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Introduction

Les inhibiteurs de la calcineurine (ICN), la ciclosporine (CsA) et le tacrolimus (TAC),
sont des immunosuppresseurs utilisés dans la transplantation d’ogamdsbant la voie de
la calcineurine au niveau du lymphocyte T (LT), ces derniers bloguent la synthese de
I'interleukine 2 (IL2), permettant’activation lymphocytaire Cette activation est a I'origine
de l'organisation de lséponse immunitaire contre le greffon. Pris au long cours pour lutter
contre le rejet de greffe, ces médicaments sont responsablda durvenue d'effets
indésirables : néphrotoxicités irréversibles, participant a la « dysfonction chronique du greffon
» ou rejet chronique, infections graves, troubles du métabolisme dont le diabéte post-
transplantation, tumeurs malignes notammentok&ité et I'efficacité du traitement par ICN
est trés variable d’un individu a l'autre (variabilité imelividuelle), ainsi que pour un méme
individu en fonction du temps (variabilité intra-individuelle). Ceci est expliqué par la
variabilité pharmacocinétique et pharmacodynamique. La variabilité pharmacocinétique est
prise en compte par le suivi thérapeutique pharmacologique (STP), basé sur la mesure des
concentrations sanguines des IGhe fois I'état d’équilibre atteint. Uredaptation de la dose
est proposée afin d'atteindre les concentrations cibles permetthobtenir une
immunosuppression efficace (cibles définies selon les caractéristiques du patient, des
associations médicamenteuses, du délai post-greffe et du type de greffe). Chaque changement
de posologie implique une période de stabilisation des concentrations (entre 3 et 5 demi-vies
du médicament) avant d'efftuer un nouveau dosage de vérification. La variabilité
pharmacodynamiquegorrespondant a la variation d’'activit¢ des cibles (cefleda ou
moléculaires) expliquant une différence de réponse du médicamesipas mesurée dans le
STP actuel des ICN.

Au travers de la pharmacogénétique et pharmacoépigénétique, nous avons exploré les
différentes causes de la variabilité pharmacodynamiques des ICN. Les travaux réalisés dans le

cadre de cette thése d’université réparich deux objectifs :

Premiérement,exploration dela variabilité génétique de la voie de la calcineurine et
autres genes impliqués dans la réponse immunitaire en transplantation a été menée afin
d’identifier des biomarqueurs candidats capadlexpliquer ou deprédire les différences de

réponse chez les patients transplantés. Pour celatrdeaxx d’exploratiorde la littérature et
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une étude pharmacogénétique dans une population de transplantés rénaux ont été conduits et
sont présentés au chapitre 2 de ce manuscrit. La premiéere revue de la littérature pddait sur
variabilité génétique de la réponse immungajpost transplantation. L’objectif était de
rassemler I'ensemble des données d’associations publiées entre des variants de genes
codants pour les acteurs du systeme immunitaire (Sl) et les différents phénotypes en
transplantation, ed’en identifier les variants candidats pertinents. La seconde portait sur la
variabilité des génes codants pour les protéines participant a la pharmacodynamie des
principaux immunosuppresseurs non stéroidiens utilisés en transplantation (les ICN, les
inhibiteurs de la mTOR et le mycophénolate mofétilattribution d’un «critére de qualité »

basée sur la fonctionnalité de ces variants a pedidentifier un nombre restreint de
candidats potentiels. Les variants candidats des genes codant pour la voie de la calcineurine
ont ensuite été testémns I'étude clinique« POLYCIS ». Cette étude a été realisée a partir

des données de patients transplantés rénaux, précédemment inclus dans des études cliniques
pilotées par les services de Pharmacologie, Toxicologie et de Pharmacovigilance et de

Néphrologie, Dialyse et Transplantation du CHU de Limoges.

Deuxiemement, nous avons exploré la variabilité épigénétique induiteexposition
aux ICN au long courdlous avons émis I'hypothése qu’une modification de I'expression des
génes de la voie de la calcineurine au sein des cellules cibles pouvait expliquer en partie la
variabilité pharmacodynamique des ICN. Les LT présentent une grande plasticité dans
I'expression géniquéargement controlée par des marques épigénétiques. La méthylation de
'ADN du LT CD4 comme marqueur d’influence édicamenteuse a été choisie comme
approche. de méthode d'immunoprécipitation de 'ADN méthyéété développée sur la
lignée cellules T immortalisées JURKAT. Une étievivo de la méthylation d’ADN des
LT CD4 de souris traitées par ICN &é ensuite menée. L'analyse a été effectuée par
séquencage haut débNeéxt Generation SequencingGS) pour recherchef effet potentiel
des médicamentsur I'ensemble du génome muribhes analyses bio-informatiques de ce
projet sont toujours en cours cependant, des résultats préliminaires sont présentés dans le

chapitre 3 de ce manuscrit.
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Chapitre 1. Elements bibliographiques — Etat de

I'art

A.Les inhibiteurs de la calcineurine

1. Traitement immunosuppresseur de référence en transplantation rénale

Les inhibiteurs de la calcineurine, famille actuellement composée de la ciclosporine et
du tacrolimus, sont aujourd’hwonsidérés comme les immunosuppresseurs les plus efficaces
en terme de lutte contre les phénoménes de rejetad@suite d’'une transplatton (1). Il
existe aujourd’hui un nouvel inhibiteur appelé voclosporine, dont la structure chinsgue e
tres proche de celle de la ciclosporine, maisngypossede pas d’indication en transplantation
pour le moment (2). Malgré le développement de nouveaux médicaments depuis les années
1980, la prescription d’'un ICNassocié a un anti métabolite, avec ou sans corticoides, reste le
traitement immunosuppresseur au long cours de référence contre le rejet de greffe rénale

(recommandations KDIGO, Kidney Disease Improving Global Outcomes, 2011) (3).

2. Mécanisme d’action: inhibition de la voie de la calcineurine

Les ICN agissent en inhibant de la voie de la calcineurine au sein du LT. Cette voie
participe a la transmission du signahctivation donné par le récepteur TQRactivation de
la voie entraine un relargage de calcium depuisolgsnites intracellulaires ainsi qu’'une
entrée du calcium extracellulaire, via les canaux membranaires. Le calcium permet ensuite
I'activation de lacalcineurine. La calcineurine est une enzyme composée de deux sous-
unités : catalytiqgue (calcineurine A) possédant une activité phosphatase, et régulatrice
(calcineurine B)maintenant I'enzyme dansiétat inactif. La calmoduline, activée par une
augmentation du calcium intracellulaire, se fixe sur la calcineurine (4). Le complexe protéique
libere le site actif de la sous unité catalytique, permettant la déphosphorylation et la
translocation nucléaire du facteur de transcription NFXdc(ear Factor of activated T ce)ls
via l'activité phosphatase Cette migration induit la transcription de nombreux genes
impliqués das 'activation lymphocytairecommel’interféron gammalEN ), le Granulocyte
macrophage colony stimulatinéactor (GM-CSF),I' IL2 ainsi que les génes codant pour son
récepteur Récepteur a I'lL2IL2R) , et (5). Les ICN agissergpres s'étre fixés sur deux
POUCHE Lucie | Biologie Santé / Pharmacologie | Usitéxde Limoges | 2016 7



immunophilines intra cytoplasmiques distinctes : la cyclophilline A et le FKBP-12 pour la
ciclosporine et le tacrolimus respectivement. Les complexes immunophilines-médicaments se
fixent sur des résidus protéiques a la fois de la partie catalytique et régulatrice de la
calcineurine, bloquant son activité phosphatase et empéchant la translocation nucléaire de
NFAT (6). L’absence deranslocation du factedmoque I'activatiortranscriptionnelle et ainsi

la stimulation des LT.

T lymphocyte

Ag

\ TCR
4Ca? _ Signal 1 4
CALM1,2,3 . Signal 2
A
Cam ‘ -C;ZZ/A
CnB N .FKBP-12
‘ FKBP1A
PPP3R1 PPP3CA
PPP3CB
NFAT _- . NFAT
T Calcineurin IL2RA a/CD25
pathway IL2RB B
IL2RG D
Y
IL2
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" RNA

1 :
—~ @
* Immune system
IL2 gene 2 activation

Figure 1. Voie de la calcineurine au sein du lymphocyte T (Ag: antigene; Calm:
Calmoduline; Cn A: Calcineurine A; Cn B: Calcineurine B; Csa: Ciclosporine; Cyp A:
Cyclophiline A; NFAT: Nuclear factor activated T gell’état phosphorylé du facteur NFAT

est indiqué par un cercle vert (7).
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3. Indications et effets indésirables

Le tacrolimus, sous forme de gélule, comprimé et solution pour perfusion est
seulement indiqué en transplantation (prévention du rejet du greffon hépatique, rénal et
cardiaque) mais posséde une indication pour le traitement des dermatites atopiques sous
forme de pommade. Par voie orale ou injectable, la ciclosporine possede de nombreuses
indications « hors greffe » : uvéites endogenes, syndromes néphrotiques, polyarthrite
rhumatoide, psoriasis et dermatite atopique (8).

Néphrotoxicité, hypertension artérielle, leucopénies, troubles du métabolisme (hyperglycémie
et diabete), troubles digestifs type diarrhées, troubles neurologiques type céphalées,
tremblements, paresthésies font partie des effets indésirables les plus fréquemment rapportés
aprés la prise d'I@ (8). La néphrotoxicitéest l'effet indésirable le plus grave en
transplantation rénale car elle participe a la perte du greffons&lhaanifeste d’abord par

une diminution du débit de filtration glomérulaire, modification hémodynamique réversible
dans un premier temps, appelée « néphrotoxicité aigué ». Elle évolue vers des lésions
définitives de tous les compartiments du rein (glomérulosclérose, atrophie tubulaire et fibrose
tubulo-interstitielle). Ces anomalies, regroupées sous le nom de « dysfonction chronique du
greffon », ainsi que les rejets aigus, peuvent aboutir a la perte du greffon (9). Les Iésions
décrites sont non spécifiques et de ce fait, il est difficile de discerner la part médicamenteuse
dans la perte du grefforhujourd’hui, la biopsie rénale est le diagnostic de référence des
dysfonctions du greffon (10). Cependant des biomarqueurs plus spécifiques sont en cours de
développement. Sigdel et col. ont identifi¢ une dizaine de biomarqueurs spécifiquement
retrouvés dans les urines de patients ayant développé un rejed &itgel ’exemple, I'ibha-
2-macroglobuline, les chaines alpha et beta du fibrinogene (FGA et FGB), et la protéine S

vitamine K dépendent) (11).
4. Suivi thérapeutique pharmacologique des ICN

Le développement dffets indésirables ou lmanque d’efficacité sont trés vailes
d’'un patient & un autre, et liés a la variabilité pharmacocinétique et pharmacodynamique des
ICN. Le patient risque, en cas de seuposition, la survenue d’épisode de rejet par
inefficacité (augmentant le risque de perte du greffon), en cas de surexposition, des épisodes
d’insuffisance rénale aigué, des infections graves, néphrotoxicité, et un risque accru de
cancer. Du fait de ce faible index thérapeutique, ces médicaments sont soumis a un Suivi

Thérapeutique Pharmacologique (STP) obligatoire en France (12). La Société Francaise de
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Pharmacologie et de Thérapeutique définit le STP comme « l'activité qui consiste a doser les
concentrations sanguines d'un médicament et a les interpréter, en fonction du terrain, pour
ajuster la dose administrée a chaque individu» (13). La plupart des centres de transplantation
adaptent la posologie de la ciclosporine a partir des mesures de la concentration sanguine
résiduelle (G) ou de la concentration 2 heures apres la prisg; (€elle du tacrolimus est
essentiellement effectuée sur les valeurs glu_@daptation basesur I'estimationde I Aire

sous la Courbe (AUGC3st considérée comme le meilleur marqueur de I'expogitiéh Des
stratégies de prélevements dites « limitee®nt proposées aujourd’hui en routine dans les

centres de transplantations (15).

5. Recherche en pharmacogénétique

Cette variabilité de réponse peut également étre expliquée en partie par la variabilité
génétique des individus. La pharmacogénétique est I'étude du lien entre certaines
caractéristiques génétiques constitutionnelles d’'un individu et la réponse de Sorgaai
I'égard des médicaments (Reégles de bonnes petign génétique constitutionnelle a des fins
médicales) (16). Cette discipline est basdrel'glentification de polymorphismes génétiques
localisés dans les genes codant pour les protéines du métabolisme, les transporteurs et les
protéines cibles des médicaments.

Concernant la réponse aux ICN, les génes codant pour les protéines impliquées dans
leur pharmacocinétique, notamment les cytochromes P450 (CYPs) 3A4 et 3A5, ont été
particulierement étudiés (17).

