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Liste des abréviations 

- AUA : Aire sous l’Activité  
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- FDR : false discovery rate 
- GM-CSF : Granulocyte macrophage colony stimulating  
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- ICN : inhibiteurs de la calcineurine  
- IFN�� : Interféron gamma  
- IL2: Interleukine 2 
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- LT : Lymphocyte T 
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- MeDIP : Methylated Immunoprécipitation 
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- NGS : Next Generation Sequencing 
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- OR : Odd Ratio  
- pb: paire de bases 
- PCA : Analyse en Composant Principal 
- PCR : Polymerase Chain Reaction 
- RRBS : Reducing Representation Bisulfite Sequencing 
- SAM : Sequence Alignment Map 
- SI : Système immunitaire 
- SNP : Single Nucléotide Polymorphism  
- STP : Suivi Thérapeutique Pharmacologique  
- TAC : tacrolimus 
- TET : Ten-Eleven Translocation  
- TNF�� : Tumor Necrosis Factor alpha   
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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’organes. En inhibant la voie de 

la calcineurine au niveau du lymphocyte T (LT), ces derniers bloquent la synthèse de 

l’interleukine 2 (IL2), permettant l’activation lymphocytaire. Cette activation est à l’origine 

de l’organisation de la réponse immunitaire contre le greffon. Pris au long cours pour lutter 

contre le rejet de greffe, ces médicaments sont responsables de la survenue d’effets 

indésirables : néphrotoxicités irréversibles, participant à la « dysfonction chronique du greffon 

» ou rejet chronique, infections graves, troubles du métabolisme dont le diabète post-

transplantation, tumeurs malignes notamment. La toxicité et l’efficacité du traitement par ICN 

est très variable d’un individu à l’autre (variabilité interindividuelle), ainsi que pour un même 

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 ICN une fois l’état d’équilibre atteint. Une adaptation de la dose 

est proposée afin d’atteindre les concentrations cibles permettant d’obtenir 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’effectuer un nouveau dosage de vérification. La variabilité 

pharmacodynamique, correspondant à la variation d’activité des cibles (cellulaires ou 

moléculaires) expliquant une différence de réponse du médicament, n’est pas 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 thèse d’université répondent à deux objectifs :  

Premièrement, l’exploration de la variabilité génétique de la voie de la calcineurine et 

autres gènes impliqués dans la réponse immunitaire en transplantation a été menée afin 

d’identifier des biomarqueurs candidats capables d’expliquer ou de prédire les différences de 

réponse chez les patients transplantés. Pour cela, deux travaux d’exploration de 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 première revue de la littérature portait  sur la 

variabilité génétique de la réponse immunitaire post transplantation. L’objectif était de

rassembler  l’ensemble des données d’associations publiées entre des variants de gènes 

codants pour les acteurs du système immunitaire (SI) et les différents phénotypes en 

transplantation, et d’en identifier les variants candidats pertinents. La seconde portait sur la 

variabilité des gènes codants pour les protéines participant à la pharmacodynamie des 

principaux immunosuppresseurs non stéroïdiens utilisés en transplantation (les ICN, les 

inhibiteurs de la mTOR et le mycophénolate mofétil). L’attribution d’un « critère de qualité » 

basée sur la fonctionnalité de ces variants a permis d’identifier un nombre restreint de 

candidats potentiels. Les variants candidats des gènes codant pour la voie de la calcineurine 

ont ensuite été testés dans l’étude clinique « POLYCIS ». Cette étude a été réalisée à 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.  

Deuxièmement, nous avons exploré  la variabilité épigénétique induite par l’exposition 

aux ICN au long cours. Nous avons émis l’hypothèse qu’une modification de l’expression des 

gènes 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 

l’expression génique largement contrôlée par des marques épigénétiques. La méthylation de 

l’ADN du LT CD4 comme marqueur d’influence médicamenteuse a été choisie comme 

approche. Une méthode d’immunoprécipitation de l’ADN méthylé a été développée sur la 

lignée cellules T immortalisées JURKAT.  Une étude in vivo de la méthylation d’ADN des 

LT CD4 de souris traitées par ICN a été ensuite menée. L’analyse a été effectuée par 

séquençage haut débit (Next Generation Sequencing, NGS) pour rechercher  l’ effet potentiel 

des médicaments sur l’ensemble du génome murin. Les 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. Eléments bibliographiques – Etat de 

l’art  

 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’hui considérés comme les immunosuppresseurs les plus efficaces 

en terme de lutte contre les phénomènes de rejet aigu à la suite d’une transplantation  (1). Il 

existe aujourd’hui un nouvel inhibiteur appelé voclosporine, dont la structure chimique est 

très proche de celle de la ciclosporine, mais qui ne possède pas d’indication en transplantation 

pour le moment (2). Malgré le développement de nouveaux médicaments depuis les années 

1980, la prescription d’un ICN associé à un anti métabolite, avec ou sans corticoïdes, 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 à la transmission du signal d’activation donné par le récepteur TCR. L’activation de 

la voie entraine un relargage de calcium depuis les organites intracellulaires ainsi qu’une 

entrée du calcium extracellulaire, via les canaux membranaires. Le calcium permet ensuite 

l’activation de la calcineurine. La calcineurine est une enzyme composée de deux sous-

unités : catalytique (calcineurine A) possédant une activité phosphatase, et régulatrice 

(calcineurine B) maintenant l’enzyme dans un état inactif. La calmoduline, activée par une 

augmentation du calcium intracellulaire, se fixe sur la calcineurine (4). Le complexe protéique 

libère le site actif de la sous unité catalytique, permettant la déphosphorylation et la 

translocation nucléaire du facteur de transcription NFAT (Nuclear Factor of activated T cells) 

via l’activité phosphatase.  Cette migration induit la transcription de nombreux gènes 

impliqués dans l’activation lymphocytaire, comme l’interféron gamma (IFN��), le Granulocyte 

macrophage colony stimulating  factor (GM-CSF), l’ IL2 ainsi que les gènes codant pour son 

récepteur : Récepteur à l’IL2 (IL2R) ��, �� et �� (5). Les ICN agissent après s’être fixés sur deux 
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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 à la fois de la partie catalytique et régulatrice de la

calcineurine, bloquant son activité phosphatase et empêchant la translocation nucléaire de 

NFAT (6). L’absence de translocation du facteur bloque l’activation transcriptionnelle et ainsi 

la stimulation des LT.  

 

 

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 cell). L’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 possède une indication pour le traitement des dermatites atopiques sous 

forme de pommade. Par voie orale ou injectable, la ciclosporine possède de nombreuses 

indications « hors greffe » : uvéites endogènes, syndromes néphrotiques, polyarthrite 

rhumatoïde, psoriasis et dermatite atopique (8).  

Néphrotoxicité, hypertension artérielle, leucopénies, troubles du métabolisme (hyperglycémie 

et diabète), troubles digestifs type diarrhées, troubles neurologiques type céphalées, 

tremblements, paresthésies font partie des effets indésirables les plus fréquemment rapportés 

après la prise d’ICN (8).  La néphrotoxicité est l’effet indésirable le plus grave en 

transplantation rénale car elle participe à la perte du greffon. Elle se manifeste d’abord par 

une diminution du débit de filtration glomérulaire, modification hémodynamique réversible 

dans un premier temps, appelée « néphrotoxicité aiguë ». 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 à la perte du greffon (9). Les lésions 

décrites sont non spécifiques et de ce fait, il est difficile de discerner la part médicamenteuse 

dans la perte du greffon. Aujourd’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 identifié une dizaine de biomarqueurs spécifiquement 

retrouvés dans les urines de patients ayant développé un rejet aigu (à titre d’exemple, l’alpha-

2-macroglobuline, les chaines alpha et beta du fibrinogène (FGA et FGB), et la protéine S 

vitamine K dépendent) (11). 

4. Suivi thérapeutique pharmacologique des ICN 

  Le développement d’effets indésirables ou le manque d’efficacité sont très variables 

d’un patient à un autre, et liés à la variabilité pharmacocinétique et pharmacodynamique des 

ICN. Le patient risque, en cas de sous-exposition, la survenue d’épisode de rejet par 

inefficacité (augmentant le risque de perte du greffon), en cas de surexposition, des épisodes 

d’insuffisance rénale aiguë, des infections graves,  néphrotoxicité, et un risque accru de 

cancer. Du fait de ce faible index thérapeutique, ces médicaments sont soumis à un Suivi 

Thérapeutique Pharmacologique (STP) obligatoire en France (12). La Société Française de 
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Pharmacologie et de Thérapeutique définit le STP comme « l'activité qui consiste à doser les 

concentrations sanguines d'un médicament et à les interpréter, en fonction du terrain, pour 

ajuster la dose administrée à chaque individu» (13). La plupart des centres de transplantation 

adaptent la posologie de la ciclosporine à partir des mesures de la concentration sanguine 

résiduelle (C0) ou de la concentration 2 heures après la prise (C2) ; celle du tacrolimus est 

essentiellement effectuée sur les valeurs du C0. L’adaptation basée sur l’estimation de l’Aire 

sous la Courbe (AUC) est considérée comme le meilleur marqueur de l’exposition (14). Des 

stratégies de prélèvements dites « limitées » sont proposées aujourd’hui en routine dans les 

centres de transplantations (15).  

 

5. Recherche en pharmacogénétique 

Cette variabilité de réponse peut également être expliquée en partie par la variabilité 

génétique des individus. La pharmacogénétique est l’étude du lien entre certaines 

caractéristiques génétiques constitutionnelles d’un individu et la réponse de l’organisme à 

l’égard des médicaments (Règles de bonnes pratiques en génétique constitutionnelle à des fins 

médicales) (16). Cette discipline est basée sur l’identification de polymorphismes génétiques 

localisés dans les gènes codant pour les protéines du métabolisme, les transporteurs et les 

protéines cibles des médicaments.  

Concernant la réponse aux ICN, les gènes codant pour les protéines impliquées dans 

leur pharmacocinétique, notamment les cytochromes P450 (CYPs) 3A4 et 3A5, ont été 

particulièrement étudiés (17).  

Il a été démontré dans de nombreuses publications qu’un single nucleotide 

polymorphism (SNP) du CYP3A5 (CYP3A5*3, rs776746, 6986A>G, localisé dans l’intron 3 

du gène) était le principal facteur génétique influençant les concentrations résiduelles de 

tacrolimus (18). Ce SNP est à l’origine d’un défaut d’épissage lors de la transcription, 

responsable de l’introduction d’un codon stop dans la séquence de l’ ARNm et ainsi d’une 

protéine tronquée non fonctionnelle (19). Les porteurs homozygotes de l’allèle CYP3A5*3 ne 

possèdent aucune fonction enzymatique de l’isoforme et sont considérés comme « non 

expresseurs » du CYP3A5 contrairement aux porteurs d’un allèle sauvage CYP3A5*1 

considérés comme « expresseurs » (hétérozygotes CYP3A5*1/3 et homozygotes 

CYP3A5*1/1). Malgré le débat concernant son intérêt en pratique clinique, une adaptation de 

la dose a priori est aujourd’hui proposée en fonction du génotype réalisé en amont de la 
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greffe (20). Il est recommandé d’initier le traitement avec une posologie 1,5 à 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/kg/jour,puis d’adapter

selon les concentrations sanguines de tacrolimus une fois l’état d’équilibre atteint (21). 

