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RESUME

Les subtéloméres forment la transition entre legusgces spécifiques des
chromosomes et les répétitions télomériques tetesnéis semblent capables d’influencer les
fonctions télomériques mais les connaissancesesumiécanismes mis en jeu sont encore
limitées. Les subtélomeres sont pourtant associde aombreuses pathologies comme la
myopathie facio-scapulo-humérale (FSHD), une dypétie® musculaire secondaire a la
contraction de répétitions macrosatellidd®Z4 dans la région subtélomérique 4935.

Afin d’étudier les propriétés de la séquence sobtériqueD4Z4, nous avons créé des
constructions reproduisant I'organisation génomigudocus 4g35. Nous avons montré que
D4Z4 est capable d’adresser un télomére a la péripdarimyau. Cette activité est couplée a
une activité insulatrice au niveau d’'une séquencximale de 80 pb et est dépendante de
CTCF et des Lamines A. De plus, la relocalisati@nighérique d’'un télomere p@4z4
s’accompagne d'une réplication plus tardive de iegluPar ailleurs, la recherche de
séquences capables de s'opposer a I'effet de os@iomérique (TPE) a identifié un élément
de 30 pb contenant un site CTCF dans la séqueruakairice proximale dB4Z4. De méme,
lintroduction d’'un signal de poly-adénylation emtun géne rapporteur et les répétitions
télomériques interfere avec le TPE et est accomgmgiiune diminution d'un transcrit
hybride contenant le gene rapporteur et des rép&itélomeériques, suggérant un réle des
transcrits télomériques TERRAs dans la régulatiod EE.

En conclusion, ce travail a permis de caractéridamplication de séquences
subtélomériques, et notammenD4Z4, dans la régulation des télomeres, leur
compartimentalisation nucléaire, la réplicationleffet de position télomérique. De plus, il
apporte un éclairage nouveau sur la physiopath®ldgila FSHD et ouvre des perspectives
dans la compréhension d’autres pathologies liéesabtélomeres.

Mots-clés: Télomeére ; subtélomere ; D4Z4 ; dystrophie musilacio-scapulo-humérale;
transcrits télomériques.



ABSTRACT

Subtelomeres form the transition between chromos@pecific sequences and
terminal telomeric repeats. They might influencdorteeric functions but underlying
mechanisms are still unclear. Nevertheless, subtles are associated with a number of
human pathologies such as facioscapulohumeral farsgystrophy (FSHD), an autosomal
dominant disease secondary to the contraction @reay ofD4Z4 macrosatellite repeats in
the subtelomeric region 4g35.

In order to study the biological function of tBelZ4 sequence, we created contructs
that mimic the genomic organization of the 4q35ukcWe showed thdd4Z4 is able to
localize a telomere at the nuclear periphery. Tgesinuclear activity was dependant on
interactions with CTCF and A type lamins and liehvm a 80 bp proximal sequence that
harbors an insulator activity. Moreover, the peeih positionning of a telomere BAZ4 is
accompanied by a late replication timing of thenatre. We also searched for sequences able
to counteract telomeric position effect (TPE) addntified a 30 bp element containing a
CTCF binding site in the proximal region D#Z4. In another construct, the introduction of a
poly-adenylation signal between a reporter genetelotheric repeats counteracted TPE. This
effect is accompanied by the production of a hylmadscript encompassing the reporter gene
and telomeric repeats, suggesting a role for th&RA&S telomeric transcripts in TPE
regulation.

This work contibuted to characterize the role ditelomeric sequences, especially the
D4z4 macrosatellite, in telomere regulation, their eacl compartimentalization, their
replication or the telomeric position effect. We llwidiscuss the implications in the
understanding of the pathophysiology of FSHD armiosubtelomeric diseases.

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

Chez les eucaryotes, I'information génétique esigegpar des chromosomes linéaires.
Les extrémités de ces chromosomes sont composéestrdetures nucléoprotéiques
spécialisées, appelées télomeéres qui assuremtblititétdes chromosomes. Ces télomeres sont
séparés des séquences spécifigues du chromosoméeparégions complexes de taille
variable, les subtélomeres. Si les téloméres sdrhsivement étudiés, les connaissances sur
les séquences subtélomériques sont encore paregll@motamment du fait de leur grande
hétérogénéité rendant leur étude difficile. Il apjitacependant que les subtéloméres peuvent
subir l'influence des téloméres mais pourraientlgggant interférer avec les fonctions
télomeériques.

Nous rappellerons tout d’abord la structure etdacfion des téloméres avant de
présenter les séquences subtélomériques. Etané dampleur du sujet, nous nous limiterons
aux mammiféres, et en particulier a 'Homme. La&réhce a d’autres eucaryotes ne sera faite
gue ponctuellement. Ensuite nous détaillerons figde de D4Z4, une séquence
macrosatellite subtélomérique impliquée dans la patlue facio-scapulo-humérale. Nous
avons étudié ses fonctions dans la compartimeatalis nucléaire des télomeéres, leur
réplication et le controle de l'effet de positio@lamérique. Nous discuterons enfin des
relations télomeres-subtélomeres et de leurs coeségs potentielles en pathologie humaine

constitutionnelle.
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1. 1. Les télomeres

1.1.1. Définition et historique

Le terme de télomére, du grec telo (fin) et mepastie), a été introduit par H. Muller
(Muller, 1938). Il désigne actuellement des strreginucléoprotéiques spécialisées localisées
aux extrémités des chromosomes linéaires eucaryoéegssaires a leur stabilité et a leur
réplication (Blackburn, 1984).

La notion de télomére est apparue a la fin desenh830s a partir de travaux menés
sur la drosophile (Muller, 1938) et le mais (Mc@jick, 1941) qui ont remarqué que les
extrémités des chromosomes ayant subi des cassodestes par les UV ou des ponts
anaphasiques, fusionnaient entre elles alors quexieemités chromosomiques naturelles ne
fusionnaient pas.

Ensuite, il a été observé que, du fait du mode semservatif de la réplication de
I’ADN, une molécule d’ADN linéaire est incomplétentaépliquée et se raccourcit a chaque
cycle de réplication (Watson, 1972). Ce problémeréglication des extrémités gfid-
replication probler) a été mis en avant pour expliquer le nhombreténde divisions des
cellules en culture (Hayflick, 1965; Olovnikov, 137 Les liens entre raccourcissement
télomérigue et sénescence ont été étudiés plusrtatamment chez la levure (Lundblad &
Szostak, 1989).

La séquence des télomeéeres a d'abord été identdldz un organisme cilié,
Tetrahymena thermophiléBlackburn & Gall, 1978), puis dix ans plus tatgez 'Homme
(Moyazis et al., 1988). Les différents composantsctmnnels du télomere ont ensuite été
caractérisés comme la teloméraske(omere Terminal Transferd3€Greider & Blackburn,
1985) et les protéines associées aux téloméres [Rfdng et al., 1995) et TRF2 (Bilaud et
al., 1997). Les publications sur le sujet n'ontséed’augmenter (Gilson & Segal-Bendirdjian,
2010) et les recherches sur “comment les chromos@met protégés par les télomeres et la
télomérase” ont été couronnées en 2009 par l'attdb du Prix Nobel de Médecine et
Physiologie a E. Blackburn, C. Greider et J. SZosta

12



1.1.2. Structure des télomeéeres

1.1.2.1. Séquence nucléotidique

La structure des téloméres est relativement bieisarvée chez les eucaryotes et est
composée, hormis quelques exceptions, de couésitiéns double brin en tandem de 6 a 8
nucléotides, riches en G, se terminant par un@ext 3’ sortante simple brifrigure 1a).

Chez les mammiféres, et notamment chez 'Hommesélguence télomérique est
composeée de repétitions (TTAGGG)n (Moyzis et a@88). Le nombre de répétitions est
variable en fonction des espéces. La taille desmétes est de 10 a 15 kilobases (kb) chez
’'Homme (de Lange et al., 1990) et de 20 a 50 kdzdh souris (Kipling & Cooke, 1990). Ce
nombre peut également varier selon le type cetlilai d’'un chromosome a l'autre dans le
méme organisme (de Lange et al., 1990).

Le brin riche en G (et dépourvu de C), encore appein G, forme une extrémité
simple brin 3’ sortante dont la longueur est estéind@ 130 & 210 bases chez 'Homme
(Makarov et al., 1997; McElligott & Wellinger, 19p7TCette extrémité peut envahir la partie
double brin pour former une structure en lasso lggpeoucle-tttloop) (Griffith et al., 1999;
Nikitina & Woodcock, 2004)Kigure 1b). L'extrémité 3’ sortante est alors appariée aeec
brin C et déplace le brin G en une boucle de dépiant D-loop). Cette configuration
particuliere pourrait participer a la protectiorsdxtrémités chromosomiques en masquant la

terminaison du télomeére.

1.1.2.2. Le complexe télosome ou shelterin

Le complexe protéique spécialisé associé au témieez les mammiferes s’appelle
télosome ou shelterinFigure 10). Il est formé de six protéines (Liu et al., 2004)RF1
(Telomeric Repeat Binding Factor 1) (Chong etE95), TRF2 (Telomeric Repeat Binding
Factor 2) (Bilaud et al., 1997), POT1 (ProtectiohT®@lomere 1) (Baumann & Cech, 2001),
TIN2 (TRFL1 Interacting factor 2) (Ye & de Lange 020, TPP1 (TriPeptidyl Peptidase 1) (Ye
et al., 2004) et RAP1 (Repressor Activator Profi@ifiLi et al., 2000). Ces protéines peuvent

se lier a 'ADN télomérique double brin ou a I'extnité 3’ sortante simple brin.
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Figure 1 : Structure des télomeres

a : Représentation schématique de la structureextedmités chromosomiques. Les télom
sont séparés des séquences spécifiqgues des chroeogar les régions subtélomériques
brin C est représenté en bleu et le brin G en roange I'extrémité 3’ sortante. La séquence
répétitions télomériques est indiquée pour les deins. Les subtélomeres sont composeés
patchwork de séquences et forment la transitionreemés téloméres et les régic
chromosomiques spécifiques.

(Cen: centromeére)

b : Schéma de la bouclettl¢op) (d'apres Palm & de Lange, 200&jextrémité 3’ sortant
envabhit la partie double brin pour former la botic{eloop). Elle est alors appariée au brin C
déplace le brin G en une boucle de déplaceniiddp).

¢ : Représentation schématique du télosome et d&ende facteurs accessoires associés
télosome est composé de 6 protéines : TRF1, TRIRZ & RAP1 associées a ’ADN doul
brin; TPP1 et POT1 assées a '’ADN simple brin. Des exemples de protéimgeragissar
avec les composants du télosome sont indiqués daague cadre. La couleur du ca
correspond a la couleur de la protéine associém: (€&ntromere)
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La région double brin est reconnue spécifiguemantTiRF1 et TRF2, deux protéines de la
méme famille qui se distinguent par leur domainénanterminal (acide pour TRF1, basique
pour TRF2). Elles recrutent respectivement TINRAP1, TIN2 formant un pont entre TRF1
et TRF2. L’ADN simple brin est reconnu par TPPIP@T1, TPP1 formant un pont entre
TRF1-TRF2-TIN2 et POT1. Les élements du télosomeveet former des complexes en
absence d’ADN télomérigue et des sous-complexeségalement été identifiés dans des
extraits cellulaires.

Le télosome intervient dans la formation de la letcdans la régulation de la
longueur des téloméres par la télomérase et dapsotaction des extrémités télomeériques
contre les systemes de signalisation et de réparats dommages a 'ADN (Palm & de
Lange, 2008; Jain & Cooper, 2010). Il interagit @des facteurs accessoires, qui sont des
protéines impliqguées dans la signalisation des dages a I'ADN (protéines ORC, RecQ
hélicases ATM et BLM) (Kishi et al., 2001; Opres&bal., 2002), la réparation de 'ADN
(Ku70/80, XPF/ERCC1, Apollo, Mrell, RAD50, PARP{Hsu et al., 1999; Hsu et al., 2000;
Zhu et al., 2000; Zhu et al., 2003; O'Connor et2004; Lenain et al., 2006), ou la structure
de la chromatine (HP1). Par exemple, TRF2 jouedlm dans la formation de la boucle-t et
l'inhibition de la voie ATM (Stansel et al.,, 200I)PP1 et POT1 interagissent avec la voie
ATR.

Récemment un nouveau complexe de trois protéinsscigsa la protection des
télomeres a été mis en évidence, le complexe CITICSTN1 et TEN1). Ses fonctions

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

1.1.3. Fonctions des télomeres

1.1.3.1. Protection des extrémités chromosomiques

1.1.3.1.1. Réplication des extrémités et telomérase

Du fait de l'incapacité de 'ADN polymérase classiqa répliquer completement
'ADN linéaire, I'extrémité des chromosomes eucdego est confrontée a une perte de

matériel génétique a chaque cycle de réplicatioatédh, 1972)Rigure 2).
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Fiqure 2 : Réplication des téloméres

51

5

a : La réplication incomplete du brin suiveur estaxiée a la perte de nucléotides a ch

cycle.

b : L'extrémité 3’ sortante est générée par I'attiune exonucléase 5’-3'.
c : Dans certaines cellules, la perte nucléotidisgeondaire ésomblée par I'action de

télomérase.
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En effet, lors de la réplication semi-conservatieel’ADN, le brin suiveur (fagging
strand) est synthétisé de facon discontinue par l'intédimire de fragments d’Okazaki.
Chaque fragment d’Okazaki est initié par une améiedl qui est ensuite détruite, remplacée
par de '’ADN et liguée. En revanche, 'amorce lagtlistale ne peut pas étre remplacée sur
un ADN linéaire, ce qui a pour conséquence unetidélée quelques bases de matériel
génétique terminal a chaque cycle réplicatif (Luadl& Szostak, 1989).

Toutefois chez I'Homme, la perte télomérique a cleagycle réplicatif est d’environ
100 a 200 pb, cest-a-dire beaucoup plus importapte la taille d’'une amorce ARN
(Huffman et al., 2000). Par ailleurs, la réplicatidu brin meneur (eading strand) est
compléte mais génere un double brin & bout francil @ été observé la présence d’un brin 3’
sortant a toutes les extrémités télomériques (Makat al., 1997). L'ensemble de ces
observations a fait émettre I'hypothése d’'un méraei post-réplicatif, faisant intervenir une
activité nucléase 5 qui génere une nouvelle exté® sortante par résection du brin C
(Sfeir 2005). Ce mécanisme est régulé par les ipestéu télosome, notamment POT1 qui
contréle la détermination stricte du nucléotidemi@al (Hockemeyer et al., 2005), et
expliquerait I'attrition plus rapide des télomeres.

Face au probleme de réplication des extrémitéspligpart des eucaryotes ont
développé un mécanisme, conservé au cours de Uimo] pour lutter contre I'attrition
télomérique : I'enzyme télomérase (Blackburn & GdlB78; Harrington et al., 1997;
Nakamura et al., 1997). La télomérase est un compi®onucléoprotéiqgue composé d’'une
sous-unité catalytique transcriptase inverse “tél@se” (hTERT), d'un ARN (hTR)
(Weinrich et al., 1997) associé a des protéinegsauires qui facilitent 'assemblage et la
stabilité du complexe catalytigue comme la Dyslk&riNNHP2, pontin-reptin, TCAB1 et
NOP10 (Cohen et al., 2007; Fu & Collins, 2007; \é&ctier et al., 2008; Venteicher et al.,
2009) Figure 3). La télomérase utilise la molécule d’ARN hTR coennmatrice
(AAUCCCAAUC), la complémentarié entre 'ARN hTRI&ADN télomérique permettant un
alignement correct. La télomérase peut ainsi csgalyplusieurs cycles d’alignement-
extension permettant d’ajouter des centaines ddéoiiles a la méme extrémité par
transcription inverse. Apres I'extension de l'ertit®¢ 3’, la machinerie de réplication de
I’ADN permet de compléter le brin opposé (Blackbéri@all, 1978; Osterhage & Friedman,
2009).

Malgré la variabilité individuelle de la longueuresd télomeéres, la longueur
télomérigue moyenne est maintenue dans un intensdble, reflétant un équilibre entre

élongation et attrition des télomeres. La régutatie I'élongation télomérique reposerait sur
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une boucle de rétrocontréle négatif ou I'allongetnén télomere s’accompagnerait d’'une
accumulation de facteurs inhibant la télomérase.doenposants du télosome, dont le nombre
de copies associées au télomeéere augmente avecmbéreade répétitions (TTAGGG)n,
peuvent ainsi agir comme régulateurs en cis déldaniérase (van Steensel & de Lange, 1997,
Smogorzewska & de Lange, 2004). Enfin, la régutatie la télomérase s’effectue au niveau
transcriptionnel. Son expression est faible ou ratiesdans la plupart des cellules somatiques
mais présente dans les cellules embryonnairesgiest cellules souches et la plupart des
tumeurs (Wright et al., 1996; Meyerson et al., 1997

Figure 3: Structure de la téloméras (d'apres Armanios, 2009)

hTERT : sous-unité catalytique transcriptase inverse

hTR: sous-unité ARN comportant
- une boite H/ACA assurant sa stabilité et peram¢tson assemblage a la sous-
unité hTERT
- une séguence matricdémplaté (AAUCCCAAUC) permettant I'extensio
des télomeres

Protéines accessoiresDyskerin, NHP2, NOP10, GAR1
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1.1.3.1.2. Protection contre les signaux de dommag&ADN et les systémes de réparation
de 'ADN

D’'un point de vue mécanique, les extrémités chramugues correspondent a des
cassures d’ADN double brin. Les dommages de I’ADNuisent habituellement une série de
réponses cellulaires qui activent les points detrote d’arrét du cycle cellulaire pour
permettre la réparation de I'ADN. En cas de dysfionctélomérique, I'activation de ces
mécanismes de réparations a l'extrémité des chromes peut avoir des conséquences
délétéres : fusions télomériques, réarrangementsnasomiques et instabilité génomique
globale. Les télomeres possédent donc des propdét@rotection spécifiques qui permettent
d’échapper non seulement a la réponse aux domnab@BDN mais aussi aux mécanismes
de réparation.

Chez les mammiféres, deux principaux systemes uns& aux dommages a ’ADN
peuvent étre activés aux télomeres : la voie ATNI rggonnait les cassures double brin
(Shiloh, 2003) et la voie ATR qui reconnait 'acaudation d’ADN simple brin et pourrait
étre activée par le brin 3’ sortant. ATM et ATR sdes protéines kinases qui phosphorylent
I'histone H2AX et recrutent différents facteurs (@D, 53BP1, complexe Mrell) (d'Adda di
Fagagna et al., 2003; Takai et al., 2003), entraifiapparition de foyers appelés TIFs
(“Telomere dysfuntion Induced F9ci Par ailleurs, elles activent deux kinases
nucléoplasmiques, Chkl et Chk2, qui bloquent laymssion du cycle cellulaire. Enfin, elles
permettent I'activation de p53, qui inhibe le cycldlulaire et induit la mort cellulaire. La
voie ATM est inhibée par TRF2 (Karlseder et al99;9Celli & de Lange, 2005; Denchi & de
Lange, 2007) alors que POT1 inhibe la voie ATR eltaboration avec TPP1 (Denchi & de
Lange, 2007; Hockemeyer et al., 2007).

Les deux principaux modes de réparation de ’ADNpguwvent menacer les télomeres
sont la réparation par fusion d’extrémités non dlmgues (Non Homologous End-Joinihg
NHEJ) et la recombinaison homologue. Le NHEJ esmécanisme de réparation non exact
qui joint les deux extrémités franches d’'une casslauble brin (Hartlerode & Scully, 2009).
Ce mécanisme peut aboutir a la fusion télomérigaeddux chromosomes, créant un
chromosome dicentrique qui va initier a la prockadivision cellulaire un cycle de cassure-
fusion-pont (breakage-fusion-bridge cy¢le a I'origine d’'une instabilité génomiqué&igure

4a). En effet, a chaque mitose, la tension du fusa#atique sur les deux centroméres du
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chromosome dicentrique ainsi formé crée un ponfplasique entrainant des cassures
aléatoires suivies de nouvelles fusions. Ces cytdesassures et réparation induisent donc a
chaque cycle perte et gain de matériel chromosaeigjud’'importants remaniements a
I'échelle du génome. La protéine TRF2 et a un mmirdkgré POT1 sont les inhibiteurs du
NHEJ (van Steensel et al., 1998; Celli & de Lark{i)5).

La recombinaison homologue est une recombinaistre eleux séquences d’ADN
identiques situées sur deux molécules différenteslistantes I'une de I'autre sur la méme
molécule. Au niveau télomérique, elle peut avagulia I'intérieur de la boucle-t t(foop
homologous recombinati®net entraine la perte des télomeres associéacauimulation de
molécules télomeériques circulaires de la taillend’tboucle-t (Wang et al., 2004igure 4b).

La recombinaison entre chromatides sceurs télonesigftelomere sister chromatid
exchangé T-SCE) survient aprés la réplication des téloreeet peut aboutir a des
chromatides de longueurs inégales en cas d’échagégal (Celli et al., 2006)Fgure 4c).
Enfin, la recombinaison ectopique entre un télongreine séquence télomérique interne
entraine une délétion chromosomique de taille itymbe et la présence de matériel extra-
chromosomique double-minute contenant de ’ADN n&aque (Zhu et al., 2003Figure
4d). Les protéines TRF2, Ku70, ERCC1, POT1, RAPl 'letlitase WRN participent a
l'inhibition de ces différents mécanismes de recimraison homologue (Zhu et al., 2003;
Wang et al., 2004; Laud et al., 2005; Celli et 2D0Q6; Sfeir et al., 2010). Toutefois, le
mécanisme de recombinaison homologue peut égalepeentettre de reguler la taille des
télomeres, soit trop longs (processus de délétamde des télomeres), soit trop courts

(élongation alternative des téloméres ou ALT, §3L2) (Jain & Cooper, 2010).
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Figure 4 : Mécanismes de réparation mis en jeu ausxtrémités télomériques

Le brin G est représenté en rouge et le brin Ceen(d'apres Palm & de Lange, 2008)
a : Réparation par fusion d'extrémités rmmologues (NHEJ). La fusion de de
télomeres aboutit a la formation d’'un chromosomeemlirique et initie un cycle (
cassure-fusion-pont. (télomére : carré jaune ;roergre : rond noir)

b : Recombinaison homologue dans la boucle t. lgration de I'extrémité télomérique
I'intérieur de la boucld-induit la formation d’une jonction de Holliday Ji La résolutiol
de cette derniere entraine une perte télomériglaepeésence de cercle télomérique

¢ : Echange de chromatides sceurs télomériquédCH). Un échange inégal entre di
chromatides sceurs télomériques entraine la ségnégdiin chromosome au télome
allongé dans une cellufdle et d’'un chromosome au télomere raccourci déastre
cellule-fille.

d : Recombinaison ectopique avec un site integktitiéchange inégal induit une perte
matériel chromosomique et la présence de chromosouige-minute.
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1.1.3.1.3. Conséquences : Sénéscence, canceillgtsaenent

Des dysfonctions des téloméres et de la télomécrage été décrites dans de
nombreuses pathologies tant constitutionnellesogui@es.

D’une part, I'activation anormale de la téloméraset étre a I'origine de pathologies
tumorales. Du fait de I'absence de télomérase descellules somatiques, les télomeéres
raccourcissent a chaque cycle cellulaire, jusqtt@iraire une taille critique ou le complexe
télosome ne serait plus en quantité suffisante iioer la réponse aux dommages a ’ADN
(Allsopp et al., 1992; Palm & de Lange, 2008). tefules entrent alors en sénescence, une
forme d’arrét permanent du cycle cellulaifggure 5). Ce mécanisme se comporte comme
une barriere anti-cancer en limitant la proliféati des cellules somatiques ayant
potentiellement acquis des anomalies génomiquésidd' di Fagagna et al., 2003). Ce point
d’entrée en sénescence correspond a la limite g#i¢ka qui définit le nombre maximal de
divisions d’'une cellule somatique primaire en adturoutefois, certaines cellules présentant
une altération de la voie de contr6le du cycleutalle dépendant de p53 peuvent franchir
cette limite et entreprendre 20 a 30 divisions #&mppntaires, au cours desquelles les
télomeres continuent a raccourcir, entrainant Bapjpn de réarrangements chromosomiques
secondaires a des fusions télomériques et desscygalesure-fusion-pont, par exemple, et
générant une instabilité génomique (Hara et aB,119Ces cellules parviennent alors au stade
de crise, caractérisé par une importante inst@lnomique et I'entrée en apoptose. Mais la
encore, quelques rares clones peuvent émerger derida et activer un meécanisme
d’élongation des télomeres, qui permet de stabilesechromosomes. Dans 85 a 90% des cas,
la télomérase est réactivée (Kim et al., 1994).dMiains 10% des cas, un mécanisme alternatif
appelé ALT (‘Alternative Lengthening of Telomete€s 1.2.3.3.) est mis en ceuvre (Bryan et
al., 1997). Ces clones sont a l'origine de la jpéddition tumorale.

