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Structure d’un gene



Quelques chiffres…

� Génome = 30.000 gènes, peut-être moins…

� 3 milliards de paires de bases (3.109)

� 1 SNP fréquent toutes les 100 à 1000 pb 

� Estimation actuelle à 6 millions de SNPs 

fréquents

� Puces actuelles : 5.000.000 SNPs



SNPs: single nucleotide 
polymorphisms

Variations bialléliques

~10 million SNPs dans le génome humain

Variation génétique la plus fréquente

Beaucoup de SNPs sont en déséquilibre de liaison:
◦ Ensemble de SNPs qui sont transmis en bloc car proches sur le génome

◦ Suivre 1 SNP est alors suffisant pour refléter l’ensemble du bloc (Tag 
SNP)

◦ Coute moins cher et évite d’avoir une information génétique redondante



Déséquilibre de liaison

Haplotype Block

NEJM 2007; 356:1094



Blocs haplotypiques

NEJM 2007; 356:1094



Genome-wide association studies (GWAS) 

◦ Hypothese: variants génétiques fréquents (>5%) 
associés à des traits (affections fréquentes) complexes

◦ Implication d’un nbre limité de variants, chacun avec un 
effet faible (OR)

◦ Pas d’hypothèses à priori

◦ Capacité pour identifier des variants rares (1-5%) très 
limitée 

◦ Etudes sur de large populations de cas et contrôles bien 
phénotypés

◦ Génotypage génome entier



PATIENTS TEMOINS

Allèle de susceptibilité

Allèle protecteur

Études cas-témoins

Différence de distribution d’un allèle entre cas et  
témoins



Contraintes des études casContraintes des études casContraintes des études casContraintes des études cas----témoinstémoinstémoinstémoins

Très bon appariement ethnique des cas et des témoins ++
◦ Différence de distribution allélique entre cas et témoins en rapport avec 

mauvais appariement et non association avec la maladie

Si plusieurs SNPs étudiés, facteurs de correction pour 
multitesting

Pose le pb des analyses génome entier (5.000.000 SNPs) car 
nécessite bcp de cas/témoins pour lesquels l’appariement 
ethnique est difficile.

Approche impossible en dehors de Consortium ou très grandes 
cohortes



NEJM 2010; 362:166

Genome-wide association studies (GWAS) 



NEJM 2010; 362:166

Genome-wide association studies (GWAS) 



NEJM 2010; 362:166

Genome-wide association studies (GWAS) 



Les GWAS ont permis:

◦ D’identifier de nombreux et nouveaux variants associés à des traits définis

◦ Ces variants sont fréquents (>5%)

◦ Ont un effet limité (OR autour de 1.5)

◦ Ont mis le phare sur de nouvelles voies physiopathogéniques

Genome-wide association studies (GWAS) 



Principe des puces à ADN 

Utilisation de puces à ADN = 
5.000.000 SNPs ++ (Illumina)

Fragmentation et marquage de 
l’ADN par fluorochrome

Dans cet exemple: fixation de 
l’allèle C/G mais pas T/A = 
Homozygote CC
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NHGRI GWA Catalog
www.genome.gov/GWAStudies
www.ebi.ac.uk/fgpt/gwas/ 

Published Genome-Wide Associations through 12/2013
Published GWA at p ≤5X10-8 for 17 trait categories





Un succès du screening de SNPs génome 
entier

IL23-Rc et maladie de Crohn



Loci identifiés dans les MICI

N=71

N=47

N=28



L’ère post-GWAS
COMPRENDRE LES CONSÉQUENCES 
FONCTIONNELLES DES ASSOCIATIONS GÉNÉTIQUES



L’ère post-GWAS
Le constat en 2015:

�Une centaine de loci associés aux maladies inflammatoires chroniques

�Meilleure compréhension de la physiopathogénie de ces maladies

MAIS:

�La majorité des variants génétiques sont:

◦ Localisés dans des régions non codantes

◦ Conséquences fonctionnelles méconnues mais données récentes suggèrent

◦ Expression de ces variants dépendants du type cellulaires1

◦ Impliquent de larges régions régulatrices du génome = superenhancer 2,3

Trynka et al, 2013 – Maurano et al 2012 – Hnisz et al 2013

Génome Epigénétique Phénotype



Genetics of AS

Gène Locus OR Gène Locus OR

IL23R 1p31 1.62 LTBR-TNFSF1A 12p13 1.13

Intergénique 2p15 1.29 GPR35 2q37 1.13

ERAP1 5q15 1.29 UBE2E3 2q31 1.12

GPR25-KIF21B 1q32 1.19 NOS2 17q11 1.12

Intergénique 21q22 1.18 FCGR2A 1q23 1.11

RUNX3 1p36 1.15 ZMIZ1 10q22 1.11

BACH2 6q15 1.15 SH2B3 12q24 1.11

NKX2-3 10q24 1.15 IL27-SULT1A1 16p11 1.11

GPR65 14q31 1.15 ICOSLG 21q22 1.11

NPEPPS-TBKBP1-TBX21 17q21 1.14 IL12B 5q33 1.10

IL6R 1q21 1.14 CARD9 9q34 1.10

TYK2 19p13 1.14 PTGER4 5p13 1.08

Brown et al, 2013, Nature Genet



Genetics of SpA

24 associated loci

Functional consequences understood for only 2 of them 
(ERAP1 and IL23)

Other loci with low (very low…) OR

Most associated SNs located in the non coding region of the 
genes

Missing heritability

HLA-B27

Other loci

?



The missing heritability

Most of the heritability of 
complex traits and diseases is 
yet to be explained 

Gene-gene interaction is a 
possible explanation 
(Epistasis)

Epigenetics

Rare variants 

Maher et al. (2009)



Epistasis



Epistatic interaction between HLA-B27 and ERAP1

TASC & WTCCC2, Nature Genet 2011



Variants génétiques 
rares



Manolio et al. Nature 461, 747-753 
(2009)
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Cirulli E & Goldstein D, Nature review genetics 2010
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Définitions et caractérisation de 
l’épigénétique



DEFINITIONS 

Génétique = étude des caractères 

héréditaires transmis selon les lois de 

Mendel et dépendants de la séquence 

des gènes, codés par l’ADN

Epigénétique = facteurs modifiant le 

phénotype sans changer le génotype (ne 

concernant pas la séquence d’ADN). 

Séquence en 
bases de l’ADN

Composants 
«entourant »  

l’ADN



« Toutes » les cellules d’un même organisme ont le 

même patrimoine génétique mais des fonctions 

spécifiques épigénétiquement régulées 

Caractéristiques transmises au fil des 
divisions cellulaires

Possibilité de dérégulation 
épigénétique : dédifférenciation / 

cancérogénèse

Répression Activation



Historique de 
l’épigénétique



Premiers éléments en épigénétique

Conrad Waddington – 1942
◦ Première définition de l’épigénétique:

« interaction entre ADN et ce qui est autour 
(épi) pour moduler le phénotype »

◦ Caractères également héritables



L’L’L’L’épigénétiqueépigénétiqueépigénétiqueépigénétique: un développement récent: un développement récent: un développement récent: un développement récent



Modes de régulation 
épigénétique
MODIFICATIONS POST T DES HISTONES

MÉTHYLATION DE L’ADN

MICROARN



Quels sont les supports de la régulation Quels sont les supports de la régulation Quels sont les supports de la régulation Quels sont les supports de la régulation 
épigénétiqueépigénétiqueépigénétiqueépigénétique ????

