
Influence des séquences subtélomériques sur la

régulation des télomères : exemple du locus de la

Dystrophie Facio-Scapulo-Humérale en 4q35 et

implication en pathologie

Caroline Schluth-Bolard

To cite this version:
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RESUME 
 
 

Les subtélomères forment la transition entre les séquences spécifiques des 
chromosomes et les répétitions télomériques terminales. Ils semblent capables d’influencer les 
fonctions télomériques mais les connaissances sur les mécanismes mis en jeu sont encore 
limitées. Les subtélomères sont pourtant associés à de nombreuses pathologies comme la 
myopathie facio-scapulo-humérale (FSHD), une dystrophie musculaire secondaire à la 
contraction de répétitions macrosatellites D4Z4 dans la région subtélomérique 4q35.  

Afin d’étudier les propriétés de la séquence subtélomérique D4Z4, nous avons créé des 
constructions reproduisant l’organisation génomique au locus 4q35. Nous avons montré que 
D4Z4 est capable d’adresser un télomère à la périphérie du noyau. Cette activité est couplée à 
une activité insulatrice au niveau d’une séquence proximale de 80 pb et est dépendante de 
CTCF et des Lamines A. De plus, la relocalisation périphérique d’un télomère par D4Z4 
s’accompagne d’une réplication plus tardive de celui-ci. Par ailleurs, la recherche de 
séquences capables de s’opposer à l’effet de position télomérique (TPE) a identifié un élément 
de 30 pb contenant un site CTCF dans la séquence insulatrice proximale de D4Z4. De même,   
l’introduction d’un signal de poly-adénylation entre un gène rapporteur et les répétitions 
télomériques interfère avec le TPE et est accompagnée d’une diminution d’un transcrit 
hybride contenant le gène rapporteur et des répétitions télomériques, suggérant un rôle des 
transcrits télomériques TERRAs dans la régulation du TPE.  

En conclusion, ce travail a permis de caractériser l’implication de séquences 
subtélomériques, et notamment D4Z4, dans la régulation des télomères, leur 
compartimentalisation nucléaire, la réplication ou l’effet de position télomérique. De plus, il 
apporte un éclairage nouveau sur la physiopathologie de la FSHD et ouvre des perspectives 
dans la compréhension d’autres pathologies liées aux subtélomères.  

 
 

Mots-clés : Télomère ; subtélomère ; D4Z4 ; dystrophie musculaire facio-scapulo-humérale; 
transcrits télomériques.  
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ABSTRACT 
 
 
Subtelomeres form the transition between chromosome specific sequences and 

terminal telomeric repeats. They might influence telomeric functions but underlying 
mechanisms are still unclear. Nevertheless, subtelomeres are associated with a number of 
human pathologies such as facioscapulohumeral muscular dystrophy (FSHD), an autosomal 
dominant disease secondary to the contraction of an array of D4Z4 macrosatellite repeats in 
the subtelomeric region 4q35.   

In order to study the biological function of the D4Z4 sequence, we created contructs 
that mimic the genomic organization of the 4q35 locus. We showed that D4Z4 is able to 
localize a telomere at the nuclear periphery. This perinuclear activity was dependant on 
interactions with CTCF and A type lamins and lied within a 80 bp proximal sequence that 
harbors an insulator activity. Moreover, the peripheral positionning of a telomere by D4Z4 is 
accompanied by a late replication timing of the telomere. We also searched for sequences able 
to counteract telomeric position effect (TPE) and identified a 30 bp element containing a 
CTCF binding site in the proximal region of D4Z4. In another construct, the introduction of a 
poly-adenylation signal between a reporter gene and telomeric repeats counteracted TPE. This 
effect is accompanied by the production of a hybrid transcript encompassing the reporter gene 
and telomeric repeats, suggesting a role for the TERRAs telomeric transcripts in TPE 
regulation.  

This work contibuted to characterize the role of subtelomeric sequences, especially the 
D4Z4 macrosatellite, in telomere regulation, their nuclear compartimentalization, their 
replication or the telomeric position effect. We will discuss the implications in the 
understanding of the pathophysiology of FSHD and other subtelomeric diseases.  

 
 

Key-words : telomere; subtelomere; D4Z4; facioscapulohumeral muscular dystrophy; 
telomeric containing repeat RNA.  
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1. INTRODUCTION 
 

 

 

Chez les eucaryotes, l’information génétique est portée par des chromosomes linéaires. 

Les extrémités de ces chromosomes sont composées de structures nucléoprotéiques 

spécialisées, appelées télomères qui assurent la stabilité des chromosomes. Ces télomères sont 

séparés des séquences spécifiques du chromosome par des régions complexes de taille 

variable, les subtélomères. Si les télomères sont extensivement étudiés, les connaissances sur 

les séquences subtélomériques sont encore parcellaires, notamment du fait de leur grande 

hétérogénéité rendant leur étude difficile. Il apparaît cependant que les subtélomères peuvent 

subir l’influence des télomères mais pourraient également interférer avec les fonctions 

télomériques. 

Nous rappellerons tout d’abord la structure et la fonction des télomères avant de 

présenter les séquences subtélomériques. Etant donné l’ampleur du sujet, nous nous limiterons 

aux mammifères, et en particulier à l’Homme. La référence à d’autres eucaryotes ne sera faite 

que ponctuellement. Ensuite nous détaillerons l’exemple de D4Z4, une séquence 

macrosatellite subtélomérique impliquée dans la myopathie facio-scapulo-humérale. Nous 

avons étudié ses fonctions dans la compartimentalisation nucléaire des télomères, leur 

réplication et le contrôle de l’effet de position télomérique. Nous discuterons enfin des 

relations télomères-subtélomères et de leurs conséquences potentielles en pathologie humaine 

constitutionnelle.  
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1. 1. Les télomères 

 

1.1.1. Définition et historique 

 

Le terme de télomère, du grec telo (fin) et meros (partie), a été introduit par H. Muller 

(Muller, 1938). Il désigne actuellement des structures nucléoprotéiques spécialisées localisées 

aux extrémités des chromosomes linéaires eucaryotes, nécessaires à leur stabilité et à leur 

réplication (Blackburn, 1984).  

La notion de télomère est apparue à la fin des années 1930s à partir de travaux menés 

sur la drosophile (Muller, 1938) et le maïs (McClintock, 1941) qui ont remarqué que les 

extrémités des chromosomes ayant subi des cassures, induites par les UV ou des ponts 

anaphasiques, fusionnaient entre elles alors que les extrémités chromosomiques naturelles ne 

fusionnaient pas.  

Ensuite, il a été observé que, du fait du mode semi-conservatif de la réplication de 

l’ADN, une molécule d’ADN linéaire est incomplètement répliquée et se raccourcit à chaque 

cycle de réplication (Watson, 1972). Ce problème de réplication des extrémités (“end-

replication problem”) a été mis en avant pour expliquer le nombre limité de divisions des 

cellules en culture (Hayflick, 1965; Olovnikov, 1973). Les liens entre raccourcissement 

télomérique et sénescence ont été étudiés plus tard, notamment chez la levure (Lundblad & 

Szostak, 1989).   

La séquence des télomères a d’abord été identifiée chez un organisme cilié, 

Tetrahymena thermophila (Blackburn & Gall, 1978), puis dix ans plus tard chez l’Homme 

(Moyzis et al., 1988). Les différents composants fonctionnels du télomère ont ensuite été 

caractérisés comme la télomérase (“Telomere Terminal Transferase”) (Greider & Blackburn, 

1985) et les protéines associées aux télomères TRF1 (Chong et al., 1995) et TRF2 (Bilaud et 

al., 1997). Les publications sur le sujet n’ont cessé d’augmenter (Gilson & Segal-Bendirdjian, 

2010) et les recherches sur “comment les chromosomes sont protégés par les télomères et la 

télomérase” ont été couronnées en 2009 par l’attribution du Prix Nobel de Médecine et 

Physiologie à E. Blackburn, C. Greider et J. Szostak.  
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1.1.2. Structure des télomères 

 

1.1.2.1. Séquence nucléotidique 

 

La structure des télomères est relativement bien conservée chez les eucaryotes et est 

composée, hormis quelques exceptions, de courtes répétitions double brin en tandem de 6 à 8 

nucléotides, riches en G, se terminant par une extrémité 3’ sortante simple brin (Figure 1a).  

Chez les mammifères, et notamment chez l’Homme, la séquence télomérique est 

composée de répétitions (TTAGGG)n (Moyzis et al., 1988). Le nombre de répétitions est 

variable en fonction des espèces. La taille des télomères est de 10 à 15 kilobases (kb) chez 

l’Homme (de Lange et al., 1990) et de 20 à 50 kb chez la souris (Kipling & Cooke, 1990). Ce 

nombre peut également varier selon le type cellulaire et d’un chromosome à l’autre dans le 

même organisme (de Lange et al., 1990).  

Le brin riche en G (et dépourvu de C), encore appelé brin G, forme une extrémité 

simple brin 3’ sortante dont la longueur est estimée de 130 à 210 bases chez l’Homme 

(Makarov et al., 1997; McElligott & Wellinger, 1997). Cette extrémité peut envahir la partie 

double brin pour former une structure en lasso appelée boucle-t (t-loop) (Griffith et al., 1999; 

Nikitina & Woodcock, 2004) (Figure 1b). L’extrémité 3’ sortante est alors appariée avec le 

brin C et déplace le brin G en une boucle de déplacement (D-loop). Cette configuration 

particulière pourrait participer à la protection des extrémités chromosomiques en masquant la 

terminaison du télomère.  

 

1.1.2.2. Le complexe télosome ou shelterin 

 
Le complexe protéique spécialisé associé au télomère chez les mammifères s’appelle 

télosome ou shelterin (Figure 1c). Il est formé de six protéines (Liu et al., 2004) : TRF1 

(Telomeric Repeat Binding Factor 1) (Chong et al., 1995), TRF2 (Telomeric Repeat Binding 

Factor 2) (Bilaud et al., 1997), POT1 (Protection Of Telomere 1) (Baumann & Cech, 2001), 

TIN2 (TRF1 Interacting factor 2) (Ye & de Lange, 2004), TPP1 (TriPeptidyl Peptidase 1) (Ye 

et al., 2004) et RAP1 (Repressor Activator Protein 1) (Li et al., 2000). Ces protéines peuvent 

se lier à l’ADN télomérique double brin ou à l’extrémité 3’ sortante simple brin.  
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Figure 1 : Structure des télomères  
a : Représentation schématique de la structure des extrémités chromosomiques. Les télomères 
sont séparés des séquences spécifiques des chromosomes par les régions subtélomériques. Le 
brin C est représenté en bleu et le brin G en rouge, avec l’extrémité 3’ sortante. La séquence des 
répétitions télomériques est indiquée pour les deux brins. Les subtélomères sont composés d’un 
patchwork de séquences et forment la transition entre les télomères et les régions 
chromosomiques spécifiques.  
(Cen: centromère) 
b : Schéma de la boucle-t (t-loop) (d'après Palm & de Lange, 2008). L’extrémité 3’ sortante 
envahit la partie double brin pour former la boucle-t (t-loop). Elle est alors appariée au brin C et 
déplace le brin G en une boucle de déplacement (D-loop).  
c : Représentation schématique du télosome et exemples de facteurs accessoires associés. Le 
télosome est composé de 6 protéines : TRF1, TRF2, TIN2 et RAP1 associées à l’ADN double 
brin; TPP1 et POT1 associées à l’ADN simple brin. Des exemples de protéines interagissant 
avec les composants du télosome sont indiqués dans chaque cadre. La couleur du cadre 
correspond à la couleur de la protéine associée. (Cen: centromère) 
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La région double brin est reconnue spécifiquement par TRF1 et TRF2, deux protéines de la 

même famille qui se distinguent par leur domaine amino-terminal (acide pour TRF1, basique 

pour TRF2). Elles recrutent respectivement TIN2 et RAP1, TIN2 formant un pont entre TRF1 

et TRF2. L’ADN simple brin est reconnu par TPP1 et POT1, TPP1 formant un pont entre 

TRF1-TRF2-TIN2 et POT1. Les éléments du télosome peuvent former des complexes en 

absence d’ADN télomérique et des sous-complexes ont également été identifiés dans des 

extraits cellulaires.  

Le télosome intervient dans la formation de la boucle-t, dans la régulation de la 

longueur des télomères par la télomérase et dans la protection des extrémités télomériques 

contre les systèmes de signalisation et de réparation des dommages à l’ADN (Palm & de 

Lange, 2008; Jain & Cooper, 2010). Il interagit avec des facteurs accessoires, qui sont des 

protéines impliquées dans la signalisation des dommages à l’ADN (protéines ORC, RecQ 

hélicases ATM et BLM) (Kishi et al., 2001; Opresko et al., 2002), la réparation de l’ADN 

(Ku70/80, XPF/ERCC1, Apollo, Mre11, RAD50, PARP-1) (Hsu et al., 1999; Hsu et al., 2000; 

Zhu et al., 2000; Zhu et al., 2003; O'Connor et al., 2004; Lenain et al., 2006), ou la structure 

de la chromatine (HP1). Par exemple, TRF2 joue un rôle dans la formation de la boucle-t et 

l’inhibition de la voie ATM (Stansel et al., 2001). TPP1 et POT1 interagissent avec la voie 

ATR.  

Récemment un nouveau complexe de trois protéines associé à la protection des 

télomères a été mis en évidence, le complexe CST (CTC1, STN1 et TEN1). Ses fonctions 

doivent encore être précisées (Miyake et al., 2009).  

 

 

1.1.3. Fonctions des télomères 

 

1.1.3.1. Protection des extrémités chromosomiques 

1.1.3.1.1. Réplication des extrémités et télomérase 

 

Du fait de l’incapacité de l’ADN polymérase classique à répliquer complètement 

l’ADN linéaire, l’extrémité des chromosomes eucaryotes est confrontée à une perte de 

matériel génétique à chaque cycle de réplication (Watson, 1972) (Figure 2).  
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Figure 2 : Réplication des télomères 
a : La réplication incomplète du brin suiveur est associée à la perte de nucléotides à chaque 
cycle. 
b : L’extrémité 3’ sortante est générée par l’action d’une exonucléase 5’-3’.  
c : Dans certaines cellules, la perte nucléotidique secondaire est comblée par l’action de la 
télomérase.  
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En effet, lors de la réplication semi-conservative de l’ADN, le brin suiveur (“lagging 

strand”) est synthétisé de façon discontinue par l’intermédiaire de fragments d’Okazaki. 

Chaque fragment d’Okazaki est initié par une amorce ARN qui est ensuite détruite, remplacée 

par de l’ADN et liguée. En revanche, l’amorce la plus distale ne peut pas être remplacée sur 

un ADN linéaire, ce qui a pour conséquence une délétion de quelques bases de matériel 

génétique terminal à chaque cycle réplicatif (Lundblad & Szostak, 1989).  

Toutefois chez l’Homme, la perte télomérique à chaque cycle réplicatif est d’environ 

100 à 200 pb, c’est-à-dire beaucoup plus importante que la taille d’une amorce ARN 

(Huffman et al., 2000). Par ailleurs, la réplication du brin meneur (“leading strand”) est 

complète mais génère un double brin à bout franc. Or, il a été observé la présence d’un brin 3’ 

sortant à toutes les extrémités télomériques (Makarov et al., 1997). L’ensemble de ces 

observations a fait émettre l’hypothèse d’un mécanisme post-réplicatif, faisant intervenir une 

activité nucléase 5’ qui génère une nouvelle extrémité 3’ sortante par résection du brin C 

(Sfeir 2005). Ce mécanisme est régulé par les protéines du télosome, notamment POT1 qui 

contrôle la détermination stricte du nucléotide terminal (Hockemeyer et al., 2005), et 

expliquerait l’attrition plus rapide des télomères. 

Face au problème de réplication des extrémités, la plupart des eucaryotes ont 

développé un mécanisme, conservé au cours de l’évolution, pour lutter contre l’attrition 

télomérique : l’enzyme télomérase (Blackburn & Gall, 1978; Harrington et al., 1997; 

Nakamura et al., 1997). La télomérase est un complexe ribonucléoprotéique composé d’une 

sous-unité catalytique transcriptase inverse “télomérase” (hTERT), d’un ARN (hTR) 

(Weinrich et al., 1997) associé à des protéines accessoires qui facilitent l’assemblage et la 

stabilité du complexe catalytique comme la Dyskérine, NHP2, pontin-reptin, TCAB1 et 

NOP10 (Cohen et al., 2007; Fu & Collins, 2007; Venteicher et al., 2008; Venteicher et al., 

2009) (Figure 3). La télomérase utilise la molécule d’ARN hTR comme matrice 

(AAUCCCAAUC), la complémentarié entre l’ARN hTR et l’ADN télomérique permettant un 

alignement correct. La télomérase peut ainsi catalyser plusieurs cycles d’alignement-

extension permettant d’ajouter des centaines de nucléotides à la même extrémité par 

transcription inverse. Après l’extension de l’extrémité 3’, la machinerie de réplication de 

l’ADN permet de compléter le brin opposé (Blackburn & Gall, 1978; Osterhage & Friedman, 

2009).  

Malgré la variabilité individuelle de la longueur des télomères, la longueur 

télomérique moyenne est maintenue dans un intervalle stable, reflétant un équilibre entre 

élongation et attrition des télomères. La régulation de l’élongation télomérique reposerait sur 
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une boucle de rétrocontrôle négatif où l’allongement du télomère s’accompagnerait d’une 

accumulation de facteurs inhibant la télomérase. Les composants du télosome, dont le nombre 

de copies associées au télomère augmente avec le nombre de répétitions (TTAGGG)n, 

peuvent ainsi agir comme régulateurs en cis de la télomérase (van Steensel & de Lange, 1997; 

Smogorzewska & de Lange, 2004). Enfin, la régulation de la télomérase s’effectue au niveau 

transcriptionnel. Son expression est faible ou absente dans la plupart des cellules somatiques 

mais présente dans les cellules embryonnaires, certaines cellules souches et la plupart des 

tumeurs (Wright et al., 1996; Meyerson et al., 1997). 

 

Figure 3: Structure de la télomérase (d'après Armanios, 2009) 
hTERT : sous-unité catalytique transcriptase inverse 
hTR: sous-unité ARN comportant  
 - une boîte H/ACA assurant sa stabilité et permettant son assemblage à la sous-
 unité hTERT  

- une séquence matrice “Template” (AAUCCCAAUC) permettant l’extension 
des télomères 

Protéines accessoires : Dyskerin, NHP2, NOP10, GAR1 
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1.1.3.1.2. Protection contre les signaux de dommages à l’ADN et les systèmes de réparation 

de l’ADN 

 

D’un point de vue mécanique, les extrémités chromosomiques correspondent à des 

cassures d’ADN double brin. Les dommages de l’ADN induisent habituellement une série de 

réponses cellulaires qui activent les points de contrôle d’arrêt du cycle cellulaire pour 

permettre la réparation de l’ADN. En cas de dysfonction télomérique, l’activation de ces 

mécanismes de réparations à l’extrémité des chromosomes peut avoir des conséquences 

délétères : fusions télomériques, réarrangements chromosomiques et instabilité génomique 

globale. Les télomères possèdent donc des propriétés de protection spécifiques qui permettent 

d’échapper non seulement à la réponse aux dommages à l’ADN mais aussi aux mécanismes 

de réparation.  

Chez les mammifères, deux principaux systèmes de réponse aux dommages à l’ADN 

peuvent être activés aux télomères : la voie ATM qui reconnaît les cassures double brin 

(Shiloh, 2003) et la voie ATR qui reconnaît l’accumulation d’ADN simple brin et pourrait 

être activée par le brin 3’ sortant. ATM et ATR sont des protéines kinases qui phosphorylent 

l’histone H2AX et recrutent différents facteurs (MDC1, 53BP1, complexe Mre11) (d'Adda di 

Fagagna et al., 2003; Takai et al., 2003), entraînant l’apparition de foyers appelés TIFs 

(“Telomere dysfuntion Induced Foci”). Par ailleurs, elles activent deux kinases 

nucléoplasmiques, Chk1 et Chk2, qui bloquent la progression du cycle cellulaire. Enfin, elles 

permettent l’activation de p53, qui inhibe le cycle cellulaire et induit la mort cellulaire. La 

voie ATM est inhibée par TRF2 (Karlseder et al., 1999; Celli & de Lange, 2005; Denchi & de 

Lange, 2007) alors que POT1 inhibe la voie ATR en collaboration avec TPP1 (Denchi & de 

Lange, 2007; Hockemeyer et al., 2007).  

Les deux principaux modes de réparation de l’ADN qui peuvent menacer les télomères 

sont  la réparation par fusion d’extrémités non homologues (“Non Homologous End-Joining”, 

NHEJ) et la recombinaison homologue. Le NHEJ est un mécanisme de réparation non exact 

qui joint les deux extrémités franches d’une cassure double brin (Hartlerode & Scully, 2009). 

Ce mécanisme peut aboutir à la fusion télomérique de deux chromosomes, créant un 

chromosome dicentrique qui va initier à la prochaine division cellulaire un cycle de cassure-

fusion-pont (“breakage-fusion-bridge cycle”), à l’origine d’une instabilité génomique (Figure 

4a). En effet, à chaque mitose, la tension du fuseau mitotique sur les deux centromères du 
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chromosome dicentrique ainsi formé crée un pont anaphasique entraînant des cassures 

aléatoires suivies de nouvelles fusions. Ces cycles de cassures et réparation induisent donc à 

chaque cycle perte et gain de matériel chromosomique et d’importants remaniements à 

l’échelle du génome. La protéine TRF2 et à un moindre degré POT1 sont les inhibiteurs du 

NHEJ (van Steensel et al., 1998; Celli & de Lange, 2005). 

La recombinaison homologue est une recombinaison entre deux séquences d’ADN 

identiques situées sur deux molécules différentes ou distantes l’une de l’autre sur la même 

molécule. Au niveau télomérique, elle peut avoir lieu à l’intérieur de la boucle-t (“t-loop 

homologous recombination”) et entraîne la perte des télomères associée à l’accumulation de 

molécules télomériques circulaires de la taille d’une boucle-t (Wang et al., 2004) (Figure 4b). 

La recombinaison entre chromatides sœurs télomériques (“telomere sister chromatid 

exchange” T-SCE) survient après la réplication des télomères et peut aboutir à des 

chromatides de longueurs inégales en cas d’échange inégal (Celli et al., 2006) (Figure 4c). 

Enfin, la recombinaison ectopique entre un télomère et une séquence télomérique interne 

entraîne une délétion chromosomique de taille importante et la présence de matériel extra-

chromosomique double-minute contenant de l’ADN télomérique (Zhu et al., 2003) (Figure 

4d). Les protéines TRF2, Ku70, ERCC1, POT1, RAP1 et l’hélicase WRN participent à 

l’inhibition de ces différents mécanismes de recombinaison homologue (Zhu et al., 2003; 

Wang et al., 2004; Laud et al., 2005; Celli et al., 2006; Sfeir et al., 2010). Toutefois, le 

mécanisme de recombinaison homologue peut également permettre de réguler la taille des 

télomères, soit trop longs (processus de délétion rapide des télomères), soit trop courts 

(élongation alternative des télomères ou ALT, § 1.2.3.3.) (Jain & Cooper, 2010).  
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Figure 4 : Mécanismes de réparation mis en jeu aux extrémités télomériques 
Le brin G est représenté en rouge et le brin C en vert (d'après Palm & de Lange, 2008) 
a : Réparation par fusion d’extrémités non-homologues (NHEJ). La fusion de deux 
télomères aboutit à la formation d’un chromosome dicentrique et initie un cycle de 
cassure-fusion-pont. (télomère : carré jaune ; centromère : rond noir) 
b : Recombinaison homologue dans la boucle t. La migration de l’extrémité télomérique à 
l’intérieur de la boucle-t induit la formation d’une jonction de Holliday (HJ). La résolution 
de cette dernière entraîne une perte télomérique et la présence de cercle télomérique 
c : Echange de chromatides sœurs télomériques (T-SCE). Un échange inégal entre deux 
chromatides sœurs télomériques entraîne la ségrégation d’un chromosome au télomère 
allongé dans une cellule-fille et d’un chromosome au télomère raccourci dans l’autre 
cellule-fille.  
d : Recombinaison ectopique avec un site interstitiel. L’échange inégal induit une perte de 
matériel chromosomique et la présence de chromosome double-minute. 
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1.1.3.1.3. Conséquences : Sénéscence, cancer et vieillissement 

 
Des dysfonctions des télomères et de la télomérase ont été décrites dans de 

nombreuses pathologies tant constitutionnelles qu’acquises. 

D’une part, l’activation anormale de la télomérase peut être à l’origine de pathologies 

tumorales. Du fait de l’absence de télomérase dans les cellules somatiques, les télomères 

raccourcissent à chaque cycle cellulaire, jusqu’à atteindre une taille critique où le complexe 

télosome ne serait plus en quantité suffisante pour inhiber la réponse aux dommages à l’ADN 

(Allsopp et al., 1992; Palm & de Lange, 2008). Les cellules entrent alors en sénescence, une 

forme d’arrêt permanent du cycle cellulaire (Figure 5). Ce mécanisme se comporte comme 

une barrière anti-cancer en limitant la prolifération des cellules somatiques ayant 

potentiellement acquis des anomalies génomiques (d'Adda di Fagagna et al., 2003). Ce point 

d’entrée en sénescence correspond à la limite de Hayflick, qui définit le nombre maximal de 

divisions d’une cellule somatique primaire en culture. Toutefois, certaines cellules présentant 

une altération de la voie de contrôle du cycle cellulaire dépendant de p53 peuvent franchir 

cette limite et entreprendre 20 à 30 divisions supplémentaires, au cours desquelles les 

télomères continuent à raccourcir, entraînant l’apparition de réarrangements chromosomiques 

secondaires à des fusions télomériques et des cycles cassure-fusion-pont, par exemple, et 

générant une instabilité génomique (Hara et al., 1991). Ces cellules parviennent alors au stade 

de crise, caractérisé par une importante instabilité génomique et l’entrée en apoptose. Mais là 

encore, quelques rares clones peuvent émerger de la crise et activer un mécanisme 

d’élongation des télomères, qui permet de stabiliser les chromosomes. Dans 85 à 90% des cas, 

la télomérase est réactivée (Kim et al., 1994). Mais dans 10% des cas, un mécanisme alternatif 

appelé ALT (“Alternative Lengthening of Telomeres”) (§ 1.2.3.3.) est mis en œuvre (Bryan et 

al., 1997). Ces clones sont à l’origine de la prolifération tumorale. 

D’autre part, des mutations constitutives entraînant une perte de fonction de la 

télomérase sont à l’origine de pathologies constitutionnelles, regroupées sous le nom de 

syndromes de raccourcissement télomérique. Les conséquences se manifestent tout d’abord 

dans les tissus au renouvellement rapide, où les capacités réplicatives des cellules souches 

sont affectées. Les principaux signes caractéristiques sont un vieillissement prématuré 

(cheveux gris, dysplasie unguéale), une fibrose pulmonaire et/ou hépatique, des dysfonctions 

immunitaires et hématologiques, une augmentation du risque de cancer, une sensibilité accrue 

à la chimiothérapie et à la radiothérapie. La pathologie la plus anciennement connue est la 
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dyskératose congénitale (MIM #127550) secondaire à des mutations des sous-unités de la 

télomérase ou des protéines associées (hTERT, hTR, DKC1, TINF2, NHP1, NOP10). Plus 

récemment, le syndrome de Hoyeraal-Hreidarsson (MIM#300240) et des pathologies débutant 

chez l’adulte comme la fibrose pulmonaire idiopathique ou l’anémie aplasique ont été 

rattachées à des anomalies de la télomérase (Armanios, 2009).  
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Figure 5 : L’attrition des télomères contrôle la capacité proliférative des cellules 
somatiques 
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1.1.3.2. Télomères et reproduction  

 

Les télomères sont des structures indispensables à la protection des chromosomes 

linéaires des eucaryotes. Néanmoins, leur érosion à chaque division cellulaire peut conduire à 

la sénescence, au vieillissement ou au cancer en l’absence d’un rallongement par la 

télomérase. Ainsi, d’un point de vue évolutif, posséder et maintenir intacts des chromosomes 

linéaires nécessitent une énergie supplémentaire. Quel avantage peuvent-ils alors conférer? 

Les eucaryotes se distinguent des procaryotes par la reproduction sexuée qui permet un 

brassage de l’information génétique. Ce dernier est assuré au cours de la méiose, un processus 

qui produit quatre cellules filles haploïdes à partir d’une cellule mère diploïde. Alors qu’un 

chromosome circulaire, et a fortiori plusieurs, ont peu de chance de ségréger correctement au 

cours de la méiose, les chromosomes linéaires permettent un déroulement harmonieux de ce 

processus (Ishikawa & Naito, 1999).  

La première division méiotique aboutit à la séparation des deux chromosomes 

homologues dans deux cellules filles (division réductionnelle). Cette étape nécessite 

l’attachement des télomères à la membrane nucléaire interne pendant la prophase I, qui 

conduit au stade de bouquet où les télomères confluent vers le centrosome. Cette 

conformation favorise l’alignement et l’appariement des chromosomes homologues et 

l’échange de matériel par recombinaison homologue, indispensable à la ségrégation correcte 

des chromosomes. Par ailleurs, la formation en bouquet permettrait de contrôler le fuseau 

méiotique (Tomita & Cooper, 2007).  

Des télomères trop courts sont incapables d’accrocher les chromosomes à l’enveloppe 

nucléaire. Il a d’ailleurs été montré que la télomérase est active dans les cellules germinales et 

que les télomères sont allongés dans les cellules germinales mâles et femelles (Siderakis & 

Tarsounas, 2007). Par ailleurs, l’étude de générations successives de souris invalidées pour la 

télomérase (TR-/-) a révélé un fort taux d’apoptose des spermatocytes chez les mâles et 

l’apparition d’ovocytes aberrants chez les femelles qui, une fois fécondés, aboutissent à des 

portées plus petites et des embryons porteurs d’anomalies du développement (Blasco et al., 

1997; Lee et al., 1998; Herrera et al., 1999; Liu et al., 2002). En conclusion, le contrôle de 

l’intégrité des télomères dans les cellules germinales pourrait contribuer à assurer la fertilité. 
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1.1.3.3. Effet de position télomérique 

1.1.3.3.1. Rappels sur l’effet de position chromosomique 

 

L’effet de position décrit une modification de l’expression d’un gène par une altération 

de son environnement chromosomique. Il peut concerner plus largement la recombinaison ou 

la cinétique de réplication. Il existe deux types d’effet de position chromosomique (CPE), 

l’effet de position stable où la multimérisation d’une séquence induit le silence 

transcriptionnel (Sturtevant, 1925), et l’effet de position par variégation (PEV, “Position 

Effect Variegation”) (Muller, 1930, 1932). Dans ce dernier cas, des réarrangements 

chromosomiques placent des gènes euchromatiniens dans des régions hétérochromatiniennes, 

comme les régions péricentromériques par exemple, et induisent l’inactivation de ces gènes 

par diffusion de l’hétérochromatine à partir du point de cassure (Figures 6a et 6b). Ce silence 

transcriptionnel est alors héritable, inversement proportionnel à la distance par rapport au 

point de cassure et stochastique car la diffusion de l’hétérochromatine varie d’une cellule à 

l’autre, ce qui peut se manifester par un phénotype en mosaïque à l’échelle d’un tissu.  

L’effet de position est un mécanisme complexe, faisant appel à des composants de 

l’hétérochromatine, des enzymes de modification des histones, des protéines non histones et 

des protéines de l’architecture nucléaire. La cellule a également développé des processus pour 

s’en protéger. 

En effet, des régions de chromatine active et inactive sont souvent juxtaposées et leur 

identité respective est parfois maintenue par des éléments spécialisés tels que les insulateurs. 