D’autre part, des mutations constitutives entrdiname perte de fonction de la
télomérase sont a l'origine de pathologies cortgiitnelles, regroupées sous le nom de
syndromes de raccourcissement télomérique. Lestqaraces se manifestent tout d’abord
dans les tissus au renouvellement rapide, ou lpacidas réplicatives des cellules souches
sont affectées. Les principaux signes caractemstigsont un vieillissement prématurée
(cheveux gris, dysplasie unguéale), une fibrosenpohire et/ou hépatique, des dysfonctions
immunitaires et hématologiques, une augmentationsgue de cancer, une sensibilité accrue

a la chimiothérapie et a la radiothérapie. La platiie la plus anciennement connue est la
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dyskératose congénitale (MIM #127550) secondaides mutations des sous-unités de la
télomérase ou des protéines associ@@ERT hTR DKC1, TINF2, NHP1 NOP1Q. Plus
récemment, le syndrome de Hoyeraal-Hreidarsson ¢k80240) et des pathologies débutant

chez l'adulte comme la fibrose pulmonaire idiopati®@ ou I'anémie aplasique ont été

rattachées a des

anomalies de la télomérase (Aos)&t09).

w)
g Raccourcissement
£ Télomérique S ) .
) Réactivation de la télomérase
3
3 |-Limite de Hayflick Immortallsatlon
= \ /‘/‘ Cancer
|c_c Crlse
Instabilité génomique
v LMQLt_ceJJulalLe_,
Nombre de divisions cellulaires
Fiqure 5 : L’attrition des télomeres contrble la capacité proférative des cellules
somatigues
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1.1.3.2. Télomeéres et reproduction

Les télomeres sont des structures indispensablespaotection des chromosomes
linéaires des eucaryotes. Néanmoins, leur érosraque division cellulaire peut conduire a
la sénescence, au vieillissement ou au cancer amsdhce d'un rallongement par la
télomérase. Ainsi, d’'un point de vue évolutif, pidsr et maintenir intacts des chromosomes
linéaires nécessitent une énergie supplémentainel &antage peuvent-ils alors conférer?
Les eucaryotes se distinguent des procaryotes goaedroduction sexuée qui permet un
brassage de l'information génétique. Ce dernieagstiré au cours de la méiose, un processus
qui produit quatre cellules filles haploides a ipaitune cellule mére diploide. Alors qu’un
chromosome circulaire, et a fortiori plusieurs, pati de chance de ségréger correctement au
cours de la méiose, les chromosomes linéaires pmiein déroulement harmonieux de ce
processus (Ishikawa & Naito, 1999).

La premiere division meéiotique aboutit a la sépamatdes deux chromosomes
homologues dans deux cellules filles (division wdohnnelle). Cette étape nécessite
'attachement des télomeres a la membrane nucléateene pendant la prophase 1, qui
conduit au stade de bouquet ou les téloméres ariflvers le centrosome. Cette
conformation favorise Il'alignement et l'appariemedés chromosomes homologues et
'échange de matériel par recombinaison homologukspensable a la ségrégation correcte
des chromosomes. Par ailleurs, la formation en bewugermettrait de contréler le fuseau
meiotique (Tomita & Cooper, 2007).

Des télomeres trop courts sont incapables d’acerdels chromosomes a I'enveloppe
nucléaire. Il a d'ailleurs été montré que la télomsé est active dans les cellules germinales et
gue les télomeres sont allongés dans les celldanigales males et femelles (Siderakis &
Tarsounas, 2007). Par ailleurs, I'étude de gérm@aratsuccessives de souris invalidées pour la
télomérase (TR-/-) a révélé un fort taux d’apoptdes spermatocytes chez les males et
'apparition d’ovocytes aberrants chez les femetilas une fois fécondés, aboutissent a des
portées plus petites et des embryons porteurs diales du développement (Blasco et al.,
1997; Lee et al., 1998; Herrera et al., 1999; liwale 2002). En conclusion, le contrdle de

l'intégrité des télomeéres dans les cellules gertagpourrait contribuer a assurer la fertilité.
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1.1.3.3. Effet de position télomérigue

1.1.3.3.1. Rappels sur I'effet de position chromaisjpie

L’effet de position décrit une modification de lgession d’un géne par une altération
de son environnement chromosomique. Il peut coecgius largement la recombinaison ou
la cinétique de réplication. Il existe deux typésffdt de position chromosomique (CPE),
l'effet de position stable ou la multimérisation ude séquence induit le silence
transcriptionnel (Sturtevant, 1925), et l'effet gesition par variégation (PEV,Pbsition
Effect Variegatior) (Muller, 1930, 1932). Dans ce dernier cas, démrnangements
chromosomiques placent des génes euchromatinierssdds régions hétérochromatiniennes,
comme les régions péricentromériques par exempliedaisent l'inactivation de ces genes
par diffusion de I'hétérochromatine a partir durpiale cassura={gures 6a et 6B. Ce silence
transcriptionnel est alors héritable, inversememipgprtionnel a la distance par rapport au
point de cassure et stochastique car la diffuseteétérochromatine varie d’'une cellule a
l'autre, ce qui peut se manifester par un phénogypmosaique a I'échelle d’un tissu.

L’effet de position est un mécanisme complexe,afstisappel a des composants de
I'hétérochromatine, des enzymes de modification dstones, des protéines non histones et
des protéines de I'architecture nucléaire. La ézluégalement développé des processus pour
s’en protéger.

En effet, des régions de chromatine active et imacont souvent juxtaposées et leur
identité respective est parfois maintenue par taaants spécialisés tels que les insulateurs.
Ces éléments sont définis comme une classe dersgud’ADN qui possedent la propriété
commune de protéger les genes de signaux inap@soprbovenant de leur environnement
proche (West et al., 2002; Gaszner & Felsenfel@6200n en distingue classiquement deux
types, ceux de typeetihancer-blockinget ceux de type barriére de chromatine. Ces deux
activités peuvent co-exister dans certains insutafemais sont souvent découplées. Les
insulateurs énhancer-blocking sont capables d’interférer avec les interactiemhancer
promoteur quand ils sont placés entre les deux. ihssglateurs barriere de chromatine
protégent contre I'effet de position en empéchamirbpagation de I'hétérochromatine.
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d’hétérochromatinm—_—

effet de position

b
Proche m =
d’'un télomere

Télomérique

Figure 6: Les différents types d’effet de position

a : Expression d’'un géne dans une région euchroieatie
b : Répression par effet de position chromosomique

c : Répression par effet de position télomérique
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Chez les vertébrés, tous les insulateurs lientraéme CTCF (CCCTC binding
factor). Cette protéine, hautement conservée chezelicaryotes, est caractérisée par la
présence d’'un domaine central de liaison a ’'ADMposé de 11 doigts de zinc (Phillips &
Corces, 2009). De 14 000 a 29 000 sites CTCF endéntifies dans le génome humain dont
pres de la moitié sont en position intergéniques légions contenant des promoteurs
alternatifs sont enrichies en sites CTCF. Quatngivpourcent des sites CTCF possedent un
motif consensus de 11 a 15 pb mais une séquen&® @60 pb est nécessaire pour une
liaison plus stable. CTCF est capable de recomnaiitie vaste variété de séquences, peut
établir différentes interactions grace a différentembinaisons de ses doigts de zinc et est
susceptible de subir différentes modifications fieductionnelles. Ainsi CTCF se comporte
comme un facteur aux fonctions multiples. Il a @é€rit comme participant non seulement
aux fonctions d’insulation énhancer blockiny barriere de chromatine mais aussi
d’activation/ répression transcriptionnelle et tBiractions chromatiniennes a longue distance.
CTCF a notamment été impliqué dans I'inactivationctiromosome X, dans 'empreinte de
la région IGF2/ H19 en 11pl5 (Kurukuti et al., 2006) et dans le fauiement de
linsulateur 5’HS4 du locug-globine du poulet (Bell et al., 1999). CTCF adiraptamment
par la formation de boucles chromatiniennes etrgtieun role dans l'organisation de

I'architecture chromatinienne.

1.1.3.3.2. L'effet de position télomérique

L’effet de position télomérique (TPET&lomeric Position Effett est défini comme

la répression transcriptionnelle réversible de gesiriés a proximité des télomer&sg(re

6C). Bien que décrit initialement chez la drosophizehring et al., 1984), le TPE a été
extensivement étudié chez la lev@a&ccharomyces cerevisidee TPE a été mis en évidence
dans un modéle de levure ou le géne URA3 a étéduitr a 1,3 kb du télomére du bras
gauche du chromosome VII (VIIL) (Gottschling et 4990). Cette souche de levure était non
seulement capable de croitre sur des boites deéfsieen uracile mais montrait aussi une
résistance a l'acide 5-fluoro-orotique (5-FOA) (38#s colonies), une drogue convertie en
substance toxique par URA3, suggérant que le taxpression du gene URAS était réprimé
sous le seuil de toxicité du 5-FOA. Le TPE est réiée, stochastique, dépend de la distance

par rapport au télomére et implique des modificeti@les queues amino-terminales des
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histones. Les protéines impliquées dans le TPEdiffietentes de celles du PEV (Doheny et
al., 2008). Bien que plusieurs protéines puisseaduter le TPE chez la levure, seules
guelques-unes sont indispensables comme le comBiex8ilent Information Regulators Sir
2p, 3p, 4p), I'hétérodimere Ku (yKu70p, yKu80p) let domaine C terminal de Rapl
(Aparicio et al., 1991; Kyrion et al., 1992; Bouit& Jackson, 1998; Ottaviani et al., 2008)
qui forment un complexe répressif se propagears leesubtélomeére. Enfin, I'élongation des
télomeres renforce le TPE, probablement de facoonskire au recrutement concomitant de
facteurs répressifs. Par ailleurs, I'étude du TB&sdun contexte télomérique naturel a montré
gue sa force était extrémement variable, et étaiamment influencée par le type de
séquences subtélomériques (Pryde & Louis, 1999).

Chez 'Homme, I'existence du TPE a longtemps ététroversée (Bayne et al., 1994;
Sprung et al., 1996). Un premier indice a été agppar I'étude d’'une délétion terminale du
bras long du chromosome 22 (22qter) réparée paut'ae répétitions télomériquele novo
(“telomere healing (Ofir et al., 1999). Elle a mis en évidence wsynchronie de réplication
entre les extrémités des deux chromosomes 22, awec réplication plus tardive du
chromosome deélété, mais sans effet sur I'expresi@srgenes situés a 50 kb du télomére. Des
modeles cellulaires ont ensuite permis de démotigeistence du TPE (Baur et al., 2001;
Koering et al., 2002). Dans ces modeles, un gépgorteur (luciféraseeGFP) est inséré a
proximité d’'un télomere néoformé par le processeisftagmentation télomérique” (Farr et
al., 1992) dans des lignées de cellules cancérdusesines (Hela, C33-A). Le plasmide
linéaire contient un géne rapporteur adjacent aég&titions télomeriques (TTAGGG) de 1,6
kb. L’intégration du plasmide induit une cassureoamsomique suivie de I'extension de la
séquence télomérique par la télomérase et la darfeagment chromosomique distal natif.
Les deux études ont mis en évidence une dimingtable de I'expression du géne rapporteur
en localisation télomérique par rapport a une tiechromosomique aléatoire.

Les mécanismes mis en ceuvre dans le TPE chez I'tosumt encore mal connus.
Dans les modeles cellulaires, le traitement parinimbiteur des histones désacétylases
(HDAC), la trichostatine A (TSA) est responsableird augmentation de I'expression du
gene rapporteur, associee a un déplacement desna®id’hétérochromatine HP1 (Baur et
al., 2001; Koering et al., 2002) suggérant un a#s HDAC et de HP1. L'élongation des
télomeéres par la surexpression de hTERT s’accongpdm renforcement du TPE (Baur et
al., 2001). Cependant, ce résultat est discutéu(fgpet al., 1996; Ning et al., 2003). D’autres
arguments seraient plus en faveur de l'implicatitume modification de I'environnement

chromatinien télomérique. Une surexpression de T&Hfaine une augmentation transitoire
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de I'expression du gene rapporteur, sans modifidgaille des téloméres, probablement par
dérégulation de la chromatine. Enfin, le TPE egiedélant de la distance par rapport au
télomere. Il est significativement diminué au-dé&100 kb du télomére dans un modele de
cellules de carcinome vésical (Kulkarni et al., @01

Plus récemment, un modele murin a été développgé das cellules embryonnaires
souches (ES) puis des souris transgéniques issusssdellules ES (Pedram et al., 2006; Gao
et al., 2007). L’expression du gene rapporteupeasiellement réprimée dans les cellules ES,
mais complétement éteinte dans les tissus somatiqtides fibroblastes (MEF, “mouse
embryonic fibroblasts”) isolés a partir des souransgeéniques. Ce patron d’expression est
corrélé a une forte méthylation du géne rapportiurs les tissus somatiques, alors que la
méthylation est faible dans les cellules ES. Caman@ent a ce qui est observé chez 'Homme,
la TSA n’a aucun effet sur le TPE, mais la 5-azday, un agent démeéthylant, peut lever le
TPE chez la souris. Ainsi, il a été suggéré queike en place du TPE pourrait se dérouler en
deux temps avec une méthylation secondaire, vergarduiller la chromatine comme ce qui
est observé lors du processus d’inactivation darobbsome X.

Les roles du TPE ne sont pas clairement définispollirrait n’étre qu’un effet
secondaire lié a la conformation particuliéere deHeomatine des télomeres. Il pourrait jouer
un réle dans la sénescence et le vieillissement,mexdlifiant I'expression des génes
subtélomériques au fur et a mesure du raccourcesset@omeérique (Hernandez-Caballero et
al., 2009). Enfin, il pourrait intervenir dans Egulation de I'expression des genes au cours du

développement embryonnaire précoce (Gao et al7)200

1.1.4. Régulation épigénétique des télomeres

Les modifications épigénétiques désignent I'ensendiels modifications héritables du
phénotype secondaires a un mécanisme indépendénséguence primaire d’ADN. Les plus
connues sont la méthylation de I'ADN et les modifions de la chromatine mais d’autres
mécanismes comme, par exemple, les ARNs non codargacore la compartimentalisation
nucléaire en font partie. Ces modifications jouantréle majeur dans la régulation des

télomeres.
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1.1.4.1. La chromatine télomérique

La chromatine est composée de I'association d’ADMeeprotéines structurales, les
histones. Le nucléosome en est I'unité de basestlcomposé de 146 pb d’ADN enroulées
autour d'un octameére d’histones composé de deus-goités de H3, H4, H2A et H2B. Les
nucléosomes sont séparés par 20 a 50 pb d’ADNnimt&¥osomal (inker”) qui peut étre lié
par I'histone H1 qui induit un degré de compactsupplémentaire. L'extrémité amino-
terminale des histones dépasse du nucléosome tegtpeliobjet de modifications covalentes
post-traductionnelles  (phosphorylation, méthylation acétylation, ubiquitination,
sumoylation...). Ces modifications permettent de utmr des effecteurs qui interviennent
dans différentes voies biologiques. Ces modificetidéterminent le code histone (Strahl &
Allis, 2000). La chromatine est organisée en detxtsédistincts, I'euchromatine et
I’hétérochromatine. Chaque état est caractériséganiveau de compaction, le code histone,
la présence de variants d’histones, les modifioatabe I'ADN, I'association de protéines non
histones, la réplication et sa localisation sub&aick. L’euchromatine correspond a des
régions d’ADN peu condensées, transcriptionnelldnaetives et de réplication précoce en
phase S. L'hétérochromatine correspond a des regammpactées, silencieuses et de
réplication tardive. L’hétérochromatine constitetidéfinit des régions toujours condensées et
inactives, composees de séquences d’ADN répétéamedes régions péricentromériques
alors que I'hétérochromatine facultative désigne igions qui peuvent étre tantbt actives,
tantot inactives comme le chromosome X.

Bien que proche de I'hétérochromatine constitutiaestructure hétérochromatinienne
des extrémités chromosomiques est particuliere estaioes des caractéristigues de
I’hétérochromatine constitutive, comme l'aspectdsmsé, ne sont pas retrouvées au niveau
des téloméres.

La taille de 'ADN internucléosomal des télomeras @e 10 a 20 pb, soit de 20 a 40
pb inférieure a la moyenne (Tommerup et al., 1$9dano et al., 2008). Par ailleurs, I'histone
H1 est moins présente au niveau des régions téignesr (Parseghian et al., 2001) et 'ADN
télomérigue possede une moindre affinité pour dowre d’histones (Filesi et al., 2000).
Cette structure serait a I'origine d’'une moindrenpaction de la chromatine et permettrait
'accessibilité a d’autres complexes protéiquestamonent le télosome et les protéines
associées. D’ailleurs, les protéines du télosomengitraient de réguler cette organisation.
Une surexpression de TRF2 entraine une diminutiomate du nombre de nucléosome et une
augmentation de I'espace internucléosomal (Beeétél., 2008). De méme, TRF1 pourrait
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modifier la structure nucléosomale et induire uampaction de I'’ADN télomérique (Pisano
et al., 2010).

Bien que 'ADN télomérique ne puisse pas étre mlétldu fait de I'absence de
dinucléotide CpG, la chromatine télomérique portes dnarques d’hétérochromatine
caractérisées par un enrichissement en résiduseh&ide I'histone H3 (H3K9) di et tri-
méthylés (Garcia-Cao et al., 2004), en résidusi¢y80 de I'histone H4 (H4K20) triméthylés
(Gonzalo et al., 2005), en protéine HP1 (Koeringlet2002; Garcia-Cao et al., 2004) et un
appauvrissement en résidus d’histones H3 et H4ylését(Benetti et al., 2007). Ces
modifications sont mises en place par des enzympécifgjues. Les histones
méthyltransférases SUV39-H1 et SUV39-H2 triméthylées résidus H3K9. Ceux-Ci
permettent de recruter les protéines HP1. Les ipegéHP1 permettent a leur tour le
recrutement des histones méthyltransférases SUWA-2@t SUV4-20H2 qui sont
responsables de la triméthylation de H4K20. Lesames de la famille rétinoblastome (RB),
connues pour leur rble suppresseur de tumeur, pEmi€galement de stabiliser les histones
méthyltransférases SUV4-20H1 et SUV4-20H2 au téten{&chotta et al., 2004). Il faut
noter toutefois que ces enzymes agissent égalesnefd chromatine extra-télomérique. Plus
récemment, une histone désaceétylase de la fanafiestuines, SIRT6, a été identifiée. Elle
s’associe de fagon spécifique avec les télomerpsratet la désacétylation des résidus H3K9
et H3K56 (lysine 56 de I'histone H3) (Mischishit@dB). SIRT6 contribue & I'association de
I'hélicase WRN au télomere, une protéine nécessaleeréplication télomérique et dont les
mutations sont responsables du syndrome de Wektid ¢#277700), caractérisé par un
vieillissement prématuré et une prédisposition aancers (Tennen & Chua, 2011).
D’ailleurs, les souris déficientes en Sirt6 présantune pathologie de vieillissement
prématuré caractérisée par un déceés précoce assaae instabilité génomique et une
sensibilité aux radiations (Mostoslavsky et alQ&0

Des travaux chez la souris suggeéerent que la chinenglomérique interviendrait dans
le contrble de la taille des télomeres. Dans desléles murins, I'’hypométhylation des
histones est associée a des télomeres longs. &mn leffactivation de SUV39-H1 et SUV39-
H2 s’accompagne d’'une diminution de la triméthgatdes résidus H3K9, d'une diminution
de HP1 et d’'une élongation anormale des télomé&resnéme, l'invalidation des protéines de
la famille RB s’accompagne d’une perte de trimétigh des résidus H4K20 et de télomeres
anormalement longs (Garcia-Cao et al., 2004; Gonetlal., 2005). Réciproguement, dans
cette espece, la longueur des téloméres peut nttmda chromatine télomérique. Dans un

modele de souris déficientes en télomérased/-), Benetti et collaborateurs ont observé des
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télomeres raccourcis, I'apparition de marques dienrmatine associée a une diminution de la
triméthylation des résidus H3K9 et H4K20, une dimiion de HP1 et une augmentation de
I'acétylation de H3 et H4 (Benetti et al., 2007% telachement de la chromatine concomitant
au raccourcissement des téloméres pourrait expligu@activation de I'expression de génes
subtélomériques au cours du vieillissement et saraeffecteur de la régulation du TPE par
la longueur des télomeres.

En conclusion, les modifications de la chromati@erérique et I'allongement des

télomeres sont étroitement corégulés.

1.1.4.2. Les transcrits télomériques ou TERRAs

Du fait de leur structure hétérochromatinienne, t&l®meres ont longtemps été
considérés comme transcriptionnellement silencigugsgu'a la découverte récente des
transcrits télomériques ou TERRAS €lomeric repeat containing RNAsCes ARNSs ont été
décrits chez les mammiféres (Homme, rat, sourizéhn et al., 2007; Ho et al., 2008;
Schoeftner & Blasco, 2008), ainsi que chez la le@accharomyces cerevis)aguke et al.,
2008), le poisson-zebr®énio rerio) (Schoeftner & Blasco, 2008), les oiseaux (Sol@teall.,
1994) et le trypanosome (Rudenko & Van der Ploe§89). Leurs caractéristiques
commencent a peine a étre étudiées et de nombiseecta de leur biologie, synthése,
régulation et fonctions, ne sont pas encore élscidé

Chez 'Homme, les TERRAs sont de grands ARNs nodaots de localisation
nucléaire. lls sont transcrits a partir du brind€s régions subtélomériques vers les télomeres
(Azzalin et al., 2007; Schoeftner & Blasco, 200Bijg(re 7). lls forment un ensemble de
molécules de taille hétérogéne, allant de 100 basegb. La taille moyenne des répétitions
télomérigues (UUAGGG)n contenues dans les TERRAg@200 bases (100 a 400 bases).
La variabilit¢ de taille proviendrait donc de laariscription a travers les régions
subtélomériques (Porro et al., 2010).

La transcription des TERRAs est assurée par 'ARWN/mérase Il (Azzalin et al.,
2007; Schoeftner & Blasco, 2008), bien que la pgdiion d’autres polymérases ne soit pas
exclue. Elle est initiée dans les régions subtétamués, au niveau d’ilots de CpGs conserves
sur différents subtélomeres (Nergadze et al., 200@tat de méthylation de ces filots est
corrélé au niveau d’expression des TERRAs. En dffetioubleknock-out(KO) des génes
codant pour les ADN-méthyltransférases DNMT1 et DN8 ainsi que le traitement des
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cellules par la 5-azacytidine s’accompagnent d'ymete de méthylation et dune
augmentation des TERRAs (Nergadze et al.,, 2009).ni8ee, les patients atteints du
syndrome ICF (Immunodéficience, instabilité Centéoigue, anomalies Faciales, MIM
#242860), secondaire a une mutation du d@N&T3bentrainant une démeéthylation globale
du génome, présentent un niveau élevé de TERRAskel et al., 2008; Deng et al., 2010).
Ainsi, la méthylation de I’ADN des régions subtélenmgues serait un élément de régulation

des TERRAS.

Figure 7: Les transcrits télomériques(d'aprés Feuerhahn et al., 2010)

Les ARNs TERRAs sont de grands ARNs non-codantst @otrarscription est initiée a
niveau d'ildts de CpGs dans les régions subtélamués et s'étend a travers les répétit
télomériques. Les TERRAs possédent une coiffe hyhgianosine (fG) et 7 & 10 ¢
d’entre eux sont polyadénylés.
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Les TERRASs sont exclusivement nucléaires. lls sapables de former des foyers
(Azzalin et al., 2007; Schoeftner & Blasco, 2008) ¢plocalisent avec les télomeres dans les
noyaux interphasiques et sont présents a l'extééndiégs chromosomes métaphasiques
(Azzalin et al., 2007). Tous les TERRAs possedem coiffe 7-méthylguanosine (Porro et
al., 2010). Sept a dix pourcent d’entre eux somfguenylés (poly-A+) (Azzalin et al., 2007;
Porro et al., 2010), ce qui définit deux sous-pafiohs aux propriétés biologiques
différentes. Les TERRAs poly-A+ sont plus stabkgec une demi-vie de 8h, se terminent
soit en UUA-3’ soit en GGU-3’ et sont essentiellemeucléoplasmiques. Les TERRASs poly-
A- ont une demi-vie plus courte de 3h et se termtimm UUAGG-3'. Soixante pourcent des
TERRASs poly-A- sont nucléoplasmiques et 40% sosbeags a la chromatine, suggérant un
réle spécifique des TERRAs poly-A- dans I'assemblag la régulation de la chromatine
télomérigue (Azzalin et al., 2007; Schoeftner &®la, 2008; Porro et al., 2010).

Peu d’éléments sont connus concernant la réguldgsriranscrits télomériques. Chez
la levure, les TERRASs sont dégradés par I'enzymé@raine exonucléase 5'-3’ (Luke et al.,
2008). A noter que la présence de transcrits ams-nommeés “ARRET” a été mise en
évidence dans cette espece. Chez 'Homme, I'exipreses TERRAS est régulée au cours du
cycle cellulaire avec le niveau le plus élevé easghG1l précoce et le plus bas en phase S
tardive (Porro et al., 2010). Les protéines SM&u@pressors with Morphogenetic defects in
Genitalid) UPF1, EST1A et SMG1, impliquées dans le mécanisim dégradation des ARNs
non-sens (on-sense mediated RNA de¢cdyMD), sont capables de déplacer les TERRAs
des télomeres. Une invalidation des génes codamt pes protéines s’accompagne d’'une
augmentation du nombre de foyers TERRASs sans augtimmapparente ni de leur demi-vie
ni de leur taux total (Azzalin et al., 2007).

Les TERRASs pourraient intervenir dans de nombraoxgssus comme le maintien de
la chromatine télomérique, la régulation de lart@oase et la différenciation cellulaire. Tout
d’abord, les TERRASs sont importants pour stabillssrtéloméres puisque leur déplétion par
interféerence a 'ARN (RNAI) entraine une augmematides marques de dysfonctions
télomériques (TIFs et anomalies télomériques meésigbes), une modification de la
chromatine télomérique (diminution de la diméthglatdes résidus H3K9) et une diminution
de la prolifération cellulaire (Deng et al., 2002es TERRAs sont d’ailleurs associés a
diverses protéines du télomére comme TRF1, TRF8yskerine, mais aussi des protéines
comme ORC1, ORC2, ORC4, EBNA1, MECP?2 et des presde réponse aux dommages a
'ADN (Deng et al., 2009). L'interaction entre TREEL TERRASs permettrait de réguler leur
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transcription par I'ARN polymérase Il (SchoeftnerBasco, 2008; Deng et al., 2009). La
surexpression de TRF2 s’accompagne d’'une diminudes TERRAs (Benetti et al., 2008).
Les TERRAs permettraient de maintenir I'hnétérocratine télomérique, notamment la
triméthylation des résidus H3K9 et I'associaitonHeL, par I'intermédiaire d’une interaction
avec les protéines TRF2 et ORCL1. Par ailleurs,augenentation des TERRAsS a été mises en
évidence dans des cellules déficitaires en histogéhyltransférases Suv39h et Suv4-20h
(Schoeftner & Blasco, 2008). La protéine MLL, unsténe méthyltransférase (résidu H3K4),
associée entre autre a I'hétérochromatine télomeérigermettrait de réguler I'expression des
TERRAs (Caslini et al., 2009). En effet, la dimioatde MLL, soit par invalidation (SiRNA)
soit secondaire au raccourcissement télomériquecaus du vieillissement cellulaire,
s’accompagne d’'une diminution de la méthylation desdus H3K4 télomériques et d’'une
diminution de la transcription des TERRAs. Cetteeyymourrait &tre impliquée dans la réponse
cellulaire aux dommages de I’ADN mise en jeu lang@ccourcissement télomérique (Caslini
et al., 2009).

