification de ces bases se fait par lecture de la fluorescence émise
à l’ajout de chaque base et qui permet de reconstituer la séquence d’ADN initiale.

6.2.6 Immunoprécipitation de protéines suivie de spectrométrie de masse

Afin de déterminer l’ensemble des protéines interagissant physiquement avec une protéine d’intérêt,
une nouvelle approche de spectrométrie de masse a été mise en place: la technique du RIME (Mo-
hammed et al., 2016). Cette approche associe donc la technique classique d’immunoprécipitations

Figure 24: Immunoprécipitation des protéines suivie d’une spectrométrie de masse
(RIME) issue de Mohammed et al. (2016).

de protéines. Les protéines sont fixées dans les cellules par cross-linking ensuite les noyaux sont ex-
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traits puis lysés et fragmentés par sonication. En parallèle, les anticorps spécifiques de la protéine
d’intérêt sont fixés sur des billes magnétiques. Ces billes sont mises en présence des fragments pour
immunoprécipiter la protéine d’intérêt et capturer à la même occasion, l’ensemble des protéines
interagissant physiquement avec la protéine d’intérêt. Après digestion enzymatique des protéines,
celles ci sont alors identifiées par spectrométrie de masse (Figure 24).

6.2.7 Nouvelles approches en cellule unique

Ces différentes techniques décrites auparavant permettent de séquencer une population cellulaire
entière et donc d’obtenir l’information moyennée sur cette population. Comme décrit précédemment,
il existe au sein même d’une population cellulaire une grande hétérogénéité (état de la cellule,
anomalies...) qui ne pourra pas être observée avec ces techniques de séquençage dites en bulk.
Ces dernières années ont donc vu l’émergence de nouvelles approches en cellule unique (single
cell) où chaque cellule sera identifiée individuellement pour observer l’information à l’échelle d’une
cellule au lieu d’une population.

Single-Cell RNA-seq

Cette technique permet d’étudier le transcriptome d’une cellule unique et repose sur l’utilisation
de séquences uniques (barcodes) pour identifier chaque cellule (Zheng et al., 2017).
Pour isoler les cellules individuellement, on utilise les principes de microfluidique. Les cellules sont
d’abord isolées dans une micro gouttelette d’huile contenant les réactifs nécessaires à la réaction
(oligonucléotides et retro-transcriptase) ainsi qu’avec une bille GEM (Gel bead in Emulsion) (Fig-
ure 25). Les GEM sont des billes présentant à leur surface des amorces spéciales. Ces amorces
sont composées de 3 éléments: un barcode unique pour chaque GEM qui permettra d’identifier
par la suite chaque cellule, un UMI (Unique Molecular Identifier) qui permet d’éviter les biais
d’amplification (une séquence trop amplifiée sera détectée par sur-représentation de son UMI) et
enfin une séquence poly(T) qui permet l’hybridation des ARNs messagers par complémentarité
avec la queue poly(A).
Ensuite les cellules passent dans un microréacteur pour être lysées et les ARNm sont capturés
puis l’ensemble de la séquence barcode, UMI et ARN est convertie en ADN complémentaire. Fi-
nalement, l’huile est retirée et l’ADNc est poolé et amplifié. Il ne reste alors que l’étape de la
construction de la librairie (fragmentation, ligation des adaptateurs et amplification par PCR) et
du séquençage haut-débit qui s’en suit.
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Figure 25: Préparation de librairie scRNA-seq figure issue de Zheng et al. (2017).

Couplage Single-Cell ATAC et RNA-seq

10x Genomics propose un nouveau protocole permettant à la fois de capturer les ARNs mes-
sagers nucléaires et les régions accessibles du génome au sein d’une même cellule: le single-cell
multiome-seq.

Figure 26: Composition des billes GEM pour le séquençage Multiome, par 10x Genomics.

Dans ce protocole, la lyse des cellules se fait avant capture par utilisation d’un détergent (digito-
nine) ainsi que la transposition. C’est donc uniquement les noyaux transposés qui sont capturés
par les GEM. La transposition se fait dans une premier temps puis la rétro-transcription des
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ARNs messagers nucléaires vient ensuite. Au niveau de la bille GEM, on va toujours retrouver les
séquences nécessaires à la capture des ARNs messagers (barcode+UMI+queue poly(T)) mais on
retrouve également des séquences contenant la séquence d’adaptateur P5, le barcode et un spacer
qui va permettre la fixation des fragments d’ADN transposés pour la librairie ATAC (Figure 26).

L’utilisation de cette technique permet alors d’identifier les fragments de chromatine accessibles
et le transcriptome associé au sein d’une même cellule.

6.2.8 Génération des données

Pour répondre à la problématique posée par le sujet de thèse, nous avons généré au sein de
notre laboratoire une multitude de données de séquençage dites multi-omiques. L’ensemble de
ces données est répertorié dans la Table 2.

Technique Facteur ou marque ciblée Condition Type de séquençage
RNA-seq Transcriptome MM1S EtOH 4h Paired-End (PE)
RNA-seq Transcriptome MM1S Dex 4h 0.1µM PE
ChIP-seq GR MM1S EtOH Single-End (SE)
ChIP-seq GR MM1S Dex 1h 0.1µM SE
ChIP-seq CTCF MM1S EtOH SE
ChIP-seq CTCF MM1S Dex 1h 0.1µM SE
ChIP-seq H3K27ac MM1S EtOH SE
ChIP-seq H3K27ac MM1S Dex 1h 0.1µM SE
ATAC-seq Chromatine MM1S EtOH PE
ATAC-seq Chromatine MM1S Dex 1h 0.1µM PE

HiChIP-seq H3K27ac MM1S EtOH PE
HiChIP-seq H3K27ac MM1S Dex 1h 0.1µM PE
scRNA-seq Transcriptome MM1S EtOH 1h SE
scRNA-seq Transcriptome MM1S EtOH 4h SE
scRNA-seq Transcriptome MM1S Dex 1h 0.1µM SE
scRNA-seq Transcriptome MM1S Dex 4h 0.1µM SE

scMultiome-seq Transcriptome et chromatine MM1S EtOH 1h SE
scMultiome-seq Transcriptome et chromatine MM1S EtOH 4h SE
scMultiome-seq Transcriptome et chromatine MM1S Dex 1h 0.1µM SE
scMultiome-seq Transcriptome et chromatine MM1S Dex 4h 0.1µM SE

Table 2: Table récapitulative des données générées et analysées.

Les temps choisis sont de 1h pour l’ensemble des phénomènes épigénétiques étudiés et de 4h
pour l’étude du transcriptome car les mécanismes de transcription répondant à une drogue ne
sont pas visibles avant. Nous avons choisi une concentration en Dex de 0.1µM car c’est une dose
suffisante pour induire la mort cellulaire dans la lignée MM.1S (Kervoëlen et al., 2015) (Figure 27)
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Figure 27: Dose de Dex induisant la mort cellulaire dans la lignée MM.1S, figure issue
de Kervoëlen et al. (2015).

6.3 Analyses computationnelles

Le séquençage haut-débit permet d’explorer de nombreux mécanismes moléculaires importants
pour la cellule mais au prix d’un volume de données très important (Un séquençage génère en
effet de plusieurs dizaines à plusieurs centaines de millions de séquences ADN). Afin de pouvoir
sortir de cette masse de données des informations relevantes biologiquement, il est nécessaire de
passer par des approches de bioinformatique. Cette discipline est en plein essor depuis l’arrivée
des microarrays puis du séquençage haut-débit et peut être très complexe selon la problématique
étudiée. Je vais présenter ici les différentes approches (outils et pipelines) que j’ai été amené à
utiliser durant cette thèse pour traiter et intégrer l’ensemble de ces données multi-omiques.

6.3.1 Préparation des données pour alignement

Le contrôle qualité post-séquençage des données est la première et non moindre importante des
étapes de toute analyse bioinformatique. Peut importe le type de données NGS générées, il est
essentiel d’évaluer la qualité de la librairie séquencée et du séquençage lui-même pour valider ces
données.

Contrôle qualité post-séquençage

Lors du séquençage des données, la qualité de séquençage de chacune des bases composant le
read est estimée. Ce score de Sanger, nommé Phred+33 et généralement codé en ASCII 33 donne
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pour chacune des bases séquencée, sa probabilité d’erreur, c’est à dire la probabilité que la base
soit fausse (soit par mauvaise inclusion d’un nucléotide lors de la phase d’incorporation soit par
une mauvaise lecture de la fluorescence). Le score de Sanger est obtenu par la formule suivante:

Qsanger = −10× log10(p),

De façon générale, on admet qu’une probabilité d’erreur p inférieure à 0.001 (équivalent à un score
de Sanger supérieur à 30) est suffisante pour considérer que la base à été correctement séquencée.
Les scores sont ensuite encodés en ASCII 33 ce qui permet d’attribuer dans le fichier fastq un
caractère unique pour chaque base (exemple: ’ !’ correspond à un score de 0 et ’I’ correspond à
un score de 40). Le score de Sanger varie de 0 à 40. Pour estimer la qualité de séquençage de nos
données, j’utilise fastqc (Andrews et al., 2010). Fastqc est une suite d’outils permettant de réaliser
le contrôle qualité des données il permet d’évaluer la qualité des bases grâce au score Phred+33
présent dans le fastq. Il permet d’estimer le score de qualité par séquence, le pourcentage de base
GC par séquence ou encore la distribution de la taille des séquences ou le niveau de duplication
des séquences.

Trimming des reads

Parfois lors de l’amplification des fragments par PCR, il est possible que les adaptateurs qui
permettent le séquençage et l’identification des reads soient également amplifiés. Ces adaptateurs
peuvent poser par la suite des problèmes d’alignement en créant de nombreux mismatchs lors
de l’alignement des reads. Il est donc essentiel de couper (trimming) les reads qui ont à leurs
extrémités la présence de ces adaptateurs.
Dans cette thèse nous avons choisi d’utiliser l’outil bioinformatique trimmomatic (Bolger et al.,
2014) pour réaliser cette tâche.

6.3.2 Transformée de Burrows-Wheeler pour l’alignement de reads

Une fois l’ensemble des séquences (reads) validées par les différents contrôles qualités (QC), il
faut réaliser l’étape incontournable de l’analyse de données NGS: l’alignement des reads sur un
génome de référence. Il existe plusieurs génomes de référence et plusieurs versions. Dans toute
cette thèse le génome de référence utilisé est la version hg19 (Human Genome version 19) de refseq
disponible sur UCSC (Kent et al., 2002).
L’alignement va permettre de dresser une carte génomique et de positionner l’ensemble des reads
sur le génome pour identifier et localiser les régions ou transcrits obtenus par séquençage.

Alignement global

L’alignement des reads pour l’ensemble des données NGS exceptés le RNA-seq et le HiCHIP (cf
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6.3.2 et 6.3.2), a été réalisé avec l’outil bioinformatique Bowtie2 (Langmead et al., 2009). Cet outil
utilise un algorithme d’alignement bien connu appelé transformée de Burrows Wheeler (Figure
28 et Figure 29) qui permet une indexation du génome de référence. Le génome de référence est

Figure 28: Méthode de Burrows Wheeler pour indexation des séquences (ou génome)
avant alignement. L’algorithme itère sur la longueur de la châıne de caractère avec un décalage
d’une lettre à chaque occurrence pour générer une transformée à un caractère associé à sa position
dans la châıne.

donc transformé en une châıne de caractères unique et l’index est crée via la transformation de
Burrows-Wheeler (Figure 28). On réalise l’ensemble des rotations de cette châıne avec à chaque
fois un décalage de 1 pour récupérer à chaque rotation le dernier caractère de la châıne et réaliser
ensuite un tri alphabétique de sorte à ce que toutes les sous châınes contenant un suffixe commun
se retrouvent les unes à la suite des autres dans la table des suffixes. De plus la position du dernier
caractère de chaque rotation est également enregistrée de manière à retrouver cette position au
sein de la séquence initiale.
Concernant l’alignement des reads, chaque read est lu à l’envers en commençant donc par le dernier
caractère et le read est ainsi reconstitué à partir de la transformée (Figure 29). Cette étape est
déterminante pour identifier avec précision les endroits du génome matchant avec les reads. Il est
possible d’admettre un ou plusieurs mismatch (équivalent à un changement, une délétion ou un
addition d’un nucléotide) dans l’alignement des reads (généralement 1 ou 2 maximum) pour éviter
d’être biaisé du fait de la présence de nucléotides à fort polymorphisme dans le génome humain.
L’alignement fournit généralement un fichier final (.sam ou binarisé .bam) qui répertorie pour
chacun des reads son alignement, sa localisation génomique ainsi que diverses autres informations
utiles pour la suite de l’analyse.
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Figure 29: Utilisation de la transformée de Burrows-Wheeler pour l’alignement des
reads issus du séquençage. La recherche d’une sous châıne appelle les différents éléments
générés par la transformée BW pour identifier à partir de la fin de la sous-châıne, sa position dans
la séquence initiale.

Spécificité liée au RNA-seq

L’alignement des reads issus de séquençage RNA-seq nécessite une prise en compte du phénomène
d’épissage. En effet il est possible d’obtenir des reads mappant complètement dans un exon et
des reads chevauchant deux exons. Sur le génome de référence la présence des introns va donc
générer d’énormes mismatchs pour ces reads. Nous avons donc utilisé l’outil d’alignement Tophat2
(Trapnell et al., 2009) qui utilise également l’outils Bowtie2 mais en prenant en compte ces reads
chevauchant. Après une première étape d’alignement global, les reads qui ne se sont pas alignés
complètement sont alors coupés en petites graines (”seed”). Ces graines sont de nouveaux alignées
sur le génome de référence en utilisant en plus un fichier d’annotation des exons pour créer une
librairie exon-exon indexée sur laquelle les reads sont alignés, cela permet alors de reconstituer les
différentes jonctions des exons. Ces petites graines sont alors réassemblées.

Spécificité liée au HiChIP

En ce qui concerne l’alignement de reads produits par technique du HiChIP-seq, deux principaux
types de reads sont générés: les reads qui contiennent une séquence intégralement retrouvée au
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sein d’un anchor (une interaction chromatinienne se fait entre deux régions distinctes du génome
appelées anchors) et les reads hybrides contenant deux séquences partielles provenant des deux
anchors de l’interaction. L’alignement se fait donc en deux étapes: un alignement global suivi

Figure 30: Alignement de reads HiC et HiChIP par HiCpro., figure tirée de Servant et al.
(2015). (A) Processus d’alignement d’HiC-Pro. (B) Identifications des paires valides et des paires
invalides suite à l’alignement.

d’un alignement local. Ces alignements seront effectué par l’outil bioinformatique initialement
implémenté pour aligner les reads de données HiC: HiCpro (Servant et al., 2015) qui utilise le logi-
ciel Bowtie2 pour effectuer ces différents alignements. Les reads sont donc en premier lieu alignés
sur le génome de référence de manière classique (type alignement Burrows-Wheeler Algorithm ou
BWA). Les reads couvrant les jonctions de ligation des fragments qui ne sont pas alignés lors de
la première étape sont donc coupés au niveau du site de ligation et l’extrémité 5’ de ces reads
est alors réalignée sur le génome de référence (alignement local) (Figure 30A). Une fois ces deux
étapes réalisées, seuls les reads uniques et mappés sur un fragment de restriction (correspondant à
l’enzyme de restriction utilisée lors de la coupure enzymatique) seront conservés. Seuls les paires
considérées comme valides (R1 dans un anchor et R2 dans l’autre ou inversement) seront conservés.
Ces paires valides sont identifiées grâce à la présence de deux sites de restriction (un dans chaque
anchor). Les paires qui sont assignées à un seul et même enzyme de restriction sont classifiées en
tant qu’auto circularisation du fragment ou en tant qu’extrémité non finie (dangling-end) et seront
filtrées tout comme les fragments ou seuls un des deux reads à été mappé (singleton) (Figure 30B).
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Filtration des reads

Une fois les données de séquençage alignées contre le génome de référence hg19, des étapes de filtra-
tions sont alors nécessaires afin de ne conserver que les reads de qualité suffisante pour l’opération.
Deux suites d’outils permettent d’effectuer diverses filtration: Samtools (Li et al., 2009) et GATK
(McKenna et al., 2010)).
Ainsi une fois l’alignement achevé, les reads sont filtrés selon leurs score de mapping, à chaque
alignement, un score est attribué qui représente la qualité du read mais également la qualité de
son alignement. On considère que les reads mappés avec une qualité inférieure à 30 ne sont pas
suffisants et ces reads seront supprimés de même que les reads non mappés sur le génome.
Ensuite, j’ai décidé de retirer les reads mappant dans les régions définies par le consortium EN-
CODE comme etant des régions blacklist, c’est a dire des régions télomériques, centromériques et
autres séquences répétées tout au long du génome (Landt et al., 2012a).