De nombreux variants ont été identifiés dans le gène CYP3A4  sans toutefois présenter 

de réel intérêt clinique. Toutefois, le variant intronique rs35599367 responsable de l’allèle 

CYP3A4*22 semble prometteur : associé à une diminution de l’ARNm et de l’activité 

enzymatique du CYP3A4, il est responsable d’une diminution de la clairance de la CsA et du 

TAC chez les patients transplantés rénaux (22)(23). Son influence semble particulièrement 

importante chez les non expresseurs du CYP3A5, pour lesquels le métabolisme des ICN est 

principalement effectué par le CYP3A4 (24).   

Une fois l’état d’équilibre atteint, il semble que la variabilité pharmacocinétique 

expliquée par ces variants génétiques soit prise en compte lors de la première mesure des 

concentrations sanguines. Cependant, la recherche de ces variants doit être considéré comme 

complémentaire au STP actuel : le génotypage réalisé avant la greffe permet de proposer une 

première posologie d’ICN adapté au patient et ainsi d’atteindre plus rapidement la 

concentration cible.   

6. Biomarqueurs pharmacodynamiques 

Même si la concentration sanguine cible est atteinte et maitrisée, la variabilité 

d’activité du système immunitaire peut expliquer des différences de réponse thérapeutique. 

Ainsi, mesurer l’activité des cibles 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 l’activité phosphatase 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 sous l’activité, AUA 0-12h) et 

la majorité d’entre elles ne montrent pas de corrélation du fait d’une large variabilité 

interindividuelle pharmacodynamique. Les quelques études ayant mesuré l’activité 

calcineurine chez les patients traités par TAC montre (i) une activité calcineurine plus faible 

chez les patients traités par CsA versus TAC, (ii) une absence de corrélation de l’activité avec 

le C0 de TAC. En revanche, il a été montré que des patients transplantés hépatiques et traités 

par CsA ou TAC présentaient une activité calcineurine plus importante lorsqu’ils étaient 
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sujets à un rejet aigu (25).  Ainsi, la variabilité pharmacodynamique participe à la réponse 

thérapeutique des patients traités par CsA et TAC et n’est pas corrigé par le STP actuel (26). 

Cependant, du fait de la grande variabilité de mesure expliquée par le fait que la phosphatase

est très sensible aux conditions expérimentales, le dosage de l’activité calcineurine ne semble 

pas être le meilleur marqueur pharmacodynamique dans ce contexte (25).  

La mesure de l’expression des gènes dont l’activation dépend du facteur NFAT a 

également été proposée. Cette analyse est basée sur la quantification en ARNm d’IL2, IFNG 

et GMCSF, après stimulation ex vivo, dans le sang total juste avant ou 2 heures après la prise 

du médicament (27). A l’inverse de la variabilité interindividuelle, la variabilité intra-

individuelle d’expression des gènes « NFAT dépendants » est faible, en particulier chez les 

patients avec une posologie d’ICN stable (27).  Des seuils d’expression ont été proposés afin 

d’anticiper certains effets indésirables. A titre d’exemple, le risque de développer un cancer 

cutané chez patients âgés de plus de 65 ans traités par ciclosporine devient important lorsque 

l’expression résiduelle est inférieure à 15% de l’activité basale (28). De par sa réalisation 

technique et les premiers résultats, cette analyse semble plus prometteuse que le dosage de 

l’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 de gènes « NFAT dépendants » faibles. Un essai clinique évaluant la 

diminution du risque cardiovasculaire après diminution de posologie de ciclosporine sous 

contrôle de l’expression des gènes « NFAT dépendants » est en cours. Concernant le 

tacrolimus, les études sont pour l’instant trop peu nombreuses pour proposer une application 

clinique (27). 

 

7. Pharmacogénétique des cibles des ICN 

De même que pour que les gènes codant pour les enzymes du métabolisme, la 

variabilité d’expression des gènes cibles peut participer à la variabilité pharmacodynamique 

interindividuelle des ICN. Ainsi, une activité basale anormale des LT (trop importante ou trop 

faible) pourrait être expliquée par la présence de certains variants de la voie de la calcineurine 

et participer à cette variabilité d’expression. L’exploration des gènes 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 
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pharmacodynamique. Du fait de la complexité des voies cellulaires, ces pharmacogènes ont 

été peu explorés pour l’instant en 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 transplantation d’organe solide. Une deuxième revue de littérature 

présente une liste de variants présents dans les gènes cibles et classés comme étant de bons 

candidats pour l’étude de la variabilité pharmacodynamique des principaux 

immunosuppresseurs utilisés en transplantation.  

 Epigénétique,  régulation d’expression des gènes via la 

méthylation de l’ADN  

1. L’ épigénétique : mode de régulation de l’expression des gènes 

La variabilité de la séquence de l’ADN explique en grande partie les différences de phénotype 

entre les individus. Cependant, l’environnement extérieur a une influence sur l’expression 

génique et participe à la variabilité interindividuelle d’expression des gènes. Par exemple, 

deux jumeaux monozygotes possédant exactement le même patrimoine génétique, 

présenteront toutefois des différences phénotypiques importantes. Ces différences seront plus 

marquées à l’âge adulte que durant l’enfance, laissant suggérer l’influence progressive de 

stimuli extérieurs. Cette régulation d’expression se retrouve également au sein d’un même 

organisme, ou les cellules de chaque tissu expriment un panel de protéines qui leur est 

spécifique malgré une séquence d’ADN similaire à celle d’autres types cellulaires.  

La régulation épigénétique est le facteur expliquant cette complexité phénotypique. Plus 

précisément, elle correspond à tout changement d’activité ou de fonctionnement du génome 

qui n’implique pas de changement au niveau de la séquence d’ADN et qui est héritable au 

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

Ces modifications d’activités, dynamiques, réversibles et tissu spécifiques, se manifestent au 

travers des marques épigénétiques apposées à proximité des gènes et permettent des 

modifications d’interactions avec les enzymes et facteurs de la transcription. Ces marques 

sont des groupements chimiques apposés sur l’ADN (notamment des groupes méthyl) ou sur 

la structure protéique autour de laquelle s’entoure l’ADN, appelé nucléosome. Le nucléosome 
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est composé de protéines histones organisées en dimères (H2A, H2B, H3 et H4) dont 

l’extrémité N terminale (queue de l’histone) est utilisée pour l’ajout des marques. Cela 

entraine une modification de l’état chromatinien (ensemble ADN/nucléosome), permettant un 

accès plus ou moins facile aux facteurs de transcription. Quatre types de modifications des 

histones sont décrits : la méthylation, l’acétylation, la phosphorylation et l’ubiquitination (30). 

Une annotation particulière permet de préciser l’histone et le résidu protéique concernés 

(marqués) puis le groupe chimique ajouté. Par exemple, la marque H3K27me3 est une 

triméthylation ajoutée sur la 27ème lysine de l’histone 3. Elles forment un code qui dicte 

l’état chromatinien et la manière de contrôler l’expression d’un gène. Par exemple, la marque 

H3K27me3 est associée à une inhibition de la transcription (31). Sans être considérés comme 

des marques car non fixés de façon covalente à la chromatine, les ARN non codants 

interviennent également dans la régulation d’expression génique (Figure 2).    

Le signal épigénétique doit être « lu » pour ensuite se traduire en une réponse cellulaire. La 

lecture se fait par des protéines spécialisées. Elles activent des protéines catalytiques 

impliquées dans des complexes régulateurs pour engendrer une réponse d’activation de la 

transcription ou d’extinction du gène. Les enzymes « marqueuses », « effaceuses » et « 

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

épigénétique » (30) (Figure 3). 

 

 

Figure 2. Principaux mécanisme de régulation épigénétique (32). 
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Figure 3. Coopération entre les protéines de lecture des marques méthylées H3K (reader 

domain) et les protéines catalytiques (catalytic domain) pour apposer la marque cytosine 

méthylée sur l’ADN (extrait de denulab.discovery.wisc.edu) 

 

2. La méthylation et l’hydroxyméthylation de l’ADN 

Chez les mammifères, la méthylation de l’ADN s’effectue sur une base cytosine précédant 

une base guanine, correspondant à un dinucléotide CpG. La base transformée est appelée 5-

méthyl cytosine (5mC). Les méthylations sont apposées grâce à des DNA methyltransférases 

ou DNMTs. Il existe deux types de DNMTs : celles ayant une action de novo sur un ADN non 

méthylé (DNMT3a, 3b ou 3L),  et celle dont le rôle 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 deméthylation de l’ADN. Cependant,  une voie active de deméthylation 

des cytosines a été récemment proposée, par l’action des protéines Ten-eleven translocation 

(TET). Celle-ci transforme la 5mC en 5-hydroxyméthylcytosine (5hmC). Elle est ensuite 

transformée en produits reconnus par les enzymes de réparations de l’ADN (5-formyl 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 l’ADN (33) 

 

Alors que la méthylation a longtemps été associée à une répression de la transcription, il 

semblerait qu’elle soit au final essentielle à l’expression de certains gènes (34). Certaines 

régions du génome riches en CpG, appelées îlots CpG, sont majoritairement pauvres en 

méthylation. Cependant, au niveau des régions promotrices, leurs niveaux de méthylation 

permettent de classer la fonctionnalité des gènes :  

- Les promoteurs riches en CpG semblent hypométhylés et correspondent à des gènes le 

plus souvent exprimés de façon 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 à des gènes dont 

l’expression est tissu spécifique (34). (Figure 5) 

 

L’ étude du méthylome révèle également des zones largement hypométhylées en dehors 

des régions promotrices. Ces « gaps » de méthylation pourraient correspondre à des régions 

de régulation appelées « enhancers » (35). Le consortium ENCODE a révélé l’existence de 

nombreux site de régulation du génome (identifié grâce à la DNAse1) à distance des régions 
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géniques. Ces régions « enhancers », de taille en général inférieur à 1kb, sont dotés de 

nombreux sites de fixation de facteurs de la transcription et possèdent un niveau de 5mC très 

bas. Elles auraient la capacité d’activer la transcription degènes à distance et permettraient

notamment d’activer l’expression des gènes caractérisant la spécificité cellulaire (Figure 5) 

(36).  

 

En plus de son rôle d’intermédiaire dans la deméthylation de l’ADN, la marque 5hmC 

possèderait également une fonction régulatrice à part entière. En effet, il a été montré qu’elle 

était plus abondante dans les régions « enhancers » et dans d’autres zones d’activation 

transcriptionnelle des gènes (34)(37). Les rôles de 5mC et 5hmC semblent complémentaires.   

 

 

Figure 5. Répartition de la méthylation de l’ADN chez les vertébrés (35) 

 

Plusieurs scénarios sont proposés pour expliquer l’action de la méthylation sur la 

transcription, notamment la diminution d’affinité pour des facteurs de transcription méthyl-

sensibles ou l’intervention de protéines intermédiaires, possédant un methyl-CPG binding 

domain (MBD) (Figure 6) (35).  

 

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

d’expression. 5mc : 5-methylcytosine, MBD : methyl-CPG binding domain (35). 
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La méthylation de l’ADN a un rôle important dans la conservation de la stabilité du 

génome. Elle est impliquée dans l’expression spécifique de certains allèles (gènes à emprunte) 

et dans l’extinction des retro transposons ou d’autres éléments hyper répétés du génome. Elle 

semble également essentielle au développement embryonnaire et à la différenciation cellulaire 

(38). 

3. Méthodes d’études de la méthylation de l’ADN 

Deux grands types d’analyses permettent d’étudier la méthylation de l’ADN : le 

traitement par bisulfite de sodium et les méthodes d’immunoprécipitation. L’utilisation du 

bisulfite est considérée comme le « gold standard » de l’analyse de la méthylation de l’ADN. 

Il permet une lecture de la méthylation à la base près. L’immunoprécipitation est plus adaptée 

à un contexte exploratoire car elle permet d’avoir une vision globale de la méthylation du 

génome. 