Ensuite, il a été constaté que les TERRAs sont gghamdants sur les télomeéres longs
(Schoeftner & Blasco, 2008) et qu’ils pourraienttiggper a la régulation de la taille des
télomeres. L'association des TERRAs avec la télasela d’ailleurs été démontriéevitro
(Schoeftner & Blasco, 2008) et vivo (Redon et al., 2010). Les TERRAs sont non seulémen
capables de se lier a la composante ARN hTR, essagfi comme compétiteur, mais aussi sur
la composante transcriptase inverse hTERT, et dagda indépendante de la queue poly-A.
L’activité télomérase est inhibée par les TERRAsvitro. Les TERRAs pourraient donc
participer a une boucle de rétrocontrdle négatifilsuinhiberaient la télomérase sur les
télomeres les plus longs. Cette activité seraé &€la capacité des TERRAs a former des
structures G-quadruplex et des hybrides ARN-ADN €Xal., 2010). De plus, il a été suggéré
gue les TERRAs participeraient a la régulation derdplication des télomeéres et a la
formation du complexe télosome (Flynn et al., 2011)

Enfin, les TERRAs sont capables de former des &owger niveau des bras longs des
gonosomes Xg/Yq. Dans les cellules ES, murinesugtdines, deux foyers de TERRAs sont
présents. Au cours de la différenciation, un seykf est visible, soit sur le bras long du
chromosome Y (Yq) (cellules XY) soit sur le brasigodu chromosome X (Xq) inactif
(cellules XX) (Zhang et al., 2009). La méme étudmia en évidence une augmentation du
taux de TERRAs dans différentes situations, come® dnomalies du comptage des

chromosomes X, lirradiation des cellules ou l'atis® de Dicer (machinerie de RNAI)
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(Zhang et al., 2009), ouvrant des pistes de reblkesar le role des TERRAs au cours de la

différenciation cellulaire, de la réponse au stetsde la voie d’'interférence a I’ARN.

1.1.4.3. Compartimentalisation nucléaire

1.1.4.3.1. Organisation tridimensionnelle des té&oes dans le noyau

L’arrangement spatial tridimensionnel des fibres cleromatine dans I'espace
nucléaire est une notion qui est apparue au débdx siecle (Boveri, 1909) mais qui n'a
pu étre pleinement développée que plus tard aw@dement de I'hybridatiom situ en
fluorescence (FISH) (notamment des peintures chsomaues) et les techniques de
microscopie en trois dimensions (3D) (Cremer ¢t24108).

Dans le noyau interphasique, I'organisation de lesdee territoire chromosomique
(Figure 8a). Celui-ci est composé de repliement de fibresortatiniennes qui seraient
rattachées a la matrice nucléaire, un réseau rdb@oprotéique parcourant 'ensemble du
noyau, par des seéquences d’attachement dénommirSRS/(Cremer & Cremer, 2001;
Nickerson, 2001). Cependant, I'organisation exaet® territoires chromosomiques de méme
gue la notion de matrice nucléaire sont encorettiédsa L'unité de base serait un domaine
chromatinien d’environ 1 Mb, correspondant a degeffe réplicatifs pendant la phase S
(Jackson & Pombo, 1998; Ma et al., 1998). Pourtdém il s’agirait plutét de petites boucles
de chromatine de 50 a 200 kb appelées rosettesk@ien al., 1999), ou encore de boucles
géantes de plusieurs mégabases séparées par aess rdg 200 kb @iant loop modé)
(Sachs et al., 1995). Differents modeles architacixiont également été proposeés (Chubb &
Bickmore, 2003; Dehghani et al.,, 2005; Branco & Bom2006), comme le modele du
territoire chromosomique-compartiment interchromata (Cremer et al., 2006figure 8b).

Le territoire chromosomique ressemble a une épdrayersée par un réseau continu de
canaux et de lacunes, le compartiment interchromeati Ce dernier correspond a un réseau
ribonucléoprotéique qui débute au niveau des pouetaires et s’étend entre les différents
territoires chromosomiques et l'intérieur de ceux®Rouquette et al., 2009). Les génes
activement transcrits sont exposés directementatact de I'espace interchromatinien soit

en bordure du territoire chromosomique, soit adireur de celui-ci (Verschure et al., 1999;

Volpi et al., 2000; Mahy et al., 2002a; Mahy et 2002b; Kupper et al., 2007).
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Figure 8 : Organisation tridimensionnelle du noyau

a : Détection simultanée des chromosomes dans dgaur de fibroblastes humai
(gauche) et en prométaphase (droite) (d'apres Cr&n@remer, 2010) Chaque territoir
chromosomique et chromosome prométaphasique estsepié en fausse couleur et
annoté par son nNuMero.

b : Modeéle darchitecture nucléaire territoire ama@somique (CTEompartimen
interchromatinien (IC) (d'apres Cremer & Cremerl@0 Les genes (ronds gris) st
transcrits en périphérie des CT (machinerie trapennelle en blanc). L'épissage a |i
au niveau de foyers spécifiquapécklé.

c : Lamina nucléaire (NL) et ses interactions deegénomdd'apres Kind & van Steens
2010) NPC : complexe de pore nucléaire; ONM : membraneéaire externe, INM
membrane nucléaire interne. L@p2Emerin, LBR, MANL1 : protéines associées ¢
lamina. BAF: protéine associée a la chromatine. La chromatisgociée a NL e
transcriptionnellement inactive (enrichissementH3K9me2 et H3K27me3). La bordu
de certaiens LADs est limitée par des si@®ECF. Le domaine LEM est un doma
présent sur certaines protétines de la INM. 37




Chaque chromosome, et méme chaque bras chromosynogaupe un territoire
distinct (Dietzel et al., 1998). La dynamique dectaomatine en interphase étant limitée
(Chubb et al., 2002), la stabilité d’un territogleromosomique une fois établie en interphase
dure jusqu’a la mitose suivante (Walter et al., D0ette propriété est conservée et non
aléatoire (Cremer & Cremer, 2001). Cependant,lg varier en fonction des especes et des
types cellulaires étudiés. Ainsi, établir une relatentre I'organisation nucléaire et sa
fonction peut s’avérer difficile. De nombreux partrmes ont été mis en rapport avec la
position nucléaire comme l'activité transcriptioheg la cinétique de réplication ou le
contenu en GC (Goetze et al., 2007a; Grasser, &0418; Hepperger et al., 2008).

L’organisation tridimensionnelle des territoires@mmnosomiques semble corrélée a la
densité en genes (Croft et al.,, 1999; Boyle et2001; Murmann et al., 2005). Ainsi, le
chromosome 19 riche en géne est localisé versngecdu noyau alors que le chromosome
18, pauvre en genes, est localisé vers l'envelappeéaire. De méme a I'échelle d’'un
territoire, les fidges' (région génomique contigué d’environ 80 genesspdant une activité
transcriptionnelle globale élevée) sont localisésyniere plus interne que leanti-ridges,
qui seraient plus périphériques (Goetze et al.,7BRO0En revanche, la corrélation entre
activité transcriptionnelle d'un géne et positioncléaire est plus débattue (Gilbert et al.,
2004). Le repositionnement du ger&FTR a été observé en fonction de son état
transcriptionnel. Il serait périphérique dans leButes ou il n’est pas exprimé et plus central
dans les cellules ou il est actif (Zink et al., 2D0 Par ailleurs, I'observation
d’hétérochromatine et de genes silencieux a lapbérie nucléaire a renforcé le concept selon
lequel la périphérie nucléaire est un environnemiéptessif pour la transcription et que
l'intérieur du noyau est plus favorable a I'actévitanscriptionnelle (Schneider & Grosschedl,
2007). Toutefois, il n’est pas établi si la positipériphérigue est la cause ou la conséquence
de I'activité d’'un gene. De plus, il est apparu tpupériphérie nucléaire est un compartiment
complexe ou genes actifs et inactifs peuvent &seaés (Akhtar & Gasser, 2007; Kumaran
& Spector, 2008; Deniaud & Bickmore, 2009; Luo let 2009).

La localisation des télomeres dans le noyau esblaren fonction des espéces. Chez
la levure, les 32 téloméres sont regroupés en Zayd¥s associés a I'enveloppe nucléaire
(Gotta et al., 1996). Chez la souris, les télomeaad localisés plutdt en périphérie. Chez
’'Homme, la localisation varie en fonction du typellulaire. Les téloméres sont regroupés a
la périphérie nucléaire dans les spermatozoiddsr{Zey et al., 1995) alors qu’ils sont plutét

internes dans les lymphocytes et les cellules Helderus et al., 1996; Weierich et al., 2003).
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La formation de foyers est plus fréquente danscldhkiles en GO que dans les cellules
réplicatives (Nagele et al., 2001; Weierich et aDP3). Certains télomeres présentent un
comportement différent comme le télomére du brag kdu chromosome 4 (4qter), impliqué
dans la myopathie facio-scapulo-humérale, quicestlisé a la périphérie du noyau (Masny et

al., 2004; Tam et al., 2004), ce qui pourrait lomi&rer des propriétés particuliéres.

1.1.4.3.2. Role de la périphérie nucléaire

La périphérie nucléaire est un environnement pdrtic Le noyau est délimité par une
membrane nucléaire composée d’'une bicouche phapphgle entrecoupée de complexes
de pores nucléaires qui permettent les échangesaurmptoplasme. La surface
nucléoplasmique de la membrane nucléaire interh@éeesuverte d’'un réseau filamenteux
appelé lamina nucléaireFigure 8c). Celle-ci est étroitement associée a la membrane
nucléaire interne et rattachée a la périphérielgmcomplexes de pore nucléaire. La lamina
nucléaire est composée de deux types de filamategsmédiaires de type V spécialisés, les
lamines de type A et de type B. Les lamines posgede domaine central alpha-hélice
entouré de deux domaines globulaires. Le domaingalepermet de former des diméres de
lamines qui s’assemblent ensuite en chaine puisieior un feuillet d’orientation anti-
parallele. Les lamines de type B sont codées pax denes I(MNB1 et LMNB2) et sont
exprimées dans toutes les cellules. Les laminegypke A sont codées par un seul géne,
LMNA, dont I'expression génere une pré-lamine qui sules modifications post-
traductionnelles comprenant farnésylation, métiytatet clivage et est a l'origine des
lamines A, C, A10 et C2. Les lamines A sont exprimées uniquemants des cellules
différenciées. Les lamines peuvent interagir aveaambreuses protéines dont certaines font
partie de la membrane nucléaire interne. Les iotiras entre les lamines et la chromatine
peuvent étre soit directes avec les histones (Ruetulal., 2008), soit indirectes par
lintermédiaire de facteurs de transcription (RREBP1, MOK2, cFos) ou par l'interaction
entre des protéines associées a la lamina et désirmes associées a la chromatine (LAP2-
emerin-MAN1 et BAF, LBR et HP1). Les lamines formeygalement un réseau dans le
nucléoplasme, qui pourrait intervenir dans la pécdition cellulaire, linitiation de la
réplication et I'épissage des ARNs (Dechat et24l08).

Les lamines jouent un rble structurel pour I'enpgle nucléaire et permettent la

transduction de signaux entre le nucléoplasme eytleplasme grace a l'interaction avec les
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protéines de la membrane nucléaire et du cytosti@el8tarr, 2009). De plus, la lamina
nucléaire participe a I'organisation de la chromainterphasique, la réplication de I'ADN, la
transcription, la prolifération cellulaire, la défienciation et la réparation de 'ADN (Dechat et
al., 2008). Cette multifonctionnalité est liée ait fiue la lamina nucléaire est une structure
non uniforme, dont les composants peuvent avoiémdintes fonctions. Les pores nucléaires
sont capables d'interagir avec I'euchromatine et denes actifs (Gilbert & Ramsahoye,
2005; Menon et al., 2005; Kalverda et al., 201@). &lleurs, les lamines de type B seraient
plutét associées a I'hétérochromatine et aux régsilencieuses, alors que les lamines de type
A seraient associées a des regions d’euchromathesren gene (Shimi et al., 2008). Ceci
expliquerait les résultats parfois discordants deascorrélations entre localisation nucléaire
et expression génique (Luo et al., 2009). Récemmene -cartographie des régions
d’interaction entre la lamine B1 et 'ADN a été ldta dans des cellules humaines par la
technique damlID (technique basée sur la méthylatesnadénines des seéquences d’ADN qui
interagissent avec une protéine d’'intérét, ici Emine B1, fusionnée avec I'enzyme dam
DNA adenyl transférase) (Guelen et al., 2008). Bllpermis d’identifier 1 300 domaines
associés a la lamina (LADs), soit environ 40% doogée. Ces domaines sont de relativement
grandes tailles de 0,1 a 10 Mb (553 kb en moyeanednt pauvres en genes. Les genes des
LADs sont 5 a 10 fois moins actifs que ceux quisnat pas associés a la lamina et sont
dépourvus des marques de transcription active ifpéigse |l et diméthylation des résidus
H3K4). Les LADs sont par ailleurs enrichis en résidH3K27 triméthylés et H3K9
diméthylés et pauvres en histones acétylés, coblpsitavec un environnement chromatinien
répressif. L'interaction LAD-lamina pourrait étreédiée par la liaison de la lamine B1 avec
le facteur Octl dont les sites sont enrichis dard ADs. La transition avec les régions non-
LADs est brutale sur environ 10 kb. Trois marquiss les 5 a 10 kb a I'extérieur des LADs,
signalent préférentiellement ces frontiéres : laspnce du site de liaison de la protéine
insulatrice CTCF, l'augmentation de la densité denmteurs orientés vers I'extérieur du
LAD (associée a une augmentation de la polymérase des résidus H3K4 diméthylés) et
I'enrichissement en ilots de CpGs. Ainsi les LAD=mettraient de structurer I'organisation
de domaines chromosomiques dans le noyau.

Enfin, les mutations constitutionnelles des lamidestype A (plus de 250) sont
responsables d’'un ensemble de pathologies appkléesopathies. Elles regroupent des
pathologies variées comme des dystrophies musesjales lipodystrophies, des neuropathies
périphériques et des syndromes de vieillissemenhaturé dont le plus connu est la progéria

de Hutchinson-Gilford (Worman et al., 2009). Leywsncipales caractéristiques cliniques
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sont résumeées danstibleau I. Au niveau cellulaire, I'architecture nucléaird perturbée
avec des noyaux irréguliers, des hernies de I'empga nucléaire, une perte des lamines de
type B, des anomalies des pores nucléaires et @loeaiisation de I'émerine. Une perte
d’hétérochromatine périphérique, des anomalies alanéthylation des histones et des
anomalies de localisation des territoires chromagoas (Goldman et al., 2004; Galiova et
al., 2008) sont également observées. La localisaigbnucléaire, la taille et la structure
chromatinienne des téloméres sont également pédsrlindiquant un réle important des
lamines de type A dans la biologie des télomerdis@pp et al., 1992; Huang et al., 2008;
Raz et al., 2008).
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Maladie

Dystrophie musculaire

Dystrophie musculaire d'Emery—Dreyfusl

Cardiomyopathie dilatée 1A

Dystrophie musculaire des ceintures LGMD1B

Dystrophie musculaire congénitale

Syndrome main-coeur

Lipodystrophie

Lipodystrophie partielle familiale de Dunnigan
(FPLD2)

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

Dysplasie mandibulo-acrale?

Neuropathie périphérique

Maladie de Charcot-Marie-Tooth 2B1

Syndrome de vieillissement prématuré

Progéria de Hutchinson-Gilford

Syndrome de Werner atypique

Transmission

AD/AR

AD

AD

AD

AD

AD

AD

AR

AR

AD

AD

OMIM

#181350

#115200

#159001

#613205

#610140

#151660

*150330

#248370

#605588

#176670

*150330

Phénotype

Contractures musculaires, faiblesse musculaire, troubles du rythme et
de la conduction cardiaque, cardiomyopahie

Cardiomyopathie

Faiblesse musculaire des membres et des ceintures, cardiomyopathie
dilatée

Atteinte musculaire diffuse dans la 1ére année de vie,
cardiomyopathie

Brachydactylie mains et pieds, cardiomyopathie

Perte du tissu adipeux périphérique, insulinorésistance, diabéte,
hypertriglycéridémie, stéatose hépatique

Perte générale du tissu adipeux, diabéte insulino-résistant, stéatose
hépatique, cardiomyopathie hypertrophique, papules disséminées

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

Faiblesse et aréflexie des membres inférieurs

Vieillissement prématuré, retard de croissance, micrognathie,
diminution du tissu adipeux sous-cutané, ostéoporose, pathologie
vasculaire occlusive précoce

Vieillissement prématuré, petite taille, cataracte, sclérodermie,
ostéoporose, pathologie vasculaire

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

Tableau | : Principales maladies dues a une mutatiodu géneLMNA (laminopathies)

(d'apres Worman et al., 2009)
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Cette premiere partie n’a pas pour but d’étre estiael mais elle permet de rappeler la
place fondamentale des télomeres dans ’homéostekhigaire et la stabilité du génome ainsi
gue de présenter certains éléments clés de leufatég. Dans de nombreux aspects, la
physiologie des téloméres est étroitement liee sdquences qui leurs sont immédiatement
adjacentes, les séquences subtélomériques, sdiésemfluencant, soit en subissant leur
influence en retour. Nous détaillerons, dans laosge partie de cette introduction, ces

régions dont les connaissances sur la structues &nctions sont en plein développement.
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1.2. Les subtélomeres

1.2.1. Définition

Les subtélomeéres sont définis comme les régiongrassition entre les séquences
chromosomiques spécifiques et les répétitions télmues terminales (TTAGGG)n (Mefford
& Trask, 2002)(Figure 1). Donner une définition plus précise est difficdar ces régions
sont extrémement dynamiques et variables. Elles somposées d’'un patchwork de
séquences s’étendant sur une distance de 8 kb kb3&fviron (Riethman et al., 2001) et sont
particulierement riches en duplications segmerdajoel duplicons), qui sont des segments
d’ADN génomique répétés d’au moins 1 kb de longetplus de 90% de similarité de
séquence. Les duplications segmentaires subtélgnes; encore appelées répétitions
subtélomériques, représentent 25% des 500 kb Issdistaux et 80% des 100 kb les plus
distaux des chromosomes (Riethman et al., 2004)faidwde la présence de ces séquences
répétées et de la grande variabilité alléliquajehitification et le clonage des séquences
subtélomériques a éteé tardif, particulieremenidié et n’est pas encore complet. De plus la
sous-représentation de ces séquences dans lesebadguBACs (Bacterial Atrtificial
Chromosome chromosome artificiel de bactérie) qui ont pesr@ séquencage du génome a
nécessité la mise au point de techniques spéc#figoenme la production de demi-YACs

(“Yeast Artificial Chromosomiechromosome artificiel de levure) (Riethman ef 2001).

1.2.2. Structure des subtélomeres

Les subtélomeres sont composés d’'un patchwork gigesées hautement évolutives
et dynamiques. Les extrémités chromosomiques somiposées (dans le sens telomére-
centromere) des répétitions (TTAGGG)n terminalesv/issi par la région subterminale

(<25kb) puis par la région subtélomeérique étendietfiman, 2008b, a).
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Figure 9 : Structure des régions subtélomérigues

a : Représentation schématique d’une région chromiggie subterminale (d’apres Riethman, 2008a). BEXtéé3’ sortante

(rouge) et repetitions teélomériques (noir); (TTAGBGIEégénérées (noir et gris), séquence TAR1 (resg)liences Srpt ou
spécifiqgue des chromosomes (bleu), transcrits krb&iques (fleche verte).

b : Exemple d’organisation des séquences dangdiffe subtélomeres (d’aprés Riethman, 2008b) : GG&)n dégenerées
(fleche noire), Srpt (bleu), duplicons subtéloméeisj@vert), séquence spécifique (jaune), régionséguiencée (gap) (rose).

¢ : Exemple de variations structurales d’'un ménige&doamere (d’apres Riethman, 2008b). Séquencefgpezijaune), variant

de séquences spécifiques (jaune hachuré), répétgiagbtélomeriques (en couleur).
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La région subterminale comprend des répétitionoométiques (TTAGGG)n
dégeénérees, des séquences de type TAR1, qui sensédgiences satellites de 0 a 2 kb
présentes dans les 2 kb adjacents aux répéti@mmériques (Brown et al., 1990) et enfin
soit des séquences d’ADN spécifiques des chromas@mecopie unique (téloméres 7q, 84,
11q, 129, 18q, Xp/Yp), soit une des six familles diglicons subterminaux (Srpt A a F)
(télomeres 2p, 4p, 9p, 10q, 17p, 18p) (Ambrosinalet 2007) Figure 9d). Les duplicons
subterminaux peuvent avoir des copies subterminal@stélomériques ou a l'intérieur du
génome. Certains de ces blocs contiennent des ,géoresne la famille des genes WASH,
dont I'expression est susceptible d’étre directenadfiectée par la structure des télomeres (8
1.2.3.1)).

Les régions subtélomériques étendues sont tregblesi dans leur taille, leur séquence
et leur organisation Higure 9b). Elles peuvent contenir des répétitions télomesi
dégénérées, des duplicons Srpt, d'autres duplicatisegmentaires et des séquences
spécifigues de chromosome (Ambrosini et al., 2008.plus, les régions subtélomériques
sont enrichies en flots de CpGs (séquence copiiani47,9%; Srpt : 44% ; duplicons 43 % ;
génome 41,6%) (Riethman et al., 2004). Les ségseimmmédiatement centromériques aux
flots de CpGs subterminaux sont enrichies en §I#&SF, suggérant la présence de frontiéres
chromatiniennes (Riethman, 2008b). Les répétitidisAGGG)n internes sont 25 fois plus
fréequentes dans les régions subtélomériques que ldareste du genome. Elles sont plus
longues, de 150 a 200 pb en moyenne (maximum 8R2&pplus conservées que dans le reste
du génome, reflétant soit un événement de propagaécent soit une forte pression de
sélection. Elles sont orientées vers les télomeéresincident avec la frontiére des duplicons.
Les duplications segmentaires subtélomériques généralement plus grandes et plus
nombreuses. Certaines sont spécifiques des sultéemd’autres sont plus répandues. En
effet, 1151 blocs subtélomériques, dont 461 exatusent subtélomériques, ont été recensés
(Ambrosini et al., 2007). La densité en duplicosstees variable d’un subtélomere a un autre.
Des délétions et insertions d’ADN en copie unigoeagalement été décrites.

Du fait des grandes disparités alléliques, lesorégsubtélomériques ont été parmi les
premiers CNV (variation du nombre de copies) migeidence (Redon et al., 200&)idure
90). Un exemple extréme est celui du bras court darabsome 16, ou la différence de taille
entre le plus petit et le plus grand alléle es2@ie kb (Wilkie et al., 1991).

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

duplicons dont les subtélomeres sont les objetsef@ample, le bloc 7501 est présent en une
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seule copie chez les primates non humains maisaeft1/copies chez 'Homme. Il est porté
par les extrémités 3qter, 15qgter et 19pter maiudmg d’'autres combinaisons ont été
décrites en fonction de I'origine géographique. idlagstre une dynamique constante et une
evolution récente (Mefford & Trask, 2002). Il a &stime, en effet, que 49% des séquences
subtélomériques ont été géenérées apres la divergdomme-chimpanzé (Linardopoulou et
al., 2005). La formation des subtélomeres provigihdde translocations impliquant
I'extrémité des chromosomes suivies de la transarisd’'un complément déséquilibré a la
descendance. La présence d'un polymorphisme segiremqrédisposerait a de nouveaux
réarrangements qui seraient a l'origine de nouveaslymorphismes (Linardopoulou et al.,
2005) Figure 10). Le mécanisme majeur impliqgué dans ces réarraneges est le NHEJ
(92%) alors que la recombinaison homologue nonriglié (“Non Allelic Homologous
Recombinatioh NAHR) n’interviendrait que rarement (8% des célsinardopoulou et al.,
2005). L’évolution des blocs chromosomiques n'estalpas indépendante mais est marquée

par de constantes interactions entre les chromasome
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Figure 10 : Dynamiguedes régions subtélomérigues : Génération de polymgphisme
segmentaire par translocationgd'apres Linardopoulou et al., 2005)

a : Une duplication/délétion terminale peut survelirs de la transmission d't
chromosome dérivé de translocation et de son hajuelmtact a la descendance (c).

b : Une duplication/délétion segmentaire peut suirvdors d'un échange entre |
chromosomes transloqués.

d et e : Les polymorphismes segmentaires peuventisgr d’'autresarrangements p
I'intermédiaire de translocations entre régions blmgues (d) ou non-homologues (e).

f et g : Des transferts de séquences homologueipraques ou non, sont alors possil
entre les différents chromosomes généres (I'agiggigndique les variants de séquences).
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1.2.3. Rble des subtélomeéres
Les fonctions des régions subtélomériques sontrermeu connues et assez difficiles

a appréhender chez 'Homme. Les subtélomeres oitirépligués dans l'adaptation

environnementale, la régulation du TPE et |la redgoaibon télomérique.