Il a été démontré dans de nombreugmsblications qu’unsingle nucleotide
polymorphism(SNP) duCYP3A5(CYP3AB3, rs776746, 698&8>G, localisé dans l'intron 3
du gene) était le principal facteur génétique influencant les concentrations résiduelles de
tacrolimus (18).Ce SNP est a l'origine d’'un défaut d’'épissdges de la transcription,
responsable de l'introduction d’'urodon stop dans la séquencel’d&RNm et ainsi d’une
protéine tronquée non fonctionnelle (19). Les portéoraozygotes de I'allel€YP3A33 ne
possédent aucune fonction enzymatique lisoforme etsont considérés comme « non
expresseurs » du CYP3ABntrairement aux porteurs d'un allele sauvaQ¥P3A51
considérées comme «expresseurs » (hétérozygo@®6P3A51/3 et homozygotes
CYP3A51/1). Malgré le débat concernant son intérét en pratique clinique, une adaptation de

la dosea priori est aujourd’hui proposée en fonction du génotygaisé en amont de la
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greffe (20). |1 est recommandé d'initier le traitement avec une posologie 1,5 & 2 fois plus
haute que la posologie usuellement recommandée chez les « expresseurs » (variable selon le
contexte clinique et le type de greffe) sans toutefois dépasser 0.3mg/kgmidadapter

selon les concentrations sanguines de tacrolimus une fois I'état d’équilibre (2tt&int

De nombreux variants ont été identifiés dans le g&vie3A4 sans toutefois présenter
de réel intérét clinique. Toutefois, le variantronique rs35599367 responsable de I'allele
CYP3A422 semble prometteur associé a une diminution de I'’ARNm et deackivité
enzymatique du CYP3AA4, il est responsableng’ diminution de la clairance de la CsA et du
TAC chez les patients transplantés rénaux (22)(23). Son influence semble particulierement
importante chez les non expresseurs du CYP3A5, pour lesquels le métabolisme des ICN est
principalement effectué par le CYP3A4 (24).

Une fois I'état d’équilibre atteint, il semble qua variabilité pharmacocinétique
expliquée par ces variants génétiques soit prise en compte lors de la premiére mesure des
concentrations sanguines. Cependant, la recherche de ces variants doit étre considéré comme
complémentaire au STP actuel : le génotypage réalisé avant la greffe permet de proposer une
premiere posologie d'ICN adapté au patient et ainsi d'atteindre plus rapiddanent

concentration cible.
6. Biomarqueurs pharmacodynamiques

Méme si la concentration sanguine cible est atteinte et maitrisée, la variabilité
d’activité du systéme immunitaire peut expliquer des uifiées de réponse thérapeutique.
Ainsi, mesurer l'activité desibles pharmacodynamique des cellules cibles immunitaires
permettrait de prédire la variabilité pharmacodynamique de la réponse aux ICN.

L’idée la plus évidente a été tout d’abord de mesurer I'actplit@sphatase de la
calcineurine au sein des LT ou des leucocytes circulants sanguins chez des patients
transplantés traités par ciclosporine ou tacrolimus. De nombreuses études ont étudié le rapport
concentration plasmatiques de la CsA/activité calcineurine (Aire sousit&cAUAo.12n) et
la majorité d’entre ellesie montrent pas deorrélation du fait d’'une large variabilité
interindividuelle pharmacodynamiquelLes quelques études ayant mesuré [I'activité
calcineurine chez les patients traités par TAC montre (i) une activité calcineurine plus faible
chez les patients traités par Ce&rsusTAC, (ii) une absence de corrélation de I'activité avec
le CO de TAC. En revanche, il a été montré que des patients transplantés hépatiques et traités

par CsA ou TAC présentaient une activité calcineurine plus importargqu’ils étaient
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sujets a un rejet aigu (25). Ainsi, la variabilité pharmacodynamique participe a la réponse
thérapeutique des patients traités par CsA et TACest pas corrigé par le STP actuel (26).
Cependant, du fait de la grande variabilité de mesure expliquée par le fait que la phosphatase
est tres sensible aux conditions expérimentales, le dosagctivité calcineurine ne semble
pas étre le meilleur marqueur pharmacodynamique dans ce contexte (25).

La mesure dd’expression des genes dont I'activation dépendfatieur NFAT a
également été proposée. Cette analyse est basée sur la quantification erdARNRNG
et GMCSEF, aprés stimulatioex vivqg dans le sang total juste avant ou 2 heures apres la prise
du médicament (27)A l'inverse de la variabilitéinterindividuelle, la variabilité intra-
individuelle d’expression des genesNFAT dépendants » est faible, en particulier chez les
patients avec umnposologie d’'ICNstable (27).Des seuils d’expression ont été proposés afin
d'anticiper certains effetsxdésirablesA titre d’exemple, le risque de développer un cancer
cutané chez patients agés de plus de 65 ans traités par ciclosporine devient important lorsque
I'expression résiduelle est inférieure a 15k I'activité basalg28). De par sa réalisation
technique et les premiers résultats, cette analyse semble plus prometteuse que le dosage de
I'activité calcineurine notamment pour évaluer des diminutions de posologie de ciclosporine.
Cela concernerait des patients ayant des valeurs de concentrations en ICN élevées et des
valeurs d’expression dgénes « NFAT dépendants » faibles. Un essai clinique évaluant la
diminution du risque cardiovasculaire aprés diminution de posologie de ciclosporine sous
contrble @& I'expression des genes « NFAT dépendants » est en cours. Concernant le
tacrolimus, les étudesont pour l'instantrop peu nombreuses pour proposer une application

clinique (27).

7. Pharmacogénétique des cibles des ICN

De méme que pour que les génes codant pour les enzymes du meétabolisme, la
variabilité d’expressiondes génes cibles peut participer a la variabilité pharmacodynamique
interindividuelle des ICN. Ainsi, une activité basale anormale des LT (trop importante ou trop
faible) pourrait étre expliquée par la présence de certains variants de la voie de la calcineurine
et participer a cette variabilité d’expression. L’exploraties génes codant pour la voie de la
calcineurine mais également ceux codant pour les cytokines impliquées dans la réponse

immunitaire pourrait apporter une information supplémentaire dans la variabilité

POUCHE Lucie | Biologie Santé / Pharmacologie | Usit&ide Limoges | 2016 12



pharmacodynamique. Du fait de la complexité des voies cellulaires, ces pharmacogénes ont

été peu exploré@sour I'instanten transplantation (7).

Dans le cadre du présent travail, nous avons réalisé une recherche bibliographique
approfondie. Un premier regard a été porté sur la variabilité génétique impliquée dans la
réponse immunitaire en traplantation d’organe solide. Urdeuxiéme revue de littérature
présente une liste de variants présents dans les genes cibles et classés comme étant de bons
candidats pour [I'étude de la variabilité pharmacodynamiqdes principaux

immunosuppresseurs utilisés en transplantation.

B. Epigénétique, régulation d’expression des genes via la
méthylation de 'ADN

1. L’ épigénétique : mode de régulation €l I'expression des génes

La variabilité de la séquence de I'ADN expliquegeande partie les différences de phénotype
entre les individusCependant, I'environnemeseixtérieur aune influence sur I'expression
génigue et participe a la variabilité interindividuetleexpression des geneRar exemple,

deux jumeaux monozygotes possédant exactement le méme patrimoine génétique,
présenteront toutefois des différences phénotypiques importantes. Ces différences seront plus
marquées a I'age adulte que durant I'enfance, laissant suggérer l'inflppogressive de

stimuli extérieurs. Cette régulatiatiexpression se retrouvégalementau sein d’'unméme
organisme, ou les cellules de chaque tissu expriment un panel de protéines qui leur est

spécifique malgré ungéquence d’ADNimilaire a celle d’autres types cellulaires

La régulation épigénétique est le facteur expliquant cette complexité phénotypique. Plus
précisément, elle correspondaut changement d’activité ou de fonctionnemeduatgénome
qui n’implique pas dehangement au niveau de la séquence d’ADN et qui esatiiérau

cours de la mitose ou de la méiose (29).

Ces modificabns d’activités, dynamiquesgversibles et tissu spécifiques, se manifestent au
travers des marques épigénétiques apposées a proximité des genes et permettent des
modifications d’interactionsavec les enzymes et facteurs de la transcription. Ces marques
sont des groupements chimiques appas@éd’ADN (notamment des groupes méthyl) ou sur

la structure protéique autour de laquelle s’entoure 'ADN, appsté&osome. Le nucléosome
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est composé de protéines histones organisées en dimeres (H2A, H2B, H3 et H4) dont
l'extrémité N terminale (queue dkhistone) est utilisée pour I'ajout des marques. Cela
entraine une modification de I'état chromatinien (ensemble AlDBIEosome), permettant un
acces plus ou moins facile aux facteurs de transcription. Quatre types de modifications des
histones sont déits : la méthylation, I'acétylation, la phosphorylation et I'ubiquitinat{d@).

Une annotation particuliere permet de précideistone etle résidu protéique concernés
(marqués) puis le groupe chimique ajouté. Par exemple, la marque H3K27me3 est une
triméthylation ajoutée sur la7eme lysine de I'histone Elles forment un code qui dicte

I'état chromatinien eta maniere de controler I'expression d’'un gene. Par exemple, la marque
H3K27me3 est associée a une inhibition de la transcription (31). Sans étre considérés comme
des marques car non fixés de facon covalente a la chromatine, les ARN non codants

interviennent également dans la régulation d’expression gériqued 2).

Le signal épigénétique doit étre « lu » pour ensuite se traduire en une réponse cellulaire. La
lecture se fait par des protéines spécialisées. Elles activent des protéines catalytiques
impliqguées dans des complexes régulateurs pour engendrer une réponse d’activation de la
transcription ou d’extinction du géne. Les enzymes « marqueyseseffaceuses » et «

lectrices » sont spécifiques de chaque marque mais coopéerent pour former un véritable « code

épigénétique » (30) (Figure 3).
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Figure 2. Principaux mécanisme de régulation épigénétique (32).
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2. La méthylation et I'hnydroxyméthylation de I' ADN

Chez les mammiferesa Iméthylation de I’ADNs’effectuesur une base cytosine précédant
une base guanine, correspondant a un dinucléotide CpG. La base transformée est appelée 5-
méthyl cytosine (5mC). Les méthylations sont apposées grace a des DNA methyltransférases
ou DNMTs. Il existe deux types de DNMTs : celles ayant une adeamovosur un ADN non
méthylé (DNMT3a, 3b ou 3L), et celle dont le réle est de répliquer la méthylation lors de la

mitose afin de maintenir la marque malgré les divisions cellulaires (DNMT1).

Durant plusieurs années, le dysfonctionnement de cette maintenance était décrit comme
seul mécanisme de deméthylatide I'ADN. Cependant,une voie active de deméthylation
des cytosines a été récemment propopae I'action degprotéinesTen-eleven translocation
(TET). Celle-ci transforme la 5mC en 5-hydroxyméthylcytosine (5hmC). Elle est ensuite
transformée en produits reconmr les enzymes de réparations de I’ADNf@Bmyl et 5-
carboxyl cytosines) et remplacée par une nouvelle base cytosine non modifiée (Figure 4).
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Figure 4.Cycle de la deméthylation de 'AD[83)

Alors que la méthylation a longtemps été associée a une répression de la transcription, il
sembleraitqu’elle soit au final essentielle a I'expression de certains g@#s Certaines
régions du génome riches en CpG, appelées ilots CpG, sont majoritairement pauvres en
méthylation. Cependant, au niveau des régions promotrices, leurs niveaux de méthylation

permettent de classer la fonctionnalité des genes :

- Les promoteurs riches en CpG semblent hypométhylés et correspondent a des géenes le
plus souvent exprimés de facon ubiquitaire.

- Les promoteurs avec un niveau intermédiaire de CpG ont un degré variable de
méthylation modifiable ayant pour conséquence une modification d’activité.

- Les promoteurs pauvres en CpG sont hyperméthylés et sont associés a des genes dont

I'expression est tissu spécifiq(@4). (Figure 5)

L’ étude du méthylome révele également des zones largement hypométhylées en dehors
des régions promotrices. Cegaps» de méthylation pourraient correspondre a des régions
de régulation appeléesernhancers> (35).Le consortium ENCODE a réveélé I'existence de

nombreux site de régulation du génome (identifié grace a la DNAsel) a distance des régions
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génigues. Ces régionserhancers», de taille en général inférieur a 1kb, sont dotés de
nombreux sites de fixation de facteurs de la transcription et possedent un niveau de 5mC tres
bas. Elles auraient la capacité d’activer la transcriptiogetes a distance et permettraient
notamment d’activer I'expression des génes caractérisant la spécificit@ioellFigure 5)

(36).

En plus de son réle d'intermédiaire dans la deméthylation de I'ADN, la matgu€
possederait également une fonction régulatrice a part entiere. Enl effétéimontré qu’elle
était plus abondante dans les régionsnkancers> et dans 'dutres zones d’activation

transcriptionnelle des genes (34)(37). Les roles de 5mC et 5hmC semblent complémentaires.

Transcription
factor

b Promoter

: - —

Repeats Enhancer Active gene Inactive gene
5mC
Vertebrates / \\
CGlI CG-poor
promotor promotor

Figure 5. Répartition de la méthylatide 'ADN chez les vertébrg85)

Plusieurs sagarios sont proposés pour expliquer l'action demiéthylation sur la
transcription, notamment ldiminution d’affinité pour des facteurs de transcriptiogthyl-
sensibles ou ihtervention de protéines intermédiaires, possédanmathyl-CPG binding
domain(MBD) (Figure 6) (35).

Methylation-sensitive
transcription factor

a Methylation-insensitive c d e
transcri ptlon factor Transcription factor D
@ - T - “‘ @HI

Figure 6. Différents scénarios proposés pour le réle de méthylation dans la régulation

Vi

d’expression5mc : 5-methylcytosine, MBDmethyl-CPG binding domai¢85).
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La méthylation de 'ADNa un réle important dans la conservation de la stabilité du
génome. Elle est impliquée dans I'expression spécifique de certains allelesigemasinte)
et dans I'extinction des retro transposons auttes éléments hyper répétés du génome. Elle
semble également essentielle au développement embryonnaire et a la différenciation cellulaire
(38).