Ces éléments sont définis comme une classe de séquences d’ADN qui possèdent la propriété 

commune de protéger les gènes de signaux inappropriés provenant de leur environnement 

proche (West et al., 2002; Gaszner & Felsenfeld, 2006). On en distingue classiquement deux 

types, ceux de type “enhancer-blocking” et ceux de type barrière de chromatine. Ces deux 

activités peuvent co-exister dans certains insulateurs, mais sont souvent découplées. Les 

insulateurs “enhancer-blocking” sont capables d’interférer avec les interactions enhancer-

promoteur quand ils sont placés entre les deux. Les insulateurs barrière de chromatine 

protègent contre l’effet de position en empêchant la propagation de l’hétérochromatine.  
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Figure 6: Les différents types d’effet de position 
a : Expression d’un gène dans une région euchromatinienne 
b : Répression par effet de position chromosomique 
c : Répression par effet de position télomérique 
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Chez les vertébrés, tous les insulateurs lient la protéine CTCF (CCCTC binding 

factor). Cette protéine, hautement conservée chez les eucaryotes, est caractérisée par la 

présence d’un domaine central de liaison à l’ADN composé de 11 doigts de zinc (Phillips & 

Corces, 2009). De 14 000 à 29 000 sites CTCF ont été identifiés dans le génome humain dont 

près de la moitié sont en position intergénique. Les régions contenant des promoteurs 

alternatifs sont enrichies en sites CTCF. Quatre-vingt pourcent des sites CTCF possèdent un 

motif consensus de 11 à 15 pb mais une séquence de 50 à 60 pb est nécessaire pour une 

liaison plus stable. CTCF est capable de reconnaître une vaste variété de séquences, peut 

établir différentes interactions grâce à différentes combinaisons de ses doigts de zinc et est 

susceptible de subir différentes modifications post-traductionnelles. Ainsi CTCF se comporte 

comme un facteur aux fonctions multiples. Il a été décrit comme participant non seulement 

aux fonctions d’insulation “enhancer blocking”/ barrière de chromatine mais aussi 

d’activation/ répression transcriptionnelle et d’interactions chromatiniennes à longue distance. 

CTCF a notamment été impliqué dans l’inactivation du chromosome X, dans l’empreinte de 

la région IGF2/ H19 en 11p15 (Kurukuti et al., 2006) et dans le fonctionnement de 

l’insulateur 5’HS4 du locus β-globine du poulet (Bell et al., 1999). CTCF agirait notamment 

par la formation de boucles chromatiniennes et jouerait un rôle dans l’organisation de 

l’architecture chromatinienne.  

 

1.1.3.3.2. L’effet de position télomérique 

 

L’effet de position télomérique (TPE, “Telomeric Position Effect”) est défini comme 

la répression transcriptionnelle réversible de gènes situés à proximité des télomères (Figure 

6c). Bien que décrit initialement chez la drosophile (Gehring et al., 1984), le TPE a été 

extensivement étudié chez la levure Saccharomyces cerevisiae. Le TPE a été mis en évidence 

dans un modèle de levure où le gène URA3 a été introduit à 1,3 kb du télomère du bras 

gauche du chromosome VII (VIIL) (Gottschling et al., 1990). Cette souche de levure était non 

seulement capable de croître sur des boîtes déficientes en uracile mais montrait aussi une 

résistance à l’acide 5-fluoro-orotique (5-FOA) (33% des colonies), une drogue convertie en 

substance toxique par URA3, suggérant que le taux d’expression du gène URA3 était réprimé 

sous le seuil de toxicité du 5-FOA. Le TPE est réversible, stochastique, dépend de la distance 

par rapport au télomère et implique des modifications des queues amino-terminales des 
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histones. Les protéines impliquées dans le TPE sont différentes de celles du PEV (Doheny et 

al., 2008). Bien que plusieurs protéines puissent moduler le TPE chez la levure, seules 

quelques-unes sont indispensables comme le complexe Sir (Silent Information Regulators Sir 

2p, 3p, 4p), l’hétérodimère Ku (yKu70p, yKu80p) et le domaine C terminal de Rap1 

(Aparicio et al., 1991; Kyrion et al., 1992; Boulton & Jackson, 1998; Ottaviani et al., 2008) 

qui forment un complexe répressif se propageant vers le subtélomère. Enfin, l’élongation des 

télomères renforce le TPE, probablement de façon secondaire au recrutement concomitant de 

facteurs répressifs. Par ailleurs, l’étude du TPE dans un contexte télomérique naturel a montré 

que sa force était extrêmement variable, et était notamment influencée par le type de 

séquences subtélomériques (Pryde & Louis, 1999). 

Chez l’Homme, l’existence du TPE a longtemps été controversée (Bayne et al., 1994; 

Sprung et al., 1996). Un premier indice a été apporté par l’étude d’une délétion terminale du 

bras long du chromosome 22 (22qter) réparée par l’ajout de répétitions télomériques de novo 

(“ telomere healing”) (Ofir et al., 1999). Elle a mis en évidence une asynchronie de réplication 

entre les extrémités des deux chromosomes 22, avec une réplication plus tardive du 

chromosome délété, mais sans effet sur l’expression des gènes situés à 50 kb du télomère. Des 

modèles cellulaires ont ensuite permis de démontrer l’existence du TPE (Baur et al., 2001; 

Koering et al., 2002). Dans ces modèles, un gène rapporteur (luciférase, eGFP) est inséré à 

proximité d’un télomère néoformé par le processus de “fragmentation télomérique” (Farr et 

al., 1992) dans des lignées de cellules cancéreuses humaines (Hela, C33-A). Le plasmide 

linéaire contient un gène rapporteur adjacent à des répétitions télomériques (TTAGGG) de 1,6 

kb. L’intégration du plasmide induit une cassure chromosomique suivie de l’extension de la 

séquence télomérique par la télomérase et la perte du fragment chromosomique distal natif. 

Les deux études ont mis en évidence une diminution stable de l’expression du gène rapporteur 

en localisation télomérique par rapport à une insertion chromosomique aléatoire.  

Les mécanismes mis en œuvre dans le TPE chez l’Homme sont encore mal connus. 

Dans les modèles cellulaires, le traitement par un inhibiteur des histones désacétylases 

(HDAC), la trichostatine A (TSA) est responsable d’une augmentation de l’expression du 

gène rapporteur, associée à un déplacement des protéines d’hétérochromatine HP1 (Baur et 

al., 2001; Koering et al., 2002) suggérant un rôle des HDAC et de HP1. L’élongation des 

télomères par la surexpression de hTERT s’accompagne d’un renforcement du TPE (Baur et 

al., 2001). Cependant, ce résultat est discuté (Sprung et al., 1996; Ning et al., 2003). D’autres 

arguments seraient plus en faveur de l’implication d’une modification de l’environnement 

chromatinien télomérique. Une surexpression de TRF1 entraîne une augmentation transitoire 
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de l’expression du gène rapporteur, sans modifier la taille des télomères, probablement par 

dérégulation de la chromatine. Enfin, le TPE est dépendant de la distance par rapport au 

télomère. Il est significativement diminué au-delà de 100 kb du télomère dans un modèle de 

cellules de carcinome vésical (Kulkarni et al., 2010). 

Plus récemment, un modèle murin a été développé dans des cellules embryonnaires 

souches (ES) puis des souris transgéniques issues de ces cellules ES (Pedram et al., 2006; Gao 

et al., 2007). L’expression du gène rapporteur est partiellement réprimée dans les cellules ES, 

mais complètement éteinte dans les tissus somatiques et les fibroblastes (MEF, “mouse 

embryonic fibroblasts”) isolés à partir des souris transgéniques. Ce patron d’expression est 

corrélé à une forte méthylation du gène rapporteur dans les tissus somatiques, alors que la 

méthylation est faible dans les cellules ES. Contrairement à ce qui est observé chez l’Homme, 

la TSA n’a aucun effet sur le TPE, mais la 5-azacytidine, un agent déméthylant, peut lever le 

TPE chez la souris. Ainsi, il a été suggéré que la mise en place du TPE pourrait se dérouler en 

deux temps avec une méthylation secondaire, venant verrouiller la chromatine comme ce qui 

est observé lors du processus d’inactivation du chromosome X.  

Les rôles du TPE ne sont pas clairement définis. Il pourrait n’être qu’un effet 

secondaire lié à la conformation particulière de la chromatine des télomères. Il pourrait jouer 

un rôle dans la sénescence et le vieillissement, en modifiant l’expression des gènes 

subtélomériques au fur et à mesure du raccourcissement télomérique (Hernandez-Caballero et 

al., 2009). Enfin, il pourrait intervenir dans la régulation de l’expression des gènes au cours du 

développement embryonnaire précoce (Gao et al., 2007). 

 

 

1.1.4. Régulation épigénétique des télomères 

 

Les modifications épigénétiques désignent l’ensemble des modifications héritables du 

phénotype secondaires à un mécanisme indépendant de la séquence primaire d’ADN. Les plus 

connues sont la méthylation de l’ADN et les modifications de la chromatine mais d’autres 

mécanismes comme, par exemple, les ARNs non codants ou encore la compartimentalisation 

nucléaire en font partie. Ces modifications jouent un rôle majeur dans la régulation des 

télomères.  
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1.1.4.1. La chromatine télomérique  

 

La chromatine est composée de l’association d’ADN et de protéines structurales, les 

histones. Le nucléosome en est l’unité de base. Il est composé de 146 pb d’ADN enroulées 

autour d’un octamère d’histones composé de deux sous-unités de H3, H4, H2A et H2B. Les 

nucléosomes sont séparés par 20 à 50 pb d’ADN internucléosomal (“linker”) qui peut être lié 

par l’histone H1 qui induit un degré de compaction supplémentaire. L’extrémité amino-

terminale des histones dépasse du nucléosome et peut être l’objet de modifications covalentes 

post-traductionnelles (phosphorylation, méthylation, acétylation, ubiquitination, 

sumoylation…). Ces modifications permettent de recruter des effecteurs qui interviennent 

dans différentes voies biologiques. Ces modifications déterminent le code histone (Strahl & 

Allis, 2000). La chromatine est organisée en deux états distincts, l’euchromatine et 

l’hétérochromatine. Chaque état est caractérisé par son niveau de compaction, le code histone, 

la présence de variants d’histones, les modifications de l’ADN, l’association de protéines non 

histones, la réplication et sa localisation subnucléaire. L’euchromatine correspond à des 

régions d’ADN peu condensées, transcriptionnellement actives et de réplication précoce en 

phase S. L’hétérochromatine correspond à des régions compactées, silencieuses et de 

réplication tardive. L’hétérochromatine constitutive définit des régions toujours condensées et 

inactives, composées de séquences d’ADN répétées comme les régions péricentromériques 

alors que l’hétérochromatine facultative désigne des régions qui peuvent être tantôt actives, 

tantôt inactives comme le chromosome X.  

Bien que proche de l’hétérochromatine constitutive, la structure hétérochromatinienne 

des extrémités chromosomiques est particulière et certaines des caractéristiques de 

l’hétérochromatine constitutive, comme l’aspect condensé, ne sont pas retrouvées au niveau 

des télomères. 

La taille de l’ADN internucléosomal des télomères est de 10 à 20 pb, soit de 20 à 40 

pb inférieure à la moyenne (Tommerup et al., 1994; Pisano et al., 2008). Par ailleurs, l’histone 

H1 est moins présente au niveau des régions télomériques (Parseghian et al., 2001) et l’ADN 

télomérique possède une moindre affinité pour l’octamère d’histones (Filesi et al., 2000). 

Cette structure serait à l’origine d’une moindre compaction de la chromatine et permettrait 

l’accessibilité à d’autres complexes protéiques, notamment le télosome et les protéines 

associées. D’ailleurs, les protéines du télosome permettraient de réguler cette organisation. 

Une surexpression de TRF2 entraîne une diminution globale du nombre de nucléosome et une 

augmentation de l’espace internucléosomal (Benetti et al., 2008). De même, TRF1 pourrait 
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modifier la structure nucléosomale et induire une compaction de l’ADN télomérique (Pisano 

et al., 2010). 

Bien que l’ADN télomérique ne puisse pas être méthylé du fait de l’absence de 

dinucléotide CpG, la chromatine télomérique porte des marques d’hétérochromatine 

caractérisées par un enrichissement en résidus lysine 9 de l’histone H3 (H3K9) di et tri-

méthylés (Garcia-Cao et al., 2004), en résidus lysine 20 de l’histone H4 (H4K20) triméthylés 

(Gonzalo et al., 2005), en protéine HP1 (Koering et al., 2002; Garcia-Cao et al., 2004) et un 

appauvrissement en résidus d’histones H3 et H4 acétylés (Benetti et al., 2007). Ces 

modifications sont mises en place par des enzymes spécifiques. Les histones 

méthyltransférases SUV39-H1 et SUV39-H2 triméthylent les résidus H3K9. Ceux-ci 

permettent de recruter les protéines HP1. Les protéines HP1 permettent à leur tour le 

recrutement des histones méthyltransférases SUV4-20H1 et SUV4-20H2 qui sont 

responsables de la triméthylation de H4K20. Les protéines de la famille rétinoblastome (RB), 

connues pour leur rôle suppresseur de tumeur, permettent également de stabiliser les histones 

méthyltransférases SUV4-20H1 et SUV4-20H2 au télomère (Schotta et al., 2004). Il faut 

noter toutefois que ces enzymes agissent également sur la chromatine extra-télomérique. Plus 

récemment, une histone désacétylase de la famille des sirtuines, SIRT6, a été identifiée. Elle 

s’associe de façon spécifique avec les télomères et permet la désacétylation des résidus H3K9 

et H3K56 (lysine 56 de l’histone H3) (Mischishita 2008). SIRT6 contribue à l’association de 

l’hélicase WRN au télomère, une protéine nécessaire à la réplication télomérique et dont les 

mutations sont responsables du syndrome de Werner (MIM #277700), caractérisé par un 

vieillissement prématuré et une prédisposition aux cancers (Tennen & Chua, 2011). 

D’ailleurs, les souris déficientes en Sirt6 présentent une pathologie de vieillissement 

prématuré caractérisée par un décès précoce associé à une instabilité génomique et une 

sensibilité aux radiations (Mostoslavsky et al., 2006).  

Des travaux chez la souris suggèrent que la chromatine télomérique interviendrait dans 

le contrôle de la taille des télomères. Dans des modèles murins, l’hypométhylation des 

histones est associée à des télomères longs. En effet, l’inactivation de SUV39-H1 et SUV39-

H2 s’accompagne d’une diminution de la triméthylation des résidus H3K9, d’une diminution 

de HP1 et d’une élongation anormale des télomères. De même, l’invalidation des protéines de 

la famille RB s’accompagne d’une perte de triméthylation des résidus H4K20 et de télomères 

anormalement longs (Garcia-Cao et al., 2004; Gonzalo et al., 2005). Réciproquement, dans 

cette espèce, la longueur des télomères peut influencer la chromatine télomérique. Dans un 

modèle de souris déficientes en télomérase (Terc-/-), Benetti et collaborateurs ont observé des 
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télomères raccourcis, l’apparition de marques d’euchromatine associée à une diminution de la 

triméthylation des résidus H3K9 et H4K20, une diminution de HP1 et une augmentation de 

l’acétylation de H3 et H4 (Benetti et al., 2007). Le relâchement de la chromatine concomitant 

au raccourcissement des télomères pourrait expliquer la réactivation de l’expression de gènes 

subtélomériques au cours du vieillissement et serait un effecteur de la régulation du TPE par 

la longueur des télomères.  

En conclusion, les modifications de la chromatine télomérique et l’allongement des 

télomères sont étroitement corégulés.  

 

1.1.4.2. Les transcrits télomériques ou TERRAs  

 
Du fait de leur structure hétérochromatinienne, les télomères ont longtemps été 

considérés comme transcriptionnellement silencieux, jusqu’à la découverte récente des 

transcrits télomériques ou TERRAs (“Telomeric repeat containing RNAs”). Ces ARNs ont été 

décrits chez les mammifères (Homme, rat, souris) (Azzalin et al., 2007; Ho et al., 2008; 

Schoeftner & Blasco, 2008), ainsi que chez la levure (Saccharomyces cerevisiae) (Luke et al., 

2008), le poisson-zèbre (Danio rerio) (Schoeftner & Blasco, 2008), les oiseaux (Solovei et al., 

1994) et le trypanosome (Rudenko & Van der Ploeg, 1989). Leurs caractéristiques 

commencent à peine à être étudiées et de nombreux aspects de leur biologie, synthèse, 

régulation et fonctions, ne sont pas encore élucidés. 

Chez l’Homme, les TERRAs sont de grands ARNs non codants de localisation 

nucléaire. Ils sont transcrits à partir du brin C, des régions subtélomériques vers les télomères 

(Azzalin et al., 2007; Schoeftner & Blasco, 2008) (Figure 7). Ils forment un ensemble de 

molécules de taille hétérogène, allant de 100 bases à 9 kb. La taille moyenne des répétitions 

télomériques (UUAGGG)n contenues dans les TERRAs est de 200 bases (100 à 400 bases). 

La variabilité de taille proviendrait donc de la transcription à travers les régions 

subtélomériques (Porro et al., 2010).  

La transcription des TERRAs est assurée par l’ARN polymérase II (Azzalin et al., 

2007; Schoeftner & Blasco, 2008), bien que la participation d’autres polymérases ne soit pas 

exclue. Elle est initiée dans les régions subtélomériques, au niveau d’îlots de CpGs conservés 

sur différents subtélomères (Nergadze et al., 2009). L’état de méthylation de ces îlots est 

corrélé au niveau d’expression des TERRAs. En effet, le double knock-out (KO) des gènes 

codant pour les ADN-méthyltransférases DNMT1 et DNMT3b ainsi que le traitement des 
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cellules par la 5-azacytidine s’accompagnent d’une perte de méthylation et d’une 

augmentation des TERRAs (Nergadze et al., 2009). De même, les patients atteints du 

syndrome ICF (Immunodéficience, instabilité Centromérique, anomalies Faciales, MIM 

#242860), secondaire à une mutation du gène DNMT3b entraînant une déméthylation globale 

du génome, présentent un niveau élevé de TERRAs (Yehezkel et al., 2008; Deng et al., 2010). 

Ainsi, la méthylation de l’ADN des régions subtélomériques serait un élément de régulation 

des TERRAs. 

Figure 7: Les transcrits télomériques (d'après Feuerhahn et al., 2010) 
Les ARNs TERRAs sont de grands ARNs non-codants, dont la transcription est initiée au 
niveau d’ilôts de CpGs dans les régions subtélomériques et s’étend à travers les répétitions 
télomériques. Les TERRAs possèdent une coiffe 7-méthylguanosine (m7G) et 7 à 10 % 
d’entre eux sont polyadénylés.  
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Les TERRAs sont exclusivement nucléaires. Ils sont capables de former des foyers 

(Azzalin et al., 2007; Schoeftner & Blasco, 2008) qui colocalisent avec les télomères dans les 

noyaux interphasiques et sont présents à l’extrémité des chromosomes métaphasiques 

(Azzalin et al., 2007). Tous les TERRAs possèdent une coiffe 7-méthylguanosine (Porro et 

al., 2010). Sept à dix pourcent d’entre eux sont polyadénylés (poly-A+) (Azzalin et al., 2007; 

Porro et al., 2010), ce qui définit deux sous-populations aux propriétés biologiques 

différentes. Les TERRAs poly-A+ sont plus stables, avec une demi-vie de 8h, se terminent 

soit en UUA-3’ soit en GGU-3’ et sont essentiellement nucléoplasmiques. Les TERRAs poly-

A- ont une demi-vie plus courte de 3h et se terminent en UUAGG-3’. Soixante pourcent des 

TERRAs poly-A- sont nucléoplasmiques et 40% sont associés à la chromatine, suggérant un 

rôle spécifique des TERRAs poly-A- dans l’assemblage ou la régulation de la chromatine 

télomérique (Azzalin et al., 2007; Schoeftner & Blasco, 2008; Porro et al., 2010).  

Peu d’éléments sont connus concernant la régulation des transcrits télomériques. Chez 

la levure, les TERRAs sont dégradés par l’enzyme Rat1p, une exonucléase 5’-3’ (Luke et al., 

2008). A noter que la présence de transcrits anti-sens nommés “ARRET” a été mise en 

évidence dans cette espèce. Chez l’Homme, l’expression des TERRAs est régulée au cours du 

cycle cellulaire avec le niveau le plus élevé en phase G1 précoce et le plus bas en phase S 

tardive (Porro et al., 2010). Les protéines SMG (“Suppressors with Morphogenetic defects in 

Genitalia”) UPF1, EST1A et SMG1, impliquées dans le mécanisme de dégradation des ARNs 

non-sens (“non-sense mediated RNA decay”, NMD), sont capables de déplacer les TERRAs 

des télomères. Une invalidation des gènes codant pour ces protéines s’accompagne d’une 

augmentation du nombre de foyers TERRAs sans augmentation apparente ni de leur demi-vie 

ni de leur taux total (Azzalin et al., 2007).  

Les TERRAs pourraient intervenir dans de nombreux processus comme le maintien de 

la chromatine télomérique, la régulation de la télomérase et la différenciation cellulaire. Tout 

d’abord, les TERRAs sont importants pour stabiliser les télomères puisque leur déplétion par 

interférence à l’ARN (RNAi) entraîne une augmentation des marques de dysfonctions 

télomériques (TIFs et anomalies télomériques métaphasiques), une modification de la 

chromatine télomérique (diminution de la diméthylation des résidus H3K9) et une diminution 

de la prolifération cellulaire (Deng et al., 2009). Les TERRAs sont d’ailleurs associés à 

diverses protéines du télomère comme TRF1, TRF2, la dyskerine, mais aussi des protéines 

comme ORC1, ORC2, ORC4, EBNA1, MECP2 et des protéines de réponse aux dommages à 

l’ADN (Deng et al., 2009). L’interaction entre TRF1 et TERRAs permettrait de réguler leur 
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transcription par l’ARN polymérase II (Schoeftner & Blasco, 2008; Deng et al., 2009). La 

surexpression de TRF2 s’accompagne d’une diminution des TERRAs (Benetti et al., 2008). 

Les TERRAs permettraient de maintenir l’hétérochromatine télomérique, notamment la 

triméthylation des résidus H3K9 et l’associaiton de HP1, par l’intermédiaire d’une interaction 

avec les protéines TRF2 et ORC1. Par ailleurs, une augmentation des TERRAs a été mises en 

évidence dans des cellules déficitaires en histone méthyltransférases Suv39h et Suv4-20h 

(Schoeftner & Blasco, 2008). La protéine MLL, une histone méthyltransférase (résidu H3K4), 

associée entre autre à l’hétérochromatine télomérique, permettrait de réguler l’expression des 

TERRAs (Caslini et al., 2009). En effet, la diminution de MLL, soit par invalidation (siRNA) 

soit secondaire au raccourcissement télomérique au cours du vieillissement cellulaire, 

s’accompagne d’une diminution de la méthylation des résidus H3K4 télomériques et d’une 

diminution de la transcription des TERRAs. Cette voie pourrait être impliquée dans la réponse 

cellulaire aux dommages de l’ADN mise en jeu lors du raccourcissement télomérique (Caslini 

et al., 2009). 

Ensuite, il a été constaté que les TERRAs sont plus abondants sur les télomères longs 

(Schoeftner & Blasco, 2008) et qu’ils pourraient participer à la régulation de la taille des 

télomères. L’association des TERRAs avec la télomérase a d’ailleurs été démontrée in vitro 

(Schoeftner & Blasco, 2008) et in vivo (Redon et al., 2010). Les TERRAs sont non seulement 

capables de se lier à la composante ARN hTR, en agissant comme compétiteur, mais aussi sur 

la composante transcriptase inverse hTERT, et ce de façon indépendante de la queue poly-A. 

L’activité télomérase est inhibée par les TERRAs in vitro. Les TERRAs pourraient donc 

participer à une boucle de rétrocontrôle négatif où ils inhiberaient la télomérase sur les 

télomères les plus longs. Cette activité serait liée à la capacité des TERRAs à former des 

structures G-quadruplex et des hybrides ARN-ADN (Xu et al., 2010). De plus, il a été suggéré 

que les TERRAs participeraient à la régulation de la réplication des télomères et à la 

formation du complexe télosome (Flynn et al., 2011).  

Enfin, les TERRAs sont capables de former des foyers au niveau des bras longs des 

gonosomes Xq/Yq. Dans les cellules ES, murines et humaines, deux foyers de TERRAs sont 

présents. Au cours de la différenciation, un seul foyer est visible, soit sur le bras long du 

chromosome Y (Yq) (cellules XY) soit sur le bras long du chromosome X (Xq) inactif 

(cellules XX) (Zhang et al., 2009). La même étude a mis en évidence une augmentation du 

taux de TERRAs dans différentes situations, comme les anomalies du comptage des 

chromosomes X, l’irradiation des cellules ou l’absence de Dicer (machinerie de RNAi) 
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(Zhang et al., 2009), ouvrant des pistes de recherche sur le rôle des TERRAs au cours de la 

différenciation cellulaire, de la réponse au stress et de la voie d’interférence à l’ARN.  

 

1.1.4.3. Compartimentalisation nucléaire 

1.1.4.3.1. Organisation tridimensionnelle des télomères dans le noyau 

 

L’arrangement spatial tridimensionnel des fibres de chromatine dans l’espace 

nucléaire est une notion qui est apparue au début du XXe siècle (Boveri, 1909) mais qui n’a 

pu être pleinement développée que plus tard avec l’avènement de l’hybridation in situ en 

fluorescence (FISH) (notamment des peintures chromosomiques) et les techniques de 

microscopie en trois dimensions (3D) (Cremer et al., 2008). 

Dans le noyau interphasique, l’organisation de base est le territoire chromosomique 

(Figure 8a). Celui-ci est composé de repliement de fibres chromatiniennes qui seraient 

rattachées à la matrice nucléaire, un réseau ribonucléoprotéique parcourant l’ensemble du 

noyau, par des séquences d’attachement dénommées S/MARs (Cremer & Cremer, 2001; 

Nickerson, 2001). Cependant, l’organisation exacte des territoires chromosomiques de même 

que la notion de matrice nucléaire sont encore débattues. L’unité de base serait un domaine 

chromatinien d’environ 1 Mb, correspondant à des foyers réplicatifs pendant la phase S 

(Jackson & Pombo, 1998; Ma et al., 1998). Pour d’autres, il s’agirait plutôt de petites boucles 

de chromatine de 50 à 200 kb appelées rosettes (Munkel et al., 1999), ou encore de boucles 

géantes de plusieurs mégabases séparées par des régions de 200 kb (“giant loop model”) 

(Sachs et al., 1995). Différents modèles architecturaux ont également été proposés (Chubb & 

Bickmore, 2003; Dehghani et al., 2005; Branco & Pombo, 2006), comme le modèle du 

territoire chromosomique-compartiment interchromatinien (Cremer et al., 2006) (Figure 8b). 

Le territoire chromosomique ressemble à une éponge traversée par un réseau continu de 

canaux et de lacunes, le compartiment interchromatinien. Ce dernier correspond à un réseau 

ribonucléoprotéique qui débute au niveau des pores nucléaires et s’étend entre les différents 

territoires chromosomiques et l’intérieur de ceux-ci (Rouquette et al., 2009). Les gènes 

activement transcrits sont exposés directement au contact de l’espace interchromatinien soit 

en bordure du territoire chromosomique, soit à l’intérieur de celui-ci (Verschure et al., 1999; 

Volpi et al., 2000; Mahy et al., 2002a; Mahy et al., 2002b; Kupper et al., 2007). 
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Figure 8 : Organisation tridimensionnelle du noyau 
a : Détection simultanée des chromosomes dans les noyaux de fibroblastes humains 
(gauche) et en prométaphase (droite) (d'après Cremer & Cremer, 2010). Chaque territoire 
chromosomique et chromosome prométaphasique est représenté en fausse couleur et est 
annoté par son numéro.  
b : Modèle d’architecture nucléaire territoire chromosomique (CT)-compartiment 
interchromatinien (IC) (d'après Cremer & Cremer, 2010). Les gènes (ronds gris) sont 
transcrits en périphérie des CT (machinerie transcriptionnelle en blanc). L’épissage à lieu 
au niveau de foyers spécifiques (speckle). 
c : Lamina nucléaire (NL) et ses interactions avec le génome (d'après Kind & van Steensel, 
2010). NPC : complexe de pore nucléaire; ONM : membrane nucléaire externe, INM : 
membrane nucléaire interne. Lap2β, Emerin, LBR, MAN1 : protéines associées à la 
lamina. BAF : protéine associée à la chromatine. La chromatine associée à NL est 
transcriptionnellement inactive (enrichissement en H3K9me2 et H3K27me3). La bordure 
de certaiens LADs est limitée par des sites CTCF. Le domaine LEM est un domaine 
présent sur certaines protétines de la INM.  
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Chaque chromosome, et même chaque bras chromosomique, occupe un territoire 

distinct (Dietzel et al., 1998). La dynamique de la chromatine en interphase étant limitée 

(Chubb et al., 2002), la stabilité d’un territoire chromosomique une fois établie en interphase 

dure jusqu’à la mitose suivante (Walter et al., 2003). Cette propriété est conservée et non 

aléatoire (Cremer & Cremer, 2001). Cependant, elle peut varier en fonction des espèces et des 

types cellulaires étudiés. Ainsi, établir une relation entre l’organisation nucléaire et sa 

fonction peut s’avérer difficile. De nombreux paramètres ont été mis en rapport avec la 

position nucléaire comme l’activité transcriptionnelle, la cinétique de réplication ou le 

contenu en GC (Goetze et al., 2007a; Grasser et al., 2008; Hepperger et al., 2008).  

L’organisation tridimensionnelle des territoires chromosomiques semble corrélée à la 

densité en gènes (Croft et al., 1999; Boyle et al., 2001; Murmann et al., 2005). Ainsi, le 

chromosome 19 riche en gène est localisé vers le centre du noyau alors que le chromosome 

18, pauvre en gènes, est localisé vers l’enveloppe nucléaire. De même à l’échelle d’un 

territoire, les “ridges” (région génomique contiguë d’environ 80 gènes possédant une activité 

transcriptionnelle globale élevée) sont localisés de manière plus interne que les “anti-ridges”, 

qui seraient plus périphériques (Goetze et al., 2007b). En revanche, la corrélation entre 

activité transcriptionnelle d’un gène et position nucléaire est plus débattue (Gilbert et al., 

2004). Le repositionnement du gène CFTR a été observé en fonction de son état 

transcriptionnel. Il serait périphérique dans les cellules où il n’est pas exprimé et plus central 

dans les cellules où il est actif (Zink et al., 2004). Par ailleurs, l’observation 

d’hétérochromatine et de gènes silencieux à la périphérie nucléaire a renforcé le concept selon 

lequel la périphérie nucléaire est un environnement répressif pour la transcription et que 

l’intérieur du noyau est plus favorable à l’activité transcriptionnelle (Schneider & Grosschedl, 

2007). Toutefois, il n’est pas établi si la position périphérique est la cause ou la conséquence 

de l’activité d’un gène. De plus, il est apparu que la périphérie nucléaire est un compartiment 

complexe où gènes actifs et inactifs peuvent être associés (Akhtar & Gasser, 2007; Kumaran 

& Spector, 2008; Deniaud & Bickmore, 2009; Luo et al., 2009).  

La localisation des télomères dans le noyau est variable en fonction des espèces. Chez 

la levure, les 32 télomères sont regroupés en 4 à 6 foyers associés à l’enveloppe nucléaire 

(Gotta et al., 1996). Chez la souris, les télomères sont localisés plutôt en périphérie. Chez 

l’Homme, la localisation varie en fonction du type cellulaire. Les télomères sont regroupés à 

la périphérie nucléaire dans les spermatozoïdes (Zalensky et al., 1995) alors qu’ils sont plutôt 

internes dans les lymphocytes et les cellules Hela (Luderus et al., 1996; Weierich et al., 2003). 
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La formation de foyers est plus fréquente dans les cellules en G0 que dans les cellules 

réplicatives (Nagele et al., 2001; Weierich et al., 2003). Certains télomères présentent un 

comportement différent comme le télomère du bras long du chromosome 4 (4qter), impliqué 

dans la myopathie facio-scapulo-humérale, qui est localisé à la périphérie du noyau (Masny et 

al., 2004; Tam et al., 2004), ce qui pourrait lui conférer des propriétés particulières.  