1.2.3.1. Transcrits et genes subtélomériques

Les régions subtélomériques sont plus riches ersdrids (54 transcrits/Mb) que la
moyenne du génome (43 transcrits /Mb). Plus de(lttdhscrits ont été identifiés, certains
issus de I'’ADN en copie unique, d’autres des dupiléc(Riethman et al., 2004). Parmi ces
transcrits se trouvent les TERRASs dont la transiompest initiée au niveau des subtélomeres
et qui incluent une partie plus ou moins importashteséquence subtélomérique (81.1.4.2.).
Par ailleurs, de nombreux pseudogenes sont prédantsles subtélomeéres, mais certaines
familles possedent au moins une copie fonctionnelle

Les régions subterminales contiennent les g&Ri23A7P DEAD/H, DDXIIL (Costa
et al., 2009) et la famille des gen®#ASH (“Wiscott-Aldrich syndrome protein and Scar
homolod) (Riethman et al., 2004). L'extrémité 3’ des ge™ASH se termine dans les 5 kb
avant le télomere. Il existe une forme courte, uaigent subterminale et une forme longue
qui commence pres d'llots de CpGs situés a 20 kkéltumere. Cette ancienne famille est
conservée au cours de I'évolution et est méme pedisable & la survie chBz melanogaster
(Linardopoulou et al., 2007). Les produits de ceéseg participent a I'organisation du
cytosquelette, la transduction du signal et la lagmn de la polymérisation de l'actine
(Millard et al., 2004; Takenawa & Suetsugu, 200@maguchi & Condeelis, 2007).

Les transcrits subtélomériques comprennent dedlésntie genes codant par exemple
pour les chaines lourdes d’immunoglobulines, lesepteurs olfactifs (OR), lea et B-
défensines et des protéines en doigts de zinc, e#si des genes uniques comme le
récepteur a l'interleukine 9LOR) ou DUX4 (Riethman et al., 2004). Les genes dest 3-
défensines codent pour des peptides cationiquessg@ast une activité anti-microbienne, anti-
fongique et anti-virale (Ganz, 2003) dont les véiess du nombre de copies (CNVs) ont été
associées a des pathologies dysimmunitaires coremeplis érythémateux disséminég, la

49



maladie de Crohn et le psoriasis (Bennett et 8032 Ishii et al., 2005; Fellermann et al.,
2006; Hollox et al., 2008). Les récepteurs olfactbnt une des grandes familles du génome
incluant 400 géenes et pseudogénes (Glusman e20dl1; Niimura & Nei, 2007). Chaque
neurone de I'épithélium olfactif exprime un sedel d’'un seul gene OR et les axones des
neurones exprimant le méme gene convergent dabsllie olfactif. La combinaison des
différents OR permet la détection de millions demtfues. Des locis OR sont impliqués dans
des remaniements génomiques récurrents. Par exeplextrémité du bras court du
chromosome 8 (8pter), la recombinaison inégaleeedéux groupes d’OR est a l'origine
d’inversion-duplication, de marqueur surnumérate, délétion interstitielle et d’inversion
submicroscopique (Giglio et al., 2001; Cicconelgt2906).

Dans d’autres espéces, la localisation subtélomérnigs genes permet une adaptation
a I'environnement. Chez la levure, les subtéloméoggiennent une famille de genes dont les
produits permettent d’utiliser différentes sourags carbone (SUC codant pour fa
fructofuranosidase, MAL pourd-glucosidase et MEL pourd--galactosidase) (Charron &
Michels, 1988; Naumov et al., 1990). Les subtélaséleP. falciparumregroupent la plupart
des membres des genes var, codant pour I'antigeneudace APfEMP-1. La dynamique
subtélomérique permet de générer une diversitégdass et d’adapter la réponse a I'héte
(Freitas-Junior et al., 2000).

Chez 'Homme, le remaniement constant des télomgoasrait également contribuer
a I'apparition de nouveaux genes, les genes dugsigwoluant par mutations successives soit
vers une sur-spécialisation, soit vers une nouveliietion, et permerttrait ainsi I'adaptation a
de nouvelles conditions environnementales. Paguadl la proximité des télomeres place les
géenes subtélomériques sous l'influence directe B& T181.2.3.2), qui pourrait également
réguler la réponse aux stimuli environnementaux régions subtélomériques étant riches en

genes de 'immunité et de la réponse inflammatoire.

1.2.3.2. Subtélomeéres et effet de position télonuéri

La structure hétérochromatinienne des télomeregrgiéplus ou moins loin sur la
région subtélomérique, notamment la triméthylatides résidus H3K9 et H4K20,
'enrichissement en protéine HP1 et le faible talecétylation des histones (Tommerup et
al., 1994; Gonzalo et al.,, 2006). De plus, corgragnt a I’ADN télomérique, 'ADN

subtélomérique contient des ilots de CpGs, qui @eu\étre méthylés par les ADN
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meéthyltransférases DNMT3a et b (méthylatidea novy) et DNMT1 (maintenance de la
méthylation). Cette méthylation est régulée au sowlu développement. L'’ADN
subtélomérique est hypométhylé dans les cellulemigales, puis méthylde novodans les
cellules somatiques (Riethman, 2008b). Dans un taeodwirin, il a été proposé que la
méthylation de ’ADN subtélomérique serait un mésare secondaire qui permettrait de
renforcer le TPE (Gao et al., 2007).

Plusieurs arguments suggérent que la modificatienlad chromatine télomérique
secondaire au raccourcissement télomérique ou atreé& stimuli, pourrait modifier
'expression des génes subtélomériques. Tout dhleams les modeles cellulaires de TPE, |l
a été montré que l'expression du géne rapporteait dépendante de la longueur des
télomeéres (Baur et al., 2001). Ensuite, I'exprassie genes subtélomériques a également été
etudiée au cours de la sénescence de fibroblasteais en culture et corrélée a la longueur
des télomeres correspondants. Bien que 17 desrit ggudiés présentaient une expression
différentielle (augmentée ou diminuée), la longudes télomeéres ne semblait pas expliquer a
elle seule le statut d’expression (Ning et al.,300ne autre étude comparant I'expression de
9 genes subtélomériques dans des fibroblastes jdis gaunes et de sujets agés a mis en
evidence l'augmentation avec I'age de I'expressier8 genes impliqués dans le remodelage
de la chromatineEHMT1, ZMYND11et RASA3(Hernandez-Caballero et al., 2009). Enfin,
'effet du TPE sur des génes subtélomériques avlésérvé en pathologie chromosomique
constitutionnelle. Les chromosomes en anneau soniés par la délétion terminale d’'un
chromosome et d’'une fusion au point de cassurdai@srd’entre eux peuvent néanmoins
dériver d’'une fusion télomeére-télomere, qui podradioutir 2 un TPE sur des genes localisés
dans les régions subtélomériques, comme dans unl’aaseau du chromosome 20 avec
conservation télomérique ou la répression des gEm#’N4 et KCNQ2 responsable d’'une
epilepsie sévere a été rapportée (Zou et al., 2006)

Les séquences subtélomériques peuvent égalementrggorter comme une barriére
anti-TPE. Chez la levure, différents éléments dabtériques peuvent s’opposer au TPE
(Pryde & Louis, 1999). Chez 'Homme, les genes dim@me subtélomére ne sont pas
réprimés de facon identique (Ning et al., 2003).allété suggéré que la méthylation
différentielle des ilots de CpGs subtélomériquessiague les sites CTCF qui leur sont
adjacents pourraient contribuer a délimiter desitféves hétérochromatine-euchromatine,

régulant I'expression différentielle des génesein du subtélomére (Riethman, 2008b).
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Enfin, les modifications épigénétiques des subtélas pourraient influencer d’autres
aspects de la biologie des télomeres comme lelicaépn ou leur recombinaison (Gonzalo
et al., 2006; Riethman, 2008Db).

1.2.3.3. Le mécanisme ALT Alternative Lengthening of telomé&re

Le mécanisme ALT est responsable de la stabilisadies téloméres dans 10 a 15 % des
tumeurs (Cesare & Reddel, 2010), notamment celteggothe mésenchymateuse. Sur le plan
phénotypique, les cellules ALT sont caractériséasdes télomeres de taille tres hétérogene
de 2 a plus de 50 kb (20 kb en moyenne) (Bryar.etl@95). Elles contiennent des corps
nucléaires APBs ELT associated PML bodigsou colocalisent les téeloméres et qui
contiennent les protéines PML, SP100 ainsi quepdetgines impliquées dans la réplication,
la recombinaison et la réparation de 'ADN (Nittisal., 2008). Elles sont caractérisées par la
présence d’ADN télomérique extra-chromosomiquec{esrtélomeériques double brin), un
fort taux de recombinaison télomérique et une augatien du taux d’échange entre
chromatides soeurs télomériques (T-SCE). Le mécenSLT repose sur la recombinaison
homologue Figure 11). Dunham et collaborateurs ont montré, en suilaaptopagation d’'un
télomere étiqueté (aggé€), que les séquences d’ADN sont recopiées d’'urntére a un autre
dans les cellules ALT humaines (Dunham et al.,, 200@ processus de recombinaison
s’opérerait au niveau télomérique par un T-SCE ahégar la recombinaison avec un
chromosome adjacent ou par la recombinaison dam®uale-t (Cesare & Reddel, 2010).
L’appariement pourrait également avoir lieu au aiveles régions subtélomériques. Cela a
été uniquement démontré chez la levure mais n’apagxclu formellement chez 'Homme
(Lundblad & Blackburn, 1993; Teng & Zakian, 1999).

Par ailleurs, la méthylation des subtélomeres @duréguler le processus ALT. En
effet, dans un modeéle de cellules ES murines @éfies en ADN-méthyltransférase, il a été
observé une déméthylation des régions subtélomesigans modification des marques
hétérochromatiniennes des histones, une augmentdtola taille des téloméres et une
augmentation de la recombinaison homologue entradguences télomériques (Gonzalo et
al., 2006). Cependant, une étude plus récente sugge le phénoméne de déméthylation
subtélomérique, bien que souvent associé aux esllAlLT, ne soit pas nécessaire a ce

processus (Tilman et al., 2009).
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Figure 11 : Maintenance des télomeéres par le mécame ALT
(d'apres Mefford & Trask, 2002)

a : Voie 1: recombinaison homologue entre téloméres

b : Voie 2: recombinaison homologue entre régiaté&omériques.
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Il reste encore beaucoup a découvrir sur les fonstdes régions subtélomériques.
Leur étude dans les cellules humaines est diffahlefait de leur extréme diversité allélique.
Cependant, une séquence subtélomérique a I'ex&é@hibras long du chromosome 4 a attiré
'attention car elle est impliquée dans la dystiepmusculaire facio-scapulo-humérale
(FSHD), une pathologie dont le mécanisme, plutbibituel, fait intervenir la contraction

d’'une séquence répétée appedd 4.
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1.3. Exemple d’'un élément subtélomérique impliqué
en pathologie humaine D474 et la myopathie facio-

scapulo-humérale

1.3.1.D4Z4, un macrosatellite subtélomérique

D474 associe le double mystére d’étre a la fois uneiedrp subtélomérique et un
macrosatellite. Les macrosatellites font partie stguences satellites qui sont des séquences
d’ADN répétées en tandem, c'est-a-dire immédiatéradjacentes et dans le méme sens que
la précédente (Tremblay et al., 2010). Le plus satiMe nombre de ces répétitions en tandem
est variable d’'un individu a l'autre (polymorphe&)est pourquoi ces séquences sont aussi
appelées VNTR {ariable Number of Tandem Repéatées macrosatellites font partie des
plus grands VNTR et sont définis par la taille dduwmité supérieure a 1 kb. Ces séquences
sont souvent spécifiques d’'un ou deux chromosoes.d’entre elles ont été caractérisées
jusqu'a présent D4Z4 (4935, 10g926)PXZ4 (Xg23g24) (Chadwick, 2008)RS447(4pl6.1,
8p23), TAF-11-like (5p15.1), SST1(4028.3, 19913.12)PRR20(13g21.1) etZAV (9932)
(Tremblay et al., 2010). Certaines de ces séquesmdgennent une phase ouverte de lecture
(ORF, ‘Open Reading Franietranscrite et peuvent présenter une instahbilttotique et/ou
meiotique (Tremblay et al., 2010). Leur réle n’pas bien connu a ce joup4Z4 est sans
doute le macrosatellite le plus étudié car il esbaié a la FSHD.

D4Z4 est une séquence macrosatellite localisée dargjilen subtélomérique du bras
long du chromosome 4 en 4q35. Elle est composéélda 150 répétitions d’éléments
délimités par les sites de restrictidqgnl et dont la taille est de 3303 pbidure 129. Elle
est trés riche en GC (73%) et contient 290 dinués CpG (Lee et al., 1995). Chaque unité
contient un motifLSau (1-340), une séquendehspm3(1313-1780) et un double domaine
homeoboite contenu dans un cadre ouvert de ledufel 73 pbPUX4 (1792-3063) (Hewitt
et al., 1994; Winokur et al., 1994; Lee et al., 3;98abriels et al., 1999).Sauest un élément
répété associé aux régions d’hétérochromatinghspm3est un duplicon riche en GC. Le

cadre ouvert de lecture est précédé d’'un promdtmite TACAA) situé 149 pb en amont,
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possede un intron facultatif mais aucun site dg-pdEnylation dans I'élémeli4Z4 méme
(Gabriels et al., 1999; Dixit et al., 2007).

Plusieurs genes ont été identifiés dans la régidnétomérique 4935 en amont de
D4Z4: FRG2 (a 37 kb deD4z4), TUBB4Q(a 80 kb, pseudogene de la superfamille iles
tubulines), FRG1 (& 125 kb) etANT1 (a 4,8 Mb, adénine nucleotide translocation 1,
composant de la mitochondrie) (van Deutekom et1896; van Geel et al., 2000yigure
12b). La région distale 474 est séparée de 5 a 14 kb des répétitions télonesrigt ne
contient pas de gene (Bengtsson et al., 1994).eStlearactérisée par un polymorphisme qui
permet de distinguer différents alléles, 49A et 4¢Rllele 4gA comporte une séquence
pLAM de 260 pb qui correspond a une répétitintz4 divergente, des répétitions de tyfpe
satellite de 68 pb sur une distance de 6,2 kb,ieslides séquences subtélomériques
(répétitions (TTAGGG)n interstitielles et régionhdmologie avec I'extrémité 4pter) et le
télomere. L’'alléle 4gB se termine par les 570 peggs pb d'une unit®4Z4 suivi des
séquences subtélomériques et télomériques (Lenehats 2002; van Geel et al., 2002). La
fréquence des deux alleles est identique danspalgiion générale.

Les répétitionD4Z4 ne sont pas seulement présentes a I'extrémité dgsd aussi au
niveau de la région d’hétérochromatine du bras tiunghromosome 1 (1q12), des bras courts
des chromosomes acrocentriques (13p12, 14p12, 124p22, 22p12) et du subtélomére du
bras long du chromosome 10 (10926) (Wijmenga etl@B2; Hewitt et al., 1994)(gure
123). Les régions 4qter et 10qgter possedent 99% d’lhagre qui s’étend sur une région de
plus de 200 kb (Deidda et al., 1996; van Geel et2802). Les deux chromosomes peuvent
étre distingués par un site de restrictiBml uniquement présent dans la région 10qgter
(Deidda et al., 1996; Lemmers et al., 2001). lisexides échanges de répétitions entre les
régions 10qter et 4qgter dans 20 a 30 % de la populgénérale (Rossi et al., 2007), a
I'origine de séquences hybrides 4q/10g. Ainsi,dlgee de la population HAPMAP a revéle
'existence de 17 haplotypes 4qter et 8 haplotyp8gter. Lemmers et collaborateurs
(Lemmers et al., 2010b) ont élaboré un modele évalu I'alléle 4gA serait le plus ancien.
Seuls quatre transferts de séquence au cours daluf®n auraient suffi a générer les
haplotypes actuels. Ces transferts auraient eual@mt la migration d’Afrique. Depuis, les
alleles 4q et 10q évolueraient indépendamment {Rasa., 2007; Lemmers et al., 2010b).

Les séquences hybrides correspondraient a desusasiintermédiaires de transition 4g/10q.
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Figure 12: Le macrosatelliteD474

a : Répartition des répétitiori34Z4 dans le génome : régions subtélomériques 4q
10926, région d’hétérochromatine du bras long drorolesome 1 et bras courts «

chromosomes acrocentriques.

b : Organisation de la région subt@érique 4935. L'allele 4gA se distingue de l'all
4qgB par la présence de la séquence pLAM et deitiépétB-satellites. Distance des gét
par rapport eéD4Z4 ANTZ1 4,8 Mb; FRG1: 125 kb; TUBB4Q: 80 kb;FRG2: 37 kb;
D4S139: 215 kb. Le dernier domanassocié a la lamina (LAD) de I'extrémité 4qter

représenté. (Le schéma n’est pas a I'échelle)

c : Structure d’une répétitioD4Z4. Chaque élément de 3303 pb est défini par dees
Kpnl. Distance par rapport au sikgnl: LSau 1-340;hhspm31313-1780,DUX4: 1792-

3063. Les deux homéoboites sont en rose hachuré.

57



1.3.2. La myopathie facio-scapulo-humérale, aspsictigjues et

biologiques

1.3.2.1. Clinique

La myopathie facio-scapulo-humérale (FSHD) (MIM#268), anciennement appelée
myopahie de Landouzy-Déjérine du nom des médecascdis qui en firent la premiere
description a la fin du XIX siécle, est une dystrophie musculaire de transoniss
autosomique dominante. Elle est la plus fréquemte diystrophies musculaires avec une

prévalence de 7/100 000t{p://www.orpha.net/consor/cgi-lin/index.phgnviron 30% des

cas sont sporadiques.

La FSHD est caractérisée cliniquement par une daged musculaire progressive
impliquant la face, la ceinture scapulaire, les s supérieurs, les membres inférieurs et
enfin la hanche (Padberg et al., 1991; Tawil et1#198). L’atteinte musculaire asymeétrique
est fréquente et caractéristique de la FSHD. lifgtedes muscles de la face se manifeste par
une difficulté a siffler, & fermer fortement lesup&res ou a sourire. Les muscles extra-
oculaires et bulbaires sont épargnés. L'atteinp@iaire attire davantage l'attention des
patients. Elle se traduit par des difficultés aeleles bras, un décollement scapulaire par
atteinte du muscle trapeze et une atrophie peet@alivant entrainer un pectus excavatum.
Au niveau des membres supérieurs, le deltoideoashé tardivement. L’atteinte du biceps et
du triceps entraine une atrophie du bras épargeantuscles de I'avant-bras, formant un
aspect de “bras de Popeye”. L’atteinte abdominal# gtre précoce et se manifeste par une
protubérance abdominale associée a une lordosealmmihe signe de Beevor (ascension de
'ombilic lors de l'antéflexion de la téte) traduitn affaiblissement sélectif des muscles
abdominaux inférieurs. Au niveau des membres iafigg, I'atteinte des muscles extenseurs
du pied se manifeste par une difficulté a levepitsl. Une faiblesse de la ceinture pelvienne
survient plus tardivement. La fonction respiratogst habituellement normale mais une
insuffisance respiratoire restrictive est décraesi1% des cas (Wohlgemuth et al., 2004).

Des manifestations extra-musculaires ont été égalemécrites. Une vasculopathie
rétinienne (télangiectasies, micro-anévrysmes)nette chez 40 a 60 % des patients mais
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n’entraine pas d’atteinte de la vision en géné?atiperg et al., 1995). Dans 60% des cas, une
surdité sensorielle est mise en évidence (Brouwex.e1991; Padberg et al., 1995). Plus
rarement, une prédisposition aux arythmies aurli@dale plus souvent asymptomatique, a
ete décrite (5% des cas) (Laforet et al., 1998gt&akt al., 2005; Trevisan et al., 2006). Une
atteinte du systeme nerveux central a été rappadés des formes infantiles présentant
retard mental et convulsions (Funakoshi et al.,819%nfin douleurs et fatigue sont des
symptomes fréquemment décrits par les patientk(Kah et al., 2005).

Les examens complémentaires montrent des signe®rgoaspécifigues comme un
taux de CPK (Créatine PhosphoKinase) normal a néoadémnt augmenté et des signes de
myopathie non spécifiques a 'EMG (ElectroMyoGrammea biopsie musculaire met en
évidence des signes myopathiques non spécifiqesecigs éventuellement a un infiltrat
inflammatoire et permet surtout d’éliminer d’autiaises de myopathie (Tawil & Van Der

Maarel, 2006). Elle n’est pratiquée que rarement.

1.3.2.2. Evolution

La FSHD est une maladie dont I'expressivité intranter-familiale est extrémement
variable. Typiquement la maladie débute chez I'mdykune au cours de la deuxieme
décennie. La pénétrance est élevée mais déperidggeet du sexe. Elle est plus importante
chez 'lhomme que chez la femme (Zatz et al., 199#ini et al., 2004). Quatre-vingt-dix
pourcent des sujets atteints ont des signes a dége0 ans. Certains cas de forme infantile
sévere ont été décrits alors que certains indivpus/ent rester asymptomatiques toute leur
vie. L'évolution est lente et continue méme si @@ patients peuvent présenter une
évolution par poussées. L'espérance de vie n'esihpadifiée mais la maladie peut entrainer
un handicap important et 20% des sujets sont eisehraulante apres 50 ans. A I'heure

actuelle, le traitement est uniguement symptomatiqu

1.3.2.3. Biologie moléculaire

Le locus de la FSHD a été identifié dans les ant®68s par analyse de liaison dans
la région subtélomérique du bras long du chromosémea 4q35 au niveau de la répétition
macrosatelliteD4Z4 (Wijmenga et al., 1990; Sarfarazi et al., 1992jiénga et al., 1992).
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L’anomalie moléculaire responsable est une contmactu nombre de répétitiomZ4. Dans

la population générale, le nombre de copies eghpmiphe et varie de 11 a 150. Chez 90 a 95
% des patients FSHD, ce nombre est diminué de Q anités Figure 13) (Lunt, 1998) et
désigne la FSHD1. Plus le nombre de répétitionsadde, plus I'age de début est précoce et
plus la maladie est sévere (Lunt et al., 1995; &atal., 1995). Cependant, il faut souligner
guelques particularités.

La FSHD a un fort taux de néomutations d’originetotnue, aboutissant a un
mosaicisme somatique. Ce mosaicisme a été misidggnée chez des parents sains d’enfants
porteurs de mutations mais aussi chez des patiemsvo(van der Maarel et al., 2000). Dans
ce cas, les patients de sexe masculin sont pléses@ent atteints que les patients de sexe
féminin (Lemmers et al., 2004a). Le mécanisme deréarrangements mitotiqgues n’est pas
clairement établi. Il s’agirait d’'une conversionnggie impliquant préférentiellement des
chromatides sceurs (Lemmers et al., 2004b).

La présence d’au moins une répétitiohiz4 est nécessaire a I'apparition de la maladie
puisque les patients porteurs d’'une délétion daf@nt pas de symptébmes FSHD (Tupler et
al., 1996). Cependant, des délétions proximalesoesamt D4Z4 et une région proximale de
40 a 60 kb incluant le locus p13E11 ont été dexuEns 3% des cas (Lemmers et al., 2003;
Deak et al., 2007).

La FSHD est spécifique du chromosome 4 puisqu’'awasnde FSHD n’a été associé
au chromosome 10 (en dehors d’une tres rare exceptir laguelle nous reviendrons), bien
gue les répétitionB4Z4 soient aussi présentes en 10g26. La FSHD surur@gtiement sur
l'allele 4gA malgré I'égale fréequence des alleleg\4t 49B (Lemmers et al., 2002; Rossi et
al., 2007) Figure 133. L'allele 49gA possede trois haplotypes principa#161, 4A163 et
4A166. Seules les contractions [déZ4 survenant sur l'alléle 4A161, ainsi que sur quefqu
haplotypes rares (4A161L, 4A159, 4A168) sont agssca la FSHD, ce qui définit ces alléles
comme permissifs pour la FSHD. Les contraction®d£4 sur d’autres haplotypes (4A166,
10A166, 10A176T, 4B163) n'auraient pas de consécgigrathologique (Lemmers et al.,
2007; Lemmers et al.,, 2010a). Les alléles pernsissé caractérisent par une séquence
identique dans la derniére répétitionRieZ4 et la région pLAM adjacente qui contient un site
de poly-adénylation (ATTAAA) Eigure 13¢. D’ailleurs, des cas de FSHD secondaires a des
contractions survenant sur des alléles hybrideg104g) ont été rapportés. Ces alléles
partageaient la méme région terminale, y compréz e¢in patient, ou cette région terminale a

ete transloquée sur I'extrémité du chromosome LémqMmers et al., 2010a).
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a: Dans la population générale : 11 a >100 répéstivtz4

— — —{HHHHHHHHHAHHHHHHHHHHTIEODIIDIIIIIDD  40A

————HHHHHHHHHAA HHHHHHHH—{ FDDDDDIDPIPD  4gB
HHHHHHHHH/HHHHHHHE—{T-DDIDDIIIID 109

b : Contractions d®424(1 a 10 répétitions) sur des haplotypes non perrissif
pas de FSHD

——1—0HHHHH HIDIIIDIIPD  4B163,4B168
HHHHHHH FDDDDDIIDIDD  10B161T
HHHHHHHTTDDIIDIIDIPDD  10A166

ATTTAA

10A176T

C : Contractions d®474 (1 a 10 répétitions) sur des haplotypes permissifs :
FSHD

ATTA&
r r qlm-[“”[“”[[ 4A161, 4A161L,
4A159, 4A168

ATT AAA
Chromosome
hybride 4q
ATT AAA
Chromosome
hybride 10q
Il Genes dulocus 4935 [] Séquence 4qB

[] Répétitions D4Z4 type 4q B Reépétitions D4Z4 type 10q
M  PLAM type 4q [l PLAM type 10q
Bl Séquencg-sateliite DDPP Répétitions (TTAGGG)n

Figure 13 : Mécanisme moléculaire de la FSH (d'aprés Lemmers et al., 2010a)

a : Dans la population générale, les répétitibdZ4 sont présentes del a plus de 15
copies. Les alléles 4gA et 4gB sont également sepités.

b : La contraction des répétitior34Z4 survenant sur un haplotype non permi
n'entraine pas l'apparition de la maladie. Ces digpks ne possedent pas de signe
poly-adénylation.

c : La contraction des répétitioli34Z4 survenant sur un haplotype permissif entr
'apparition de la maladie. Ces haplotypes partages séquences identiques au nivea

la derniere répétition d®4Z4 et de la région pLAM, notamment un signal de poly-
adénylation (ATTAAA). 61




Les haplotypes non permissifs ne possedent pa&gienr pLAM ou une région pLAM
dont la séquence est altéerée, comme par exempl@lidation du signal de poly-adénylation
(ATTTAA) par la présence d’un SNPSihgle Nucleotide Polymorphi§msur I'haplotype
10A176T (Lemmers et al., 2010&)igure 13a).