Figure 31: La complexité de la librairie de séquençage est importante pour la qualité
de l’analyse, A: Les reads mappant exactement à la même position appauvrissent la complexité
de la librairie et sont souvent des duplicats de PCR; B: Complexité attendue lors d’un séquençage
normal.

Enfin, il peut y avoir dans les données des reads dits dupliqués qui sont dûs à des duplicats de
PCR qui contribuent à appauvrir la complexité de la librairie. L’outil picard markDuplicates de
GATK a donc été utilisé pour taguer ces reads et les retirer des fichiers (Figure 31 A et B).
une fois l’ensemble de ces filtrations effectuées (applicables essentiellement pour le ChIP-seq et
l’ATAC-seq). On peut donc passer aux analyses plus ciblées d̂ıtes de post-traitement des données.
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6.3.3 Analyse post-alignement des données de ChIP-seq

Identification et sélection de pics

Ce traitement s’applique au données de séquençage ATAC-seq et ChIP-seq. Les reads ainsi obtenus
par ces techniques et alignés sur le génome de référence forment deux pics dont chacun correspond
à un brin sur l’ADN. Ces deux pics entourent donc le vrai site de fixation de la protéine ou du
nucléosome d’intérêt. Dans le cas du ChIP-seq, il est important d’avoir réalisé en même temps
un contrôle généralement appelé Input procédé de la même manière que les échantillons test à
l’exception de l’immuno-précipitation réalisée pour enrichir la protéine fixée. Cet Input va nous
permettre de calculer la distribution du bruit de fond. Pour déterminer la localisation de nos
protéines/nucléosomes d’intérêt, nous utilisons une Analyse basée sur un modèle (MACS) (Zhang
et al., 2008). MACS introduit une méthode plus sophistiquée que d’autres algorithmes de sélection
de pics pour modéliser la taille du fragment (obtenue après coupure enzymatique ou sonication).
Le fragment ChIP-ADN doit être également séquencé des deux côtés ce qui permet de prédire
que la densité de reads autour d’un vrai site de fixation doit montrer un motif d’enrichissement
bimodal.
Il est donc possible de préciser en paramètre la taille de sonication utilisée (bandwith) et un fold-
enrichment de haute confiance. MACS va parcourir le génome avec des fenêtres de longueur 2 x
bandwith pour trouver des régions avec une densité de reads supérieure au fold-enrichment relatif
à une distribution génomique aléatoire des reads (Algorithme 1).

1 begin
2 Slide a window of 2 x bandwith across genome;
3 Identify regions of moderate enrichment (mfold: 10-30 fold);
4 for each peak i of 1000 randomly chosen enriched regions do
5 Separate reads into + and − strand;
6 Calculate mode of + and - strand;
7 di ← |mode+ - mode− |;
8 end
9 d ← average(di);

10 end
Algorithm 1: Estimation de la taille du fragment pour la détection des pics ChIP-seq et
ATAC-seq.

Les reads de séquençage ChIP-seq sur les deux brins de l’ADN sont décalés en raison de la présence
du facteur de transcription. Pour recentrer ces reads et identifier le bon sommet du pic, on décale
les reads d’une distance équivalente à la moitié de la taille du fragment estimé vers leur extrémité
3’ (Figure 32). Une fois les pics recentrés, un test statistique utilisant la loi de Poisson est utilisé
pour éviter les biais. MACS utilise un paramètre dynamique, λlocal, défini pour chaque pic candidat
comme:

λlocal = max(λBG, λ1k, λ5k, λ10k)
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Figure 32: Détection des pics ChIP-seq et ATAC-seq et shift réalisés pour combiner
les données reads du brin + et du brin -, Figure issue de Zhang et al. (2008)

Le paramètre λBG est calculé sur le génome entier et les autres sont calculés à partir de fenêtres
de 1kb, 5kb et 10kb centrées sur la localisation du pic dans l’échantillon contrôle (Input). Le
paramètre λlocal permet de réduire l’influence de biais locaux. MACS utilise ce paramètre pour
estimer la p-value de chaque pic candidat. Les pics avec une p-value inférieure à un seuil défini de
p-value (généralement 10−5) ou de q-value (FDR<0.05) sont conservés (Distribution de Poisson).
Enfin, pour chacun des pics, le ratio entre le compte des reads ChIP-seq et le λlocal est reporté
comme le fold enrichment.

Modèle de Markov caché: Description et applications

En biologie, l’analyse des séquences nucléotidiques et l’intégration de différentes données sont deux
problématiques majeures dans notre compréhension du génome. Dans l’optique de la poursuite
d’analyse post-alignement des données de ChIP-seq et ATAC-seq, nous allons détailler ici le modèle
statistique des châınes de Markov cachées (Eddy, 2004) qui seront utilisées pour l’annotation fonc-
tionnelle d’une lignée. Le Hidden Markov Model (HMM) également appelé châıne de Markov est
caractérisé par deux composantes: les états et les transitions. Le modèle possède également un
état initial ou début avec une certaine probabilité de passer dans chacun des états (la somme de
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Figure 33: Schématisation d’un modèle de Markov (MM) (A) et d’un modèle de Markov
caché (HMM) (B).

ces probabilités étant égale à 1). La transition représente la probabilité de passage de l’état 1 à
l’état 2 (Figure 33A). Dans cet exemple de châıne de Markov à deux états, la transition de l’état
1 ne peut se faire que vers l’état 2 ou vers lui-même. les probabilités de transitions sont donc
toujours égales à 1 (exemple l’état E1 à une probabilité de transition de 0.6 vers l’état E2 et
donc une probabilité de transition de 0.4 vers son propre état). Dans un modèle de Markov caché
(Figure 33B), on considère que l’on ne connâıt pas les caractéristiques des différents états, on dit
qu’il sont donc cachés. A la place de ces états, le modèle repose sur l’émission d’observations pour
chacun des états (dans la Figure 33B, il y a une certaine probabilité d’observer A et une autre
d’observer B pour l’état E1 ). Un modèle de Markov caché repose donc sur les transitions entre les
états et les différentes émissions des observations de ces états pour établir le modèle. Je détaille
ensuite comment ce modèle de Markov caché peut être appliqué dans une application concrète:
chromHMM qui va permettre de définir des états de chromatine spécifique à une lignée cellulaire
grâce à l’implémentation d’un modèle HMM.

Definition des états chromatiniens

L’outil développé par Ernst et son équipe (Ernst and Kellis (2010) et Ernst and Kellis (2012)),
implémente le modèle de Markov afin de définir dans un modèle cellulaire des états chromatiniens
fonctionnels (Figure 34).
Le génome va être intégralement découpé en plusieurs fenêtres de 200 paires de bases chacune et
l’ensemble des marques d’histones étudiées va être ”binarisée” (c’est a dire marquée comme 1 si
elle est présente dans la fenêtre ou bien 0 si elle en est absente). Cette binarisation repose sur
une distribution de Poisson. Une fois l’ensemble du génome binarisé, les paramètres d’émission et
de transition du modèle sont calculés grâce à une phase d’apprentissage où le modèle sera affiné
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Figure 34: Application des HMM pour l’annotation fonctionnelle du génome, (Ernst and
Kellis (2010) et Ernst and Kellis (2012)).

à chaque itération pour définir avec précision les états de chromatine attendus. Enfin, à chaque
état sera associée la probabilité de présence de chacune des marques d’histones. L’interprétation
de ces états nécessite par la suite une connaissance biologique du rôle fonctionnel des marques
d’histones (exemple: dans la figure 34, l’état 1 qui a une très forte probabilité de présence des
marques H3K4me1 et H3K27ac correspond à un état d’enhancers forts).
J’ai réalisé une annotation fonctionnelle du génome MM.1S grâce aux données de ChIP-seq MM.1S
et à l’outil bioinformatique ChromHMM. Cinq marques d’histones disponibles sur le consortium
ENCODE (Consortium et al., 2012) ont été utilisées: H3K4me1 qui définit une région régulatrice
de type enhancer, H3K4me3 qui définit une région promotrice de type promoteur, H3K27ac qui
indique une région régulatrice active, H3K27me3 qui définit une région régulatrice inactive et
H3K36me3 qui correspond à un état de transcription active.

Recherche et découverte de motif

La recherche de motif est particulièrement utilisée pour des données de séquençage ChIP-seq de
facteurs de transcription et éventuellement pour des données d’accessibilité de chromatine (ATAC-
seq). Le but de cette recherche est d’identifier dans des séquences nucléotidiques d’intérêt des
motifs (ou séquences) particulièrement enrichis. Cela permet par exemple d’identifier pour un fac-
teur de transcription les sites où celui-ci se fixe de manière directe à l’ADN mais aussi d’éventuels
motifs fixant traditionnellement un autre facteur de transcription et qui pourraient indiquer une
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co-interaction et donc une fixation indirecte à l’ADN. Pour identifier ces motifs liés aux données de
ChIP-seq, j’ai utilisé la suite MEME (Bailey et al., 2015) et particulièrement le pipeline MEME-
ChIP (Machanick and Bailey, 2011) pour effectuer une recherche de motifs complète dans les
données de ChIP-seq.
Ce pipeline réalise divers types d’analyses sur les régions ChIP-seq données en entrée: découverte de
motifs de novo dû à la fixation du facteur de transcription, enrichissements de motif déjà connus et
répertoriés dans des bases de données (ici j’ai utilisé la base de donnée HOCOMOCO Kulakovskiy
et al. (2018)), visualisation des motifs et localisation dans les régions données, enrichissement cen-
tral des motifs de novo et déjà connus. MEME-ChIP utilise pour cela deux algorithmes : MEME
qui utilise les modèles de maximisation des espérances (EM) pour découvrir des motifs de fixation
de facteurs de transcription simples ou de complexes et DREME qui utilise un modèle non proba-
biliste pour décrire des motifs de fixation courts caractéristiques d’un seul facteur de transcription.

Figure 35: Exemple de résultats produit par le pipeline MEME-ChIP (Ma et al., 2014).

La comparaison de ces nouveaux motifs avec ceux de bases de données existantes est permise par
l’algorithme TOMTOM qui va aligner ces motifs avec ceux des bases de données pour identifier
avec précision l’identité des motifs.
Finalement, l’algorithme CentriMo permet de déterminer l’enrichissement central de l’ensemble de
ces motifs (de novo et déjà connus) au sein des régions ChIP-seq données en entrée (Figure 35).

Identification des super-enhancers et circuits de régulations

Pour l’analyse du ChIP-seq de la marque H3K27ac correspondant aux régions régulatrices actives,
je me suis intéressé à la détection de régions marquant l’identité cellulaire: les super-enhancers
(Pott and Lieb, 2015). Pour ce faire, j’ai utilisé le logiciel ROSE (Whyte et al. (2013) Lovén et al.
(2013)).
Ce logiciel permet de classer l’ensemble des régions ChIP-seq données en entrée selon la densité de
signal ChIP-seq (Figure 36). Le point d’inflexion de la courbe obtenue, définie géométralement,
est utilisé pour définir le cut-off de détermination des super-enhancers. De plus les enhancers sont
regroupés selon leurs distance mutuelles: si deux enhancers sont retrouvés à moins de 12.5kb l’un
de l’autre, alors ils seront regroupés. Finalement, les enhancers localisés à moins de 2kb autour
d’un TSS sont exclus pour éviter d’inclure les régions promotrices. Les super-enhancers sont donc
des régions très enrichies en marque d’histone H3K27ac, regroupant un cluster d’enhancers indi-
viduel et éloigné suffisamment d’un site d’initiation de la transcription.
Afin de déterminer les circuits de régulations spécifiques de la lignée cellulaire étudiée, j’ai utilisé
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Figure 36: Identification de super-enhancers à l’aide de données de ChIP-seq avec
ROSE, ChIP-seq réalisé sur le facteur de transcription MED1 (Love et al., 2017).

Figure 37: Définition des circuits de régulation des facteurs de transcription, figure issue
de Saint-André et al. (2016).

un autre outil développé dans le laboratoire de Young: crcMapper (Saint-André et al. (2016) et
Hnisz et al. (2013)). Cet outil est dépendant de l’identification des super-enhancers. La première
étape consiste à associer les super-enhancers aux gènes codant pour un facteur de transcription
proche (Figure 37A1 et B1) . Une fois l’assignation effectuée, une recherche de motif de ce facteur
de transcription dans le super-enhancer associé permet d’affirmer que le facteur de transcription
auto-régule la transcription de son propre gène (Figure 37A2 et B2). Finalement, une liste de fac-
teurs de transcription cible est établi et la présence des motifs dans les super-enhancers permettent
de finaliser les circuits de régulations (Figure 37A3 et B3).
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6.3.4 Analyse post-alignement des données d’ATAC-seq

Une subtilité dans le traitement des données ATAC-seq alignées doit impérativement être prise
en compte. Du fait de l’intégration de l’enzyme transposase Tn5 dans le génome, lors de son
intégration et de la réparation de l’ADN qui s’en suit, un décalage de 9 paires de bases se fait sur
les sites d’insertions de l’enzyme (Viswanadham et al., 2019). Pour ce faire j’utilise samtools Li
et al. (2009) pour corriger ce biais en déplaçant la position des reads mappés de +4 et -5 sur le
brin positif et négatif respectivement.

Positionnement de nucléosomes et footprinting

Une fois la correction Tn5 effectuée, le séquençage paired-end ATAC-seq permet d’identifier plusieurs
sortes de régions tout au long du génome en se basant sur la taille des fragments obtenus et la
longueur d’une chaine ADN contenant un nucléosome (146 paires de bases) (Buenrostro et al.,
2013): des régions accessibles sans nucléosome d’une distance inférieure à 150 paires de bases,
des régions contenant un seul nucléosome (mono) pour des fragments allant de 151 à 300 paires
de bases et des régions contenant plus de deux nucléosomes pour des fragments de plus de 300
paires de bases (Figure 38). Pour les régions complètement libres en nucléosome, des approches

Figure 38: Composition en nucléosome selon la taille des fragments ATAC-seq
séquencés, figure issue de Buenrostro et al. (2013).

de footprinting suggèrent que les données ATAC-seq permettent de déterminer la présence d’un
facteur de transcription selon deux critères: la présence dans une région d’un motif de liaison à
l’ADN et une chute de la densité de reads ATAC-seq au niveau de ce motif suggérant la présence
de la protéine fixée à l’ADN. Pour réaliser cette analyse, j’ai utilisé l’outil PIQ-single (Thashim,
2017).
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6.3.5 Analyse différentielle des données RNA-seq

Pour l’analyse des reads RNA-seq, je me suis uniquement intéressé aux différentiels d’expression
entre la condition MM1S EtOH et la condition Dex.

Figure 39: Pipeline d’analyse différentielle de données RNA-seq, figure issue de Trapnell
et al. (2012).