Modification des histones
◦ Méthylation

◦ Phosphorylation

◦ Acetylation

Méthylation de l’ADN
◦ Exclusivement sur les dinucléotides C*pG

◦ Régions du génome riches en CG = CpG island



Quels sont les supports de la régulation Quels sont les supports de la régulation Quels sont les supports de la régulation Quels sont les supports de la régulation épigénétiqueépigénétiqueépigénétiqueépigénétique ????
miRNAmiRNAmiRNAmiRNA



Acétylation des histones



Structure de la chromatine

Chromatine: 2m de long par nucleus

ADN enroulé en structure tertiaire autour des histones � Chromatine

◦ Euchromatine = décondensée et transcriptionnellement active

◦ Hétérochromatine = condensée et transcriptionnellement inactive

ADN (146 pb) enroulé autour de 4 histones





Acétylation des histones
Déacetylé Acetylé

Compaction ADN Décompaction ADN

TSA



Transcription des gènes



Régulation épigénétique par 
méthylation
IDENTIFIER DE NOUVELLES CIBLES 
PATHOGENIQUES



Gène CD40L

Sujet normal

Régions pseudo-autosomales

Chez la femme normale, la plus grande partie d’un des 2 chromosomes X 
est soumise à une inactivation physiologique (par méthylation) 

Les gènes se trouvant dans les régions chromosomiques inactivées ne sont 
pas exprimés 

� Le nombre de copies de gène exprimées par le chromosome X est ainsi 
identique entre hommes et femmes

1 dose 1 dose

Homme
Femme

Déficit de méthylation du chromosome X à Déficit de méthylation du chromosome X à Déficit de méthylation du chromosome X à Déficit de méthylation du chromosome X à 
l’origine du lupusl’origine du lupusl’origine du lupusl’origine du lupus



Hypothèse : chez la femme lupique, certaines régions du chromosome X 
pourraient échapper à cette inactivation physiologique et ainsi conduire à 
une surexpression des gènes correspondants par rapport aux femmes 
normales ou aux hommes

Gène CD40L

Sujet lupique

Régions pseudo-autosomales

2 doses 1 dose

HommeFemme

Déficit de méthylation du chromosome X à Déficit de méthylation du chromosome X à Déficit de méthylation du chromosome X à Déficit de méthylation du chromosome X à 
l’origine du lupusl’origine du lupusl’origine du lupusl’origine du lupus



Chez les sujets normaux

◦ pas de méthylation du promoteur de CD40L chez l’homme

◦ hypométhylation de 50 % des promoteurs de CD40L chez la femme (soit un 
chromosome hypométhylé, l’autre méthylé)

Adjonction à des lymphocytes T de sujets normaux de 
5-azacytine qui induit une déméthylation de l’ADN � augmentation 
de l’expression de CD40L

Lu et al, JI 2007

���� Le degré de méthylation
du promoteur de CD40L
module l’expression de
l’ARNm et de la protéine de
CD40L

Niveau d’expression de l’ARNm de CD40L
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Le niveau de méthylation de promoteur de CD40L moins important chez la femme 
lupique (25 %) par rapport aux témoins de sexe féminin (42 %) 

SLEDAI Scores
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� La méthylation du promoteur de CD40L est différente chez l’homme 
et la femme lupique � modification de l’expression de CD40L à niveau d’activité 
du lupus équivalente (SLEDAI)

� Surexpression de CD40L par les lymphocytes T des femmes  
lupiques/femmes témoins par phénomènes d’hypométhylation

Déficit de méthylation du chromosome X à Déficit de méthylation du chromosome X à Déficit de méthylation du chromosome X à Déficit de méthylation du chromosome X à 
l’origine du lupusl’origine du lupusl’origine du lupusl’origine du lupus

Lu et al, JI 2007



La puce Illumina 450K infinium - EWAS

55



Profiles de méthylation dans le syndrome Profiles de méthylation dans le syndrome Profiles de méthylation dans le syndrome Profiles de méthylation dans le syndrome 
de Sjögrende Sjögrende Sjögrende Sjögren