Enfin, 5% des patients ne présentent pas de ctiotmade D424, définissant la FSHD
de type 2 (FSHDZ2). Toutefois, le phénotype esttider et les patients sont porteurs d’au
moins un allele 4A161 (Krasnianski et al., 2003Gteef et al., 2010).

1.3.2.4. Diagnostic moléculaire

Le diagnostic moléculaire a recours a I'électroglseren champ pulsé (PFGBulsed
Field Gel Electrophoresi¥ et au Southern-blot et utilise une sonde unignmédiatement
adjacente d474, p13E11 Figure 12b). Cette sonde révele un fragmé&doRIde 42 a 300
kb incluant les répétitionB4Z4 normales et de 10 a 38 kb chez les patients pertune
contraction. Un site de restrictiddinl sur les répétitions 10q permet de distinguerdlalq
(résistant) de l'allele 10q (sensible) (Lemmersakt 2001). Toutefois, ce diagnostic est
souvent d’interprétation délicate. De nouvelleshudes sont mises au point pour I'améliorer
comme le peignage moléculaire qui permet de digéndes différents alléles 4gA, 4B, 10q,
et leur taille par FISH sur fibres de d’ADN étirddiguyen et al., 2010).

1.3.3. Les hypothéses physiopathologiques de laOFSH

Comme la contraction d®4Z4 ne semble pas perturber la structure d'un gene
spécifique, il a été rapidement formulé I'hypothé@se la physiopathologie de la FSHD était
liée & un mécanisme épigénétique complexe, notamamenmodification de la conformation
de la chromatine au locus 435 conduisant a undatgn inappropriée de génes cibles en
cis et/ou entrans (van der Maarel & Frants, 2005; de Greef et &08). Différentes pistes

ont été explorées ces dernieres années, mais IB RSHpas encore livré tous ses secrets.
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1.3.3.1. La méthylation de 'ADN

Une premiere étude analysant simultanément lestadsomes 4 et 10 avait mis en
évidence une hyperméthylation des répétitibdZ4 a la fois chez les patients FSHD et les
contréles (Tsien et al., 2001). Plus tard, uneeagtude a montré une hypométhylation
significative des dinucléotides CpG d24Z4 chez des patients FSHD1 comparés aux
contréles (van Overveld et al., 2003). L’hypomédtigin est observée chez les patients
FSHD1 porteurs d’'une contraction B&dZ4 sur l'allele 4A161 (de Greef et al., 2009), mais
aussi chez les individus porteurs de contractigriesuhaplotypes 4g non permissifs ou sur le
chromosome 10g. L'état de méthylation BdZ4 semble donc dépendre du nombre de
répétitions, avec un seuil a partir duquel la miétign chute fortement. En effet,
’hypométhylation est plus profonde dans un grouwjee patients avec une contraction
importante (10-20 kb) que dans un groupe de pati@néc une contraction moyenne (20-31
kb), dont les symptdmes étaient également pluabims. Cette observation a suggérée une
corrélation entre la clinique, le nombre de répm#ig et le niveau de méthylation (van
Overveld et al., 2005). Par ailleurs, les individatteints de FSHD2 (sans contraction de
D4Z4) présentent aussi une hypométhylation sur lesnabsomes 4q et 10q (van Overveld et
al., 2003; de Greef et al., 2009). Dans tous Issldaypométhylation est limitée@4Z4 et ne
s’étend pas aux régions adjacentes.

L’hypométhylation apparait donc comme un mécanisoramun mais son lien avec

la pathogenése reste a démontrer.

1.3.3.2. Chromatine et histones

Une premiere étude de la chromatine au niveau dédimn 4q35 avait conclu que
D474 possédait des propriétés d’euchromatine sileneiqastdét que d’hétérochromatine
constitutive (Jiang et al., 2003). Elle avait méntine acétylation de I'histone H4 au niveau
de la séquence pl3E11l et d&Z4, ainsi qu'une hyperacétylation des histones deege
FRG1 et ANT] sans difference entre les sujets contrbles eslgsts FSHD. Une étude
ultérieure confortait ce résultat en recherchant lpdoridationin situ sur des myoblastes
contréles et FSHD la présence de marque d’hétésowtine constitutive au niveau de
D4z4: triméthylation des résidus H3K9, coloration mge en DAPI, colocalisation avec les

foyers d’hétérochromatine constitutive, colocalmatavec la protéine HR1 réplication
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tardive (Yang et al., 2004). Aucune de ces marquétit présente au niveau @&z4, ni
chez les patients, ni chez les controles. Ceperwtg étude a utilisé une sonde localisée de
300 a 800 kb en amont @&Z4 pour des problemes de spécificité (Yang et aD420

Plus récemment, une étude a mis en évidence desniemments speécifiques des
histones chez les patients FSHD (Zeng et al., 20098z les sujets sain34Z4 contient a la
fois des marques hétérochromatiniennes, caracérisr la triméthylation des résidus H3K9
et H3K27, et des marques euchromatiniennes, cais@as par la diméthylation des résidus
H3K4 et I'acétylation de H3. Chez les patients FSHID 2, une perte de la triméthylation des
résidus H3K9 a la fois sur les chromosomes 4q gtekd observeée. Par ailleurs, les résidus
H3K9 triméthylés permettent normalement de recraterD4Z4 les protéines HRlet des
cohésines. Ces protéines favoriseraient l'intevactde D4Z4 avec d’autres régions du
génome, la propagation d’hétérochromatine et laeggion de génes cibles. Ce mécanisme
serait aboli dans la FSHD secondairement a la pkrtl triméthylation des résidus H3K9
(Figure 1439).

1.3.3.3. Complexe répresseur

Un complexe répresseur composé de YY1 (répressansdriptionnel), HMGB2
(protéine d’architecture de la chromatine) et noloh& (protéine de liaison a 'ARN) est
capable d’interagir aved4Z4 in vitro et in vivo. Il pourrait médier la répression
transcriptionnelle des genes en 4q¥5g(re 14b). En effet, Gabellini et collaborateurs
(Gabellini et al., 2002) ont mis en évidence, dessmyoblastes FSHD, une surexpression
des genes en amont d#Z4: FRGL FRG2 et ANT1 De plus, un modele de souris
surexprimant le gen€RGL1 sous le contréle d’'un promoteur actine spécifiguemuscle
développe une dystrophie musculaire (Gabellinilet2806). Cependant, ce modeéle est trés
contesté puisque plusieurs études n'ont pas coéfilan surexpression des genes 4q35
proximaux chez les patients FSHD (Jiang et al. 3200inokur et al., 2003; Celegato et al.,
2006; Oshorne et al., 2007) et que les souris ptéseun niveau d’expression #RG1

guarante fois supérieur aux contréles.
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1.3.3.4. Le modéle de boucle chromatinienne

Un site de fixation a la matrice nucléaire S/IMARS¢affold / Matrix Attachment
Regiori), qui permet I'attachement de boucle de chronetanété identifié 4 kb en amont de
D4z4 (Petrov et al., 2006). Dans les myoblastes corgr@lassociation du S/MAR a la
matrice nucléaire est tres forte et permet de d&indeux boucles distinctes, I'une contenant
D4Zz4, l'autre les génes en amoRRG1etFRG2 Dans les myoblastes FSHD, I'attachement
du S/MAR porté par l'alléle contracté a la matnmeesléaire est plus faible et une seule boucle
de chromatine est observée. Un systéeme cellubaeetdur pGL3, géne rapporteur luciférase),
a démontré que la région 5 d#Z4 se comportait comme un activateur transcriptionnel
(“enhancef) qui était capable d’activer la transcription d’'gene rapporteur sous controle du
promoteur deFRG1 et que la région S/IMAR avait des propriétés deidrar d’activateur
(“enhancer blocking (Petrov et al., 2008).

Un modeéle a alors été proposé dans lequel deuxldsoule chromatine seraient
présentes chez les sujets sains, sép&dd?t des genes proximaux et réprimant I'activité
activatrice deD4Z4. Dans la FSHD, la délocalisation du S/IMAR de latrin@ nucléaire
entrainerait la formation d’'une seule boucle coat¢ra la foisD4Z4 et les génes proximaux
et contribuerait ainsi a la surexpressior-RG1et FRG2(Figure 140.
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Figure 14: Hypotheses physiopathologiques de la FEH

a : Modéle de propagation de chromatine (d'aprésdea Maarel & Frants, 20055ur
I'alléle 4935 normal, les répétitiom®4 24 (triangles noirs) et les séquences voisines pt
des marques hétérochromatiniennes et Eseg sont réprimés (rectangles rouges)
contraction deD4Z4 s’accompagne d'un relachement local de la chraomaafperte d
H3K9me3, hypométhylation de I'ADN) dépendant dediatance (dégradé bleu) ¢
entraine la dérépression des génes en amont (gextarerts).

b: Complexe répresseur YY1-HMGB2-nucléoline (d'ap@abellini et al., 2002)Sur le
chromosome 4qgter normal, la liaison de complexedtipnotéiques répresseurs &
répétitionsD4Z4 permet de réprimelfexpression des genes de la région 4g35. Da
FSHD, la contraction d®4Z4 ne permet plus la liaison de complexes répressen
guantité suffisante pour assurer la répressiongéess en 4g35. Ces derniers sont ¢
exprimés de facon inappropriée.

¢ : Modéle de boucle de chromatine (d'aprés Petr@., 2008) Sur l'alléle 4qter norma
le SIMAR est attaché a la matrice nucléaire etnitafieux boucles de chromatine, sépa
les génes de la région 4935 de l'influence actismtdes répétition®4Z4. Lors de e
contraction dé4Z4, le SIMAR perd son ancrage a la matrice nuclég@rerant une seu
boucle chromatinienne contendZ4 et les genes de la région 435, dont la transoni
est alors activée. 66




Figure 14 : Hypotheses physiopathologiques de la AP (suite)

d : Expression deDUX4 (d'aprés Mahadevan, 2010)’'allele 4qgter normal posséde u
chromatine condensée empéchant la transcriptiddléé4. Une contraction d®4Z4 survenan
au niveau d’un allele non permissif, dépourvu dmal de polyadénylation, ne permet pas
transcription deDUX4. Une contraction dé4Z4 survenant au niveau d'un allele permis
possédant un signal de pagénylation dans la séquence pLAM, est associéeteanscriptior
deDUX4, qui serait a I'origine de la toxicité cellulaire.

e : Modéle de I'organisation nucléaire (d'aprés ¢ganMaarel & Frants, 2005).es interaction
de la région 4qter (fleches noires) avec la lamueéaire, qui est associée a la chromatine €
facteurs de transcription (cercles violets), esttysbée dans la FSHD. Cette perturbal
conduirait a un redistribution de la chromatinedes facteurs transcriptionnels au niveau c
région 4qgter mais aussi dans d’autres régions dargé (carré bleu).

f : Modele d'insulateur (d'apres Ottaviani et &009a) Dans les cellules normales,
multimérisation de D4Z4 empéche la liaison de CTCF et inhibe [activitésulatrice.
L’expression des genes cibles, dans la région 4g3%ans des régions plus digtss, serait alol
réprimée. Dans les cellules FSHID4Z4 se comporte comme un insulateur protég
'expression des genes cibles des influences répess Cette activité est dépendante de CT(
des lamines de typeA. 67




1.3.3.5. A larecherche de génes candidats

Récemment, différentes méthodes ont été mises ereaafin de trouver des génes
cibles ou des régions partenaires impliqués daRSHD.

Xu et collaborateurs ont réalisé la cartographie sltes hypersensibles a la DNAse |
(DH) dans une région de 4 Mb en 435 dans des ragtdd contréles et FSHD (Xu et al.,
2009). Les sites DH sont habituellement associés éhromatine non-nucléosomale et a
divers éléments régulateurs. Au niveau de la rédigdb, certains sites DH sont localisés
dans ou a proximité de promoteurs de genes conaosne FRG1, CYP4V2 (famille
cytochrome P450F-AM149A(protéine hypothétique) ou encdfdT1, un géene codant pour
une protéine de membrane de type cadhérine im@iqdéns différents processus
développementaux, et dont le profil DH spécifiguex anyoblastes en fait un candidat
intéressant. D’autres sites DH sont présents desislélserts génétiques et peuvent parfois étre
associés a des séquences courtes répétées delfgpeShort Tandem Repe&tsEnfin, le
site DH272 est un candidat intéressant car il esfgentiellement présent dans les cellules
FSHD, a proximité de différents transcrits et avathesur un site CTCF.

D’autres equipes ont étudié I'expression des gédaas les cellules FSHD soit par une
approche globale comme une puce d’expression Ayfyenetrix(Dixit et al., 2007; Arashiro
et al., 2009) soit par une analyse plus ciblée cerfteTRNAPoI-ChIP (immunoprécipitation
de chromatine avec des anticorps anti-ARN polyngétggAlexiadis et al., 2007), le RNA-
DNA FISH (Masny et al., 2010) ou la combinaisonvaestern-blot et de PCR quantitative
(Klooster et al., 2009). Les résultats sont assgzadates mais tendent a confirmer I'absence
de dérégulation des geneRG1, FRG2 ANTL1 (Alexiadis et al., 2007; Klooster et al., 2009;
Masny et al., 2010). Arashiro et collaborateurs mig¢ en évidence une dérégulation des
genesANKRD37 et F11 (“GPI-linked proteiny chez les sujets atteints de FSHD et une
dérégulation des genes des chimiokines chez lestssyjorteurs asymptomatiques de
mutations (Arashiro et al., 2009). Par ailleurs,siliggérent un rdle pour les miRNA, souvent
impliqués dans le mécanisme d’hétérochromatinisaténsi que pour les gen€sXCL9
CXCL1Q CXCL11localisés en 4g21, qui possédent un patron d’'sspe caractéristique
chez les patients FSHD.
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1.3.3.6.DUX4 : Enfin la solution ?

Le réle deDUX4 a longtemps été controverd#UX4 est une ORF conservée chez les
rongeurs et les afrothériens (Clapp et al., 20DRit et collaborateurs ont mis en évidence,
dans les muscles des patients FSHD, une transeriggDUX4 associée a une augmentation
du facteur de transcription a homéodomai&X1 (Dixit et al., 2007). lls ont également
montré que la protéine DUX4 peut agir comme acatwatranscriptionnel d®ITX1 Une
autre étude a montré I'existence de transcritsgiatt de petits ARN (miRNA) provenant de
DUX4 (Snider et al., 2009).

Plus récemment, un mécanisme d’expressioDd&4 a été proposé. L'ARNDUX4
est transcrit a partir de la derniére uritéZ4, et utilise une région 3'UTR, contenant deux
introns facultatifs et un site de polyadénylati@ui sont uniquement présents dans la
séquence pLAM du chromosome 4, sur l'alléle 4qAx{Det al., 2007). Les haplotypes
permissifs (4A161, Al161L, A159, A168) contiennent wsignal de poly-adénylation
canonique (ATTAAA) alors que les alléles non pesiigsen sont dépourvus (Lemmers et al.,
2010a) Figure 13b et §. En conséquence, I'expression d'un trandatitx4 stable de pleine
longueur nécessite une codZ4 adjacente a un signal poly-A permissif, quel qoi &
chromosome.

L’expression deDUX4 est régulée au cours du développement. En etfetprime
longue deDUX4 est exprimée dans les cellules germinales teatiesl et dans les cellules
IPS (“Induced Pluripotent Stem Célls Cette expression est perdue au cours de la
différenciation et, dans les myoblastes différesicggul un faible taux d’'une forme courte de
DUX4 persiste. La FSHD correspondrait a une déeggul de DUX4 au cours du
développement. Un transcBtUX4 long a été mis en évidence dans les biopsies Hairss.
de 5/10 patients FSHD alors gu’il est absent dbezontroles. De plus, dans les cellules IPS
et les myoblastes FSHD différenciés, la protéinexBUbngue serait tres fortement exprimée
dans environ 1/1000 noyaux et serait délétére €8mtal., 2010).

En effet, la surexpression de DUX4 est associéesssignes de dystrophie musculaire
chez le poisson zébre et la souris et des anomdkegastrulation chez le xénope
(Bosnakovski et al., 2009; Wallace et al., 2013n® un modéle murin, elle entrainerait au
niveau cellulaire I'apoptose par un mécanisme dépeinde p53 (Bosnakovski et al., 2009;
Wallace et al., 2010), interfererait avec les mymgeMyoD et MYF5 et augmenterait la
sensibilité au stress oxydatif (Bosnakovski et 2008; Bosnakovski et al., 2009), ce qui est
compatible avec les anomalies observées sur lesubg® des patients FSHD (Barro et al.,
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2010). De méme, la surexpressiongX4 dans les cellules de rhabdomyosarcome humain
active les caspases 3/7, entraine la mort cekulketiraltére la distribution de I'émerine a la
périphérie nucléaire (Kowaljow et al., 2007).

Un modele de physiopathologie de la FSHD intégidiX4 a été proposégure
14d). Les cellules indifférenciées exprimerai@iiX4 a partir de la derniere répétiti@iz4
grace au signal poly-adénylation dans pLAM. Au sode la différenciation, 'augmentation
de la triméthylation des résidus H3K9 réprimeraixpression ddUX4, ne laissant persister
gu’'une faible transcription générant une forme t®uron toxique par épissage alternatif.
Dans la FSHD, la diminution de triméthylation de&sidus H3K9 ne permettrait pas la
transition vers la forme courte. L’'expression detdatéine DUX4 longue persisterait et serait
responsable de la toxicité musculaire (Snider.e2800).

1.3.3.7.D4Z4 et périphérie nucléaire

Alors que la plupart des téloméres ont tendandecddcalisés a l'intérieur du noyau,
le télomeére 4qter est localisé a la périphérie énicd (myoblastes, muscles, fibroblastes et
lymphocytes) (Masny et al., 2004; Tam et al., 2004) télomere 4935 reste périphérique
gu’il s’agisse d’individus contrbéles ou de patiemSHD et aucune différence entre l'allele
normal et contracté n’a été mise en évidence.

Par ailleurs, la localisation de 4qter a la pénjghést conservée chez les primates
(Bodega et al., 2007). Elle n’est pas influencéel’pavironnement puisque le télomere 4qter
est périphérique dans les hybrides somatiques s wacas de translocation t(X;4)(p21;935)
ou l'extrémité 4qter permet d’amener une séquenceclttomosome X a la périphérie
nucléaire (Tam et al., 2004). Masny et collabonet@&unt montré qu’une séquence située 215
kb en amont dé®4Z4 et incluant le microsatellit®4S139est plus périphérique qu24Z4
(Masny et al., 2004). Cette région serait respdesade la localisation périphérique du
télomere 4qter et non paglZ4directement.

Enfin, la localisation périphérique est dépendatds lamines de type A puisqu’elle
est abolie dans les cellules déficientes en lam{Nsny et al., 2004). D’ailleurs la région
4qter contient un LAD (Guelen et al., 2008).

Ces résultats sont en faveur du rble de la pérphducléaire dans la FSHD et
suggerent I'hnypothese d’un réseau d’interactiorfédiint a la périphérie nucléaire entre

I'allele normal et I'alléle contractd={gure 148.
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1.3.3.8. FSHD : Gain de fonction de CTCF ?

Dans le but d’étudier les mécanismes épigénétiquetiqués dans la FSHD, notre
équipe a mis au point un modele cellulaire permetia recréer I'environnement génomique
4935 présent chez les patients FSHD et les sugats.sChaque construction comprend un
gene rapporteueGFP associé a une ou plusieurs repétitibdz4 (1 a 12) et des répétitions
télomériques (graine de télomere) (82.2.1.). Ceéteogermet d’analyser I'influence @24
sur I'expression du gene rapporteur et a permidéeontrer qué4Z4 se comporte comme
un insulateur dépendant de CTCF et des laminegoaeA (Ottaviani et al., 2009a).

En effet, une répétitiorD4Z4 se comporte comme un insulateur transcriptionnel
empéchant la communication activateur transcripgbpromoteur (Enhancer blocking et
protégeant aussi contre I'effet de position chroondgue (CPE) (barriére de chromatine)
(construction C1X), mais pas ou peu contre le Té&hgtruction T1X). L'activité insulatrice
est présente dans une région de 432 pb (382-8ig¢)ée insulateur proximal, qui protége a
la fois contre le CPE et le TPE (constructions @BX-3 et TLXAB1-3). Par ailleurs, il existe
une région distale de 623 pb (2269-2892) se compbdavantage comme un répresseur
transcriptionnel, et dont la délétion permet detgmer contre le CPE et le TPE (constructions
C1XAE et TIXAE) (Figure 15).

Deux sites de liaison CTCF chevauchant ont étéemigvidence dans la région insulatrice
proximale (468-481 et 476-489). La protéine CTCtcapable de se lier4Z4 au niveau de
cet insulateur proximain vitro et in vivo (retard de migration sur gel, ChlP). Elle est
nécessaire a l'activité d’insulation puisque sowalidation par siRNA abolit la fonction
insulatrice. Les lamines de type A interagissenaléigent avecD4Z4 au niveau de
l'insulateur proximal et participent a son activitéulatrice (SIRNA). La multimérisation de
D4Z4 abolit la protection contre I'effet de position lat liaison a CTCF et s’accompagne
d’'une augmentation de triméthylation des résiduK$HZEnfin, un enrichissement en CTCF
au niveau deD4Z4 a été observé dans les myoblastes des patient® FSdis n’'est pas
détectable chez les individus non atteints.

En conclusion, la contraction dB4Z4 permettrait la liaison de CTCF et le
changement de fonction biologique BdZ4 qui passerait d’'un réle de répresseur a celui

d’insulateur, protégeant I'expression de genessilfligure 14f).
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Figure 15 : Cartographie des éléments régulateursedD474

(d'apres Ottaviani et al., 2009a)

a : Représentation schématique d’'un élénet#i4 de la position 1 a 3303 par rapport .
deux siteKpnl (K). Les différentes régions de4Z4 sont indiquées LSau (position 1-
340), région A (position 869-1071Hhspm3(position 1313-1780DPUX4 (position 1792-
3063). Les différents sites de restriction utiliggsir le clonage des sotragments di
D4Z4sont indiqués (BBamHI; Bl :Blpl ; F : Fsel; E :Ehel).

b : Les difféerents fragments obtenus apres digesteD4Z4 sont clonés en aval du ge
rapporteureGFP (constructions “C”) ou entre le géne rapporteulaegraine de télome
(constructions “T"). Apres transfection du plasmidetarisé dans des cellules C831e

pourcentage de cellules exprimant la GFP est gaivicytométrie de flux a intervalles

temps réguliers. L’histogramme représente la vateoyenne du pourcentage des cell
exprimant la GFP de J18 a J29 (% eGFP positive)cédirsque I'expression diu géne
rapporteuratteint le plateau (déviation standard indiquée lpabarre d'erreur). Le
fragmentsAB2-3 (position 1-382)AB1-2 (position 814-1381) etF (position 1548303)
n’inhibent ni le TPE, ni le CPE. Les fragmetB1 (position 1-1381)AB1-3 (position
382-814) eAE (délétion d’'un fragment distal de 623 pb en p@si2692892) proteger
du CPE et du TPE. Les astérisques indiquent les valtatstiguement significatives [
rapport aux vecteurs contréles (pCMV et T) (TedetStudent) (* p<0,001; ** p<0,00
*** n<0,05).
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Les hypothéses physiopathologiques de la FSHD somtbreuses. Elles explorent
probablement les différentes facettes d’'un mémegssus et ne s’excluent pas les unes des
autres. Elles font apparaitre que la FSHD met endgs modifications de la chromatine
associées a un remodelage de I'architecture aws l4q35, 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 I'etude

Les régions subtélomériques, transition entre |é®mnteres et les seéquences
spécifigues des chromosomes, sont des régionsmextiént polymorphes et dynamiques
dont les fonctions demeurent encore obscures. Dudaleur proximité avec les télomeéres,
elles sont susceptibles de subir leur influencectd, par exemple en terme de structure
chromatinienne. Réciproquement, elles pourraientdutes les fonctions télomériques.
Cependant, peu de données sont encore disporenl@gsrticulier chez I'Homme.

D4Z4 est un élément subtélomérique particulieremertiétdu fait de son implication
dans la myopathie facio-scapulo-humeérale. Cettbgbagie constitue un excellent modele
pour étudier la régulation épigénétique et chrommertine au niveau des régions télomeériques
et subtélomériques. Récemment, notre équipe a démlanfonction insulatrice dB4Z4 et
notamment I'effet barriére contre I'effet de pamititélomérique d’'une séquence proximale au
sein deD4Z4 (Ottaviani et al., 2009a).

Nous avons souhaité poursuivre, avec ce travailalactérisation des propriétés
fonctionnelles deD4Z4 en terme de régulation télomérique, en nous issarg a trois
domaines : la compartimentalisation nucléaire¢fdication et I'effet de position télomérique.
Tout d’abord, étant donné la localisation nuclépigephérique du télomere 4qter (Masny et
al., 2004; Tam et al., 2004), nous avons étudigntsactions ddD4Z4 avec la périphérie
nucléaire et ses conséquences sur l'organisatidiménsionnelle des télomeéres dans le
noyau. Ensuite, nous avons étudié la cinétiqueédkcation des téloméres dans les cellules
humaines et l'influence des séquences subtélomesicgur celle-ci. Enfin, nous avons
approfondi la caractérisation de la fonction ingida deD4Z4 Ce travail nous a amené a

élargir cette étude a d’autres éléments susceptitblimterférer avec le TPE, comme la
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séquenceD4S139localisée en 4935 a 215 kb en amontDd&Z4 ou encore les transcrits
télomériques TERRAS.