 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 réduction n’est pas possible et la 

cytosine est conservée (Figure 7).   

 

Figure 7. Réaction de réduction menée par le bisulfite de sodium (HSO3
-) 
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Le traitement au bisulfite est particulièrement utilisé dans les approches « gènes 

spécifiques ». Deux techniques sont utilisées : la PCR dite « méthylation spécifique » et le 

« bisulfite sequencing ». La première utilise des amorces complémentaires contenant au moins

un dinucléotide CpG (i.e. un motif CG sur le même brin d’ADN). Ainsi, la détection de la 

méthylation se fait au moment de la PCR. Si le dinucléotide est méthylé, seul l’amorce 

possédant le C permet l’amplification ; dans le cas contraire, c’est l’amorce porteuse du T. 

L’analyse des produits PCR est ensuite effectuée après migration sur gel (Figure 8). Le  

bisulfite sequencing est dit « méthylation indépendant » : plusieurs couples d’amorces, ne 

contenant pas de CpG, sont utilisés pour analyser plusieurs régions d’intérêts et 

indépendamment de leurs statuts de méthylation (39).  Les amplicons sont ensuite analysés 

par technique de pyroséquencage par exemple (Figure 8).  

 

 

Figure 8. Exemple d’amorces pour la PCR méthylation 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 sans a priori ont été également 

développées : le methylC-seq, la technique « reducing representation bisulfite sequencing » 

ou RRBS et la puce Infinium Human methylation 450 K bead sont les principales utilisées 

aujourd’hui. A titre d’exemple, le RRBS couple une étape de digestion par enzyme de 

restriction et détection par séquençage haut débit. Une enzyme de restriction non sensible à la 

méthylation (comme Msp1) digère l’ADN génomique ; elle coupe le motif CCGG en amont 
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du CG, de façon à ce que chaque fragment possède le dinucléotide à son extrémité. Après 

fixation d’adaptateurs pour le séquençage, les fragments sont ensuite traités par bisulfite puis 

séquencés (Figure 9) (40).

 

Figure 9. D’après Swati Kadam, Ph.D., Marketing Intern Aug, Advances in Epigenetics, 

Illumina 2013. 

 

 Les techniques d’immunoprécipitation 

Ces techniques utilisent des anticorps reconnaissant la marque méthylée ou 

hydroxyméthylée, permettant la précipitation des fragments d’ADN porteurs de la marque: 

MeDIP pour Methylated Immunoprécipitation, ou hMeDIP pour hydroxy-Methylated 

ImmunoPrecipitation. Après fragmentation mécanique (le plus souvent par sonicateur à 

ultrasons), les fragments d’ADN sont incubés avec l’anticorps puis la précipitation est 

effectuée à l’aide de billes magnétiques couplées à l’anticorps. La détection peut être 

effectuée par PCR pour une approche « gène spécifique » (MeDIP-qPCR), ou par séquençage 

pour une approche sans a priori (MeDIP-seq) (Figure 10).  
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Figure 10. Principe du MeDIP (MagMeDIP Kit, Diagenode, www.diagenode.com) 

4. Pharmacoépigénétique  

De même que l’environnement influence le phénotype d’un individu via l’expression de 

ses gènes, un traitement médicamenteux peut modifier l’expression génique des 

pharmacogènes et aboutir à une différence de réponse thérapeutique.  La pharmacogénétique 

n’explique pas la totalité de la variabilité interindividuelle de la réponse aux médicaments : le 

manque de réplication des associations positives et la complexité des phénotypes étudiés 

révèlent l’existence d’une variabilité d’expression des gènes non expliquée par les variations 

de la séquence d’ADN.  

La pharmacoépigénétique est l’étude des modifications influençant l’expression des 

pharmacogènes, non due à une modification de la séquence d’ADN et donnant lieu à une 

modification de la réponse aux médicaments. D’une part, le statut épigénétique basal d’un 

individu pour un tissu donné influence probablement la réponse à certains médicaments 

(variabilité interindividuelle). D’autre part, l’exposition à un médicament au long cours peut 

modifier l’expression d’un gène cible et 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 complément des 

biomarqueurs génétiques. 
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Chapitre 2. Variabilité génétique et réponse aux 

ICN en transplantation 

La pharmacogénétique en transplantation est un domaine de recherche 

particulièrement complexe. La régulation du système immunitaire (SI) par le traitement 

immunosuppresseur conditionne  la tolérance de l’organisme vis à vis du greffon. Cependant, 

le SI implique de nombreux acteurs à l’origine d’une variabilité interindividuelle importante 

de la réponse immune vis-à-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 spécifiquement le rôle d’un variant 

génétique  en transplantation sont multiples: l’âge du donneur et du receveur, la compatibilité 

HLA donneur/receveur, la présence d’anticorps anti donneur au préalable. D’autres facteurs 

liés à la chirurgie d’explantation et de transplantation entrent également en compte. Des 

stratégies d’analyses multivariées doivent donc être appliquées pour prendre en compte l’effet 

réel du variant. De plus, l’amélioration et l’optimisation des régimes immunosuppresseurs ont 

permis d’obtenir une diminution importante du nombre de rejets aigus, expliquant la nécessité 

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 médicamenteuse: les Genome Wide Association Studies (GWAS) 

permettent d’identifier des gènes non encore connus dans la réponse thérapeutique ou des 

variants localisés dans des régions non codantes du génome mais demande un nombre 

important de patient et un phénotype d’étude souvent bien défini. Les études « gènes 

candidats » sont basées sur une hypothèse biologique a priori, permettent de travailler avec 

des phénotypes complexes mais sont souvent limitées à l’étude d’un ou de deux gènes 

d’intérêt.  En transplantation, des stratégies de sélection de variants d’intérêt dans des gènes 

candidats sont plus appropriées du  fait de la grande hétérogénéité des phénotypes étudiés 
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 Variabilité génétique du système immunitaire 

1. Rappel sur la réponse immunitaire  

Le fonctionnement du SI implique de nombreux acteurs cellulaires et moléculaires à l’origine 

d’une variabilité d’activité basale importante. Les LT CD4 (ou LT CD4+ « helper ») sont les 

cellules initiatrices du rejet immunitaire contre le greffon de par leur capacité à activer les 

autres leucocytes par sécrétion de cytokines. Ils sont activés lors de la présentation de 

l’antigène sur une molécule CMH de classe II (complexe d’histocompatibilité II ou HLA, 

human leucocyte antigen). L’interaction entre le récepteur TCR du LT CD4 et le CMH de la 

cellule présentatrice de l’antigène (CPA) ou signal 1 est ensuite renforcée par la co-

stimulation ou signal 2 (impliquant LFA-1, CD80 et CD40, détaillé dans l’article ci-après). En 

transplantation, la différenciation des LT CD4+ naïf peut produire des cellules TH1, TH2, TH17 

et T régulateurs (Treg). La production de cellules TH1 mène à une immunité cellulaire, tandis 

que la production de cellules TH2 mène à une immunité humorale. La différence entre les 

cellules TH1 et TH2 réside dans les patrons de cytokines produites. Les cellules TH1 sécrètent 

principalement l’INF- ��, l’IL -2, le TNF-�� et le TNF-��, tandis que les cellules TH2 sécrètent 

principalement l’IL-4, l’IL -5, l’IL -10 et le TGF-�� (41). Les cellules TH17 jouent un rôle 

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: T 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 SI varie d’un individu à l’autre, ce qui pourrait être en partie 

expliquée par la présence de variants génétiques dans les gènes codants pour les acteurs du SI. 

Cependant, peu de ces variants ont été associés à différents phénotypes en transplantation. Le 

manque de puissance,  la non réplication des associations, ainsi que l’absence d’ajustement 

sur des variables non génétiques sont souvent à l’origine de publications d’associations 

faussement positives. Une sélection d’études d’associations génétiques considérant les 

molécules impliquées dans la réponse immunitaire en transplantation a été réalisée afin 

d’identifier les variants d’intérêts potentiels en clinique. Ce travail a fait l’objet d’une 

publication dans le journal Clinical Biochemistry.  
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3. Variabilité des gènes codants pour les protéines participant à la 

pharmacodynamie des immunosuppresseurs 

Contrairement aux gènes des molécules signalisatrices activant le SI, ceux 

correspondant aux protéines ou aux voies cellulaires cibles des immunosuppresseurs 

(enzymes responsables de la formation de novo des purines, voie mTOR et voie de la 

calcineurine) ont été assez peu explorés en transplantation. Du fait des rôles multiples de ces 

voies cellulaires, les travaux disponibles dans la littérature (hors transplantation) ont mis en 

évidence des associations avec divers phénotypes : diabète, autres maladies auto-immunes, 

cancers, pathologies cardio-vasculaires, neurologiques, etc.  

Dans le cadre de cette thèse nous avons réalisé une étude approfondie de cette 

littérature. Une grille  de « classement » des SNPs d’intérêt, basée sur leur fonctionnalité et 

sur les précédentes associations publiées, a été proposée. Ce classement a permis d’élire un 

certain nombre de variants candidats et d’établir un niveau de recommandation pour leur 

étude en transplantation d’organe solide.  Ce travail a fait l’objet d’un article de revue de 

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

Une étude « gènes candidats » de la voie de la calcineurine a été réalisée en parallèle 

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 rénaux de novo, traités par ciclosporine ou tacrolimus,  

et provenaient de différentes études cliniques menées dans le service de néphrologie des 

CHU de Limoges, Bordeaux et Toulouse : les essais cliniques APOMYGRE et OPERA, et la 

cohorte EPIGREN sont décrits dans l’article ci-après. Les données ont été collectées durant 

une année après la transplantation. L’objectif principal était de rechercher les variants 

génétiques de la voie de la calcineurine associés au risque de rejet aigu ou d’infections graves, 

deux phénotypes choisis comme marqueurs cliniques d’une sur ou d’une sous 

immunosuppression.   

Dans cette étude, un deuxième panel de variants a été sélectionné après un travail 

d’exploration des séquences promotrices de certains gènes de la voie (les isoformes de la 

calcineurine et les immunophilines). L’objectif de ce travail complémentaire était de fiabiliser 

les informations de la base dbSNP du NCBI. En effet, les informations disponibles au niveau 

de ce type de pharmacogènes peu explorés sont parfois erronées. Cela a permis de connaitre la 

fréquence allélique, non établie jusqu’alors, de certains variants et d’identifier un variant 

décrit à tort dans la base (SNP PPP3R- rs184336391) qui correspondait à un artefact 

analytique. Ce travail exploratoire a été présenté en poster au 13ème congrès de l’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 

thèse. Certains variants génétiques des acteurs du système immunitaire ont pu être mis en 

avant en tant que candidats biomarqueurs même si leur rôle dans la variabilité de réponse 

thérapeutique en transplantation n’a pour le moment pas été démontré formellement. 

Parmi les 45 gènes explorés impliqués dans la réponse immune post transplantation,  la 

plupart d’entre eux sont très polymorphiques, augmentant la probabilité de posséder des 

variants fonctionnels.  De fait, de nombreux variants fonctionnels présents dans les gènes 

codants pour les cytokines ont été identifié par Smith et col. (45). Cependant, peu d’entre eux 

ont été associé à 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 contre une minorité 

de résultats positifs, tous phénotypes confondus (Tableau 2, p.28, (46)).  

 

Parmi ces 13, malgré 27 rapports négatifs, le SNP TNFA rs1800629, -308G/A a fait l’objet 

de 21 études positives en transplantation. Ce SNP est localisé dans le promoteur du gène 

TNFA qui code pour la cytokine pro-inflammatoire TNF�� (Tumor necrosis factor alpha).  