3. Méthodesd’ étudesde la méthylation de 'ADN

Deux grands type d’analyses permettent d’étudiEer méthylationde I'ADN : le
traitement par bisulfite de sodium et les méthodl@amunoprécipitation. L’utilisation du
bisulfite est considérée comme lga{d standard» de lanalyse de la méthylation de I’ADN.
Il permet une lecture de la méthylation a la base prasmunoprécipitationest plus adaptée
a un contexte exploratoire car ef)ermet d’avoir une vision globale da méthylation du

génome.

a. Analyses au bisulfite de sodium

Le bisulfite de sodium est un agent réducteur capable de transformer une base cytosine
en uracile. En revanche, lorsque celle-ci est méthylée, la réducésnpas possible et la

cytosine est conservée (Figure 7).

NH, NH, o) o]
7y = N)\JL e HNJ\lL — 4]
A - . A i
0 N OH 07 "N Tso, 0”7 °N7 Tso, HSO; o7 N
H H + H H
NH,
cytosine cytosine uracil aeai|
sulphonate sulphonate
NH,
CH .
N)\/H/ 3 ;S%B
OA\N OH
H
5-methylcytosine
Figure 7. Réaction de réduction menée par le bisulfite de sodiums(HSO
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Le traitement au bisulfite est particulierement utilisé dans les approches « genes
spécifiques ». Deux techniques sont utilisées : la PCR dite « méthylation spécifique » et le
« bisulfite sequencing. La premiere utilise des amorces complémentaires contenant au moins
un dinucléotide CpQi.e. un motif CG sur le méme brin d’ADNAInsi, la détection de la
méthylation se fait au moment de la PCR.l&Sdinucléotide est méthylé, seul I'amorce
possédanle C permet I'amplification dans le cas contrajre’est I'amorce porteuse du. T
L’analyse des produits PCR est ensweffectuée apres migration sur gel (Figure 8). Le
bisulfite sequencingst dit « méthylation indépendant » : plusieurs couplasatces,ne
contenant pas de CpG, sont utilisés pour analyser plusieurs redionsréts et
indépendamment de leurs statuts de méthylation (39). Les amplicons sont ensuite analysés

par technique de pyroséquencage par exemple (Figure 8).

Methylated DNA Non-Methylated DNA
Me Me Me Me Me
1 | ! 1 !
5'.GACATGTCGT---GATACGTACGACCCGATTC--ACGTAAACTG-3 5".GACATGTCGT--GATACGTACGACCCGATTC--ACGTAAACTG-3
Sodium bisulfite treatment
MIP-F  MSP-F MIP-F  MSP-F
— — — —
5 -GACATGTCGT--GATACGTACGACCCGATTC---ACGTAAACTG-3 5 -GACATGTUGT---GATAUGTAUGACCUGATTC--AUGTAAACTG-3
— ¢ —
MSP-R  MIP-R / \ MSP-R MIP-R
b Methylation Specific PCR (MSP) Methylation Independent PCR (MIP)
Uu M Uu M ¢
rONA Major Satellite Bisulfite sequencing

Figure 8.Exemple d’amorces pour la PGRéthylation spécifique (MSP-F pour amorce sens
et MSP-R pour amorce antisens) et pour le bisulfite sequencing (MIP-F pour amorce sens et

MIP-R pour amorce antisens) ; U : unmethylated ; M : methylated (39).

Des techniques couplant bisulfite et détection sangriori ont été également
développées : le methylC-seq, la techniqueducingrepresentation bisulfite sequencing
ou RRBS et la puce Infiniurhluman methylation 450 K beabnt les principales utilisées
aujourd’hui A titre d’exemple, le RRBS couplane étape de digestion par enzyme de
restriction et détection par séquencage haut débit. Une enzyme de restriction non sensible a la

méthylation(comme Msp1l) digére 'ADN génomiqueelle coupe le motif CCGG en amont
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du CG, de facon a ce que chaque fragment possede le dinucléotide a son extrémité. Aprés
fixation d’adaptateurs pour le séquencage, les fragments sont ensuite traités par bisulfite puis

séquences (Figure 9) (40).

5mC mapping technique

RRBS-Seq: Reduced Representation BiSulfite Sequencing

-_ - —
a_9o —
Mspl digestion Hlumina = BiSulfite
— . e —.
e methylated i P Conversion
e adapters —

Genomic DNA

i

PCR
amplification

HHlumina
Sequencing

(— ]

Figure 9.D’aprés Swati Kadam, Ph.D., Marketing Intern Aug, Advances in Epigenetics,
lllumina 2013.

b. Les technigues d'immunoprécipitation

Ces techniques utilisent des anticorps reconnaissant la marque méthylée ou
hydroxyméthylée, permettant la précipitation des fragmel’ADN porteurs de la marque
MeDIP pour Methylated Immunoprécipitatipnou hMeDIP pour hydroxy-Methylated
ImmunoPrecipitation Apres fragmentation mécanique (le plus souvent par sonicateur a
ultrasons), les fragments d’ADN sont incubés avec l'anticorps puigrdaipitation est
effectuée al'aide de billes magnétiques couplées a I'anticorpa. détection peut étre
effectuée par PCR pour une approche « gene spécifique » (MeDIP-gPCR), ou par séquencage

pour une approchg&ans a prioriMeDIP-seq) (Figure 10).
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Figure 10. Principe du MeDIP (MagMeDIP Kit, Diagenogeiw.diagenode.cojn

4. Pharmacoépigénétique

De méme qudenvironnement influence le phénotype d’un individu via I'expression de
ses genes, un traitement médicamentgueut modifier I'expression géniqueales
pharmacogenes et aboutir a une différence de réponse thérapeutique. La pharmacogénétique
n’expliqgue pada totalité de la variabilité interindividuelle de la réponse aux médicaments : le
mangue de réplication des associations positives et la complexité des phénotypes étudiés
révélentl’existence d’'une variabilité éxpression des géenes non expliquée par les variations

dela séquence &DN.

La pharmacoépigénétiquest I'étude des modifications influencant I'expression des
pharmacogenes, non due a une modification de la séquence d’ADN et donnant lieu a une
modification de la réponse aux médicametaine part, le statut épigénétique basal d’'un
individu pour un tissu donné influence probablement la réponse a certains médicaments
(variabilité interindividuelle). D’autre part, I'exposition a un médicamentoag lcours peut
modifier 'expression d’'un géne ciblé expliquer une modification de la réponse (variabilité
intra-individuelle).En plus d’enrichir nos connaissances sur les mécanismes d’action ou sur la
toxicité des médicaments, la pharmacoépigénétique permet la découverte de nouveaux
biomarqueurs de l'efficacité ou de la sécurité d'un médicament, en complémasnt

biomarqueurs génétiques.
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Chapitre 2. Variabilité genétique et réponse aux

ICN en transplantation

La pharmacogénétique en transplantation est un domaine de recherche
particulierement complexe. La régulation du systeme immunitaire (SI) par le traitement
immunosuppresseur conditionne la tolérance de 'organisme vis a vis du greffon. Cependant,
le SI imdique de nombreux acteurs a I'origine d’une variabilitierindividuelle importante
de la réponse immune vis-a-vis des régimes immunosuppresseurs. Cela explique en partie la

complexité des phénotypes étudiés, notamment dans la définition des rejets immunitaires.

Les covariables requises permettant d’étudier spécifiguement le réle d’'untvaria
génétique en transplantation sont multiples: I'dge du donneur et du receveur, dilaittép
HLA donneur/receveur, la présence d’anticorps anti donneur au préalable. Dfacteess
liés a la chirurgie d’explantation et de transplantation entrent égaleenenbmpte. Des
stratégies d’analyses multivariées doivent donc étre appliquées pour prendre en’effietpte |
réel du variant. De plus, 'amélioration et I'apisation des régimes immunosuppresseurs ont
permis d’obtenir une diminution importante du nombre de rejets aigus, expliquanessitec

d’inclure un plus grand nombre de patients dans les études pharmacogénétiques.

Deux approches complémentaires sont appliquées pour identifier des variants
impliqués dans la réponse médicamenteuseGlsome Wide Association Stud{@NAS)
permettent d’identifier des genes non encore connus dans la réponse thérapeutigse
variants localisés dans des régions non codantes du génome mais demande un nombre
important de patient et un phénotype détude souvent bien défini. Les étigbrses«
candidats » sont basées sur une hypothese biologiquieri, permettent de travailler avec
des phénotypes complexes mais sont saulienitées a I'étude d’'un ou de deux genes
d’intérét. En transplantation, des stratégies de sélection de variants d’intérét dans des génes

candidatssont plus appropriées du fait de la grande hétérogénéité des phénotypes étudiés
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Variabilité génétique du systeme immunitaire

1. Rappel sur la réponse immunitaire

Le fonctionnement du Sl implique de nombreux acteurs cellulaires et molécaléivagine

d’'une variabilité d’activité basale importantees LT CD4 (ou LT CD4+ &elper») sont les
cellules initiatrices du rejet immunitaire contre le greffon de par leur capacité a activer les
autres leucocytes par sécrétion de cytokines. lls sont activés lors de la présentation de
I'antigene sur une molécule CMH de classe Il (complexe d’histocompatibilé& HLA,

human leucocyte antignL’interactionentre le récepteur TCR du LT CD4 et le CMH de la
cellule présentatrice de l'antigen€PA) ou signal 1 est ensuite renforcée par la co-
stimulation ou signal 2 (impliquant LFA; CD80 et CD40, détaillé dans l'articleajprés). En
transplantation, la différenciation des LT CD¥hif peut produire des cellulesT Th2, TH17

et T régulateurs (Treg). La production de cellulgg Mméne a une immunité cellulaire, tandis

que la production de celluless2 méne a une immunité humorale. La différence entre les
cellules |1 et T2 réside dans les patrons de cytokines produites. Les celldesétretent
principalement I'INF , I'lL -2, le TNF- et le TNF , tandis que les cellules4Z sécretent
principalement I'll-4, I'IL-5, I'lL-10 et le TGF- (41). Les cellules 17 jouent un réle
important dans les rejets chroniques (42). Les Treg sont impliqués dans la tolérance du
greffon et via la sécrétion de cytokines anti-inflammatoire (Figure 11).
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Figure 11. Spécialisation du LT CD4 (Th:hElper ; STAT: Signal transducer and activator
of transcription,facteurs de transcription impliqués dans la différenciation lymphocytaire)
(43)

2. Polymorphismes génétiques de la réponse immune impliqués en transplantation

rénale

L’activité basale du Sl varie d’'un individu a l'autre, ce qui pourrait étrepartie
expliquée par la présence de variants génétiques dans les génes codants pour les acteurs du Sl.
Cependant, peu de ces variants ont été associés a différents phénotypes en transplantation. Le
manque de puissancéa non réplication des associations, ainsi que lI'absence d’ajustement
sur des variables non génétiques sont souvent a l'origine de publications d’associations
faussement positives. Une sdien d’études d’associationgénétiques considérant les
molécules impliquées dans la réponse immunitaire en transplantation a été réalisée afin
d’identifier les variants d’intérétpotentiels en cliniqueCe travail a fait I'objet d’'une

publication dans le journ&linical Biochemistry
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3. Variabilité des géenes codants pour les protéines participant a la

pharmacodynamie des immunosuppresseurs

Contrairement aux génes des molécules signalisatrices activant le Sl, ceux
correspondant aux protéines ou aux voies cellulaires cibles des immunosuppresseurs
(enzymes responsables de la formato novodes purines, voie mTOR et voie de la
calcineurine) ont été assez peu explorés en transplantation. Du fait des réles multiples de ces
voies cellulaires, les travaux disponibles dans la littérature (hors transplantation) ont mis en
évidence des associations avec divers phénotypes : diabéte, autres maladies auto-immunes,

cancers, pathologies cardio-vasculaires, neurologiques, etc.

Dans le cadre de cette these nous avons réalisé une étude approfondie de cette
littérature. Une grille de « classementles SNPs d’intérét, basée sur leur fonctionnalité et
sur lesprécédentes associations publiées, a été proposée. Ce classement a daanis d’'é
certain nombre de variants candidats et d’établir un niveau de recommandatideuoour
étude en transplantation d’organe solide. Ce travail a fait I'objet dlicleade revue de

littérature, publié dans le journBharmacogenomiosn février 2016.
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Application en transplantation rénale : étude « POLYCIS »

Une étude « genes candidats » de la voie de la calcineurine a été réalisée en parallele

de ces travaux bibliographiques.

POLYCIS était une étude pharmacogénétique rétrospective pilotée par le service de
Pharmacologie, Toxicologie et de Pharmacovigilance du CHU de Limoges. Les patients
inclus (N=381) étaient adultes, greffés réndaxnovo traités par ciclosporine ou tacrolimus,
et provenaient de différentes études clinigues menées dans le service de néphrologie des
CHU de Limoges, Bordeaux et Toulouse : les essais cliniques APOMYGRE et OPERA, et la
cohorte EPIGREN sont décritans l'article ciapres. Les données ont été collectées durant
une année apres la transplantation. L'objectif principal était de rechdesherariants
génétiques de la voie de la calcineurine associés alertsgrejet aigu ou d’infectisrgraves,
deux phénotypes choisis comme marqueurs clinigues d'une sur ou d'une sous

immunosuppression.