 

1.1.4.3.2. Rôle de la périphérie nucléaire 

 

La périphérie nucléaire est un environnement particulier. Le noyau est délimité par une 

membrane nucléaire composée d’une bicouche phospholipidique entrecoupée de complexes 

de pores nucléaires qui permettent les échanges noyau-cytoplasme. La surface 

nucléoplasmique de la membrane nucléaire interne est recouverte d’un réseau filamenteux 

appelé lamina nucléaire (Figure 8c). Celle-ci est étroitement associée à la membrane 

nucléaire interne et rattachée à la périphérie par les complexes de pore nucléaire. La lamina 

nucléaire est composée de deux types de filaments intermédiaires de type V spécialisés, les 

lamines de type A et de type B. Les lamines possèdent un domaine central alpha-hélice 

entouré de deux domaines globulaires. Le domaine central permet de former des dimères de 

lamines qui s’assemblent ensuite en chaîne puis forment un feuillet d’orientation anti-

parallèle. Les lamines de type B sont codées par deux gènes (LMNB1 et LMNB2) et sont 

exprimées dans toutes les cellules. Les lamines de type A sont codées par un seul gène, 

LMNA, dont l’expression génère une pré-lamine qui subit des modifications post-

traductionnelles comprenant farnésylation, méthylation et clivage et est à l’origine des 

lamines A, C, A∆10 et C2. Les lamines A sont exprimées uniquement dans les cellules 

différenciées. Les lamines peuvent interagir avec de nombreuses protéines dont certaines font 

partie de la membrane nucléaire interne. Les interactions entre les lamines et la chromatine 

peuvent être soit directes avec les histones (Ruault et al., 2008), soit indirectes par 

l’intermédiaire de facteurs de transcription (Rb, SREBP1, MOK2, cFos) ou par l’interaction 

entre des protéines associées à la lamina et des protéines associées à la chromatine (LAP2-

emerin-MAN1 et BAF, LBR et HP1). Les lamines forment également un réseau dans le 

nucléoplasme, qui pourrait intervenir dans la prolifération cellulaire, l’initiation de la 

réplication et l’épissage des ARNs (Dechat et al., 2008).  

Les lamines jouent un rôle structurel pour l’enveloppe nucléaire et permettent la 

transduction de signaux entre le nucléoplasme et le cytoplasme grâce à l’interaction avec les 



 40 

protéines de la membrane nucléaire et du cytosquelette (Starr, 2009). De plus, la lamina 

nucléaire participe à l’organisation de la chromatine interphasique, la réplication de l’ADN, la 

transcription, la prolifération cellulaire, la différenciation et la réparation de l’ADN (Dechat et 

al., 2008). Cette multifonctionnalité est liée au fait que la lamina nucléaire est une structure 

non uniforme, dont les composants peuvent avoir différentes fonctions. Les pores nucléaires 

sont capables d’interagir avec l’euchromatine et des gènes actifs (Gilbert & Ramsahoye, 

2005; Menon et al., 2005; Kalverda et al., 2010). Par ailleurs, les lamines de type B seraient 

plutôt associées à l’hétérochromatine et aux régions silencieuses, alors que les lamines de type 

A seraient associées à des régions d’euchromatine riches en gène (Shimi et al., 2008). Ceci 

expliquerait les résultats parfois discordants dans les corrélations entre localisation nucléaire 

et expression génique (Luo et al., 2009). Récemment, une cartographie des régions 

d’interaction entre la lamine B1 et l’ADN a été établie dans des cellules humaines par la 

technique damID (technique basée sur la méthylation des adénines des séquences d’ADN qui 

interagissent avec une protéine d’intérêt, ici la Lamine B1, fusionnée avec l’enzyme dam 

DNA adenyl transférase) (Guelen et al., 2008). Elle a permis d’identifier 1 300 domaines 

associés à la lamina (LADs), soit environ 40% du génome. Ces domaines sont de relativement 

grandes tailles de 0,1 à 10 Mb (553 kb en moyenne) et sont pauvres en gènes. Les gènes des 

LADs sont 5 à 10 fois moins actifs que ceux qui ne sont pas associés à la lamina et sont 

dépourvus des marques de transcription active (polymérase II et diméthylation des résidus 

H3K4). Les LADs sont par ailleurs enrichis en résidus H3K27 triméthylés et H3K9 

diméthylés et pauvres en histones acétylés, compatibles avec un environnement chromatinien 

répressif. L’interaction LAD-lamina pourrait être médiée par la liaison de la lamine B1 avec 

le facteur Oct1 dont les sites sont enrichis dans les LADs. La transition avec les régions non-

LADs est brutale sur environ 10 kb. Trois marques, dans les 5 à 10 kb à l’extérieur des LADs, 

signalent préférentiellement ces frontières : la présence du site de liaison de la protéine 

insulatrice CTCF, l’augmentation de la densité de promoteurs orientés vers l’extérieur du 

LAD (associée à une augmentation de la polymérase II et des résidus H3K4 diméthylés) et 

l’enrichissement en ilôts de CpGs. Ainsi les LADs permettraient de structurer l’organisation 

de domaines chromosomiques dans le noyau.  

Enfin, les mutations constitutionnelles des lamines de type A (plus de 250) sont 

responsables d’un ensemble de pathologies appelées laminopathies. Elles regroupent des 

pathologies variées comme des dystrophies musculaires, des lipodystrophies, des neuropathies 

périphériques et des syndromes de vieillissement prématuré dont le plus connu est la progéria 

de Hutchinson-Gilford (Worman et al., 2009). Leurs principales caractéristiques cliniques 
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sont résumées dans le tableau I. Au niveau cellulaire, l’architecture nucléaire est perturbée 

avec des noyaux irréguliers, des hernies de l’enveloppe nucléaire, une perte des lamines de 

type B, des anomalies des pores nucléaires et une délocalisation de l’émerine. Une perte 

d’hétérochromatine périphérique, des anomalies de la méthylation des histones et des 

anomalies de localisation des territoires chromosomiques (Goldman et al., 2004; Galiova et 

al., 2008) sont également observées. La localisation subnucléaire, la taille et la structure 

chromatinienne des télomères sont également perturbées, indiquant un rôle important des 

lamines de type A dans la biologie des télomères (Allsopp et al., 1992; Huang et al., 2008; 

Raz et al., 2008).  
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Maladie Transmission OMIM Phénotype

Dystrophie musculaire

Dystrophie musculaire d'Emery-Dreyfus1 AD/AR #181350
Contractures musculaires, faiblesse musculaire, troubles du rythme et 
de la conduction cardiaque, cardiomyopahie

Cardiomyopathie dilatée 1A AD #115200 Cardiomyopathie

Dystrophie musculaire des ceintures LGMD1B AD #159001
Faiblesse musculaire des membres et des ceintures, cardiomyopathie 
dilatée

Dystrophie musculaire congénitale AD #613205
Atteinte musculaire diffuse dans la 1ère année de vie, 
cardiomyopathie

Syndrome main-cœur AD #610140 Brachydactylie mains et pieds, cardiomyopathie

Lipodystrophie

Lipodystrophie partielle familiale de Dunnigan 
(FPLD2)

AD #151660
Perte du tissu adipeux périphérique, insulinorésistance, diabète, 
hypertriglycéridémie, stéatose hépatique

Lipoatrophie avec diabète, stéatose 
hépatique, cardiomyopathie hypertrophique et 
papules leucomélanodermiques

AD *150330
Perte générale du tissu adipeux, diabète insulino-résistant, stéatose 
hépatique, cardiomyopathie hypertrophique, papules disséminées

Dysplasie mandibulo-acrale2 AR #248370

Hypoplasie de la mandibule, acroostéolyse, raideur articulaire, 
atrophie cutanée mains et pieds, hypoplasie des clavicules. 
Persistance des sutures crâniennes et os wormien, alopécie, petite 
taille, lipodystrophie partielle

Neuropathie périphérique

Maladie de Charcot-Marie-Tooth 2B1 AR #605588 Faiblesse et aréflexie des membres inférieurs

Syndrome de vieillissement prématuré

Progéria de Hutchinson-Gilford AD #176670
Vieillissement prématuré, retard de croissance, micrognathie, 
diminution du tissu adipeux sous-cutané, ostéoporose, pathologie 
vasculaire occlusive précoce

Syndrome de Werner atypique AD *150330
Vieillissement prématuré, petite taille, cataracte, sclérodermie, 
ostéoporose, pathologie vasculaire 

AD: autosomique dominant ; AR: autosomique récessif
1: la dystrophie musculaire d'Emery-Dreyfus peut également être secondaire à des mutations du gène de l'Emerine (EMD), récessives liées à l'X
2: la dysplasie mandibulo-acrale présente à la fois des signes de lipodystrophie et de vieillissement prématuré 

 

 

 

 

 

Tableau I : Principales maladies dues à une mutation du gène LMNA  (laminopathies) 

(d'après Worman et al., 2009) 
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Cette première partie n’a pas pour but d’être exhaustive mais elle permet de rappeler la 

place fondamentale des télomères dans l’homéostasie cellulaire et la stabilité du génome ainsi 

que de présenter certains éléments clés de leur régulation. Dans de nombreux aspects, la 

physiologie des télomères est étroitement liée aux séquences qui leurs sont immédiatement 

adjacentes, les séquences subtélomériques, soit en les influençant, soit en subissant leur 

influence en retour. Nous détaillerons, dans la seconde partie de cette introduction, ces 

régions dont les connaissances sur la structure et les fonctions sont en plein développement. 
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1.2. Les subtélomères 

 

1.2.1. Définition 

 
Les subtélomères sont définis comme les régions de transition entre les séquences 

chromosomiques spécifiques et les répétitions télomériques terminales (TTAGGG)n (Mefford 

& Trask, 2002) (Figure 1). Donner une définition plus précise est difficile car ces régions 

sont extrêmement dynamiques et variables. Elles sont composées d’un patchwork de 

séquences s’étendant sur une distance de 8 kb à 300 kb environ (Riethman et al., 2001) et sont 

particulièrement riches en duplications segmentaires (ou duplicons), qui sont des segments 

d’ADN génomique répétés d’au moins 1 kb de long et de plus de 90% de similarité de 

séquence. Les duplications segmentaires subtélomériques, encore appelées répétitions 

subtélomériques, représentent 25% des 500 kb les plus distaux et 80% des 100 kb les plus 

distaux des chromosomes (Riethman et al., 2004). Du fait de la présence de ces séquences 

répétées et de la grande variabilité allélique, l’identification et le clonage des séquences 

subtélomériques a été tardif, particulièrement difficile et n’est pas encore complet. De plus la 

sous-représentation de ces séquences dans les banques de BACs (“Bacterial Artificial 

Chromosome”, chromosome artificiel de bactérie) qui ont permis le séquençage du génome a 

nécessité la mise au point de techniques spécifiques comme la production de demi-YACs 

(“Yeast Artificial Chromosome”, chromosome artificiel de levure) (Riethman et al., 2001). 

 

 

1.2.2. Structure des subtélomères 

 
Les subtélomères sont composés d’un patchwork de séquences hautement évolutives 

et dynamiques. Les extrémités chromosomiques sont composées (dans le sens telomère- 

centromère) des répétitions (TTAGGG)n terminales suivies par la région subterminale 

(<25kb) puis par la région subtélomérique étendue (Riethman, 2008b, a).  
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La région subterminale comprend des répétitions télomériques (TTAGGG)n 

dégénérées, des séquences de type TAR1, qui sont des séquences satellites de 0 à 2 kb 

présentes dans les 2 kb adjacents aux répétitions télomériques (Brown et al., 1990) et enfin 

soit des séquences d’ADN spécifiques des chromosomes en copie unique (télomères 7q, 8q, 

11q, 12q, 18q, Xp/Yp), soit une des six familles de duplicons subterminaux (Srpt A à F) 

(télomères 2p, 4p, 9p, 10q, 17p, 18p) (Ambrosini et al., 2007) (Figure 9a). Les duplicons 

subterminaux peuvent avoir des copies subterminales, subtélomériques ou à l’intérieur du 

génome. Certains de ces blocs contiennent des gènes, comme la famille des gènes WASH, 

dont l’expression est susceptible d’être directement affectée par la structure des télomères (§ 

1.2.3.1.). 

Les régions subtélomériques étendues sont très variables dans leur taille, leur séquence 

et leur organisation (Figure 9b). Elles peuvent contenir des répétitions télomériques 

dégénérées, des duplicons Srpt, d’autres duplications segmentaires et des séquences 

spécifiques de chromosome (Ambrosini et al., 2007). De plus, les régions subtélomériques 

sont enrichies en îlots de CpGs (séquence copie unique : 47,9%; Srpt : 44% ; duplicons 43 % ; 

génome 41,6%) (Riethman et al., 2004). Les séquences immédiatement centromériques aux 

îlots de CpGs subterminaux sont enrichies en sites CTCF, suggérant la présence de frontières 

chromatiniennes (Riethman, 2008b). Les répétitions (TTAGGG)n internes sont 25 fois plus 

fréquentes dans les régions subtélomériques que dans le reste du génome. Elles sont plus 

longues, de 150 à 200 pb en moyenne (maximum 823 pb), et plus conservées que dans le reste 

du génome, reflétant soit un évènement de propagation récent soit une forte pression de 

sélection. Elles sont orientées vers les télomères et coïncident avec la frontière des duplicons. 

Les duplications segmentaires subtélomériques sont généralement plus grandes et plus 

nombreuses. Certaines sont spécifiques des subtélomères, d’autres sont plus répandues. En 

effet, 1151 blocs subtélomériques, dont 461 exclusivement subtélomériques, ont été recensés 

(Ambrosini et al., 2007). La densité en duplicons est très variable d’un subtélomère à un autre. 

Des délétions et insertions d’ADN en copie unique ont également été décrites.  

Du fait des grandes disparités alléliques, les régions subtélomériques ont été parmi les 

premiers CNV (variation du nombre de copies) mis en évidence (Redon et al., 2006) (Figure 

9c). Un exemple extrême est celui du bras court du chromosome 16, où la différence de taille 

entre le plus petit et le plus grand allèle est de 260 kb (Wilkie et al., 1991).  

Cette grande variabilité allélique traduit les remaniements constants et les échanges de 

duplicons dont les subtélomères sont les objets. Par exemple, le bloc 7501 est présent en une 
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seule copie chez les primates non humains mais en 7 à 11 copies chez l’Homme. Il est porté 

par les extrémités 3qter, 15qter et 19pter mais beaucoup d’autres combinaisons ont été 

décrites en fonction de l’origine géographique. Ceci illustre une dynamique constante et une 

évolution récente (Mefford & Trask, 2002). Il a été estimé, en effet, que 49% des séquences 

subtélomériques ont été générées après la divergence Homme-chimpanzé (Linardopoulou et 

al., 2005). La formation des subtélomères proviendrait de translocations impliquant 

l’extrémité des chromosomes suivies de la transmission d’un complément déséquilibré à la 

descendance. La présence d’un polymorphisme segmentaire prédisposerait à de nouveaux 

réarrangements qui seraient à l’origine de nouveaux polymorphismes (Linardopoulou et al., 

2005) (Figure 10). Le mécanisme majeur impliqué dans ces réarranegements est le NHEJ 

(92%) alors que la recombinaison homologue non-allélique (“Non Allelic Homologous 

Recombination” NAHR) n’interviendrait que rarement (8% des cas) (Linardopoulou et al., 

2005). L’évolution des blocs chromosomiques n’est donc pas indépendante mais est marquée 

par de constantes interactions entre les chromosomes.  
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Figure 10 : Dynamique des régions subtélomériques : Génération de polymorphisme 
segmentaire par translocations (d'après Linardopoulou et al., 2005) 
a : Une duplication/délétion terminale peut survenir lors de la transmission d’un 
chromosome dérivé de translocation et de son homologue intact à la descendance (c).  
b : Une duplication/délétion segmentaire peut survenir lors d’un échange entre les 
chromosomes transloqués.  
d et e : Les polymorphismes segmentaires peuvent favoriser d’autres réarrangements par 
l’intermédiaire de translocations entre régions homologues (d) ou non-homologues (e).  
f et g : Des transferts de séquences homologues, réciproques ou non, sont alors possibles 
entre les différents chromosomes générés (l’astérisque indique les variants de séquences). 
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1.2.3. Rôle des subtélomères 

 
Les fonctions des régions subtélomériques sont encore peu connues et assez difficiles 

à appréhender chez l’Homme. Les subtélomères ont été impliqués dans l’adaptation 

environnementale, la régulation du TPE et la recombinaison télomérique.  

 

1.2.3.1. Transcrits et gènes subtélomériques 

 

Les régions subtélomériques sont plus riches en transcrits (54 transcrits/Mb) que la 

moyenne du génome (43 transcrits /Mb). Plus de 1 000 transcrits ont été identifiés, certains 

issus de l’ADN en copie unique, d’autres des duplicons (Riethman et al., 2004). Parmi ces 

transcrits se trouvent les TERRAs dont la transcription est initiée au niveau des subtélomères 

et qui incluent une partie plus ou moins importante de séquence subtélomérique (§1.1.4.2.). 

Par ailleurs, de nombreux pseudogènes sont présents dans les subtélomères, mais certaines 

familles possèdent au moins une copie fonctionnelle.  

Les régions subterminales contiennent les gènes RPL23A7P, DEAD/H, DDXIIL (Costa 

et al., 2009) et la famille des gènes WASH (“Wiscott-Aldrich syndrome protein and Scar 

homolog”) (Riethman et al., 2004). L’extrémité 3’ des gènes WASH se termine dans les 5 kb 

avant le télomère. Il existe une forme courte, uniquement subterminale et une forme longue 

qui commence près d’îlots de CpGs situés à 20 kb du télomère. Cette ancienne famille est 

conservée au cours de l’évolution et est même indispensable à la survie chez D. melanogaster 

(Linardopoulou et al., 2007). Les produits de ces gènes participent à l’organisation du 

cytosquelette, la transduction du signal et la régulation de la polymérisation de l’actine 

(Millard et al., 2004; Takenawa & Suetsugu, 2007; Yamaguchi & Condeelis, 2007).  

Les transcrits subtélomériques comprennent des familles de gènes codant par exemple 

pour les chaînes lourdes d’immunoglobulines, les récepteurs olfactifs (OR), les α et β-

défensines et des protéines en doigts de zinc, mais aussi des gènes uniques comme le 

récepteur à l’interleukine 9 (IL9R) ou DUX4 (Riethman et al., 2004). Les gènes des α et β-

défensines codent pour des peptides cationiques possédant une activité anti-microbienne, anti-

fongique et anti-virale (Ganz, 2003) dont les variations du nombre de copies (CNVs) ont été 

associées à des pathologies dysimmunitaires comme le lupus érythémateux disséminé, la 
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maladie de Crohn et le psoriasis (Bennett et al., 2003; Ishii et al., 2005; Fellermann et al., 

2006; Hollox et al., 2008). Les récepteurs olfactifs sont une des grandes familles du génome 

incluant 400 gènes et pseudogènes (Glusman et al., 2001; Niimura & Nei, 2007). Chaque 

neurone de l’épithélium olfactif exprime un seul allèle d’un seul gène OR et les axones des 

neurones exprimant le même gène convergent dans le bulbe olfactif. La combinaison des 

différents OR permet la détection de millions de chimiques. Des locis OR sont impliqués dans 

des remaniements génomiques récurrents. Par exemple, à l’extrémité du bras court du 

chromosome 8 (8pter), la recombinaison inégale entre deux groupes d’OR est à l’origine 

d’inversion-duplication, de marqueur surnuméraire, de délétion interstitielle et d’inversion 

submicroscopique (Giglio et al., 2001; Ciccone et al., 2006).  

Dans d’autres espèces, la localisation subtélomérique des gènes permet une adaptation 

à l’environnement. Chez la levure, les subtélomères contiennent une famille de gènes dont les 

produits permettent d’utiliser différentes sources de carbone (SUC codant pour la β-

fructofuranosidase, MAL pour l’α-glucosidase et MEL pour l’α-galactosidase) (Charron & 

Michels, 1988; Naumov et al., 1990). Les subtélomères de P. falciparum regroupent la plupart 

des membres des gènes var, codant pour l’antigène de surface APfEMP-1. La dynamique 

subtélomérique permet de générer une diversité des gènes et d’adapter la réponse à l’hôte 

(Freitas-Junior et al., 2000).  

Chez l’Homme, le remaniement constant des télomères pourrait également contribuer 

à l’apparition de nouveaux gènes, les gènes dupliqués évoluant par mutations successives soit 

vers une sur-spécialisation, soit vers une nouvelle fonction, et permerttrait ainsi l’adaptation à 

de nouvelles conditions environnementales. Par ailleurs, la proximité des télomères place les 

gènes subtélomériques sous l’influence directe du TPE (§1.2.3.2), qui pourrait également 

réguler la réponse aux stimuli environnementaux, les régions subtélomériques étant riches en 

gènes de l’immunité et de la réponse inflammatoire.  

 

1.2.3.2. Subtélomères et effet de position télomérique 

 

La structure hétérochromatinienne des télomères s’étend plus ou moins loin sur la 

région subtélomérique, notamment la triméthylation des résidus H3K9 et H4K20, 

l’enrichissement en protéine HP1 et le faible taux d’acétylation des histones (Tommerup et 

al., 1994; Gonzalo et al., 2006). De plus, contrairement à l’ADN télomérique, l’ADN 

subtélomérique contient des îlots de CpGs, qui peuvent être méthylés par les ADN 
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méthyltransférases DNMT3a et b (méthylation de novo) et DNMT1 (maintenance de la 

méthylation). Cette méthylation est régulée au cours du développement. L’ADN 

subtélomérique est hypométhylé dans les cellules germinales, puis méthylé de novo dans les 

cellules somatiques (Riethman, 2008b). Dans un modèle murin, il a été proposé que la 

méthylation de l’ADN subtélomérique serait un mécanisme secondaire qui permettrait de 

renforcer le TPE (Gao et al., 2007). 

Plusieurs arguments suggèrent que la modification de la chromatine télomérique 

secondaire au raccourcissement télomérique ou à d’autres stimuli, pourrait modifier 

l’expression des gènes subtélomériques. Tout d’abord, dans les modèles cellulaires de TPE, il 

a été montré que l’expression du gène rapporteur était dépendante de la longueur des 

télomères (Baur et al., 2001). Ensuite, l’expression de gènes subtélomériques a également été 

étudiée au cours de la sénescence de fibroblastes humains en culture et corrélée à la longueur 

des télomères correspondants. Bien que 17 des 34 gènes étudiés présentaient une expression 

différentielle (augmentée ou diminuée), la longueur des télomères ne semblait pas expliquer à 

elle seule le statut d’expression (Ning et al., 2003). Une autre étude comparant l’expression de 

9 gènes subtélomériques dans des fibroblastes de sujets jeunes et de sujets âgés a mis en 

évidence l’augmentation avec l’âge de l’expression de 3 gènes impliqués dans le remodelage 

de la chromatine, EHMT1, ZMYND11 et RASA3 (Hernandez-Caballero et al., 2009). Enfin, 

l’effet du TPE sur des gènes subtélomériques a été observé en pathologie chromosomique 

constitutionnelle. Les chromosomes en anneau sont formés par la délétion terminale d’un 

chromosome et d’une fusion au point de cassure. Certains d’entre eux peuvent néanmoins 

dériver d’une fusion télomère-télomère, qui pourrait aboutir à un TPE sur des gènes localisés 

dans les régions subtélomériques, comme dans un cas d’anneau du chromosome 20 avec 

conservation télomérique où la répression des gènes CHRN4 et KCNQ2 responsable d’une 

épilepsie sévère a été rapportée (Zou et al., 2006). 

Les séquences subtélomériques peuvent également se comporter comme une barrière 

anti-TPE. Chez la levure, différents éléments subtélomériques peuvent s’opposer au TPE 

(Pryde & Louis, 1999). Chez l’Homme, les gènes d’un même subtélomère ne sont pas 

réprimés de façon identique (Ning et al., 2003). Il a été suggéré que la méthylation 

différentielle des îlots de CpGs subtélomériques ainsi que les sites CTCF qui leur sont 

adjacents pourraient contribuer à délimiter des frontières hétérochromatine-euchromatine, 

régulant l’expression différentielle des gènes au sein du subtélomère (Riethman, 2008b).  
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Enfin, les modifications épigénétiques des subtélomères pourraient influencer d’autres 

aspects de la biologie des télomères comme leur réplication ou leur recombinaison (Gonzalo 

et al., 2006; Riethman, 2008b).  

 

1.2.3.3. Le mécanisme ALT : “Alternative Lengthening of telomere”  

 

Le mécanisme ALT est responsable de la stabilisation des télomères dans 10 à 15 % des 

tumeurs (Cesare & Reddel, 2010), notamment celles d’origine mésenchymateuse. Sur le plan 

phénotypique, les cellules ALT sont caractérisées par des télomères de taille très hétérogène 

de 2 à plus de 50 kb (20 kb en moyenne) (Bryan et al., 1995). Elles contiennent des corps 

nucléaires APBs (“ALT associated PML bodies”) où colocalisent les télomères et qui 

contiennent les protéines PML, SP100 ainsi que des protéines impliquées dans la réplication, 

la recombinaison et la réparation de l’ADN (Nittis et al., 2008). Elles sont caractérisées par la 

présence d’ADN télomérique extra-chromosomique (cercles télomériques double brin), un 

fort taux de recombinaison télomérique et une augmentation du taux d’échange entre 

chromatides soeurs télomériques (T-SCE). Le mécanisme ALT repose sur la recombinaison 

homologue (Figure 11). Dunham et collaborateurs ont montré, en suivant la propagation d’un 

télomère étiqueté (“taggé”), que les séquences d’ADN sont recopiées d’un télomère à un autre 

dans les cellules ALT humaines (Dunham et al., 2000). Le processus de recombinaison 

s’opérerait au niveau télomérique par un T-SCE inégal, par la recombinaison avec un 

chromosome adjacent ou par la recombinaison dans la boucle-t (Cesare & Reddel, 2010). 

L’appariement pourrait également avoir lieu au niveau des régions subtélomériques. Cela a 

été uniquement démontré chez la levure mais n’a pas été exclu formellement chez l’Homme 

(Lundblad & Blackburn, 1993; Teng & Zakian, 1999).  

Par ailleurs, la méthylation des subtélomères pourrait réguler le processus ALT. En 

effet, dans un modèle de cellules ES murines déficientes en ADN-méthyltransférase, il a été 

observé une déméthylation des régions subtélomériques sans modification des marques 

hétérochromatiniennes des histones, une augmentation de la taille des télomères et une 

augmentation de la recombinaison homologue entre les séquences télomériques (Gonzalo et 

al., 2006). Cependant, une étude plus récente suggère que le phénomène de déméthylation 

subtélomérique, bien que souvent associé aux cellules ALT, ne soit pas nécessaire à ce 

processus (Tilman et al., 2009). 
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Fig

Figure 11 : Maintenance des télomères par le mécanisme ALT  
(d'après Mefford & Trask, 2002)  
a : Voie 1: recombinaison homologue entre télomères.  
b : Voie 2: recombinaison homologue entre régions subtélomériques.  
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Il reste encore beaucoup à découvrir sur les fonctions des régions subtélomériques. 

Leur étude dans les cellules humaines est difficile du fait de leur extrême diversité allélique. 

Cependant, une séquence subtélomérique à l’extrémité du bras long du chromosome 4 a attiré 

l’attention car elle est impliquée dans la dystrophie musculaire facio-scapulo-humérale 

(FSHD), une pathologie dont le mécanisme, plutôt inhabituel, fait intervenir la contraction 

d’une séquence répétée appelée D4Z4.  
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1.3. Exemple d’un élément subtélomérique impliqué 

en pathologie humaine : D4Z4 et la myopathie facio-

scapulo-humérale 

 

1.3.1. D4Z4, un macrosatellite subtélomérique 

 

D4Z4 associe le double mystère d’être à la fois une séquence subtélomérique et un 

macrosatellite. Les macrosatellites font partie des séquences satellites qui sont des séquences 

d’ADN répétées en tandem, c'est-à-dire immédiatement adjacentes et dans le même sens que 

la précédente (Tremblay et al., 2010). Le plus souvent, le nombre de ces répétitions en tandem 

est variable d’un individu à l’autre (polymorphe), c’est pourquoi ces séquences sont aussi 

appelées VNTR (“Variable Number of Tandem Repeats”). Les macrosatellites font partie des 

plus grands VNTR et sont définis par la taille d’une unité supérieure à 1 kb. Ces séquences 

sont souvent spécifiques d’un ou deux chromosomes. Peu d’entre elles ont été caractérisées 

jusqu’à présent : D4Z4 (4q35, 10q26), DXZ4 (Xq23q24) (Chadwick, 2008), RS447 (4p16.1, 

8p23), TAF-11-like (5p15.1), SST1 (4q28.3, 19q13.12), PRR20 (13q21.1) et ZAV (9q32) 

(Tremblay et al., 2010). Certaines de ces séquences contiennent une phase ouverte de lecture 

(ORF, “Open Reading Frame”) transcrite et peuvent présenter une instabilité mitotique et/ou 

méiotique (Tremblay et al., 2010). Leur rôle n’est pas bien connu à ce jour. D4Z4 est sans 

doute le macrosatellite le plus étudié car il est associé à la FSHD. 

D4Z4 est une séquence macrosatellite localisée dans la région subtélomérique du bras 

long du chromosome 4 en 4q35. Elle est composée de 11 à 150 répétitions d’éléments 

délimités par les sites de restrictions KpnI et dont la taille est de 3303 pb (Figure 12c). Elle 

est très riche en GC (73%) et contient 290 dinucléotides CpG (Lee et al., 1995). Chaque unité 

contient un motif LSau (1-340), une séquence hhspm3 (1313-1780) et un double domaine 

homeoboîte contenu dans un cadre ouvert de lecture de 1173 pb, DUX4 (1792-3063) (Hewitt 

et al., 1994; Winokur et al., 1994; Lee et al., 1995; Gabriels et al., 1999). LSau est un élément 

répété associé aux régions d’hétérochromatine et hhspm3 est un duplicon riche en GC. Le 

cadre ouvert de lecture est précédé d’un promoteur (boîte TACAA) situé 149 pb en amont, 
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possède un intron facultatif mais aucun site de poly-adénylation dans l’élément D4Z4 même 

(Gabriels et al., 1999; Dixit et al., 2007).  

Plusieurs gènes ont été identifiés dans la région subtélomérique 4q35 en amont de 

D4Z4 : FRG2 (à 37 kb de D4Z4), TUBB4Q (à 80 kb, pseudogène de la superfamille des β-

tubulines), FRG1 (à 125 kb) et ANT1 (à 4,8 Mb, adénine nucleotide translocation 1, 

composant de la mitochondrie) (van Deutekom et al., 1996; van Geel et al., 2000) (Figure 

12b). La région distale à D4Z4 est séparée de 5 à 14 kb des répétitions télomériques et ne 

contient pas de gène (Bengtsson et al., 1994). Elle est caractérisée par un polymorphisme qui 

permet de distinguer différents allèles, 4qA et 4qB. L’allèle 4qA comporte une séquence 

pLAM de 260 pb qui correspond à une répétition D4Z4 divergente, des répétitions de type β-

satellite de 68 pb sur une distance de 6,2 kb, suivies des séquences subtélomériques 

(répétitions (TTAGGG)n interstitielles et région d’homologie avec l’extrémité 4pter) et le 

télomère. L’allèle 4qB se termine par les 570 premières pb d’une unité D4Z4 suivi des 

séquences subtélomériques et télomériques (Lemmers et al., 2002; van Geel et al., 2002). La 

fréquence des deux allèles est identique dans la population générale. 

Les répétitions D4Z4 ne sont pas seulement présentes à l’extrémité 4q35 mais aussi au 

niveau de la région d’hétérochromatine du bras long du chromosome 1 (1q12), des bras courts 

des chromosomes acrocentriques (13p12, 14p12, 15p12, 21p12, 22p12) et du subtélomère du 

bras long du chromosome 10 (10q26) (Wijmenga et al., 1992; Hewitt et al., 1994) (Figure 

12a). Les régions 4qter et 10qter possèdent 99% d’homologie qui s’étend sur une région de 

plus de 200 kb (Deidda et al., 1996; van Geel et al., 2002). Les deux chromosomes peuvent 

être distingués par un site de restriction BlnI uniquement présent dans la région 10qter 

(Deidda et al., 1996; Lemmers et al., 2001). Il existe des échanges de répétitions entre les 

régions 10qter et 4qter dans 20 à 30 % de la population générale (Rossi et al., 2007), à 

l’origine de séquences hybrides 4q/10q. Ainsi, l’analyse de la population HAPMAP a révélé 

l’existence de 17 haplotypes 4qter et 8 haplotypes 10qter. Lemmers et collaborateurs 

(Lemmers et al., 2010b) ont élaboré un modèle évolutif où l’allèle 4qA serait le plus ancien. 