L’allèle A a été associé à un risque augmenté de rejet aigu dans plusieurs études 

indépendantes (Odd Ratios (ORs) compris entre 2,8 et 6) (46). Cependant, l’impact de ce 

polymorphisme sur la variabilité d’expression du gène TNFA n'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 greffon chez les porteurs de ce 

variant (48). Ces résultats suggèrent que la poursuite des investigations en transplantation 

pour ce variant représente peu d’intérêt. 

Parmi les SNPs majoritairement étudiés, le SNP rs1800795 (-174) présent dans le 

promoteur d’IL6 a été associé à 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 d’IL6 lorsqu’il est associé à 2 autres SNP du promoteur 

(les SNPs -572 G>C ou rs1800796 et  -597 ou rs1800797) (47). Ce dernier n’a pas été inclus 
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dans une méta-analyse ne permettant pas de conclure formellement sur l’intérêt clinique de ce 

variant (7). 

Enfin, trois méta-analyses ont été menées sur ces variants du SI majoritairement étudiés

en transplantation (Cf. Tableau 2, p.28 (46)) et n’ont pas mis en évidence d’associations 

significatives, ni avec les rejets aigus (50) (51), ni avec le risque de mauvais pronostic de 

survie du greffon (critère 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 SI participe probablement au devenir du greffon post 

transplantation mais leurs effets, étudiés de façon isolée ou non, ne semblent pas 

suffisamment importants pour avoir un intérêt en clinique. Ceci peut également s’expliquer 

par le lien très indirect qu’il existe entre l’activité d’un gène codant pour une molécule 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 l’activation du SI sont complexes, multiples, et éloignées du 

phénotype clinique observé (rejets, infections graves).   

 

L’étude de la littérature concernant les gènes « cibles » des immunosuppresseurs révèle un 

nombre important de pharmacogènes peu explorés dans le domaine, en particulier pour la voie 

de la calcineurine.  L’attribution d’un « critère de qualité » basé sur la fonctionnalité de ces 

variants a permis d’identifier un nombre restreint de candidats potentiels. Sept candidats ont 

obtenu un score de 1, correspondant à un haut niveau de recommandation pour une étude en 

transplantation (Tableau 3, p.51 (7)). Ces variants sont présents dans les gènes codant pour la 

calcineurine (sous-unités catalytique A et régulatrice B) et l’IL2 (gènes PPP3CA, PPP3R1 et 

IL2). Cette liste n’est cependant pas exhaustive, et devra être révisée lors de la publication de 

nouvelles associations. Elle a cependant l’avantage de limiter le nombre de variants à étudier, 

stratégie intéressante dans des études « gènes candidats », en particulier lors d’exploration de 

voies de signalisation cellulaire complexes comme celle de la calcineurine.  

 

Parmi les 23 variants testés dans l’étude POLYCIS, aucun n’a été associé au risque de 

rejet aigu ou d’infection grave (52). Nous ne concluons cependant pas à 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, identifiés comme étant de bons candidats 
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selon nos critères de recommandation n’ont pas encore été testés (7). Cependant, il semblerait 

que l’effet de ces variants, s’il existe, soit faible. Une combinaison de variants génétiques 

impliqués dans la pharmacocinétique et dans la pharmacodynamie des ICN pourrait permettre

d’être plus précis dans l’étude de ces phénotypes. Il est important de souligner que l’étude du 

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

effet, du fait de l’amélioration de l’usage des immunosuppresseurs, l’incidence des rejets 

aigus a beaucoup diminué ; mettre en évidence l’effet (souvent modeste) d’un variant 

génétique sur ce risque nécessite d’avoir à disposition une population de taille importante. 

Dans cet objectif, nous avons inclus des patients traités par CsA et par TAC, représentant au 

total 381 patients transplantés rénaux. Du 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 

l’ICN. Ainsi, l’influence de chaque variant sur les phénotypes « rejet aigu » ou « infection 

grave », quantifié par l’ Hasard Ratio (HR), est « pondérée » par le risque lié à la prise de CsA 

ou de TAC. Malgré l’avantage de conserver une bonne puissance statistique, cette technique 

ne permet pas de différencier l’impact d’un variant dans chacune des deux sous-populations.  

Ce panel de SNPs candidats mérite d’être exploré ultérieurement au travers d’autres 

phénotypes en transplantation, notamment le diabète post transplantation ou NODAT (New 

Onset Diabetes After Transplantation). Cette pathologie est multifactorielle, et le rôle du 

régime immunosuppresseur, notamment les corticostéroïdes 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 gène PPAR�� (rs4253728) codant pour un récepteur nucléaire 

impliqué dans le métabolisme lipidique (55),  et dans le gène KCNQ1 (rs2237895), codant 

pour un récepteur potassique exprimé au sein des cellules pancréatiques (56). De plus, la voie 

de la calcineurine semble jouer un rôle important dans la régulation de sécrétion d’insuline au 

sein des cellules ��-pancréatiques.  Un haplotype (T-T-T-T-G) present dans le gène NFATC4  

a été identifié comme protecteur contre le développement d’un NODAT chez des patients 

transplantés rénaux (57). 

 

Ces travaux étaient limités aux gènes impliqués dans des voies cellulaires connues. Le 

développement des techniques de séquençage haut débit donne la possibilité d’explorer 

d’avantage de régions du génome de manière simultanée. Ces techniques sans a priori ont 

notamment permis de détecter certains variants rares (de fréquence généralement inférieure à 

5% dans la population) non étudiés jusqu’à alors et dont le rôle semble important dans 
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l’expression de certains traits phénotypiques (58). Par ailleurs, les résultats du consortium 

ENCODE ont révélé de nouveaux mécanismes de régulation d’expression des gènes 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 à 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 régions enhancers, situés parfois à des 

milliers de paires de base de distance du gène dont l’expression était régulée. Certaines 

variations génétiques pourraient donc avoir des conséquences sur l’expression de gènes cibles 

très éloignés (59).  Ce type d’étude représente une perspective enthousiasmante pour 

expliquer la variabilité pharmacodynamique des ICN.  



POUCHE Lucie | Biologie Santé / Pharmacologie  | Université de Limoges | 2016 82 

 

Chapitre 3. Modifications épigénétiques 

induites par l’exposition aux ICN  

 Hypothèses et justification de l’étude  

1. Régulation épigénétique par des médicaments « non épigénétiques»  

La thérapie épigénétique tente de corriger les anomalies de la signalisation amenant à une 

aberration d’expression génique, par l’usage de médicaments épigénétiques, ou epi-

médicaments (epi-drugs).  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 l’ADN ou les marques épigénétiques des histones, par 

interaction non spécifique avec les enzymes responsables de l’écriture, lecture et de 

l’enlèvement des marques, ou avec les voies de signalisation en amont ou en aval de la 

signalisation épigénétique (61). La méthylation de l’ADN est la marque épigénétique la plus 

étudiée et la mieux connue à l’heure actuelle. Des modifications du profil basal de 

méthylation ont été associées à l’exposition à certains xénobiotiques et pourraient expliquer 

certains effets indésirables (62). A titre d’exemple : le diéthylstilbestrol, connu pour être 

pourvoyeur de cancers génitaux chez la femme diminue l’expression de certaines DNMTs 

ainsi que le niveau de méthylation d’ADN de cellules utérines de souris en période néonatale  

(63). Une exposition prolongée au phénobarbital, antiépileptique de première génération, 

augmente l’incidence des carcinomes hépatocellulaires chez la souris. L’accumulation de 

régions géniques altérées en méthylation et hydroxyméthylation, associée à des anomalies 

transcriptomiques, a été observée précocement après l’exposition au médicament (62). 

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.  

Après son activation, le développement du LT CD4 est orienté vers la différenciation en  

cellule effectrice (Th1, Th2 ou Th17), ou régulatrice (Treg). Une fois différencié, son 
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phénotype peut de nouveau être orienté vers une nouvelle fonction, un phénomène qualifié de 

« switch ». Ces processus de spécialisation et de switch sont guidés par les marques 

épigénétiques. Les gènes concernés et les marques identifiées ont été récemment répertoriés 

par Suárez-Álvarez et col. (Tableau 1) (64). La plupart de ces gènes sont dits « en état 

d’équilibre » (poised stage) : certaines marques « répressives » et « permissives » des histones 

sont co-exprimées à proximité des gènes et semblent former un état d’équilibre de 

l’expression génique. Lors de la différenciation des LT, certains gènes s’expriment fortement 

dans la cellule spécialisée, et restent éteints dans les autres (31).  Certains loci avec des 

variations de méthylation de l’ADN ont été identifiés (Tableau 2).  

    

    

 

Tableau 1. Gènes identifiés par Suárez-Álvarez et col. et les modifications épigénétiques 

rapportées lors de la différenciation des cellules immunitaires (64) 
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Tableau 2. Locus avec variation de la méthylation de l’ADN en lien avec certaines fonctions 

des LT CD4 (MBD2 : methyl-CpG binding domain protein 2, Diff. : différenciation). 

Locus explorés Effet de la méthylation de l’ADN sur l’expression Rôle Ref. 

 
Promoteurs d’ IL4 et 

d’ IFNG 

 
La modulation d’expression de IFNG et  

d’IL4, via la fixation des facteurs T-bet et GATA3, induit 
des modifications de méthylation au niveau de leurs 

promoteurs 

Diff. Th1, 
Th2 

(65) 

Promoteur d’IFNG 
Le promoteur d’IFNG devient méthylé lors de la 

différenciation en Th2, et reste à l’état déméthylé dans les 
cellules naïves et les cellules Th1. 

Diff. Th1, 
Th2 

(66) 

Région intergénique 
IL4-IL13  

Deméthylation importante de l’ADN détecté lors du 
développement Th2 (traitement par 5-azacytidine, inhibiteur 

de DNMT et sur modèle cellulaire T MBD2-déficient) 

Diff. Th1, 
Th2 

(66) 

Intron2 d’ IL4   
Promoteur d’ IL13  

Deméthylation partielle TH2 spécifique   
(lymphocytes T humains) 

Diff. Th2 (64) 

FoxP3  
Traitement par la 5-azacytidine, inhibiteur de la méthylation, 
affecte l’expression de Foxp3 durant la génération de Treg 

Fonction 
des Treg  

(66) 

FoxP3 

Promoteur (-250, +1) méthylé chez les cellules naïves T 
CD4 CD25, hautement déméthylé chez les nTregs chez 

l’homme et la souris, 
Des régions CpG  contenues dans le corps du gène (+4393 to 
+4506 pb) perdent leurs méthylations après la signalisation 

TCR et activation de TGF��, 
Une région enhancer en amont (��5786 to ��5558 pb) 

identifiée comme méthylée chez les Treg activés par TGB�� 
et déméthylée chez les Tregs naïfs. 

Fonction 
des Treg 

(67) 

Promoteurs d’IL2  et de 
GMCSF (Csf2) 

Deméthylation rapide de l’ADN  au niveau des promoteurs 
d’IL2 et Csf2 après stimulation de LT murins. 

Le niveau bas de méthylation est maintenu durant toute la 
durée du traitement. 

Activation 
des LT 

(68) 

Locus LTA-TNF 

Le niveau de méthylation au niveau du promoteur proximal  
de TNF est corrélé à l’expression en ARNm de TNF, 

Les promoteurs de TNF et LTA sont hypométhylés chez les 
lymphocytes primaires, 

La deméthylation au niveau du promoteur et du premier 
exon de TNF est corrélé avec la différenciation cellulaire et 

augmente la capacité d’exprimer TNF des LT. 