Dans cette étude, un deuxieme panel de variants a été sélectionné aprés un travalil
d’exploration des séquences promotrices de certains genes de la voie (les isoformes de la
calcineurine et lesnmunophilines). L'objectif de ce travail complémentaire était de fiabilise
les informations de la base dbSNP du NCBI. En effet, les informations disponibles au niveau
de ce type de pharmacogénes peu explorés sont parfois erronées. Cela a permis de connaitre la
fréquence allélique, non établie jusqu'alors, de certains variants et dieteotn variant
décrit a tort dans la base (SNHPP3R-rs184336391) qui correspondait a un artefact
analytique. Ce travail exploratoire a été présenté en posteratcBgrés de I'’Association
Internationale de Suivi Thérapeutique Pharmacologique et de Toxicologie Clinique
(IATDMCT) (Salt Lake City, 2013) (44).
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Discussion

Le travail de revue de la littérature a été une étape majeure dans la réalisation de cette
thése. Certains variants génétiques des acteurs du systéme immunitaire ont pu étre mis en
avant en tant que candidats biomarqueurs méme si leur réle dans la variabilité de réponse

thérapeutique en transplantation n’a pour le moment pas été démontréciomenél

Parmi les 45 génes explorés impliqués dans la réponse immune post transplantation, la
plupart d’entre eux sont trés polymorphiques, augmentant la probabilité de posséder des
variants fonctionnels. De fait, de nombreux variants fonctionnels présents dans les génes
codants pour les cytokines ont été identifié par Smith et col. G&pendant, peu d’entre eux
ont été associé a la réponse clinique post-transplantation, révélant la complexité des
phénotypes étudiés. Pour les 13 variants génétiques principalement étudiés en transplantation
rénale, la majorité des publications rapportent des absences d’associations caniretitée
de résultats positifs, tous phénotypes confondus (Tableau 2, p.28, (46)).

Parmi ces 13, malgré 27 rapports négatifs, le BNPArs1800629, -308G/A fait I'objet
de 21 études positives en transplantation. Ce SNP est localisé dans le promoteur du gene
TNFA qui code pour la cytokine piioflammatoire TNF (Tumor necrosis factor alpha
L'allele A a été associé a un risque augmenté de rejet aigu dansupgusirides
indépendantes (Odd Ratios (ORs) compris entre 2,8 et 6) (46). Cepehadgoatctl de ce
polymorphisme sur la variabilité d’expression du gé&h#-An'a pas été démontré (47). Une
méta-analyse, réalisée sur les données individuelles de 4 études, montre une absence
d’augmentation de risque de mauvais pronostic de survie du gféanles porteurs de ce
variant (48). Ces résultats suggérent que la poursuite des investigations en transplantation
pour ce varianteprésente peu diérét.

Parmi les SNPs majoritairement étudiés, le SNP rs1800795 (-174) présent dans le
promoteur diL6 a été associé a différents phénotypes en transplantation dans une dizaines
d’études, dont une étude sur ADN de donneurs, montrant une augmentation de risque de rejet
aigu pour les homozygotes mutés (OR=8,67 ; p=0.0002) (49). Ce SNP semble induire une
diminution claire de la transcription 6 lorsqu’il est associé a 2 autres SNP du promoteur
(les SNPs -572 G>C ou rs1800796 et -597 ou rs1800797)Gd Hernier n'a pas été inclus

POUCHE Lucie | Biologie Santé / Pharmacologie | Usit&ide Limoges | 2016 78



dans une méta-analyse ne permettant pas de conclure formelgemgntérét clinique de ce
variant (7).

Enfin, trois méta-analyses ont été menées sur ces variants du Sl majoritairement étudiés
en transplantation (Cf. Tableau 2,28 (46) et n'ont pas mis emvidenced'associations
significatives, ni avec les rejets aigus (50) (51), ni avec le risque de mauvais pronostic de
survie du greffon (critere composite composé des rejets aigus, chroniques, néphropathie
chronique et perte du greffon) (48). Ainsi, les variants génétiques des principales cytokines et
autres molécules signalisatrices du Sl participe probablement au devenir du greffon post
transplantation mais leurs effets, étudiés de facon isolée ou non, ne semblent pas
suffisamment importants pour avoir un intérét en clinigDeci peut également s’expliquer
par le lien tres indirect qu’il existe entre I'activité d’'un géne codant poarmolécule du Si
et le phénotype clinique : contrairement aux enzymes du métabolisme dont la variabilité
génétique peut avoir un impact direct sur la pharmacocinétique du médicament, les voies
cellulaires responsables de I'activation du S| sont complexesdtiples, et éloignées du

phénotype clinique observeé (rejets, infections graves).

L’étude de la litrature concernant les génes « cibles » des immunosuppresseurs révele un
nombre important de pharmacogénes peu explorés dans le domaine, en particulier pour la voie
de la calcineurine. L'attribution d’ungritére de qualité » basé sur la fonctionnalité de ces
variants a permiglidentifier un nombre restreint de candidats potentiels. Sept candidats ont
obtenu un score de 1, correspondant a un haut niveau de recommandation pour une étude en
transplantation (Tableau 3, p.51 (7)). Ces variants sont présents dans les genes codant pour la
calcineurine (sousnités catalytique A et régulatrice B) et I'lL2 (gerr@BP3CA, PPP3R&t
IL2). Cette liste n’est cependant pas exhaustive, et devra étreertniséle la publication de
nouvelles associations. Elle a cependant 'avantage de limiter le ndmberiants a étudier,
stratégie intéressante dans des études « genes candelafsasticulier lors d’exploration de

voies de signalisation cellulaire complexes comme celle de la calcineurine.

Parmi les 23 variants testés dans I'étude POLYCIS, aucun n’a été assocquaude
rejet aigu ou d’infection gravés2). Nous ne concluons cependant pas a une absence d'effet
de la variabilité génétique des cibles sur la variabilité de réponse aux ICN. Il est possible que
la puissance statistique ait été insuffisante ou que le choix/définition des phénotypes étudiés

ne soit pas optimal. Par ailleurs, certains variants, identifies comme étant de bons candidats
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selon nos critéres de recommandation n’ont pas encore ét&#stéspendant, il semblerait

gue l'effet de ces variants, s’il existe, sddible. Une combinaison de variants génétiques
impliqués dans la pharmacocinétique et dans la pharmacodynamie des ICN pourrait permettre
d’étre plus précis dans I'étude de ces phénotypest important de souligner que I'étude du

rejet aigu en transplantation devient difficile dans le cadre d’étuderakple de ce type. En

effet, du fait de I'amélioration de l'usage des immunosuppresseurs, l'incidenae;jekss

aigus a beaucoup diminyémettre en évidence l'effet (souvent modeste) d’'un variant
génétique sur ce risque nécessite d’avoir a disposition une population de taillemgport
Dans cet objectif, nous avons inclus des patients traités par CsA et par TAC, représentant au
total 381 patients transplantés rénabu fait d’un risque basal de rejet aigu différent entre les
patients traités par CsA ou par TAC (53), les analyses ont été stratifiées sur la nature de
'ICN. Ainsi, l'influence de chaque variant surslgphénotypes « rejet aigu » ou « infection
grave », quantifié pdrHasard RatioqHR), est « pondérée » par le risque lié a la prise de CsA

ou de TAC. Malgré l'avantage de conserver une bonne puissance statistitpiéedwetique

ne permet pas de différencier 'impact d’un varidahs chacune des deux sous-populations.

Ce panel de SNPs candidats mérite d'étre egploltérieurement au traverd’'autres
phénotypes en transplantation, notamment le diabéte post transplantation ou N&AT (
Onset Diabetes After TransplantatjorCette pathologie est multifactorielle, et le réle du
régime immunosuppresseur, notamment les corticostéroides ainsi que la prise de TAC, a été
identifié (54). Certains variants génétiques ont été associé au risque de développer un
NODAT, notamment dans le gemPAR (rs4253728) codant pour un récepteur nucléaire
impliqué dans le métabolisme lipidique (55), et dans le #&NQ1 (rs2237895), codant

pour un récepteur potassique exprimé au sein des cellules pancréatiques (56). De plus, la voie
de la calcineurine semble jouer un réle important dans la régulation de sédliésatine au

sein des cellules-pancréatiques. Un haplotype (T-T-T-T-G) present dans le §EAG C4

a été identifie comme protectecontre le développement d’'un NODAT chez gegients

transplantés rénaux (57).

Ces travaux étaient limités aux genes impliqués dans des voies cellulaires connues. Le
développemet des techniques de séquencage haut débit donne la possibilité d’explorer
d’avantage de régions du génome de maniére simultanée. Ces techniquegsarisont
notamment permis de détecter certains variants rares (de fréquence généralement inférieure a

5% dans la population) non étudiés jusqu’'a alors et dont le réle semble important dans
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I'expression de certains traits phénotypiqB8). Par ailleurs, les résultats du consortium
ENCODE ont révélé de nouveaux mécanismes de régulation d’expression des genes et
ouvrent de nouvelles possibilités pour expliquer la fonctionnalité de certains variants.
Notamment, de nombreux SNPs ont été identifiés par des études GWAS comme étant
susceptibles de participer a certaines pathologies, mais sans fonctionnalité biologique
apparente car localisés dans des régions non codantes du génome. Maurano et col. montrent
que nombreux de ces variants sont localisés dans des régiareers situés parfois a des

milliers de paire de base de distance du géne dont I'expression était ré@idémines
variations genétiques pourraient donc avoir des conséquences sur I'expression de genes cibles
tres éloignés (59) Ce type d’étude représente une perspective enthousiasmante pour

expliquer la variabilité pharmacodynamique des ICN.
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Chapitre 3. Modifications épigénétiques

Induites par I'exposition aux ICN

Hypotheses et justification de I'étude

1. Régulation épigénétique par des médicaments « non épigénétiques»

La thérapie épigénétique tente de corriger les anomalies de la signalisation amenant a une
aberration d’expression génique, par l'usage rdédicaments eépigénétiques, ou epi-
médicamentsepi-drugd. On qualifie de « médicaments épigénétiques » ceux ayant pour
cible des protéines de la régulation épigénétique (i.e. DNMTs, Histone methyltransférase,
etc.) (60). Cependant, certains médicaments « non épigénétiques » ont également la capacité
d’'influencer la méthylation de 'ADN ou les marques épigénétiques des histqars
interaction non spécifigueavec les enzymes responsables de [I'écriture, lecture et de
'enlevement des marques, @vec les voies de signalisation en amont ou en aval de la
signalisation épigénétique (61)a méthylation de 'ADN est la marque épigénétique la plus
étudiée et la mieux connue a I'heure actuelle. Des modifications du prafil lok
méthylation ont été associéad’exposition a certains xénobiotiques et powmaiexpliquer
certains effets indésirables (6. titre d’exemple: le diéthylstilbestrol, connu pour étre
pourvoyeur de cancers génitaux chez la femme diminue I'expression de certainess DNMT
ainsi que le niveau deéthylation d’ADN de cellules utérines de souris en période néonatale
(63). Une exposition prolongée au phénobarbital, antiépileptique de premiere génération,
augmente lincidence desarcinomes hépatocellulairehiez la souris. L'accumulation de
régions géniques altérées en méthylation et hydroxyméthylation, associée a des anomalies

transcriptomiques, a été observée précoceames I'exposition au médicamebR).
2. Régulation fonctionnelle du LT CD4

Les mécanismes épigénétiques impliqués dans la différenciation et le développement des
LT CD4 sont de mieux en mieux identifiés.
Apres son activation, le développement du LT CD4 est orienté vers la différenciation en

cellule effectrice (Thl, Th2 ou Th17), ou régulatrice (Treg). Une fois différencié, son
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phénotype peut de nouveau étre orienté vers une nouvelle fonction, un phénomene qualifié de
« switch ». Ces processus de spécialisation et de switch sont guidés par les marques
épigénétiques. Les génes concernés et les marques identifiées ont été récemment répertoriés
par Suarez-Alvarez et col. (Tableau 1) (64). La plupart de ces génes sont dits «en état
d’équilibre » (poised stage: certaines marques « répressives » et « permissives » des histones
sont coexprimées a proximité des génes et semblent former un état d’équilibre de
I'expression génique. Lors de la différenciation des LT, certains géenes s’exprimemieftdrte

dans la cellule spécialisée, et restent éteints dans les autres (31). Certains loci avec des
variations de méthgtion de 'ADN ont été identifiésT@bleau 2).

Tableau 1. Geénes identifiés par Suarez-Alvarez et col. et les modifications épigénétiques

rapportées lors de la différenciation des cellules immunitaires (64)
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Tableau 2Locus avec variation de la méthylation de 'ADN en lien avec ioergafonctions
des LT CD4 (MBD2 methyl-CpG binding domain protein Riff. : différenciation).