Seuls quatre transferts de séquence au cours de l’évolution auraient suffi à générer les 

haplotypes actuels. Ces transferts auraient eu lieu avant la migration d’Afrique. Depuis, les 

allèles 4q et 10q évolueraient indépendamment (Rossi et al., 2007; Lemmers et al., 2010b). 

Les séquences hybrides correspondraient à des structures intermédiaires de transition 4q/10q. 
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Figure 12: Le macrosatellite D4Z4 
a : Répartition des répétitions D4Z4 dans le génome : régions subtélomériques 4q35 et 
10q26, région d’hétérochromatine du bras long du chromosome 1 et bras courts des 
chromosomes acrocentriques.  
b : Organisation de la région subtélomérique 4q35. L’allèle 4qA se distingue de l’allèle 
4qB par la présence de la séquence pLAM et de répétitions β-satellites. Distance des gènes 
par rapport à D4Z4: ANT1: 4,8 Mb; FRG1 : 125 kb; TUBB4Q : 80 kb; FRG2 : 37 kb; 
D4S139 : 215 kb. Le dernier domaine associé à la lamina (LAD) de l’extrémité 4qter est 
représenté. (Le schéma n’est pas à l’échelle) 
c : Structure d’une répétition D4Z4. Chaque élément de 3303 pb est défini par deux sites 
KpnI. Distance par rapport au site KpnI: LSau: 1-340; hhspm3 1313-1780; DUX4: 1792-
3063. Les deux homéoboîtes sont en rose hachuré.  
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1.3.2. La myopathie facio-scapulo-humérale, aspects cliniques et 

biologiques 

 

1.3.2.1. Clinique 

 

La myopathie facio-scapulo-humérale (FSHD) (MIM#158900), anciennement appelée 

myopahie de Landouzy-Déjérine du nom des médecins français qui en firent la première 

description à la fin du XIXe siècle, est une dystrophie musculaire de transmission 

autosomique dominante. Elle est la plus fréquente des dystrophies musculaires avec une 

prévalence de 7/100 000 (http://www.orpha.net/consor/cgi-lin/index.php). Environ 30% des 

cas sont sporadiques. 

La FSHD est caractérisée cliniquement par une faiblesse musculaire progressive 

impliquant la face, la ceinture scapulaire, les membres supérieurs, les membres inférieurs et 

enfin la hanche (Padberg et al., 1991; Tawil et al., 1998). L’atteinte musculaire asymétrique 

est fréquente et caractéristique de la FSHD. L’atteinte des muscles de la face se manifeste par 

une difficulté à siffler, à fermer fortement les paupières ou à sourire. Les muscles extra-

oculaires et bulbaires sont épargnés. L’atteinte scapulaire attire davantage l’attention des 

patients. Elle se traduit par des difficultés à lever les bras, un décollement scapulaire par 

atteinte du muscle trapèze et une atrophie pectorale pouvant entraîner un pectus excavatum. 

Au niveau des membres supérieurs, le deltoïde est touché tardivement. L’atteinte du biceps et 

du triceps entraîne une atrophie du bras épargnant les muscles de l’avant-bras, formant un 

aspect de “bras de Popeye”. L’atteinte abdominale peut être précoce et se manifeste par une 

protubérance abdominale associée à une lordose lombaire. Le signe de Beevor (ascension de 

l’ombilic lors de l’antéflexion de la tête) traduit un affaiblissement sélectif des muscles 

abdominaux inférieurs. Au niveau des membres inférieurs, l’atteinte des muscles extenseurs 

du pied se manifeste par une difficulté à lever le pied. Une faiblesse de la ceinture pelvienne 

survient plus tardivement. La fonction respiratoire est habituellement normale mais une 

insuffisance respiratoire restrictive est décrite dans 1% des cas (Wohlgemuth et al., 2004).  

Des manifestations extra-musculaires ont été également décrites. Une vasculopathie 

rétinienne (télangiectasies, micro-anévrysmes) est notée chez 40 à 60 % des patients mais 
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n’entraîne pas d’atteinte de la vision en général (Padberg et al., 1995). Dans 60% des cas, une 

surdité sensorielle est mise en évidence (Brouwer et al., 1991; Padberg et al., 1995). Plus 

rarement, une prédisposition aux arythmies auriculaires, le plus souvent asymptomatique, à 

été décrite (5% des cas) (Laforet et al., 1998; Galetta et al., 2005; Trevisan et al., 2006). Une 

atteinte du système nerveux central a été rapportée dans des formes infantiles présentant 

retard mental et convulsions (Funakoshi et al., 1998). Enfin douleurs et fatigue sont des 

symptômes fréquemment décrits par les patients (Kalkman et al., 2005).  

Les examens complémentaires montrent des signes souvent aspécifiques comme un 

taux de CPK (Créatine PhosphoKinase) normal à modérément augmenté et des signes de 

myopathie non spécifiques à l’EMG (ElectroMyoGramme). La biopsie musculaire met en 

évidence des signes myopathiques non spécifiques, associés éventuellement à un infiltrat 

inflammatoire et permet surtout d’éliminer d’autres causes de myopathie (Tawil & Van Der 

Maarel, 2006). Elle n’est pratiquée que rarement. 

 

1.3.2.2. Evolution  

 

La FSHD est une maladie dont l’expressivité intra et inter-familiale est extrêmement 

variable. Typiquement la maladie débute chez l’adulte jeune au cours de la deuxième 

décennie. La pénétrance est élevée mais dépend de l’âge et du sexe. Elle est plus importante 

chez l’homme que chez la femme (Zatz et al., 1998; Tonini et al., 2004). Quatre-vingt-dix 

pourcent des sujets atteints ont des signes à l’âge de 20 ans. Certains cas de forme infantile 

sévère ont été décrits alors que certains individus peuvent rester asymptomatiques toute leur 

vie. L’évolution est lente et continue même si certains patients peuvent présenter une 

évolution par poussées. L’espérance de vie n’est pas modifiée mais la maladie peut entraîner 

un handicap important et 20% des sujets sont en chaise roulante après 50 ans. A l’heure 

actuelle, le traitement est uniquement symptomatique.  
 

1.3.2.3. Biologie moléculaire  

 

Le locus de la FSHD a été identifié dans les années 1990s par analyse de liaison dans 

la région subtélomérique du bras long du chromosome 4 en 4q35 au niveau de la répétition 

macrosatellite D4Z4 (Wijmenga et al., 1990; Sarfarazi et al., 1992; Wijmenga et al., 1992). 
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L’anomalie moléculaire responsable est une contraction du nombre de répétitions D4Z4. Dans 

la population générale, le nombre de copies est polymorphe et varie de 11 à 150. Chez 90 à 95 

% des patients FSHD, ce nombre est diminué de 1 à 10 unités (Figure 13) (Lunt, 1998) et 

désigne la FSHD1. Plus le nombre de répétitions est faible, plus l’âge de début est précoce et 

plus la maladie est sévère (Lunt et al., 1995; Zatz et al., 1995). Cependant, il faut souligner 

quelques particularités.  

La FSHD a un fort taux de néomutations d’origine mitotique, aboutissant à un 

mosaïcisme somatique. Ce mosaïcisme a été mis en évidence chez des parents sains d’enfants 

porteurs de mutations mais aussi chez des patients de novo (van der Maarel et al., 2000). Dans 

ce cas, les patients de sexe masculin sont plus sévèrement atteints que les patients de sexe 

féminin (Lemmers et al., 2004a). Le mécanisme de ces réarrangements mitotiques n’est pas 

clairement établi. Il s’agirait d’une conversion génique impliquant préférentiellement des 

chromatides sœurs (Lemmers et al., 2004b).  

La présence d’au moins une répétition D4Z4 est nécessaire à l’apparition de la maladie 

puisque les patients porteurs d’une délétion 4qter n’ont pas de symptômes FSHD (Tupler et 

al., 1996). Cependant, des délétions proximales emportant D4Z4 et une région proximale de 

40 à 60 kb incluant le locus p13E11 ont été décrites dans 3% des cas (Lemmers et al., 2003; 

Deak et al., 2007).  

La FSHD est spécifique du chromosome 4 puisqu’aucun cas de FSHD n’a été associé 

au chromosome 10 (en dehors d’une très rare exception sur laquelle nous reviendrons), bien 

que les répétitions D4Z4 soient aussi présentes en 10q26. La FSHD survient uniquement sur 

l’allèle 4qA malgré l’égale fréquence des allèles 4qA et 4qB (Lemmers et al., 2002; Rossi et 

al., 2007) (Figure 13a). L’allèle 4qA possède trois haplotypes principaux 4A161, 4A163 et 

4A166. Seules les contractions de D4Z4 survenant sur l’allèle 4A161, ainsi que sur quelques 

haplotypes rares (4A161L, 4A159, 4A168) sont associées à la FSHD, ce qui définit ces allèles 

comme permissifs pour la FSHD. Les contractions de D4Z4 sur d’autres haplotypes (4A166, 

10A166, 10A176T, 4B163) n’auraient pas de conséquence pathologique (Lemmers et al., 

2007; Lemmers et al., 2010a). Les allèles permissifs se caractérisent par une séquence 

identique dans la dernière répétition de D4Z4 et la région pLAM adjacente qui contient un site 

de poly-adénylation (ATTAAA) (Figure 13c). D’ailleurs, des cas de FSHD secondaires à des 

contractions survenant sur des allèles hybrides (4q/10q) ont été rapportés. Ces allèles 

partageaient la même région terminale, y compris chez un patient, où cette région terminale a 

été transloquée sur l’extrémité du chromosome 10q (Lemmers et al., 2010a).  
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Figure 13 : Mécanisme moléculaire de la FSHD (d'après Lemmers et al., 2010a) 
a : Dans la population générale, les répétitions D4Z4 sont présentes de 11 à plus de 150 
copies. Les allèles 4qA et 4qB sont également représentés. 
b : La contraction des répétitions D4Z4 survenant sur un haplotype non permissif 
n’entraîne pas l’apparition de la maladie. Ces haplotypes ne possèdent pas de signal de 
poly-adénylation. 
c : La contraction des répétitions D4Z4 survenant sur un haplotype permissif entraîne 
l’apparition de la maladie. Ces haplotypes partagent des séquences identiques au niveau de 
la dernière répétition de D4Z4 et de la région pLAM, notamment un signal de poly-
adénylation (ATTAAA). 

a : Dans la population générale : 11 à >100 répétitions D4Z4
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Les haplotypes non permissifs ne possèdent pas la région pLAM ou une région pLAM 

dont la séquence est altérée, comme par exemple l’invalidation du signal de poly-adénylation 

(ATTTAA) par la présence d’un SNP (“Single Nucleotide Polymorphism”) sur l’haplotype 

10A176T (Lemmers et al., 2010a) (Figure 13a).  

Enfin, 5% des patients ne présentent pas de contraction de D4Z4, définissant la FSHD 

de type 2 (FSHD2). Toutefois, le phénotype est identique et les patients sont porteurs d’au 

moins un allèle 4A161 (Krasnianski et al., 2003; de Greef et al., 2010). 

 

1.3.2.4. Diagnostic moléculaire 

 

Le diagnostic moléculaire a recours à l’électrophorèse en champ pulsé (PFGE, “Pulsed 

Field Gel Electrophoresis”) et au Southern-blot et utilise une sonde unique immédiatement 

adjacente à D4Z4, p13E11 (Figure 12b). Cette sonde révèle un fragment EcoRI de 42 à 300 

kb incluant les répétitions D4Z4 normales et de 10 à 38 kb chez les patients porteurs d’une 

contraction. Un site de restriction BlnI sur les répétitions 10q permet de distinguer l’allèle 4q 

(résistant) de l’allèle 10q (sensible) (Lemmers et al., 2001). Toutefois, ce diagnostic est 

souvent d’interprétation délicate. De nouvelles méthodes sont mises au point pour l’améliorer 

comme le peignage moléculaire qui permet de distinguer les différents allèles 4qA, 4qB, 10q, 

et leur taille par FISH sur fibres de d’ADN étirées (Nguyen et al., 2010).  

 

 

1.3.3. Les hypothèses physiopathologiques de la FSHD 

 

Comme la contraction de D4Z4 ne semble pas perturber la structure d’un gène 

spécifique, il a été rapidement formulé l’hypothèse que la physiopathologie de la FSHD était 

liée à un mécanisme épigénétique complexe, notamment une modification de la conformation 

de la chromatine au locus 4q35 conduisant à une régulation inappropriée de gènes cibles en 

cis et/ou en trans (van der Maarel & Frants, 2005; de Greef et al., 2008). Différentes pistes 

ont été explorées ces dernières années, mais la FSHD n’a pas encore livré tous ses secrets. 
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1.3.3.1. La méthylation de l’ADN  

 

Une première étude analysant simultanément les chromosomes 4 et 10 avait mis en 

évidence une hyperméthylation des répétitions D4Z4 à la fois chez les patients FSHD et les 

contrôles (Tsien et al., 2001). Plus tard, une autre étude a montré une hypométhylation 

significative des dinucléotides CpG de D4Z4 chez des patients FSHD1 comparés aux 

contrôles (van Overveld et al., 2003). L’hypométhylation est observée chez les patients 

FSHD1 porteurs d’une contraction de D4Z4 sur l’allèle 4A161 (de Greef et al., 2009), mais 

aussi chez les individus porteurs de contraction sur les haplotypes 4q non permissifs ou sur le 

chromosome 10q. L’état de méthylation de D4Z4 semble donc dépendre du nombre de 

répétitions, avec un seuil à partir duquel la méthylation chute fortement. En effet, 

l’hypométhylation est plus profonde dans un groupe de patients avec une contraction 

importante (10-20 kb) que dans un groupe de patients avec une contraction moyenne (20-31 

kb), dont les symptômes étaient également plus variables. Cette observation a suggérée une 

corrélation entre la clinique, le nombre de répétitions et le niveau de méthylation (van 

Overveld et al., 2005). Par ailleurs, les individus atteints de FSHD2 (sans contraction de 

D4Z4) présentent aussi une hypométhylation sur les chromosomes 4q et 10q (van Overveld et 

al., 2003; de Greef et al., 2009). Dans tous les cas, l’hypométhylation est limitée à D4Z4 et ne 

s’étend pas aux régions adjacentes. 

L’hypométhylation apparaît donc comme un mécanisme commun mais son lien avec 

la pathogenèse reste à démontrer.  

 

1.3.3.2. Chromatine et histones  

 

Une première étude de la chromatine au niveau de la région 4q35 avait conclu que 

D4Z4 possèdait des propriétés d’euchromatine silencieuse plutôt que d’hétérochromatine 

constitutive (Jiang et al., 2003). Elle avait montré une acétylation de l’histone H4 au niveau 

de la séquence p13E11 et dans D4Z4, ainsi qu’une hyperacétylation des histones des gènes 

FRG1 et ANT1, sans différence entre les sujets contrôles et les sujets FSHD. Une étude 

ultérieure confortait ce résultat en recherchant par hybridation in situ sur des myoblastes 

contrôles et FSHD la présence de marque d’hétérochromatine constitutive au niveau de 

D4Z4 : triméthylation des résidus H3K9, coloration intense en DAPI, colocalisation avec les 

foyers d’hétérochromatine constitutive, colocalisation avec la protéine HP1α, réplication 
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tardive (Yang et al., 2004). Aucune de ces marques n’était présente au niveau de D4Z4, ni 

chez les patients, ni chez les contrôles. Cependant cette étude a utilisé une sonde localisée de 

300 à 800 kb en amont de D4Z4 pour des problèmes de spécificité (Yang et al., 2004).  

Plus récemment, une étude a mis en évidence des remaniements spécifiques des 

histones chez les patients FSHD (Zeng et al., 2009). Chez les sujets sains, D4Z4 contient à la 

fois des marques hétérochromatiniennes, caractérisées par la triméthylation des résidus H3K9 

et H3K27, et des marques euchromatiniennes, caractérisées par la diméthylation des résidus 

H3K4 et l’acétylation de H3. Chez les patients FSHD1 et 2, une perte de la triméthylation des 

résidus H3K9 à la fois sur les chromosomes 4q et 10q est observée. Par ailleurs, les résidus 

H3K9 triméthylés permettent normalement de recruter sur D4Z4 les protéines HP1γ et des 

cohésines. Ces protéines favoriseraient l’interaction de D4Z4 avec d’autres régions du 

génome, la propagation d’hétérochromatine et la répression de gènes cibles. Ce mécanisme 

serait aboli dans la FSHD secondairement à la perte de la triméthylation des résidus H3K9 

(Figure 14a).  

 

1.3.3.3. Complexe répresseur  

 

Un complexe répresseur composé de YY1 (répresseur transcriptionnel), HMGB2 

(protéine d’architecture de la chromatine) et nucléoline (protéine de liaison à l’ARN) est 

capable d’interagir avec D4Z4 in vitro et in vivo. Il pourrait médier la répression 

transcriptionnelle des gènes en 4q35 (Figure 14b). En effet, Gabellini et collaborateurs 

(Gabellini et al., 2002) ont mis en évidence, dans les myoblastes FSHD, une surexpression 

des gènes en amont de D4Z4 : FRG1, FRG2 et ANT1. De plus, un modèle de souris 

surexprimant le gène FRG1 sous le contrôle d’un promoteur actine spécifique du muscle 

développe une dystrophie musculaire (Gabellini et al., 2006). Cependant, ce modèle est très 

contesté puisque plusieurs études n’ont pas confirmé la surexpression des gènes 4q35 

proximaux chez les patients FSHD (Jiang et al., 2003; Winokur et al., 2003; Celegato et al., 

2006; Osborne et al., 2007) et que les souris présentent un niveau d’expression de FRG1 

quarante fois supérieur aux contrôles.  
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1.3.3.4. Le modèle de boucle chromatinienne  

 

Un site de fixation à la matrice nucléaire S/MAR (“Scaffold / Matrix Attachment 

Region”), qui permet l’attachement de boucle de chromatine, a été identifié 4 kb en amont de 

D4Z4 (Petrov et al., 2006). Dans les myoblastes contrôles, l’association du S/MAR à la 

matrice nucléaire est très forte et permet de délimiter deux boucles distinctes, l’une contenant 

D4Z4, l’autre les gènes en amont, FRG1 et FRG2. Dans les myoblastes FSHD, l’attachement 

du S/MAR porté par l’allèle contracté à la matrice nucléaire est plus faible et une seule boucle 

de chromatine est observée. Un système cellulaire (vecteur pGL3, gène rapporteur luciférase), 

a démontré que la région 5’ de D4Z4 se comportait comme un activateur transcriptionnel 

(“enhancer”) qui était capable d’activer la transcription d’un gène rapporteur sous contrôle du 

promoteur de FRG1 et que la région S/MAR avait des propriétés de barrière d’activateur 

(“enhancer blocking”) (Petrov et al., 2008).  

Un modèle a alors été proposé dans lequel deux boucles de chromatine seraient 

présentes chez les sujets sains, séparant D4Z4 des gènes proximaux et réprimant l’activité 

activatrice de D4Z4. Dans la FSHD, la délocalisation du S/MAR de la matrice nucléaire 

entraînerait la formation d’une seule boucle contenant à la fois D4Z4 et les gènes proximaux 

et contribuerait ainsi à la surexpression de FRG1 et FRG2 (Figure 14c).  
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Figure 14: Hypothèses physiopathologiques de la FSHD 
a : Modèle de propagation de chromatine (d'après van der Maarel & Frants, 2005). Sur 
l’allèle 4q35 normal, les répétitions D4Z4 (triangles noirs) et les séquences voisines portent 
des marques hétérochromatiniennes et les gènes sont réprimés (rectangles rouges). La 
contraction de D4Z4 s’accompagne d’un relâchement local de la chromatine (perte de 
H3K9me3, hypométhylation de l’ADN) dépendant de la distance (dégradé bleu) qui 
entraîne la dérépression des gènes en amont (rectangles verts). 
b: Complexe répresseur YY1-HMGB2-nucléoline (d'après Gabellini et al., 2002). Sur le 
chromosome 4qter normal, la liaison de complexes multiprotéiques répresseurs aux 
répétitions D4Z4 permet de réprimer l’expression des gènes de la région 4q35. Dans la 
FSHD, la contraction de D4Z4 ne permet plus la liaison de complexes répresseurs en 
quantité suffisante pour assurer la répression des gènes en 4q35. Ces derniers sont alors 
exprimés de façon inappropriée. 
c : Modèle de boucle de chromatine (d'après Petrov et al., 2008). Sur l’allèle 4qter normal, 
le S/MAR est attaché à la matrice nucléaire et définit deux boucles de chromatine, séparant 
les gènes de la région 4q35 de l’influence activatrice des répétitions D4Z4. Lors de la 
contraction de D4Z4, le S/MAR perd son ancrage à la matrice nucléaire générant une seule 
boucle chromatinienne contenant D4Z4 et les gènes de la région 4q35, dont la transcription 
est alors activée.  
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Figure 14 : Hypothèses physiopathologiques de la FSHD (suite) 
d : Expression de DUX4 (d'après Mahadevan, 2010). L’allèle 4qter normal possède une 
chromatine condensée empêchant la transcription de DUX4. Une contraction de D4Z4 survenant 
au niveau d’un allèle non permissif, dépourvu de signal de poly-adénylation, ne permet pas la 
transcription de DUX4. Une contraction de D4Z4 survenant au niveau d’un allèle permissif, 
possédant un signal de poly-adénylation dans la séquence pLAM, est associée à  la transcription 
de DUX4, qui serait à l’origine de la toxicité cellulaire. 
e : Modèle de l’organisation nucléaire (d'après van der Maarel & Frants, 2005). Les interactions 
de la région 4qter (flèches noires) avec la lamina nucléaire, qui est associée à la chromatine et des 
facteurs de transcription (cercles violets), est perturbée dans la FSHD. Cette perturbation 
conduirait à un redistribution de la chromatine et des facteurs transcriptionnels au niveau de la 
région 4qter mais aussi dans d’autres régions du génome (carré bleu). 
f : Modèle d’insulateur (d'après Ottaviani et al., 2009a). Dans les cellules normales, la 
multimérisation de D4Z4 empêche la liaison de CTCF et inhibe l’activité insulatrice. 
L’expression des gènes cibles, dans la région 4q35 ou dans des régions plus distantes, serait alors 
réprimée. Dans les cellules FSHD, D4Z4 se comporte comme un insulateur protégeant 
l’expression des gènes cibles des influences répressives. Cette activité est dépendante de CTCF et 
des lamines de typeA.  
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1.3.3.5. A la recherche de gènes candidats 

 

Récemment, différentes méthodes ont été mises en œuvre afin de trouver des gènes 

cibles ou des régions partenaires impliqués dans la FSHD.  

Xu et collaborateurs ont réalisé la cartographie des sites hypersensibles à la DNAse I 

(DH) dans une région de 4 Mb en 4q35 dans des myoblastes contrôles et FSHD (Xu et al., 

2009). Les sites DH sont habituellement associés à la chromatine non-nucléosomale et à 

divers éléments régulateurs. Au niveau de la région 4q35, certains sites DH sont localisés 

dans ou à proximité de promoteurs de gènes connus comme FRG1, CYP4V2 (famille 

cytochrome P450), FAM149A (protéine hypothétique) ou encore FAT1, un gène codant pour 

une protéine de membrane de type cadhérine impliquée dans différents processus 

développementaux, et dont le profil DH spécifique aux myoblastes en fait un candidat 

intéressant. D’autres sites DH sont présents dans des déserts génétiques et peuvent parfois être 

associés à des séquences courtes répétées de type STR (“Short Tandem Repeats”). Enfin, le 

site DH272 est un candidat intéressant car il est préférentiellement présent dans les cellules 

FSHD, à proximité de différents transcrits et à cheval sur un site CTCF.  

D’autres équipes ont étudié l’expression des gènes dans les cellules FSHD soit par une 

approche globale comme une puce d’expression type Affymetrix (Dixit et al., 2007; Arashiro 

et al., 2009) soit par une analyse plus ciblée comme le RNAPol-ChIP (immunoprécipitation 

de chromatine avec des anticorps anti-ARN polymérase II) (Alexiadis et al., 2007), le RNA-

DNA FISH (Masny et al., 2010) ou la combinaison de western-blot et de PCR quantitative 

(Klooster et al., 2009). Les résultats sont assez disparates mais tendent à confirmer l’absence 

de dérégulation des gènes FRG1, FRG2, ANT1 (Alexiadis et al., 2007; Klooster et al., 2009; 

Masny et al., 2010). Arashiro et collaborateurs ont mis en évidence une dérégulation des 

gènes ANKRD37 et F11 (“GPI-linked proteins”) chez les sujets atteints de FSHD et une 

dérégulation des gènes des chimiokines chez les sujets porteurs asymptomatiques de 

mutations (Arashiro et al., 2009). Par ailleurs, ils suggèrent un rôle pour les miRNA, souvent 

impliqués dans le mécanisme d’hétérochromatinisation, ainsi que pour les gènes CXCL9, 

CXCL10, CXCL11 localisés en 4q21, qui possèdent un patron d’expression caractéristique 

chez les patients FSHD.  
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1.3.3.6. DUX4 : Enfin la solution ? 

 

Le rôle de DUX4 a longtemps été controversé. DUX4 est une ORF conservée chez les 

rongeurs et les afrothériens (Clapp et al., 2007). Dixit et collaborateurs ont mis en évidence, 

dans les muscles des patients FSHD, une transcription de DUX4 associée à une augmentation 

du facteur de transcription à homéodomaine PITX1 (Dixit et al., 2007). Ils ont également 

montré que la protéine DUX4 peut agir comme activateur transcriptionnel de PITX1. Une 

autre étude a montré l’existence de transcrits partiels et de petits ARN (miRNA) provenant de 

DUX4 (Snider et al., 2009).  

Plus récemment, un mécanisme d’expression de DUX4 a été proposé. L’ARN DUX4 

est transcrit à partir de la dernière unité D4Z4, et utilise une région 3’UTR, contenant deux 

introns facultatifs et un site de polyadénylation, qui sont uniquement présents dans la 

séquence pLAM du chromosome 4, sur l’allèle 4qA (Dixit et al., 2007). Les haplotypes 

permissifs (4A161, A161L, A159, A168) contiennent un signal de poly-adénylation 

canonique (ATTAAA) alors que les allèles non permissifs en sont dépourvus (Lemmers et al., 

2010a) (Figure 13b et c). En conséquence, l’expression d’un transcrit DUX4 stable de pleine 

longueur nécessite une copie D4Z4 adjacente à un signal poly-A permissif, quel que soit le 

chromosome.  

L’expression de DUX4 est régulée au cours du développement. En effet, la forme 

longue de DUX4 est exprimée dans les cellules germinales testiculaires et dans les cellules 

IPS (“Induced Pluripotent Stem Cells”). Cette expression est perdue au cours de la 

différenciation et, dans les myoblastes différenciés, seul un faible taux d’une forme courte de 

DUX4 persiste. La FSHD correspondrait à une dérégulation de DUX4 au cours du 

développement. Un transcrit DUX4 long a été mis en évidence dans les biopsies musculaires 

de 5/10  patients FSHD alors qu’il est absent chez les contrôles. De plus, dans les cellules IPS 

et les myoblastes FSHD différenciés, la protéine DUX4 longue serait très fortement exprimée 

dans environ 1/1000 noyaux et serait délétère (Snider et al., 2010).  

En effet, la surexpression de DUX4 est associée à des signes de dystrophie musculaire 

chez le poisson zèbre et la souris et des anomalies de gastrulation chez le xénope 

(Bosnakovski et al., 2009; Wallace et al., 2010). Dans un modèle murin, elle entraînerait au 

niveau cellulaire l’apoptose par un mécanisme dépendant de p53 (Bosnakovski et al., 2009; 

Wallace et al., 2010), interfèrerait avec les myogènes MyoD et MYF5 et augmenterait la 

sensibilité au stress oxydatif (Bosnakovski et al., 2008; Bosnakovski et al., 2009), ce qui est 

compatible avec les anomalies observées sur les myotubes des patients FSHD (Barro et al., 
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2010). De même, la surexpression de DUX4 dans les cellules de rhabdomyosarcome humain 

active les caspases 3/7, entraîne la mort cellulaire et altère la distribution de l’émerine à la 

périphérie nucléaire (Kowaljow et al., 2007).  

Un modèle de physiopathologie de la FSHD intégrant DUX4 a été proposé (Figure 

14d). Les cellules indifférenciées exprimeraient DUX4 à partir de la dernière répétition D4Z4 

grâce au signal poly-adénylation dans pLAM. Au cours de la différenciation, l’augmentation 

de la triméthylation des résidus H3K9 réprimerait l’expression de DUX4, ne laissant persister 

qu’une faible transcription générant une forme courte non toxique par épissage alternatif. 

Dans la FSHD, la diminution de triméthylation des résidus H3K9 ne permettrait pas la 

transition vers la forme courte. L’expression de la protéine DUX4 longue persisterait et serait 

responsable de la toxicité musculaire (Snider et al., 2010). 

 

1.3.3.7. D4Z4 et périphérie nucléaire  

 

Alors que la plupart des télomères ont tendance à être localisés à l’intérieur du noyau, 

le télomère 4qter est localisé à la périphérie nucléaire (myoblastes, muscles, fibroblastes et 

lymphocytes) (Masny et al., 2004; Tam et al., 2004). Le télomère 4q35 reste périphérique 

qu’il s’agisse d’individus contrôles ou de patients FSHD et aucune différence entre l’allèle 

normal et contracté n’a été mise en évidence.  

Par ailleurs, la localisation de 4qter à la périphérie est conservée chez les primates 

(Bodega et al., 2007). Elle n’est pas influencée par l’environnement puisque le télomère 4qter 

est périphérique dans les hybrides somatiques ou dans un cas de translocation t(X;4)(p21;q35) 

où l’extrémité 4qter permet d’amener une séquence du chromosome X à la périphérie 

nucléaire (Tam et al., 2004). Masny et collaborateurs ont montré qu’une séquence située 215 

kb en amont de D4Z4 et incluant le microsatellite D4S139 est plus périphérique que D4Z4 

(Masny et al., 2004). Cette région serait responsable de la localisation périphérique du 

télomère 4qter et non pas D4Z4 directement.  

Enfin, la localisation périphérique est dépendante des lamines de type A puisqu’elle 

est abolie dans les cellules déficientes en lamines (Masny et al., 2004). D’ailleurs la région 

4qter contient un LAD (Guelen et al., 2008).  

Ces résultats sont en faveur du rôle de la périphérie nucléaire dans la FSHD et 

suggèrent l’hypothèse d’un réseau d’interaction différent à la périphérie nucléaire entre 

l’allèle normal et l’allèle contracté (Figure 14e).  
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1.3.3.8. FSHD : Gain de fonction de CTCF ? 

 

Dans le but d’étudier les mécanismes épigénétiques impliqués dans la FSHD, notre 

équipe a mis au point un modèle cellulaire permettant de recréer l’environnement génomique 

4q35 présent chez les patients FSHD et les sujets sains. Chaque construction comprend un 

gène rapporteur eGFP associé à une ou plusieurs répétitions D4Z4 (1 à 12) et des répétitions 

télomériques (graine de télomère) (§2.2.1.). Ce modèle permet d’analyser l’influence de D4Z4 

sur l’expression du gène rapporteur et a permis de démontrer que D4Z4 se comporte comme 

un insulateur dépendant de CTCF et des lamines de type A (Ottaviani et al., 2009a). 

En effet, une répétition D4Z4 se comporte comme un insulateur transcriptionnel 

empêchant la communication activateur transcriptionnel-promoteur (“enhancer blocking”) et 

protégeant aussi contre l’effet de position chromosomique (CPE) (barrière de chromatine) 

(construction C1X), mais pas ou peu contre le TPE (construction T1X). L’activité insulatrice 

est présente dans une région de 432 pb (382-814), appelée insulateur proximal, qui protège à 

la fois contre le CPE et le TPE (constructions C1X∆B1-3 et T1X∆B1-3). Par ailleurs, il existe 

une région distale de 623 pb (2269-2892) se comportant davantage comme un répresseur 

transcriptionnel, et dont la délétion permet de protéger contre le CPE et le TPE (constructions 

C1X∆E et T1X∆E) (Figure 15). 