Après alignement (cf. 6.3.2), j’utilise Cufflinks (Figure 39), un autre outil conçu par les équipes
de Trapnell (Trapnell et al., 2012). Cufflinks utilise des données d’épissage connues pour les gènes
dans le but de reconstituer les différents isoformes d’un même gène. Cufflinks va ainsi pouvoir
quantifier avec parcimonie chaque fragment de transcription puis utilise un ”meta-assembleur”
nommé Cuffmerge pour créer un assemblage du transcriptome final en regroupant tous les transcrits
générés. Finalement en réutilisant les reads mappés des différentes conditions et le transcriptome
final généré, Cuffdiff va pouvoir calculer pour chaque échantillon l’expression des gènes et différents
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isoformes. Les valeurs d’expression sont alors normalisées par calcul du fragment per kilo million
(FPKM) calculé par l’équation suivante:

Scaling Factor : PM =
Nombre de fragments Totaux

106

FPM =
Nombre de fragments mappes sur le gene

PM

FPKM =
FPM

Taille du gene ∗ 103

Une fois les valeurs d’expressions normalisées obtenues, la variance de chaque transcrit est estimée
et le log2 foldchange (FC) de chaque transcrit est estimé avec sa p-value et son false discovery rate
(FDR) associé (correction par multi-test). On obtient donc finalement pour chacun des transcrits,
sa valeur d’expression normalisée dans chaque échantillon (avec ses intervalles de confiance) ainsi
que le différentiel calculé entre toutes les différentes conditions.

6.3.6 Analyse post-alignement des données de HiChIP-seq

Matrice de contacts

Le logiciel HiC-pro (Servant et al., 2015) utilisé pour effectuer l’alignement des reads HiChIP
(cf. 6.3.2) permet également de construire les matrices de contact de l’ADN. Les paires de reads
considérées comme valides sont utilisées pour construire ces matrices. Le génome va être découpé
en différentes tailles pour construire différentes matrices. Ainsi on utilise des fenêtres génomiques
d’une longueur de 20000pb, 40000pb, 150000pb, 500000pb et enfin 1000000pb. Ces différentes
longueurs vont ainsi définir la résolution des contacts, ainsi, un découpage plus petit augmentera
la précision des contacts détectés. Le nombre de contacts observés à l’intérieur d’une fenêtre est
calculé.
Finalement, un algorithme de normalisation de ces matrices appelé normalisation ICE (Imakaev
et al., 2012) est appliqué pour corriger les éventuels biais liés aux contacts de haute fréquence de
certains loci par rapports à l’ensemble du génome.

Identifications des boucles chromatiniennes

L’immunoprécipitation réalisée lors de la technique du HiChIP impose une différence dans l’identification
des boucles chromatiniennes sur le génome. J’utilise l’outil Hichipper (Lareau and Aryee (2018))
qui est spécifique de ce genre de données.
Celui-ci nécessite en entrée les matrices d’interactions générées par HiC-pro ainsi que la position
des sites de l’enzyme de restriction utilisée (MboI dans notre cas) pour générer un contrôle qualité
des données ainsi que l’identification des boucles et des anchors par un peak calling corrigé du
biais provoqué par la position de pics au niveau de sites d’enzyme de restriction.
Pour identifier les différents anchors, Hichipper identifie donc les différents pics et étend l’anchor
jusqu’aux sites d’enzyme de restriction les plus proches de chaque côté (Figure 40 haut). Lorsqu’un
pic est localisé au niveau d’un site de restriction, hichipper étend l’anchor jusqu’aux sites les plus
proches de chaque côté du site de restriction (Figure 40 bas).
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Figure 40: Définition des anchors liés aux pics HiChIP et aux sites de restrictions
d’enzymes, selon Lareau and Aryee (2018).

6.3.7 Analyses bioinformatiques diverses

D’autres analyses bioinformatiques ont étés réalisées au cours de cette thèse mais sont indépendantes
du type de données initiales. c’est le cas des analyses ontologiques ou simplement du traitement
de données qui seront détaillés ici.

Analyses ontologiques

L’analyse ontologique de régions génomiques permet d’associer à ces régions une fonctionnalité
biologique. Pour ce faire j’ai utilisé l’outil en ligne GREAT (McLean et al., 2010) proposé par
Stanford. GREAT défini par défaut un domaine de régulation basal à chaque gène (Figure 41). Ce
domaine s’étend à 1kb en amont du site d’initiation de la transcription et à 5kb en aval du gène
indépendamment des autres gènes. En plus, le domaine de régulation du gène est étendu jusqu’à
100kb vers le domaine de régulation le plus proche.
Chaque région est donc ensuite assignée aux différents domaines de régulation dans lesquels elle
est localisée, et par des méthodes computationelles, notamment un test utilisant une loi binomiale
sur les régions et un autre une loi hypergéométrique sur les gènes, va identifier des voies de sig-
nalisations spécifiques du set de région donné. GREAT référence de nombreuses bases de données
telles que GO (Genome Ontology), Panther ou encore MSigDB.

Manipulation des données

L’ensemble des données génomiques est manipulé grâce à une suite d’outils divers: Bedtools (Quin-
lan and Hall, 2010). Cette suite permet de nombreuses actions comme par exemple intersecter les
positions génomiques de deux fichiers différents pour identifier leurs co-localisations ou à l’inverse
les régions uniques. Pour la manipulation et la visualisation des données ChIP-seq et ATAC-seq
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Figure 41: Définition des domaines de régulation des gènes dans GREAT, selon McLean
et al. (2010).

essentiellement, j’ai utilisé la suite d’outils Deeptools (Ramı́rez et al., 2014). Cette suite permet
de générer les fichiers aux formats BigWig pour faciliter leur visualisation. Les fichiers BigWig ont
également été normalisés avec la méthode dite de la normalisation 1x (ou RPGC pour Read Per
Genomic Content). Cette normalisation est effectuée sur des fenêtres génomiques d’une taille de
200 paires de bases. Les reads localisés dans ces fenêtres sont comptabilisés puis normalisés avec
le facteur 1x.
Les fichiers générés vont servir ensuite à générer des heatmaps pour visualiser les signaux sur
l’ensemble du génome ou sur des localisations spécifiques ou bien encore comparer deux conditions
l’une versus l’autre. Ces fichiers sont également utilisés par deux génomes viewer: IGV et WashU
epigenome Viewer (Robinson et al. (2011) et Li et al. (2019a)).
Finalement, Deeptools permet également de créer des tables de comptage pour effectuer des anal-
yses différentielles entre plusieurs conditions.
Une autre suite d’outils à été fréquemment utilisée notamment pour réaliser l’annotation génomique
des pics ATAC-seq et ChIP-seq mais également des interactions chromatiniennes obtenues par
HiChIP. La suite d’outils HOMER (Heinz et al., 2010) permet d’annoter ces régions en les catégorisant
selon l’annotation de référence dans lesquelles elles sont localisées (régions intergéniques, promo-
teurs, introns, exons...). Il est également possible d’obtenir la distance de ces régions par rapport
au site de transcription le plus proche et de connâıtre le gène le plus proche.
HOMER permet également d’effectuer une recherche de motifs de novo sur des régions de tailles
variables et non centrées sur la présence d’un facteur de transcription ce qui permettra de faire
des recherches de motifs rapides sur les données telles que les pics ATAC-seq ou encore les anchors
des interactions chromatiniennes. L’identification de toutes les positions d’un motif précis dans les
régions génomiques est également possible avec cette suite d’outils.
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6.3.8 Analyses spécifiques au séquençage en cellule unique

Les analyses single-cell RNA-seq et Multiome sur la lignée MM.1S ont été effectuées par un autre
doctorant du laboratoire: Jonathan Cruard.

Traitement global des données

Les données de séquençage en cellule unique ont été démultiplexées et alignées sur le génome
de référence GRCh38 (hg38, Schneider et al. (2017)) avec la suite d’outils cellranger pour le single-
cell RNA-seq (Zheng et al., 2017) et cellranger-arc pour le séquençage scMultiome (Satpathy et al.,
2019). Les matrices de comptage ainsi obtenues ont ensuite été chargées dans R avec le logiciel
Seurat (Satija et al., 2015) et Signac (Stuart et al., 2020) pour la partie ATACseq. Les cellules
détectées par Cellranger sont alors filtrées selon de multiples contrôles qualité.
Pour le RNAseq: le nombre d’UMI doit être compris entre 8,000 et 150, 000, le nombre de Features
doit être supérieur à 2,000, la proportion de reads mitochondriaux doit être comprise entre 5 et
30% et enfin le pourcentage de long non-coding RNA doit être inférieur à 8%.
Pour l’ATACseq: le nombre d’UMI doit être compris entre 10,000 et 500,000, le nombre de Fea-
tures doit être compris entre 5,000 et 60,000 l’enrichissement des TSS doit être supérieur à 3.5 et
inférieur à 15, le signal correspondant au nucléosome ne doit pas être supérieur à 2 et la fraction
de reads dans les pics doit être supérieure à 35%.

Estimation des ratios de gènes répondants à la Dex (RRG) et des ratio de régions
d’ouvertures (ROR)

• Ratio de gènes répondants à la Dex (RRG): Pour chaque gène, nous avons calculé
le 80ème percentile des valeurs d’expression dans les cellules non traitées. Nous avons en-
suite calculé pour chaque cellule le RRG comme étant le pourcentage de gènes Dex-activés
(scDAGs) avec un seuil supérieur à la valeur d’expression du gène à 4 heures et 24 heures
après traitement à la Dex et en condition non traitées.

• Ratio d’ouverture de région (ROR): De la même façon, en se basant sur les données
single-cell ATAC, nous avons calculé le ROR. Pour chaque cellule, nous avons estimé le
pourcentage de régions avec une valeur supérieur au seuil contrôle (les seuils sont spécifiques
à chaque région et définis comme le 80ème percentile des valeurs non nulles, suivant ce qui
a été fait pour les données scRNA-seq).

6.3.9 Pipelines d’analyse bioinformatique

Au cours des ces années de thèse, j’ai eu la chance de manipuler toutes sortes de données de
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séquençage haut débit, malgré l’existence de nombreux outils permettant l’analyse et la manipu-
lation de ce genre de données, l’un des objectifs de ces travaux était de mettre en place au sein
de l’équipe des pipelines d’analyses bioinformatiques permettant l’analyse automatisée de toutes
sortes de données de séquençage. Ces pipelines ont tout d’abord été codés en Python avant d’être
récemment implémentés en Snakemake et Conda. Ainsi je vais présenter ici les pipelines per-
mettant le traitement des données de ChIP-seq, d’ATAC-seq et de HiChIP-seq. L’ensemble des
pipelines est disponible sur mon gitlab :
https://gitlab.univ-nantes.fr/crcina-eq11/bchippipeline,
https://gitlab.univ-nantes.fr/crcina-eq11/batacpipeline,
https://gitlab.univ-nantes.fr/crcina-eq11/bhichippipeline

Pipelines d’analyse ChIP-seq et ATAC-seq

Le premier pipeline conçu est celui d’analyse de données de ChIP-seq (Figure 42). Celui-ci automa-
tise le traitement des données brutes (.fastq). Du fait que la plupart de nos données ne sont pas
en duplicats, nous ne pouvons pas vraiment utiliser les méthodes d’assertions des pics proposées
par le consortium ENCODE (Landt et al., 2012b).

• Contrôle qualité des reads (pre-processing): La qualité du séquençage est examinée
avant et après trimming par Fastqc, le trimming est réalisé par Trimmomatic et pour les
données de séquençage paired-end, seuls les paires de reads entiers sont conservés.

• Alignement des reads: L’alignement global est réalisé par Bowtie2 avec des paramètres
par défaut (–sensitive -X 2000, sans mismatch autorisés) avec le génome de référence indexé
HG19. Les reads non mappés ou ayant une qualité de mapping inférieure à 30, dupliqués et
mappant dans des régions répétées blacklist définies par ENCODE (Amemiya et al., 2019)
seront filtrés pour l’analyse.
En ce qui concerne l’alignement des reads ATAC-seq une étape supplémentaire est ajoutée.
Il s’agit du décalage Tn5 des reads pour corriger le biais dû à l’insertion de la transposase.

• Peak Calling: Il est réalisé par Macs2 avec ses paramètres par défaut. Seuls les pics ayant
un FDR inférieur à 0.05 seront conservés pour la suite.

L’étape de post processing n’est à ce jour pas encore implémentée dans ces deux pipelines car
elle dépend essentiellement des questions biologiques auxquelles souhaite répondre l’utilisateur. Il
est néanmoins envisagé d’intégrer une recherche de motif lorsqu’il s’agit de ChIP-seq facteur de
transcription, une annotation génomique des pics et également la génération des fichiers BigWig
pour la visualisation.

Pipeline d’analyse HiChIP-seq

Le pipeline d’analyse HiChIP a directement été implémenté en Snakemake lors de mon séjour
au DKFZ à Heidelberg (Allemagne) pour apprendre la technique du HiChIP. Il repose majori-
tairement sur les deux outils HiC-pro et Hichipper et est également divisé en trois grandes étapes
(Figure 42):
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Figure 42: Pipeline d’analyse de données ChIP-seq et ATAC-seq mis en place.

• Contrôle qualité des reads (pre-processing): La qualité du séquençage est examinée
avant et après trimming par Fastqc, le trimming est réalisé par Trimmomatic et pour les
données de séquençage paired-end, seul les paires de reads entiers sont conservées.

• Alignement et Construction des matrices de contacts: HiC-pro est utilisé en mode
séquentiel avec pour chaque étape des contrôles qualité qui permettent à l’utilisateur de
vérifier les résultats de chaque étape: Tout d’abord une étape d’alignement, une de re-
groupement des échantillons et de construction des matrices de contacts et finalement une
étape de normalisation ICE des matrices.

• Identification des boucles: Hichipper est utilisé avec trois fichiers en entrée: le fichier
de pic ChIP-seq d’intérêt, la sortie d’HiC-pro et la position des sites d’enzyme de restriction.
Cela va générer les fichiers des interactions et de leurs anchors ansi que des fichiers permettant
la visualisation

Une fois encore, ce pipeline va être amélioré pour permettre son utilisation sans avoir be-
soin d’un fichier de pics pour la partie identification des boucles et en réalisant une annotation
génomique des interactions par défaut.
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Figure 43: Pipeline d’analyse de données HiChIP mis en place.
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7 Résultats

Les résultats obtenus pendant cette thèse peuvent être distingués en deux principales parties.
Tout d’abord, nous avons effectué une analyse pan-génomique sur un bulk de cellules MM.1S pour
déterminer la réponse à la Dex au sein d’une population cellulaire. Les résultats obtenus dans
cette première partie ont été ensuite utilisés pour aller étudier les mécanismes de réponses à la
Dex avec des approches de séquençage en cellule unique.

7.1 Le paysage chromatinien détermine la fixation du GR sur le génome

Cette première partie des résultats montre comment les différentes données pan-génomiques peu-
vent être intégrées afin de d’établir une carte de l’ensemble des sites de fixation du GR, de la
présence de marques d’histones et de régions chromatiniennes accessibles en combinaison avec des
données transcriptomiques sur l’ensemble du génome (Figure 44). La combinaison de ces différentes
données permet ainsi de mieux comprendre l’ensemble des mécanismes de régulation épigénétiques
au sein d’une population cellulaire en réponse à la fixation du GR sur l’ADN.

Figure 44: L’intégration des données de NGS ATAC-seq, ChIP-seq et RNA-seq
déterminent le paysage chromatinien tout au long du génome.
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7.1.1 Annotation fonctionnelle de la lignée cellulaire MM.1S

L’utilisation des données de ChIP-seq de marques d’histones permet de définir une carte fonc-
tionnelle de l’ensemble du génome d’une lignée cellulaire. Pour cela, cinq marques d’histones ont
été récupérées sur l’encyclopédie ENCODE (Zhang et al., 2020). Les données de ChIP-seq sont
utilisées avec chromHMM (Ernst and Kellis, 2010) pour définir un modèle à 10 états chromatiniens
(Figure 45). Chaque marque défini ainsi une particularité génomique: H3K36me3 des régions tran-
scriptionnellement actives, H3K27me3 des régions inactives ou réprimées, H3K4me1 des régions
enhancers, H3K27ac des régions régulatrices actives et finalement H3K4me3 pour des régions pro-
moteurs.
Les résultats obtenus sur des fenêtres génomiques de 200pb montrent un modèle à 10 états avec des
probabilités de transitions plus élevées entre les différents états définissants des régions régulatrices
4 à 8 (Figure 45A).