Locus explorés Effet de la méthylation de I'ADN sur I'expression Réle Ref.
La modulation d’expression dENG et Diff. Thi
Promoteursd’IL4 et d’'IL4, via la fixation des facteurs T-bet et GATAS3, induit 'I.'h2 ' (65)
d'IFNG des modifications de méthylation au niveau de leurs
promoteurs
Le promoteud’lFNG devient méthylé lors de la Diff. Thi
Promoteur d'IFNG différenciation en Th2et reste a état déméthylé dans leg 'I"h2 ' (66)
cellules naives et les cellules Th1l.
Région intergénique ] Deméthylatiorimportante de I’ADl\Uétecté I_ors QU | piff. Th1
ILA-IL13 développement Th2 (traitement par 5—azacyt|d|ne_, |_nh|b| eur 'I.'h2 ' (66)
de DNMT et sur modéle cellulaire T MBD2-déficient)
Intron2 d’'IL4 Deméthylation partielle TH2 spécifique .
Promoteur d’IL13 (lymphocytes T humains) Diff. Th2 (64)
FoxP3 Traitement par la 5-azacytidine, inhibiteur de la méthylat|onfFonction (66)
affecte I'expression dEoxp3 durant la génération de Treg des Treg
Promoteur (-250, +1) méthylé chez les cellules naives|T
CD4 CD25, hautement déméthylé chez les nTregs chez
’homme et la souris
Des régions CpG contenues dans le corps du gene (+439 E)Onction
FoxP3 +4506 pb) perdent leurs méthylations apres la signalisatimgies Treg (67)
TCR et activation de TGE
Une régiorenhanceien amont (5786 to 5558pb)
identifiée comme méthylée chez les Treg activés par TGB
et déméthlée chez les Ecs naifs.
Deméthylatiorrapide de I'ADN au niveau des promoteufs
Promoteurs d'IL2 et de d’IL2 etCsf2apres stimulation de LT murins. Activation (68)
GMCSF (Csf2 Le niveau bas de méthylation est maintenu durant toute lades LT
durée du traitement.
Le niveau de méthylation au niveau du promoteur proximal
deTNF est corrélé I'expression en ARNm deNF,
Les promoteurs dé€NF etLTA sont hypométhylés chez les , .. ..
L Activation
LocusLTA-TNF lymphocytes primaires, d (69)
. . : . esLT
La deméthylation au niveau du promoteur et du premigr
exon deTNF est corrélé avec la différenciation cellulaire et
augmente la capacitBexprimer TNF des T.
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3. Méthylation de 'ADN, en quéte debiomarqueurs de la variabilité

pharmacodynamique

De par la réversibilité de ces marques, on peut penser que des facteurs endogéenes
(cytokines) ou exogenes (agents infectieux ou médicaments) modifient le statut épigénétique,
I'expression de certains genesaatsi I'organisation de la réponse imnitaire chez un
patient transplanté.

A T'heure actuelle, la variabilité de réponsi& la possible influence des ICN sur la
régulation épigénétique’a jamais été étudie€omprendrd’influence d’un médicamergur
I'épigénome requiert une étude sur un modeéle controlé. Dans un premier temps, il nous a
semblé pertinent d’utiliser un modéle non transpldatéeffet, la transplaation d’organeet
les événements post-transplantations ont une influence sur les cellules immunes du receveur.
Rodriguez et cols’est intéressé a lgansmission des marques méthylées’ABN lors
d’allogreffe de cellules hématopoiétiques. || montre que le niveau global de méthylation
d’ADN des cellules sanguinepériphériques du receveur a 1 mois et 12 mois post-
transplantation correspond a celui du donneur, suggérant une sorte de maintenance de la
marque 5mC malgré I'adaptation des cellules a un nouvel environnem®&d. plus, la
méthylation des promoteurs BASLet d'1FNG est diminuée dans le groupe de patients ayant
développé une réactiodu greffon contre I'néte (GVH). L'expressionlBNG, corrélé au
niveau bas de méthylation de son promoteur, est en lien avec la différenciation Thl des LT
CD4 (voir Tableau 2).Le suivi du niveau de la méthylation de ces 2 promoteurs est proposé
en tant que biomarqueurs candidats pogtutie des GVH (70). Une autre équigest
intéressée au niveau de méthylation de 2 genes, détectddmss I'urine de patients
transplantés rénaux (calcitonineCALCA et death-associated protéine kinagPAPK)
associés a des processus de cancérogénéese). Des différences de niveau de méthylation ont été
trouvées d’'une part entre les greffons issus de donneurs vivants et ceux issus de donneurs
décédés, et d'autre part, entre les patients sujets a un rejet aiguxet’en ayant pas
développé. Cependant, I'étude a été réalisée sur uretieagmbre de patients (n=23) (71).

Il existe déja quelques exemples d'utilisation de la méthylation d’ADN tarsslivi
clinique de pathologies. A titre d’exemple, I'hyperméthylation du gé@MT (O-6-méthyl-
guanine méthyl-transférase) est utilisée comme marqueur de bon pronostic dans le traitement
du glioblastome. Cet ADN tumoral est détecté dans le sérum et la salive des patients traités

par témozolomide (72).
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4. Justification de I'étude

Dans notre exploration des causes de la variabilit¢é de réponse aux ICN, il nous
semblait important d’évaluer l'effet d’'une prise médicamenteuse au long cour® sur
régulation épigénétique des cellules cibles. Ceci pourrait en effet expliquer une partie de la
variabilité d’expression génique du LT CD4, a l'origine d’'une-isununosuppression ou
sousimmunosuppression participant au risque de rejet aigu, de cancers ou d’infections graves

par exemple.

L’analyse de la méthylation dIBN des LT CD4 était le deuxiéme objectif de mon travail
de thése. & méthylation de 'ADN comme marqueur d’influence médicamerteuseté
choisie dans ce travail car d'une part, le mécanisme associé a 'efeeimdeque 5mC sur
I'expression génique estornu dans les régions promotriceseashancersdes genes (cf.
Chapitre 1)et d’autre partelle semble adaptée aux études cliniques. En effet, la température
ambiante n’est pas a l'origine d'une dégradatian ld méthylation et cette marque est
conservédors de I'extraction de '’ADNENfin, le LT CD4 a été choisi ici car il est la cible
des ICN efcontrairement aux cellules rénales demandant une biopsie d’organe, c’est un type
cellulaire fadement accessible chez 'homragartir d’'unprélevement de sang périphérique.

Nous avons tout d’abord choisi de travailler sur le modele cellulaire JURKAT, ldmée
cellules T immortalisées, afin de développer nos méthdaadeset d’étudier l'influence
directe de I'exposition des ICN sur le LT. Les conditions de culture et leur caractere
immortalisépermettaient abtenir une quantitd’ADN suffisante pour urdéveloppement de
méthode, conditions plus difficilement obtenues avec des cellules lymphocytaires humaines
ex-viva Ensuite, in d’étudier l'influence du traitement sur lanéthylation dans un
environnement biologique complexe, nous avons mené une &udeo sur un modéle
murin exposé a la ciclosporine (CsA) ou au tacrolimus (TAC) sur différentes périodes (de
7jours a 3moais), puis étudier la méthylatsbADN des LT CD4 murins.

La méthylationd’ADN a été étudiéa l'aide de la méthode MeDIP. En effet, dans ce
contexte exploratoire, une étude de la modification globale du méthylome par
immunoprécipitation nous semblait adaptée. Premiérement, la détection de la marque
méthylée était ciblée sur le promoteur du géene dititepar méthode PCR. Deuxiémement,
une approche sans priori par séquencagale lI'ensemble desfragments d’ADN

immunoprécipités a été choisie (Méthode MeDIP-seq).
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Travaux personnels : modification dynamique de la
méthylation de 'ADN des LT CD4 apres exposition a la

ciclosporine et au tacrolimus

1. Matériels et méthodes

Culture cellulaire

Les cellules de type JURKAT étaiessues d’une lignée lymphocytaire immortalisée

de type T (clone E-6-1 : ATCC TIB-159). Ces cellules étaient cultivées a 37°C avec 5% de
CO2, dans un milieu Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640, &ibdfe
Technologies, France) supplémenté avec 10% de Sérum de Veau Feetal (SVF) (@iléo
de solution d’antibiotiqgu€pénicilline/streptomycine ; Sigma-Aldrich, France) sur des plaques
24 puits. Aprés quelques jours de culture, les cellules éaiaaées par I'associaticaceétate
de phorbol myristate acétate 100 ng/mL (PMA, Sigma-Aldrich) et ionomycine M,5
(Sigma-Aldrich). De facon simultanée, les cellules étaient traitéeS M de CsA ou 0,05

M de TAC, concentrations choisies du fait de leur activité toxique sur la lignée cellulaire
rénale LLC-PK, sur la base de travaux réaledgrieurement au sein de I'unité (non publiés
Les cellules contrdles non traitées et non activées ont été exposées au méthanol (1%),
véhicule des solutions meédicamenteuses. Les cellules étaient collectées apres 24heures

d’exposition.

Développement du MeDIP-gPCR

i. MeDIP

Le kit MagMeDIP (Diagenode, Liége, Belgique) a été utilisé selon les
recommandations du fournisseur. Certaines étapes du protocole ont été adaptéeset I'étude
sont décrites ci-dessous :

- A partir du culot cellulaire, une extraction d’ADN aét réalisée par méthode

phénol/chloroforme/alcool iso amylique (25/24/1) (protocole détaillé en annexe 1).
Les solutions tampons et enzymatiques utilisées provenaient du Kit MagMeDIP.
- La sonication de I'ADN a eété realisée a laide du sonicateur 0S22

Covaris™ (Woburn, Massachusetts, USA)sponible a la plateforme « génome
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transcriptome»> de l'université de Bordeaux 2 (conditions appliquédésuty
Factor : 10%, Peak Incident Power: 175W, Cycles per burst: 200, Durée :
180sec).

Des molécules d’ADN nonhumains, hyperméthylé (meDNA control) et
hypométhylé (unmeDNA controlpnt été ajoutées a ’ADN d’intérét en tant que
contrble externeUne fraction de la solution (7,5L, représentant 10% de
I'échantillon) non immunoprécipitéeétait conservée a +4°C jusqu’aux analyses
par gPCR pour normalisation (input).

L’anticorps utilisé était le nC monoclonal antibody 33D3 Premium (réf GF-

004, spécificité mixte : humain et souris), a la concentration indiquée par le

fournisseur. L'incbation ADN- anticorps était réalisée durant la nuit.

ii.  Analyse par gPCR

Deux types de contrbles ont été effectués :

Controles internes au génome humain: analyse des promoteursStd2B
(hyperméthylé) et deGAPDH (hypométhylé) (essais SYBR GREEN, couples
d’amorces disponibles dans le kit MagMeDIP)

Contréles externes: analyse des ADNs non humains, hypométhylé et

hyperméthylgcouples d’amorces disponibles dans le kit MagMeDIP).

Le promoteur dL2 a été étudié a l'aide d'un essai TagMangom TagMan Design Assay,

Life Technologies) (Tableau 3).

Tableau 3Séquence de I'essai TagMan utilisé pour I'étudea)’

Locus Assay ID Essai TagMan
Promoteur Amorce sens : cacctacatccattcagtcagtctt
oroximal AIYOZWA Amorce anti-sens : gtcatcagaagaggaaaaatgaaggtaatg
Sonde : gggtttaaagaaattccaaag
POUCHE Lucie | Biologie Santé / Pharmacologie | Usit&ide Limoges | 2016 88



Les conditions d'utilisation des essais étaient les suivantes

- Concernant les essais SYBR green : activation de la polymérase : 95°C 7 min,
dénaturation / élongation: 95°C 15 sec / 60°C 1 min, 40 cycles, courbe de fusion :
de 65°C a 95°C, augmentation de 0,5°C par cycles, 1 min (SYBR® Green PCR
Master Mix, Applied Biosystems, Thermo Scientific).

- Concernant I'essalagMan : activation UNGAmpErase Uracil N-Glycosylake
50°C 2 min, activationde la Taq Polymérase: 95°C 10 min, dénaturation
/ élongation: 95°C 15sec / 60°C 1 min, 40 cycles (TagMan® Fast Universal PCR

Master Mix, Applied Biosystems, Thermo Scientific).

Expérimentation animale

Des souris males de la lignée congénique C57BL/6J ont été utilisées. Trois groupes ont été
constitués en fonction des traitements recus (CsA, a 30mg/kg/jour, TAC, a 2mg/kg/jour et
contréle, Ctrl) et traités quotidiennement par injection intra péritonéale durant 1, 8, 28, 63 et
83 jours (n=3 pour chaque conditi expérimentale et par tempsxposition, n total=45). A

la fin du traitement, le sang total était prélevé par ponction intracardiaque aprés anesthésie des
souris (solutions de kétamine a 100mg/kg et xylazine a 10mg/kg). La rate était prélevée,
nettoyée dans 1ml de PBS, broyée a l'aiderd’scalpel dans 2ml de RPMI (RPMI 1640
Medium, GlutaMAXM Supplement, Life Technologies TM) et passée sur filtre den7Qa

solution cellulaire obtenue était centrifugée a 1500 rpm pendant 10 min a +4°C.

Un rein et un lobe hépatique ont égalenwitprélevés apres lavage dadiane par injection
de PBS/EDTA au niveau de la veine cave caudale, puis conservés a -80°C dans une solution

de type All protect (QIAGEN) pour analyses ultérieures.

La solution @ CsA a été préparée a partiugé solution mere a 50mg/ml (Sandimmune®
Injection, Novartis), déthanol 100%, de Cremophor EL® (Calbiochem®) (huile de ricin) et
d’'un soluté glucosé a 5%. La solution de TAC a été préparparta dune poudre
(Tacrolimus 99% 100mg, VWR®), éthand a 100%, de Cremophor EL® etuwh soluté
glucosé a 5%. La solutiarontrdle contenait un mélangesthianol 100%, de Cremophor EL®

et de glucose a 5%.