Une grande partie de ce travail a été réalisé @r pkr modeles cellulaires dont nous
décrirons le principe dans le paragraphe suivaatisNdétaillerons également le principe de
I'étude de I'organisation nucléaire par 3D-immun&liH. Les autres techniques utilisées sont

décrites dans les publications présentées damafste “Résultats” ou en annexe.
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2.2. Matériels et méthodes

2.2.1. Modele cellulaire

Le modele cellulaire utilisé a été décrit par Kogret collaborateurs (Koering et al.,
2002) et Ottaviani et collaborateurs. (Ottaviaralet2009a) Kigure 163a).

Le vecteur comporte une cassette de sélectionspmnelant a la fusion du géne de
résistance a I’hnygromycine au géne suicide de janitine kinase du virus herpes simplex de
type | (HSV1), placée sous le contrdle d’'un promotirt (CMV) et un gene rapporteur
exprimant la protéine fluorescer@&FP sous le contr6le de ce méme promoteur fort. Les
constructions T portent une graine de télomeret-a'ere des répétitions (TTAGGG)n
organisées en tandem sur une distance de 1,2 kb. d®dtudier le rOle insulateur des
séquences a analyser, celles-ci sont inséréeslergeme rapporteur et la graine de télomere.
Nous avons ainsi testé le réle d’'une a plusieyvétitions deD4Z4, de sous-régions de4Z4
ou d’autres séquences d’intérét qui seront déesilidtérieurement.

Apres linéarisation des vecteurs circulaires aleavd’'un site de restrictioBstXI
localisé en aval des répétitions télomériques,viageurs sont transfectés dans les cellules
humaines de carcinome cervical C33-A dans des tondioptimisées afin de n’avoir qu’un
seul insert par cellule. L'insert s’'integre soit lasard (construction CMV), soit au niveau
d'un télomére formé denovo (construction T) par le processus de “fragmentatio
télomérique” au cours duquel l'intégration du plaseninduit une cassure chromosomique
suivie de I'extension de la séquence télomériguelpaélomérase et la perte du fragment
chromosomique distal natif (Farr et al., 1992).i3jours aprés transfection, des populations
ayant intégré stablement le transgene sont sétegtes en présence d’hygromycine B. La
localisation des inserts est vérifiée par hybrwhain situ en fluorescence sur des étalements
de chromosomes métaphasiques. Dans les cellulesACB&fficacité de transfection est
importante et le taux de fragmentation télomérigse élevé (85-94 %) (Ottaviani et al.,
2009b) Table S). Aucun site préférentiel d’intégration n'a étésnen évidence (Ottaviani et
al., 2009b) Figure S2.
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Séquence d'intérét

. Transfection dans des ceIIuIes humaines

Insertion apres fragmentation
télomérique Insertion aleat0|re

!

« Cinétique de I'expression de la GFP dans les populans et les clones isolés

« Localisation nucléaire par 3D-immuno-FISH

Figure 16 : Matériels et Méthodes

a : Principe du modéle cellulaitgilisé : Les vecteurs comportent un gene de tasie ¢
I’lhygromycine fusionné au gene de la thymidine kmau virus HSV1HyTK) et un géen
rapporteureGFP, placé sous le contréle de promoteurs forts CRYCMV) (constructior
CMV). La construction T prte une graine de télomere (fleches jaunes). lopestce
d’intérét est insérée en aval du gene rapportensfeuction CMV+séquence) ou entre
géne rapporteur et la graine de télomére (consrucT+séquence). Les vectel
circulaires sont linéarisés au niveau d'un $®X| localisé en aval de la graine
télomere.

b : Principes de I'analyse de la localisation naick par 3D-immuno-FISHOttaviani e
al., 2009b). 1 & 4 : Aprés acquisition en microsea@pnfocale du signal lamine B (1) et
la sonde ADN (3), un objet tridimensionnel est céaide du logiciel Imaris (2 et
respectivement). 5 : L'objet correspondant a laif@mucléaire (L) est réduit () jusqt
atteindre le signal FISH. Le rappales volumes VI/VL est alors obtenu de la fa
suivante : VI/VL = (d/D} ou D correspond & la distance du centre de I'chjesigna
périphérique non réduit et d a la distance du eederl’objet au signal périphérique réduit.
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Le pourcentage de cellules exprimant le gene rapporeGFP et le niveau
d’expression de I'eGFP sont suivis par cytométeefldx (FACs). La localisation nucléaire
de l'insert est déterminée par la technique de rBBwino-FISH, décrite dans le paragraphe

suivant.

2.2.2. Etude de I'organisation nucléaire en 3D-imoyrISH

La localisation nucléaire a été déterminée partankenique couplant la détection par
immunofluorescence, [I'hybridationin situ en fluorescence et la reconstitution
tridimensionnelle des images obtenues en microsampifocale (3D-immuno-FISH).

Les cellules, cultivées pendant 24 heures sur dewed en téflon, subissent un
prétraitement qui permet de préserver leur architecnucléaire. Elles sont hybridées soit
avec des sondes ADN commerciales (4qter, 10qtersis)y soit avec des sondes
correspondant au vecteur pCMV ou a des séquence€/M¥C (“Phage Artificial
Chromosom® marquées en digoxigénine par déplacement de uweufnick-translatiory).

La périphérie du noyau est marquée par immunofacemece avec un anticorps anti-lamine B
(Santa-Cruz). Les images sont acquises sur un saigpe confocal (Zeiss LSM510).

L’évaluation de la position radiale du signal estedminée de la facon suivante
(Figure 16b). Les noyaux de forme elliptiqgue réguliére sontdéts séparément grace au
logiciel Imaris. Pour chaque noyau, un objet 3Dcegé. La limite de la périphérie du noyau
(100%) est donnée par la limite extérieure du ditaraine B. La distribution des signaux
FISH, correspondant a la séquence d’intérét, dansllme nucléaire et le volume ratio sont
calculés du centre (0%) vers la périphérie de hspapres avoir réduit le signal périphérique
(limite extérieure du signal lamine B) jusqu’a ce’ilgchevauche le signal FISH, tout en
gardant le méme centre que celui défini par le ddres lequel I'objet est inscrit. Il faut noter

gue le signal Lamine B occupe environ 18% de lghérie nucléaire.

78



3. RESULTATS

3.1. Interaction deD4Z4 avec la périphérie nucléaire

Article 1 : Identification of a perinuclear positioning elemdnt human subtelomeres that
requires A-type lamins and CTCRA. Ottaviani, C. Schluth-Bolard et al., EMBO J 2009
28(16): 2428-2436.

3.1.1. Introduction

La lamina nucléaire est associée a la localisgpé@rphérique de certaines régions
chromosomiques et participe ainsi a la compartialesattion nucléaire, qui joue un role
important dans la régulation génétique et épiggnétdes segments chromosomiques.

La localisation des télomeres dans le noyau n’astgbéatoire, elle varie en fonction
des especes et des types cellulaires. Dans leshbeyies humains, les téloméres sont
localisés vers l'intérieur du noyau, mais il exispeelques exceptions comme le télomere
4qter qui est localisé en périphérie. Cependant,ddéments sont connus sur les séquences
d’ADN qui pourraient diriger des régions chromosquas a I'enveloppe nucléaire. Certains
subtélomeres permettraient d’antagoniser la loatadis interne des télomeres comme le
suggere la présence de LAD a différents subtélosnére

Nous avons exploré les propriétés@éz4, un macrosatellite subtélomérique de 3,3
kb localisé a I'extrémité du bras long du chromosoin(4qter), impliqgué dans la FSHD et
précédemment décrit comme un insulateur dépend@a@i€CF et des lamines de type A, afin
de déterminer si cette séquence peut se compamteme un élément régulateen cisqui
permet de diriger les chromosomes vers I'envelopmécaire.

(NB : la référence aux figures des articles jogdgr indiqué en italique).
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3.1.2. Matériels et méthodes

Les cellules humaines C33-A ont été transfectées des constructions contenant 1 a
8 copies dD4Z4 ou des sous-régions @etZ4 (Figures 1A et 1B. Des populations stables
ont été sélectionnées en présence d’hygromycirlee hourcentage de cellules exprimant le
géene rapporteueGFP et le niveau de GFP ont été suivis par cytomdtediux (FACs) a
intervalle de temps réguliers. La localisation Bagle a été déterminée par 3D-immuno-
FISH.

3.1.3. Résultats

1) D4Z4 permet de diriger un subtélomére a la périphdu noyau

Afin d’évaluer le role deD4Z4 dans la localisation nucléaire des téloméres, une
construction contenant un éléemddZ4 entre un géne rapporteur et la graine de télomere
(T1X) a été générée et transfectée dans les celi®8-A Figure 1B).

L’analyse de la localisation nucléaire par 3D-immiSH montre que le télomeére
4qter natif est localisé a la périphérie du noyaigyres 1C, 1D, 1B La construction T1X,
comportant une copie d®4Z4, est localisée a la périphérie nucléaire alorslguwenstruction
contrdle T est localisée de maniéere plus intefrigufes 1C, 1D, 1B Cette propriété est
intrinseque éD4Z4 et ne correspond pas a un effet commun aux irsukat En effet, une
construction dans laquelle la séquence insulafid&4 a été insérée entre le géne rapporteur
et la graine de télomere (construction T-5’'HS4)lesalisée vers l'intérieur du noyau, comme
la construction contrble TF(gures 1B, 1E).

Afin d'identifier des sous-domaines de4Z4 responsables de cette localisation
périphérique, des constructions comportant diffi@®nsous-régions d®4Z4 ont été
analysées en 3D-immuno-FISHFigure 2). Quatre constructions (TI281, T1XAB1-3,
T1XAE et TId) sont capables de récapituler a la foildalisation périphérique et I'activité
insulatrice précédemment décrite. Nous avons aiesitifié un fragment minimal de 80 pb
(construction TId) contenu dans la séquence inscdaproximale de 432 pb, possédant une

activité insulatrice et suffisante pour adressetélmmere a la périphéri€igure S3.
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D4Z4 est donc capable de diriger une région subtél@uéra la périphérie du noyau.

Cette activité est dépendante, au moins en pditine séquence proximale de 80 pb.

2) Les protéines CTCF et Lamines A contribuent a tlisation périphérique de
D4z4

Comme les sous-régions de4Z4 permettant la localisation périphérique d’un
télomére sont associées a 'activité d’insulati@mscriptionnelle d®4Z4 qui est dépendante
des interactions avec CTCF et les lamines de typ#As avons testé le réle de ces protéines
dans l'adressage périphérique @Z4 en les invalidant par la technique d’interférerce
'ARN (transfection de siRNA)Kigure S4). L'invalidation des genes codant pour CTCF ou
les lamines de type A est accompagnée d'une rédatian du télomere associé a une
répétitionD4Z4 (construction T1X) de la périphérie vers l'inténiedu noyau Figures 3A et
3B). Cet effet est spécifique db4Z4 puisque la déplétion de CTCF ne perturbe pas
I'architecture nucléaire en général. En effetoealisation des régions 10qter et 4qter natives
et celle du territoire du chromosome X ne sont maslifiées dans les cellules déplétées en
CTCF Figures 3A, 3C, 3D.

La localisation d’'un télomere a la périphérie nacke parD4Z4 est donc dépendante

de CTCF et des lamines de type A.

3) La multimérisation de D4Z4 entraine une relocalsatvers I'intérieur du noyau

Nous avons précedemment démontré que la liais@iT@F aD4Z4 était perdue lors
de la multimérisation d®4Z4. Comme la localisation périphérique d'un télomgagD4Z4
est dépendante de CTCF, nous avons exploré I'déefa multimérisation d®424 sur la
localisation nucléaire des téloméres. L'introductide 8 copies d®4Z4 a proximité du
télomere (construction T8X) entraine une relocabsadu télomeére vers l'intérieur du noyau
(Figures 4 et Sh La liaison de CTCF et des lamines de type A imeau de la séquence
insulatrice proximale dB4Z4 a été étudiée par immunoprécipitation de chroregithlIP) a
'aide d’anticorps spécifiques dans les construngtid1X et T8X (1 et 8 copies de4Z4,
respectivement). L’enrichissement relatif de I’ADMmunoprécipité par rapport a 'ADN
contrble a été determiné par PCR quantitative (gP&Raide d’amorces spécifiques et
normalisé sur I'amplification du promoteur ¢l. De fagcon concomitante a la perte de la
localisation périphérique, les interactions avedCETet les lamines de type A sont perdues
lors de la multimérisation dB4Z4 (construction T8X) Figure S6), renfor¢cant I’hypothese

gue CTCF interviendrait dans le positionnementé@aick périphérique.
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3.1.4. Discussion

Cette étude montre qu4Z4 agiten cispour positionner un télomere a la périphérie.
Cette activité est dépendante de CTCF et des |amdeetype A. Elle est perdue avec la
multimeérisation ddb4Z4. Le fait que la localisation du télomeére 4qterfnaest pas affectée
par la déplétion de CTCF dans nos modeles celadaidt qu'il reste périphérique chez les
patients FSHD laisse supposer I'existence de deieswd’ancrage a la périphérie nucléaire
(Figures 5A, 5B. L'une est indépendante de CTCF et ferait appehé séquence en amont
de D4Z4. L'autre est dépendante de CTCF et s’observersst de la contraction de4z4.
L’environnement périphérique serait différent enfedléle normal et celui porteur d’'une
contraction, entrainant I'expression différentieleegénes et I'apparition de la maladie.

D4Z4 possede a la fois une activité¢ dinsulation et Idealisation nucléaire
périphérique. 1l pourrait définir une classe d’éénts insulateurs dépendant de CTCF, qui
coopérent avec les lamines de type A pour localiseg région chromosomique a la
périphérie. Ainsi, cette étude renforce I'hypothégee CTCF jouerait un réle régulateur
global de l'architecture du génome. D’ailleurs upntiinconsensus de 30 pb capable de lier
CTCFin vitro a été identifié dans la région proximale de 8Glpib4Z4 et au niveau de six
autres localisations chromosomiquEg(re S8, Tableau Sp

Enfin, les régions subtélomériques sont capablesrédriler la localisation des
télomeres. Chez la levure, elles contrecarrergriddnce des télomeres a étre a la périphérie
pour les positionner vers l'intérieur du noyau. fiée inverse est observé chez 'Homme ou
les séquences subtélomériqgues permettent d’amemetélamére de lintérieur vers la
périphérie Figures 5C, 50. Dans les deux espéces, cette activité est couplénsulation
transcriptionnelle.

En conclusion, ce travail identifie pour la premidois un élément subtélomérique
humain qui positionne un télomére a la périphénielénire et suggere un lien entre

localisation nucléaire et insulation transcriptiete.

82



3.1.5. Résultats complémentaires

1) Le motif consensus de 30 pb porteur d’'un site CTi@Bt pas suffisant pour localiser un
télomeére a la périphérie

Le macrosatellited4Z4 posséde a la fois la propriété de localiser uontéle a la
périphérie nucléaire et la propriété d’insulatisanscriptionnelle. Ces deux activités sont
récapitulées par une séquence de 80 pb contenasttallCTCF localisée dans la région
proximale deD4Z4. L'alignement de cette séquence sur le génome inuaraermis de définir
un motif consensus de 30 pb englobant le site ClRfure 17d) et présent au niveau de 6
loci différents qui ne sont pas associés a dedit@ps D424, sur les chromosomes 5, 8, 12
(bras court et bras long), 17 et Hgure 173). Hormis le chromosome 18 ou il est localisé a
I'intérieur du bras long, le motif de 30 pb estqmét a I'extrémité des chromosomes, a une
distance allant de 1,1 Mb a 7,2 Mb du télomére. @ssltats suggérent un role de ce motif
dans l'organisation architecturale du génome.

Tout d’abord, nous avons Vérifié si les régionoaimsomiques portant le motif de 30
pb étaient localisées a la périphérie du noyauneere locus 4g35. Des BACs correspondant
aux 6 loci ont été sélectionnés (UCSC, Mars 20@d)B-12904 en 5q35.3 ; CTD-2335L23
en 8p23.1; RP11-253E3 en 12p13.3 ; RP11-349K162eR4.3 ; RP11-637C24 en 17¢g25.3
et RP11-730116 en 18g12.2) et marqués en digoxigépar déplacement de coupureick-
translatior). Aprés vérification de leur localisation par HS sur chromosomes
meétaphasiques, ces sondes ont permis d’étudiecédidation nucléaire de chaque locus par
3D-immuno-FISH. La région subtélomérique 435 aédtéliee avec une sonde commerciale
(TelVysion 4q SpectrumOrange, Vysis). Un nombreimim de 50 noyaux a été étudié pour
chaque sonde. La région 4935 ainsi que le locu2g@4.3 ont une localisation périphérique
alors que les autres loci sont localisés versédtisur du noyau (5935.3, 8p23.1, 12p13.3,
17925.3, 18912.2)Hgure 17h). Les régions chromosomiques portant le motif eosas de
30 pb ne sont donc pas associées de facon sysj@matia périphérie nucléaire.

Les propriétés supposées du motif de 30 pb poldtemtmasquées par l'influence des
séquences génomigues environnantes, nous avoné studapacité a localiser un télomere a
la périphérie nucléaire dans un modele cellulairegalisant une construction dans laquelle la
séquence consensus de 30 pb est insérée entranderggporteureGFP et la graine de

télomere (construction T+30plyigure 179.
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Figure 17 : Role de la sguence consensus de 30 pb dans la localisation raaite
périphérigue des chromosomes

a : Localisation chromosomique de la séquence osasede 30 pb dans le génome.
séquence représentée par un point rouge est ealis niveau des régions 4935, 5835
8p23.1, 10926.3, 12p13.3, 12924.3, 17925.3 et 12912

b : Localisation nucléaire des régions chromosoesqoortant la séquence consensu
30 pb. La distribution des signaux FISH, aprés BirunofISH, est représentée
centre (0%) vers la périphé du noyau (100%). Le signal lamine B est repréEsgar un
zone grisée et occupe environ 18% de la péripligrinoyau. Seules les régions 493
12924.3 sont périphériques.

c : Représentation schématique des constructlansecteur comprend unessette d
sélection KHyTK) et un gene rapporte@GFP, sous le controle de promoteurs fons) (
(construction CMV). La construction T porte uneigeade télomere (fleches). Le motif
30 pb a été inséré entre le géne rapporteur ealagyde télomere (construction T+30pb).
d : Séquence du motif consensus de 30 pb. Le Ji@&-@st représenté en rouge.

e : Localisation nucléaire de la construction TO+p®, déterminée par 3D-immuidSH.
Le télomeére associé au motif de 30 pb occupe usiiguo nucléaire interne.
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Aprés linéarisation, la construction a été trantskeaans les cellules C33-A et la
localisation nucléaire du néotélomere associé aif 030 pb a été étudiée par 3D-immuno-
FISH a 'aide d’'une sonde complémentaire au vectaarconstruction T+30pb, comportant le
motif consensus, a la méme localisation nucléaie lg construction contréle T, qui en est
dépourvue, c'est-a-dire a l'intérieur du noygig(re 176.

Par conséquent, la séquence de 30 pb seule n’sssyfisante pour assurer la
fonction de localisation nucléaire périphérique.sDeéquences adjacentes pourraient étre
nécessaires a I'adressage périphérique, soit bitisaat la liaison de CTCF soit en favorisant
la liaison de facteurs associés, comme par exelapléamines de type A. Ces hypotheses
pourraient étre testées sur les modeles cellulggeesimmunoprécipitation de chromatine

(ChIP) ou par des tests de liaisarvitro de type retard de migration sur gel (EMSA).

2) La séquence D4S139 ne permet pas de localiserlaoméée a la périphérie nucléaire
alors qu’elle est périphérique sur le chromosonreadf.

Le fait que le télomere 4qter reste localisé adaphérie nucléaire chez les patients
FSHD suggeére I'existence d’'une voie d’ancrage eilémité du bras long du chromosome 4
a la périphérie nucléaire indépendanteDd& 4 qui ferait appel a une séquence en amont de
ce macrosatellite. Nous avons tenté d’identifietedies séquences. Nous avons choisi comme
candidat la séquen@4S139 un marqueur STS $equence Tagged Sjtele 150 pb localisé
215 kb en amont d®4Z4 en 4q35.2 (chr4 : 191005550-191005792) (UCSC N2&G6)
(Figure 12b) d’apres trois arguments. Tout d’abord, cetteamég été décrite par Masny et
collaborateurs comme occupant une position plugplpérique dans le noyau qu24Z4
(Masny et al., 2004). Ensuite, elle appartient etnigr LAD du bras long du chromosome 4
(190367795-191169887, taille 802093 pb) (UCSC N2&@6) (Guelen et al., 2008), alors que
D4Z4 n'en fait pas partie. EnfirD4S139a été identifiée comme un site hypersensible a la
DNAsel de la région 4935 (région DH13) et pourédie associée a des éléments régulateurs.
(Xu et al., 2009).

Afin d’étudier la capacité de la séquenbdS139 a localiser un télomére a la
périphérie nucléaire, nous avons inséré, entreélee gapporteueGFP et la graine de
télomere, cette séquence de 150 pb (constructi@$+150) ou une séquence plus large, de
450 pb, englobarid4S139construction T+D4S-450(gure 183).
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Figure 18 : Etude du role de la séquenc®4S139dans la localisation nucléaire
périphérigue de la région 4qter

a : Représentation schématique des constructiamsietteur comprend une cassette
sélection HyTK) et un gene rapporte@GFP, sous le contrdle de promoteurs fons) (
(construction CMV). La construction T porte une igeade télomére (fleches). |
séquence du marqueur SD&S139de 150 pb a été insérée entre le gene rapportda
graine de télomere (construction T+D4S-15Qne séquence plus large, de 450

englobanD4S13% été insérée dans une autre construction (catismulr +D4S-450).

b : Localisation nucléaire des constructions comgné la séquend@4S139(construction:
T+D4S-150 et T+D4S-450) et du loc@S139natif en 4935 (BAC RP1463J17). L¢
distribution des signaux FISH, aprés 3D-immui8H, est représenté du centre (0%)
la périphérie du noyau (100%). Le signal laminesBreprésentée par une zone grisé
occupe environ 18% de la périphérie du noy&@eul le locusD4S139 natif est
périphérique.
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Nous avons étudié en 3D-immuno-FISH la localisatianléaire de ces constructions
a l'aide d’'une sonde complémentaire au vecteuri ajos celle du locu4S139sur le
chromosome 4 natif grace a la sonde BAC RP11-4684E25032.4) (UCSC Mars 2006).
Ce BAC de 245 708 pb engloi@S139mais ne contient pad4Z4. Alors que le signal du
BAC RP11-463J17 correspondant au loB4S139naturel est périphérique, les signaux des
constructions T+D4S-150 et T+D4S-450, portant lgus@ceD4S139 sont localisés vers
l'intérieur du noyau Figure 18b).

La séquenceD4S139 ne semble donc pas étre directement responsabléa de
localisation périphérique du télomere 4qter. L'ager périphérique de I'extrémité 4qter ferait
intervenir d’autres séquences de la région 4q8nsent ou en coopération, comme d’autres

sites CTCF présents dans cette région par exe@ptee hypothese est actuellement testée.
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3.2. Roles des séquences subtélomériques dans la

regulation de la replication des télomeres

Article n°2 : Replication timing of human telomeres is chromosame-specific, influenced
by subtelomeric structures and connected to nucleealization.N. Arnoult, C. Schluth-
Bolard et al. Plos Genet 2010 ; 6(4) : €1000920.

3.2.1. Introduction

Le contrdle de la réplication des téloméres cheazrlammiferes est encore peu connu.
Chez 'Homme, la réplication des téloméres se dértaut au long de la phase S. Une étude
récente chez le cerf muntjac a montré que chadoméée se réplique & un moment précis et
que la réplication des bras courts et des braslesgasynchrone, suggérant que les origines
de réplication localisées dans les subtéloméeresssmmises a un contréle spécifique. Le but
du présent travail est d’étudier dans les cellllemaines la cinétique de réplication des

télomeres et d’identifier certains facteurs quidatrolent.

3.2.2. Matériels et méthodes

La cinétique de réplication des télomeres a étéliétagrace a la technique de
“Replicative Detargeting-ISH” (ReDFISH). Les cellules sont synchroniséas yin double
blocage a l'aide de thymidine et d’aphidicoline.rdg la levée du blocage, les cellules sont
cultivéees en présence d'analogues nucléotidiguesmdidéoxy-uridine et bromodéoxy-
cytidine (BrdU/BrdC) par période d’'une heure, cantrtoute la phase S. Le BrdU/ BrdC est
incorporé dans les chromatides sceurs en courgpleat®n au moment de I'exposition. Les
cellules sont ensuite arrétées en mitose. Le mnaitdé des chromosomes par le colorant de
Hoechst et par les UV entraine la destruction desnsatides qui ont incorporé le BrdU/
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BrdC. Ainsi, les télomeres répliqués pendant I'estpon deviennent simple brin et peuvent
étre reconnus soit par une sonde riche en C (signa@le), soit par une sonde riche en G
(signal vert). Les télomeres non répliqués ontignad mixte (jaune)Kigure 1A, 1B, 1D.
L’analyse des meétaphases apres chaque périodeodiggp au BrdU/BrdC permet de
déterminer, par cette méthode, le pourcentageloiméges qui se répliquent a chaque période

de la phase S.