Figure 45: Utilisation des données de ChIP-seq de marques d’histones pour définir
un modèle à 10 états chromatiniens fonctionnels avec chromHMM (A) Heatmap de
probabilité de transitions entre les états chromatiniens. (B-D) Enrichissement des ChIP-seq de
marques d’histones (B), de catégories génomiques (C) et position par rapport à la distance du TSS
le plus proche (D) pour chacun des 10 états chromatiniens du modèle.
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RESULTATS Le paysage chromatinien détermine la fixation du GR sur le génome

Ces 10 états de chromatines montrent des enrichissement de marques chromatiniennes spécifiques
(Figure 45B). Les états chromatiniens peuvent être découpés en trois principaux groupes: des états
de chromatine inactive identifiés par la présence de la marque H3K27me3 (état 1) de toutes ou
d’aucune marque pour les états 3 et 2 respectivement, les régions transcriptionnellement actives
marquées par la marque H3K36me3 (états 9 et 10) et finalement les régions régulatrices promo-
teurs et enhancers actifs ou non sont représentées par les états 4 à 8 avec un fort enrichissement
des marques H3K4me1, H3K4me3 et H3K27ac.
Les différentes catégories d’annotations génomiques (Figure 45C) et la distance de ces états par rap-
port au TSS le plus proche (Figure 45D) sont deux données permettant de séparer de façon plus fine
les trois grands groupes d’états identifiés. Le groupe correspondant à des états de chromatine inac-
tive couvre une part importante du génome, particulièrement enrichis en Lamine B1, un marqueur
d’hétérochromatine important (Camps et al., 2015) notamment pour l’état Hétérochromatine (état
2). Ces états sont généralement loin d’un site d’initiation de la transcription. De même, les états
9 et 10 associés à un état transcriptionnel montrent un enrichissement de catégories génomiques
RefSeq Exon, Gene et TES soulignant le rôle de la marque H3K36me3 dans la régulation de la
transcription (Kolasinska-Zwierz et al., 2009). Finalement on peut distinguer dans les états 4 à 8,
plutôt associés a des régions régulatrices actives ou non, les promoteurs des enhancers grâce à ces
différentes annotations. Les enhancers faibles (état 4) et forts (états 5 et 6) sont enrichis pour la
technique d’accessibilité de la chromatine DNAse-seq MM.1S et sont plutôt distants des TSS. Les
promoteurs faibles et forts (respectivement états 7 et 8) sont enrichis en ı̂lots CpG, des régions
riches en bases C et G retrouvées généralement dans les promoteurs des gènes (Antequera, 2003),
et proches des sites d’initiations de la transcription. L’ensemble de l’annotation de ces états et les
marques d’histone principales correspondant à chaque état sont données dans la Table 3.

Etats Marques Annotation
E1 H3K27me3 Repressed Polycomb (Repr.)
E2 None Heterochromatin (Heter.)
E3 All Repeats/CNV (Rpts/CNV)
E4 H3K4me1 Weak Enhancers (WkEnh.)
E5 H3K4me1;H3K27ac Strong Enhancers 1 (SgEnh1)
E6 H3K4me1;H3K4me3;H3K27ac Strong Enhancers 2 (SgEnh2)
E7 H3K4me3;H3K4me1 Weak Promoters (WkProm.)
E8 H3K4me3;H3K27ac Strong Promoters (SgProm.)
E9 H3K36me3 Weak Transcription (WkTx.)
E10 H3K36me3;H3K4me1 Transcription (Tx.)

Table 3: Annotation biologique et fonctionnelle du modèle à 10 états chromatiniens réalisée pour
la lignée MM.1S.

Les 10 états chromatiniens ainsi obtenus ont été utilisés pour l’ensemble de l’étude afin d’annoter
fonctionnellement les différents sites de fixation du GR sur le génome pour mieux caractériser son
action.
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7.1.2 La fixation du GR dépend du paysage chromatinien de la cellule

Les données de ChIP-seq réalisées en condition EtOH et Dex révèlent respectivement 2,878 et
20,587 sites de fixation du GR sur le génome (GRBS). Parmi l’ensemble de ces sites, j’ai conservé
pour la suite de cette étude les sites GR uniquement spécifiques de la condition Dex (n=18,844
GRBS).
Tout d’abord, je me suis intéressé au paysage chromatinien sans Dex pour comprendre et définir
les conditions dans lesquelles se fixe le GR. Le GR agissant comme un facteur de transcription,
il se fixe préférentiellement dans des régions régulatrices du génome (Figure 46) (Vockley et al.,
2016).
J’ai tout d’abord regardé à quelle distance du TSS le plus proche étaient localisés ces GRBS. En
considérant qu’un pic localisé à moins de 5kb d’un TSS était considéré comme proximal et qu’un pic
localisé à plus de 5kb d’un TSS était considéré comme distal, on remarque que 46% (8,476/18,444)
des GRBS sont localisés à moins de 5kb du TSS le plus proche et que 54% (10,368/18,844) de
ces GRBS sont identifiés dans des régions distales (Figure 46a gauche). En comparant ces GRBS
avec l’annotation fonctionnelle chromHMM MM.1S (Figure 46a droite), on observe à nouveau la
même répartition: la majorité des GRBS se fixant dans des régions annotées comme promoteurs ou
enhancers (86.30%). On note cependant que pour l’ensemble de ces régions, celles-ci sont déjà par-
ticulièrement actives et que seule une faible proportion se fixe dans des régions inactives. Lorsque
l’on s’intéresse à l’accessibilité de la chromatine pour les régions fixant le GR, on remarque que près
des deux tiers (63.17%) de ces régions sont déjà accessibles dans la lignée MM.1S (Figure 46b). Ces
résultats démontrent que l’état chromatinien de la cellule est capital pour la fixation du GR. En ef-
fet le GR se fixe dans des régions régulatrices déjà actives et accessibles pour effectuer son action.

(a) (b)

Figure 46: Distribution Génomique des sites de fixation du GR dans la lignée MM.1S.
(a) Les histogrammes représentent la distribution des sites de fixation du GR en fonction de leur
distance au TSS le plus proche (gauche; Prox. pour un site GR localisé à moins de 5kb d’un TSS
et Dist. pour un site GR localisé a plus de 5kb d’un TSS) et en fonction de l’état chromatinien
dans lequel le pic GR se trouve (droite). (b) Proportion de sites accessibles ATAC-seq fixant le
GR dans la lignée MM.1S.
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Parmi ces différentes régions régulatrices fixant le GR, celles-ci peuvent être divisées en deux
groupes: les régions déjà actives (A) et les régions inactives (I) (figure 47). Pour les régions déjà
actives, 40.03% (7,543) des GRBS sont localisés dans des promoteurs forts, un quart des GRBS
(25.55%) sont localisés dans les catégories enhancers forts 1 et 2 avec respectivement 17.52%
(3,302) et 18.03% (3,398) sites GR. Ces résultats démontrent une forte affinité du GR pour la
marque d’histone H3K27ac soulignant un tropisme évident du GR pour les régions déjà actives.
Il est également important de remarquer qu’une proportion plus faible est localisée au niveau
de régions inactives (13.40% soit 2,525 sites). Parmi ces sites, 2.68% (505) sont retrouvés dans
l’hétérochromatine, 2.69% (507) localisés au niveau d’enhancers faibles et enfin 8.03% (1,513)
localisés au niveau de promoteurs faibles.

Figure 47: La fixation de la Dex sur le génome est pré-déterminée par l’acétylation et
l’accessibilité des régions, Fixation de la Dex dans les régions actives définies par ChromHMM
comme Strong Promoters (A1), Strong Enhancers 1 (A2), Strong Enhancers 2 (A3) et dans les
régions inactives comme Weak Promoters (I1), Weak Enhancers (I2) ou Hétérochromatine (I3).
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Ce paysage chromatinien peut être observé sur de nombreux gènes. Par exemple, le GR se fixe
sur un enhancer et sur le promoteur de la forme courte du gène TSC22D3 codant pour la protéine
GILZ (Figure 48). Ce locus est identifié comme un gène de réponse aux glucocorticöıdes qui régule
à la fois la réponse immunitaire innée et adaptative (Beaulieu and Morand, 2011) et qui pourrait
inhiber la transcription de facteurs importants pour la voie NF-κB et d’autres voies de signalisa-
tion. Le GR se fixe dans différentes régions autour de ce gène. Le GR se fixe sur deux enhancers,
le premier en amont du gène et le deuxième à l’intérieur du premier exon du gène. Deux formes
de GILZ ont déjà été décrites dans d’autres études (Bruscoli et al. (2010), Ayroldi et al. (2014)):
la forme courte GILZ qui régule les effets anti-inflammatoires des GCs et son variant long-GILZ
(L-GILZ) qui inhibe la croissance de la tumeur en activant la protéine p53 (Ayroldi et al., 2014).
Dans notre système on remarque alors que seul le promoteur de la forme courte est déjà actif et
fixe le GR.

Figure 48: Intégration des données pan-génomiques sur le locus du gène TSC22D3
pour illustrer le rôle de la fixation du GR sur la régulation de la transcription.

En parallèle, j’ai utilisé les données de ChIP-seq H3K27ac MM.1S pour déterminer les super-
enhancers (SE) présents dans cette lignée. Les SE contrôlent la transcription de facteurs et de
gènes clés pour l’identité de la cellule (Hnisz et al. (2013), Lovén et al. (2013)). Le ChIP-seq
H3K27ac MM.1S a permis d’identifier 40,389 régions régulatrices actives dans notre modèle cel-
lulaire. Ces régions sont classées selon l’intensité de leurs signaux et leurs distances au TSS ce
qui nous permet d’identifier 815 SE (Figure 49). Le GR se fixe dans 99% (808/815) de ces SE.
Parmi ces différents SE, différents gènes et facteurs de transcription ont pu être identifiés comme
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étant sous le contrôle d’un de ces SE. Le premier SE régule la transcription du gène IGLL5, co-
dant pour un polypeptide d’immunoglobuline lambda-like, un gène qui a récemment été identifié
comme potentiellement transloqué avec le locus des châınes lourdes des Igs (IGH) chez des pa-
tients atteints de myélome (White et al., 2018). D’autres facteurs de transcriptions tels que IRF4,
XBP1 ou encore le gène CCND2 sont également sous le contrôle d’un SE, ces différents facteurs
ont déjà été décrits dans une autre étude (Lovén et al., 2013) comme étant importants pour la
cellule de myélome. De plus, les facteurs de transcription importants du MM comme IKZF1,
IKZF3, PRDM1, RUNX1 et MEF2C sont également sous contrôle d’un SE. Ces différents facteurs
de transcription sont considérés comme de potentiels co-interacteur du GR.

Figure 49: Détermination des super-enhancers et facteurs de transcription cœurs de la
lignée MM.1S.

Afin de mieux caractériser ces sites de fixations, j’ai réalisé une découverte de motif de novo avec
MEME (Bailey et al., 2015) pour les GRBS localisés dans les différentes catégories chromHMM
(Figure 50). Sans surprise, un enrichissement important du motif de fixation du GR (GRE) est
retrouvé dans les catégories Strong Enhancers 1 et 2, Weak Enhancers mais aussi dans la catégorie
hétérochromatine. Ce résultat met en évidence une fixation directe à l’ADN du GR sur son motif
dans ces régions et donc probablement une activation des différents gènes régulés par ces régions.
Cependant, parmi les milliers de sites de fixation du GR sur le génome, la fixation sur un motif
GRE ne représente qu’une faible proportion de l’ensemble des GRBS et ne suffit donc pas à expli-
quer l’ensemble des mécanismes moléculaires mis en place par le GR pour réguler la transcription
des gènes cibles.
D’autres motifs importants sont également retrouvés, notamment le motif de type E-box, enrichi
dans les strong enhancers 1, fixant de nombreux facteurs de transcription. Ce motif permet la
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fixation de facteurs de transcription de type bHLH (beta Helix-Loop-Helix) certains facteurs de
transcription de ce type tel HES1 ont déjà été décrits comme régulant la prolifération cellulaire
dans les cellules de MM (Sachithanandan et al., 2017).
Finalement, j’ai pu identifier au niveau des promoteurs forts et des strong enhancers 2, un en-
richissement du motif homo-dimère ISRE fixant les facteurs de transcription type IRF. Ce résultat
suggère un rôle important du facteur de transcription spécifique du lignage B et fortement exprimé
dans la lignée MM.1S : IRF4. IRF4 est un facteur essentiel lors de la différentiation du lignage
B et est un facteur pionnier dans les cellules de MM (Shaffer et al., 2009). Ce résultat montre
donc une possible fixation indirecte du GR via l’interaction avec d’autres facteurs de transcription
importants pour la cellule.

Figure 50: Recherche de motifs de novo pour les sites de fixation du GR selon les
différents états chromatiniens, mise en évidence de trois motifs principaux obtenus par MEME.

7.1.3 Le GR interagit avec un facteur pionnier du lignage B: IRF4

Ces premiers résultats suggèrent que l’état chromatinien de la cellule pourrait être maintenu via
la présence de facteurs importants pour la cellule et notamment le facteur de transcription IRF4.
Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons récupéré les données de séquençage ChIP-seq IRF4
MM.1S (Lovén et al., 2013). Parmi l’ensemble des GRBS, une grande proportion (73.16% soit
13,786 sites) sont co-localisés avec un pic IRF4 (Figure 51a). Ce résultat démontre que le GR se
fixe dans les régions où IRF4 est déjà présent soit pour agir en tant que co-interacteur soit pour
agir en tant qu’antagoniste sur ces sites.
L’analyse ontologique par enrichissement de régions génomiques avec GREAT (McLean et al.,
2010) des sites communs au GR et à IRF4 révèle alors un enrichissement de voies de signalisation
importantes pour le lignage B (Shaffer et al., 2008) comme la réponse aux stimulations par les cy-
tokines, l’activation des leucocytes ou encore la régulation positive de la prolifération des cellules
B (Figure 52). Le GR interagit donc avec le facteur IRF4 sur des régions importantes pour le
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lignage B probablement en agissant comme un antagoniste sur ces différents sites.

(a) (b)

Figure 51: Interaction du GR avec le facteur pionnier du lignage B IRF4. (a) Diagramme
de Venn montrant la col-localisation des sites de fixation du GR avec les sites de fixation IRF4 et
les sites de localisation H3K27ac dans MM.1S. (b) Diagramme illustrant les principales protéines
identifées par la technique RIME et interagissant physiquement avec le GR.

Pour aller plus loin, j’ai séparé en trois catégories les sites fixant le GR et IRF4 selon la présence de
trois motifs de fixation à l’ADN: le motif complet GRE, le demi-motif GRE fixant un monomère
GR et enfin le motif de reconnaissance de l’interféron ISRE qui fixe le facteur IRF4 (Figure 53).
Cette catégorisation repose sur une hypothèse de mécanismes moléculaires distincts: lorsque le GR
se fixe sur son GRE via une liaison directe à l’ADN à côté d’un site IRF4, cette fixation entrâıne
une transcription des gènes de réponse à la Dex; de même lorsqu’il se fixe sur un demi-motif où le
facteur IRF4 aurait un rôle de stabilisation de la fixation du GR dans ce cas là. Enfin la fixation du
GR au niveau des sites ISRE se ferait de façon indirecte et le GR aurait alors un rôle antagoniste
à IRF4 sur la transcription des gènes cibles.

Figure 52: GO biological process enrichis pour les sites co-localisant la fixation du GR
et du facteur pionnier IRF4.