Les anesthésiques ont été dilués dans du sérum physiologique (Chlorure de Sodium 0,9% ;
Baxter) a partir de solutions meéres de kétamine (Imalgene® 500, Centravet) (50mg/ml) et de
xylazine (Rompun® 2%, Centravet) (20mg/ml).
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Isolation des LT CD4 murins

Le sang total et la solution cellulaire de rate étaient inculbébscurité avec un tampon de

lyse des hématies pendant 8 minutes (tampon Amonium-Chloride-Potassium (ACK), 3ml de
tampon pour 100 de matrice biologique). Ce tampon a été préparé avec dCINehlorure
d’ammonium, 8,26g/l), du KHC®(bicarbonate de potassium, 1g/l) et de 'EDTA2Na
(0,03g/1). 20 ml de RPMI était ajouté pour arréter la réaction de lyse. Apres centrifugation
(1200 rpm, 10 min a +4°C), les culots cellulaires de sang et rate étaient repris dans 1 ml de
PBS.

L’homogénat était filtré sur colonne MS (Columns MS, Miltenyi Biotech) pour procgder
une sélection positive de cellules CD4 a l'aide des microbilles magretiquplées a des
anticorps anti-CD4 (CD4 L3T4 MicroBeads mouse, Miltenyi Biotech, 10pour 10

cellules).

La pureté des LT CD4 a été évaluée par Cytométrie de Flux (CMF) (FacsCalibur, Becton
Dickinson), en utilisant des anticorps BD Pharmigen™ FITC ratraaotise CD4, BD

Biosciences® (0,51 d’anticorps pour 18cellules).

MEDIP-seq

Un protocole MEDIPSEQ a été développé pour I'lon Prot¥rSystem (Life Technologies)
de la plateforme GénoLim, a partir de la publication de Corley (73) et de la these de Sengené

(74). Détaillé en Annexe 2, les principales étapes sont représentées en Figure 12.
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Figure 12. Work flow du protocole MeDIP-seq (IP: immunoprécipitat).

Validation de la MeDIP par gPCR

Un contr6le de 'immunoprécipitation a été effectué sur des souris noresraiteir
valider notre protocole avant I'étape du séquenchggpie 12). Aprés amplification de la
banque génomique, une fraction de I'lP était consepué® les régions internes du génome
murin controles de la méthylation ont été analysées par qPCR, au niveau des promoteurs des
genesGapdh (contrdle hypométhylé) efsh2b(contréle hyperméthylé) (couple d’amorces
disponibles dans le kit MagMeDIP).

Analyse bio-informatique

Les analyses bio-informatiques ont été menées sur LiauXaide d'outils de
retraitement des données NGS disponibles sur le servedowhrtis Institute of Biomedical
Research(NIBR), Bale, Suisse. Les étapes du retraitement de données de séquencage sont

présentées en Figure 13.
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Figure 13. Workflow du traitement bio-informatique des données de séquencage. Le circuit
bleu correspond aux typede fichiers d’entrée et de sortieqs€ore : score de qualité

d’alignement, DMR : differentiated methylated regions

i.  Qualité du séquencage

Lors de l'alignement sute génome de référenaaus musculusnm10, un fichier
BAM (Binary Alignment Mapest généré. Le fichier BAM est une forme condensée du fichier
SAM (Sequence Alignment MpaplLa qualité des reads (fragments lus) produits par le
séquenceur a été évalugéaide du logiciel FAST@Babraham Institute, (75)).

ii.  Nettoyage du fichier BAM (SAM Tools et Mark duplicates)

Le fichier BAM a été « nettoyé » de facon a conserver une information de qualité
suffisante pour effectuer une analyse différentielle de la méthylation. SAM Tools est un outil
de visualisation, d’édition et de formatage des fichiers SAM ou BAB). La commande
viewa été utilisée pour filtrer et exclure les reads possédant un score d’aligneideetr a
30 (gscorg. Les duplicats de PCR ont ensuite été marqués a I'aide de I'outil Maricatepl

(disponible sur la plateforme Git Hubbroadinstitute.github.io/picard/command-line-

overview.htm) puis filtrés a l'aide de SAM Tool€n effet, I'étape d’amplification PCR
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avant le séquencage peut avoir introduit un biais en ayant enrichi des zones du génome de

facon inégale.
iii.  Identifications des pics (MACS2)

Lors de I'alignement, les reads @t superposés au génome de référence. Pour identifier
les régions génomiques avec des differences de méthylation, des zones d’enrinhisseme
appelées « pics » doivent étre identsigearmi les reads superposés. Pour cela, I'algorithme
MACS2 (Model-Based Analysis of ChiP-Seq, )v2Za été utilisé
(https://pypi.python.org/pypi/MACS2(77). Le fichier de sortie est un tableau contenant les

informations des pics identifiés : chromosome, position de début et de fin, longueur, taille et

score de confiance des pics.

iv.  Analyse différentielle

Le packageDiffBind a été utilisé (interface R studio) (78) (79). A partir des pics
identifiés par MACS2 et des fichiers BAM, il permet de sélectionner ceux présents dans les
échantillons ayant recu le méme traitement, puis analyse la distribution différentielle entre les
groupes « traités » versus « non traitéBiffbind identifie lesgenomic feature On qualifie
de genomic featurdgout élément fonctionnel ou autre annotation du génome identifié lors
d’'une analyse de séquencage. Dans notre étudegiksait de régions avec des différences

de méthylation ou DMRd({fferentiated methylated regions

Premiérement, le fichier d’entrée requis paifbind a été construit. Il s’agissait d’'un
tableau contenant les fichiers MACS2, BAM et les informations relatives aux conditions de
traitements (durée d’exposition, traitement, réplicats) des échantillons areortgiget DBA

pourDiffBind Analysi3.

Ensuite, une matrice contenant lesunts pour chaque échantillon a été générée
(fonction countdu méme package). La fonction compte teads localisés sous les pics
identifiés par MACS2Cela permet diugmenter le niveau de confiance des pics identifiés par
MACS2 (Figure 14). Seuls les pics présents dans au moins 2 des échantillons ont été

conserveés pour la suite de I'analyse.
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Figure 14. FonctioBA_count

La fonction contrasta permis de définir 2 groupes d’échantillons séparés par le
traitement. Un minimum de 2 réplicats par groupe est requis dans cette analyse.

L’'analyse différentielle est basée sur la fonctiorandllyse du package, son
fonctionnement est basé sur le module EdgeR (package EdgeR) (80)(81). Le facteur de
variabilité technique le plus important est la différence de profondeur de séquencage entre
chaque échantillon. Ainsi, EdgeR sfa I'analyse différentielle sur la variabilité de
profondeur de séquencage des librairies. Le signal est normalisépsgudo-counts
(nombre de reads d’'umégion divisé par un nombre total de reads).

Les regions d'intéréteont étéidentifiees a l'aide d’'un test exact, contenu dans le
module EdgeR, en comparant la distribution des pics dans les 2 groupes. Le fichier de sortie
était un tableau contenant leg2 fold changdratio despseudo-countdu groupe échantillon
traité / échantillon contréle), les petits p (non corrigés) efhdse discovery rate$FDR,
correspondant a un p corrigé selon la technique de Benjamini-Hochberg) pour chacun des pics

conserves (80). Seules les régions avec une FDR<0,1 ont été conservées.

v. Visualisation des régiondintéréts

Les fichiers BAM ont été convertis en fichier BedGraph puis en fichier BigWig pour
permettre une visualisation des enrichissements, sur le navigateur du génome UCSC
(https://genome.ucsc.edyFigure 15) (outil Bed tools v.2.25.0, (82)).

POUCHE Lucie | Biologie Santé / Pharmacologie | Usit&ide Limoges | 2016 94



Figure 15. Conversion du fichier BAM en fichier BigWig

L’ensemble des scriptet lignes de commande utilisés pour la réalisation de ces analyses

sont donnés en Annexe 3.
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2. Résultats

MeDIP-gqPCR sur le modéele JURKAT

L’analyse de laméthylationd’ADN a l'aide de laméthode MeDIP sur le modele

cellulaire JURKAT est présentée en Figure 16.

Figure 16. Enrichissement de maéthylation de IADN, expriméen % d’input fraction
d’ADN non immunoprécipité) de la lignée JURKAT pour (a) les ADNs controles non
humains (nh  meDNA : non human methylated DNA, nh unmeDNA: non human
unmethylated DNA), (b) le promoteur de&SH2B (c) le promoteur dé&SAPDH et (d) le
promoteur d’L2 dans le modele cellulaire JURKAT apres activation et/ou traitement par ICN
(CsA : ciclosporine, TAC : tacrolimugleprésenté par la moyenne et I'écart type obtenus sur

réplicats biologiques).

Les contrles externes ont été réalisés pour valider deux expériences de MEDIP
réalisées a deux périodes différentésnontrent une grande variabilité d’enrichissement en
fonction du temps. &viron 15 et 60% d’inputles échantillons sont echis pour 'ADN
hyperméthylé ; nous ne retrouvopas d’enrichissemergour nos échantillonpour 'ADN
hypométhylé. Les résultats observés pour les promoteBRB®H et deTSH2Bconfirment
I'enrichissement de zonesypermethylées du génome. Pour les conditions « Activées »,

« Activées/traitées par CsA », et « Activées/traitées par TAC », la région pronudrice
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TSH2B (connue pour étre compactée en hétérochromatine et riche en marque méthylée de
I’ADN) est enriche (entre6 et 15% de l'input) La région promotrice d&APDH (connue
pour étre constitutivement active et pauvre en méthylation CpG) ne montre aucun

enilichissement pour les 4 conditions (% d’input entre 0,02 et 0,7% d’input)

Concernant le promoteur |02, une absence d’enrichissement est observée en
condition contr6le. Nous ne montrons pas d’'efiatla méthylation aprés activation cellulaire
par PMA/ionomycine, ni apres exposition a la ciclosporine ou au tacrolimus durant 24 heures
(Figure 16d).

Par manque de matériel biologique, I'enrichissemidnil SH2B dans I'échantillon
contrdle est manquant. De plus, les réplicats de MeDIP réalisés sur cet chaltiit pas
fonctionné. Ainsi, les enrichissements des régions promotride® @t de GAPDH en

condition contréle sont présentés sans indicateur de variabilité (Figure 16, c et d).

Nous montrons que la méthode MeDIP est efficace dans notre étude sur cellules T de la lignée
JURKAT. Cependant, une grande variabilité d’enrichissement entre les expériences de

MeDIP est observée.
Expérimentation animale

Les souris étaient agées de 7 semaines au dibutexpérimentation. Aucune
différencedans la prise de poids n'a été obserdé&s groupes Csa, TAC et contrble. Elles
pesaient environ 20g a J1 puis entre 28@ a J83 pour I'ensemble des souris (valeurs
cohérentes avec les informations du fournisselirn’a pas été observé de différences

comportementales particulieres au sein des groupes.

Quatre souris sont mortekirant l'expérimentation : €lix d’entre elles apparteeat
au groupe « 63jours », une du groupe CsA probablement suite a une infection, une du groupe
TAC apres injection de &nesthésique ; deux appartenaient au groupe « 83 jours », une du
groupe CsA probablement suiteuae infection, une du groupe contréle lors d’'une injection

intrapéritonéale.
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Validation du MeDIP par gPCR

Les analyses par qPCR aprés amplification de la banque génomique montrent un
enrichissement important au niveau du promoteufst®bet une absence d’enrichissement
au niveau du promoteur dé&apdh, validant ainsi I'étape d’immunoprécipitation avant

d'effectuer le séquencage (Figure 17).

Figure 17. Enrichissement de maéthylation de IADN, expriméen % d’input (fraction
d’ADN non immunoprégité) des LT CD4 au niveau (a) du promoteurGigpdh(région
contréle hypométhylée) et (b) du promoteuTdd2b(région contrble hyperméthylée).

Analyse bio-informatique

Les analyses bio-informatiques sont en cours de réalisation. A ce jour, les échantillons
du groupe « 83 jours » traités par TAC et les échantillons contrdles (Ctrl) correspondants ont
été analysés, correspondant aux fichiers de séquencgage suivants :

- CtrI83, réplicat 1 (Ctrl1): 19

- Ctrl83, réplicat 2 (Ctrl2): 20

- TACS83, réplicat 1 (TAC1): 24

- TACS83, réplicat 2 (TAC2): 23

- TAC83, réplicat 3 (TAC3): 25
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i.  Qualité du séquencage

Les rapports de qualité FASTQC sont donnés en annexe 3. lls montrent des séquences

de bonnes qualités pour les 5 échantillons qui sont donc utilisables pour I'analyse.

- Per base sequence qualitya moyenne du score qualité de lecture des bases se
situe entre 20 et 30, ce qui représente une lecture de bonne qualité pour des reads
générés pdrlon Proton.

- Per base sequence contenes courbes pour chaque base A, T, C, G sont
parallelesentre elles jusqu’a environ 2@@ses de lecture, correspondant a la taille
moyenne des séquences lues. Cela signifie que la qualité de lecture est homogéne
entre les bases.

- Per sequence CG contenfa distribution des CG ne respecte pas la distribution
théorique du génomeus musculust est plus élevée pour les échantillons Ctrl2,
TAC1 et TAC3. Cela s’explique par I'expérim@ation MeDIP,responsable d’'un
enrichissement en fragments méthylés et donc riches en CG.

- Sequence lenght distributionla distribution de la longueur des reads pour
I’ échantillon Ctrl1 montre un nombre important de petits reads lus, comparé a la
longueur moyenne des fragments d’ADN fowrnau séquenceur. Les autres
échantillons contiennent une majorité de fragments correspondant a la taille des
fragments d’ADN de la banque (entre 170 et 200pb).

- L'analyse des duplicats ne montre pas de biais d’aitguiibn PCR $equence
duplicat leve).

- lIn'y a pas deégion surreprésentée pour ces 5 échantillons.