3.2.3. Résultats

1) Les téloméres humains se répliquent a des momefitsgntiels de la phase S

La cinétique de réplication des télomeres a étéradhée dans les cellules humaines
IMR90 (fibroblastes pulmonaires foetaux) par la teghe de ReDFISH. D’une fagon
générale, les télomeéres se répliquent tout au dentp phase S avec un pic vers fahdure.
La réplication compléte d’'un télomere individuet ashevée en moins d’une heure. De plus,
chaque extrémité télomérique se réplique préféaiatent durant une fenétre déterminée
(précocel/tardive) et la réplication des bras coetrtdes bras longs est indépendakigure
1). Par ailleurs, une faible corrélation entre lalication des télomeres et la cinétique de
réplication du dernier BAC spécifique du bras chosomique correspondant a été mise en
évidence [Figure S1), suggérant un certain degré de coordination dagréélomeres et les

régions subtélomériques distales.

2) La longueur télomeérique n’influence pas la réplioatdes téloméres humains

Afin de déterminer les facteurs de régulation decil@étigue de réplication des
télomeres, nous avons étudié l'influence de laleng des télomeres et de I'expression de la
télomérase.

La technique de FISH quantitative (Q-FISH, mesuee l'thtensité relative de la
fluorescence des télomeres) a été couplée a la FIB des sondes spécifiques de
polymorphismes subtélomériques et la ReDFISH p@terchiner la longueur et la cinétique
de réplication de chaque télomere d’'une paire densbhsomes homologues donnée. Il a été
ainsi observé que des téloméres de méme longuésergaient des cinétiques de réplication

différentes et que des téloméres de longueursreiftés pouvaient avoir des cinétiques de
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réplication similairesKigure 2). Il n’existe pas de corrélation entre la longudes télomeres
et leur cinétique de réplication.

La stabilisation et 'homogénéisation de la longudes télomeres ont été obtenues par
la surexpression des gerfeBERTet TIN2 dans les cellules IMR90 (cellules IMR90-hTERT-
TIN2). Bien que la durée de la phase S soit Iégengplus courte, la cinétique de réplication
relative n’est pas modifiéd=igure 3), renforcant I'observation précédente que ladaiés
téloméres n’'a pas d'impact apparent sur leur cinétde réplication.

3) Le patron de réplication est conservé entre lesontosomes homologues et entre les
cellules d’individus différents

Les régions subtélomériques étant extrémement pmolymes, elles pourraient
modifier le départ des origines de réplication alptogression de la fourche réplicative. La
caractérisation des polymorphismes segmentairegleuieriques par FISH a l'aide de
sondes spécifiques montre que les extrémités cleomigues homologues (par exemple les
deux alleles 1gter) se répliquent dans la mémerenéalgré la présence de polymorphismes
différents Figure 2B). A [linverse, les extréemités hétérologues portdat méme
polymorphisme (par exemple 1p et 7p) ont une ajuétide réplication différente. Ainsi, les
polymorphismes subtélomériques ne rendent pas eondgls patrons de réplication
différentiels.

Par ailleurs, afin d'étudier le comportement delenéres dans les cellules d'un
individu différent, la cinétique de réplication deellules HCA2 (fibroblastes cutanés)
surexprimant la sous-unité catalytique de la télase hTERT (cellules HCA2-hTERT) a été
déterminée. La durée de la phase S et le profidajlde réplication des téloméres des cellules
HCA2-hTERT sont identiques a ceux des cellules IBHRIERT-TIN2 Eigure 4A). De
plus, le temps de réplication moyen d’'un télomesereg ne differe pas entre les deux types
cellulaires, y compris pour les extrémités télompges connues pour porter des variations
segmentaires subtélomériques dans les deux ligmfletaires Figures 4B, 4C, 4D.

Ainsi, la cinétiqgue de réplication ne semble pag @tfluencée par la présence de

polymorphismes segmentaires subtélomériques delgtarile.

4) Les télomeres des bras longs des gonosomes onépii@tion tardive
L’hétérochromatine, transcriptionnellement inactigetendance a se répliquer plus
tardivement, dans la deuxiéme partie de la pha$2a8s les cellules XX, la réplication des

chromosomes X est asynchrone du fait du phénoménactivation de I'un des deux
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chromosomes X. Dans les cellules IMR90 (XX), letortéeres des bras courts des
chromosomes X (Xp) se répliquent de fagon syncheanenilieu de la phase S alors que la
réplication des télomeéres des bras longs (Xq) ptésane distribution bimodale. Un des
télomeres Xq se réplique en milieu de phase Saetrg se réplique en fin de phase S. Ce
dernier correspondrait au bras long du chromosormadtif (Figure S2.

Dans les cellules HCA2 (XY), les bras longs desogomes Xqg/Yq se répliquent de
facon plus tardive que les bras courts Xp/Yp. Lafipde réplication du télomere du bras long
du chromosome Y pourrait étre influencé par laaégi’hétérochromatine constitutive du

bras long du chromosome Y.

5) Les télomeres porteurs de séquersatellites se répliquent tardivement

Les extrémités 4qter, 10qter et les bras courtsciemmosomes acrocentriques font
partie des télomeres de réplication tardivigre 5). lls ont en commun le fait de porter des
répétitions de typ@-satellite et des répétitiorid424, ce qui suggére un rble des répétitions
satellites subtélomériques dans le contréle deéfdication des téloméres. Par ailleurs, ces
extrémités chromosomiques sont associées a urgusgnucléaire spécifique, nucléole ou
lamina nucléaire. Ainsi, la localisation nuclégn@urrait également influencer la cinétique de
réplication télomérigue. Nous avons alors explaéiofil de réplication et la localisation
subnucléaire des téloméres dans des modéles aekulal la composition subtélomérique

associée a un télomere néoformé est connue.

6) La localisation nucléaire périphérique est asso@aae réplication plus tardive

Les cellules humaines C33-A ont été transfectées &s constructions suivantes :
une construction contrdle comportant un gene rappoeGFP a proximité d’'une graine de
télomere (construction T), des constructions dassjlelles une séquence d'intérét a été
insérée entre le géne rapport@@FP et la graine de télomere: 1 et 8 répétitivdz4
(constructions T1X et T8X, respectivement), uneuségeD4Z4 associée a 4 élémerfis
satellites (construction T1B-sat) ou 4 elément8-satellites (construction [B-sat) Eigure
6A). La cinétique de réplication a été étudiee pddDIREH et la localisation nucléaire par 3D-
immuno-FISH.

Les constructions comportant un éléem@&#z4, T1X et T1X$-sat, conféerent au
télomére néoformé a la fois une localisation pénijgue et une réplication plus tardive que

les cellules contrdles (construction T) ou lesutel portant 8 copies de4Z4 (construction

91



T8X) (Figure 6B a 6B, suggérant que la localisation subnucléaire dEsneres influence
leur profil de réplication.

Par ailleurs, les téloméres néoformés associésepétitionsp-satellites (construction
T-B-sat) se répliquent plus tardivement, indépendammenreur position nucléaire, ce qui
suggere un role propre des séquerfeasitellites dans la régulation de la réplicatiols de

télomeres.

7) Les télomeres natifs de réplication tardive et ramsociés a D4Z4 sont localisés a la
périphérie nucléaire
Les résultats précédents suggérant un rdle de dalidation nucléaire dans la

réplication télomérique, nous avons étudié la isatibn nucléaire de télomeéres natifs de
réplication plutét précoce (1pter, 5pter, 12pt&igter) ou de réplication plutbt tardive (2pter,
3pter, 4qter, 6qgter, 12qter) par 3D-immuno-FISHs liélomeres de réplication tardive
présentent une localisation nucléaire périphéri@peer, 3pter, 4qter, 6qter, 12gter) alors que
les téloméres de réplication précoce (1pter, Sptgwter, 17gter) sont localisés vers l'intérieur
du noyau Figure 7). Ainsi, nos résultas suggérent pour la premieie fexistence d’'une

corrélation entre le profil de réplication des tééres et leur localisation nucléaire.

3.2.4. Discussion

L’étude du profil de réplication des télomeres ddes cellules diploides humaines
montre que la réplication des télomeéeres se dérmuieau long de la phase S. Cependant,
chaque extrémité télomérique possede une cinépouare avec une fenétre de réplication
préférentielle au cours de la phase S, qui estereés entre chromosomes homologues et
entre les individus.

Le profil de réplication serait déterminé par ddéments spécifiques a chaque
chromosome, comme le suggeére la corrélation eatréglication d'un télomere et celle du
dernier BAC spécifique du bras chromosomique cpoedant. La longueur des télomeéres et
les polymorphismes segmentaires subtélomériquesengblent pas influencer de facon
notable la réplication télomérique. Celle-ci peependant étre régulée par des séquences de
type satellite. Par exemple, les répétitignsatellites subtélomériques sont associées a une
réplication tardive du télomeére. La répétitibdZ4 permet de diriger le télomere qui lui est
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adjacent a la périphérie du noyau, ce qui s’accgmpal’un profil de réplication plus tardif.
De plus, les télomeres de réplication tardive présg une localisation nucléaire
périphérique. Ainsi, notre étude suggere pour Empere fois que la localisation nucléaire
participerait a la régulation de la réplication dé®meres. Des interactions entre la lamina
nucléaire et des régions non-télomériques de @it tardive ont d'ailleurs été décrites
(Guelen et al., 2008; Hiratani et al., 2008).

En conclusion, la régulation de la réplication délmeéres serait dépendante de

particularités spécifiques a chaque chromosome, lderséquences subtélomériques.
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3.3. Influence des séguences subtélomériques sur

I'effet de position télomeérique

Article n°3 :D4Z4 as a prototype of CTCF and lamins-dependailator in human cells
A. Ottaviani, C. Schluth-Bolard et al. Nucleus 2Q141) : 30-36.

L’effet de position télomérique (TPE) est défininome le silence transcriptionnel
réversible de genes situés a proximité des tél@nées mécanismes mis en ceuvre dans le
TPE chez 'Homme sont encore mal connus. Des étwlez la levure ont montré
'importance des séquences subtélomériques dagguldation du TPE.

Récemment, nous avons montré que le macrosatellifel se comportait comme un
insulateur avec les propriétés effhancer-blockinget de barriere de chromatine (Ottaviani
et al.,, 2009a). L'activité barriere contre I'effgé position est récapitulée par une séquence
proximale de 432 pb et est dépendante de CTCF<taneines de type A. Cet insulateur
proximal contient une séquence de 80 pb, englobansite CTCF, qui posséde a la fois
l'activité barriere de chromatine et la capacit@diesser un télomere a la périphérie du
noyau, par un mecanisme dépendant de CTCF et deses de type A (Ottaviani et al.,
2009Db).

Ce travail suggére que4Z4 est un nouveau type d’insulateur dépendant de GaiCF
adresse de nouvelles questions comme celle detssieé de I'adressage des insulateurs vers
un compartiment nucléaire compétent pour leurs tfons, I'implication des structures
nucléaires dans l'activité barriere de chromatilze,capacité de CTCF a coopérer avec
d’autres protéines pour former des boucles de chtiom qui permettraient de modeler le
génome en différents domaines.

Nous avons poursuivi I'étude des mécanismes datgul liés aD4Z4, en continuant
la caractérisation du réle du site CTCF proximahismaussi en recherchant d’autres sites
pouvant coopérer avec celui-ci, soit d&dz4, soit dans la région 4g35. Ce travail nous a
permis d’identifier d’autres séquences permettantahtrer le TPE et d’explorer le réle des

transcrits télomériques dans ce processus.
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3.3.1. ROle du site insulateur proximalDiéZ4

1) La séquence consensus de 30 pb a un effet pratecteue le TPE

Le macrosatellitedd4Z4 posséde a la fois la propriété de localiser uontéle a la
périphérie nucléaire et la propriété d'insulatisanscriptionnelle. Ces deux activités sont
récapitulées par une séquence proximale de 80 mkrant un site CTCF et dans laguelle un
motif consensus de 30 pb englobant ce site CTGE @éntifié (Ottaviani et al., 2009b).

Nous avons précédemment montré que cette séquend6 @b était insuffisante a
localiser un télomere a la périphérie nucléaire(&3). Nous avons alors étudié son effet sur
le TPE en suivant I'expression du gene rappore€iffP par cytométrie de flux (FACs) dans
des cellules humaines C33-A transfectées aveolestrrictions précédemment établies c’est-
a-dire une construction contréle comportant le gapporteureGFP et la graine de télomere
(construction T) et une construction ou le motifafepb a été inséré entre le gene rapporteur
eGFPet la graine de télomere (construction T+30plyre 1949). Nous avons observé une
augmentation significative (p<0,001, Test t de 8iiidu pourcentage de cellules exprimant
le geneeGFPdans les cellules ayant intégré la constructioBObp par rapport aux cellules
contrdles (construction T).

Le motif de 30 pb posséde donc une activité ingatat Toutefois, I'activité barriére
contre le TPE du motif consensus de 30 pb semhis faible que celle décrite pour la
séquence insulatrice proximale de 80 pb et n'estgssociée a la propriété de diriger un
télomere vers la lamina nucléaire. Ainsi, I'actibarriere contre le TPE de linsulateur
proximal deD4Z4 pourrait comporter deux composantes, I'une dépeteddu site CTCF et
l'autre dépendante des interactions avec la péigpiméicléaire. Nos résultats ne permettent
pas de préciser si CTCF et les lamines de typepardpnnent au méme complexe au niveau
de D4Z4, ni si la liaison deD4Z4 avec les lamines de type A est directe ou nonteCet
hypothése pourrait étre explorée en étudiant lesantions de CTCF et des lamines de type
A avec le motif de 30 pb par immunoprécipitation deromatine (ChIP), l'effet de
linvalidation de ces deux protéines (par interféx@ a I'ARN) sur le TPE et en caractérisant

les interaction®4Z4 — lamina nucléaire.
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Figure 19 : Réle du site CTCF de l'insulateur proximal de D4Z4 sur le TPE

A gauche, représentation schématique des constnsctLe vecteur comprend une cassett
sélection HyTK) et un gene rapporteveGFP, sous le contrble de promoteurs forgs)(
(construction CMV). La construction T porte uneigeade télomere (fleches).

A droite, histogrammes représentant la moyenne alucentage de cellules exprimant le g
rapporteureGFP (% cellules eGFP+) dant la période ou I'expression du gene rapportetteint
un plateau stable (entre J16 et J53) (barre d'erréuDS). L’astérisque indique les vale
statistiguement significatives par rapport au d@et(construction C ou T) (Test t de Studt
*p<0,05; **p<0,005; ***p<0,001.

a : Le motif consensus de 30 pb a été inséré émtgene rapporteur et la graine de télon
(construction T+30pb). Une augmentation signifwatde I'expression du géene rapporteur
observée.

b : Constructions présentant des délétions duCSiteF proximal deb4Z4. La séquenc®4Z4 est
représentée schématiquement de la position 1 a 3&08pport au sitEpnl (K). Le site CTCF
(468-481) proximal est représenté en rouge. Leseesuggions dd>4Z4 sont: LSau (1-340),
hhspm3(1313-1780) eDUX4 (1792-3063). Les sites de restrictiBipl (Bl) ont été utilisés pot
le clonage et encadrent la séquence insulatricamabe de 432 pb (38214). La composition de
constructions est détaillée dans le texte.
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2) Le site CTCF proximal de D4Z4 est nécessaire adéeption contre le TPE

Nous avons poursuivi la caractérisation du site ET€oximal deD4Z4 dans son
activité barriere de chromatine en générant unie dérconstructions comportant une délétion
de ce site CTCF capable de s’intégrer aléatoirenfeonstructions C) ou en position
télomérique (constructions TFigure 19b). Les constructions comportent une répétition
D4Z4 entiere (constructions C1X, T1X), une répétitidaz4 comportant une délétion de la
séquence insulatrice proximale de 432 pb, localesdétee deux sites de restrictioBspl
(position 382-814) (constructions CARIpl et T1XABIpl), une répétitiorD4Z4 comportant
une délétion du site CTCF proximal (position 468X&constructions C1XCTCF et
T1XACTCF), la séquence insulatrice proximale de 43Zpupisition 382-814) (constructions
C1XAB1-3 et T1XAB1-3) et la séquence insulatrice proximale comportane délétion du
site CTCF (constructions CI¥B1-3ACTCF et T1XAB1-3ACTCF). Nous avons étudiés
'expression du géne rapporteBFPpar cytométrie de flux (FACs).

Au niveau des constructions intégrées aléatoiremigtpression de la GFP est
augmentée de facon significative dans toutes lestnactions, y compris celles comportant
une délétion du site CTCF, par rapport aux cellatesroles (construction CMV), traduisant
une activité insulatrice des différentes séquertediées. Cependant, cet effet insulateur est
plus faible dans les cellules porteuses d’'une idélémportant le site CTCF (constructions
C1XABlpl, CIXACTCF et C1X\B1-3ACTCF) par rapport aux cellules ayant intégré une
copie D4Z4 complete ou la séquence insulatrice proximalectatdconstructions C1X et
C1XAB1-3, respectivement), comme le montre un niveaxmtession du géne rapporteur
eGFPdiminué. Le site CTCF proximal participe donc ddaction barriére contre I'effet de
position chromosomique (CPE) mais n'est pas indispkle a celle-ci. Ce site CTCF
proximal pourrait coopérer avec d’autres séquepp&sentes au sein de I'élém&tz4.

Au niveau des constructions intégrées en positbontérique, la construction T1X
(une répétitionD4Z4) ne montre pas ou peu d’effet protecteur contreTlRE, comme
préecédemment décrit. La délétion du site CTCF dbélgment D4Z4 (constructions
T1XABIpl et TLIXACTCF) ne modifie pas de fagcon notable le niveaxmtession du géne
rapporteureGFP. Les cellules porteuses de la construction aveélétion du site CTCF dans
linsulateur proximal (T1AB1-3ACTCF) présentent un niveau de GFP comparable & celu
des cellules contrdles (construction T), alors tuaiveau de GFP est augmenté dans les
cellules T1IXAB1-3, ayant intégré la séquence insulatrice prokarmdacte. Ainsi, I'effet anti-
TPE observé avec l'insulateur proximal (construttidd XAB1-3) disparait avec la délétion
du site CTCF (construction T®B1-3ACTCF). Ces résultats suggerent que le site CTCF est
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indispensable a I'effet de protection contre le TR Eue les mécanismes mis en ceuvre dans
la protection contre le TPE et le CPE ne sont gastiques.
Par conséquent, ces résultats laissent supposer l@qjueontexte nucléaire et

chromatinien dans lequBiZ4 exerce ses fonctions a une importance.

3.3.2. Caractérisation d'un site CTCF dans la palistale dé424

L’étude de la séquence insulatrice proximaleDd&4 suggére que l'activité barriére
de chromatine nécessite la coopération avec dag&guences présentes au seiD4ié4.

Précédemment, nous avions mis en évidence, daparie distale deD4Z4, une
séquence de 623 pb (encadrée de deux sites detr@stEhel) (position 2269-2892) se
comportant comme un répresseur transcriptionneisfcoction T1XAF) et dont la délétion
permettait de protéger contre le TPE (constructibtXAE) (Ottaviani et al., 2009a)-igure
15). Cette séquence pourrait donc interférer avedotation de l'insulateur proximal.
L’analysein silico de cette séquence a révelé la présence d'un ¥ @robable (position
2828-2839, CCGCCTCCGCGCGQG). La liaison de CTCF &iedistal a été confirmée
vitro par retard de migration sur gel (EMSA) en incubdes extraits nucléaires issus de
cellules C33-A soit avec des oligonucléotides masgeorrespondant a cette séquence distale
de liaison a CTCF soit avec des oligonucléotides marqués correspondant a des sites de
liaison de CTCF connugigure 2A) (Ottaviani et al., 2010). Toutefois, aucun engskment
significatif en CTCF n’a été détecté vivo par immunoprécipitation de chromatine (ChliP)
avec des anticorps spécifiques au niveau de céfjeesce. L'étude de la localisation
nucléaire par 3D-immuno-FISH d’'une construction déaquelle la partie distale de4z4
(position 1549-3303), contenant le site CTCF prédad été insérée entre le géne rapporteur
eGFPet la graine de télomeére (construction REX, montre que ce fragment est capable de
diriger un télomere a la périphérie nucléaire, mé@&nd'absence de la partie proximale de
D4Z4. Ainsi, la partie distale dB4Z4 contribue également a la localisation périphérique
télomere Figure 2B) (Ottaviani et al., 2010).

Afin d’étudier la contribution de ce site CTCF disdans la fonction barriere de
D4Z4, nous avons réalisé une série de constructiomssénant entre le géne rapporteur et la
graine de télomere la région distale de 623 pbertntt le site CTCF distal (position 2269-

2892) en orientation sens et anti-sens (T+Ehe-Eh€+AS, respectivement) et cette méme
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région ou la séquence correspondant au site CTCH#eESée, en orientation sens et anti-sens
(T+EheACTCF-S, T+EhACTCF-AS, respectivement). Ces constructions ontrétésfectées
dans les cellules humaines C33-A et le pourcentageellules exprimant le géne rapporteur
eGFP a été suivi par cytométrie de flux (FACs) sur gepulations stables sélectionnées en
présence d’hygromycine Bigure 203).

Nous avons observé que l'insertion de la séqueistalel de 623 pb d®4Z4 est
responsable d'une diminution de I'expression duegeapporteureGFP par rapport aux
cellules contréles (construction T) quand elle intgrée en orientation sens (construction
T+Ehe-S) et qu'elle est responsable d’'une augmentale I'expression du gene rapporteur
eGFPpar rapport aux cellules contrbles (constructipmdand elle est intégrée en orientation
anti-sens (construction T+Ehe-AS). L'effet répresseranscriptionnel (sens) et ['effet
activateur transcriptionnel (anti-sens) sont tees deux dépendants de CTCF, puisque les
cellules transfectées avec les constructions pdaielétion de la séquence distale de liaison
a CTCF (constructions T+EAETCF-S, T+EhACTCF-AS) présentent un niveau
d’expression du géne rapporte®FP semblable a celui des cellules contréles (conttnuc
T) (Figure 203).

Cette observation suggere ainsi I'existence d’'w@trience répressive située en amont
du site CTCF distal, qui renforcerait I'action dBH, par exemple en empéchant 'activité du
site CTCF 3’, comme cela a été précédemment sughézla levure (Defossez et al., 2005).
Lorsque la séquence est en orientation anti-sensité CTCF est alors entre le géne
rapporteur et le répresseur, et serait en mesupgratéger I'expression du gene rapporteur

(Figure 20b). Cette hypothese devra étre explorée.
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Figure 20 : Caractérisation du site CTCF distal deD4Z4

a : A gauche, la séquenbelZ4 est représentée schématiqguement de la positioB3D3
par rapport au sit&pnl (K). Les sites CTCF (468-481 et 282839) sont représentées
rouge. Les autres régions @Z4 sont: LSau (1-340), hhspm3(1313-1780) eDUX4
(1792-3063). Le vecteur comprend une cassetteldetisd HyTK) et un géne rapporte
eGFP, sous le contréle de promoteurs fors) (et une graine de télomeére (fleches gri
(construction T). La séquence distale de 623 pimnitée par 2 sitekhel (E) (22692892)
a été insérée entre le géne rapporteur et la gd@néelomére : en orientation st
(construction T+Ehe-S) et anti-sens (constructicfEfeAS). De méme, la séquen
distale portant une délétion du site CTCF a étéréesen orientation sens (T+RAETCF-
S) et anti-sens (T+ElMCTCF-AS).

A droite, histogramme représentant la moyenne dugemtage de cellules exprimant
gene rapporteueGFP (% cellules eGFP+) durant la période ou I'exp@ssiu gent
rapporteur a atteint un plateau stable (entre J21156) (barre d'erreur +/DS).
L’astérisque indique les valeurs statistiguemeghnificatives par rapport aux cellul
contrdles (construction T) (Test t de Student) (PEQ).

b : Proposition d’'un modelexpliquant le comportement de la séquence dig&@lg23 pt
deD4Z4 et du site CTCF distal. En orientation sens &)gpresseur (R) renforce l'acti
du TPE sur le géene rapporte@GFP, en empéchant I'action de CTCF. En orienta
anti-sens (AS),d site CTCF est placé entre le répresseur et le gapporteur et pe
protéger I'expression de ce dernier.
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3.3.3. ldentification de ségquences pouvant interfavec |'effet de

position télomérique

1) La séquence D4S139 présente un effet protecteurecdm TPE qui dépend de son
orientation

Le macrosatelliteD4Z4 contient une séquence capable d’interférer aveG@RE.
Cependant, l'activité insulatrice de4Z4 pourrait nécessiter la coopération avec d’autres
séquences de la région 4g35. Afin d’identifier d‘as €léments subtélomériques capables
d’interférer avec le TPE, nous avons testé I'atgide la séquend24S139 que nous avions
précédemment étudiée pour son role éventuel ddosdhsation périphérique des télomeéres
(8 3.1.). Ce marqueur STSSgquence Tagged Sjtale 150 pb situé 215 kb en amont de
D4Z4 estlocalisé a la périphérie nucléaire sur le chromase@m(Masny et al., 2004), fait
partie d’'un LAD (Guelen et al., 2008) et correspanahe région sensible a la DNAse | (Xu et
al., 2009). Elle pourrait ainsi contenir des élétagBgulateurs et influencer I'expression de
certains genes dans la région 4q35 et/ou contriau@hénotype FSHD.

Nous avons inséré, entre le géne rappor&FP et le télomere, la séquenbdS139
de 150 pb ou une séquence élargie de 450 pb comtlenmarqueubD4S139en orientation
sens (T+D4S-150-S et T+D4S-450-S, respectivementprgi-sens (T+D4S-150-AS et
T+D4S-450-AS, respectivemengigure 21b). Ces constructions ont été transfectées dans les
cellules humaines C33-A et le pourcentage de esllakprimant le géne rapport@a®FP a
éte suivi par cytométrie de flux (FACs) sur des yafions stables sélectionnées par
I’lhygromycine B.

