BIOLOGIE
LE GENOME, UN FOUILLIS BIEN ORDONNE

> Elles seraient 'un des controleurs des profils
d’expression des genes, un chef d’orchestre qui
influerait sur le moment ot des genes particu-
liers deviennent suffisamment actifs pour
modifier le fonctionnement des cellules.

UN FACEBOOK
POUR LE GENOME

Mes réflexions sur ’enchevétrement de
PADN étajent liées a une question plus large:
comment ’agencement tridimensionnel de
’ADN dans le noyau cellulaire influe-t-il sur
Pactivité des genes? Depuis la fin des
années 1970, s’accumulaient les preuves indi-
quant que de petits segments d’ADN, nommés
«séquences stimulatrices», ou enhancers,
étaient nécessaires pour activer les genes. Ces
séquences se trouvaient parfois tres loin de
leurs genes cibles sur la molécule I’ADN. Pour
actionner l'interrupteur qui active un gene - un
segment d’ADN adjacent au gene et connu sous
le nom de «promoteur» -, la molécule ’ADN
devait donc rapprocher du promoteur la
séquence stimulatrice, vraisemblablement en
se repliant sur elle-méme. Mais cette conjec-
ture était-elle correcte? Ce probleme m’a cap-
tivé et je n’ai trouvé quune seule facon de le
résoudre: trouver toutes les boucles.

Le plan pour y parvenir était simple en
théorie. Si deux personnes se fréquentent
particulierement souvent, il est logique de
supposer qu’elles sont amies. De méme, si
deux segments d’ADN - ou «loci» - tres éloi-
gnés I'un de lautre le long du chromosome
ont tendance a se fréquenter particuliere-
ment souvent, alors ’ADN s’est probable-
ment replié en boucle. Pour tester cette
hypothese, il nous fallait donc un moyen de
mesurer la fréquence d’interaction des diffé-
rentes parties du génome: une sorte de
Facebook du génome humain.

Pour transformer notre idée en réalité,
nous avons adapté une méthode décrite
en 1993 par Katherine Cullen, alors a 'univer-
sité Vanderbilt, aux Etats-Unis, et ses colle-
gues. A ’époque, la structure du génome avait
résisté a toutes les formes connues d’image-
rie: comme un mauvais sujet de portrait, les
chromosomes remuaient sans arrét. Mais
Katherine Cullen a tourné cette agitation en
un avantage. Lorsque les chromosomes
s’agitent, différentes parties du génome se
heurtent les unes aux autres. Et les parties les
plus proches dans I’espace se heurtent proba-
blement souvent, tandis que celles éloignées
se rencontrent rarement. Ainsi, en mesurant
la fréquence des collisions, il devait étre pos-
sible de déterminer quelles parties du génome
étaient proches dans ’espace.

Pour cela, Katherine Cullen et ses colle-
gues ont développé une technique qu’ils ont
appelée le «test de ligature nucléaire». En
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substance, prenez des cellules et, sans détruire
leurs noyaux, stabilisez leurs génomes.
Ensuite, envoyez une enzyme couper ’ADN
en petits morceaux et déployez une protéine
qui fusionne les extrémités de deux fragments
voisins, les rassemblant en un seul brin. Enfin,
examinez la séquence des paires de bases de
PADN (les lettres appariées du code de
’ADN) dans ’ensemble des fragments fusion-
nés obtenus. Si, d’une cellule a autre, vous
observez des fusions de deux fragments
d’ADN qui d’habitude sont éloignés le long
d’un chromosome, vous pouvez conclure que
ces deux fragments se retrouvent souvent
proches I'un de l'autre dans le noyau.

Cette approche a permis a Katherine Cullen
de montrer que deux morceaux d’ADN s’entre-
choquaient bien plus souvent que le hasard ne
laurait prédit. En d’autres termes, PADN for-
mait une boucle qui les rapprochait.

En 1993, les expériences utilisant le test de
ligature nucléaire étaient difficiles a réaliser.
Heureusement, a "époque ot j’ai vu I’article de
Katherine Cullen, au milieu des années 2000,
il existait une référence du génome humain et
le séquencage de ’ADN devenait tres bon mar-
ché. Avec trois collegues de I'institut Broad,
aux Etats-Unis, - Chad Nusbaum, Andreas
Gnirke et Eric Lander — nous avons esquissé
une approche pour analyser la fréquence de
contact non pas d’une seule paire de fragments
dans PADN, mais de toutes celles du génome

Les boucles s’étaient
conserveées pendant

au moins 60 millions
d’années d’évolution gy

en méme temps. Cette approche nous permet-
trait aussi de déterminer exactement d’olu
venait chaque fragment fusionné.

Nous avons décidé de fonder notre nouvelle
méthode sur une variante de la procédure de
Katherine Cullen développée par Job Dekker, de
la faculté de médecine de I'université du
Massachusetts. Au lieu de conserver les noyaux
cellulaires intacts, Job Dekker les a pulvérisés et
a effectué les étapes du test dans une solution
tres diluée. Cette variante, qu’il a nommeée «cap-
ture de la conformation chromosomique»,



ou «3C», semblait fournir une estimation plus
fiable de la fréquence de collisions.