- L'analyse des Kmer recherche la distribution de pet#guences ATCG sur
'ensemble deseadsgénérés. Ces séquences peuvent étre surreprésentées dans le
génome mais doivent étre reparties de fagon similaire sur toute la longueur des
reads. Le module Kmer de Fastqc teste cette répartition et représente les 6
séquences ayant le plus fort niveau de déviation. Certaines de ces séquences sont
fréquemment retrouvées apres environ 250 bases lues pour les 5 librairies et
peuvent étre dues aux augmentations d’esréaites par le séquenceur en fin de
lecture. Cependant, ils ne perturbent pasdlyse du signal du fait que la grande

majorité des reads est inférieure a 250 bases.
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ii. Analyse différentielle de la méthylation

Il est retrouvé un enrichissement important et de niveau similaire ‘paseible des
échantillons Ctrl et TAC du groupe « 83 jowrsau niveau d’'unéDMR localisée dans le
promoteur deMeg3 géne codant pour un ARN long non coddntRNA et dont la région
génomique (clusteDlk1-Dio3) est soumise a empreinte. Cette « Ig DMRIntefgenic
Differentiated Methylated Regipnest tres méthyléau niveau de l'alléle paternel et permet
de contrblerexpression duncRNAexclusivement par dllele maternel (83)C’est une bonne
région contrdle car du fait de son implication dans le développement embryonnaire, cette
méthylationest hautement conservée. Ainsi, I'enrichissement retrouvé pour I'ensemble de nos
échantillons permet de s'assurer du bon fonctionnement deétape

d’immunoprécipitation(Figure 18).

Figure 18. Visualisatiode I'lg DMR dans le clusteDlk1-Dio3 et les profils de méthylation
des échantillons TAC et Ctrl 83 joyrignés sur la séquence de référence du gene (Refseq)

(mm210) genome.ucsc.edula région surlignée en bleu correspond a I'lg DMR.
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Afin de comparer les enrichissements globaux des 5 échantillons comparés, une
analyse de corrélation a été effectuée sucdemts(reads présents sous les pics identifiés).
Celle-ci ne montre pas de corrélation particuliere entre les échantillons TAC et Ctrl (Figure
19). De plus, la fonction analysea pasdétecté de régions avec différences significatives de

méthylation.

Une analyse en composant principal (PCA) a donc été memée s’assurer de
'absence de valeurgaberrantesou déchantillon problématiqueoqtlier). Cette analyse
identifie les facteurs expliqguant au mieux la variabilité entre les échantillons. Le graphe PCA
représente les échantillosslon les 2 variables les plus importantes, sur 'axe des abscisses et
des ordonnéesl’analyse en PCAdes counts révéle une trés grande variabilité entre

I"échantillon 24 (TACL1) et le reste des échantillons (Figure 20).

Figure 19. Graphe de corrélation dmaints(tous les échantillons du groupe TAC et Ctrl, 83

jours)
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Figure 20. Analyse en composant principal desnts(tous les échantillons du groupe TAC

et Ctrl, 83 jours)

Du fait de la variabilit¢ anormale retrouvée pour I'échantillon TAC1 (ficRi),

celui-ci a été exclu pour la suite des analyses et considéré conoudien

L’exclusion de |echantillon AC1 n’a pas augmenté tarrélation dans la distribution
des counts entre les échantillons du groupe TAC et du groupe CTRL (Figure 21). Cependant,
la fonction analyse a détecté des régions avec des différences significatives de méthylation.
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Figure 21. Graphe de corrélation @esints(aprées exclusion du TAC1, numéro 24)

Vingt-quatre régions génomiques ont été identifiées comme présentant des différences
significatives de méthylation avec un FDR<O0,1, entre le groupe TAC et le groupe CTRL. Six
sont localisées dans des régions connues du génome. Neuf DMR sont dans des pseudo-genes,
c’esta-dire des genes dont la séquence a été décrite et contient les éléements suffisants pour
étre fonctionnelle, mais ne correspond a aucune protéine connue. Enfin, cing régions sont

situées dans des régions non décrites du génome (Tableau 4).

En particulier, une DMR a été identifiée dans le promoteur distal du @aine2,
codant pour la calmoduline Bycalisée a environ 2kbp dii"exon.Les LT CD4 exposés au
TAC durant 83 jours ont un niveau de méthylation plus élevé que les LT CD4 contrdles au

niveau de ce promoteur (FDR=0,096) (Figure 22).
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Figure 22. Visualisation du promoteur @alm2et des profils de méthylation des échantillons
TAC et Ctrl 83 jours alignés sur la séquence de référence du géene (Refseq) (mml0)

(aenome.ucsc.edullLa région surlignée en bleu correspond a la DMR identifiée.

Une autre région identifiee comme hyperméthylée aprés exposition auversns
Ctrl est localisée dans le corps du géh&bl2, codant pour le récepteur a I'lL18ans un
exon commun a tous les transcrits décrits. Cependant, les données visualisées sur UCSC
révélent une importante différence entre les enrichissements des deux échantillons Citrl,

suggérant un artefact dans le signal ou une possible contamination cellulaire (Figure 23).
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Figure 23. Visualisation UCSC du géhE2rbl (genome.ucsc.edu/

D’autres DMRont été identifiées dans des genes sans lien direct avec la régulation du

systéme immunitaire (visualisation UCSC en annexe).

Les locus identifiés comme sujets a des variations de la méthydstibADN des LT
murins ou humains (Tableau 2) ont été explorés sur UCSC. En patrticulier, aucune variation de
la méthylationde I'ADN n’a été observée dans les pronuosedll2, 114, Csf2 (codant pour

GM-CSF), etifng (visualisation des 4 régions données en anadikee d’exemple).

L’analyse en composant principal concentrée surréggons avec des différences
significatives (FDR<0,05) montre que la part de la variabilité expliquée par le traitement entre
les échantillons est de 14%. Une variabilité majoritaire de 85% non expliquée est observée

entre les groupes TAC et Ctrl (Figure 24).
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Figure 24. Analyse en composant principal réalisée surcdesits couvrant des DMRs

identifiees(apres exclusion de I'échantillon TAC, numéro 24)
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Tableau 4. Liste des DMRs identifiees (avec un FDR<ah}y I'analyse des échantilloissus du groupe TAC, 83jours

chrl7 Calm2 upstream Calmoduline Voie de la 87448786 87449217 432
calcineurine 448 518 3.06 212 3.33E-05 0.096
chr8 Vps37a intron Protéine Complexe 40538358 40538771 414
« vacuolar endosomal 3.55 4.37 1.42 2.95
sorting 37A » (transport) 1.76E-05 0.071
chr8 1112rb1 exon Récepteur beta  Stimulation des LT 70812461 70812711 251
1de différenciation en 4.04 4.80 2.33 2.47
l'interleukine 12 Thl 1.79E-05 0.071
chrl?7 Ddx11 intron ARN Helicase Structure 66126388 66126580 193
ATP- secondaire des 3.36 4.20 1.08 3.12
dépendante ARN 9.10E-06 0.062
chrl3 Atxnl intron Ataxin 1 Réle dans l'ataxie 45917293 45917637 345
spinocerebellaire
4.17 2.67 4.90 -2.23
2.82E-05 0.086
chrl3 Pou6f2 intron POU class 6 Régulateur de la 18193215 18193449 235
homeobox 2 transcription
rble de suppresseur 3.66 1.79 4.45 2.66
de tumeur 3.76E-05 0.096
chr9 gm26870 promoteur  pseudo-géne 3035711 3036584 874 8.86 9.58 7.34 2.24 2 71E-05 0.086
chr9 gm26870 promoteur  pseudo-géne 2999948 3000360 413 5.61 6.29 4.31 1.97 1.29E-05 0.071
Y retro- promoteur  pseudo-géne 4161713 4162029 317
gm20854 4.83 551 352 1.99 2.16E-05 0.074
chrl3 2210408! intron pseudo-gene 77438843 77439175 333
21Rik 4.54 536 2.49 287 507E-07  0.009
chrb 44949540 44949910 371 7.65 8.42 5.89 254 1.38E-07 0.004
X 169980838 169981187 350 4.62 2.92 5.38 -2.47 2 83E-06 0.025
chrl4 gm21738 exon-intron pseudo-géne 19417560 19418964 1405 9.28 9.91 8.14 1.76 1.60E-05 0.071
Y 4453414 4453803 390 8.35 9.04 6.98 2.06 1.72E-05 0.071
chr2 gm10801 exon-intron pseudo-géne 98663742 98664089 348 7.76 8.38 6.63 1.75 1.74E-05 0.071
chrl4 gm21738 exon-intron pseudo-géne 19415654 19416852 1199 8.93 9.54 7.86 1.68 2. 19E-05 0.074
chr9 gm26870 intron pseudo-géne 3022066 3022364 299 5.28 5.94 4.03 1.90 2 71E-05 0.086
chrs 17931503 17931716 214 3.20 4.03 1.04 2.99 3.49E-05 0.096
chr9 gm11168 exon-intron pseudo-géne 3004697 3005009 313 5.75 6.40 4.54 1.86 3.68E-05 0.096
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3. Discussion

A partir du constat clinique que les traitements immunosuppresseurs présentent des
différences d'efficacité entre les patients transplantés, nous avons émis l'lsgpqtiiene
modification de I'activité de la voie de la calcineurine au sein diéslez cibles pourria
expliquer en partie cette variabilité pharmacodynamique. Du fait de leur adaptation rapide
pour induire une réponse immunitaire efficace, les cellules T présentent une grande plasticité
dans I'expression génique, contrdlée par des régulations épigeasetigne vue globale de la
potentielle influence des ICN sur cette régulation était donc le point de départ du travail. La
méthylation de 'ADN sur le LT CD4 a été choisie, d'une part du fait desaissances déja
etablies sur son réle dans la régulatiexpression génique, d’'autre part, pour envisager des

applications cliniques ultérieures.

L’ étude atout d’abordété menée sur la lignée cellulaire JURKAT afin de tester la
méthode MeDIPNous n'avons pas montré que I'exposition des cellules a laoQssu TAC
induisait des modifications de la méthylatiam niveau du promoteurld2. Cependant, nous
ne concluons pas stiabsence d’'effet des ICN. En effetgtude par gPCR était limitée et a
permisd’explorer unerégiond’environ 100 pb. Il aurait fallu couvrir une région plus grande
(a2 l'aide de plusieurs essais repartis sur le promoteur par exemple) pour effectuer une
exploration correcte. Une autre limite de ce travail était le choix du modéle. Issues de cellules
cancéreuses présentant un profil épigénétique altéré, les cellules JURKAT étaient susceptibles
de répondre differemment en comparaison avec des cellules T physiologldé#sde de
variation épigénétiqueia une lignée cellulaire immortalisée n’est jé&ale dans ce contexte
(84). L’ étudede l'influence des ICN sules LT est plus pertinente dans un environnement
biologique complexe, attendu dans un modele animal. Cependant, ce travail avait pour
objectif premier de tester la MeDIP sur nos cellulestéiét et a permis de disposer de

matériel biologique en quantité suffisante pour la mise au point de la méthode.

Nous avons observé une grande variabiliténrichissement ahs les régions
contrbles,d’'une partentre les gPCR réalisées au sein du modéle cellulaicBaatre part,
entre les deux types cellulaires testés (JURKAT, Figure 16, ye®8usLT CD4 murins,
Figure 17, p.98)L’ensemble du protocol®eDIP a été révisé lors du transfert de la méthode
sur les LT CD4 murinsnotamment du fait d’'un changement de sonicateur entre les 2 études

(acquisitiond’'un sonicateur Bioruptor PICDiagenode au sein de la plateforme Genolim
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pour I'étude sur modele murinle changerent d’'un parametre du MeDIP peut modifier
grandement le rendement de l'enrichissement, et cettiedg variabilité analytique rend
difficile le transfert de la méthodenalgré I'origine commune des JURKAT et [OD4. La
mise au point des méthoddsnalysedes marques épigénétiques doit étre effectuée sur le

matériel biologiqueet a I'aide des mémes outils d’analgestinés & étude principale.

L’analyse différentielle de la méthylation étant en cours de réalisdes résultats
présentés dans ce mautit sont préliminaires mais prometteurs. Sur 'ensemble du génome,
nous avons montré que seulement 24 régions présentaient un niveau de méthylation modifié
apres 83 jours d’exposition au TAC. Le promoteur du gémlen2 codant pour I'isoforme 2
de la cainoduline, semble étre davantage méthylé apreés I'exposition au médic&eent.
signal doit étre confirmé’dne part, a I'aide d’'une méthode d’analyse de la méthylation ciblée
sur cette région. Une analyse PCR apres traitement par bisulfite de sodium serait adaptée ici.
D’autre part, une étude d’expression du géaém2doit étre réalisée pour évaluer I'impact de
cette hyperméthylation sur I'expression du géne. Une corrélation entredification de la
méthylation et I'expression permettra de confirmer ou d’infirmer ce résulte étude du

transcriptome sur puce est en cours.