Deux sites de liaison CTCF chevauchant ont été mis en évidence dans la région insulatrice 

proximale (468-481 et 476-489). La protéine CTCF est capable de se lier à D4Z4 au niveau de 

cet insulateur proximal in vitro et in vivo (retard de migration sur gel, ChIP). Elle est 

nécessaire à l’activité d’insulation puisque son invalidation par siRNA abolit la fonction 

insulatrice. Les lamines de type A interagissent également avec D4Z4 au niveau de 

l’insulateur proximal et participent à son activité insulatrice (siRNA). La multimérisation de 

D4Z4 abolit la protection contre l’effet de position et la liaison à CTCF et s’accompagne 

d’une augmentation de triméthylation des résidus H3K9. Enfin, un enrichissement en CTCF 

au niveau de D4Z4 a été observé dans les myoblastes des patients FSHD mais n’est pas 

détectable chez les individus non atteints.  

En conclusion, la contraction de D4Z4 permettrait la liaison de CTCF et le 

changement de fonction biologique de D4Z4 qui passerait d’un rôle de répresseur à celui 

d’insulateur, protégeant l’expression de gènes cibles (Figure 14f). 
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Figure 15 : Cartographie des éléments régulateurs de D4Z4   
(d'après Ottaviani et al., 2009a) 
a : Représentation schématique d’un élément D4Z4 de la position 1 à 3303 par rapport aux 
deux sites KpnI (K). Les différentes régions de D4Z4 sont indiquées : LSau (position 1-
340), région A (position 869-1071), hhspm3 (position 1313-1780), DUX4 (position 1792-
3063). Les différents sites de restriction utilisés pour le clonage des sous-fragments de 
D4Z4 sont indiqués (B : BamHI ; Bl :BlpI ; F : FseI ; E : EheI). 
b : Les différents fragments obtenus après digestion de D4Z4 sont clonés en aval du gène 
rapporteur eGFP (constructions “C”) ou entre le gène rapporteur et la graine de télomère 
(constructions “T”). Après transfection du plasmide linéarisé dans des cellules C33-A, le 
pourcentage de cellules exprimant la GFP est suivi par cytométrie de flux à intervalles de 
temps réguliers. L’histogramme représente la valeur moyenne du pourcentage des cellules 
exprimant la GFP de J18 à J29 (% eGFP positive cells), lorsque l’expression de du gène 
rapporteur atteint le plateau (déviation standard indiquée par la barre d’erreur). Les 
fragments ∆B2-3 (position 1-382), ∆B1-2 (position 814-1381) et ∆F (position 1549-3303) 
n’inhibent ni le TPE, ni le CPE. Les fragments ∆B1 (position 1-1381), ∆B1-3 (position 
382-814) et ∆E (délétion d’un fragment distal de 623 pb en position 2269-2892) protègent 
du CPE et du TPE. Les astérisques indiquent les valeurs statistiquement significatives par 
rapport aux vecteurs contrôles (pCMV et T) (Test t de Student) (* p<0,001; ** p<0,005; 
*** p<0,05).  
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Les hypothèses physiopathologiques de la FSHD sont nombreuses. Elles explorent 

probablement les différentes facettes d’un même processus et ne s’excluent pas les unes des 

autres. Elles font apparaître que la FSHD met en jeu des modifications de la chromatine 

associées à un remodelage de l’architecture au locus 4q35, impliquant entre autre boucle de 

chromatine, insulateur et localisation nucléaire.  
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2. OBJECTIFS DE L’ETUDE, 

MATERIELS ET METHODES 
 

 

 

2.1. Objectifs de l’étude 

 

 

Les régions subtélomériques, transition entre les télomères et les séquences 

spécifiques des chromosomes, sont des régions extrêmement polymorphes et dynamiques 

dont les fonctions demeurent encore obscures. Du fait de leur proximité avec les télomères, 

elles sont susceptibles de subir leur influence directe, par exemple en terme de structure 

chromatinienne. Réciproquement, elles pourraient moduler les fonctions télomériques. 

Cependant, peu de données sont encore disponibles, en particulier chez l’Homme. 

D4Z4 est un élément subtélomérique particulièrement étudié du fait de son implication 

dans la myopathie facio-scapulo-humérale. Cette pathologie constitue un excellent modèle 

pour étudier la régulation épigénétique et chromatinienne au niveau des régions télomériques 

et subtélomériques. Récemment, notre équipe a démontré la fonction insulatrice de D4Z4 et 

notamment l’effet barrière contre l’effet de position télomérique d’une séquence proximale au 

sein de D4Z4 (Ottaviani et al., 2009a).  

Nous avons souhaité poursuivre, avec ce travail, la caractérisation des propriétés 

fonctionnelles de D4Z4 en terme de régulation télomérique, en nous intéressant à trois 

domaines : la compartimentalisation nucléaire, la réplication et l’effet de position télomérique. 

Tout d’abord, étant donné la localisation nucléaire périphérique du télomère 4qter (Masny et 

al., 2004; Tam et al., 2004), nous avons étudié les interactions de D4Z4 avec la périphérie 

nucléaire et ses conséquences sur l’organisation tridimensionnelle des télomères dans le 

noyau. Ensuite, nous avons étudié la cinétique de réplication des télomères dans les cellules 

humaines et l’influence des séquences subtélomériques sur celle-ci. Enfin, nous avons 

approfondi la caractérisation de la fonction insulatrice de D4Z4. Ce travail nous a amené à 

élargir cette étude à d’autres éléments susceptibles d’interférer avec le TPE, comme la 
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séquence D4S139 localisée en 4q35 à 215 kb en amont de D4Z4 ou encore les transcrits 

télomériques TERRAs.    

Une grande partie de ce travail a été réalisé à partir de modèles cellulaires dont nous 

décrirons le principe dans le paragraphe suivant. Nous détaillerons également le principe de 

l’étude de l’organisation nucléaire par 3D-immuno-FISH. Les autres techniques utilisées sont 

décrites dans les publications présentées dans le chapitre “Résultats” ou en annexe.      
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2.2. Matériels et méthodes 

 

2.2.1. Modèle cellulaire 

 

Le modèle cellulaire utilisé a été décrit par Koering et collaborateurs (Koering et al., 

2002) et Ottaviani et collaborateurs. (Ottaviani et al., 2009a) (Figure 16a). 

Le vecteur comporte une cassette de sélection correspondant à la fusion du gène de 

résistance à l’hygromycine au gène suicide de la Thymidine kinase du virus herpes simplex de 

type I (HSV1), placée sous le contrôle d’un promoteur fort (CMV) et un gène rapporteur 

exprimant la protéine fluorescente eGFP sous le contrôle de ce même promoteur fort.  Les 

constructions T portent une graine de télomère c'est-à-dire des répétitions (TTAGGG)n 

organisées en tandem sur une distance de 1,2 kb. Afin d’étudier le rôle insulateur des 

séquences à analyser, celles-ci sont insérées entre le gène rapporteur et la graine de télomère. 

Nous avons ainsi testé le rôle d’une à plusieurs répétitions de D4Z4, de sous-régions de D4Z4 

ou d’autres séquences d’intérêt qui seront détaillées ultérieurement.  

Après linéarisation des vecteurs circulaires au niveau d’un site de restriction BstXI 

localisé en aval des répétitions télomériques, les vecteurs sont transfectés dans les cellules 

humaines de carcinome cervical C33-A dans des conditions optimisées afin de n’avoir qu’un 

seul insert par cellule. L’insert s’intègre soit au hasard (construction CMV), soit au niveau 

d’un télomère formé de novo (construction T) par le processus de “fragmentation 

télomérique” au cours duquel l’intégration du plasmide induit une cassure chromosomique 

suivie de l’extension de la séquence télomérique par la télomérase et la perte du fragment 

chromosomique distal natif (Farr et al., 1992). Trois jours après transfection, des populations 

ayant intégré stablement le transgène sont sélectionnées en présence d’hygromycine B. La 

localisation des inserts est vérifiée par hybridation in situ en fluorescence sur des étalements 

de chromosomes métaphasiques. Dans les cellules C33-A, l’efficacité de transfection est 

importante et le taux de fragmentation télomérique est élevé (85-94 %) (Ottaviani et al., 

2009b) (Table S1). Aucun site préférentiel d’intégration n’a été mis en évidence (Ottaviani et 

al., 2009b) (Figure S2).  
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Figure 16 : Matériels et Méthodes 
a : Principe du modèle cellulaire utilisé : Les vecteurs comportent un gène de résistance à 
l’hygromycine fusionné au gène de la thymidine kinase du virus HSV1 (HyTK) et un gène 
rapporteur eGFP, placé sous le contrôle de promoteurs forts CMV (PrCMV) (construction 
CMV). La construction T porte une graine de télomère (flèches jaunes). La séquence 
d’intérêt est insérée en aval du gène rapporteur (construction CMV+séquence) ou entre le 
gène rapporteur et la graine de télomère (construction T+séquence). Les vecteurs 
circulaires sont linéarisés au niveau d’un site BstXI, localisé en aval de la graine de 
télomère.  
b : Principes de l’analyse de la localisation nucléaire par 3D-immuno-FISH (Ottaviani et 
al., 2009b). 1 à 4 : Après acquisition en microscopie confocale du signal lamine B (1) et de 
la sonde ADN (3), un objet tridimensionnel est créé à l’aide du logiciel Imaris (2 et 4, 
respectivement). 5 : L’objet correspondant à la lamina nucléaire (L) est réduit (l) jusqu’à 
atteindre le signal FISH. Le rapport des volumes Vl/VL est alors obtenu de la façon 
suivante : Vl/VL = (d/D)3 où D correspond à la distance du centre de l’objet au signal 
périphérique non réduit et d à la distance du centre de l’objet au signal périphérique réduit.  
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Le pourcentage de cellules exprimant le gène rapporteur eGFP et le niveau 

d’expression de l’eGFP sont suivis par cytométrie de flux (FACs). La localisation nucléaire 

de l’insert est déterminée par la technique de 3D-immuno-FISH, décrite dans le paragraphe 

suivant. 

 

 

2.2.2. Etude de l’organisation nucléaire en 3D-immuno-FISH  

 

La localisation nucléaire a été déterminée par une technique couplant la détection par 

immunofluorescence, l’hybridation in situ en fluorescence et la reconstitution 

tridimensionnelle des images obtenues en microscopie confocale (3D-immuno-FISH). 

Les cellules, cultivées pendant 24 heures sur des lames en téflon, subissent un  

prétraitement qui permet de préserver leur architecture nucléaire. Elles sont hybridées soit 

avec des sondes ADN commerciales (4qter, 10qter, Vysis), soit avec des sondes 

correspondant au vecteur pCMV ou à des séquences BAC/PAC (“Phage Artificial 

Chromosome”) marquées en digoxigénine par déplacement de coupure (“nick-translation”). 

La périphérie du noyau est marquée par immunofluorescence avec un anticorps anti-lamine B 

(Santa-Cruz). Les images sont acquises sur un microscope confocal (Zeiss LSM510).  

L’évaluation de la position radiale du signal est déterminée de la façon suivante 

(Figure 16b). Les noyaux de forme elliptique régulière sont étudiés séparément grâce au 

logiciel Imaris. Pour chaque noyau, un objet 3D est créé. La limite de la périphérie du noyau 

(100%) est donnée par la limite extérieure du signal lamine B. La distribution des signaux 

FISH, correspondant à la séquence d’intérêt, dans le volume nucléaire et le volume ratio sont 

calculés du centre (0%) vers la périphérie de la sphère après avoir réduit le signal périphérique 

(limite extérieure du signal lamine B) jusqu’à ce qu’il chevauche le signal FISH, tout en 

gardant le même centre que celui défini par le cube dans lequel l’objet est inscrit. Il faut noter 

que le signal Lamine B occupe environ 18% de la périphérie nucléaire.  
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3. RESULTATS 
 

 

 

3.1. Interaction de D4Z4 avec la périphérie nucléaire  

 

 

Article 1 : Identification of a perinuclear positioning element in human subtelomeres that 

requires A-type lamins and CTCF. A. Ottaviani, C. Schluth-Bolard et al., EMBO J 2009; 

28(16): 2428-2436.  

 

3.1.1. Introduction 

 

La lamina nucléaire est associée à la localisation périphérique de certaines régions 

chromosomiques et participe ainsi à la compartimentalisation nucléaire, qui joue un rôle 

important dans la régulation génétique et épigénétique des segments chromosomiques.  

La localisation des télomères dans le noyau n’est pas aléatoire, elle varie en fonction 

des espèces et des types cellulaires. Dans les lymphocytes humains, les télomères sont 

localisés vers l’intérieur du noyau, mais il existe quelques exceptions comme le télomère 

4qter qui est localisé en périphérie. Cependant, peu d’éléments sont connus sur les séquences 

d’ADN qui pourraient diriger des régions chromosomiques à l’enveloppe nucléaire. Certains 

subtélomères permettraient d’antagoniser la localisation interne des télomères comme le 

suggère la présence de LAD à différents subtélomères.  

Nous avons exploré les propriétés de D4Z4, un macrosatellite subtélomérique de 3,3 

kb localisé à l’extrémité du bras long du chromosome 4 (4qter), impliqué dans la FSHD et 

précédemment décrit comme un insulateur dépendant de CTCF et des lamines de type A, afin 

de déterminer si cette séquence peut se comporter comme un élément régulateur en cis qui 

permet de diriger les chromosomes vers l’enveloppe nucléaire. 

(NB : la référence aux figures des articles joints sera indiqué en italique). 
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3.1.2. Matériels et méthodes  

 

Les cellules humaines C33-A ont été transfectées avec des constructions contenant 1 à 

8 copies de D4Z4 ou des sous-régions de D4Z4 (Figures 1A et 1B). Des populations stables 

ont été sélectionnées en présence d’hygromycine B. Le pourcentage de cellules exprimant le 

gène rapporteur eGFP et le niveau de GFP ont été suivis par cytométrie de flux (FACs) à 

intervalle de temps réguliers. La localisation nucléaire a été déterminée par 3D-immuno-

FISH. 

 

 

3.1.3. Résultats 

 

1) D4Z4 permet de diriger un subtélomère à la périphérie du noyau  

Afin d’évaluer le rôle de D4Z4 dans la localisation nucléaire des télomères, une 

construction contenant un élément D4Z4 entre un gène rapporteur et la graine de télomère 

(T1X) a été générée et transfectée dans les cellules C33-A (Figure 1B).  

L’analyse de la localisation nucléaire par 3D-immuno-FISH montre que le télomère 

4qter natif est localisé à la périphérie du noyau (Figures 1C, 1D, 1E). La construction T1X, 

comportant une copie de D4Z4, est localisée à la périphérie nucléaire alors que la construction 

contrôle T est localisée de manière plus interne (Figures 1C, 1D, 1E). Cette propriété est 

intrinsèque à D4Z4 et ne correspond pas à un effet commun aux insulateurs. En effet, une 

construction dans laquelle la séquence insulatrice 5’HS4 a été insérée entre le gène rapporteur 

et la graine de télomère (construction T-5’HS4) est localisée vers l’intérieur du noyau, comme 

la construction contrôle T (Figures 1B, 1E).  

Afin d’identifier des sous-domaines de D4Z4 responsables de cette localisation 

périphérique, des constructions comportant différentes sous-régions de D4Z4 ont été 

analysées en 3D-immuno-FISH (Figure 2). Quatre constructions (T1X∆B1, T1X∆B1-3, 

T1X∆E et Tld) sont capables de récapituler à la fois la localisation périphérique et l’activité 

insulatrice précédemment décrite. Nous avons ainsi identifié un fragment minimal de 80 pb 

(construction Tld) contenu dans la séquence insulatrice proximale de 432 pb, possédant une 

activité insulatrice et suffisante pour adresser un télomère à la périphérie (Figure S3).   
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D4Z4 est donc capable de diriger une région subtélomérique à la périphérie du noyau. 

Cette activité est dépendante, au moins en partie, d’une séquence proximale de 80 pb.  

 

2) Les protéines CTCF et Lamines A contribuent à la localisation périphérique de 

D4Z4  

Comme les sous-régions de D4Z4 permettant la localisation périphérique d’un 

télomère sont associées à l’activité d’insulation transcriptionnelle de D4Z4 qui est dépendante 

des interactions avec CTCF et les lamines de type A, nous avons testé le rôle de ces protéines 

dans l’adressage périphérique par D4Z4 en les invalidant par la technique d’interférence à 

l’ARN (transfection de siRNA) (Figure S4). L’invalidation des gènes codant pour CTCF ou 

les lamines de type A est accompagnée d’une relocalisation du télomère associé à une 

répétition D4Z4 (construction T1X) de la périphérie vers l’intérieur du noyau (Figures 3A et 

3B). Cet effet est spécifique de D4Z4 puisque la déplétion de CTCF ne perturbe pas 

l’architecture nucléaire en général. En effet, la localisation des régions 10qter et 4qter natives 

et celle du territoire du chromosome X ne sont pas modifiées dans les cellules déplétées en 

CTCF (Figures 3A, 3C, 3D).  

La localisation d’un télomère à la périphérie nucléaire par D4Z4 est donc dépendante 

de CTCF et des lamines de type A.  

 

3) La multimérisation de D4Z4 entraîne une relocalisation vers l’intérieur du noyau 

 Nous avons précédemment démontré que la liaison de CTCF à D4Z4 était perdue lors 

de la multimérisation de D4Z4. Comme la localisation périphérique d’un télomère par D4Z4 

est dépendante de CTCF, nous avons exploré l’effet de la multimérisation de D4Z4 sur la 

localisation nucléaire des télomères. L’introduction de 8 copies de D4Z4 à proximité du 

télomère (construction T8X) entraîne une relocalisation du télomère vers l’intérieur du noyau 

(Figures 4 et S5). La liaison de CTCF et des lamines de type A au niveau de la séquence 

insulatrice proximale de D4Z4 a été étudiée par immunoprécipitation de chromatine (ChIP) à 

l’aide d’anticorps spécifiques dans les constructions T1X et T8X (1 et 8 copies de D4Z4, 

respectivement). L’enrichissement relatif de l’ADN immunoprécipité par rapport à l’ADN 

contrôle a été déterminé par PCR quantitative (qPCR) à l’aide d’amorces spécifiques et 

normalisé sur l’amplification du promoteur de H4. De façon concomitante à la perte de la 

localisation périphérique, les interactions avec CTCF et les lamines de type A sont perdues 

lors de la multimérisation de D4Z4 (construction T8X) (Figure S6), renforçant l’hypothèse 

que CTCF interviendrait dans le positionnement nucléaire périphérique.  
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3.1.4. Discussion 

 

Cette étude montre que D4Z4 agit en cis pour positionner un télomère à la périphérie. 

Cette activité est dépendante de CTCF et des lamines de type A. Elle est perdue avec la 

multimérisation de D4Z4. Le fait que la localisation du télomère 4qter natif n’est pas affectée 

par la déplétion de CTCF dans nos modèles cellulaires et qu’il reste périphérique chez les 

patients FSHD laisse supposer l’existence de deux voies d’ancrage à la périphérie nucléaire 

(Figures 5A, 5B). L’une est indépendante de CTCF et ferait appel à une séquence en amont 

de D4Z4. L’autre est dépendante de CTCF et s’observerait lors de la contraction de D4Z4. 

L’environnement périphérique serait différent entre l’allèle normal et celui porteur d’une 

contraction, entraînant l’expression différentielle de gènes et l’apparition de la maladie.  

D4Z4 possède à la fois une activité d’insulation et de localisation nucléaire 

périphérique. Il pourrait définir une classe d’éléments insulateurs dépendant de CTCF, qui 

coopèrent avec les lamines de type A pour localiser une région chromosomique à la 

périphérie. Ainsi, cette étude renforce l’hypothèse que CTCF jouerait un rôle régulateur 

global de l’architecture du génome. D’ailleurs un motif consensus de 30 pb capable de lier 

CTCF in vitro a été identifié dans la région proximale de 80 pb de D4Z4 et au niveau de six 

autres localisations chromosomiques (Figure S8, Tableau S2).  

Enfin, les régions subtélomériques sont capables de réguler la localisation des 

télomères. Chez la levure, elles contrecarrent la tendance des télomères à être à la périphérie 

pour les positionner vers l’intérieur du noyau. L’effet inverse est observé chez l’Homme où 

les séquences subtélomériques permettent d’amener un télomère de l’intérieur vers la 

périphérie (Figures 5C, 5D). Dans les deux espèces, cette activité est couplée à l’insulation 

transcriptionnelle.  

En conclusion, ce travail identifie pour la première fois un élément subtélomérique 

humain qui positionne un télomère à la périphérie nucléaire et suggère un lien entre 

localisation nucléaire et insulation transcriptionnelle.  
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3.1.5. Résultats complémentaires  

 

1) Le motif consensus de 30 pb porteur d’un site CTCF n’est pas suffisant pour localiser un 

télomère à la périphérie 

Le macrosatellite D4Z4 possède à la fois la propriété de localiser un télomère à la 

périphérie nucléaire et la propriété d’insulation transcriptionnelle. Ces deux activités sont 

récapitulées par une séquence de 80 pb contenant un site CTCF localisée dans la région 

proximale de D4Z4. L’alignement de cette séquence sur le génome humain a permis de définir 

un motif consensus de 30 pb englobant le site CTCF (Figure 17d) et présent au niveau de 6 

loci différents qui ne sont pas associés à des répétitions D4Z4, sur les chromosomes 5, 8, 12 

(bras court et bras long), 17 et 18 (Figure 17a). Hormis le chromosome 18 où il est localisé à 

l’intérieur du bras long, le motif de 30 pb est présent à l’extrémité des chromosomes, à une 

distance allant de 1,1 Mb à 7,2 Mb du télomère. Ces résultats suggèrent un rôle de ce motif 

dans l’organisation architecturale du génome. 

Tout d’abord, nous avons vérifié si les régions chromosomiques portant le motif de 30 

pb étaient localisées à la périphérie du noyau, comme le locus 4q35. Des BACs correspondant 

aux 6 loci ont été sélectionnés (UCSC, Mars 2006) (CTB-129O4 en 5q35.3 ; CTD-2335L23 

en 8p23.1 ; RP11-253E3 en 12p13.3 ; RP11-349K16 en 12q24.3 ; RP11-637C24 en 17q25.3 

et RP11-730I16 en 18q12.2) et marqués en digoxigénine par déplacement de coupure (“nick-

translation”). Après vérification de leur localisation par FISH sur chromosomes 

métaphasiques, ces sondes ont permis d’étudier la localisation nucléaire de chaque locus par 

3D-immuno-FISH. La région subtélomérique 4q35 a été étudiée avec une sonde commerciale 

(TelVysion 4q SpectrumOrange, Vysis). Un nombre minimum de 50 noyaux a été étudié pour 

chaque sonde. La région 4q35 ainsi que le locus en 12q24.3 ont une localisation périphérique 

alors que les autres loci sont localisés vers l’intérieur du noyau (5q35.3, 8p23.1, 12p13.3, 

17q25.3, 18q12.2) (Figure 17b). Les régions chromosomiques portant le motif consensus de 

30 pb ne sont donc pas associées de façon systématique à la périphérie nucléaire.  

Les propriétés supposées du motif de 30 pb pouvant être masquées par l’influence des 

séquences génomiques environnantes, nous avons étudié sa capacité à localiser un télomère à 

la périphérie nucléaire dans un modèle cellulaire en réalisant une construction dans laquelle la 

séquence consensus de 30 pb est insérée entre le gène rapporteur eGFP et la graine de 

télomère (construction T+30pb) (Figure 17c).  
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Figure 17 : Rôle de la séquence consensus de 30 pb dans la localisation nucléaire 
périphérique des chromosomes 
a : Localisation chromosomique de la séquence consensus de 30 pb dans le génome. La 
séquence représentée par un point rouge est localisée au niveau des régions 4q35, 5q35.3, 
8p23.1, 10q26.3, 12p13.3, 12q24.3, 17q25.3 et 18q12.2.  
b : Localisation nucléaire des régions chromosomiques portant la séquence consensus de 
30 pb. La distribution des signaux FISH, après 3D-immuno-FISH, est représentée du 
centre (0%) vers la périphérie du noyau (100%). Le signal lamine B est représenté par une 
zone grisée et occupe environ 18% de la périphérie du noyau. Seules les régions 4q35 et 
12q24.3 sont périphériques.  
 c : Représentation schématique des constructions. Le vecteur comprend une cassette de 
sélection (HyTK) et un gène rapporteur eGFP, sous le contrôle de promoteurs forts (pr)  
(construction CMV). La construction T porte une graine de télomère (flèches). Le motif de 
30 pb a été inséré entre le gène rapporteur et la graine de télomère (construction T+30pb).  
d : Séquence du motif consensus de 30 pb. Le site CTCF est représenté en rouge. 
e : Localisation nucléaire de la construction T + 30 pb, déterminée par 3D-immuno-FISH. 
Le télomère associé au motif de 30 pb occupe une position nucléaire interne.  
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Après linéarisation, la construction a été transfectée dans les cellules C33-A et la 

localisation nucléaire du néotélomère associé au motif de 30 pb a été étudiée par 3D-immuno-

FISH à l’aide d’une sonde complémentaire au vecteur. La construction T+30pb, comportant le 

motif consensus, a la même localisation nucléaire que la construction contrôle T, qui en est 

dépourvue, c'est-à-dire à l’intérieur du noyau (Figure 17e).  

Par conséquent, la séquence de 30 pb seule n’est pas suffisante pour assurer la 

fonction de localisation nucléaire périphérique. Des séquences adjacentes pourraient être 

nécessaires à l’adressage périphérique, soit en stabilisant la liaison de CTCF soit en favorisant 

la liaison de facteurs associés, comme par exemple les lamines de type A. Ces hypothèses 

pourraient être testées sur les modèles cellulaires par immunoprécipitation de chromatine 

(ChIP) ou par des tests de liaison in vitro de type retard de migration sur gel (EMSA).  

 

2) La séquence D4S139 ne permet pas de localiser un télomère à la périphérie nucléaire 

alors qu’elle est périphérique sur le chromosome 4 natif. 

Le fait que le télomère 4qter reste localisé à la périphérie nucléaire chez les patients 

FSHD suggère l’existence d’une voie d’ancrage de l’extrémité du bras long du chromosome 4 

à la périphérie nucléaire indépendante de D4Z4 qui ferait appel à une séquence en amont de 

ce macrosatellite. Nous avons tenté d’identifier de telles séquences. Nous avons choisi comme 

candidat la séquence D4S139, un marqueur STS (“Sequence Tagged Site”) de 150 pb localisé 

215 kb en amont de D4Z4 en 4q35.2 (chr4 : 191005550-191005792) (UCSC Mars 2006) 

(Figure 12b) d’après trois arguments. Tout d’abord, cette région a été décrite par Masny et 

collaborateurs comme occupant une position plus périphérique dans le noyau que D4Z4 

(Masny et al., 2004). Ensuite, elle appartient au dernier LAD du bras long du chromosome 4 

(190367795-191169887, taille 802093 pb) (UCSC Mars 2006) (Guelen et al., 2008), alors que 

D4Z4 n’en fait pas partie. Enfin, D4S139 a été identifiée comme un site hypersensible à la 

DNAseI de la région 4q35 (région DH13) et pourrait être associée à des éléments régulateurs. 

(Xu et al., 2009).  

Afin d’étudier la capacité de la séquence D4S139 à localiser un télomère à la 

périphérie nucléaire, nous avons inséré, entre le gène rapporteur eGFP et la graine de 

télomère, cette séquence de 150 pb (construction T+D4S-150) ou une séquence plus large, de 

450 pb, englobant D4S139 (construction T+D4S-450) (Figure 18a).  
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Figure périphérique de la région 4qter 

Figure 18 : Etude du rôle de la séquence D4S139 dans la localisation nucléaire 
périphérique de la région 4qter 
a : Représentation schématique des constructions. Le vecteur comprend une cassette de 
sélection (HyTK) et un gène rapporteur eGFP, sous le contrôle de promoteurs forts (pr)  
(construction CMV). La construction T porte une graine de télomère (flèches). La 
séquence du marqueur STS D4S139 de 150 pb a été insérée entre le gène rapporteur et la 
graine de télomère (construction T+D4S-150). Une séquence plus large, de 450 pb, 
englobant D4S139 a été insérée dans une autre construction (construction T+D4S-450). 
b : Localisation nucléaire des constructions comprenant la séquence D4S139 (constructions 
T+D4S-150 et T+D4S-450) et du locus D4S139 natif en 4q35 (BAC RP11-463J17). La 
distribution des signaux FISH, après 3D-immuno-FISH, est représenté du centre (0%) vers 
la périphérie du noyau (100%). Le signal lamine B est représentée par une zone grisée et 
occupe environ 18% de la périphérie du noyau. Seul le locus D4S139 natif est 
périphérique. 
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Nous avons étudié en 3D-immuno-FISH la localisation nucléaire de ces constructions 

à l’aide d’une sonde complémentaire au vecteur ainsi que celle du locus D4S139 sur le 

chromosome 4 natif grâce à la sonde BAC RP11-463J17 (AF25032.4) (UCSC Mars 2006). 

Ce BAC de 245 708 pb englobe D4S139 mais ne contient pas D4Z4. Alors que le signal du 

BAC RP11-463J17 correspondant au locus D4S139 naturel est périphérique, les signaux des 

constructions T+D4S-150 et T+D4S-450, portant la séquence D4S139, sont localisés vers 

l’intérieur du noyau (Figure 18b).  

La séquence D4S139 ne semble donc pas être directement responsable de la 

localisation périphérique du télomère 4qter. L’ancrage périphérique de l’extrémité 4qter ferait 

intervenir d’autres séquences de la région 4q35, isolément ou en coopération, comme d’autres 

sites CTCF présents dans cette région par exemple. Cette hypothèse est actuellement testée.  
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3.2. Rôles des séquences subtélomériques dans la 

régulation de la réplication des télomères 

 

 

Article n°2 : Replication timing of human telomeres is chromosome arm–specific, influenced 

by subtelomeric structures and connected to nuclear localization. N. Arnoult, C. Schluth- 

Bolard et al. Plos Genet 2010 ; 6(4) : e1000920. 

 

3.2.1. Introduction 

 

Le contrôle de la réplication des télomères chez les mammifères est encore peu connu. 

Chez l’Homme, la réplication des télomères se déroule tout au long de la phase S. Une étude 

récente chez le cerf muntjac a montré que chaque télomère se réplique à un moment précis et 

que la réplication des bras courts et des bras longs est asynchrone, suggérant que les origines 

de réplication localisées dans les subtélomères sont soumises à un contrôle spécifique. Le but 

du présent travail est d’étudier dans les cellules humaines la cinétique de réplication des 

télomères et d’identifier certains facteurs qui la contrôlent. 

 

 

3.2.2. Matériels et méthodes  

 

La cinétique de réplication des télomères a été établie grâce à la technique de 

“Replicative Detargeting FISH” (ReDFISH). Les cellules sont synchronisées par un double 

blocage à l’aide de thymidine et d’aphidicoline. Après la levée du blocage, les cellules sont 

cultivées en présence d’analogues nucléotidiques, bromodéoxy-uridine et bromodéoxy-

cytidine (BrdU/BrdC) par période d’une heure, couvrant toute la phase S. Le BrdU/ BrdC est 

incorporé dans les chromatides sœurs en cours de réplication au moment de l’exposition. Les 

cellules sont ensuite arrêtées en mitose. Le traitement des chromosomes par le colorant de 

Hoechst et par les UV entraîne la destruction des chromatides qui ont incorporé le BrdU/ 
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BrdC. Ainsi, les télomères répliqués pendant l’exposition deviennent simple brin et peuvent 

être reconnus soit par une sonde riche en C (signal rouge), soit par une sonde riche en G 

(signal vert). Les télomères non répliqués ont un signal mixte (jaune) (Figure 1A, 1B, 1D). 

L’analyse des métaphases après chaque période d’exposition au  BrdU/BrdC permet de 

déterminer, par cette méthode, le pourcentage de télomères qui se répliquent à chaque période 

de la phase S. 