Ensuite, nous avons ajouté quelques étapes
alaméthode 3C. Avant de coller les fragments
ensemble, nous avons attaché des étiquettes
aux extrémités de ’ADN cassé afin de marquer
les endroits ou deux morceaux fusionneraient.
Et une fois les fragments collés, nous les avons
coupés en plus petits morceaux, parmi lesquels
nous n’avons conservé que ceux portant les
étiquettes — et donc les jonctions. En appli-
quant cette procédure avec Job Dekker, Nynke
van Berkum, alors chercheuse en postdoctorat
dans son laboratoire, et Louise Williams, de
I’institut Broad, nous avons découvert que
nous pouvions identifier des millions de
contacts d’un seul coup. Nous avons publié
cette méthode, nommée Hi-C, en 2009.

DES CHROMOSOMES
DIVISES EN DOMAINES

Nos toutes premieres cartes de génomes
entiers obtenues par cette méthode ont montré
que les chromosomes, malgré leur agitation, ne
se repliaient pas en un amas aléatoire a I'inté-
rieur du noyau. Au contraire, chaque chromo-
some était divisé en domaines: des portions
d’ADN contenant des segments en contact
fréquent les uns avec les autres. Les loci d’'un
domaine interagissaient moins fréquemment
avec ceux d’autres domaines. De plus, les
domaines se répartissaient en deux grandes
régions dans le noyau, que nous avons nom-
mées «compartiments A et B».

Le compartiment A était riche en mar-
queurs de activité génétique, tels que des ARN
messagers - des émissaires des genes qui
donnent des instructions au reste de la cellule.
Le compartiment B était plus dense et en
grande partie inactif. Lorsque des domaines
étaient activés ou désactivés, ils passaient d’'un
compartiment a l'autre. (Aujourd’hui, on sait
que les noyaux des cellules contiennent plu-
sieurs sous-compartiments A et B.)

La découverte de cette compartimentation
dynamique confirmait que la structure a grande
échelle du génome n’est pas aléatoire, mais
plutot intimement liée a activité des genes.
Toutefois, a ma grande déception, une caracté-
ristique de repliement n’apparaissait pas dans
les données de Hi-C: les boucles...

Ces données sont souvent représentées
sous la forme d’une «carte thermique»: une
représentation graphique montrant a quelle
fréquence deux loci d’'un chromosome entrent
en contact 'un avec 'autre. De telles représen-
tations ressemblent a un jeu de bataille navale
ou les chiffres et les lettres seraient remplacés
par les loci d'un chromosome. On obtient alors
un quadrillage ou chaque point représente un
contact possible entre deux loci et ou la fré-
quence de contact est indiquée par la

luminosité du point. Une boucle devait donc
se manifester par un point exceptionnellement
lumineux correspondant aux deux loci qui
entrent en contact pour la former. Or nous
n’avions pas observé de tels pics de luminosité.
Et sans la preuve de I’existence des boucles,
impossible d’examiner si les séquences stimu-
latrices activaient les génes en se rapprochant
de leurs promoteurs.

CARTOGRAPHIER LES BOUCLES

Ce probleme nous a paralysés pendant trois
ans. Puis, en 2012, Suhas Rao et Miriam
Huntley ont compris d’ou il venait: un aspect
de laméthode Hi-C - la destruction des noyaux
des cellules avant la fusion des fragments
d’ADN - perturbait les structures fines telles
que les boucles. Ils ont donc mis au point une
variante qui maintient les noyaux intacts.

La nouvelle approche, nommée «in situ
Hi-C», a fait la différence. En 'utilisant sur des
globules blancs, Suhas Rao et Miriam Huntley
ont découvert que des pics lumineux apparais-
saient désormais sur toutes nos cartes ther-
miques, chacun représentant une boucle
potentielle. Ces points lumineux n’étaient-ils
pas le fruit de notre imagination? Pour m’en
assurer, j’ai rapporté les cartes a mon fils,
Gabriel, qui avait alors 3 ans: «Vois-tu un point
rouge?» «Oui», a-t-il répondu. «Peux-tu le
montrer?» Il le pouvait.

Nous ’avions: une carte montrant quelque
10000 boucles, réparties le long du génome
humain. Nous avons vérifié si les boucles
reliaient les promoteurs des genes et les
séquences stimulatrices. C’était souvent le cas.

Dans un autre test, nous avons comparé
nos cartes thermiques des cellules sanguines
avec de nouvelles cartes obtenues cette fois
pour des cellules du poumon. Un grand
nombre de boucles étaient semblables, mais
on y notait aussi de nouvelles connexions
- potentiellement entre des séquences stimu-
latrices et des genes différents. Ces modifica-
tions suggéraient que les boucles étaient
impliquées dans la régulation des genes qui
donnent a une cellule son identité.

En observait-on dans d’autres organismes?
Pour le savoir, nous avons cartographié les
boucles dans des cellules de souris: la moitié
de ces structures étaient positionnées a des
endroits du génome correspondant a des
boucles du génome humain. Elles existaient
donc déja chez l'ancétre des souris et des
humains et s’étaient conservées pendant au
moins 60 millions d’années d’évolution.

Nos données avaient révélé une autre infor-
mation intéressante: les boucles ne sont pas
statiques. Elles semblaient en effet continuel-
lement apparaitre, se défaire, se reformer.
Nous avons voulu savoir comment cela fonc-
tionnait. Nous pensions que des centaines de
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