Activation 
des LT 

(69) 
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3. Méthylation de l’ADN, en quête de biomarqueurs de la variabilité 

pharmacodynamique 

De par la réversibilité de ces marques, on peut penser que des facteurs endogènes 

(cytokines) ou exogènes (agents infectieux ou médicaments) modifient le statut épigénétique, 

l’ expression de certains gènes et ainsi l’organisation de la réponse immunitaire chez un 

patient transplanté.  

 A l’heure actuelle, la variabilité de réponse via la possible influence des ICN sur la 

régulation épigénétique  n’a jamais été étudiée. Comprendre l’influence d’un médicament sur 

l’épigénome requiert une étude sur un modèle contrôlé. Dans un premier temps, il nous a 

semblé pertinent d’utiliser un modèle non transplanté. En effet, la transplantation d’organe et 

les évènements post-transplantations ont une influence sur les cellules immunes du receveur. 

Rodriguez et col. s’est intéressé à la transmission des marques méthylées de l’ADN lors 

d’allogreffe de cellules hématopoïétiques. Il montre que le niveau global de méthylation 

d’ADN des cellules sanguines périphériques du receveur à 1 mois et 12 mois post-

transplantation correspond à celui du donneur, suggérant une sorte de maintenance de la 

marque 5mC malgré l’adaptation des cellules à un nouvel environnement.   De plus, la 

méthylation des promoteurs de FASL et d’IFNG est diminuée dans le groupe de patients ayant 

développé une réaction du greffon contre l’hôte (GVH). L’expression d’IFNG, corrélé au 

niveau bas de méthylation de son promoteur, est en lien avec la différenciation Th1 des LT 

CD4 (voir Tableau 2).  Le suivi du niveau de la méthylation de ces 2 promoteurs est proposé 

en tant que biomarqueurs candidats pour l’étude des GVH (70). Une autre équipe s’est 

intéressée au niveau de méthylation de 2 gènes, détectables dans l’urine de patients 

transplantés rénaux (calcitonine  (CALCA) et death-associated protéine kinase (DAPK) 

associés à des processus de cancérogénèse). 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 à un rejet aigu et ceux n’en ayant pas 

développé. Cependant, l’étude a été réalisée sur un très petit nombre de patients (n=23) (71). 

Il existe déjà quelques exemples d’utilisation de la méthylation d’ADN dans le suivi 

clinique de pathologies. A titre d’exemple, l’hyperméthylation du gène MGMT (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 l’étude 

Dans notre exploration des causes de la variabilité de réponse aux ICN, il nous 

semblait important d’évaluer l’effet d’une prise médicamenteuse au long cours sur la 

régulation épigénétique des cellules cibles. Ceci pourrait en effet expliquer une  partie de la 

variabilité d’expression génique du LT CD4, à l’origine d’une sur-immunosuppression ou 

sous-immunosuppression participant au risque de rejet aigu, de cancers ou d’infections graves 

par exemple. 

L’analyse de la méthylation d’ADN des LT CD4 était le deuxième objectif de mon travail 

de thèse. La méthylation de l’ADN comme marqueur d’influence médicamenteuse a été 

choisie dans ce travail car d’une part, le mécanisme associé à l’effet de la marque 5mC sur 

l’expression génique est connu dans les régions promotrices et enhancers des gènes (cf. 

Chapitre 1) et d’autre part, elle semble adaptée aux études cliniques.  En effet, la température 

ambiante n’est pas à l’origine d’une dégradation de la méthylation et cette marque est 

conservée lors de l’extraction de l’ADN. Enfin, le LT CD4 a été choisi ici car il est la cible 

des ICN et contrairement aux cellules rénales demandant une biopsie d’organe, c’est un type 

cellulaire facilement accessible chez l’homme à partir d’un prélèvement de sang périphérique. 

Nous avons tout d’abord choisi de travailler sur le modèle cellulaire JURKAT, lignée de 

cellules T immortalisées, afin de développer nos méthodes d’études et d’étudier l’influence 

directe de l’exposition des ICN sur le LT.  Les conditions de culture et leur caractère 

immortalisé permettaient d’obtenir une quantité d’ADN suffisante pour un développement de 

méthode, conditions plus difficilement obtenues avec des cellules lymphocytaires humaines 

ex-vivo.  Ensuite, afin d’étudier l’influence du traitement sur la méthylation dans un 

environnement biologique complexe, nous avons mené une étude in vivo  sur un modèle 

murin exposé à la ciclosporine (CsA) ou au tacrolimus (TAC) sur différentes périodes (de 

7jours à 3mois), puis étudier la méthylation d’ADN des LT CD4 murins.  

La méthylation d’ADN a été étudiée à 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. Premièrement, la détection de la marque 

méthylée était ciblée sur le promoteur du gène cible IL2 par méthode PCR. Deuxièmement, 

une approche sans a priori par séquençage de l’ensemble des fragments d’ADN 

immunoprécipités a été choisie (Méthode MeDIP-seq).  
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 Travaux personnels : modification dynamique de la 

méthylation de l’ADN des LT CD4 après exposition à la 

ciclosporine et au tacrolimus 

1. Matériels et méthodes  

 Culture cellulaire  

Les cellules de type JURKAT étaient issues d’une lignée lymphocytaire immortalisée 

de type T (clone E-6-1 : ATCC TIB-152TM). Ces cellules étaient cultivées à 37°C avec 5% de 

CO2, dans un milieu Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640, Gibco®, Life 

Technologies, France) supplémenté avec 10% de Sérum de Veau Fœtal (SVF) (Gibco®) et1% 

de solution d’antibiotique (pénicilline/streptomycine ; Sigma-Aldrich, France) sur des plaques 

24 puits. Après quelques jours de culture, les cellules étaient activées par l’association acétate 

de phorbol myristate acétate 100 ng/mL (PMA, Sigma-Aldrich) et ionomycine 0,5 ��M 

(Sigma-Aldrich).  De façon simultanée, les cellules étaient traitées par 5 ��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 réalisés antérieurement au sein de l’unité (non publiés). 

Les cellules contrôles non traitées et non activées ont été exposées au méthanol (1%), 

véhicule des solutions médicamenteuses. Les cellules étaient collectées après 24heures 

d’exposition. 

 Développement du MeDIP-qPCR 

i. MeDIP 

Le kit MagMeDIP (Diagenode, Liège, Belgique) a été utilisé selon les 

recommandations du fournisseur. Certaines étapes du protocole ont été adaptées à l’étude et 

sont décrites ci-dessous : 

- A partir du culot cellulaire, une extraction d’ADN était 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 l’ADN a été réalisée à l’aide du sonicateur S220 

CovarisTM  (Woburn, Massachusetts, USA) disponible à la plateforme « génome 
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transcriptome » de l’université de Bordeaux 2 (conditions appliquées : Duty 

Factor : 10%, Peak Incident Power : 175W, Cycles per burst : 200, Durée : 

180sec). 

- Des molécules d’ADN non humains, hyperméthylé (meDNA control) et 

hypométhylé (unmeDNA control), ont été ajoutées à l’ADN d’intérêt en tant que 

contrôle externe. Une fraction de la solution (7,5 ��L, représentant 10% de 

l’échantillon) non immunoprécipitée, était conservée à +4°C jusqu’aux analyses 

par qPCR pour normalisation (input).  

- L’anticorps utilisé était le 5-mC monoclonal antibody 33D3 – Premium (réf GF-

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

fournisseur. L’incubation ADN- anticorps était réalisée durant la nuit. 

-  

ii.  Analyse par qPCR 

Deux types de contrôles ont été effectués :  

- Contrôles internes au génome humain : analyse des promoteurs de TSH2B 

(hyperméthylé) et de GAPDH (hypométhylé) (essais SYBR GREEN, couples 

d’amorces disponibles dans le kit MagMeDIP) 

- Contrôles externes : analyse des ADNs non humains, hypométhylé et 

hyperméthylé (couples d’amorces disponibles dans le kit MagMeDIP).  

Le promoteur d’IL2 a été étudié à l’aide d’un essai TaqMan (Custom TaqMan Design Assay, 

Life Technologies) (Tableau 3). 

Tableau 3. Séquence de l’essai TaqMan utilisé pour l’étude d’IL2 

Locus Assay ID Essai TaqMan 

Promoteur 

proximal 
AIY9ZWA 

Amorce sens : cacctacatccattcagtcagtctt 

Amorce anti-sens : gtcatcagaagaggaaaaatgaaggtaatg 

Sonde : gggtttaaagaaattccaaag 
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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 à 95°C, augmentation de 0,5°C par cycles, 1 min (SYBR® Green PCR 

Master Mix, Applied Biosystems, Thermo Scientific). 

- Concernant l’essai TaqMan : activation UNG (AmpErase Uracil N-Glycosylase) : 

50°C 2 min, activation de la Taq Polymérase: 95°C 10 min, dénaturation 

/ élongation: 95°C 15sec / 60°C 1 min, 40 cycles (TaqMan® Fast Universal PCR 

Master Mix, Applied Biosystems, Thermo Scientific). 

 Expérimentation animale  

Des souris mâles de la lignée congénique C57BL/6J ont été utilisées. Trois groupes ont été 

constitués en fonction des traitements reçus (CsA, à 30mg/kg/jour, TAC, à 2mg/kg/jour et 

contrôle, Ctrl) et traités quotidiennement par injection intra péritonéale durant 1, 8, 28, 63 et 

83 jours (n=3 pour chaque condition expérimentale et par temps d’exposition, n total=45). A 

la fin du traitement, le sang total était prélevé par ponction intracardiaque après anesthésie des 

souris (solutions de kétamine à 100mg/kg et xylazine à 10mg/kg). La rate était prélevée, 

nettoyée dans 1ml de PBS, broyée à l’aide d’un scalpel dans 2ml de RPMI (RPMI 1640 

Medium, GlutaMAXTM Supplement, Life Technologies TM) et passée sur filtre de 70��m. La 

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

Un rein et un lobe hépatique ont également été prélevés après lavage de l’organe par injection 

de PBS/EDTA au niveau de la veine cave caudale, puis conservés à -80°C dans une solution 

de type All protect (QIAGEN) pour analyses ultérieures.  

La solution de CsA a été préparée à partir d’une solution mère à 50mg/ml (Sandimmune® 

Injection, Novartis), d’éthanol 100%, de Cremophor EL® (Calbiochem®) (huile de ricin) et 

d’un soluté glucosé à 5%. La solution de TAC a été préparée à partir d’une poudre 

(Tacrolimus 99% 100mg, VWR®), d’éthanol à 100%, de Cremophor EL® et d’un soluté 

glucosé à 5%. La solution contrôle contenait un mélange d’éthanol 100%, de Cremophor EL® 

et de glucose à 5%.  

Les anesthésiques ont été dilués dans du sérum physiologique (Chlorure de Sodium 0,9% ; 

Baxter) à partir de solutions mères 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 incubés à l’obscurité avec un tampon de 

lyse des hématies pendant 8 minutes (tampon Amonium-Chloride-Potassium (ACK), 3ml de 

tampon pour 100��l de matrice biologique). Ce tampon a été préparé avec du NH4Cl (chlorure 

d’ammonium, 8,26g/l), du KHCO3 (bicarbonate de potassium, 1g/l) et de l’EDTA Na2 

(0,03g/l). 20 ml de RPMI était ajouté pour arrêter la réaction de lyse. Après centrifugation 

(1200 rpm, 10 min à +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 procéder à 

une sélection positive de cellules CD4 à l’aide des microbilles magnétiques couplées à des 

anticorps anti-CD4 (CD4 L3T4 MicroBeads mouse, Miltenyi Biotech, 10 ��l pour 107 

cellules).  