L’analyse d’enrichissement de régions génomiques révèle différents GO biological process enrichis
pour ces trois catégories. On observe que pour les régions contenant un motif GRE ou un demi-
motif, le GR va intervenir dans des voies de signalisation déjà répertoriées en réponse à la Dex telles
que la régulation des voies de signalisations apoptotiques intrinsèques et extrinsèques, l’inactivation
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de l’activité des MAP kinases et la régulation de processus métaboliques (GRE) ou encore la voie
de signalisation intrinsèque de l’apoptose et la régulation de la prolifération des cellules B (demi-
motif GRE). En revanche, les voies de signalisations régulées par les régions avec un motif ISRE
semblent être plus lignage-spécifiques avec des voies telles que la régulation de la production et de
la réponse à l’interféron gamma ou encore la différenciation des cellules B matures.
Ces résultats démontrent que la présence du motif de fixation à l’ADN influe pour déterminer
le type de réponse engendrée par la Dex et le type de mécanisme mis en place par le GR pour
moduler cette réponse.

Figure 53: Schéma illustrant les différents termes de l’ontologie GO biological process
enrichis pour l’association GR:IRF4 en fonction de la présence d’un motif de fixation
sur l’ADN.

Finalement, les données de ChIP-seq IRF4 étudiées ayant été produites dans la lignée MM.1S sans
traitement par la Dex, nous avons donc voulu vérifier si il existait bien une interaction physique
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entre ces deux protéines. Nous avons donc réalisé une étude d’immuno-précipitation de protéines
couplée à des techniques de spectrométrie de masse (RIME) afin de déterminer toutes les protéines
interagissant physiquement avec le GR dans la lignée MM.1S avec Dex (Figure 51b). Les résultats
de ces analyses confirment qu’il existe bel et bien une interaction physique entre le GR et le facteur
de transcription IRF4. D’autres facteurs interagissant physiquement avec le GR sont également
mis en évidences notamment IKZF1, IKZF3. Ces deux facteurs sont essentiels pour le MM (Krönke
et al., 2014). Le GR interagit également avec MEF2C, un facteur important pour l’activité SE et
l’expression de MYC dans les lymphomes primaires (Wang et al., 2020). Ces différents facteurs
ont de plus été décrits précédemment , comme IRF4, sous le contrôle d’un super-enhancer dans la
lignée MM.1S (Figure 49).
Hormis ces facteurs de transcription clés pour la cellule, le GR interagit avec de nombreuses
protéines SMARCC2, SMARCC1, SMARCA4, SMARCD2, SMARCE1, SMARCA2 et ARID1A
qui sont toutes des sous-unités du complexe protéique SWI/SNF. La mise en évidence de l’interaction
du GR avec ce complexe protéique à déjà été montrée dans d’autres études (John et al. (2008);
Johnson et al. (2018); Hoffman et al. (2018)) et suggère un autre mécanisme moléculaire d’action
important du GR à travers l’ouverture et l’activation de nouvelles régions régulatrices.
Ces résultats confirment l’interaction du GR avec le facteur pionnier IRF4 pour réguler la tran-
scription de gènes spécifiques du lignage B. En plus de cette interaction, les résultats obtenus avec
le RIME suggèrent que le GR a également un effet sur l’ouverture et donc l’activation de régions
régulatrices qui seront spécifiques de la réponse à la Dex.

7.1.4 La fixation du GR ouvre des nouveaux sites de fixation sur le génome

Nous avons donc identifié que le GR se liait à des protéines faisant partie du complexe de remode-
lage de la chromatine ce qui pouvait donc conduire à l’ouverture de nouveaux sites de fixation du
GR. Nous avons donc voulu caractériser ces nouveaux sites.

Figure 54: Footprinting différentiel pour les données ATAC-seq en condition Dex versus
EtOH.
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Dans le but d’identifier des motifs de fixation spécifiques à l’ouverture de la chromatine, des anal-
yses différentielles de foot-printing sur les données ATAC-seq (Li et al., 2019b) en condition Dex
versus EtOh ont été réalisées (Figure 54). Ces résultats montrent une ouverture spécifique au
niveau de motifs de fixation pour la MM.1S en condition EtOH tels que les sites de fixations AP-1
(JUNB, JUND) ou encore le site de fixation du facteur de machinerie transcriptionnelle E2F2.
En ce qui concerne la condition Dex, on observe une ouverture essentiellement pour le motif de
reconnaissance du GR (NR3C1, NR3C2). En effet, lorsque l’on regarde les profils ATAC-seq des
nouveaux sites ouverts (n=334), on remarque alors une empreinte plus marquée pour la condition
Dex comparée à la condition EtOH (Figure 55).

Figure 55: Le footprinting révèle l’ouverture de nouveaux sites GRE.

7.2 Le GR active des régions régulatrices Dex-spécifiques

Les résultats obtenus lors de cette première partie ont donc révélé que pour la majeure partie
des sites de fixation du GR sur le génome, le paysage chromatinien déjà existant est prépondérant.
En effet le GR possède un fort tropisme pour la marque H3K27ac et interagi avec de nombreux
facteurs de transcription essentiels pour la cellule. Cependant, nous avons également montré que
le GR se fixait sur une minorité de sites pour lesquels l’accessibilité de la chromatine augmentait.
Nous avons donc émis l’hypothèse de l’activation d’une faible part de ces sites qui pourraient être
signature de la réponse à la Dex.
Pour vérifier cette hypothèse, je me suis intéressé dans cette partie aux régions régulatrices qui
s’activent en réponse à la Dex. Pour ce faire, j’ai effectué une analyse différentielle des 38,662 sites
H3K27ac MM.1S Dex. Sur l’ensemble de ces sites, je n’ai conservé que les pics H3K27ac fixant
le GR pour observer l’effet de la fixation de celui-ci sur l’acétylation des régions. Parmi les pics
restants (n=16,228), j’ai estimé le Log FoldChange (LogFC) de chacun de ces pics pour distinguer
ceux qui augmentent en réponse à la Dex. J’ai choisi de prendre un LogFC bas (LogFC > 0.1)
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pour capturer 864 pics H3K27ac Dex-induits et 15,364 pics Dex-stables. Sur les pics H3K27ac
Dex-induits, ont observe une franche augmentation du signal H3K27ac avec Dex comparé au sig-
nal sans Dex alors qu’aucune différence n’est observée pour les pics H3K27ac Dex-stables (Figure
56). On remarque également que le signal ATAC-seq avec Dex est également plus important dans
les régions H3K27ac Dex-induites comparé au signal ATAC-seq sans Dex. Ce résultat montre qu’à
travers l’ensemble des sites GR sur le génome une faible proportion montre un changement dans
l’acétylation et l’accessibilité ce qui indique que ces 864 régions H3K27ac Dex-induites dirigent
probablement la réponse spécifique de la Dex.
J’ai ensuite effectué une annotation génomique de ces régions. J’ai donc regardé la position du
site d’initiation de la transcription le plus proche de chaque région H3K27ac Dex-induite en con-
sidérant comme proximale une région H3K27ac Dex-induite localisée à moins de 5kb d’un TSS
(Figure 57). On constate alors qu’une faible proportion de ces régions (132 régions, 15.28%) est lo-
calisée proche d’un TSS alors que la majeure partie de ces sites (732 régions, 84.72%) est retrouvée
dans des régions distales que nous définissons comme enhancers. La distance au TSS le plus proche
varie grandement pouvant aller jusqu’à plus de 5 mégabases. On remarque qu’un tiers de ces en-
hancers sont localisés entre 10 et 50kb d’un TSS (307 régions, 35.53%).
Ces régions se distribuent donc plutôt dans des régions distales du génome ce qui illustre que
l’action principale du GR se passe dans les enhancers.
L’analyse différentielle des données RNA-seq en bulk produites pour la MM.1S 4h après traitement
EtOH ou Dex montre que malgré les milliers de sites de fixation du GR sur le génome, seul un
faible nombre de gènes est régulé par le GR. En effet, dans cette analyse différentielle, 171 gènes ont
été identifiés comme étant inhibés (logFC<-1; FDR<0.05) et 432 gènes sont induits (logFC>1;
FDR<0.05). Ce résultat montre que le GR permet l’activation de la transcription plus que la
répression de la transcription. Il est cependant important de noter que des gènes importants du
myélome sont down régulés par la Dex comme IRF4 (logFC=-1.30814; FDR<0.0001) ou bien en-
core CXCL10 (logFC=-4.31126; FDR<0.0001), un gène exprimé normalement lors de la réponse à
l’interféron gamma. Le rôle activateur de la Dex sur la transcription des gènes est donc important.
Parmi les gènes induits (FDR<0.0001) en réponse à la Dex, on retrouve des gènes clés tels que
BCL2L11 (logFC=1.07856), TSC22D3 (logFC=4.29259), CXCR4 (logFC=2.9497; FDR), FKBP5
(logFC=3.95052), CFLAR (logFC=1.38622), DDIT4 (logFC=6.62855), IL6ST (logFC= 1.31502),
et CREB3L2 (logFC=2.04835; FDR<0.0001). Beaucoup de ces gènes ont déjà été décrits comme
étant régulés par la Dex dans d’autres études.
Lorsque l’on s’intéresse de nouveau aux régions H3K27ac Dex-induites et plus particulièrement à
la distance par rapport à des éléments génomiques d’intérêt, on remarque que ces régions jouent un
rôle important dans la régulation de la transcription (Figure 58). En effet, nous avons tout d’abord
observé que ces régions H3K27ac Dex-induites étaient plus facilement retrouvées proche des gènes
up-régulés en condition Dex par rapport aux gènes dont l’expression ne varie pas (Figure 58a). Ce
résultat suggère que ces enhancers Dex-induits contrôlent directement la transcription des gènes
cibles et que la fixation du GR dans ces enhancers conduit à une activation de la transcription.
De plus, nous nous sommes intéressés à la distance mutuelle de ces régions spécifiques et à la
distance par rapport aux enhancers H3K27ac Dex-stables (Figure 58b). Il est alors intéressant
de noter que les enhancers H3K27ac Dex-induits sont plus proches les uns des autres que des en-
hancers H3K27ac Dex-stables. Ce résultat nous conduit à penser que ces enhancers pourraient se
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Figure 56: Heatmap illustrant l’activation de régions H3K27ac liées à la fixation du
GR, les régions H3K27ac qui augmentent en réponse à la fixation de la Dex (gauche) ou qui ne
bougent pas (droite) sont représentées.

regrouper entre eux pour agir en synergie sur la transcription des gènes cibles. Cette proximité en-
tre enhancers H3K27ac Dex-induits permet également de penser que l’augmentation d’acétylation
de ces régions peut amener à la formation de nouveaux super-enhancers contrôlant la transcription
de gènes clés en réponse à la Dex. Une nouvelle analyse de détection de super-enhancers à donc
été réalisée sur les pics H3K27ac MM.1S Dex (n=38,662). Les pics ont donc été classés selon
leurs signal ChIP-seq ce qui a permis l’identification de 845 SE (Figure 59). Parmi ces différents
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Figure 57: Distribution génomique des régions H3K27ac Dex-induites, annotation des
régions par rapport à la distance au TSS le plus proche.

(a) (b)

Figure 58: Rôle des régions H3K27ac Dex-induites dans la régulation des gènes cibles.
(a) Distance des gènes up-régulés (rouge) ou stables (gris) par rapport aux régions H3K27ac Dex
induites. (b) Distance des régions Dex-induites (rouge) ou stables (gris) par rapport aux régions
H3K27ac Dex induites.

SE, 121 nouveaux SE spécifiques de la Dex ont été identifiés. De plus, du fait de l’augmentation
d’acétylation dans ces régions, les SE présents avant Dex peuvent devenir plus grand ou même deux
SE peuvent se regrouper en un seul plus grands. Ce résultat démontre que la fixation du GR sur
un site particulier entrâıne un rassemblement de différents enhancers pour activer la transcription
de gènes cibles.
Parmi les cibles de ces SE, on remarque alors l’apparition de SE contrôlant directement l’expression
de gènes importants dans la réponse à la Dex et déjà observés lors de l’analyse différentielle RNA-
seq. C’est le cas notamment de 4 gènes particuliers: DDIT4, le facteur de transcription CREB3L2,
FKBP5 et enfin TSC22D3.
Les circuits de régulation pour les facteurs de transcription obtenus à partir des SE MM.1S avec
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et sans Dex définissent les facteurs de transcription clés de la cellule. Parmi ces différents circuits,
un grand nombre est retrouvé dans les deux conditions (IKZF1, XBP1, IRF4, HES1, PRDM1,
KLF3, MEF2C, RUNX1, RUNX2, FOXO3...) alors que certains sont spécifiques d’une des deux
conditions. Ainsi, on retrouve des circuits de régulations spécifiques de MM.1S sans Dex pour
les facteurs JUNB et POU3F1. A l’inverse, les facteurs de transcriptions VDR, GLIS1, SOX2,
TFAP2C, NR3C1 (GR), ATF4, ZBTB16, ETV6 et SREBF1 ont des circuits de régulation qui
apparaissent en lien avec de nouveaux SE.

Figure 59: Détermination des super-enhancers liés à la Dex et gène clés de réponse à
la Dex.

L’ensemble de ces résultats permet de mieux comprendre comment le GR va se fixer sur un site
majeur et moduler tout l’état transcriptionnel d’une région. Un exemple illustrant parfaitement ce
mécanisme est celui du locus du gène codant pour la protéine GILZ: TSC22D3 (Figure 60). Cet
exemple montre la fixation du GR dans des régions contenant un motif GRE à différents endroits
(promoteurs et enhancers) autour du gène. Bien que ces régions soient déjà acétylées avant Dex,
la fixation du GR conduit à l’augmentation de l’acétylation de ces régions ce qui amène également
à l’apparition d’un super-enhancer contrôlant la transcription du gène.
L’augmentation d’acétylation sur les régions fixant le GR combinée à l’apparition du SE suggèrent
une action synergique de ces régions conduisant à une augmentation de la transcription de ce gène.
On note également pour certaines de ces régions, une augmentation en terme d’accessibilité de la
chromatine.
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Figure 60: Exemple de fixation du GR sur le locus TSC22D3 qui illustre le mécanisme
de réponse à la Dex.

Les résultats démontrent que le GR joue un rôle non seulement dans l’activation et le regroupe-
ment d’enhancers (Petrovic et al. (2019), Mumbach et al. (2017)) mais également dans l’ouverture
de régions. Malheureusement, ces analyses ne permettent pas de savoir avec certitude comment
les enhancers interagissent entre eux ni de connâıtre avec précision le gène cible régulé par ces
enhancers. Pour répondre à ces questions, nous avons effectué des analyses de conformation de la
chromatine liée à la marque H3K27ac afin de comprendre le mécanisme du GR dans la régulation
de ces interactions.
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7.3 Action génomique du GR dans la régulation des boucles chroma-
tiniennes

Dans cette nouvelle partie, je vais présenter les résultats obtenus via l’analyse des interactions
chromatiniennes liées à la présence de la marque d’histone H3K27ac. Ces résultats ont été obtenus
par technique du HiChIP, une méthode couplant immuno-précipitation de protéines et capture
de conformation de la chromatine. Cette technique permet donc de détecter les régions sur le
génome fixant la marque d’histone H3K27ac et permet d’étudier les interactions de type promo-
teurs/promoteurs, enhancers/enhancers et promoteurs/enhancers et ainsi de mieux comprendre
les mécanismes moléculaires de régulation de la transcription des gènes régulés par le GR (Figure
61).

Figure 61: Schéma illustrant comment les boucles chromatiniennes formées par la mar-
que d’histone H3K27ac peuvent être étudiées par la technique du HiChIP.