 

 

3.2.3. Résultats 

 

1) Les télomères humains se répliquent à des moments préférentiels de la phase S  

La cinétique de réplication des télomères a été déterminée dans les cellules humaines 

IMR90 (fibroblastes pulmonaires fœtaux) par la technique de ReDFISH. D’une façon 

générale, les télomères se répliquent tout au long de la phase S avec un pic vers la 4e heure. 

La réplication complète d’un télomère individuel est achevée en moins d’une heure. De plus, 

chaque extrémité télomérique se réplique préférentiellement durant une fenêtre déterminée 

(précoce/tardive) et la réplication des bras courts et des bras longs est indépendante (Figure 

1). Par ailleurs, une faible corrélation entre la réplication des télomères et la cinétique de 

réplication du dernier BAC spécifique du bras chromosomique correspondant a été mise en 

évidence (Figure S1), suggérant un certain degré de coordination entre les télomères et les 

régions subtélomériques distales. 

 

2) La longueur télomérique n’influence pas la réplication des télomères humains 

Afin de déterminer les facteurs de régulation de la cinétique de réplication des 

télomères, nous avons étudié l’influence de la longueur des télomères et de l’expression de la 

télomérase. 

La technique de FISH quantitative (Q-FISH, mesure de l’intensité relative de la 

fluorescence des télomères) a été couplée à la FISH avec des sondes spécifiques de 

polymorphismes subtélomériques et la ReDFISH pour déterminer la longueur et la cinétique 

de réplication de chaque télomère d’une paire de chromosomes homologues donnée. Il a été 

ainsi observé que des télomères de même longueur présentaient des cinétiques de réplication 

différentes et que des télomères de longueurs différentes pouvaient avoir des cinétiques de 
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réplication similaires (Figure 2). Il n’existe pas de corrélation entre la longueur des télomères 

et leur cinétique de réplication. 

La stabilisation et l’homogénéisation de la longueur des télomères ont été obtenues par 

la surexpression des gènes hTERT et TIN2 dans les cellules IMR90 (cellules IMR90-hTERT-

TIN2). Bien que la durée de la phase S soit légèrement plus courte, la cinétique de réplication 

relative n’est pas modifiée (Figure 3), renforçant l’observation précédente que la taille des 

télomères n’a pas d’impact apparent sur leur cinétique de réplication. 

 

3) Le patron de réplication est conservé entre les chromosomes homologues et entre les 

cellules d’individus différents 

Les régions subtélomériques étant extrêmement polymorphes, elles pourraient 

modifier le départ des origines de réplication ou la progression de la fourche réplicative. La 

caractérisation des polymorphismes segmentaires subtélomériques par FISH à l’aide de 

sondes spécifiques montre que les extrémités chromosomiques homologues (par exemple les 

deux allèles 1qter) se répliquent dans la même fenêtre malgré la présence de polymorphismes 

différents (Figure 2B). A l’inverse, les extrémités hétérologues portant le même 

polymorphisme (par exemple 1p et 7p) ont une cinétique de réplication différente. Ainsi, les 

polymorphismes subtélomériques ne rendent pas compte des patrons de réplication 

différentiels.  

Par ailleurs, afin d’étudier le comportement des télomères dans les cellules d’un 

individu différent, la cinétique de réplication des cellules HCA2 (fibroblastes cutanés) 

surexprimant la sous-unité catalytique de la télomérase hTERT (cellules HCA2-hTERT) a été 

déterminée. La durée de la phase S et le profil global de réplication des télomères des cellules 

HCA2-hTERT sont identiques à ceux des cellules IMR90-hTERT-TIN2 (Figure 4A). De 

plus, le temps de réplication moyen d’un télomère donné ne diffère pas entre les deux types 

cellulaires, y compris pour les extrémités télomériques connues pour porter des variations 

segmentaires subtélomériques dans les deux lignées cellulaires (Figures 4B, 4C, 4D).  

Ainsi, la cinétique de réplication ne semble pas être influencée par la présence de 

polymorphismes segmentaires subtélomériques de grande taille.  

 

4) Les télomères des bras longs des gonosomes ont une réplication tardive 

L’hétérochromatine, transcriptionnellement inactive, a tendance à se répliquer plus 

tardivement, dans la deuxième partie de la phase S. Dans les cellules XX, la réplication des 

chromosomes X est asynchrone du fait du phénomène d’inactivation de l’un des deux 
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chromosomes X. Dans les cellules IMR90 (XX), les télomères des bras courts des 

chromosomes X (Xp) se répliquent de façon synchrone au milieu de la phase S alors que la 

réplication des télomères des bras longs (Xq) présente une distribution bimodale. Un des 

télomères Xq se réplique en milieu de phase S et l’autre se réplique en fin de phase S. Ce 

dernier correspondrait au bras long du chromosome X inactif (Figure S2).  

Dans les cellules HCA2 (XY), les bras longs des gonosomes Xq/Yq se répliquent de 

façon plus tardive que les bras courts Xp/Yp. Le profil de réplication du télomère du bras long 

du chromosome Y pourrait être influencé par la région d’hétérochromatine constitutive du 

bras long du chromosome Y.  

 

5) Les télomères porteurs de séquences β-satellites se répliquent tardivement  

Les extrémités 4qter, 10qter et les bras courts des chromosomes acrocentriques font 

partie des télomères de réplication tardive (Figure 5). Ils ont en commun le fait de porter des 

répétitions de type β-satellite et des répétitions D4Z4, ce qui suggère un rôle des répétitions 

satellites subtélomériques dans le contrôle de la réplication des télomères. Par ailleurs, ces 

extrémités chromosomiques sont associées à une structure nucléaire spécifique, nucléole ou 

lamina nucléaire. Ainsi, la localisation nucléaire pourrait également influencer la cinétique de 

réplication télomérique. Nous avons alors exploré le profil de réplication et la localisation 

subnucléaire des télomères dans des modèles cellulaires où la composition subtélomérique 

associée à un télomère néoformé est connue.  

 

6) La localisation nucléaire périphérique est associée à une réplication plus tardive 

Les cellules humaines C33-A ont été transfectées avec les constructions suivantes : 

une construction contrôle comportant un gène rapporteur eGFP à proximité d’une graine de 

télomère (construction T), des constructions dans lesquelles une séquence d’intérêt a été 

insérée entre le gène rapporteur eGFP et la graine de télomère : 1 et 8 répétitions D4Z4 

(constructions T1X et T8X, respectivement), une séquence D4Z4 associée à 4 éléments β-

satellites (construction T1X-β-sat) ou 4 éléments β-satellites (construction T-β-sat) (Figure 

6A). La cinétique de réplication a été étudiée par ReDFISH et la localisation nucléaire par 3D-

immuno-FISH.  

Les constructions comportant un élément D4Z4, T1X et T1X-β-sat, confèrent au 

télomère néoformé à la fois une localisation périphérique et une réplication plus tardive que 

les cellules contrôles (construction T) ou les cellules portant 8 copies de D4Z4 (construction 



 92 

T8X) (Figure 6B à 6E), suggérant que la localisation subnucléaire des télomères influence 

leur profil de réplication. 

Par ailleurs, les télomères néoformés associés à 4 répétitions β-satellites (construction 

T-β-sat) se répliquent plus tardivement, indépendamment de leur position nucléaire, ce qui 

suggère un rôle propre des séquences β-satellites dans la régulation de la réplication des 

télomères. 

 

7) Les télomères natifs de réplication tardive et non associés à D4Z4 sont localisés à la 

périphérie nucléaire 

Les résultats précédents suggérant un rôle de la localisation nucléaire dans la 

réplication télomérique, nous avons étudié la localisation nucléaire de télomères natifs de 

réplication plutôt précoce (1pter, 5pter, 12pter, 17qter) ou de réplication plutôt tardive (2pter, 

3pter, 4qter, 6qter, 12qter) par 3D-immuno-FISH. Les télomères de réplication tardive 

présentent une localisation nucléaire périphérique (2pter, 3pter, 4qter, 6qter, 12qter) alors que 

les télomères de réplication précoce (1pter, 5pter, 12pter, 17qter) sont localisés vers l’intérieur 

du noyau (Figure 7). Ainsi, nos résultas suggèrent pour la première fois l’existence d’une 

corrélation entre le profil de réplication des télomères et leur localisation nucléaire.  

 

 

3.2.4. Discussion  

 

L’étude du profil de réplication des télomères dans des cellules diploïdes humaines 

montre que la réplication des télomères se déroule tout au long de la phase S. Cependant, 

chaque extrémité télomérique possède une cinétique propre avec une fenêtre de réplication 

préférentielle au cours de la phase S, qui est conservée entre chromosomes homologues et 

entre les individus.  

Le profil de réplication serait déterminé par des éléments spécifiques à chaque 

chromosome, comme le suggère la corrélation entre la réplication d’un télomère et celle du 

dernier BAC spécifique du bras chromosomique correspondant. La longueur des télomères et 

les polymorphismes segmentaires subtélomériques ne semblent pas influencer de façon 

notable la réplication télomérique. Celle-ci peut cependant être régulée par des séquences de 

type satellite. Par exemple, les répétitions β-satellites subtélomériques sont associées à une 

réplication tardive du télomère. La répétition D4Z4 permet de diriger le télomère qui lui est 



 93 

adjacent à la périphérie du noyau, ce qui s’accompagne d’un profil de réplication plus tardif. 

De plus, les télomères de réplication tardive présentent une localisation nucléaire 

périphérique. Ainsi, notre étude suggère pour la première fois que la localisation nucléaire 

participerait à la régulation de la réplication des télomères. Des interactions entre la lamina 

nucléaire et des régions non-télomériques de réplication tardive ont d’ailleurs été décrites 

(Guelen et al., 2008; Hiratani et al., 2008).  

En conclusion, la régulation de la réplication des télomères serait dépendante de 

particularités spécifiques à chaque chromosome, dont les séquences subtélomériques.  
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3.3. Influence des séquences subtélomériques sur 

l’effet de position télomérique  

 

 

Article n°3 : D4Z4 as a prototype of CTCF and lamins-dependant insulator in human cells. 

A. Ottaviani, C. Schluth-Bolard et al. Nucleus 2010 ; 1(1) : 30-36.  

 

L’effet de position télomérique (TPE) est défini comme le silence transcriptionnel 

réversible de gènes situés à proximité des télomères. Les mécanismes mis en œuvre dans le 

TPE chez l’Homme sont encore mal connus. Des études chez la levure ont montré 

l’importance des séquences subtélomériques dans la régulation du TPE.  

Récemment, nous avons montré que le macrosatellite D4Z4 se comportait comme un 

insulateur avec les propriétés d’“enhancer-blocking” et de barrière de chromatine (Ottaviani 

et al., 2009a). L’activité barrière contre l’effet de position est récapitulée par une séquence 

proximale de 432 pb et est dépendante de CTCF et des lamines de type A. Cet insulateur 

proximal contient une séquence de 80 pb, englobant un site CTCF, qui possède à la fois 

l’activité barrière de chromatine et la capacité d’adresser un télomère à la périphérie du 

noyau, par un mécanisme dépendant de CTCF et des lamines de type A (Ottaviani et al., 

2009b).  

Ce travail suggère que D4Z4 est un nouveau type d’insulateur dépendant de CTCF et 

adresse de nouvelles questions comme celle de la nécessité de l’adressage des insulateurs vers 

un compartiment nucléaire compétent pour leurs fonctions, l’implication des structures 

nucléaires dans l’activité barrière de chromatine, la capacité de CTCF à coopérer avec 

d’autres protéines pour former des boucles de chromatine qui permettraient de modeler le 

génome en différents domaines.  

Nous avons poursuivi l’étude des mécanismes d’insulation liés à D4Z4, en continuant 

la caractérisation du rôle du site CTCF proximal, mais aussi en recherchant d’autres sites 

pouvant coopérer avec celui-ci, soit dans D4Z4, soit dans la région 4q35. Ce travail nous a 

permis d’identifier d’autres séquences permettant de contrer le TPE et d’explorer le rôle des 

transcrits télomériques dans ce processus.  
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3.3.1. Rôle du site insulateur proximal de D4Z4 

 

1) La séquence consensus de 30 pb a un effet protecteur contre le TPE 

Le macrosatellite D4Z4 possède à la fois la propriété de localiser un télomère à la 

périphérie nucléaire et la propriété d’insulation transcriptionnelle. Ces deux activités sont 

récapitulées par une séquence proximale de 80 pb contenant un site CTCF et dans laquelle un 

motif consensus de 30 pb englobant ce site CTCF a été identifié (Ottaviani et al., 2009b).  

Nous avons précédemment montré que cette séquence de 30 pb était insuffisante à 

localiser un télomère à la périphérie nucléaire (§3.1.5.). Nous avons alors étudié son effet sur 

le TPE en suivant l’expression du gène rapporteur eGFP par cytométrie de flux (FACs) dans 

des cellules humaines C33-A transfectées avec les constructions précédemment établies c’est-

à-dire une construction contrôle comportant le gène rapporteur eGFP et la graine de télomère 

(construction T) et une construction où le motif de 30 pb a été inséré entre le gène rapporteur 

eGFP et la graine de télomère (construction T+30pb) (Figure 19a). Nous avons observé une 

augmentation significative (p<0,001, Test t de Student) du pourcentage de cellules exprimant 

le gène eGFP dans les cellules ayant intégré la construction T+30bp par rapport aux cellules 

contrôles (construction T).  

Le motif de 30 pb possède donc une activité insulatrice. Toutefois, l’activité barrière 

contre le TPE du motif consensus de 30 pb semble plus faible que celle décrite pour la 

séquence insulatrice proximale de 80 pb et n’est pas associée à la propriété de diriger un 

télomère vers la lamina nucléaire. Ainsi, l’action barrière contre le TPE de l’insulateur 

proximal de D4Z4 pourrait comporter deux composantes, l’une dépendante du site CTCF et 

l’autre dépendante des interactions avec la périphérie nucléaire. Nos résultats ne permettent 

pas de préciser si CTCF et les lamines de type A appartiennent au même complexe au niveau 

de D4Z4, ni si la liaison de D4Z4 avec les lamines de type A est directe ou non. Cette 

hypothèse pourrait être explorée en étudiant les interactions de CTCF et des lamines de type 

A avec le motif de 30 pb par immunoprécipitation de chromatine (ChIP), l’effet de 

l’invalidation de ces deux protéines (par interférence à l’ARN) sur le TPE et en caractérisant 

les interactions D4Z4 – lamina nucléaire. 
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Figure 19 : Rôle du site CTCF de l’insulateur proximal de D4Z4 sur le TPE 
A gauche, représentation schématique des constructions. Le vecteur comprend une cassette de 
sélection (HyTK) et un gène rapporteur eGFP, sous le contrôle de promoteurs forts (pr)  
(construction CMV). La construction T porte une graine de télomère (flèches). 
A droite, histogrammes représentant la moyenne du pourcentage de cellules exprimant le gène 
rapporteur eGFP (% cellules eGFP+) durant la période où l’expression du gène rapporteur a atteint 
un plateau stable (entre J16 et J53) (barre d’erreur +/- DS). L’astérisque indique les valeurs 
statistiquement significatives par rapport au contrôle (construction C ou T) (Test t de Student) 
*p<0,05; **p<0,005; ***p<0,001.  
a : Le motif consensus de 30 pb a été inséré entre le gène rapporteur et la graine de télomère 
(construction T+30pb). Une augmentation significative de l’expression du gène rapporteur est 
observée.  
b : Constructions présentant des délétions du site CTCF proximal de D4Z4. La séquence D4Z4 est 
représentée schématiquement de la position 1 à 3303 par rapport au site KpnI (K). Le site CTCF 
(468-481) proximal est représenté en rouge. Les autres régions de D4Z4 sont: LSau (1-340), 
hhspm3 (1313-1780) et DUX4 (1792-3063). Les sites de restriction BlpI (Bl) ont été utilisés pour 
le clonage et encadrent la séquence insulatrice proximale de 432 pb (382-814). La composition des 
constructions est détaillée dans le texte.  
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2) Le site CTCF proximal de D4Z4 est nécessaire à la protection contre le TPE 

Nous avons poursuivi la caractérisation du site CTCF proximal de D4Z4 dans son 

activité barrière de chromatine en générant une série de constructions comportant une délétion 

de ce site CTCF capable de s’intégrer aléatoirement (constructions C) ou en position 

télomérique (constructions T) (Figure 19b). Les constructions comportent une répétition 

D4Z4 entière (constructions C1X, T1X), une répétition D4Z4 comportant une délétion de la 

séquence insulatrice proximale de 432 pb, localisée entre deux sites de restrictions BlpI 

(position 382-814) (constructions C1X∆BlpI et T1X∆BlpI), une répétition D4Z4 comportant 

une délétion du site CTCF proximal (position 468-481) (constructions C1X∆CTCF et 

T1X∆CTCF), la séquence insulatrice proximale de 432 pb (position 382-814) (constructions 

C1X∆B1-3 et T1X∆B1-3) et la séquence insulatrice proximale comportant une délétion du 

site CTCF (constructions C1X∆B1-3∆CTCF et T1X∆B1-3∆CTCF). Nous avons étudiés 

l’expression du gène rapporteur eGFP par cytométrie de flux (FACs). 

Au niveau des constructions intégrées aléatoirement, l’expression de la GFP est 

augmentée de façon significative dans toutes les constructions, y compris celles comportant 

une délétion du site CTCF, par rapport aux cellules contrôles (construction CMV), traduisant 

une activité insulatrice des différentes séquences étudiées. Cependant, cet effet insulateur est 

plus faible dans les cellules porteuses d’une délétion emportant le site CTCF (constructions 

C1X∆BlpI, C1X∆CTCF et C1X∆B1-3∆CTCF) par rapport aux cellules ayant intégré une 

copie D4Z4 complète ou la séquence insulatrice proximale intacte (constructions C1X et 

C1X∆B1-3, respectivement), comme le montre un niveau d’expression du gène rapporteur 

eGFP diminué. Le site CTCF proximal participe donc à la fonction barrière contre l’effet de 

position chromosomique (CPE) mais n’est pas indispensable à celle-ci. Ce site CTCF 

proximal pourrait coopérer avec d’autres séquences présentes au sein de l’élément D4Z4. 

Au niveau des constructions intégrées en position télomérique, la construction T1X 

(une répétition D4Z4) ne montre pas ou peu d’effet protecteur contre le TPE, comme 

précédemment décrit. La délétion du site CTCF dans l’élément D4Z4 (constructions 

T1X∆BlpI et T1X∆CTCF) ne modifie pas de façon notable le niveau d’expression du gène 

rapporteur eGFP. Les cellules porteuses de la construction avec la délétion du site CTCF dans 

l’insulateur proximal (T1X∆B1-3∆CTCF) présentent un niveau de GFP comparable à celui 

des cellules contrôles (construction T), alors que le niveau de GFP est augmenté dans les 

cellules T1X∆B1-3, ayant intégré la séquence insulatrice proximale intacte. Ainsi, l’effet anti-

TPE observé avec l’insulateur proximal (construction T1X∆B1-3) disparaît avec la délétion 

du site CTCF (construction T1X∆B1-3∆CTCF). Ces résultats suggèrent que le site CTCF est 
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indispensable à l’effet de protection contre le TPE et que les mécanismes mis en œuvre dans 

la protection contre le TPE et le CPE ne sont pas identiques.  

Par conséquent, ces résultats laissent supposer que le contexte nucléaire et 

chromatinien dans lequel D4Z4 exerce ses fonctions a une importance.  

 

 

3.3.2. Caractérisation d’un site CTCF dans la partie distale de D4Z4 

  

L’étude de la séquence insulatrice proximale de D4Z4 suggère que l’activité barrière 

de chromatine nécessite la coopération avec d’autres séquences présentes au sein de D4Z4.  

Précédemment, nous avions mis en évidence, dans la partie distale de D4Z4, une 

séquence de 623 pb (encadrée de deux sites de restriction EheI) (position 2269-2892) se 

comportant comme un répresseur transcriptionnel (construction T1X∆F) et dont la délétion 

permettait de protéger contre le TPE (construction T1X∆E) (Ottaviani et al., 2009a) (Figure 

15). Cette séquence pourrait donc interférer avec la fonction de l’insulateur proximal. 

L’analyse in silico de cette séquence a révélé la présence d’un site CTCF probable (position 

2828-2839, CCGCCTCCGCGCGG). La liaison de CTCF à ce site distal a été confirmée in 

vitro par retard de migration sur gel (EMSA) en incubant des extraits nucléaires issus de 

cellules C33-A soit avec des oligonucléotides marqués correspondant à cette séquence distale 

de liaison à CTCF soit avec des oligonucléotides non marqués correspondant à des sites de 

liaison de CTCF connus (Figure 2A) (Ottaviani et al., 2010). Toutefois, aucun enrichissement 

significatif en CTCF n’a été détecté in vivo par immunoprécipitation de chromatine (ChIP) 

avec des anticorps spécifiques au niveau de cette séquence. L’étude de la localisation 

nucléaire par 3D-immuno-FISH d’une construction dans laquelle la partie distale de D4Z4 

(position 1549-3303), contenant le site CTCF probable, a été insérée entre le gène rapporteur 

eGFP et la graine de télomère (construction T1X∆F), montre que ce fragment est capable de 

diriger un télomère à la périphérie nucléaire, même en l’absence de la partie proximale de 

D4Z4. Ainsi, la partie distale de D4Z4 contribue également à la localisation périphérique d’un 

télomère (Figure 2B) (Ottaviani et al., 2010).  

Afin d’étudier la contribution de ce site CTCF distal dans la fonction barrière de 

D4Z4, nous avons réalisé une série de constructions en insérant entre le gène rapporteur et la 

graine de télomère la région distale de 623 pb contenant le site CTCF distal (position 2269-

2892) en orientation sens et anti-sens (T+Ehe-S, T+Ehe-AS, respectivement) et cette même 



 99 

région où la séquence correspondant au site CTCF est délétée, en orientation sens et anti-sens 

(T+Ehe∆CTCF-S, T+Ehe∆CTCF-AS, respectivement). Ces constructions ont été transfectées 

dans les cellules humaines C33-A et le pourcentage de cellules exprimant le gène rapporteur 

eGFP a été suivi par cytométrie de flux (FACs) sur des populations stables sélectionnées en 

présence d’hygromycine B (Figure 20a).  

Nous avons observé que l’insertion de la séquence distale de 623 pb de D4Z4 est 

responsable d’une diminution de l’expression du gène rapporteur eGFP par rapport aux 

cellules contrôles (construction T) quand elle est intégrée en orientation sens (construction 

T+Ehe-S) et qu’elle est responsable d’une augmentation de l’expression du gène rapporteur 

eGFP par rapport aux cellules contrôles (construction T) quand elle est intégrée en orientation 

anti-sens (construction T+Ehe-AS). L’effet répresseur transcriptionnel (sens) et l’effet 

activateur transcriptionnel (anti-sens) sont tous les deux dépendants de CTCF, puisque les 

cellules transfectées avec les constructions portant la délétion de la séquence distale de liaison 

à CTCF (constructions T+Ehe∆CTCF-S, T+Ehe∆CTCF-AS) présentent un niveau 

d’expression du gène rapporteur eGFP semblable à celui des cellules contrôles (construction 

T) (Figure 20a).  

Cette observation suggère ainsi l’existence d’une séquence répressive située en amont 

du site CTCF distal, qui renforcerait l’action du TPE, par exemple en empêchant l’activité du 

site CTCF 3’, comme cela a été précédemment suggéré chez la levure (Defossez et al., 2005). 

Lorsque la séquence est en orientation anti-sens, le site CTCF est alors entre le gène 

rapporteur et le répresseur, et serait en mesure de protéger l’expression du gène rapporteur 

(Figure 20b). Cette hypothèse devra être explorée.  
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Figure 20 : Caractérisation du site CTCF distal de D4Z4 
a : A gauche, la séquence D4Z4 est représentée schématiquement de la position 1 à 3303 
par rapport au site KpnI (K). Les sites CTCF (468-481 et 2828-2839) sont représentés en 
rouge. Les autres régions de D4Z4 sont: LSau (1-340), hhspm3 (1313-1780) et DUX4 
(1792-3063). Le vecteur comprend une cassette de sélection (HyTK) et un gène rapporteur 
eGFP, sous le contrôle de promoteurs forts (pr) et une graine de télomère (flèches grises) 
(construction T). La séquence distale de 623 pb délimitée par 2 sites EheI (E) (2269-2892) 
a été insérée entre le gène rapporteur et la graine de télomère : en orientation sens 
(construction T+Ehe-S) et anti-sens (construction T+Ehe-AS). De même, la séquence 
distale portant une délétion du site CTCF a été insérée en orientation sens (T+Ehe∆CTCF-
S) et anti-sens (T+Ehe∆CTCF-AS).   
A droite, histogramme représentant la moyenne du pourcentage de cellules exprimant le 
gène rapporteur eGFP (% cellules eGFP+) durant la période où l’expression du gène 
rapporteur a atteint un plateau stable (entre J21 et J56) (barre d’erreur +/- DS). 
L’astérisque indique les valeurs statistiquement significatives par rapport aux cellules 
contrôles (construction T) (Test t de Student) (p<0,001).  
b : Proposition d’un modèle  expliquant le comportement de la séquence distale de 623 pb 
de D4Z4 et du site CTCF distal. En orientation sens (S), le répresseur (R) renforce l’action 
du TPE sur le gène rapporteur (eGFP), en empêchant l’action de CTCF. En orientation 
anti-sens (AS), le site CTCF est placé entre le répresseur et le gène rapporteur et peut 
protéger l’expression de ce dernier.    
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3.3.3. Identification de séquences pouvant interférer avec l’effet de 

position télomérique 

 

1) La séquence D4S139 présente un effet protecteur contre le TPE qui dépend de son 

orientation 

Le macrosatellite D4Z4 contient une séquence capable d’interférer avec le TPE. 

Cependant, l’activité insulatrice de D4Z4 pourrait nécessiter la coopération avec d’autres 

séquences de la région 4q35. Afin d’identifier d’autres éléments subtélomériques capables 

d’interférer avec le TPE, nous avons testé l’activité de la séquence D4S139, que nous avions 

précédemment étudiée pour son rôle éventuel dans la localisation périphérique des télomères 

(§ 3.1.). Ce marqueur STS (“Sequence Tagged Site”) de 150 pb situé 215 kb en amont de 

D4Z4 est localisé à la périphérie nucléaire sur le chromosome 4 (Masny et al., 2004), fait 

partie d’un LAD (Guelen et al., 2008) et correspond à une région sensible à la DNAse I (Xu et 

al., 2009). Elle pourrait ainsi contenir des éléments régulateurs et influencer l’expression de 

certains gènes dans la région 4q35 et/ou contribuer au phénotype FSHD.  

Nous avons inséré, entre le gène rapporteur eGFP et le télomère, la séquence D4S139 

de 150 pb ou une séquence élargie de 450 pb contenant le marqueur D4S139 en orientation 

sens (T+D4S-150-S et T+D4S-450-S, respectivement) et anti-sens (T+D4S-150-AS et 

T+D4S-450-AS, respectivement) (Figure 21b). Ces constructions ont été transfectées dans les 

cellules humaines C33-A et le pourcentage de cellules exprimant le gène rapporteur eGFP a 

été suivi par cytométrie de flux (FACs) sur des populations stables sélectionnées par 

l’hygromycine B.  

Nous avons observé une augmentation significative de l’expression du gène rapporteur 

eGFP dans les cellules portant les constructions T+D4S-150-S, T+D4S-450-S et T+D4S-450-

AS par rapport aux cellules contrôles (contruction T). Cette augmentation est beaucoup plus 

importante dans les constructions où la séquence D4S139 est en orientation sens 

(constructions T+D4S-150-S et T+D4S-450-S) (Figure 21b). La séquence D4S139 possède 

donc la capacité d’interférer avec le TPE et cette propriété dépend de son orientation de 5’ 

vers 3’.  
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Figure 21 : Influence de la séquence D4S139 sur le TPE 
a : Séquence nucléotidique du marqueur STS D4S139 (UCSC Mars 2006) : présence d’un 
signal de poly-adénylation canonique (en rouge).  
b : A gauche, représentation schématique des constructions. Le vecteur comprend une cassette 
de sélection (HyTK) et un gène rapporteur eGFP, sous le contrôle de promoteurs forts (pr)  
(construction CMV). La construction T porte une graine de télomère (flèches). La séquence 
du marqueur STS D4S139 de 150 pb a été insérée entre le gène rapporteur et la graine de 
télomère en orientation sens et antisens (constructions  T+D4S-150-S et T+D4S-150-AS). 
Une séquence plus large, de 450 pb, englobant D4S139 a été insérée dans une autre 
construction en orientation sens et anti-sens (constructions T+D4S-450-S et T+D4S-450-AS). 
A droite, histogramme représentant la moyenne du pourcentage de cellules exprimant le gène 
rapporteur eGFP (% cellules eGFP+) durant la période où l’expression du gène rapporteur a 
atteint un plateau stable (entre J14 et J49) (barre d’erreur +/- DS). L’astérisque indique les 
valeurs statistiquement significatives par rapport aux cellules contrôles (construction T) (Test 
t de Student) (p<0,001).  
c : Effet du signal poly-A sur le TPE. A gauche, représentation schématique des contructions. 
Constructions contrôles CMV et T (cf b);  TpA: signal de poly-adénylation inséré entre le 
gène rapporteur et le télomère; TAS: gène rapporteur orienté en anti-sens. A droite, courbe 
représentant le suivi du pourcentage de cellules exprimant le gène rapporteur eGFP (% 
cellules eGFP+).  
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Afin de comprendre le mécanisme sous-jacent, nous avons analysé la séquence du 

marqueur D4S139 et nous avons identifié un signal canonique de poly-adénylation 

(AATAAA) uniquement présent dans l’orientation 5’ vers 3’ (Figure 21a). Nous avons alors 

inséré un signal de poly-adénylation entre le gène rapporteur et le télomère pour vérifier si ce 

motif pouvait rendre compte l’effet anti-TPE à lui seul.  

 

2) La présence d’un signal de polyadénylation fort entre le gène rapporteur et le télomère a 

un effet anti-TPE.   

Afin de vérifier l’impact du signal de poly-adénylation sur le TPE, nous avons 

introduit un signal de poly-adénylation fort entre le gène rapporteur eGFP et la graine de 

télomère (construction TpA). Nous avons également réalisé une construction dans laquelle le 

gène rapporteur eGFP et son promoteur ont été insérés en orientation anti-sens (construction 

TAS), le gène rapporteur étant transcrit du télomère vers le centromère dans cette 

construction. Ces constructions ont été transfectées dans les cellules humaines C33-A et le 

pourcentage de cellules exprimant le gène rapporteur eGFP a été suivi par cytométrie de flux 

(FACs) (Figure 21c). 

Les cellules ayant intégré la construction TpA expriment très fortement le gène 

rapporteur eGFP comparé aux cellules contrôles (construction T) où celui-ci est réprimé par 

le TPE. Ainsi, la présence d’un signal de poly-adénylation fort permet de contrer les effets du 

TPE et de maintenir une expression stable et élevée du gène rapporteur. 

Les cellules portant la construction TAS (gène rapporteur eGFP en orientation anti-

sens) ont également un niveau d’expression du gène rapporteur eGFP élevé. Il semble donc 

que le TPE soit dépendant du sens de transcription du gène rapporteur. Il ne s’exerce que 

lorsque le gène eGFP est transcrit du subtélomère vers le télomère. Cette orientation est 

identique à celle des transcrits télomériques TERRAs, qui sont transcrits à partir du brin C, et 

dont les sites d’initiation de la transcription sont localisés dans les régions subtélomériques 

(§1.1.4.2.). 

Ces deux observations suggèrent que, dans les cellules ayant intégré la construction T 

où le TPE est observé, la transcription du gène rapporteur se poursuit dans les répétitions 

télomériques adjacentes. Ce phénomène serait absent dans les cellules où le gène rapporteur 

n’est pas réprimé (constructions TpA et TAS), soit du fait de la présence d’un signal d’arrêt 

de la transcription, soit du fait de l’orientation du gène rapporteur. Le mécanisme du TPE 
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pourrait donc faire intervenir des transcrits télomériques TERRAs. Nous avons exploré cette 

hypothèse dans la suite de ce travail. 

 

 

3.3.4. Exploration du rôle des transcrits télomériques TERRAs dans la 

régulation du TPE 

 

L’observation que le TPE ne s’exerce que lorsque le gène rapporteur est transcrit dans 

la même orientation que les TERRAs, associée au fait qu’un signal de poly-adénylation fort 

abolit le TPE, a conduit à l’hypothèse selon laquelle le TPE pourrait être lié à la transcription 

des répétitions télomériques. 