La pureté des LT CD4 a été évaluée par Cytométrie de Flux (CMF) (FacsCalibur, Becton 

Dickinson), en utilisant des anticorps BD Pharmigen™ FITC rat anti-mouse CD4, BD 

Biosciences® (0,5 ��l d’anticorps pour 106 cellules). 

 MEDIP-seq  

Un protocole MEDIP-SEQ a été développé pour l’Ion ProtonTM
 System (Life Technologies) 

de la plateforme GénoLim, à partir de la publication de Corley (73) et de la thèse de Sengenès 

(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 qPCR 

Un contrôle de l’immunoprécipitation a été effectué sur des souris non traitées pour 

valider  notre protocole avant l’étape du séquençage (Figure 12).  Après amplification de la 

banque génomique, une fraction de l’IP était conservée puis les régions internes du génome 

murin contrôles de la méthylation ont été analysées par qPCR, au niveau des promoteurs des 

gènes Gapdh (contrôle hypométhylé) et Tsh2b (contrôle hyperméthylé) (couple d’amorces 

disponibles dans le kit MagMeDIP). 

 

 Analyse bio-informatique

Les analyses bio-informatiques ont été menées sur Linux, à l’aide d’outils de 

retraitement des données NGS disponibles sur le serveur du Novartis Institute of Biomedical 

Research (NIBR), Bale, Suisse. Les étapes du retraitement de données de séquençage sont 

présentées en Figure 13.  
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Figure 13. Workflow du traitement bio-informatique des données de séquençage. Le circuit 

bleu correspond aux types de fichiers d’entrée et de sortie. (qscore : score de qualité 

d’alignement,  DMR : differentiated methylated regions) 

 

i. Qualité du séquençage 

Lors de l’alignement sur le génome de référence mus musculus mm10, un fichier 

BAM (Binary Alignment Map) est généré. Le fichier BAM est une forme condensée du fichier 

SAM (Sequence Alignment Map). La qualité des reads (fragments lus) produits par le 

séquenceur a été évaluée à l’aide du logiciel FASTQ (Babraham Institute, (75)).  

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

Le fichier BAM a été « nettoyé » de façon à 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 BAM (76). La commande 

view a été utilisée pour filtrer et exclure les reads possédant un score d’alignement inférieur à 

30 (qscore). Les duplicats de PCR ont ensuite été marqués à l’aide de l’outil Mark Duplicate 

(disponible sur la plateforme Git Hub, broadinstitute.github.io/picard/command-line-

overview.html) puis filtrés à l’aide de SAM Tools. En effet, l’étape d’amplification PCR 
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avant le séquençage peut avoir introduit un biais en ayant enrichi des zones du génome de 

façon inégale. 

iii.  Identifications des pics (MACS2) 

Lors de l’alignement, les reads ont été superposés au génome de référence. Pour identifier 

les régions génomiques avec des différences de méthylation, des zones d’enrichissement 

appelées « pics » doivent être identifiées parmi les reads superposés. Pour cela, l’algorithme 

MACS2 (Model-Based Analysis of ChIP-Seq, v2) a 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 package DiffBind  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 reçu le même traitement, puis analyse la distribution différentielle entre les 

groupes « traités » versus « non traités ». Diffbind identifie les genomic features. On qualifie 

de genomic feature tout élément fonctionnel ou autre annotation du génome identifié lors 

d’une analyse de séquençage. Dans notre étude, il s’agissait de régions avec des différences 

de méthylation ou DMRs (differentiated methylated regions). 

Premièrement, le fichier d’entrée requis par Diffbind 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 à comparer (objet DBA 

pour DiffBind Analysis).  

Ensuite, une matrice contenant les counts pour chaque échantillon a été générée 

(fonction count du même package). La fonction compte les reads localisés sous les pics 

identifiés par MACS2. Cela permet d’augmenter le niveau de confiance des pics identifiés par 

MACS2 (Figure 14). Seuls les pics présents dans au moins 2 des échantillons ont été 

conservés pour la suite de l’analyse.  
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Figure 14. Fonction DBA_count  

La fonction contrast a 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 fonction d’analyse 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 séquençage entre 

chaque échantillon. Ainsi, EdgeR ajuste l’analyse différentielle sur la variabilité de 

profondeur de séquençage des librairies. Le signal est normalisé en « pseudo-counts » 

(nombre de reads d’une région divisé par un nombre total de reads).  

Les régions d’intérêts ont été identifiées à 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 les log2 fold change (ratio des pseudo-counts du groupe échantillon 

traité / échantillon contrôle), les petits p (non corrigés) et les False discovery rates (FDR,  

correspondant à un p corrigé selon la technique de Benjamini-Hochberg) pour chacun des pics 

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

v. Visualisation des régions d’intérêts  

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.edu/) (Figure 15) (outil Bed tools v.2.25.0, (82)). 
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Figure 15. Conversion du fichier BAM en fichier BigWig 

 

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

sont donnés en Annexe 3.   
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2. Résultats  

 MeDIP-qPCR sur le modèle JURKAT 

L’analyse de la méthylation d’ADN à l’aide de la méthode MeDIP sur le modèle 

cellulaire JURKAT est présentée en Figure 16.  

 

Figure 16. Enrichissement de la méthylation de l’ADN, exprimé en % d’input (fraction 

d’ADN non immunoprécipité) de la lignée JURKAT pour (a) les ADNs contrôles non 

humains (nh meDNA : non human methylated DNA, nh unmeDNA : non human 

unmethylated DNA), (b) le promoteur de TSH2B, (c) le promoteur de GAPDH et (d) le 

promoteur d’IL2 dans le modèle cellulaire JURKAT après activation et/ou traitement par ICN 

(CsA : ciclosporine, TAC : tacrolimus) (représenté par la moyenne et l’écart type  obtenus sur 

réplicats biologiques). 

Les contrôles externes ont été réalisés pour valider deux expériences de MEDIP 

réalisées à deux périodes différentes et montrent une grande variabilité d’enrichissement en 

fonction du temps. Environ 15 et 60% d’input des échantillons sont enrichis pour l’ADN 

hyperméthylé ; nous ne retrouvons pas d’enrichissement pour nos échantillons pour l’ADN 

hypométhylé. Les résultats observés pour les promoteurs de GAPDH et de TSH2B confirment 

l’enrichissement de zones hypermethylées du génome. Pour les conditions « Activées », 

« Activées/traitées par CsA », et « Activées/traitées par TAC », la région promotrice de 
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TSH2B (connue pour être compactée en hétérochromatine et riche en marque méthylée de 

l’ADN) est enrichie (entre 6 et 15% de l’input). La région promotrice de GAPDH (connue 

pour être constitutivement active et pauvre en méthylation CpG) ne montre aucun 

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

Concernant le promoteur d’IL2, une absence d’enrichissement est observée en 

condition contrôle. Nous ne montrons pas d’effet sur la méthylation après activation cellulaire 

par PMA/ionomycine, ni après exposition à la ciclosporine ou au tacrolimus durant 24 heures 

(Figure 16d).  

Par manque de matériel biologique, l’enrichissement de TSH2B dans l’échantillon 

contrôle est manquant. De plus, les réplicats de MeDIP réalisés sur cet échantillon n’ont pas 

fonctionné. Ainsi, les enrichissements des régions promotrices d’IL2 et de GAPDH  en 

condition contrôle 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 âgées de 7 semaines au début de l’expérimentation. Aucune 

différence dans la prise de poids n’a été observée des groupes Csa, TAC et contrôle. Elles 

pesaient environ 20g à J1 puis entre 26 et 30g à J83 pour l’ensemble des souris (valeurs 

cohérentes avec les informations du fournisseur). Il n’a pas été observé de différences 

comportementales particulières au sein des groupes.   

Quatre souris sont mortes durant l’expérimentation : deux d’entre elles appartenaient 

au groupe « 63jours », une du groupe CsA probablement suite à une infection, une du groupe 

TAC après injection de l’anesthésique ; deux appartenaient au groupe « 83 jours », une du 

groupe CsA probablement suite à une infection, une du groupe contrôle lors d’une injection 

intrapéritonéale.  
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 Validation du MeDIP par qPCR 

Les analyses par qPCR après amplification de la banque génomique montrent un 

enrichissement important au niveau du promoteur de Tsh2b et une absence d’enrichissement 

au niveau du promoteur de Gapdh, validant ainsi l’étape d’immunoprécipitation avant 

d’effectuer le séquençage (Figure 17). 

 

Figure 17. Enrichissement de la méthylation de l’ADN, exprimé en % d’input (fraction 

d’ADN non immunoprécipité)  des LT CD4 au niveau  (a) du promoteur de Gapdh (région 

contrôle hypométhylée)  et (b) du promoteur de Tsh2b (région contrôle 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 contrôles (Ctrl) correspondants ont 

été analysés, correspondant aux fichiers de séquençage suivants :  

- Ctrl83, réplicat 1 (Ctrl1): 19 

- Ctrl83, réplicat 2 (Ctrl2): 20 

- TAC83, réplicat 1 (TAC1): 24 

- TAC83, réplicat 2 (TAC2): 23 

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

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

de bonnes qualités pour les 5 échantillons qui sont donc utilisables pour l’analyse.  

- Per base sequence quality : la 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 par l’ Ion Proton. 

- Per base sequence content : les courbes pour chaque base A, T, C, G sont 

parallèles entre elles jusqu’à environ 200 bases de lecture, correspondant à la taille 

moyenne des séquences lues. Cela signifie que la qualité de lecture est homogène 

entre les bases. 

- Per sequence CG content : la distribution des CG ne respecte pas la distribution 

théorique du génome mus musculus et est plus élevée pour les échantillons Ctrl2, 

TAC1 et TAC3. Cela s’explique par l’expérimentation MeDIP, responsable d’un 

enrichissement en fragments  méthylés et donc riches en CG.  

-   Sequence lenght distribution : la distribution de la longueur des reads pour 

l’ échantillon Ctrl1 montre un nombre important de petits reads lus, comparé à la 

longueur moyenne des fragments d’ADN fournis au séquenceur. Les autres 

échantillons contiennent une majorité de fragments correspondant à la taille des 

fragments d’ADN de la banque (entre 170 et 200pb).  

- L’analyse des duplicats ne montre pas de biais d’amplification PCR (sequence 

duplicat level). 

- Il n’y a pas de région surreprésentée pour ces 5 échantillons.  

- L’analyse des Kmer recherche la distribution de petites séquences ATCG sur 

l’ensemble des reads générés. Ces séquences peuvent être surreprésentées dans le 

génome mais doivent être reparties de façon 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 après environ 250 bases lues pour les 5 librairies et 

peuvent être dues aux augmentations d’erreurs faites par le séquenceur en fin de 

lecture. Cependant, ils ne perturbent pas l’analyse du signal du fait que la grande 

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

Il est retrouvé un enrichissement important et de niveau similaire pour l’ensemble des 

échantillons Ctrl et TAC du groupe « 83 jours » au niveau d’une DMR localisée dans le 

promoteur de Meg3, gène codant pour un ARN long non codant (lncRNA) et dont la région 

génomique (cluster Dlk1-Dio3) est soumise à empreinte. Cette « Ig DMR » (Intergenic 

Differentiated Methylated Region)  est très méthylée au niveau de l’allèle paternel et permet 

de contrôler l’expression du lncRNA exclusivement par l’allèle maternel (83). C’est une bonne 

région contrôle car du fait de son implication dans le développement embryonnaire, cette 

méthylation est hautement conservée. Ainsi, l’enrichissement retrouvé pour l’ensemble de nos 

échantillons permet de s’assurer du bon fonctionnement de l’étape 

d’immunoprécipitation(Figure 18). 