7.3.1 Caractérisation des interactions chromatiniennes

L’analyse des données HiChIP-seq pour la marque d’histone H3K27ac après addition d’EtOH
ou de Dex et séquencés après une heure à permis d’identifier respectivement 21,248 (EtOH) et
23,277 (Dex) boucles d’interactions chromatiniennes.
Afin de caractériser ces interactions d’un point de vue global, j’ai regardé tout d’abord les valeurs
de signal ChIP-seq H3K27ac à l’intérieur ou hors des anchors dans les deux conditions (Figure
62). Les résultats montrent que peu importe la condition (EtOH ou Dex), on observe un signal
ChIP-seq H3K27ac beaucoup plus intense (p-value<0.0001 dans les deux conditions) à l’intérieur
des anchors comparé au signal des pics H3K27ac localisés hors des anchors. On dénombre respec-
tivement 50% et 55% des pics ChIP-seq H3K27ac localisés dans les anchors pour les interactions
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HiChIP en EtOh et en Dex. Ceci souligne une corrélation forte entre les données de ChIP-seq et
les données HiChIP ce qui vient valider la qualité de ces résultats. Les pics ChIP-seq localisés à
l’extérieur d’anchors sont donc des pics de faible intensité qui peuvent être considérés comme des
faux positifs ou secondaires.

Figure 62: Signal ChIP-seq H3K27ac des pics localisés hors et à l’intérieur des anchors
des interactions HiChIP H3K27ac.

Lorsque l’on compare les deux conditions EtOH et Dex, aucune différence notable n’est observée en
terme de distribution des distances entre les deux anchors d’une même boucle (Figure 63 gauche),
avec une distance médiane respective de 127kb et 125kb en EtOh et en Dex. De même, l’annotation
génomique de ces interactions montre que la plus grande proportion de ces interactions concerne
des boucles réunissant soit un promoteur et un enhancer soit deux enhancers (64% et 65% respec-
tivement en EtOH et Dex) (Figure 64).
Cependant il est intéressant de noter que la distance entre deux anchors d’une même interaction
est très variable et peut aller de quelques kilobases jusqu’à plusieurs mégabases. Aucune interac-
tion trans, c’est-à-dire avec chacun des deux anchors localisés sur un chromosome différent, n’a
été détectée pour les deux conditions. Ces résultats montrent également qu’un peu plus de la
moitié des anchors ne sont concernés que par une seule interaction chromatinienne (Figure 63
droite). Pour le reste des anchors, ceux-ci contribuent à au moins deux interactions distinctes
et ce nombre peut augmenter jusqu’a 28 pour la condition Dex. On note tout de même que les
anchors des boucles chromatiniennes en Dex contribuent à 3 interactions différentes (médiane)
alors qu’elles ne contribuent qu’a deux interactions (médiane) en condition EtOH. Ce résultat
sous-entend que les différentes régions régulatrices du génome interagissent ensemble pour former
des groupes d’enhancers contribuant à moduler la transcription des gènes cibles.
De plus, j’ai annoté génomiquement ces interactions en fonction de la distance des anchors par
rapport au TSS le plus proche (Figure 64). Les interactions sont annotées comme Prox-Prox si les
deux anchors sont localisés à moins de 5kb de leurs TSS le plus proche, Prox-Dist lorsqu’un seul
des deux anchors est localisé à moins de 5kb de son TSS le plus proche et Dist-Dist lorsque les deux
anchors sont situés à plus de 5kb de leur site de transcription le plus proche. Si aucune différence
n’est observée entre les deux conditions, on note qu’environ un cinquième des interactions sont de
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Figure 63: Caractérisation des boucles d’interactions H3K27ac HiChIP, Fréquence des
interactions selon la distance entre les deux anchors de l’interaction (gauche) ou en fonction du
nombre d’interactions associées à un anchor (droite).

la catégorie Dist-Dist et un peu plus de 40% des interactions sont de type Prox-Dist. Finalement
environ 33% des interactions sont de type Prox-Prox. Ces résultats démontrent une nouvelle fois
que les enhancers doivent se regrouper pour aller ensuite réguler le gène cible à travers une inter-
action de type Prox-Dist.

Figure 64: Annotation génomique des boucles d’interactions H3K27ac HiCHIP,
représentation des boucles obtenues en condition EtOH (Gauche) et Dex (Droite).

Pour revenir à la fixation du GR, on s’intéresse ensuite aux pics ChIP-seq GR à l’intérieur ou à
l’extérieur des anchors des interactions HiChIP H3K27ac en condition Dex (Figure 65). On ob-
serve donc que les pics ChIP-seq GR localisés à l’intérieur des anchors sont de plus forte intensité
comparé aux pics localisés à l’extérieur de ces anchors. Ceci souligne que les régions les plus im-
portantes fixant le GR sont à l’intérieur d’interactions H3K27ac indiquant un rôle important du
GR dans la régulation de ces boucles. En effet, on retrouve au moins un pic GR localisé dans les
deux anchors pour 75% des boucles chromatiniennes et 24% des ces boucles ont un pic GR dans
un de leurs deux anchors.
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Figure 65: La fixation du GR se fait majoritairement dans les anchors des boucles
d’interactions chromatiniennes H3K27ac.

7.3.2 La fixation du GR dans les boucles pré-existante induit une régulation de ces
boucles

Nous avons donc vu que le GR devait probablement jouer un rôle dans la régulation des boucles
chromatiniennes H3K27ac. Pour aller plus loin, nous avons réalisé une analyse différentielle de ces
boucles en condition EtOH versus Dex (Figure 66) avec le package R edgeR (Robinson et al., 2010).
Cette analyse a permis d’identifier 1,364 (LogFC>0.6 ; FDR<0.05) boucles chromatiniennes qui
augmentaient en réponse à la Dex (boucles Dex-induites) et 756 (LogFC<-0.6 ; FDR<0.05) qui
diminuaient en réponse à la Dex. Enfin, 25,765 boucles HiChIP H3K27ac ont été répertoriées
comme ne bougeant pas en réponse à la Dex. Parmi les boucles Dex-induites, on retrouve des
boucles de type Prox-Dist qui vont réguler des gènes précédemment identifiés en linéaire : CXCR4,
FKBP5, TSC22D3, BCL2L11 et CFLAR. Ceci implique que la régulation de l’expression de ces
gènes par le GR se fait également au travers de la modulation des boucles chromatiniennes.
Pour aller plus loin, j’ai comparé les pics ChIP-seq GR localisés dans les anchors des boucles Dex-
induites en comparaison avec les autres boucles (Figure 67). On observe une nouvelle fois que
le signal ChIP-seq des pics localisés dans ces boucles est en moyenne supérieur (p-value<0.0001)
aux boucles qui ne varient pas. Ce résultat confirme le rôle du GR dans la régulation des boucles
chromatiniennes H3K27ac.
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Figure 66: Analyse différentielle des boucles d’interactions H3K27ac en condition Dex
versus EtOH.

Figure 67: La fixation du GR est plus importante dans les boucles H3K27ac Dex-
induites.
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De plus, on constate un changement dans la répartition des catégories d’annotation génomique
pour les boucles Dex-induites en comparaison avec les boucles qui ne bougent pas et les boucles
qui diminuent (Figure 68). On observe que la proportion de boucles de type Dist-Dist est plus
importante pour les boucles Dex-induites en comparaison avec les deux autres types de boucles.
A l’inverse, la proportion de boucles de type Prox-Prox diminue. Ceci illustre une nouvelle fois
que l’effet du GR est beaucoup plus visible au niveau des régions régulatrices de type enhancers
plutôt que dans les promoteurs.

Figure 68: Annotation génomique des boucles chromatiniennes H3K27ac dynamiques.

Finalement, on remarque que le GR se fixe dans une forte proportion (1078/1834 soit 58.78%)
des anchors des boucles Dex-induites et régule la transcription de gènes déterminés comme étant
up-régulés dont tous les gènes déterminés précédemment (Figure 69). Ceci implique que la fixation
du GR doit modifier la conformation de la chromatine ce qui va entrâıner une régulation des autres
boucles chromatiniennes.

Figure 69: Le GR se fixe dans les boucles H3K27ac Dex induites pour contrôler la
transcription des gènes clés de réponse à la Dex.
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7.3.3 Rôle des régions H3K27ac Dex-induites au niveau des boucles de régulation

Nous nous sommes ensuite intéressés aux boucles Dex-induites en comparaison avec les régions
H3K27ac Dex-induites déterminées précédemment (Figure 70). On remarque alors que plus de
40% des régions H3K27ac Dex-induites sont localisées à l’intérieur d’un anchor d’une boucle Dex-
induite alors que cette proportion est de moins de 10% pour l’ensemble des enhancers et les régions
H3K27ac Dex-stables. A l’inverse, quasiment aucune région H3K27ac Dex-induite n’est retrouvée
dans des anchors de boucles diminuant en réponse à la Dex.

Figure 70: Les régions H3K27ac Dex-induites sont associées au boucles H3K27ac Dex-
induites.

Parallèlement à cela, nous avons récupéré les anchors des boucles Dex-induites (n=1,383) et con-
servé parmi celles-ci uniquement les anchors contenant au moins un SE (n=420) (Figure 71).
Nous nous sommes ensuite intéressés aux anchors contribuant aux interactions de type Prom-Dist
(n=78) pour ainsi identifier 41 gènes up-régulés contrôlés par ce type d’interaction (Table4).

Figure 71: Les super-enhancers jouent également un rôle en contrôlant les boucles
d’interactions chromatiniennes et la transcription des gènes.
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Gene Name MM.1S FPKM MM.1SDex FPKM LogFC
AANAT 0.16 0.87 2.48
ASCC1 6.28 14.15 1.17
ATP11B 50.13 168.49 1.75

BCL2L11 (BIM) 51.85 109.51 1.08
C1QTNF6 0.18 0.40 1.18
CFLAR 48.12 125.79 1.39
CLEC3B 1.99 6.15 1.63
CREB3L2 29.52 122.10 2.05
F2RL3 2.11 4.49 1.09
FKBP5 21.60 333.90 3.95
FZD4 0.24 4.79 4.31
FZD7 7.38 18.59 1.33
INSR 9.25 35.04 1.92
ISG20 62.53 176.47 1.50
KCNJ15 1.25 5.54 2.14
KLF2 23.60 92.31 1.97

KLHL24 9.21 20.54 1.16
KLHL6 0.06 0.83 3.77
LRRK1 5.85 18.75 1.68
MAP3K5 6.35 16.59 1.39
MEI1 17.84 63.73 1.84

MTMR4 17.05 41.54 1.28
P4HA1 15.53 108.70 2.81
PFKFB2 10.00 49.97 2.32
PIGV 5.70 14.06 1.30

PIK3IP1 15.96 71.01 2.15
RGS1 61.82 151.82 1.30
RHOB 43.80 103.39 1.24
SCML4 0.10 0.62 2.62

SERTAD2 13.42 35.64 1.41
SMAP2 52.43 281.99 2.43
SOCS1 4.41 8.91 1.01
SPTBN1 38.01 118.59 1.64
ST6GAL1 361.39 802.59 1.15
TFAP2C 3.26 8.26 1.34
TP53INP1 65.75 132.41 1.00
TRIB1 11.78 26.69 1.18

TSC22D3 (GILZ) 20.25 396.80 4.29
ZC3H12A 8.81 84.57 3.26
ZFP36L2 98.66 314.90 1.67

Table 4: Gènes induits contrôlés par au moins une interaction chromatinienne qui
augmente en réponse à la Dex et co-localisée avec un SE MM.1SDex.
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Parmi les 41 gènes retrouvés régulés à la fois par un SE et par au moins une boucle Dex-induite,
on retrouve les gènes TSC22D3 (GILZ), DDIT4, FKBP5, BCL2L11 (BIM) et CREB3L2 alors
que le gène CXCR4 est seulement régulé par une boucle Dex-induite. Ceci renforce l’idée d’un re-
groupement d’enhancers lié à la fixation de la Dex qui va permettre l’activation de la transcription
du gène cible.
Cette hypothèse est confirmée par l’exemple du locus FKBP5 (Figure 72) ou l’on peut constater
que le GR se fixe sur des régions contenant un GRE. La fixation du GR dans ces sites induit une
acétylation des régions et la formation de deux super-enhancers. L’ensemble de ces enhancers va in-
teragir pour former un cluster qui va aboutir à l’augmentation forte de l’expression du gène FKBP5.
D’autres exemples de ce mécanisme peuvent être observés sur les locus des gènes TSC22D3, CXCR4

Figure 72: Les interactions H3K27ac permettent une organisation des enhancers en
CLIQUES pour réguler la transcription des gènes, illustration de ce mécanisme sur les
locus des gènes CXCR4, TSCC2D3 (GILZ), FKBP5 et BCL2L11 (BIM). (*) symbolise fixation
principale du GR dans la région.

et BCL2L11 (Figure 72) où l’on peut remarquer que pour chacun de ces loci, il y a une fixation
principale du GR sur son motif consensus qui entrâıne à la fois une augmentation de l’acétylation
des régions et l’augmentation de la fréquence des boucles d’interaction chromatinienne. L’ensemble
de ces phénomènes conduit alors pour ces trois locus à une augmentation de la transcription du
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gène cible.
Parmi les réseaux de régulations identifiés, nous avons ensuite identifié le pic GR majoritaire. Ce
pic possède le signal ChIP-seq le plus intense dans la région. Sur ce pic, le GR se fixe également sur
son motif consensus. Nous avons émis l’hypothèse que cet enhancer principal est prédéterminant
dans la régulation de la transcription du gène cible. Pour vérifier cette hypothèse, j’ai donc con-
struit les réseaux de régulation sur les locus des gènes BCL2L11 (Figure 73a) et FKBP5 (Figure
73b). Pour ces deux exemples, j’ai modélisé l’absence d’interactions liées à l’enhancer princi-
pal (cercle vert). On observe dans les deux cas, lorsque cet enhancer est retiré, que le réseau
de régulation est fortement perturbé. La majorité des boucles chromatiniennes qui augmentent
en réponse à la Dex disparaissent et le promoteur du gène cible est régulé par beaucoup moins
d’enhancers Dex-induits.

(a) (b)

Figure 73: Le rôle de l’enhancer majoritaire dans le recrutement d’enhancers sec-
ondaires pour contrôler la transcription des gènes, exemple de régulation du gène BCL2L11
(a) et FKBP5 (b) par le réseau d’interaction HiChIP H3K27ac. Le pic principal (enhancer vert)
représente le site principal de fixation du GR. Le réseau est montré avec les interactions liées à
l’enhancer principal (gauche) ou sans (droite).

Ces résultats nous indiquent que les réseaux de régulation formés autour d’un gène en réponse à la
Dex dépendent principalement d’un enhancer majoritaire dont l’activation permet le recrutement
d’enhancers secondaires contribuant à augmenter la transcription du gène cible.

7.3.4 Le CTCF maintient les boucles chromatiniennes stables

Des études récentes ont démontré le rôle de la protéine CTCF dans le maintien et la stabilisation
des boucles d’interactions (Ren et al. (2017); Kubo et al. (2021); D’Ippolito et al. (2018)). Pour
étudier ce phénomène, nous avons généré des données de ChIP-seq en condition EtOH et Dex afin
de tenter d’expliquer comment sont modulées les boucles de régulation chromatinienne.
Tout d’abord, nous avons comparé les deux conditions (Figure 74). La heatmap illustrant le signal
CTCF sur l’ensemble des pics en condition EtOH et Dex révèle que seulement un très faible nom-
bre de sites de faible intensité varie en réponse à la Dex. Ceci indique que la fixation du CTCF
sur le génome n’est en rien influencée par le traitement à la Dex.
Nous avons ensuite regardé pour tous les anchors des boucles chromatiniennes si chacun de ces
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Figure 74: Heatmap illustrant la fixation du CTCF en condition EtOH et Dex.

anchors possédait ou non un site CTCF (Figure 75). Lorsque l’on regarde l’ensemble des interac-
tions ou les interactions stables, on remarque qu’une faible proportion de ces interactions n’a pas
de pic CTCF dans aucun de leurs anchors et à l’inverse ont une grande proportion d’interactions
stabilisés par un pic CTCF dans chacun des deux anchors.En ce qui concerne les boucles Dex-
induites, la proportion de boucles qui ne contiennent aucun CTCF dans aucun des deux anchors
est beaucoup plus importante et une proportion beaucoup plus faible de ces boucles ont un CTCF
dans les deux anchors. Cela souligne que ces interactions sont donc beaucoup moins stables à
travers une population cellulaire.