 

1) Mise en évidence d’un transcrit GFP-TERRA  

 Afin de caractériser le transcrit GFP et de tester l’hypothèse d’une transcription à 

travers le télomère néo-formé, nous avons choisi une double approche par northern-blot et par 

transcription inverse suivie de PCR quantitative (RT-qPCR).  

 L’ARN des cellules T et TpA a été extrait, séparé sur gel dénaturant et transféré sur 

une membrane en nylon. Trois sondes ont été utilisées pour l’hybridation : une sonde Telo 

(CCCUAA) complémentaire aux répétitions TERRAs (UUAGGG), une sonde GFP 

complémentaire au transcrit du gène rapporteur et une sonde complémentaire à l’ARNr 18S 

permettant de normaliser le signal (Figure 22). La sonde Telo permet de détecter les ARNs 

TERRAs totaux, sous la forme d’une traînée allant de 200 bases à plus de 10 kb. Aucune 

différence en taille ni en quantité n’est notée entre les deux populations cellulaires, T et TpA. 

Dans les cellules TpA, la sonde GFP montre une forte bande de taille inférieure à 1 kb 

correspondant à la taille attendue pour le transcrit GFP. Dans les cellules T, cette bande est 

faiblement détectable. Cependant, la présence d’une bande de plus grande taille et d’intensité 

faible est notée, suggérant l’existence de transcrits hybrides GFP-TERRAs, de taille variable. 

 Une approche complémentaire par RT-qPCR a été entreprise car l’hétérogénéité de 

taille des transcrits GFP-TERRAs pourrait limiter leur détection par northern-blot. La 

transcription inverse a été réalisée soit avec des amorces poly-dT, complémentaires à tous les 

transcrits poly-adénylés (GFP et une sous-fraction des TERRAs) (Porro et al., 2010) (RT-dT), 

soit une amorce TR, complémentaire aux répétitions télomériques et spécifique des transcrits 



 105 

TERRAs (RT-TR). La qPCR permet d’amplifier le transcrit GFP grâce à des amorces 

spécifiques. Les résultats ont été normalisés sur l’amplification du transcrit β-actine. La RT-

qPCR ainsi réalisée permet d’amplifier trois populations de transcrits : le transcrit GFP poly-

adénylé, le transcrit GFP-TERRA poly-adénylé et le transcrit GFP-TERRA non poly-adénylé 

(Figure 23a). L’amplification des transcrits poly-adénylés (RT-dT) met en évidence un fort 

taux de transcrits GFP dans les cellules TpA alors que celui-ci est indétectable dans les 

cellules T (Figure 23b). Les transcrits GFP-TERRAs, sont détectés grâce à l’amorce TR (RT-

TR) à la fois dans les cellules T et TpA. Le taux de transcrit GFP-TERRAs est très faible 

comparé à celui des transcrits GFP poly-adénylés. Par ailleurs ce taux est cinq fois plus élevé 

dans les cellules T que dans les cellules TpA.  

En conclusion, ces deux approches mettent en évidence l’existence d’un transcrit 

hybride GFP-TERRA comprenant les régions subtélomériques correspondant au gène 

rapporteur et les régions télomériques. Ce transcrit est présent en quantité plus importante 

dans les cellules T, où le gène rapporteur est soumis au TPE, comparé aux cellules TpA. Nous 

nous sommes ensuite interrogés sur la façon dont ce transcrit pouvait participer au mécanisme 

du TPE. Pour cela, nous avons exploré la stabilité du transcrit GFP et l’état de la chromatine 

au locus eGFP.  
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Figure 22 : Mise en évidence d’un transcrit GFP-TERRA par northern-blot  
L’ARN des cellules T et TpA a été analysé par northern blot.  
a : hybridation de la sonde Telo, complémentaire aux répétitions télomériques et montrant 
les TERRAs totaux (70h d’exposition)  
b : hybridation de la sonde GFP, complémentaire au transcrit du gène rapporteur (27h 
d’exposition). La présence d’une traînée suggère l’existence de transcrits hybrides GFP-
TERRAs dans les cellules T.   
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Figure 23 : Mise en évidence d’un transcrit GFP-TERRA par transcription inverse 
a : Principe de la RT-qPCR avec les amorces poly-dT (complémentaire de la queue poly-
A) et TR (complémentaire des répétitions TERRAs), permettant d’amplifier trois 
populations de transcrits à l’aide d’amorces spécifiques du transcrit GFP.  
b : Graphiques représentant la quantité relative des transcrits GFP dans les cellules T et 
TpA évaluée par RT-qPCR (après normalisation sur l’amplification de l’ARNm β-actine). 
A gauche, transcription inverse avec les amorces poly-dT (RT-dT), détectant 
essentiellement le transcrit GFP; à droite, transcription inverse avec les amorces TR (RT-
TR), détectant les transcrits GFP-TERRAs. Noter que les échelles sont différentes entre les 
deux graphiques.  
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2) La présence du signal poly-A affecte la stabilité du transcrit GFP. 

Afin de vérifier si l’augmentation d’expression du gène rapporteur eGFP dans les 

cellules TpA est secondaire à une stabilisation du transcrit GFP par le signal de poly-

adénylation, nous avons évalué la demi-vie de ces ARNs dans les cellules CMV, T et TpA.  

Les cellules ont été traitées avec de l’actinomycine D (5µg/mL concentration finale), 

une drogue qui inhibe l’ensemble de la transcription, et les ARNs ont été récoltés au temps 0 

et après 1, 2, 4, 6 et 8 heures d’incubation. Un microgramme d’ARN total a été transféré par 

la technique de slot-blot sur une membrane et hybridé successivement avec les sondes GFP, 

Telo (complémentaire aux répétitions TERRAs), β-actine et 18S. Après exposition, l’intensité 

des taches a été mesurée et normalisée par rapport à l’intensité du signal 18S. L’expérience a 

été répétée 4 fois de façon indépendante. 

La demi-vie des TERRAs est de 5,2 heures dans les cellules TpA et de 6 heures dans 

les cellules CMV et T (Figure 24). Ces résultats sont compatibles avec ce qui a déjà été 

rapporté (Porro et al., 2010). Dans les trois populations cellulaires, la demi-vie de l’ARNm β-

actine est stable. La demi-vie des transcrits GFP est supérieure à 8 h. Cependant la courbe de 

décroissance est plus importante dans les celulles T que dans les cellules CMV et TpA. La 

demi-vie évaluée à partir de la droite de régression est de 11,5 h pour les cellules T, 15,5 h 

pour les cellules TpA et 13,9 h pour les cellules CMV.  

En conséquence, la stabilité des transcrits GFP est diminuée dans les cellules T par 

rapport aux cellules TpA. Ceci pourrait être la conséquence d’une dégradation plus rapide des 

transcrits GFP dans les cellules T, mais aussi refléter la participation des ARNs GFP-

TERRAs au processus d’hétérochromatinisation par l’intermédiaire de leur dégradation en 

petits ARNs participant à la voie d’interférence à l’ARN. Cette dernière hypothèse a été 

explorée, en partie, par l’analyse de la chromatine au locus eGFP.   
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3) La présence du transcrit GFP-TERRA est associée à des modifications de la chormatine au 

locus GFP. 

 Nous avons étudié le profil de modifications post-traductionnelles des histones au 

niveau du locus eGFP et des télomères totaux dans les cellules T et TpA afin de déterminer si 

l’expression d’un transcrit GFP-TERRA s’accompagne de modifications spécifiques de la 

chromatine.  

L’immunoprécipitation de chromatine (ChIP) a été réalisée selon Magdinier et 

collaborateurs (Magdinier et al., 2004). ADN et protéines ont été fixés in vivo en présence de 

formaldéhyde. Les complexes nucléoprotéiques ont été cassés par sonication et 

immunoprécipités en présence d’anticorps spécifiques (H3 total, H3K9me3, H3K9Ac, 

H4K20me3). L’ADN des complexes immuns a été élué. Le locus eGFP a été étudié par qPCR 

avec des amorces spécifiques du gène eGFP. Les résultats ont été normalisés par rapport à 

l’amplification du promoteur du gène codant pour l’histone H4. 

Afin d’étudier les modifications chromatiniennes associées aux télomères totaux, la 

technique de slot-blot a été réalisée. Pour cela, 100 ng d’ADN issus d’immunoprécipitation de 

chromatine ont été transférés sur une membrane de nylon et hybridés successivement avec la 

sonde Telo, complémentaire aux répétitions télomériques et marquée radioactivement, et une 

sonde complémentaire aux répétitions Alu, permettant de normaliser les résultats sur l’ADN 

génomique total L’intensité des taches après exposition a été mesurée et normalisée par 

rapport à l’intensité du signal Alu. L’ensemble des résultats est exprimé en enrichissement par 

rapport à l’ADN total après traitement à la formaldéhyde et cassure par sonication (input). 

L’expérience a été reproduite trois fois pour les cellules T. 

L’analyse de la chromatine au niveau des télomères totaux dans les cellules T et TpA 

(Figure 25a) montre des marques de chromatine répressive, caractérisées par un 

enrichissement en résidus H4K20 triméthylés, en résidus H3K9 triméthylés et un faible taux 

d’acétylation des résidus H3K9, conformément à ce qui a été décrit. Le locus eGFP présente 

un profil similaire (Figure 25b). Cependant, l’enrichissement relatif en résidus H4K20 

triméthylés est plus important dans les cellules T (14 fois) que dans les cellules TpA (10 fois) 

alors que l’enrichissement relatif en résidus H3K9 triméthylés est plus faible dans les cellules 

T (1,6 fois dans les cellules T ; 6 fois dans les cellules TpA). Ces résultats doivent cependant 

être confirmés.  

Il semble donc que les cellules T se distinguent par une faible méthylation des résidus 

H3K9 et une augmentation de résidus H4K20 triméthylés au locus eGFP par rapport aux 
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cellules TpA. Ces modifications pourraient être liées à l’expression du transcrit GFP-TERRA. 

En effet, il a été suggéré un rôle des TERRAs dans la régulation de la chromatine télomérique 

(Schoeftner & Blasco, 2008).  

 

4) Discussion et perspectives 

Nous avons mis en évidence la présence d’un transcrit englobant le gène eGFP 

subtélomérique et les répétitions télomériques que nous avons appelé GFP-TERRA. La 

présence de ce transcrit est associée à une faible expression du gène eGFP, reflétant le TPE. 

La présence d’un signal de poly-adénylation fort entre le gène rapporteur et les répétitions 

télomériques s’accompagne d’une augmentation de l’expression de la GFP et d’une 

diminution du taux de transcrits hybrides GFP-TERRA. Les mécanismes par lesquels le 

transcrit GFP-TERRA participerait au TPE sont encore obscurs. Il semble affecter la stabilité 

de l’ARN eGFP et s’accompagne de modifications d’histones spécifiques (diminution de la 

méthylation des résidus H3K9, augmentation de résidus H4K20 triméthylés). L’exploration 

de ce transcrit hybride et de son rôle dans la régulation du TPE se poursuit par l’étude de la 

chromatine (ChIP), la localisation nucléaire du transcrit (RNA-FISH) et la recherche de voies 

capables de réguler sa synthèse.  
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Figure 25 : Etude de la chromatine au niveau des télomères et du locus eGFP 
Les marques de chromatine suivantes ont été étudiée par ChIP dans les cellules T et 
TpA: H3: Histone H3 total; H3K9me3: résidu H3K9 triméthylé; H3K9Ac: résidu 
H3K9 acétylé; H4K20me3: résidu H4K20 triméthylé. Les résultats sont exprimés en 
enrichissement relatif par rapport à l’ADN input (barre d’erreur +/- DS) 
a) Etude des télomères totaux: L’ADN est déposé sur membrane par slot-blot et 
hybridé avec la sonde Telo (TTAGGG)n (normalisation par rapport à l’intensité du 
signal Alu). 
b) Etude du locus eGFP par amplification du gène eGFP par qPCR avec des amorces 
spécifiques (normalisation par rapport à l’amplification du promoteur du gène de 
l’histone H4).  
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4. DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 

 

 

Au cours de ce travail, nous avons montré que certaines séquences subtélomériques 

peuvent influencer certaines propriétés biologiques des télomères comme leur localisation 

nucléaire, leur réplication ou l’effet de position télomérique (TPE). Nous avons plus 

particulièrement étudié D4Z4, un macrosatellite qui est capable de localiser un télomère à la 

périphérie du noyau et qui contient un élément insulateur dans sa partie proximale pouvant 

s’opposer au TPE. Cette séquence est par ailleurs impliquée dans la myopathie facio-scapulo-

humérale.  

 

 

4.1. Influence de la lamina nucléaire sur les fonctions 

télomériques 

 

La séquence macrosatellite subtélomérique D4Z4 possède la propriété de diriger un 

télomère à la périphérie du noyau de façon dépendante de CTCF et des lamines de type A. 

Nos résultats suggèrent que d’autres séquences subtélomériques, non encore identifiées, sont 

également susceptibles d’influencer la localisation nucléaire des télomères. La périphérie 

nucléaire est un environnement qui regroupe différentes protéines composant la lamina 

nucléaire, la membrane nucléaire interne et les complexes de pore nucléaire ainsi que des 

protéines associées à la chromatine. Elle est ainsi particulièrement propice à de nombreuses 

interactions. 

L’importance de la lamina nucléaire dans la fonction des télomères a été démontrée 

par l’étude de mutations du gène LMNA soit présentes chez des patients atteints de 

laminopathies, soit induites dans des modèles cellulaires ou animaux. Dans les cellules de 

patients atteints de progeria, l’attrition télomérique est plus rapide (Allsopp et al., 1992; 

Huang et al., 2008) et s’accompagne de modification de l’hétérochromatine télomérique avec 
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une diminution des résidus H3K9 triméthylés et une augmentation des résidus H4K20 

triméthylés. D’autres études ont mis en évidence qu’une altération de la lamina contribuait à 

la sénéscence, entraînait une hypermobilité intranucléaire des télomères (De Vos et al., 2010) 

et une délocalisation des télomères soit vers la périphérie (Raz et al., 2008; Taimen et al., 

2009) soit vers les corps PML (Uhlirova et al., 2010). Un modèle de souris déficiente en 

lamines de type A (Lmna-/-) présente des caractéristiques semblables (Gonzalez-Suarez et al., 

2009). La perte des lamines de type A est responsable d’un raccourcissement télomérique, 

d’une relocalisation des télomères vers la périphérie, d’anomalies de la structure 

chromatinienne télomérique (triméthylation des résidus H3K9 inchangée, perte de résidus 

H4K20 triméthylés), d’une diminution de la protéine Rb (voie de régulation de Suv4h-20, qui 

est responsable de la triméthylation de H4K20), d’une diminution des TERRAs et d’une 

augmentation de l’instabilité génomique (pertes télomériques, cassures chromosomiques, 

augmentation des foci enrichis en γ-H2Ax TIFs). Enfin, le dysfonctionnement du NHEJ et 

une déstabilisation de 53BP1, protéine impliquée dans la réparation de l’ADN, ont été 

observés. Les lamines de type A jouent donc un rôle essentiel dans la maintenance de la 

longueur, de la distribution nucléaire et de la stabilité des télomères.  

Toutefois, nos résultats suggèrent que la relocalisation périphérique des télomères 

affecte d’autres fonctions telles que la réplication ou le TPE. De façon intéressante, la lamina 

nucléaire est impliquée dans d’autres processus nucléaires comme l’organisation de la 

chromatine interphasique, la réplication de l’ADN, la transcription, la prolifération cellulaire, 

la différenciation et la réparation de l’ADN (Dechat et al., 2008), suggérant plusieurs niveaux 

de régulation entre lamina et télomères. 

Par exemple, la périphérie nucléaire étant un compartiment de régulation 

transcriptionnelle, trois équipes ont développé des systèmes de relocalisation basé sur la 

reconnaissance d’un site LacO attenant à un gène rapporteur par un élément lacI fusionné à 

une protéine de la membrane nucléaire interne (Lap2β, ∆-EMD, LMNB1) dans des cellules de 

mammifères (HT1080, NIH3T3, U2OS) afin d’étudier les conséquences transcriptionnelles de 

la relocalisation des gènes à la périphérie du noyau (Finlan et al., 2008; Kumaran & Spector, 

2008; Reddy et al., 2008). La relocalisation d’un locus à la périphérie du noyau nécessite le 

passage par une mitose, c’est à dire le désassemblage et la reconstruction de la membrane 

nucléaire (Kumaran & Spector, 2008; Reddy et al., 2008). Deux modèles ont permis de 

montrer une répression transcriptionnelle, mais pas un silence complet, du gène rapporteur et 

aussi de certains gènes endogènes au site d’insertion du transgène et donc autour de la zone 

d’ancrage à la périphérie (Finlan et al., 2008; Kumaran & Spector, 2008). Cette répression est 
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réversible lors de la levée de l’interaction avec la périphérie nucléaire et par le traitement des 

cellules avec la TSA (un inhibiteur des histones désacétylases), suggérant que le mécanisme 

ferait intervenir l’hypo-acétylation des histones (Finlan et al., 2008). Kumaran et Spector 

n’ont pas mis en évidence de différence entre l’activité transcriptionnelle du gène rapporteur 

périphérique et celle du gène rapporteur non périphérique (Kumaran & Spector, 2008). Bien 

que basés sur le même principe, les modèles diffèrent par le type cellulaire, les gènes 

rapporteurs et les promoteurs associés, la protéine de membrane nucléaire utilisée, le système 

d’induction, le nombre et le lieu d’intégration du gène rapporteur, ce qui peut expliquer les 

résultats non concordants. Toutefois, ces études montrent que la localisation périphérique 

d’un gène peut être associée à sa répression transcriptionnelle mais n’est pas obligatoirement 

incompatible avec son expression. 

La lamina nucléaire participe également à la régulation de la réplication chez les 

mammifères. Chez le hamster chinois, la réplication tardive du locus silencieux de la β-

globine est établie en phase G1 en même temps que son repositionnement vers 

l’hétérochromatine périphérique (Li et al., 2001). De même, au niveau du locus soumis à 

empreinte Igf2/H19 chez la souris, l’allèle de réplication tardive présente une localisation 

périphérique alors que l’allèle de réplication précoce est plus central (Gribnau et al., 2003). 

Enfin dans les cellules ES en différenciation, la modification de la cinétique de réplication est 

corrélée au changement transcriptionnel et à la position nucléaire (Hiratani et al., 2008).  

La périphérie nucléaire joue un rôle au cours de la différenciation (Joffe et al., 2010), 

notamment par les interactions avec différentes voies de signalisation comme celles 

impliquanr les MAP kinases, la voie Wnt et β-caténine, le TGFβ et Notch (Andres & 

Gonzalez, 2009). Enfin, la périphérie nucléaire pourrait intervenir dans la régulation de la 

prolifération et du cycle cellulaire. Il existe des interactions entre les lamines de type A et la 

protéine Rb hypophosphorylée via la protéine associée à la lamina Lap2α (Markiewicz et al., 

2002) et des interactions entre GCL (Germ Cell Less) et Lap2β-emerin (Nili et al., 2001; 

Holaska et al., 2003). Les protéines Rb et GCL sont des répresseurs transcriptionnels agissant 

par la voie E2F, un facteur de transcription associé à la progression du cycle cellulaire. En 

conclusion, les rôles de la périphérie nucléaire sont nombreux et encore en pleine exploration 

(Taddei et al., 2004; Dechat et al., 2008; Andres & Gonzalez, 2009; Joffe et al., 2010).  

Afin de préciser le rôle de la périphérie nucléaire sur les fonctions télomériques, nous 

avons construit une version conditionnelle des constructions T, T1X et T1X∆B1-3 où soit 

l’élément D4Z4 complet soit la séquence insulatrice proximale de 432 pb sont encadrés de 

deux sites LoxP (T-lox, T1X-lox et T1X∆B1-3-lox) (Figure 26). Après transfection et 
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intégration de la construction en position télomérique, des clones seront sélectionnés et 

caractérisés cytogénétiquement par hybridation in situ en fluorescence sur métaphase (FISH). 

Puis, les cellules seront infectées avec un adénovirus exprimant la recombinase Cre. 

L’induction de la recombinaison Cre-Lox permettra d’exciser l’élément D4Z4 de la 

construction et le repositionnement du gène rapporteur de la périphérie vers l’intérieur du 

noyau sera étudié par 3D-immuno-FISH. Nous avons déjà établi une collection de 39 clones 

dans les cellules C33-A (13 clones T-lox ; 14 clones T1X-lox et 12 clones T1X∆B1-3-lox) 

qui sont en cours de caractérisation cytogénétique. Ce modèle permettra d’étudier le rôle de la 

compartimentalisation nucléaire dans la régulation de la chromatine au niveau des éléments 

D4Z4, des régions voisines de la construction et du télomère. Contrairement aux modèles 

mentionnés précédemment, ce modèle présente l’avantage d’utiliser une séquence 

naturellement positionnée de manière périphérique. Nous étudierons plus particulièrement la 

progression du cycle cellulaire, l’expression du gène rapporteur eGFP, les modifications post-

traductionnelles des histones, la méthylation de l’ADN au site d’intégration ainsi que les 

conséquences sur la structure télomérique (longueur du télomère, la liaison aux protéines 

associées). Ce travail apportera des éléments sur la régulation de régions chromosomiques 

spécifiques par des interactions avec l’enveloppe nucléaire. 
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1) Transfection dans des cellules humaines C33-A
Caractérisation des clones:
Site d’insertion (FISH sur chromosomes métaphasiques)
Localisation nucléaire (3D-immuno-FISH)
Expression de la GFP (FACs)

3) Suivi du repositionnement à l’intérieur du noyau
- Cycle cellulaire
- Modifications post-traductionnelles des histones
- Méthylation de l’ADN
- Facteurs de régulation
- Structure des télomères

Délétion de D4Z4

zéocine eGFP

D4Z4HyTK

2) Infection des cellules par un virus exprimant la Cre-recombinase
Induction de la recombinaison Cre-LoxP

PrCMV

zéocine eGFP HyTK
PrSV40 PrCMV LoxP LoxP

PrCMV

zéocine 432 pbeGFP HyTK
PrSV40 PrCMV LoxP LoxP

PrCMV

zéocine D4Z4eGFP HyTK
PrSV40 PrCMV LoxP LoxP

T-lox

T1X-lox

T1X∆B1-3-lox

Graine de télomère
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Site d’insertion (FISH sur chromosomes métaphasiques)
Localisation nucléaire (3D-immuno-FISH)
Expression de la GFP (FACs)

3) Suivi du repositionnement à l’intérieur du noyau
- Cycle cellulaire
- Modifications post-traductionnelles des histones
- Méthylation de l’ADN
- Facteurs de régulation
- Structure des télomères
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2) Infection des cellules par un virus exprimant la Cre-recombinase
Induction de la recombinaison Cre-LoxP

PrCMV
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PrCMV
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Graine de télomère

PrCMV

zéocine eGFP HyTK
PrSV40 PrCMV LoxP LoxP
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Graine de télomère

Figure 26 : Modèle cellulaire conditionnel 
Le vecteur contient un gène de résistance à la zéocine sous le contrôle d’un promoteur 
SV40 (PrSV40), un gène rapporteur eGFP sous contrôle d’un promoteur fort (PrCMV), 
deux sites LoxP (point rouge) qui encadrent une cassette de sélection correspondant à la 
fusion du gène de résistance à l’hygromycine avec le gène suicide de la Thymidyne Kinase 
du virus HSV1 (HyTK) sous contrôle d’un promoteur fort (PrCMV) et des répétitions 
télomériques (construction T-lox). La séquence D4Z4 complète ou celle correspondant à 
l’insulateur proximal (432 bp) est insérée entre les deux sites LoxP (constructions T1X-lox 
et T1X∆B1-3-lox). Les cellules transfectées avec ces constructions sont résistantes à 
l’hygromycine et à la zéocine et sensibles au ganciclovir. La recombinaison Cre-Lox 
entraîne la délétion de la cassette HyTK et de la séquence d’intérêt. Les cellules qui ont 
subi ce processus sont sélectionnées par leur résistance au ganciclovir. 



 118 

 

4.2. Régulation de l’effet de position télomérique 

chez l’Homme 

 

Bien que des études sur des modèles cellulaires aient suggéré un rôle de l’acétylation 

des histones, des protéines HP1, de la longueur des télomères, de la distance des gènes par 

rapport au télomère ou encore de la méthylation de l’ADN subtélomérique (Baur et al., 2001; 

Koering et al., 2002; Gao et al., 2007; Kulkarni et al., 2010), les mécanismes du TPE chez 

l’Homme sont encore obscurs. La difficulté à étudier le TPE de télomères naturels sur des 

gènes endogènes ainsi que l’observation que des gènes adjacents sur le même subtélomère ne 

présentaient pas la même activité transcriptionnelle (Ning et al., 2003) ont conduit à 

l’hypothèse que des éléments subtélomériques étaient capables de réguler le TPE, comme cela 

a été démontré chez la levure (Pryde & Louis, 1999).  

Nous avons identifié, dans nos modèles cellulaires, des séquences pouvant contrer le 

TPE : la présence de D4Z4 ou d’un signal de poly-adénylation entre une séquence codante et 

un télomère. L’effet anti-TPE de D4Z4 est localisé au niveau d’une séquence insulatrice 

proximale contenant un site de liaison pour la protéine CTCF et dont l’action est dépendante 

des interactions avec CTCF et les lamines de type A. Le mécanisme d’action du signal de 

poly-adénylation doit encore être précisé, mais il serait responsable, dans nos modèles 

cellulaires, de la diminution d’un transcrit englobant le gène rapporteur subtélomérique et les 

répétitions (TTAGGG)n télomériques (transcrit TERRA). Nous discuterons des rôles que 

pourraient jouer les insulateurs et CTCF ainsi que les TERRAs dans la régulation du TPE.  

 

 

4.2.1. Quel rôle pour les TERRAs dans le TPE ? 

 

Les TERRAs appartiennent au groupe des longs ARNs non codants (lncRNA) qui sont 

définis comme des ARNs de plus de 200 bases, dont  l’ORF est inférieure à 100 amino-acides 

en longueur (Lipovich et al., 2010). L’abondance de ces ARNs a été mise en évidence lors de 

l’analyse du transcriptome de la souris. Selon une estimation récente, il existe environ 23 000 

lncRNAs dans le génome humain (Carninci & Hayashizaki, 2007).Quatre-vingt-dix pourcent 
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du génome serait transcrit, réalisant un réseau complexe de transcrits, une même séquence 

d’ADN pouvant générer des ARNs codants et non-codants, en orientation sens et anti-sens. 

Les lncRNAs sont extrêmement variés, de même que leurs fonctions et leurs mécanismes 

d’action. Ils interviennent notamment dans la modification de la chromatine, la régulation de 

la transcription, la régulation post-transcriptionnelle et la compartimentalisation subnucléaire 

(Carninci & Hayashizaki, 2007; Wilusz et al., 2009; Lipovich et al., 2010).  

L’un des lncRNAs les plus anciennement connus est l’ARN Xist qui intervient dans la 

mise en place de l’inactivation du chromosome X, mécanisme de compensation du dosage 

génique chez les mammifères. L’inactivation de l’X est sous le contrôle du centre 

d’inactivation de l’X (XIC), localisé sur le bras long du chromosome X, qui contient de 

nombreux lncRNAs nécessaires au bon déroulement de l’inactivation : Xist, son anti-sens 

Tsix, Xite et DXPas34 qui régulent Tsix et l’ARN Repeat A (RepA), dans la région 5’de Xist 

(Lee, 2009). Au cours de la différenciation, l’ARN Xist est stabilisé sur le futur chromosome 

X inactif et l’ARN RepA recrute le complexe polycomb PRC2, permettant la couverture du 

chromosome X par Xist et la méthylation des histones (Zhao et al., 2008). Ces premières 

étapes sont suivies par le silence transcriptionnel du chromosome X inactif. L’expression de 

Tsix est limitée au chromosome X actif et contrôle la répression de Xist.  

Les lncRNAs sont également impliqués dans le phénomène d’empreinte génomique 

parentale, un mécanisme qui permet l’expression différentielle d’un gène en fonction de son 

origine parentale. Par exemple, la région 11p15.5, impliquée dans le syndrome de Beckwtih-

Wiedemann (MIM#130650), possède deux domaines soumis à empreinte, IGF2/H19 et 

CDKN1C/KCNQ1OT1/KCNQ1. Les ARNs H19 et KCNQ1OT1 participent à la mise en place 

de l’empreinte dans cette région (Bartolomei et al., 1991; Cai & Cullen, 2007; Pandey et al., 

2008).  

La régulation transcriptionnelle par les lncRNAs fait appel à différents mécanismes. 

Dans l’interférence transcriptionnelle, la transcription d’un lncRNA perturbe celle des gènes 

adjacents. Ce mécanisme a été observé au locus humain DHFR, où un lncRNA en amont du 

gène DHFR est transcrit dans le même sens que celui-ci. Sa transcription s’étend sur le 

promoteur de DHFR, induisant la dissociation de la machinerie transcriptionnelle (Martianov 

et al., 2007). Les lncRNAs peuvent réguler les facteurs de transcription de façon directe 

(séquestration dans le cytoplasme, activation ou répression pour les ARNs nucléaires) ou 

indirecte en interagissant avec des protéines co-régulatrices. Par exemple, le lncRNA Evf-2 

forme un complexe avec la protéine Dlx2 qui peut se comporter alors comme un activateur, 

régulant la transcription des gènes Dlx5/6, candidats dans le syndrome mains-pieds fendus 
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(MIM %183600) (Feng et al., 2006). Certains lncRNAs peuvent agir en trans, comme 

HOTAIR, transcrit en orientation anti-sens à partir du locus HOXC et réprimant la 

transcription au locus HOXD par le recrutement du complexe polycomb PRC2 et l’induction 

d’une chromatine répressive (Rinn et al., 2007).  

La régulation post-transcriptionnelle affecte le métabolisme des ARNs. Par exemple, 

un lncRNA issu de la transcription en orientation antisens du locus Zeb2 est capable de former 

un duplex d’ARN avec l’ARNm Zeb2, masquant ainsi un site de splicing. Ce mécanisme 

contribue à la régulation de l’expression de la protéine Zeb2 au cours du développement 

(Beltran et al., 2008). Les lncRNAs peuvent être les précurseurs de petits ARNs qui 

participent au processus d’ARN interférence (Fejes-Toth et al., 2009). Enfin les lncRNAs 

peuvent structurer certains sous-compartiments nucléaires comme les paraspeckles 

(compartiment de stockage d’ARNs) (Sasaki et al., 2009).  

Etant donné les modes d’action des lncRNAs, les TERRAs pourraient intervenir de 

différentes manières dans le silence transcriptionnel lié au TPE. La transcription des TERRAs 

à travers les régions subtélomériques pourrait affecter la transcription des gènes les plus 

proches des télomères (WASH, DDXIIL) par un mécanisme d’interférence transcriptionnelle. 

Il a été également suggéré que les TERRAs participent au maintien de l’hétérochromatine 

télomérique (Schoeftner & Blasco, 2008; Deng et al., 2009), mais ils pourraient aussi 

contribuer à la propagation de l’hétérochromatine aux régions subtélomériques sur une 

distance plus ou moins grande en recrutant des facteurs de modification de la chromatine ou 

de la méthylation de l’ADN. Par exemple, les TERRAs sont capables d’interagir avec ORC1 

(Deng et al., 2009), une protéine nécessaire à la liaison de HP1 à la chromatine et à 

l’organisation de l’hétérochromatine.  

La poursuite de l’étude de nos modèles cellulaires permettra de préciser l’implication 

des TERRAs dans le TPE. Nous poursuivrons plus particulièrement la caractérisation de 

l’hétérochromatine télomérique dans différents contextes (invalidation de facteurs de 

régulation par exemple). Nous étudierons également le statut de méthylation de l’ADN au 

niveau du gène rapporteur et des régions adjacentes et la présence de régulateurs de la 

chromatine (modifications post-traductionnelles d’histones, présence de variants d’histones). 