 

Figure 18. Visualisation de l’Ig DMR dans le cluster Dlk1-Dio3 et les profils de méthylation 

des échantillons TAC et Ctrl 83 jours, alignés sur la séquence de référence du gène (Refseq) 

(mm10) (genome.ucsc.edu/). La région surlignée en bleu correspond à l’Ig DMR. 
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Afin de comparer les enrichissements globaux des 5 échantillons comparés, une 

analyse de corrélation a été effectuée sur les counts (reads présents sous les pics identifiés). 

Celle-ci ne montre pas de corrélation particulière entre les échantillons TAC et Ctrl (Figure

19). De plus, la fonction analyse n’a pas détecté de régions avec différences significatives de 

méthylation.  

Une analyse en composant principal (PCA) a donc été menée pour s’assurer de 

l’absence de valeurs aberrantes ou d’échantillon problématique (outlier). Cette analyse 

identifie les facteurs expliquant au mieux la variabilité entre les échantillons. Le graphe PCA 

représente les échantillons selon les 2 variables les plus importantes, sur l’axe des abscisses et 

des ordonnées. L’analyse en PCA des counts révèle une très grande variabilité entre 

l’ échantillon 24 (TAC1) et le reste des échantillons (Figure 20). 

 

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

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

et Ctrl, 83 jours) 

Du fait de la variabilité anormale retrouvée pour l’échantillon TAC1 (fichier 24), 

celui-ci a été exclu pour la suite des analyses et considéré comme un outlier.  

L’exclusion de l’échantillon TAC1 n’a pas augmenté la corrélation 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 des counts (après exclusion du TAC1, numéro 24) 

 

Vingt-quatre régions génomiques ont été identifiées comme présentant des différences 

significatives de méthylation avec un FDR<0,1, entre le groupe TAC et le groupe CTRL. Six 

sont localisées dans des régions connues du génome. Neuf DMR sont dans des pseudo-gènes, 

c’est-à-dire des gènes dont la séquence a été décrite et contient les éléments suffisants pour 

être fonctionnelle, mais ne correspond à aucune protéine connue. Enfin, cinq régions sont 

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

En particulier, une DMR a été identifiée  dans le promoteur distal du gène Calm2, 

codant pour la calmoduline 2, localisée à environ 2kbp du 1er exon. Les LT CD4 exposés au 

TAC durant 83 jours ont un niveau de méthylation plus élevé que les LT CD4 contrôles au 

niveau de ce promoteur (FDR=0,096) (Figure 22). 
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Figure 22. Visualisation du promoteur de Calm2 et des profils de méthylation des échantillons 

TAC et Ctrl 83 jours, alignés sur la séquence de référence du gène (Refseq) (mm10) 

(genome.ucsc.edu/). La région surlignée en bleu correspond à la DMR identifiée. 

 

Une autre région identifiée comme hyperméthylée après exposition au TACversus

Ctrl est localisée dans le corps du gène d’Ilrb12, codant pour le récepteur à l’IL12, dans un 

exon commun à tous les transcrits décrits. Cependant, les données visualisées sur UCSC 

révèlent une importante différence entre les enrichissements des deux échantillons Ctrl, 

suggérant un artefact dans le signal ou une possible contamination cellulaire (Figure 23).  
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Figure 23. Visualisation UCSC du gène Il12rb1 (genome.ucsc.edu/). 

 

D’autres DMR ont été identifiées dans des gènes sans lien direct avec la régulation du 

système immunitaire (visualisation UCSC en annexe).  

Les locus identifiés comme sujets à des variations de la méthylation de l’ADN des LT 

murins ou humains (Tableau 2) ont été explorés sur UCSC. En particulier, aucune variation de 

la méthylation de l’ADN n’a été observée dans les promoteurs d’ Il2, Il4, Csf2 (codant pour 

GM-CSF), et Ifng (visualisation des 4 régions données en annexe à titre d’exemple).  

L’analyse en composant principal concentrée sur les régions 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 sur les counts couvrant des DMRs 

identifiées (après exclusion de l’échantillon TAC, numéro 24) 
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Tableau 4. Liste des DMRs identifiées (avec un FDR<0,1) dans l’analyse des échantillons issus du groupe TAC, 83jours 

Chrom Genes Localisa-
tion Protéine Fonction Début Fin Long. Moyenne TAC Ctrl Log2fc Petit p FDR 

chr17 Calm2 upstream Calmoduline Voie de la 
calcineurine 

87448786 87449217 432 4.48 5.18 3.06 2.12 3.33E-05 0.096 
chr8 Vps37a intron Protéine 

« vacuolar 
sorting 37A » 

Complexe 
endosomal 
(transport) 

40538358 40538771 414 
3.55 4.37 1.42 2.95 

1.76E-05 0.071 
chr8 Il12rb1 exon Récepteur beta 

1 de 
l’interleukine 12  

Stimulation des LT 
différenciation en 
Th1  

70812461 70812711 251 
4.04 4.80 2.33 2.47 

1.79E-05 0.071 
chr17 Ddx11 intron ARN Helicase 

ATP-
dépendante 

Structure 
secondaire des 
ARN 

66126388 66126580 193 
3.36 4.20 1.08 3.12 

9.10E-06 0.062 
chr13 Atxn1 intron Ataxin 1  Rôle dans l'ataxie 

spinocerebellaire  
45917293 45917637 345 

4.17 2.67 4.90 -2.23 

2.82E-05 0.086 
chr13 Pou6f2 intron POU class 6 

homeobox 2 
Régulateur de la 
transcription 
rôle de suppresseur 
de tumeur 

18193215 18193449 235 

3.66 1.79 4.45 -2.66 

3.76E-05 0.096 
chr9 gm26870 promoteur pseudo-gène  3035711 3036584 874 8.86 9.58 7.34 2.24 2.71E-05 0.086 
chr9 gm26870 promoteur pseudo-gène  2999948 3000360 413 5.61 6.29 4.31 1.97 1.29E-05 0.071 
Y retro-

gm20854 
promoteur pseudo-gène  4161713 4162029 317 4.83 5.51 3.52 1.99 2.16E-05 0.074 

chr13 2210408I
21Rik  

intron pseudo-gène  77438843 77439175 333 4.54 5.36 2.49 2.87 6.07E-07 0.009 
chr5     44949540 44949910 371 7.65 8.42 5.89 2.54 1.38E-07 0.004 
X     169980838 169981187 350 4.62 2.92 5.38 -2.47 2.83E-06 0.025 
chr14 gm21738 exon-intron pseudo-gène  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-gène  98663742 98664089 348 7.76 8.38 6.63 1.75 1.74E-05 0.071 
chr14 gm21738 exon-intron pseudo-gène  19415654 19416852 1199 8.93 9.54 7.86 1.68 2.19E-05 0.074 
chr9 gm26870 intron pseudo-gène  3022066 3022364 299 5.28 5.94 4.03 1.90 2.71E-05 0.086 
chr5      17931503 17931716 214 3.20 4.03 1.04 2.99 3.49E-05 0.096 
chr9 gm11168 exon-intron pseudo-gène  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’hypothèse qu’une 

modification de l’activité de la voie de la calcineurine au sein des cellules cibles  pourrait 

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 l’expression génique, contrôlée par des régulations épigénétiques. Une vue globale de la 

potentielle influence des ICN sur cette régulation était donc le point de départ du travail.  La 

méthylation de l’ADN sur le LT CD4 a été  choisie, d’une part du fait des connaissances déjà 

établies sur son rôle dans la régulation d’expression génique, d’autre part, pour envisager des 

applications cliniques ultérieures.  

L’ étude a tout d’abord été menée sur la lignée cellulaire JURKAT afin de tester la 

méthode  MeDIP. Nous n’avons pas montré que l’exposition des cellules à la CsA ou au TAC 

induisait des modifications de la méthylation au niveau du promoteur d’IL2. Cependant, nous 

ne concluons pas sur l’absence d’effet des ICN. En effet, l’étude par qPCR était limitée et a 

permis d’explorer une région d’environ 100 pb. Il aurait fallu couvrir une région plus grande 

(à 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 modèle. Issues de cellules 

cancéreuses présentant un profil épigénétique altéré, les cellules JURKAT étaient susceptibles 

de répondre différemment en comparaison avec des cellules T physiologiques.  L’ étude de 

variation épigénétique via une lignée cellulaire immortalisée n’est pas idéale dans ce contexte 

(84). L’ étude de l’influence des ICN sur les LT est plus pertinente dans un environnement  

biologique complexe, attendu dans un modèle animal. Cependant, ce travail avait pour 

objectif premier de tester la MeDIP sur nos cellules d’intérêt et a permis de disposer de 

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

Nous avons observé une grande variabilité d’enrichissement dans les régions 

contrôles, d’une part entre les qPCR réalisées au sein du modèle cellulaire, et d’autre part, 

entre les deux types cellulaires testés (JURKAT, Figure 16, p.96versusLT CD4 murins, 

Figure 17, p.98). L’ensemble du protocole MeDIP a été révisé lors du transfert de la méthode 

sur les LT CD4 murins, notamment du fait d’un changement de sonicateur entre les 2 études 

(acquisition d’un sonicateur Bioruptor PICO, Diagenode au sein de la plateforme Genolim 
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pour l’étude sur modèle murin). Le changement d’un paramètre du MeDIP peut modifier 

grandement le rendement de l’enrichissement, et cette grande variabilité analytique rend 

difficile le transfert de la méthode, malgré l’origine commune des JURKAT et LT CD4. La 

mise au point des méthodes d’analyse des marques épigénétiques doit être effectuée sur le 

matériel biologique et à l’aide des mêmes outils d’analyse destinés à l’ étude principale.   

L’analyse différentielle de la méthylation étant en cours de réalisation, les résultats 

présentés dans ce manuscrit sont préliminaires mais prometteurs. Sur l’ensemble du génome, 

nous avons montré que seulement 24 régions présentaient un niveau de méthylation modifié 

après 83 jours d’exposition au TAC. Le promoteur du gène Calm2, codant pour l’isoforme 2 

de la calmoduline, semble être davantage méthylé après l’exposition au médicament. Ce 

signal doit être confirmé d’une part, à l’aide d’une méthode d’analyse de la méthylation ciblée 

sur cette région.  Une analyse PCR après traitement par bisulfite de sodium serait adaptée ici.  

D’autre part, une étude d’expression du gène Calm2 doit être réalisée pour évaluer l’impact de 

cette hyperméthylation sur l’expression du gène. Une corrélation entre la modification de la 

méthylation et l’expression permettra de confirmer ou d’infirmer ce résultat. Une étude du 

transcriptome sur puce est en cours.  