Approches par séquençageApproches par séquençageApproches par séquençageApproches par séquençage

« Whole genome bisulfite sequencing »

Vision exhaustive de la méthylation du génome

Résolution à l’échelle nucléotidique

Défit en termes d’analyses bioinformatiques

Approches coûteuses

Adusumalli et al BRIEFINGS IN BIOINFORMATICS, 2014



Régulation des miR
IDENTIFIER DES CIBLES THÉRAPEUTIQUES OU DES 
FACTEURS PRÉDICTIFS DE RÉPONSE AUX 
TRAITEMENTS 



Up-régulation de miR-21 
(kératinocytes de patients psoriasiques)

Juan Guinea-Viniegra et al Sci Transl Med 2014

Homme

Modèle de souris psoriasique
Double KO JunB & c-Jun



Effet des anti-miR21 sur les 
kératinocytes

Juan Guinea-Viniegra et al Sci Transl Med 2014

Xénotransplantation de biopsies 
de patients psoriasique chez la 
souris SCID (déficit immunitaire 
sévère combine)

↘ expression de cytokines 
proinflammatoires:
• TNF
• IL-17
• IL-21
• IL-23
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Impact de l’environnement sur 
l’épigénétique
COMPRENDRE LES MODULATIONS DU PHÉNOTYPE 
ET LE RÔLE DE L’ENVIRONNEMENT DANS LE 
DÉTERMINISME DES MALADIES CHRONIQUES



Les jumeaux 
monozygotes



Jumeaux monozygotes et épigénétique:Jumeaux monozygotes et épigénétique:Jumeaux monozygotes et épigénétique:Jumeaux monozygotes et épigénétique:
une dérive avec le tempsune dérive avec le tempsune dérive avec le tempsune dérive avec le temps

Fraga et al, PNAS 2005

Les jumeaux MZ les plus discordants
• les plus âgés 
• les plus distants géographiquement sur 
un temps prolongé

EPIGENETIQUE ���� ENVIRONNEMENT

Méthylation H4 Acetylation H3 Acetylation



Jumeaux monozygotes et lupus

Profiles de méthylation différents entre jumeaux 
monozygotes discordants sur le lupus

Javierre et al, Genome Research, 2010



Le gène AgoutiLe gène AgoutiLe gène AgoutiLe gène Agouti

Diabète
Cancer 
Obésité

RIEN

Waterland et al, Mol Cell Biol 2003



Nous sommes ce que nous 
mangeons…

Waterland et al, Mol Cell Biol 2003

Agouti 
on
Diabète

Agouti 
off
Saines



Rôle de l’environnement sur 
les maladies complexes

Tabac Alimentation

Alcool U.V.

Comprendre l’impact de l’environnement sur la 
régulation épigénétique



Analyse de 21 GWAS (MAI et inflammatoires 
chroniques)

60% des variants seraient localisées dans des 
régions régulatrices du génomes – enhancers –

◦ Stimulus- et cellules dépendant

◦ enrichies en régions génomiques codants pour des 
miR et/ou en histones modifiées 

Eyre et al, Immunity 2014



Les défis pour demain
� Etudier de larges cohortes de patients très bien définis au plan phénotypique

� Analyses grandes échelles des profils de méthylation, modification des histones 
et expression des miR pour:

� Comprendre les conséquences fonctionnelles des SNPs associés aux MAI/MIC

� Identifier de nouvelles voies impliquées dans le déterminisme des MAI/MIC

� Etablir des profils de réponse aux traitements

� Identifier de nouvelles cibles thérapeutiques

� Défis en termes de:

� Technologie de pointe (haut débit – technologies innovantes)  

� Analyses bio-informatiques nécessitant l’intégration d’un nombre considérable de 
données

� Ressources humaines avec haut niveau de compétence

� Accès aux plateformes, multidisciplinarité avec interaction entre médecins et 
scientifiques



corinne.miceli@aphp.fr