Le processus d’interférence transcriptionnelle pourrait être approché en déterminant l’origine 

le départ de la transcription du transcrit GFP-TERRA ainsi qu’en étudiant la présence de la 

machinerie transcriptionnelle.  
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4.2.2. Rôle des insulateurs et de CTCF dans la régulation du TPE 

 

Le macrosatellite D4Z4 se comporte comme un insulateur, à la fois de type “enhancer-

blocking” et de type barrière de chromatine (Ottaviani et al., 2009a). L’activité protectrice 

contre le TPE est assurée par une séquence proximale de 432 pb et dépendante de CTCF et 

des lamines de type A. La caractérisation ultérieure de cette séquence proximale a mis en 

évidence la présence d’un site CTCF contenu dans une séquence de 30 pb qui est suffisante 

pour protéger contre le TPE. Cependant, cette activité n’est pas complète suggérant 

l’implication de séquences adjacentes soit pour stabiliser la liaison de CTCF, soit pour 

recruter d’autres facteurs ou favoriser des interactions entre séquences distantes. Ainsi, D4Z4 

est le premier élément insulateur décrit chez l’Homme conférant une protection contre le TPE, 

d’une façon dépendante des lamines de type A et de CTCF. Chez le poulet, il a déjà été 

montré que l’insulateur 5’HS4 était capable de s’opposer au TPE (Rincon-Arano et al., 2007). 

Le rôle de CTCF n’a pas été testé dans ce cas, probablement car il participe au niveau de ce 

site à l’activité de type “enhancer-blocking” et non à celle de type barrière de chromatine.  

Les sites CTCF sont associés à des éléments frontières qui définissent les limites entre 

différents domaines. Ils sont fréquemment retrouvés à la jonction entre euchromatine et 

hétérochromatine (Cuddapah et al., 2009; Witcher & Emerson, 2009) ou les bordures des 

LADs (Guelen et al., 2008). Nos travaux et des travaux récents suggèrent également un rôle 

de CTCF dans la régulation des séquences répétées. En effet, le macrosatellite DXZ4, localisé 

sur le chromosome X, a été caractérisé comme un élément de 3 kb, ne présentant aucune 

homologie de séquence avec D4Z4, mais riche en dinucléotides CpGs (62%), présent en 50 à 

100 copies et portant un site CTCF situé à proximité d’un promoteur bidirectionnel 

(Chadwick, 2008). Le comportement chromatinien de DXZ4 diffère en fonction de sa position 

sur le chromosome X actif (Xa) ou inactif (Xi). Sur le chromosome Xa, l’élément DXZ4 est 

dans une région d’hétérochromatine caractérisée par une forte méthylation des CpGs, la 

triméthylation des résidus H3K9 et la présence de la protéine HP1γ. Cependant, il est le siège 

d’une activité transcriptionnelle forte générant des petits ARNs, qui participeraient à la mise 

en place de l’hétérochromatine par un mécanisme d’ARN interférence. Sur l’Xi, les éléments 

DXZ4 sont dans une région de chromatine plus relâchée (hypométhylation des îlots de CpGs, 

diméthylation des résidus H3K4) entourée de deux régions d’hétérochromatine, l’une 

constitutive et l’autre facultative. La liaison de CTCF à DXZ4 est spécifique du chromosome 

Xi. Elle est associée à une augmentation des transcrits longs, suggérant la répression de 
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l’hétérochromatinisation par la voie d’ARN interférence. Ainsi, le site CTCF d’un 

macrosatellite peut contribuer à isoler une région d’euchromatine au sein de 

l’hétérochromatine.  

Les régions subtélomériques subterminales sont enrichies en sites CTCF (Riethman, 

2008b), certains d’entre eux pourraient, comme l’insulateur proximal de D4Z4, préserver 

l’expression de gènes en s’opposant localement à la diffusion de l’hétérochromatine depuis le 

télomère. Ceci pourrait expliquer les difficultés à étudier le TPE au niveau des gènes 

endogènes (Ofir et al., 1999; Ning et al., 2003; Hernandez-Caballero et al., 2009). De plus, 

comme cela a été démontré chez la levure, la répression transcriptionnelle par effet de 

position peut ne pas être continue mais dépendre de mécanismes régulateurs complexes 

encore non identifiés, comme le positionnement nucléaire, la cinétique de réplication ou les 

marques chromatiniennes.  

Nous avons évoqué ici le rôle des insulateurs et des lncRNAs, deux éléments qui 

participent à de nombreux processus épigénétiques, parfois de façon conjointe comme dans 

l’inactivation du chromosome X ou l’empreinte génomique parentale (Bell & Felsenfeld, 

2000; Hark et al., 2000; Gabory et al., 2009). Ils pourraient également coopérer dans la 

régulation du TPE chez l’Homme. Cependant, la dissection des mécanismes du TPE chez 

l’Homme n’en est qu’à ses débuts et nécessite encore de nombreuses investigations.  
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4.3. Les pathologies subtélomériques 

constitutionnelles 

 

4.3.1. La FSHD : un modèle de pathologie subtélomérique, une 

nouvelle laminopathie, ou… ? 

 

Bien que de nombreux gènes morbides soient présents dans le dernier mégabase des 

extrémités chromosomiques, la FSHD se distingue des autres pathologies constitutionnelles 

subtélomériques. Tout d’abord, la région 4qter est extrêmement pauvre en gènes comparé aux 

autres régions subtélomériques et elle est une des rares régions subtélomériques dont le 

dernier Mb contient un LAD (Guelen et al., 2008). Ensuite, le locus responsable de la FSHD, 

D4Z4, est le locus morbide le plus proche d’un télomère (60 kb). Enfin, alors que l’expansion 

de courtes séquences nucléotidiques est à l’origine de nombreuses maladies génétiques, la 

FSHD implique un élément répété peu connu, un macrosatellite, dans un mécanisme peu 

courant, la contraction de répétitions. Malgré l’identification du locus D4Z4 il y a une 

vingtaine d’années, la physiopathologie de la FSHD n’est toujours pas complètement 

élucidée.  

Nos résultats sont en faveur d’un gain de fonction de CTCF secondaire à la  

contraction de D4Z4 entraînant une modification des interactions de la région 4q35 avec la 

lamina nucléaire. Il a d’ailleurs été démontré l’existence d’interactions entre CTCF et les 

lamines de type A, bien que celles-ci ne soient pas complètement caractérisées (Yusufzai et 

al., 2004). Parmi les différentes laminopathies (Tableau I), la myopathie d’Emery-Dreyfuss 

(EDMD) présente des similitudes avec la FSHD. D’ailleurs, certains patients sont parfois 

diagnostiqués comme FSHD au début de l’évolution de la maladie. L’EDMD est caractérisée 

par des contractures musculaires précoces (coudes, chevilles, extenseurs de la nuque) débutant 

dans l’enfance, une faiblesse musculaire progressive de distribution huméro-

péronéale/scapulo-péronéale apparaissant de la première à la troisième décennie et enfin une 

atteinte cardiaque, avec des troubles du rythme et de la conduction et une cardiomyopathie. Il 

existe une grande variabilité inter et intra-familiale dans la sévérité et l’évolution de la 
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maladie. L’EDMD est de transmission récessive liée à l’X par des mutations de l’émerine 

(gène EMD 61%) et de FHL1 (10%) ou autosomique dominante (AD) par mutation du gène 

LMNA (45% des formes AD). Les mutations du gène EMD sont le plus souvent responsables 

d’une absence complète d’expression de l’émerine ou de la production d’une protéine non 

fonctionnelle alors que les mutations du gène LMNA sont de type faux-sens (85%) générant 

une protéine mutante normalement exprimée mais avec un acide aminé modifié (Bonne et al., 

1993). Comme les protéines émerine et lamines de type A ont de nombreuses interactions 

avec la chromatine et la matrice nucléaire, il a été proposé que l’EDMD serait liée à une 

dérégulation de voies de signalisation dans le muscle, induisant des anomalies de prolifération 

et/ou de différenciation. L’analyse du transcriptome de patients EDMD (par mutations EMD 

ou LMNA) a mis en évidence une anomalie de la voie de signalisation Lamine-Rb-MyoD lors 

de la transition myoblastes/myotubes (Bakay et al., 2006). La même étude montrait que le 

transcriptome des patients FSHD étaient proche de celui des patients EDMD. Une autre étude 

a mis en évidence chez les patients FSHD la dérégulation de gènes impliqués dans le contrôle 

du cycle cellulaire, la prolifération et la différenciation musculaire (Winokur et al., 2003). 

Certains d’entre eux sont impliqués dans la réponse au stress oxydatif, d’autres sont des cibles 

directes de MyoD, renforçant l’hypothèse d’une voie physiopathologique commune entre 

EDMD et FSHD.  

Plus récemment, un modèle impliquant le transcrit DUX4 a été proposé (§1.3.3.6. et 

Figure 14d) (Lemmers et al., 2010a; Snider et al., 2010). Ce modèle permettrait d’expliquer 

la spécificité allélique de la FSHD et la nécessité d’avoir au moins une répétition D4Z4 

résiduelle, et de relier la physiopathologie de FSHD1 et FSHD2. En résumé, au cours de la 

différenciation, l’expression de la forme longue de DUX4 à partir de la dernière répétition 

D4Z4 est normalement réprimée. Dans la FSHD, le relâchement de la chromatine ne 

permettrait pas cette répression et la persistance de l’expression d’une forme longue de DUX4 

serait à l’origine de la maladie (Snider et al., 2010). Ce transcrit faiblement détectable serait 

produit dans une petite proportion de cellules et conduirait à la production d’une faible 

quantité de protéine DUX4 toxique, susceptible de diffuser d’un noyau à l’autre au sein de la 

fibre musculaire. La toxicité de DUX4 serait secondaire à l’interaction avec la voie de 

myogenèse MyoD (Bosnakovski et al., 2008; Bosnakovski et al., 2009; Wallace et al., 2010), 

l’activation du facteur transcriptionnel PITX1 (Dixit et al., 2007) ou l’induction de l’apoptose 

(Kowaljow et al., 2007). Cependant, la plupart de ces données proviennent de modèle de 

surexpression très forte de DUX4. Or, seulement 1‰ cellules musculaires FSHD en culture 

exprime un fort taux de DUX4 et seule la moitié des patients testés semble présenter le 
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transcrit correspondant à la forme longue de DUX4. De plus, l’expression de la protéine n’a 

encore jamais été évaluée au niveau tissulaire chez les patients. Il est donc licite de 

s’interroger si l’expression de DUX4 chez les patients peut rendre compte du phénotype et si 

cette surexpression est véritablement le modèle “unificateur” proposé par ses auteurs pour 

expliquer la pathologie, d’autant plus que le lien avec la réduction du nombre de répétitions 

D4Z4 n’a pas été évaluée dans ce modèle (Lemmers et al., 2010a). Enfin, ce modèle ne tient 

pas compte des signes extra-musculaires de la FSHD (rétinopathie, surdité), qui sont 

relativement fréquent, même s’ils sont peu invalidant par rapport à la faiblesse musculaire. En 

effet, l’expression de MyoD est limitée au muscle et PITX1 est impliqué dans le 

développement des membres inférieurs (responsable de pieds bots congénitaux, 

MIM#119800).  

L’observation, dans nos modèles cellulaires, que la présence d’un signal de poly-

adénylation fort est associé à une diminution des transcrits GFP-TERRAs pourrait suggérer 

l’hypothèse d’un modèle où la pathogénie proviendrait non pas (seulement) de la présence 

anormale de la protéine DUX4, mais aussi de la diminution des transcrits TERRAs dans la 

région 4q35 (Figure 27). Cette diminution des TERRAs serait responsable d’une stabilisation 

de l’état chromatinien relâché qui permettrait de recruter au niveau de D4Z4 des facteurs 

comme la protéine CTCF et les lamines de type A. Ces dernières, du fait de leur important 

réseau d’interaction, pourraient contribuer non seulement aux signes musculaires mais aussi 

extra-musculaires. Avant de pouvoir s’aventurer dans une telle hypothèse, il faudrait 

accumuler davantage de connaissances sur la régulation de la chromatine télomérique et 

subtélomérique par les TERRAs, la régulation transcriptionnelle des TERRAs, identifier et 

caractériser la population des TERRAs en 4q35 et le réseau d’interaction de la région 4q35 

avec la lamina nucléaire et en particulier les lamines de type A. Les modèles cellulaires que 

nous avons développé pourraient y contribuer.  

La FSHD est donc une pathologie subtélomérique tout à fait particulière, dont la 

physiopathologie n’est pas totalement éclaircie. Cependant, l’ensemble des travaux qu’elle a 

suscités a permis d’acquérir de réelle connaissance sur les macrosatellites et les régions 

subtélomériques, qui pourront sans doute être appliquées à d’autres maladies impliquant des 

gènes subtélomériques.   
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4.3.2. Les syndromes subtélomériques  

 
En pathologie constitutionnelle, la notion de désordre subtélomérique implique le plus 

souvent la dernière bande (ou sous-bande) du chromosome, c'est-à-dire plusieurs mégabases. 

L’observation du dernier mégabase de chaque extrémité chromosomique montre qu’il 

contient de nombreux gènes impliqués dans des pathologies constitutionnelles mendéliennes, 

dominantes et récessives (Tableau II). Par ailleurs, les régions subtélomériques peuvent être 

l’objet de remaniements chromosomiques responsables de retard mental et/ou de 

malformations congénitales. Le retard mental touche environ 3% de la population générale 

(Tyson et al., 2004) et 2,5% des cas sont secondaires à une perte et/ou un gain de matériel des 

régions subtélomériques (Ravnan et al., 2006; Ballif et al., 2007). Les réarrangements sont de 

taille variable mais 40% d’entre eux sont supérieurs à 5 Mb (Ballif et al., 2007) et emportent 

donc en plus des régions proprement subtélomériques de larges régions d’ADN spécifiques, 

responsables du phénotype. On peut observer des délétions terminales, interstitielles ou 

complexes, de novo ou héritées (Adeyinka et al., 2005). L’étude des délétions terminales n’a 

identifié aucun point de cassure récurrent, malgré la présence de séquences répétées. Ces 

délétions seraient donc secondaires à des cassures chromosomiques aléatoires (Ledbetter & 

Martin, 2007). Certains réarrangements subtélomériques sont corrélés à un phénotype 

identifiable. Nous donnerons quelques exemples de ces syndromes subtélomériques et de leur 

mécanisme physiopathologique. 

La monosomie 1p36 est la plus fréquente des délétions subtélomériques (1/5000). Elle 

est caractérisée par un retard mental et de développement, une surdité, des convulsions, une 

hypotonie, des cardiopathies et une dysmorphie faciale caractéristique (Gajecka et al., 2007). 

Deux tiers des réarrangements de novo sont apparemment de simples délétions terminales. Le 

tiers restant correspond à des anomalies complexes (délétion et duplication inversée, large 

duplication et triplication avec petite délétion, délétion interstitielle). Certaines équipes ont 

tenté de démontrer que le syndrome 1p36 était un syndrome des gènes contigus et ont proposé 

des gènes candidats pour les convulsions et les caractéristiques faciales (Heilstedt et al., 

2003a; Heilstedt et al., 2003b). Cependant, il n’existe pas de corrélation entre la taille de la 

délétion et le nombre de signes cliniques observés (Gajecka et al., 2007). De plus, aucun point 

de cassure commun, ni d’intervalle délété commun entre les patients n’a été identifié. Enfin, 

Redon et collaborateurs ont étudiés six patients en CGH-array avec une puce tiling-path. 
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Deux des 6 patients présentaient un phénotype très proche mais pas de délétion chevauchante 

(Redon et al., 2005). Il a donc été proposé que la monosomie 1p36 serait secondaire à un effet 

de position plutôt qu’à une haplo-insuffisance de gènes contigus. 

La microdélétion 22qter est caractérisée par une hypotonie néonatale sévère, un retard 

global de développement, un comportement autistique, une croissance normale ou accélérée, 

un langage absent ou sévèrement retardé et une dysmoprhie faciale mineure (Balikova et al., 

2007). La délétion est habituellement terminale bien que des cas de délétions interstitielles 

soient décrits. La taille varie de 130 kb à 9 Mb (Wilson et al., 2003). Cependant, il y a peu de 

corrélation entre la taille de la délétion et la sévérité du phénotype (Koolen et al., 2005). Il a 

été démontré que des patients avaient en commun une délétion de SHANK3, un gène codant 

pour une protéine de structure dans les synapses excitatrices (Wilson et al., 2003; Bonaglia et 

al., 2006). De plus, des patients présentant une disruption ou des mutations ponctuelles dans 

ce gène ont un phénotype identique à celui de la délétion 22qter (Bonaglia et al., 2001; 

Durand et al., 2007). Ainsi, il apparaît que SHANK3 est le gène majeur responsable du 

phénotype neurocomportemental du syndrome de microdélétion 22qter.  

La délétion 3pter est un syndrome plus controversé. Ce syndrome est caractérisé par 

un retard de croissance, une microcéphalie, une dysmorphie faciale (ptosis, pointe du nez 

large, micrognathie), un retard mental, des malformations cardiaques, une surdité et une 

polydactylie (Cargile et al., 2002; Fernandez et al., 2004). Des gènes candidats pour le retard 

mental, les cardiopathies ou la surdité ont été identifiés (Green et al., 2000; Fernandez et al., 

2004; Dijkhuizen et al., 2006; McCullough et al., 2007; Shuib et al., 2009). Cependant, 

certains patients sont très peu, voire pas symptomatiques, pouvant faire parfois discuter 

l’implication réelle de ces gènes dans le phénotype (Knight et al., 1995; Takagishi et al., 

2006; Hoo & Shrimpton, 2008; Pohjola et al., 2010). 
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Chromosome LAD Gène

Distance/télomère 
(kb)

Maladie Transmission

2qter  - D2HGDH 594,245 Acidurie Hydroxyglutarique AR
3qter  - RPL35A 334,709 Anémie de Blackfan-Diamond AD

PDE6B 609,373 Rétinite pigmentaire/ cécité nocturne congénitale AR/AD
IDUA 970,785 Mucopolysaccahridose de type Ih/s AR

4qter  + D4Z4 60 Myopathie facio-scapulo-humérale AD

5pter  - SDHA 271,356
Syndrome de Leigh/ déficit en complexe II de la 
chaîne respiratoire mitochondriale

AR

5qter  + FLT4 848,636 Lymphoedème héréditaire AD
6qter  - TBP 176,12 Ataxie spinocérébelleuse 17 AD
7pter  - FAM20C 288,052 Syndrome de Raine AR

SLC39A4 661,745 Acrodermatite entéropathique AR

RECQL4 560,818
Syndromes de Rapadilino/ Baller-Gerold/ Rothmund-
Thomson

AR

DOCK8 263,048 Retard mental AD
KANK1 494,703 Quadriplégie spastique AD
DMRT1 831,69 Réversion sexuelle AD
EHMT1 422,853 Syndrome délétion 9qter AD
NELF 799,677 Hypogonadisme hypogonadotrope AD

TALDO1 737,432 Déficit en transaldolase AR

SLC25A22 780,475
Epilepsie myoclonique néonatale avec suppression-
burst

AR

PNPLA2 808,902 Myopathie et anomalie de stockage des lipides AR

CD151 822,952
Néphropathie, épidermolyse bulleuse prétibiale et 
surdité

AR

HRAS 522,242 Syndrome de Costello AD
11qter  - ACAD8 811,428 Déficit en isobutyrylCoA déshydrogénase AR

12pter  - WNK1 732,486
Neuropathie héréditaire sensorielle et autonome 
type II/ Pseudohypoaldostéronisme Iic

AD/AD

13qter  - GRK1 769,007 Maladie d'Oguchi 2 AR
AXIN1 277,441 Anomalie de duplication caudale AD
LMF1 843,635 Déficit combiné en lipase AR

HBA1/HBA2 162,846 α-thalassémie AD
FANCA 416,688 Anémie de Fanconi AR

PGN 675,579 Paraplégie spastique 7 AR

17qter  - ZNF750 383,522 Dermatite séborrhéique et éléments psoriasiformes AD

18qter  + CTDP1 501,658
Caracte congénitale, dysmorphie faciale et 
neuropathie

AR

ELA2 803,291 Neutropénie congénitale AD
CFD 810,665 Déficit en facteur D du complément AD

KISS1R 868,342
Hypogonadisme hypogonadotrope/ puberté précoce 
centrale

AD

20pter  + RSPO4 887,096 Anonychie congénitale AR
CHRNA4 972,825 Epilepsie nocturne frontale AD
KCNQ2 861,527 Epilepsie néonatale bénigne AD

SOX18 282,541
Syndrome hypotrichose, lymphoedème, 
telangiectasie

AD/AR

FTCD 544,414 Déficit en glutamate forminotransférase AR

PCNT2 254,213
Nanisme microcéphalique ostéodysplasique 
primordial

AR

COL6A1 694,932
Myopathie de Bethlem/ Dystrophie musculaire 
congénitale d'Ullrich

AD/AR

COL6A2 567,132
Myopathie de Bethlem/ Dystrophie musculaire 
congénitale d'Ullrich

AD/AR

MLC1 825,524
Leucoencéphalopathie magalencéphalique avec 
kystes sous-corticaux

AR

SCO2 380,532 Cardioencéphalomyopathie infantile fatale AR
ARSA 277,959 Leucodystrophie métachromatique AR

SHANK3 172,925 Syndrome de microdélétion 22q13.3 AD

Xpter  - SHOX 505,079
Petite taille familiale/ Dyschondrostéose de Leri-
Weill/ Dysplasie mésomélique de Langer

AD/AD/AR

 -22qter

 -20qter

 -21qter

 -16qter

 -19pter

 -11pter

 - 16pter

9pter  +

 -9qter

4pter  - 

8qter  -

 
 
 
 
Tableau II : Gènes morbides présents dans le dernier mégabase des extrémités 
chromosomiques (d'après UCSC Mars 2006) 
AD : autosomique dominant ; AR : autosomique récessif 
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Ces exemples illustrent que la variabilité phénotypique n’est pas toujours dépendante 

de la taille de la délétion, à la façon d’un syndrome des gènes contigus. La présence de CNVs 

(Variation du nombre de copies) sur l’allèle non délété ou au niveau d’autres régions du 

génome peut être évoquée. Cependant, le problème de la variabilité phénotypique des 

microdélétions subtélomériques n’a pas encore été appréhendé sous l’angle de l’influence du 

télomère et notamment du TPE. La délétion peut placer à proximité du télomère des gènes 

normalement éloignés de celui-ci. De plus, l’absence des séquences subtélomériques strictes 

ne permet plus de faire barrière entre le télomère et les gènes. Ceux-ci pourraient donc subir 

l’influence directe du TPE. Sur l’allèle sain, l’expression des gènes pourrait être influencée 

par les différents haplotypes subtélomériques permettant d’atténuer plus ou moins le TPE. La 

dissection des mécanismes du TPE chez l’Homme permettra sans doute de progresser dans ce 

domaine.  
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5. CONCLUSION 
 

 

 

En conclusion, ce travail a permis de caractériser l’implication de séquences 

subtélomériques, et notamment celle du macrosatellite D4Z4, dans la régulation de certaines 

des propriétés biologiques des télomères, comme leur compartimentalisation nucléaire, leur 

réplication ou l’effet de position télomérique. Il suggère l’existence d’interactions réciproques 

entre télomères et subtélomères qui feraient appel à des facteurs de régulations de la 

chromatine et de l’architecture du génome comme les insulateurs et la protéine CTCF, les 

lamines de type A ou les transcrits télomériques TERRAs. Ces différents facteurs pourraient 

interagir au sein d’un réseau d’interactions complexes, qui restent encore à élucider.  

De plus, ce travail apporte de nouveaux éléments dans la compréhension des 

mécanismes physiopathologiques de la myopathie facio-scapulo-humérale et ouvre des 

perspectives dans la physiopathologie d’autres maladies constitutionnelles liées aux 

subtélomères.  
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ANNEXES 
 
 

1. Matériels et méthodes complémentaires 
  

1.1 Extraction d’ARN  
 
Les cellules en culture ont été récoltées après traitement par la trypsine, centrifugées 

pendant 5 min à 1000 tour/min et rincées dans du PBS1X. L’ARN total a été extrait avec le 
kit RNeasy Mini Kit (Qiagen), selon le protocole indiqué. La qualité des ARNs a été vérifiée 
par électrophorèse sur gel d’agarose et les ARNs ont été dosés par le spectrophotomètre 
Nanodrop. 
 

1.2. Marquage de sonde par amorçage aléatoire (“random-priming”) 
 

Cinquante nanogrammes d’ADN préalablement dénaturés à 100°C pendant 5 min ont 
été incubés en présence de 0,2 nmol de nucléotides dATP, dTTP et dGTP, 5 UI du fragment 
Klenow (3’-5’ exo-) de l’ADN polymérase I (New England Biolabs), un mélange 
d’hexanucléotides aléatoires (Hexanucleotide Mix, Roche) et 0,4 nmol de nucléotide 
radiomarqué α-dCTP32, dans un volume final de 20 µL, pendant 1h à 37°C. L’excès de α-
dCTP32 est éliminé par purification à l’aide d’une colonne G50 (GE Healthcare). La sonde est 
dénaturée 5 min à 100°C avant l’hybridation.  
 

1.3. Northern-Blot  
 

Dix microgrammes d’ARNs ont été déposés sur un gel dénaturant (agarose 1,3% ; 
MOPS1X, formaldéhyde 2,2 M) et séparés par électrophorèse (30 V) sur la nuit. Le gel a été 
rincé avec de l’eau, puis incubé dans une solution NaOH 0,05M / NaCl 1,5 M pendant 20 
min, puis une solution Tris pH7,4 0,5 M / NaCl 1,5 M pendant 20 min et enfin dans du 
tampon SSC10X pendant 10 min. Les échantillons ont été transférés sur une membrane en 
nylon Hybond N+ (GE Healthcare) dans un tampon SSC10X. La membrane a été traitée par 
les UV (0,120J/cm²). L’hybridation avec des sondes radioactives a été réalisée dans du 
tampon Church à 55°C sur la nuit. Les lavages post-hybridation comprenaient deux lavages 
de 20 min dans une solution SSC2X/ 0,1% SDS à 55°, complété par un lavage supplémentaire 
dans une solution SSC0,2X / 0,1% SDS si nécessaire. Les membranes ont été exposées sur un 
écran PhosphorScreen pendant des temps variables et lues avec l’appareil Fuji fla-5100.  
 

1.4. Transcription inverse  
 

Un microgramme d’ARN a été soumis à la réaction de transcription inverse avec le kit 
SuperScript III First-Strand Synthesis System (Invitrogen), d’après le protocole du fabricant, 
optimisé pour la synthèse de séquences riches en GC. Les amorces utilisées sont soit 
l’oligonucléotide oligo(dT) soit l’oligonucléotide TR (5’ 
TGCTCCGTGCATCTGGCATCCCCTAACCCTAACCCTAACCCTAACCCTAA 3’). Les 
échantillons ont été traités par la RNAse H près la synthèse d’ADNc. Les ADNc ont ensuite 
été amplifiés par PCR quantitative. 
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1.5. Etude de la demi-vie des ARNs 
 

Les cellules à 70 % de confluence ont été traitées soit avec de l’actinomycine D 
(Sigma) à une concentration finale de 5 µg/mL soit avec un milieu contrôle sans actinomycine 
D. Les cellules ont été récoltées au temps 0, puis après 1, 2, 4, 6 et 8 heures d’exposition. 
L’ARN a été extrait selon la méthode décrite ci-dessus. Les échantillons ont été transférés sur 
une membrane de nylon Hybond N+ (GE Healthcare) par slot-blot selon la technique 
suivante. Un microgramme d’ARN est incubé dans une solution dénaturante (66 % 
formamide / 8 % formaldéhyde / MOPS1X) à 65°C pendant 5 min, puis dilué dans du tampon 
de transfert (SSC10X final). Après le passage des échantillons, la membrane est traitée aux 
UV (0,120J/cm²) et pré-hybridée pendant 1h à 55°C dans du tampon Church. L’hybridation 
avec des sondes radiomarquées et les lavages post-hybridation sont identiques à ce qui est 
décrit pour le Northern Blot. 
 

1.6. Immunoprécipitation de chromatine (ChIP) 
 

L’immunoprécipitation de chromatine a été réalisée selon Magdinier et collaborateurs 
(Magdinier et al., 2004). ADN et protéines ont été fixés in vivo en présence de formaldéhyde. 
Les complexes ADN-protéines ont été cassés par sonication, de façon à obtenir des complexes 
nucléoprotéiques de 400 à 600 pb (Bioruptor, Diagenode) et immunoprécipités en présence 
d’anticorps spécifiques : H3 total (Abcam)  H3K9me3, H3K9Ac, H4K20me3 (Millipore). Un 
échantillon d’ADN a été conservé avant immunoprécipitation (Input). L’ADN des complexes 
immuns a été récolté à l’aide billes immuno-affines (Sigma), élué, traité à la protéinase K 
(Roche) et précipité par l’éthanol. Les échantillons d’ADN ont été dosés par le 
spectrophotomètre Nanodrop. Ils ont été soit amplifiés par PCR quantitative, soit déposés sur 
une membrane de nylon Hybond N+ (GE Healthcare) par slot-blot. 
 

1.7. Slot-blot des échantillons d’ADN issus de ChIP 
 

Cent nanogrammes d’ADN sont incubés dans le tampon de dénaturation (0,5 M NaOH 
/ 0,3 M NaCl) pendant 10 min à température ambiante, puis dilués dans un tampon de dilution 
(0,1XSSC / 0,125M NaOH) et déposés sur la membrane. Après le passage des échantillons, la 
membrane est rincée dans un tampon de neutralisation (0,5M Tris-HCl pH7,5 / 0,5M NaCl) et 
traitée aux UV (0,120J/cm²). La membrane est pré-hybridée pendant 1 h à 55°C dans un 
tampon de préhybridation (SSC6X / 0,5% SDS/ 1% lait). L’hybridation avec les sondes 
radiomarquées a été réalisée dans un tampon SSC6X / 0,1% SDS/ 1% lait à 55°C pendant la 
nuit. Les lavages post-hybridation à 55°C comprennent un lavage de 10 min dans un tampon 
SSC2X, un lavage de 30 min dans un tampon SSC2X / SDS 1%, et un à deux lavages de 30 
min dans un tampon  SSC0,2X / SDS 1%. Les membranes ont été exposées sur un écran 
PhosphorScreen pendant des temps variables et lues avec l’appareil Fuji fla-5100. 
 

1.8. Amplification par PCR quantitative (qPCR) 
 

Les qPCR ont été réalisées sur le thermocycleur LightCycler (Roche) à l’aide du kit 
Light Cycler FastStart DNA Master Sybr Green I (Roche). Un microlitre d’ADNc ou 10 ng 
d’ADN ont été amplifié par des amorces spécifiques dans un volume final de 20 µL selon le 
programme suivant : dénaturation 95°C 8 min, 45 cycles comprenant 20 sec de dénaturation, 
8 sec d’hybridation et 12 sec d’élongation. Les séquence des amorces sont les suivantes : 
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promoteur du gène codant pour l’histone H4 (F : 5’ TGTGTGATGGGAAGATGGGA 3’) 
(R : 5’ GAGCAAAATAGCGAGACCCC 3’) ; β-actine (F : 5’ 
TCCCTGGAGAAGAGCTACGA 3’) (R : 5’ AGCACTGTGTTGGCGTACAG 3’) ; GFP (F : 
5’ AGGAGCGCACCATCTTC 3’) (R : 5’ GATGTTGTGGCGGATCTTG 3’). Des courbes 
de dilution ont été réalisées pour chaque amplification afin de déterminer l’efficacité 
d’amplification.  
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2. Publication de revue et de synthèse  
 
 
 
 
2009 C. Schluth-Bolard, A. Ottaviani, A. Bah, A. Boussouar, E. Gilson, F. Magdinier. 
Dynamics and plasticity of chromosome ends : consequences in human pathology.  
Atlas Genet Cytogenet Oncol Haematol June 2009. 
http://atlasgeneticsoncology.org/Deep/SubTelomereID20025.html  
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3. Publication d’un chapitre de livre  
 
  
 
 
C. Schluth-Bolard, A. Ottaviani, E. Gilson, F. Magdinier. Chromosomal position effects & 
gene variegation: impact in pathologies. In Handbook of Epigenetics: the new molecular and 
medical genetics. Trygve Tollefsbol. 2011: 77-105.   
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