Figure 75: Le facteur CTCF permet de stabiliser les interactions stables et dynamiques
des boucles H3K27ac Dex-induites.
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7.3.5 La régulation des boucles chromatinienne est permise par l’ouverture de régions
GR-spécifiques dans les anchors de ces interactions

En se focalisant sur les boucles Dex-induites, nous nous sommes ensuite intéressés à l’accessibilité
de la chromatine au sein des anchors de ces interactions.

Figure 76: Heatmap illustrant l’augmentation de l’accessibilité de la chromatine dans
certaines régions ATAC-seq présentes dans les anchors des boucles H3K37ac Dex-
induites.

A l’aide d’une analyse différentielle des pics ATAC-seq en condition Dex versus EtOH, nous avons
identifié 734 régions ATAC Dex-induites contre 1,922 régions ATAC Dex-stables (Figure 76). Pour
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les régions ATAC Dex-induites, nous observons une augmentation significative du signal ATAC-seq
en Dex ainsi qu’un signal ChIP-seq GR légèrement plus fort que dans les ATAC Dex-stables, ce
qui suggère que le GR permet l’ouverture de régions accessibles au sein des boucles Dex-induites.
Une découverte de motif de novo à ensuite été réalisée dans les régions ATAC Dex-induites et Dex-
stables (Figure 77). Certains motifs ont été retrouvés enrichis dans les deux catégories comme par
exemple le motif du facteur de transcription RUNX déjà mis en évidence avec les facteurs de
transcription coeurs de la cellule de myélome. Pour ce qui est des régions ATAC Dex-induites, on
remarque la présence de deux motifs importants correspondant à un demi-motif fixant IRF4 et à
un motif GRE (Figure 77a). A l’inverse, nous ne voyons aucun enrichissement du motif GRE dans
les régions ATAC Dex-stables (Figure 77b). Et plus encore, un motif double ISRE est retrouvé
enrichi dans ces régions. D’autres motifs fixant des facteurs de transcription importants pour
la cellule MM.1S comme AP-1 et NF-κB sont également retrouvés. Ces résultats suggèrent que
l’ouverture de la chromatine dans les régions ATAC-seq Dex-induites est permise par le GR en
s’associant avec le complexe SWI/SNF pour ouvrir de nouvelles régions de fixation directe.
On peut également penser que la différence entre un demi-motif IRF4 et le motif long ISRE
retrouvé respectivement dans les régions ATAC Dex-induites et Dex-stables peut être expliqué par
le type d’interaction physique entre IRF4 et le GR. Dans les régions ATAC Dex-induites, le GR
doit pouvoir se fixer à côté du monomère IRF4 alors que dans les ATAC qui ne varient pas, la
région est déjà accessible et un homo-dimère IRF4 y est fixé et le GR doit venir se fixer de façon
indirecte.

(a) (b)

Figure 77: Recherche de motif de novo dans les régions ATAC Dex-induites (a) et
ATAC Dex-stables (b).

Ces résultats peuvent également être observés via le différentiel des interactions chromatiniennes
(Figure 78). Cette figure nous montre que la plupart des boucles Dex-induites ont dans au moins
un de leurs anchors un pic ATAC Dex-induit.
En comparant ces régions ATAC Dex-induites avec les enhancers H3K27ac MM.1S en condition
Dex (Figure 79), nous observons que 249 régions (249/734 soit 33.92%) sont localisées à l’intérieur
de SE et que le reste de ces régions (442/734 soit 60.22%) est retrouvé au niveau d’un pic H3K27ac
en condition Dex. Ce résultat indique que l’ouverture des régions est lié à l’acétylation et donc à
la fixation du GR.
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Figure 78: Volcano plot illustrant la répartition des régions ATAC Dex-induites sur le
différentiel des boucles d’interactions H3K27ac.

Figure 79: Co-localisation des régions ATAC Dex-induites avec les super-enhancers et
enhancers H3K27ac en condition Dex.

L’ensemble de ces résultats montre donc que la réponse à la Dex est contrôlée par de nombreux
mécanismes épigénétiques au sein d’une population cellulaire. Ces résultats posent la question de
savoir si tous ces sites réagissent de façon homogène lorsque l’on regarde les cellules individuelle-
ment. En effet, il a été démontré qu’il existait une importante hétérogénéité intra-tumorale dans
la pathologie du Myélome Multiple. On sait également que tous les patients ne répondent pas à
la Dex de la même manière.
Pour répondre à ces différentes questions, nous avons donc effectué une étude en cellule unique
pour essayer de mieux comprendre la réponse à la Dex dans cette lignée cellulaire.
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7.4 Hétérogénéité de l’accessibilité de la chromatine en réponse à la
Dex

La première partie de cette étude à donc révélé le rôle pré-déterminant d’un enhancer particulier
au sein d’un réseau de régulation. Dans cette seconde partie, nous nous sommes donc intéressés à
l’étude des régions régulatrices en cellule unique afin de voir si ces clusters d’enhancers identifiés
en bulk s’ouvrent de façon simultanée au sein des mêmes cellules en réponse à la Dex.
Afin de répondre à cette question, nous avons réalisé un séquençage en cellule unique ATAC-seq
pour les cellules MM.1S avec Dex (0.1µM) ou EtOH après 1 heure et 4 heures. Les données ont été
normalisées et soumises à une approximation uniforme et projetées afin de réduire les dimensions
(UMAP; Figure 80).

Figure 80: Clustering des cellules en réponse à la Dex ou non selon l’accessibilité de la
chromatine, clustering selon la condition (gauche), groupes identifiés (milieu) et selon les régions
ouvertes Dex-induites détectées en bulk (droite).

On peut remarquer en premier lieu qu’au sein de notre population cellulaire, une grande proportion
des cellules se distinguent selon le traitement qu’elles ont reçu (Figure 80 gauche). Il est intéressant
de noter que la distinction entre cellules traitées à 1 heure et à 4 heures est moins visible même si
on observe plus de différences dans la condition Dex.
Les clusters de cellules ont ensuite été calculés et coloriés pour définir 5 clusters distincts, le cluster
0 nous permet d’identifier presque uniquement des cellules exclusivement traitées avec l’EtOH alors
qu’au contraire, le cluster 1 est composé exclusivement de cellules traitées par la Dex (Figure 80
milieu) ce qui indique que le paysage chromatinien détecté en cellule unique différencie partic-
ulièrement les cellules traitées par la Dex des cellules traitées par l’EtOH. Parmi ces 5 clusters,
seuls ces deux clusters permettent de distinguer efficacement les deux conditions (Dex et EtOH).
On note cependant que le cluster 4 semble regrouper des cellules en phase G2M du cycle cellulaire
(Figure 81).
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Nous nous sommes ensuite intéressés à l’accessibilité de la chromatine sur les 734 régions régulatrices
Dex-induites détectées avec les données d’ATAC-seq en bulk (Figure 76; Figure 80 droite). Nous
avons observé que ce set de régions constituait une signature des cellules ayant eu un traitement
par la Dex comparé aux cellules traitées avec l’EtOH.

Figure 81: Clustering des cellules en fonction de la phase du cycle cellulaire.

Nous avons ensuite estimé le ratio d’accessibilité de ces régions génomiques dans chaque cellule
après 1 heure de traitement par la Dex ou l’EtOH (ROR). En se basant sur ce calcul dérivé de la
méthode proposé par l’équipe d’Hoffman (Hoffman et al., 2020), nous avons trouvé que les régions
était significativement plus accessibles dans chaque cellule traitée par la Dex en comparaison des
cellules traitées par l’EtOH (Figure 82; p-val<0.0001).

Figure 82: Estimation du ratio de régions accessibles (ROR) sur les régions ATAC
Dex-induites
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Ensuite, nous avons examiné les différences d’accessibilité de la chromatine entre les cellules traitées
par la Dex ou l’EtOH dans les régions régulatrices autour des gènes GILZ, FKBP5, BIM et CXCR4
(Figure 83 à 86). Sur ces régions, nous avons pris comme référence les pics ChIP-seq GR détectés
en bulk au sein d’anchors d’interactions chromatiniennes dynamiques et pour lesquels un motif
GRE était retrouvé. Ainsi, plusieurs sites ont été identifiés sur les régions régulatrices des gènes
GILZ et FKBP5 (Figure 83 et 84; G1 à G4) et un seul site dans les régions régulatrices des gènes
BIM et CXCR4 ((Figure 85 et 86).

Figure 83: Visualisation de l’ouverture de régions en lien avec la transcription du gène
en cellule unique. Visualisation sur le locus du gène TSC22D3 (GILZ). Les résultats sont
montrés pour le cluster 0 (Dex) et le cluster 1 (EtOH). Les blocs rouges représentent les régions
fixant le GR détectées en bulk.

Figure 84: Visualisation de l’ouverture de régions en lien avec la transcription du gène
en cellule unique. Visualisation sur le locus du gène FKBP5. Les résultats sont montrés pour
le cluster 0 (Dex) et le cluster 1 (EtOH). Les blocs rouges représentent les régions fixant le GR
détectées en bulk (G1, G2, G3 et G4).
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Sur ces différentes régions, nous notons que seulement un site augmentait en accessibilité pour le
cluster correspondant au cellules traitées par la Dex (cluster 1). Nous avons remarqué également
que pour la majorité des cas (sauf pour FKBP5 ), ce changement d’accessibilité était observé dans
l’enhancer pré-dominant de la région.
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Figure 85: Visualisation de l’ouverture de régions en lien avec la transcription du gène
en cellule unique. Visualisation sur le locus du gène BCL2L11 (BIM). Les résultats sont montrés
pour le cluster 0 (Dex) et le cluster 1 (EtOH). Les blocs rouges représentent les régions fixant le
GR détectées en bulk.
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Figure 86: Visualisation de l’ouverture de régions en lien avec la transcription du gène
en cellule unique. Visualisation sur le locus du gène CXCR4. Les résultats sont montrés pour
le cluster 0 (Dex) et le cluster 1 (EtOH). Les blocs rouges représentent les régions fixant le GR
détectées en bulk.

Finalement, dans l’objectif de montrer que ce gain d’accessibilité de la chromatine était variable
dans les cellules MM.1S, les régions enhancers régulant les 41 gènes identifiés en bulk (Figure 71 et
Table 4) avec une augmentation d’accessibilité de la chromatine significative ont été sélectionnées
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et le ratio de cellules accessibles (RAC) à été calculé. Comparé à la médiane de base (basée sur les
cellules traitées à l’EtOH), la médiane de cellules accessibles est significativement plus élevée après
traitement par la Dex (p-value=0.0003) ce qui souligne plutôt une augmentation d’accessibilité de
la chromatine pour ces régions enhancers dans chaque cellule (Figure 87). De plus, les valeurs de
RAC sont beaucoup plus étendues dans les cellules traitées avec la Dex ce qui suggère une impor-
tante variabilité dans le nombre de cellules ayant leurs enhancers régulant les gènes de réponse à
la Dex accessibles.

Figure 87: Estimation du ratio de cellules accessibles (RAC) basé sur les régions en-
hancers de 26 des 41 gènes Dex-up-régulés.

7.5 Hétérogénéité transcriptomique en réponse à la Dex

L’intégration des données pan-génomiques de ChIP-seq GR, d’HiChIP H3K27ac et de RNA-seq
en bulk nous a permis d’identifier un set de gènes de réponse à la Dex. Ces gènes sont imbriqués
dans une dynamique d’interaction chromatinienne similaire, alors que les analyses d’ATAC-seq en
cellule unique ont révélé une variabilité de l’accessibilité de la chromatine au sein des enhancers
prédominants dans la régulation des gènes de réponse à la Dex. Par conséquent, une hétérogénéité
transcriptionnelle cellule à cellule peut être impliquée parmi ces gènes.
Pour évaluer cette hétérogénéité, nous avons réalisé des analyses de RNA-seq en cellule unique
pour des cellules MM.1S récupérées après 4 heures et 24 heures en présence de Dex (0.1µM) ou
d’EtOH. Nous nous sommes focalisés sur les gènes les plus fortement induits par la Dex. Nous
avons alors analysé la distribution des logFC supérieurs à 0 et obtenu une distribution bimodale
comprenant une petite partie des logFC positifs étant éloignés de la part principale, nous avons
ensuite utilisé un modèle gaussien pour identifier une petite sous-population de 51 gènes avec un
logFC élevé appelée single-cell Dex-activated genes (scDAGs) (Figure 88).
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Tous les scDAGs exceptés 2 gènes (PTMA et TXNIP) ont été identifiés dans les trois jeux de
données (ChIP-seq GR, HiChIP H3K27ac et RNA-seq en bulk; Figure 71).

Figure 88: Identification des logFC élevés après application d’un modèle Gaussien.

Dans le but de mesurer les niveaux de variabilité transcriptionnelle cellule à cellule, nous avons
calculé les informations d’entropie d’expression des scDAGs (Pastore et al. (2019);Landau et al.
(2014)) et trouvé que parmi les cellules exposées à la Dex, l’expression médiane augmentait con-
duisant à une augmentation de la fraction de cellule exprimant le gène (fpc) (Figure 89).

Figure 89: Diagramme illustrant la médiane, le rang inter-quartile, la fraction par
cellule (fpc) et l’entropie pour les cellules traitées en EtOH ou en Dex, pour chaque
paramètre, les valeurs maximales sont utilisées en référence.
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Par conséquent, nous avons observé une diminution de l’entropie, c’est-à-dire moins d’hétérogénéité
entre les cellules. Cependant, l’expression des gènes entre les cellules reste hétérogène, avec un
rang inter-quartile (IQR) encore élevé.

Figure 90: Heatmap montrant la co-expression des 51 gènes les plus différentiels entre
EtOH et Dex.
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Afin d’aller plus loin dans l’analyse de la variabilité transcriptionnelle qui persiste après expo-
sition à la Dex, nous avons étudié les relations entre les 51 scDAGs (Figure 90B; Figure 91 (b)
et (c)). Bien que ces corrélations ne soient pas très fortes, nous avons observé une meilleure
corrélation entre les scDAGs par rapport à des gènes pris aléatoirement (Figure 92).

(a) (b)

Figure 91: Comparaison des IQR et des médianes des scDAGs par rapport à des gènes
sélectionnés aléatoirement. (a) rang inter-quartiles (IQR). (b) médianes.

Figure 92: Distribution de la densité des coefficients de corrélation pour des gènes
sélectionnés aléatoirement et les scDAGs.
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Nous avons remarqué que parmi l’ensemble des 51 scDAGs, ceux-ci se regroupaient en deux groupes
principaux, un large cluster (cluster 1) incluant le gène pro-apoptotique BIM et des gènes de
réponse à la Dex ubiquitaires comme GILZ, FKBP5 et DDIT4 et un second cluster 2 regroupant
6 gènes dont CXCR4 (Figure 90). Ces résultats suggèrent qu’au sein des cellules traitées par la
Dex, il existe une population de cellules répondant fortement à ce traitement et qui expriment une
large majorité des scDAGs (cluster 1) et qu’une autre population va moins répondre à ce traite-
ment en exprimant un nombre réduit de scDAGs. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons tout
d’abord utilisé une méthode récemment proposée par l’équipe d’Hoffman (Hoffman et al., 2020),
afin d’estimer le nombre de scDAGs exprimés dans chaque cellule après 4h et 24h d’exposition à
la Dex ou à l’EtOH (Figure 95; Figure 94).

(a) (b)

Figure 93: Estimation du ratio de gènes répondant à la Dex (RRG), ratios calculés à 4h
(a) et 24h (b).