Les résultats obtenus doivent étre interprétés avec prudence. Premiérement, nous
n'avons pas montré deorrélation au sein des échantillons du groupe TAC et au sein du
groupe Ctrl,avant ou aprés exclusion deédhantillon TAC1 (Figure 19 p.101, Figure 21
p.103) Ceci peut s’expliquer par le fait qle corrélation a été mesurée sur la distribution
globale desreads entre les échantillondNous pouvons supposer que l'exposition a un
médicament entraine des modifications ciblées de certaines régions du gereffaeserait
ainsi noyé dans uneomparaison globale de I'enrichissemdbeuxiemement,’ inalyse en
PCA a révélé une variabilité anormalement grande au sein des échantillons du groupe TAC
(Figure 20 p.102)Nous avons choisi d’exclufBAC1 du fait de la grande différence observée
avec les autres échantillons. Cependant, les profils de méthylation globaux, et spécifiques au
niveau de la région contrdle Meg3, sont similaires entre les 3 échantillons TAC, ne montrant
pas d’anomalie d’enrichissement pour TAQlanalyse qualité des fichiers de séquencage ne
met pas non plus en évideranomalieparticuliere au niveau du séquencage concernant cet
échantillon. Ainsi, lechoix d’exclure I'échantillon TAClest critiquable. Une explication
possible a I'observation de tedifférence est une contamination avec un autre type cellulaire

lors de l'isolement des LT CD4malgré le controle effectué par cytométrie de flux). La
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méthylationde ’ADN étant spécifique du type cellulaire, une contamination par des LT CD8
ou d’autres leucocytes pourrait avoir gommé la signature médicamentéasalyte du
transcrptome suivie d’une comparaison des profils d’expression avec des données provenant
d’autrestypes leucocytaires murins pourrait répondre a la question. Le consortium ENCODE
met a disposition des données d’expression du génome sur un nombre importansde type
cellulaires murinsWww.encodeproject.ojgAvec l'utilisation de la pucelllumina Infinium

450K (analyse du méthylome apres traitement par bisulfite, cf. Chapitre 1 p.18-20), Reinius et
col. montre la spécificité de méthylation pour les différents type leucocytaires de
prélevements sanguins périphériques issus de volontaires sains (85). Cette résolution
d’analyse permet déécrire et de quantifier des sous populations dans un échadtitonle.

Sans toutefois répondre a notre question de dépette analyse permettrait d’écarter les

risques de contamination cellulaire, et de renforcer la robustesse des résultats observés.

Cette variabilité importante entre échantillons met en avant uneliaiteede I'étude.
Le choix de 3 réplicats par conditions testées était un nombre insuffisant. La mortalité
obtenue dans certains groupaisisi que I'importantelifférence de réponse observée pour les
échantillons TAC « 83 jours permettent de tirer la conclusion qu’'nombre plus important
de réplicats était nécessaire. Cing réplicats par groupe pourraient étre recommandés pour les

futures analyses réalisées dans le projet.

Comme discuté dans le chapitre 1, il existe de nombreuses autres voies de régulation
de I'expression génique, en complément de la méthylation de 'ADMErques histones,
ARN non codants, facteurs de transcription, et¢étude de la méthylatiode 'ADN de
facon isolée ne représeme’une infime partie de l'influencees ICN. Il est possible que
certains loci, dont I'expression est effectivement modifiée par I'action des (Chient pas
ete identifié ici. En étudiant 'impact de I'acideycophénolique (MPA) au sein des LT CD4,
iIssus de volontaires sains d’'une part, et de patients atteints de lupus pgattfieT CD4
lupus), Yang et col. ne montrent pas de modification de la méthylation de I'kiD¥Ncai’'une
augmentation de dicétylationde I'histone3 est observée spécifiguement chez les LT CD4
lupus. lls ont ensuite montré que I'exposition du MPA exvivosur les LT CD4 lupus
diminuait I'activité des HDAC et augmentaient celle des HAC, expligpeotiablement une
partie du mode d’action du MPA du fait de I'hypoacétylation globalement obsdregdes
patients atteints de la maladie (86).'étude en paralléle des sites de régulation par la DNase,

des principales marques histones identifiés dans la régulation transcriptionnelle type
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acétylation/méthylation des H3/H4, des transcripts puis l'intégration de I'efesatabces
données pourraient identifier précisément les tlesponsables d’une modification d’activité

du génome induitpar I'exposition aux ICNCette premiére étape samgpriori et de grande
ampleur est nécessaire pour avoir une premiére irdagkaction médicamenteuse sur la
régulation épigénétique. Nous pourrions ensuite analyser chaque loci/marque identifié de
facon plus précise pour comprendre la réelle action des ICN. Jamais raligéalors, ette

étude de la méthylatiode I'ADN est donc &t le début d'me large investigation

pharmacodynamique des ICN.
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Perspectives

Les ICN induisent-ils des changements dans la régulation épigénétique des LT

CD4 permettant d’expliquer des différences d'activité cellul@ire

L’objectif final étantd’identifier des biomarqueurs épigénétiques capables de prédire
un phénotype cliniqgue chez le patient transplanté, il est important de définir précisément le
phénotyped’étude pour la suite du travail. Dans notre étude, nous identifions des régions
présentant des différences de méthylation sans lien avec un phénotype particulier. Ce travalil,
exploratoire, avait pour but de savoir si les ICN avaient une potentielle influence a ce niveau
de I'expression des genes non. Ainsi, la population de LT CD4 a été étudiée dans son

ensemble, sans souci de distinction de fonctionnement cellulaire.

Pour la suite du projet, les travaux sur modele animal doivent étre poursuivis, avec une
classification de nos cellules idtérét selon un phénotype. En travaillant sur des sous-
populations filtrées selon un critere fonctionnel, nous pourrions associer des modifications de
la méthylation au dysfonctionnement du.lA titre d’exemplesla mesure dedctivité ATP
(87), ou cellede l'activité calcineurineou del’expression des genes NFAdépendants,
pourrait étre utilisée pour séparess LT CD4 avant Btaped’immunoprécipitation. La
comparaison des niveaux de méthylation entre les sous-groupes cellulaires « bon répondeurs »
et «mauvais répondeurs » au traitememgrmettrait d’identifier des biomarqueurs

intéressants.

Les données générées par cette premiere étoté pas fini détre analysées. Tout
d’abord, les résultats obtenus pour é&hantillons traités par tacrolimus des groupes « 28
jours » et «63 jours» seront comparés au groupe « 83 jours ». Cela apportera des
informations sur la dynamique des modifications épigénétiques observées. Ensuite, les
analyses bio-informatiques doivent étre étendues aux échantillons des groupes
« ciclosporine ». La comparaison des résultats issus des études « tacrolmerssis
« ciclosporine> pourra expliquer des difféerences dans leurs mécanismes d’atisn.
analyses des données générées par le séquencage NGS demandent une réelle snaitrise de
outils bio-informatiques. Ces nouvelles technologies se sont rapidement développées et
intégrées aux travaux de recherche scientifique ; cependant, les analyses bio-informatiques

permettant leurs interprétations sont difficilement réalisables sans les compétenceis-
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informaticien. Une utilisation non maitrisée de ces outils peut facilement mener a des résultats
faussement positifs (ou négatifs). Des bonnes pratiques de retraitement de données NGS dans
un contexte clinique sont actuellement proposées par des groupes experts (88). Ainsi, acquérir
les compétences nécessaires a ces analyses ou établir une collaboration avec une équipe
spécialisée dans les analyses bio-informatiques de MeDIP-seq est un point crucial pour la

bonne réussitd’un tel projet.
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Conclusion générale

Les différents travaux réaliséans le cadre de cette these d’université ont tenté
d’explorer la variabilité pharmacodynamique des ICN en transplantation, d’ohdmiue
pharmacogénétique puis pharmacoépigénétigiabjectif de ces travauxtait d’'une part,
d’identifier des biomarqueurs génétiques potentiellement utilisables, a terme, pour améliorer
le suivi thérapeutique de ces médicameetsd’autre part, dvaluerimpact des ICN sur la

régulation épigénétique.

Basé actuellement sur la mesure des concentrations sanguines chez le patient
transplanté, le suivi thérapeutique des ICN est en amélioration continue notamment par
I'apport des travaux de recherche pharmacogénétiqueNous n’'avons pas identifié de
variants de la voie de la calcineurine permettant de prédire la pharmacodynamie des ICN, que
ce soit sur le risque de rejet aigu d’'infections graves chez les patients transplandésux.

Ces résultatsle I'étude« POLYCIS »mettent en avant la difficulté €fudier le rejet aigu en
pharmacogeénétiquaujourd’hui, dont I'incidence est faible du fait de I'optimisation des
traitements. Les approches « génes candidats » resténepies pour I'exploration d’autres
phénotypes en transplantation. Les deux travaux de revue de littérature ont permis de
sélectionner d’autres variants des genes codants pour les protéines participant a la
pharmacodynamie des ICN non testés dans notre population, et qui mériteiétemt
explorés ultérieurement. En perspective de ces travaux génétiques, notre panel de variants
candidats pourrait étre étudié dans le développement des NODATS, effet indésirable rapporté
avec l'utilisation &s ICN et dont la voie de la calcineurine semple impliquée.

La suite de I'exploration de la variabilité pharmacodynamique desa@ecentrée
surl’ épigénétique. La pharmacoépigénétique, étude des variations épigénétiques modulant la
réponse a un médicament, ou bien induites par lI'exposition a un médicament, est une
discipline en plein essor qui viendra probablement compléter la pharmacogénétique dans ses
applications. Au travers deétude des modifications de méthylatide ’ADN au sein du LT
CD4 de souris, nous avons mis au point un protocole de MeDIP-seq pour le séquenceur lon
Proton, enjeu de taille du fait que cette méthode est peu publiée car la majorité des
séquenceurs utilisés dans les plateformes de biologie moléculaire sont de type Illlumina. Les
analyses des données générées par cette méthode sont toujours en cours, cependant, des
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résultats préliminaires semblent monttfarfluence potentielle du TAC sur la méthylation

d’'un gene de la voie de la calcineuri@glm2 codant pour la calmoduline 2. Ces résultats

sont prometteurs mais devront étre confirnpmur comprendre l'impactéel de ces
différences de niveau de méthylation. Ce travail exploratoire a permis de tirer quelques lecons
sur le développement des analyses épigénétiques : la prise en compte de la grande variabilité
technique observée entre expériencksffet tissu spécifique nécessitant une pureté élevée

des cellules étudiées, le choix du phénotymeir comprendre I'impact biologiqueesl
modifications observeées, et le retraitement bio-informatique des données NGS qui est un

enjeu majeur pour mener a bien les travaux utilisant ces nouvelles technologies NGS.

Du fait de ses variations dynamiques et réversitblépigénétiquadans I'exploration
des causes de variabilité de réponse aux médicaments est prometteuse. Dans un futur proche,
nous pourrions imaginer que des biomarqueurs pharmacoépigénétiques viendront compléter
les outils pharmacogénétiquasjourd’hui utilisés en transplantation. L’objectif est d’arriger
combiner un eramble doutils de suivia difféerents niveaux de la variabilité
pharmacodynamique, peis les modifications de '’ADNusquaux concentrations sanguines
des médicaments immunosuppresseuain d'optimiser leur usage etd’améliorer

continuellement la prise en charge des patients transplantés.
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Annexe 1.Protocole d’extraction d’ADN (par phénol/chloroforme/alcool iso amylique) testé dans
le développent du MEDIP sur culture cellulaire
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Annexe 2.Protocole MeDIP-seq
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Annexe 3.Lignes de commandes

Lignes decommande ui isées su e syseme d’expoi a ion Linux
bash . $ fasqc../lonXpess_ XX _GRm 8.bam oqc  xx

bash . $/../Ma kDupicaes.ja I=/../lonXpess_GRm 8.bam
O=/..llonXpess_ GRm 8 Maked.bamM=me icV LID ION_SRINGENY=SILEN
RE E_INDEX=F=

bash .$ samoosfagsaslonXpess XX _GRm 8 Maked.bam

bash .$/./samoosviewb F g /./lonXpess_ XX GRm 8.bam
>/../lonXpess_ XX _GRm 8QSORE _noDUP.bam

bash .$/./macs ca peak /../lonXpess XX GRm 8QSORE _noDUP.bam
fB M gmm n/./lonXpess XX GRm 8QSORE noDUP M S B

bash . $/../bed oos genomecovbg ibam
/../llonXp ess_ XX _GRm 8QSORE _noDUP.bamg/../genome ef >
/../llonXp ess_ XX_GRm 8QSORE _noDUP.bg

bash .$ awk F"\ "'(($ I~/GLN&&($ ~/IHN)){pin $ }
lonXpess XX _Q®RE noDUP.bg sed e's/M /ch M/g'| sed e's/X/ch X/g'| sed
e's/Y/ch Y/g'>lonXpess XX Gk 8QSORE _noDUP_US canon.bg

bash .$ "/../bedG aph oBigWig

/../lonXp ess_ XX _GRm 8QSORE _noDUP_US canon.bg
/../]genome ef

/..l lonXpess_ XX _GRm 8QSORE _noDUP_US canon.bw

Lignes de commandeiffbind (Rstudio)
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Annexe 4.Rapports qualité FASTQC des fichiers de séquencage (groupes TAC et Ctrl « 83jours »)
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Annexe 5.Visualisation des régions géniques identifiées comme DMRs selon I'analyzéfbind (cf.
Tableau 4).

Dans l'ordre: Vps37a(région intronique) Ddx11 (région intronique) Atxnl (région intronique) Pou6f2
(région intronique) ; alignement au génoas musculusnm10 ienome.ucsc.edlu
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Annexe 6.Visualisation des certains locus précédemment identifiés comme présentant des
variations de la méthylationde I’ADN au sein du LT CD4 (cf. Tableau 2)

Dans l'ordre: 112 (promoteur),lfng (promoteur),Csf2 (promoteur), locudl4-1113 (région intergénique) ;

alignement au génondus musculusnm10 ¢ienome.ucsc.eflu
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