Les résultats obtenus doivent être interprétés avec prudence. Premièrement, nous 

n’avons pas montré de corrélation au sein des échantillons du groupe TAC et au sein du 

groupe Ctrl, avant ou après exclusion de l’échantillon TAC1 (Figure 19 p.101, Figure 21 

p.103). Ceci peut s’expliquer par le fait que la corrélation a été mesurée sur la distribution 

globale des reads entre les échantillons. Nous pouvons supposer que l’exposition à un 

médicament entraine des modifications ciblées de certaines régions du génome. L’ effet serait 

ainsi noyé dans une comparaison globale de l’enrichissement. Deuxièmement, l’analyse en 

PCA a révélé une variabilité anormalement grande au sein des échantillons  du groupe TAC 

(Figure 20 p.102). Nous avons choisi d’exclure TAC1 du fait de la grande différence observée 

avec les autres échantillons. Cependant, les profils de méthylation globaux, et spécifiques au 

niveau de la région contrôle Meg3, sont similaires entre les 3 échantillons TAC, ne montrant 

pas d’anomalie d’enrichissement pour TAC1 ; l’ analyse qualité des fichiers de séquençage ne 

met pas non plus en évidence d’anomalie particulière au niveau du séquençage concernant cet 

échantillon. Ainsi, le choix d’exclure l’échantillon TAC1 est critiquable. Une explication 

possible à l’observation de cette différence est une contamination avec un autre type cellulaire 

lors de l’isolement des LT CD4 (malgré le contrôle effectué par cytométrie de flux).  La 
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méthylation de l’ADN étant spécifique du type cellulaire, une contamination par des LT CD8 

ou d’autres leucocytes pourrait avoir gommé la signature médicamenteuse. L’analyse du 

transcriptome suivie d’une comparaison des profils d’expression avec des données provenant 

d’autres types leucocytaires murins pourrait répondre à la question. Le consortium ENCODE 

met à disposition des données d’expression du génome sur un nombre important de types 

cellulaires murins (www.encodeproject.org). Avec l’utilisation de la puce  Illumina Infinium 

450K (analyse du méthylome après traitement par bisulfite, cf. Chapitre 1 p.18-20), Reinius et 

col. montre la spécificité de méthylation pour les différents type leucocytaires de 

prélèvements sanguins périphériques issus de volontaires sains (85). Cette résolution 

d’analyse permet de décrire et de quantifier des sous populations dans un échantillon d’étude. 

Sans toutefois répondre à notre question de départ, cette 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 une autre limite de l’étude. 

Le choix de 3 réplicats par conditions testées était un nombre insuffisant. La mortalité 

obtenue dans certains groupes, ainsi que l’importante différence de réponse observée pour les 

échantillons TAC « 83 jours » permettent de tirer la conclusion qu’un nombre plus important 

de réplicats était nécessaire. Cinq réplicats par groupe pourraient être recommandés pour les 

futures analyses réalisées dans le projet. 

Comme discuté dans le chapitre 1, il existe de nombreuses autres voies de régulation 

de l’expression génique, en complément de la méthylation de l’ADN : marques histones, 

ARN non codants, facteurs de transcription, etc.  L’ étude de la méthylation de l’ADN de 

façon isolée ne représente qu’une infime partie de l’influence des ICN. Il est possible que 

certains loci, dont l’expression est effectivement modifiée par l’action des ICN,  n’aient pas 

été identifié ici. En étudiant l’impact de l’acide mycophénolique (MPA) au sein des LT CD4, 

issus de volontaires sains d’une part, et de patients atteints de lupus d’autre part (LT CD4 

lupus), Yang et col. ne montrent pas de modification de la méthylation de l’ADN alors qu’une 

augmentation de l’acétylation de l’histone 3 est observée spécifiquement chez les LT CD4 

lupus. Ils ont ensuite montré que l’exposition du MPA en ex-vivo sur les LT CD4 lupus 

diminuait l’activité des HDAC et augmentaient celle des HAC,  expliquant probablement une 

partie du mode d’action du MPA du fait de l’hypoacétylation globalement observée chez les 

patients atteints de la maladie (86).   L’étude en parallèle 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 l’ensemble de ces 

données pourraient identifier précisément les loci responsables d’une modification d’activité 

du génome induite par l’exposition aux ICN. Cette première étape sans a priori et de grande 

ampleur est nécessaire pour avoir une première image de l’action médicamenteuse sur la 

régulation épigénétique. Nous pourrions ensuite analyser chaque loci/marque identifié de 

façon plus précise pour comprendre la réelle action des ICN. Jamais réalisée jusqu’alors, cette 

étude de la méthylation de l’ADN est donc être le début d’une 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 cellulaire ? 

L’objectif final étant d’identifier des biomarqueurs épigénétiques capables de prédire 

un phénotype clinique chez le patient transplanté,  il est important de définir précisément le 

phénotype d’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 travail, 

exploratoire, avait pour but de savoir si les ICN avaient une potentielle influence à ce niveau 

de l’expression des gènes ou 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 modèle animal doivent être poursuivis, avec une 

classification de nos cellules d’intérêt selon un phénotype. En travaillant sur des sous-

populations filtrées selon un critère fonctionnel, nous pourrions associer des modifications de 

la méthylation au dysfonctionnement du LT. A titre d’exemples, la mesure de l’activité ATP 

(87), ou celle de l’activité calcineurine, ou de l’expression des gènes NFAT dépendants, 

pourrait être utilisée pour séparer les LT CD4 avant l’étape d’immunoprécipitation.  La 

comparaison des niveaux de méthylation entre les sous-groupes cellulaires « bon répondeurs » 

et « mauvais répondeurs » au traitement permettrait d’identifier des biomarqueurs 

intéressants. 

Les données générées par cette première étude n’ont pas fini d’être analysées. Tout 

d’abord, les résultats obtenus pour les échantillons 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 être étendues aux échantillons des groupes 

« ciclosporine ».  La comparaison des résultats issus des études « tacrolimus » versus 

« ciclosporine » pourra expliquer des différences dans leurs mécanismes d’action. Les 

analyses des données générées par le séquençage NGS demandent une réelle maitrise des 

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 compétences d’un bio-
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informaticien. Une utilisation non maitrisée de ces outils peut facilement mener à 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 à 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 réussite d’un tel projet.    
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Conclusion générale 

Les différents travaux réalisés dans le cadre de cette thèse d’université ont tenté 

d’explorer la variabilité pharmacodynamique des ICN en transplantation, d’un point de vue 

pharmacogénétique puis pharmacoépigénétique. L’objectif de ces travaux était, d’une part, 

d’identifier des biomarqueurs génétiques potentiellement utilisables, à terme, pour améliorer 

le suivi thérapeutique de ces médicaments, et d’autre part, d’évaluer l’impact 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 

l’apport des travaux de recherche en pharmacogénétique. Nous 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 ou d’infections graves chez les patients transplantés rénaux. 

Ces résultats de l’étude « POLYCIS » mettent en avant la difficulté d’étudier le rejet aigu en 

pharmacogénétique aujourd’hui, dont l’incidence est  faible du fait de l’optimisation des 

traitements. Les approches « gènes candidats » restent pertinentes pour l’exploration d’autres 

phénotypes en transplantation. Les deux travaux de revue de littérature ont permis de 

sélectionner d’autres variants des gènes codants pour les protéines participant à la 

pharmacodynamie des ICN non testés dans notre population, et qui mériteraient d’être 

explorés ultérieurement. En perspective de ces travaux génétiques, notre panel de variants 

candidats pourrait être étudié dans le développement des NODATs, effet indésirable rapporté 

avec l’utilisation des ICN et dont la voie de la calcineurine semple impliquée.   

 

La suite de l’exploration de la variabilité pharmacodynamique des ICN a été centrée 

sur l’ épigénétique. La pharmacoépigénétique, étude des variations épigénétiques modulant la 

réponse à un médicament, ou bien induites par l’exposition à un médicament, est une 

discipline en plein essor qui viendra probablement compléter la pharmacogénétique dans ses 

applications. Au travers de l’ étude des modifications de méthylation de l’ADN au sein du LT 

CD4 de souris, nous avons mis au point un protocole de MeDIP-seq pour le séquenceur Ion 

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 Illumina. Les 

analyses des données générées par cette méthode sont toujours en cours, cependant, des 
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résultats préliminaires semblent montrer l’influence potentielle du TAC sur la méthylation 

d’un gène de la voie de la calcineurine, Calm2 codant pour la calmoduline 2. Ces résultats 

sont prometteurs mais devront être confirmés pour comprendre l’impact réel de ces 

différences de niveau de méthylation. Ce travail exploratoire a permis de tirer quelques leçons 

sur le développement des analyses épigénétiques : la prise en compte de la grande variabilité 

technique observée entre expériences,  l’effet tissu spécifique nécessitant une pureté élevée 

des cellules étudiées, le choix du phénotype pour comprendre l’impact biologique des 

modifications observées, et le retraitement bio-informatique des données NGS qui est un 

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

Du fait de ses variations dynamiques et réversibles, l’épigénétique dans l’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 pharmacogénétiques aujourd’hui utilisés en transplantation. L’objectif est d’arriver à 

combiner un ensemble d’outils de suivi à différents niveaux de la variabilité 

pharmacodynamique, depuis les modifications de l’ADN jusqu’aux concentrations sanguines 

des médicaments immunosuppresseurs, afin d’optimiser leur usage et d’améliorer 

continuellement la prise en charge des patients transplantés.   
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Annexe 2. Protocole MeDIP-seq 
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Annexe 3. Lignes de commandes  

��bash���
. $ ��fas��qc ../IonXp��ess_�	XX_GR��m�8.bam����o��qc������xx

��bash���
. $ ��/../sam��oo��s view��b����F�� �	���
����q�����	��/../IonXp��ess_�	XX_GR��m�8.bam��
>/../IonXp��ess_�	XX_GR��m�8QS��ORE��	_noDUP.bam

��bash���
. $/../Ma ��kDup��ica��es.ja����I=/../IonXp��ess_GR��m�8.bam����
O=/../IonXp��ess_GR��m�8_Ma��ked.bam��M=me����ic V��LID����ION_S��RINGEN��Y=SILEN����
��RE����E_INDEX=Fa��se

��bash���
. $ ��sam��oo��s f��ags��a��s IonXp��ess_�	XX_GR��m�8_Ma��ked.bam��

��bash���
. $ ��/../macs����ca����peak������/../IonXp��ess_�	XX_GR��m�8QS��ORE���	_noDUP.bam
��f��B��M����g��mm����n��/../IonXp��ess_�	XX_GR��m�8QS��ORE��	_noDUP_M����S������B

��bash���
. $ ��/../bed��oo��s genomecov��bg ��ibam
/../IonXp��ess_�	XX_GR��m�8QS��ORE��	_noDUP.bam����g��/../genome��ef >��
/../IonXp��ess_�	XX_GR��m�8QS��ORE��	_noDUP.bg

��bash���
. $ ��awk��F��"\ ��"��'(($ !~/GL/)&&($ !~/JH/)){p��in��$�	}'��
IonXp��ess_XX_QS��ORE��	_noDUP.bg��| ��sed��e��'s/M��/ch��M/g' ��| ��sed��e��'s/X/ch��X/g'��| ��sed��
e��'s/Y/ch��Y/g'��>��IonXp��ess_XX_GR��m�8QS��ORE���	_noDUP_U��S��canon.bg��

��bash���
. $ ��"/../bedG��aph��oBigWig
/../IonXp��ess_�	XX_GR��m�8QS��ORE��	_noDUP_U��S��canon.bg��
/../genome��ef
/../ ��IonXp��ess_�	XX_GR��m�8QS��ORE��	_noDUP_U��S��canon.bw

Lignes de��commande u��i��isées su�� ��e��sys��ème d’exp��oi��a��ion Linux

 

Lignes de commande Diffbind (Rstudio) 
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Annexe 4. Rapports qualité FASTQC des fichiers de séquençage (groupes TAC et Ctrl « 83jours ») 
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Annexe 5. Visualisation des régions géniques identifiées comme DMRs selon l’analyse Diffbind (cf. 

Tableau 4).  

Dans l’ordre : Vps37a (région intronique) ; Ddx11 (région intronique) ; Atxn1 (région intronique) ; Pou6f2 
(région intronique) ; alignement au génome Mus musculus mm10 (genome.ucsc.edu) 
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Annexe 6. Visualisation des certains locus précédemment identifiés comme présentant des 

variations de la méthylation de l’ADN au sein du  LT CD4 (cf. Tableau 2) 

Dans l’ordre : Il2 (promoteur), Ifng (promoteur), Csf2 (promoteur), locus Il4-Il13 (région intergénique) ; 

alignement au génome Mus musculus mm10 (genome.ucsc.edu)
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