Nous avons trouvé que les cellules traitées par l’EtOH avaient un ratio de gènes répondant à la
Dex (RRG) médian de 11.8% (6/51 scDAGs) alors que les cellules traitées par la Dex ont un RRG
médian de 51.0% (26/51 scDAGs). Cette valeur de RRG est également similaire pour les cellules
traitées par la Dex à 24 heures (41.2%; 21/51 scDAGs).
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Figure 94: Boxplots illustrant la distribution des valeurs scRNA-seq pour des gènes
d’intérêt, les valeurs sont montrées pour les gènes après 4h d’exposition à l’EtOH et 4 heures et
24 heures d’exposition à la Dex. Les valeurs de chaque cellule sont représentées. La ligne pointillée
représente le seuil spécifique du gène.

Nous avons ensuite visualisé la variabilité transcriptionnelle des scDAGs en réalisant une réduction
de dimension grâce aux méthodes de d’approximation et de projection uniforme des données de
single-cell (UMAp) (Becht et al., 2019), comme nous pouvions le penser, la réduction UMAP
sépare parfaitement les cellules en fonction de la condition (Figure 95 gauche).
Finalement, nous avons coloré cette UMAP en fonction du RRG de chaque cellule (Figure 95
droite). Il est intéressant de noter que bien qu’il existe une importante hétérogénéité cellule à
cellule, les cellules qui répondent fortement à la Dex ont tendance à se regrouper alors que les
cellules répondant peu sont localisées autour. Les UMAP fusionnées et colorées selon l’expression
des gènes anti-corrélés BIM et CXCR4 (R2= -0.02) montre clairement que dans la plupart des
cellules, l’expression de ces deux gènes est mutuellement exclusive (Figure 96).
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Figure 95: UMAP single cell RNAseq, les cellules sont colorées selon le traitement (gauche)ou
selon le ration de gènes réponses (RRG) de chaques cellules (droite).

Figure 96: UMAP révélant l’expression anti-corrélée de BIM et CXCR4 dans les
cellules, les UMAP sont colorées selon l’expression de chaque cellule du gène BIM (rouge) et
CXCR4 (vert).

Les analyses scRNA-seq révèlent qu’en moyenne, les cellules MM.1S expriment seulement la moitié
de l’ensemble des gènes de réponses à la Dex. De plus, pour la majeure partie des cellules à faible
réponse (i.e. RR<50%) le gène induisant la mort cellulaire induit par les GCs le plus important
(BIM) n’est pas exprimé.
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8 Discussion et conclusion

8.1 Discussion

Bien que l’efficacité de la Dex dans le MM puisse largement être attribuée à l’apoptose induite par
le GR, la réponse génomique au traitement à la Dex dans les cellules plasmocytaires de myélome
reste méconnue. Étant donné que la Dex est utilisée à chaque étape du traitement, il était urgent
d’étudier le mode d’action moléculaire de la Dex au moyen de nouveaux outils génomiques afin de
mieux comprendre la résistance au traitement et de donner de nouvelles perspectives d’options de
combinaisons de thérapies.
Dans cette étude, nous avons pu confirmer que le paysage épigénétique spécifique des cellules
plasmocytaires était maintenu par le facteur pionnier lignage spécifique IRF4 et que le GR se fix-
ait de façon omniprésente sur de nombreux sites d’enhancers actifs pré-programmés. Cependant,
malgré une forte association de la marque H3K27ac avec la fixation du GR dans des enhancers dis-
taux impliqués dans des interactions de longue portée pour former des réseaux lignage spécifique,
le changement d’activité enhancer provoqué par le traitement à la Dex est limité à un faible
nombre d’enhancers distaux. Ces éléments contribuent à la régulation de gènes de réponse à la
Dex d’une manière combinatoire. En effet, notre étude à montré que la fixation du GR modi-
fie la marque H3K27ac à travers des clusters d’enhancers recouvrant plusieurs kilo-bases d’ADN
génomique appelés SE. Ces enhancers dynamiques sont associés avec des promoteurs de gènes
cibles de la Dex via des interactions chromatiniennes et assurent une forte expression du gène.
De plus, nos cartes de connections régulatrices à haute résolution ont révélé que la fixation du
GR active non seulement un large éventail d’enhancers mais aussi permet l’augmentation des
fréquences d’interactions des boucles d’ADN régulatrices reliant les multiples enhancers distaux à
leurs gènes cibles précédemment évoqués en tant que cliques d’enhancers (Mumbach et al., 2017).
Ce mode d’action est similaire à ce qui a déjà été décrit pour la voie NOTCH (Wang et al. (2014);
Petrovic et al. (2019)). Globalement, nos résultats ont démontré que cette combinaison spécifique
d’enhancers collaborent entre eux pour produire une réponse propre et sélective des GCs. Parmi
ces enhancers, nous avons montré l’importance du motif GRE et de la distance au TSS pour la
fixation du GR en accord avec d’anciennes études (Vockley et al. (2016); McDowell et al. (2018)).
Ensemble, ces données suggèrent l’existence d’une hiérarchie au sein des clusters d’enhancers avec
un enhancer prédominant et des enhancers secondaires qui collaborent suivant la fixation du GR.
Ce résultat à déjà été décrit dans d’autres lignages (Shin et al. (2016); Carleton et al. (2017)).
L’équipe de Jing et al. a montré qu’un enhancer spécifique est nécessaire pour réguler l’interaction
avec le promoteur pour activer la transcription de BCL2L11 (BIM) (Jing et al., 2018). Dans cette
étude, nous montrons également que cet enhancer est impliqué dans la plupart des interactions
dynamiques en réponse à la Dex. Nous pouvons donc en déduire que cet enhancer est l’élément
régulateur central qui collabore d’une façon additive avec d’autres enhancers afin de permettre
l’expression pleine de BIM. Avec ces résultats, l’ingénierie génomique ciblée pourrait être utilisée
pour tester directement cette hypothèse et déterminer l’importance des autres enhancers (Thomas
et al., 2021).
Comme nous avons trouvé que l’accessibilité de la chromatine était en corrélation avec la fréquence
d’interaction des enhancers entre eux ou avec des gènes cibles proches, les données de single-cell
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ATAC-seq et RNA-seq ont été intégrées avec nos jeux de données HiChIP et ChIP-seq afin d’étudier
l’accessibilité de la chromatine de ces enhancers dans chaque cellule individuellement. Nos résultats
montrent que le traitement Dex provoque et augmente le nombre de régions accessibles dans une
même cellule en particulier pour les enhancers prédominants. Malgré ces résultats, l’accessibilité
de la chromatine reste variable entre les cellules. Bien sûr, l’augmentation de l’accessibilité de
la chromatine n’est pas toujours détectée lors des analyses ATAC-seq en bulk. Ces résultats mis
ensemble suggèrent qu’une cellule, après traitement par la Dex, est plus sujette à montrer toutes
les bonnes connectivités pour l’expression du gène cible.
Pour certains gènes, l’exposition à la Dex ne change pas l’accessibilité de la chromatine. Dans
ces cas-là, le GR dans ces régions Dex-induites peut agir en tant que stabilisateur des boucles
d’interactions chromatiniennes pré-déterminées comme suggéré par les travaux de D’ippolito (D’Ippolito
et al., 2018). Même si d’autres études seront requises pour analyser l’hétérogénéité chromatini-
enne parmi les cellules individuellement en couplant des études de conformation de chromatine en
cellule unique (ChIA-Drop, Zheng et al. (2019)) avec des études épigénomiques en cellule unique
(protocoles CUT&Run etC= CUT&Tag; Hainer et al. (2019); Kaya-Okur et al. (2019)), notre
étude démontre l’importance de prendre en considération l’ensemble des enhancers impliqués dans
la régulation spatiale d’un gène ainsi que le niveau d’analyse en cellule unique afin de mieux com-
prendre le mode d’action des facteurs de transcription.
Il était intéressant pour nous de montrer que la variabilité d’accessibilité de chromatine était as-
sociée à une réponse hétérogène à la Dex dans les cellules de Myélome Multiple. Ce résultat à été
montré avant pour le cancer du poumon (Hoffman et al., 2020). En effet, nous avons trouvé une
variabilité intra-cellulaire en regardant l’expression de gènes de réponse à la Dex, premièrement
chaque cellule exprimait en moyenne approximativement la moitié des réseaux transcriptionnels
induits par la Dex et dans un second temps, un sous-ensemble des cellules n’expriment pas BIM,
un médiateur majeur de l’apoptose par la Dex dans les cellules de MM (Kervoëlen et al., 2015).
Nos résultats mettent en évidence la réciprocité complexe entre la modulation de l’accessibilité
cellule à cellule et les boucles d’interactions E-P et E-E qui augmentent avec la fixation du GR,
particulièrement illustré par les expressions mutuellement exclusives de BIM et CXCR4 et nous
offre de nouvelles connaissances sur les mécanismes de résistance au drogues en considérant que le
niveau de GR peut être un évènement limitant pour la réponse à la Dex (Kervoëlen et al. (2015);
Heuck et al. (2012)).)
Finalement, nos résultats montrent que les facteurs de transcription Ikaros (IKZF1) et Aiolos
(IKZF3) sont parmi les quelques co-interacteurs du GR suggérant que ces facteurs peuvent jouer
un rôle dans la réponse à la Dex. Un étude récente montre que ces TFs sont dégradés par les IMIds
(Sievers et al., 2018). Depuis que ces deux drogues sont combinées pour traiter les patients atteints
de MM, nous ne pouvons pas exclure un rôle antagoniste de ces molécules, des études approfondies
sont nécessaires pour identifier les gènes cibles , s’il y en a, du complexe GR-IKZF1/3.
Le fait que CXCR4, connu pour être important pour le myélome et sa subsistance (Alsayed et al.,
2007), est up-régulé avec l’exposition à la Dex et que cette expression est restreinte aux cellules qui
n’expriment pas le gène pro-apoptotique BIM soulève la question de la résistance à cette drogue.
Un essai de phaseIb/II utilisant une combinaison d’anticorps IgG4 anti-CXCR4 humains en com-
binaison avec des lenalidomides et de la Dex ou des bortezomib et de la Dex montrent un fort
taux de réponse (Ghobrial et al., 2019). Il serait intéressant de poursuivre dans cette voie afin de
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déterminer si, dans cette combinaison, la Dex pourrait être plus efficace.
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Figure 97: Schéma récapitulant l’effet de la fixation du GR sur la régulation des gènes de réponse
à la Dex.
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8.2 Conclusion

Cette thèse m’a donc permis d’appréhender une question biologique à l’aide de moyens bioinfor-
matiques. Les analyses pan-génomiques réalisées ont permis de mieux comprendre le mécanisme
de régulation de la transcription du GR au sein d’une cellule. Malgré ces résultats intéressants,
de nombreux points restent encore à élucider pour totalement comprendre les mécanismes de
régulation de la Dex. Au travers de cette étude j’ai eu la chance de pouvoir manipuler toutes
sortes de données multi-omiques en bulk et en cellule unique et de me poser les questions sur
les différentes méthodes d’analyse et sur les interprétations pour répondre à une problématique
biologique.
Dans la continuité de cette étude nous envisageons de mettre en place une étude de séquençage
en cellule unique de chromosome conformation capture (HiC) dans notre modèle cellulaire mais
également chez les patients atteints de Myélome à différents stades de la maladie. Cette étude
permettrait notamment de mieux comprendre l’hétérogénéité conformationnelle des patients en
réponse à la Dex.
D’un autre point de vue, une étude plus fonctionnelle sera également menée grâce aux progrès
des biotechnologies afin de décrire le rôle fonctionnel des enhancers en réponse à la Dex. Pour
cela nous envisageons de réaliser des techniques CRISPR/CAS9 sur des enhancers identifiés dans
cette étude afin d’étudier le rôle de ces enhancers dans la formation de clusters (cliques) et donc
le recrutement d’enhancers secondaires pour contrôler la transcription du gène.
Finalement, comme décrit lors de la présentation de la pathologie, les mécanismes de résistance à
la Dex sont à ce jour encore méconnus du fait, une nouvelle fois d’une importante hétérogénéité.
Les résultats ont montré que tous les patients ne répondaient pas de la même manière à la Dex
et donc leurs tumeurs ne résistent pas de la même façon. Pour cela, une troisième étude pourra
être mise en place incluant un autre modèle de lignée de myélome: la MM.1R issue de la MM.1S
qui est résistante aux glucocorticöıdes par délétion d’un allèle du gène NR3C1 et mutation sur
l’autre allèle. Dans cette étude, nous comptons analyser les différents mécanismes présentés dans
cette thèse a travers la lignée MM.1R mais aussi au cours du temps en réalisant une cinétique des
données de HiChIP-seq.
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James T Robinson, Helga Thorvaldsdóttir, Wendy Winckler, Mitchell Guttman, Eric S Lander, Gad Getz,
and Jill P Mesirov. Integrative genomics viewer. Nature biotechnology, 29(1):24–26, 2011.

Mark D Robinson, Davis J McCarthy, and Gordon K Smyth. edger: a bioconductor package for differential
expression analysis of digital gene expression data. Bioinformatics, 26(1):139–140, 2010.

Sasikala P Sachithanandan, Deepak Arya, Shuling Zhang, Sudhir Krishna, and Beverly Mock. Hes1, a
bhlh transcription factor regulate cell proliferation and promotes apoptosis in multiple myeloma cells.
Clinical Lymphoma, Myeloma and Leukemia, 17(1):e48, 2017.
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Article publié-Genome Medecine.

136



ANNEXES

Article soumis-Genome Biology.

137



Titre : Mode d’action moléculaire de la dexaméthasone dans le myélome multiple

Mots clés : Myélome Multiple, Récepteurs au glucocorticoïde, hétérogénéité, chromatine, single-cell

Résumé : Le Myélome Multiple est une
hémopathie maligne caractérisée par une
prolifération incontrôlée des plasmocytes dans
la moelle osseuse. Lors du développement de
cette pathologie, la cellule fait l’acquisition de
nombreuses anomalies génétiques. Ces
anomalies ne sont pas retrouvées chez tous les
patients ni même dans toutes les cellules d’une
même tumeur. Cette maladie est donc
caractérisée par une grande hétérogénéité inter
et intra-patient mais également intra-clonale.
Parmi les divers traitements utilisés, la
Dexaméthasone (Dex), une hormone
glucocorticoïde est largement utilisée en
combinaison avec d’autres médicaments. La
Dex exerce son effet en se fixant à son
récepteur (GR) pour agir comme un facteur de
transcription en se fixant sur les séquences

régulatrices du génome, principalement des
enhancers, via des séquences de
reconnaissance (GRE). Malgré un bénéfice
certain de cette molécule en tant que
traitement, tous les patients ne répondent pas
de la même façon. De plus, si l’efficacité de la
Dex est attribuée à une apoptose spécifique
des lymphocytes B matures, les mécanismes
moléculaires mis en jeu sont encore largement
inconnus dans les plasmocytes.
Pour mieux comprendre ce mode d’action, des
analyses pangénomiques intégrant des
données d’accessibilité à la chromatine, de
fixation de facteur de transcription, de
modification d’histones ainsi que des données
de conformation de la chromatine couplées à
des analyses en cellule unique ont été
réalisées.
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Abstract : Multiple Myeloma is a malignant
hemopthy characterized by an aberrant
proliferation of plasma cell in bone marrow.
During development of this pathology, the cell
acquires many genetic abnormalities. Not all the
patients share those abnormalities and not even
all the cells form one tumor. This pathology is
characterized by a strong heterogeneity inter-
and intra-patient but also intra-clonal.
Among all treatments used, Dexamethasone
(Dex), a synthetic glucocorticoid is widely used
in combination with other drugs. Dex acts as a
transcription factor by interacting with its recptor
(GR) and binds to regulatory regions of genome,
mostly enhancers, through reconizing DNA
sequences (GRE). Despite a certain benefit of
this molecule as treatment, all the patients not

respond the same way. In addition, if B
lymphocytes apoptosis is attributed to Dex
efficiency, the molecular mecanisms involved
are largely unknown in plasma cells.
In order to better understand this mode of
action, pan-genomics analysis integrating
chromatin accessibility data, transcriptio factor
binding, histones modifications and
conformation data combined with single cell
analysis have been performed.
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