Nous avons observé une augmentation significagviegtpression du géne rapporteur
eGFPdans les cellules portant les constructions T+D8&-S, T+D4S-450-S et T+D4S-450-
AS par rapport aux cellules contrdles (contrucflgnCette augmentation est beaucoup plus
importante dans les constructions ou la séqueDd&139 est en orientation sens
(constructions T+D4S-150-S et T+D4S-450-Bigre 21b). La séquenc®4S139possede
donc la capacité d'interférer avec le TPE et cpttpriété dépend de son orientation de 5’

vers 3.
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Figure 21 : Influence de la séquencB4S139sur le TPE

a : Séquence nucléotidigue du marqueur BS139(UCSC Mars 2006) : présence d
signal de poly-adénylation canonique (en rouge).

b : A gauche, représentation schématique des cmtisins. Le vecteur comprend une cass
de sélectionHyTK) et un géne rapporte@GFP, sous le contr6le de promoteurs fons) (
(construction CMV). La costruction T porte une graine de télomere (flechea)séquenc
du marqueur ST®4S139de 150 pb a été inséree entre le gene rapportdargeaine de
télomere en orientation sens et antisens (coniingct T+D4S-150-S et T+D4S-1588).
Une séquence plus large, de 450 pb, englolix$139a été insérée dans une al
construction en orientation sens et anti-sens (oactons T+D4S-450-S et T+D4S-4%(®).
A droite, histogramme représentant la moyenne dugemtage de cellules exprimant le g
rapporteureGFP (% cellules eGFP+) durant la période ou I'exp@sgiu gene rapporteut
atteint un plateau stable (entre J14 et J49) (bdieeur +/-DS). L’astérisque indique I
valeurs statistiquement significatives par rapport cellules contrdles (comgttion T) (Tes
t de Student) (p<0,001).

c : Effet du signal pol\A sur le TPE. A gauche, représentation schématigsecontruction:
Constructions contréles CMV et T (cf b)TpA: signal de polyadénylation inséré entre
géne rapporteur et le télomére; TAS: géne rappodganté en antsens. A droite, courk
représentant le suivi du pourcentage de cellulggimant le géne rapportel@GFP (%
cellules eGFP+).
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Afin de comprendre le mécanisme sous-jacent, neussaanalysé la séquence du
marqueur D4S139 et nous avons identifié un signal canonique dey-pdEnylation
(AATAAA) uniguement présent dans l'orientation %r¢ 3’ Figure 218). Nous avons alors
inséré un signal de poly-adénylation entre le gapeorteur et le télomere pour vérifier si ce

motif pouvait rendre compte I'effet anti-TPE a $&iul.

2) La présence d’'un signal de polyadénylation forremé gene rapporteur et le télomeére a
un effet anti-TPE.

Afin de vérifier I'impact du signal de poly-adéngitan sur le TPE, nous avons
introduit un signal de poly-adénylation fort enteegene rapporteueGFP et la graine de
télomere (construction TpA). Nous avons égalemeéalisé une construction dans laquelle le
gene rapporteleGFP et son promoteur ont été insérés en orientatitirsans (construction
TAS), le gene rapporteur étant transcrit du tél@emeers le centromere dans cette
construction. Ces constructions ont été transfectiéms les cellules humaines C33-A et le
pourcentage de cellules exprimant le géne rappoe@&P a été suivi par cytométrie de flux
(FACs) Figure 210.

Les cellules ayant intégré la construction TpA expnt tres fortement le gene
rapporteureGFP comparé aux cellules contrdles (construction Telui-ci est réprimé par
le TPE. Ainsi, la présence d’un signal de poly-adition fort permet de contrer les effets du
TPE et de maintenir une expression stable et éldw@&ene rapporteur.

Les cellules portant la construction TAS (géne cetfgur eGFP en orientation anti-
sens) ont également un niveau d’expression du gggporteureGFP élevé. Il semble donc
gue le TPE soit dépendant du sens de transcriptiogene rapporteur. Il ne s’exerce que
lorsque le géneGFP est transcrit du subtélomere vers le télomereteCatientation est
identique a celle des transcrits télomériques TERRW@I sont transcrits a partir du brin C, et
dont les sites d'initiation de la transcription sdocalisés dans les régions subtélomériques
(81.1.4.2.).

Ces deux observations suggerent que, dans lesesefiyant intégré la construction T
ou le TPE est observé, la transcription du genpareur se poursuit dans les répétitions
télomériques adjacentes. Ce phénomene serait attesesties cellules ou le géne rapporteur
n'est pas réprimé (constructions TpA et TAS), shitfait de la présence d’'un signal d’arrét

de la transcription, soit du fait de I'orientatida géne rapporteur. Le mécanisme du TPE
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pourrait donc faire intervenir des transcrits téoiques TERRAS. Nous avons exploré cette

hypothése dans la suite de ce travalil.

3.3.4. Exploration du réle des transcrits téloméeg) TERRAS dans la

régulation du TPE

L’observation que le TPE ne s’exerce que lorsqugelee rapporteur est transcrit dans
la méme orientation que les TERRAS, associée awtain signal de poly-adénylation fort
abolit le TPE, a conduit a I'hypothese selon lalgulel TPE pourrait étre lié a la transcription
des répétitions télomériques.

1) Mise en évidence d'un transcrit GFP-TERRA

Afin de caractériser le transci@FP et de tester I'hypothése d’une transcription a
travers le télomere néo-formé, nous avons chosidgouble approche par northern-blot et par
transcription inverse suivie de PCR quantitativé-(fPCR).

L’ARN des cellules T et TpA a été extrait, sépané gel dénaturant et transféré sur
une membrane en nylon. Trois sondes ont été wdigdur I'hybridation : une sonde Telo
(CCCUAA) complémentaire aux répétitions TERRAs (UBABG), une sonde GFP
complémentaire au transcrit du géne rapporteunetsonde complémentaire a ’ARNr 18S
permettant de normaliser le sign&igure 22). La sonde Telo permet de détecter les ARNs
TERRAs totaux, sous la forme d’'une trainée allant2680 bases a plus de 10 kb. Aucune
différence en taille ni en quantité n’est notégetes deux populations cellulaires, T et TpA.
Dans les cellules TpA, la sonde GFP montre unee fbende de taille inférieure a 1 kb
correspondant a la taille attendue pour le tran&ffP. Dans les cellules T, cette bande est
faiblement détectable. Cependant, la présence diande de plus grande taille et d’intensité
faible est notée, suggérant I'existence de tratssyibridesGFP-TERRAsde taille variable.

Une approche complémentaire par RT-qPCR a étépige car I'hétérogéenéité de
taille des transcritsGFP-TERRAs pourrait limiter leur détection par northdalot. La
transcription inverse a été réalisée soit avecadasrces poly-dT, complémentaires a tous les
transcrits poly-adénylés (GFP et une sous-fracdes TERRAS) (Porro et al., 2010) (RT-dT),
soit une amorce TR, complémentaire aux répétitiélnériques et spécifique des transcrits
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TERRAs (RT-TR). La qPCR permet d’amplifier le traris GFP grace a des amorces
spécifiques. Les résultats ont été normalisés’amplification du transcrip-actine. La RT-
gPCR ainsi réalisée permet d’amplifier trois popiates de transcrits : le transc@tP poly-
adenylé, le transcrEFP-TERRA poly-adénylé et le transc@FP-TERRA non poly-adénylé
(Figure 2339. L’amplification des transcrits poly-adénylés (dT) met en évidence un fort
taux de transcrit’GFP dans les cellules TpA alors que celui-ci est iadiétble dans les
cellules T Figure 23b). Les transcrit&sFP-TERRAS, sont détectés grace a I'amorce TR (RT-
TR) a la fois dans les cellules T et TpA. Le taextrhnscritGFP-TERRAS est tres faible
compareé a celui des transci@&P poly-adénylés. Par ailleurs ce taux est cing phis élevé
dans les cellules T que dans les cellules TpA.

En conclusion, ces deux approches mettent en éadéaxistence d'un transcrit
hybride GFP-TERRA comprenant les régions subtélomériques spoedant au géne
rapporteur et les régions télomériques. Ce transsti présent en quantité plus importante
dans les cellules T, ou le géne rapporteur est soamTPE, comparé aux cellules TpA. Nous
nous sommes ensuite interrogés sur la facon dam&wescrit pouvait participer au mécanisme
du TPE. Pour cela, nous avons exploré la stahilitéranscritGFP et I'état de la chromatine

au locus &FP.
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Figure 22 : Mise en évidence d’un transcritGFP-TERRA par northern-blot

L’ARN des cellules T et TpA a été analysé par nemthblot.

a : hybridation de la sonde Telo, complémentaive rapétitions télomériques et montr.
les TERRASs totaux (70h d’exposition)

b : hybridation de la sonde GFP, complémentairdraniscrit du gene rapporteur7¢2
d’exposition). La présence d'une trainée suggéneidtence de transcrits hybrid€d-P-
TERRASs dans les cellules T.

106



eGFP
) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )

Région subtélomérique Répétitions télomériques

TRANSCRIPTION

R GFP-F GFP-R TR
AAAAAA - -
—_— P —
dT
3) Transcrit GFP-TERRA
1) ARNm GFP nzm oo
GFP-F GFP-R
-~ AAAAAA
C—
2) Transcrit GFP-TERRA poly-A  dT
AAAAAA Queue poly-A
_
dT TR Amorces de reverse transcription ~GFP-F GFP-R Amorces de qPCR
a < p 2 ae—
3_
0.02q
z . —_
< x
S 24 <
() ©
= g
[ =
@ © 0.014
e °
2 b=
5] c
s ‘% I
0 C o
T 0.00 T TpA
— — _/
b YT ~
RT-dT RT-TR

Figure 23 : Mise en évidence d’un transcritsFP-TERRA par transcription inverse

a : Principe de la RT-gPCR avec les amorces polyedimplémentaire de la queue poly-
A) et TR (complémentaire des répétitions TERRAsgrnpettant d’amplifier troi

populations de transcrits a I'aide d’amorces spge#s du transcrit GFP.

b : Graphiques représentant la quantité relatige tchnscrits GFP da& les cellules T ¢
TpA évaluée par RT-gPCR (aprés normalisation sunflification de ’ARNmf-actine)
A gauche, transcription inverse avec les amorcesy-¢pb (RT-dT),
essentiellement le transcrit GFP; a droite, trapgson inverseavec les amorces TR (RT-
TR), détectant les transcrits GHIERRAS. Noter que les échelles sont différentesedat

deux graphiques.

détectar
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2) La présence du signal poly-A affecte la stabilité@mnscrit GFP.

Afin de vérifier si 'augmentation d’expression di¢ne rapporteur eGFP dans les
cellules TpA est secondaire a une stabilisationtrdascrit GFP par le signal de poly-
adénylation, nous avons évalué la demi-vie de d&NAdans les cellules CMV, T et TpA.

Les cellules ont été traitées avec de I'actinomg/dn(5ug/mL concentration finale),
une drogue qui inhibe 'ensemble de la transcnptit les ARNs ont été récoltés au temps 0
et aprés 1, 2, 4, 6 et 8 heures d’incubation. Ucragramme d’ARN total a été transféré par
la technique de slot-blot sur une membrane et tglsuccessivement avec les sondes GFP,
Telo (complémentaire aux répétitions TERRABgaCctine et 18S. Apres exposition, I'intensité
des taches a été mesurée et normalisée par rappiotensité du signal 18S. L'expérience a
ete répétee 4 fois de facon indépendante.

La demi-vie des TERRASs est de 5,2 heures dansledes TpA et de 6 heures dans
les cellules CMV et THRigure 24). Ces résultats sont compatibles avec ce qui a él&
rapporté (Porro et al., 2010). Dans les trois pafuts cellulaires, la demi-vie de 'ARNM
actineest stable. La demi-vie des transcrits GFP estrgayre a 8 h. Cependant la courbe de
décroissance est plus importante dans les celliligge dans les cellules CMV et TpA. La
demi-vie évaluée a partir de la droite de régressit de 11,5 h pour les cellules T, 15,5 h
pour les cellules TpA et 13,9 h pour les cellul®és\C

En conséquence, la stabilité des trans&iEs est diminuée dans les cellules T par
rapport aux cellules TpA. Ceci pourrait étre lasd#ouence d’'une dégradation plus rapide des
transcrits GFP dans les cellules T, mais aussétezflla participation des ARNGFP-
TERRAs au processus d’hétérochromatinisation patefmédiaire de leur dégradation en
petits ARNs patrticipant a la voie d’interférencd’ARN. Cette derniere hypothése a été

explorée, en partie, par I'analyse de la chromainéocuseGFP.
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Figure 24 : L e signal de poly-adénylation n'affectgas la stabilité des transcrits GFP.

La demi-vie des ARNs a été évaluée aprés traitsnées cellules CMV, T et TpA par I'actinomycine D,riséert de 'ARN sur une
membrane par slot-blot et hybridation des sondes, GEB, 3-actine et 18S.

a : Membrane de slot-blot hybridée avec la sonde &H®& sonde Telo (détection des TERRAs totaux)telbeps (en heure) d’exposition est
indiqué au dessus des membranes. NT : expositionnailieu contrdle ; A : exposition a I'actinomyei.

b : Courbes de demi-vie pour les ARNs GFP, TERRAsuUX et-actine, dans les cellules CMV, T et TpA. Les cangions sont rappelées
au-dessus des graphiques (voir figure 21 pourliidtai quantité relative d’ARN a été déterminéeéspnormalisation par rapport a l'intensité
du signal 18S. L’ARNm-actine est stable dans les trois populations le@lés alors que la demi-vie des TERRAs est deh5¢ans les
cellules TpA et de 6h dans les cellules CMV et Tdeai-vie du transcrit GFP est de 13,9 h dansdégles CMV, 11,5 h dans les cellules T
et 15,5 h dans les cellules TpA.
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3) La présence du transcrit GFP-TERRA est associéesarbdifications de la chormatine au
locus GFP.

Nous avons étudié le profil de modifications piwatuctionnelles des histones au
niveau du locue GFPet des téloméres totaux dans les cellules T etdfpAde déterminer si
I'expression d'un transcriGFP-TERRA s’accompagne de modifications spécifiqueslade
chromatine.

L’'immunoprécipitation de chromatine (ChIP) a étalisee selon Magdinier et
collaborateurs (Magdinier et al., 2004). ADN ettgies ont été fixém vivo en présence de
formaldéhyde. Les complexes nucléoprotéigues oré éassés par sonication et
immunoprécipités en présence d’'anticorps spécifiqid3 total, H3K9me3, H3K9Ac,
H4K20me3). L’ADN des complexes immuns a été éleldcuseGFPa été étudié par gPCR
avec des amorces spécifiques du ge@&P. Les résultats ont été normalisés par rapport a
I'amplification du promoteur du gene codant pohidtone H4.

Afin d’étudier les modifications chromatiniennesasiées aux télomeéres totaux, la
technique de slot-blot a été réalisée. Pour cél@d,ny d’ADN issus d'immunoprécipitation de
chromatine ont été transférés sur une membraneglde at hybridés successivement avec la
sonde Telo, complémentaire aux répétitions télagués et marquée radioactivement, et une
sonde complémentaire aux répétitions Alu, permetiannormaliser les résultats sur I'ADN
génomique total L'intensité des taches apres eklposa été mesurée et normalisée par
rapport a l'intensité du signal Alu. L’ensemble désultats est exprimé en enrichissement par
rapport a I’ADN total apres traitement a la forméigide et cassure par sonicatiamp(t).
L’expérience a été reproduite trois fois pour lekbutes T.

L’analyse de la chromatine au niveau des télomgxtasix dans les cellules T et TpA
(Figure 258 montre des marques de chromatine répressive,ctéas®es par un
enrichissement en résidus H4K20 triméthylés, eiduésH3K9 triméthylés et un faible taux
d’acétylation des résidus H3K9, conformément auieacgté décrit. Le locusGFP présente
un profil similaire Figure 25b). Cependant, I'enrichissement relatif en résiduéK2D
triméthylés est plus important dans les celluldg 4 fois) que dans les cellules TpA (10 fois)
alors que I'enrichissement relatif en résidus H3K®éthylés est plus faible dans les cellules
T (1,6 fois dans les cellules T ; 6 fois dans lekbutes TpA). Ces résultats doivent cependant
étre confirmés.

Il semble donc que les cellules T se distinguentupa faible méthylation des résidus

H3K9 et une augmentation de résidus H4K20 triméthydu locueGFP par rapport aux

110



cellules TpA. Ces modifications pourraient étredié I'expression du transoBFP-TERRA.
En effet, il a été suggéré un role des TERRAs tmnégulation de la chromatine télomérique
(Schoeftner & Blasco, 2008).

4) Discussion et perspectives

Nous avons mis en évidence la présence d'un tiareseglobant le geneGFP
subtélomérique et les répétitions télomériques goes avons appel&FP-TERRA. La
présence de ce transcrit est associée a une &dptession du gereGFPR, reflétant le TPE.
La présence d'un signal de poly-adénylation foitreete gene rapporteur et les répétitions
télomérigues s’accompagne d’'une augmentation depréssion de la GFP et dune
diminution du taux de transcrits hybrid€&FP-TERRA. Les mécanismes par lesquels le
transcrit GFP-TERRA participerait au TPE sont eaaasscurs. Il semble affecter la stabilité
de I'ARN eGFP et s’accompagne de modifications d’histones sggmt (diminution de la
méthylation des résidus H3K9, augmentation de vésld4K20 triméthylés). L'exploration
de ce transcrit hybride et de son réle dans lalaéign du TPE se poursuit par I'étude de la
chromatine (ChlIP), la localisation nucléaire duns@it (RNA-FISH) et la recherche de voies

capables de réguler sa synthése.
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Enrichissement relatif

Enrichissement relatif

a) Téloméres totaux

12

H3 H3K9me3 H3K9AC H4K20me3

b) LocuseGFP

mT
ETpA

H3 H3K9me3 H3K9AC H4K20me3

Figure 25 : Etude de la chromatine au niveau desltéméres et du locueGFP
Les marques de chromatine suivantes ont été étpdié€hlP dans les cellules T
TpA: H3: Histone H3 total; H3K9me3: résidu H3K9ntéthylé; H3K9Ac: résid
H3K9 acétylé; H4K20me3: résidu H4K20 triméthylé slriésultats sont exprimés
enrichissement relatif par rapport a I’ADhput (barre d’erreur +/- DS)

a) Etude des télomeéres totaux: L’ADN est déposénsembrane par slditot et
hybridé avec la sonde Telo (TTAGGG)n (normalisaam rapport a l'intensité c
signal Alu).

b) Etude du locusGFP par amplification du geneGFPpar qPCR avec des amor:
spécifiques (normalisation par rapport a 'ampéifion du promoteur du géne
I'histone H4).
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4. DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Au cours de ce travail, nous avons montré que inoegaséquences subtélomériques
peuvent influencer certaines propriétés biologigdes télomeres comme leur localisation
nucléaire, leur réplication ou l'effet de positidélomérique (TPE). Nous avons plus
particulierement étudi®4Z4, un macrosatellite qui est capable de localisetélomere a la
périphérie du noyau et qui contient un élémentlatsur dans sa partie proximale pouvant
s’opposer au TPE. Cette séquence est par ailleyntiguée dans la myopathie facio-scapulo-

humérale.

4.1. Influence de la lamina nucléaire sur les foncins

telomeériques

La séquence macrosatellite subtélomérip4Z4 possede la propriété de diriger un
télomere a la périphérie du noyau de facon dépeedier CTCF et des lamines de type A.
Nos résultats suggerent que d’autres séquencesdl@uriques, non encore identifiees, sont
également susceptibles d’influencer la localisatimrtléaire des télomeres. La périphérie
nucléaire est un environnement qui regroupe dfifft&® protéines composant la lamina
nucléaire, la membrane nucléaire interne et lespbexas de pore nucléaire ainsi que des
protéines associées a la chromatine. Elle est parsiculierement propice a de nombreuses
interactions.

L'importance de la lamina nucléaire dans la forrcties télomeres a été démontrée
par I'étude de mutations du géeneMNA soit présentes chez des patients atteints de
laminopathies, soit induites dans des modeles lagts ou animaux. Dans les cellules de
patients atteints de progeria, I'attrition télonyée est plus rapide (Allsopp et al., 1992;

Huang et al., 2008) et s’Taccompagne de modificadle@fihétérochromatine télomérique avec
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une diminution des résidus H3K9 triméthylés et wmgmentation des résidus H4K20
triméthylés. D’autres études ont mis en évidencamgualtération de la lamina contribuait a
la sénéscence, entrainait une hypermobilité intléaire des télomeres (De Vos et al., 2010)
et une délocalisation des télomeres soit vers tplpérie (Raz et al., 2008; Taimen et al.,
2009) soit vers les corps PML (Uhlirova et al., @01Un modele de souris déficiente en
lamines de type AL(mna/-) présente des caractéristiques semblables @emSuarez et al.,
2009). La perte des lamines de type A est resptsmghbn raccourcissement télomérique,
d'une relocalisation des télomeres vers la périphéd’anomalies de la structure
chromatinienne télomérique (triméthylation des dési H3K9 inchangée, perte de résidus
H4K20 triméthylés), d’'une diminution de la protéiRé (voie de régulation de Suv4h-20, qui
est responsable de la triméthylation de H4K20)nd'wiminution des TERRAs et d’'une
augmentation de linstabilité génomique (perteort@riques, cassures chromosomiques,
augmentation des foci enrichis eH2Ax TIFs). Enfin, le dysfonctionnement du NHEJ et
une déstabilisation de 53BP1, protéine impliquéasdi réparation de I'ADN, ont été
observés. Les lamines de type A jouent donc un e8kentiel dans la maintenance de la
longueur, de la distribution nucléaire et de ldiitaé des télomeéres.

Toutefois, nos résultats suggerent que la relatais périphérique des télomeres
affecte d’autres fonctions telles que la réplicatim le TPE. De facon intéressante, la lamina
nucléaire est impliquée dans d’autres processuseaites comme l'organisation de la
chromatine interphasique, la réplication de I’ADA transcription, la prolifération cellulaire,
la différenciation et la réparation de 'ADN (Detle al., 2008), suggérant plusieurs niveaux
de régulation entre lamina et télomeres.

Par exemple, la périphérie nucléaire étant un comnpent de régulation
transcriptionnelle, trois équipes ont développé sgstemes de relocalisation basé sur la
reconnaissance d'un site LacO attenant a un ggpori@ur par un €lément lacl fusionné a
une protéine de la membrane nucléaire interne (b,apEMD, LMNB1) dans des cellules de
mammiféres (HT1080, NIH3T3, U20S) afin d’étudies nséquences transcriptionnelles de
la relocalisation des genes a la périphérie du md@lyanlan et al., 2008; Kumaran & Spector,
2008; Reddy et al., 2008). La relocalisation d’anuis a la périphérie du noyau nécessite le
passage par une mitose, c’'est a dire le désassganbtaa reconstruction de la membrane
nucléaire (Kumaran & Spector, 2008; Reddy et &008). Deux modeles ont permis de
montrer une répression transcriptionnelle, maisyrasilence complet, du géne rapporteur et
aussi de certains génes endogenes au site d’'orselti transgene et donc autour de la zone

d’ancrage a la périphérie (Finlan et al., 2008; l&tan & Spector, 2008). Cette répression est
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réversible lors de la levée de l'interaction ave@ériphérie nucléaire et par le traitement des
cellules avec la TSA (un inhibiteur des histonesagdétylases), suggérant que le mécanisme
ferait intervenir I'hypo-acétylation des histondan{an et al., 2008). Kumaran et Spector
n'ont pas mis en évidence de différence entreiVaéttranscriptionnelle du géene rapporteur
périphérique et celle du gene rapporteur non périghe (Kumaran & Spector, 2008). Bien
gue basés sur le méme principe, les modéles diffguar le type cellulaire, les génes
rapporteurs et les promoteurs associés, la protimaembrane nucléaire utilisée, le systeme
d’induction, le nombre et le lieu d’intégration déne rapporteur, ce qui peut expliquer les
résultats non concordants. Toutefois, ces étudestremd que la localisation périphérique
d’'un gene peut étre associée a sa répression tiggimmelle mais n’est pas obligatoirement
incompatible avec son expression.

La lamina nucléaire participe également a la réguwlade la réplication chez les
mammiféres. Chez le hamster chinois, la réplicatemdive du locus silencieux de fa
globine est établie en phase G1 en méme temps Qque rapositionnement vers
I'hétérochromatine périphérique (Li et al., 200D méme, au niveau du locus soumis a
empreintelgf2/H19 chez la souris, l'allele de réplication tardiveégente une localisation
périphérique alors que l'alléle de réplication @ est plus central (Gribnau et al., 2003).
Enfin dans les cellules ES en différenciation, kadification de la cinétique de réplication est
corrélée au changement transcriptionnel et a lagippsiwucléaire (Hiratani et al., 2008).

La périphérie nucléaire joue un réle au cours ddiffarenciation (Joffe et al., 2010),
notamment par les interactions avec difféerentesessoile signalisation comme celles
impliquanr les MAP kinases, la voie Wnt Btcaténine, le TG et Notch (Andres &
Gonzalez, 2009). Enfin, la périphérie nucléaire rpatiintervenir dans la régulation de la
prolifération et du cycle cellulaire. Il existe dieseractions entre les lamines de type A et la
protéine Rb hypophosphorylée via la protéine asgoaila lamina Lap2(Markiewicz et al.,
2002) et des interactions entre GCL (Germ Cell LessLapPB-emerin (Nili et al., 2001;
Holaska et al., 2003). Les protéines Rb et GCL destrépresseurs transcriptionnels agissant
par la voie E2F, un facteur de transcription agsacla progression du cycle cellulaire. En
conclusion, les roles de la périphérie nucléaird sombreux et encore en pleine exploration
(Taddei et al., 2004; Dechat et al., 2008; AndreS@hzalez, 2009; Joffe et al., 2010).

Afin de préciser le réle de la périphérie nucléaive les fonctions télomériques, nous
avons construit une version conditionnelle des traosons T, T1X et T1X4B1-3 ou soit
'éléement D4Z4 complet soit la séquence insulatrice proximaletd2 pb sont encadrés de
deux sites LoxP (T-lox, T1X-lox et T1AB1-3-lox) (Figure 26). Apres transfection et
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intégration de la construction en position télompée, des clones seront sélectionnés et
caractérisés cytogénétiguement par hybridatiositu en fluorescence sur métaphase (FISH).
Puis, les cellules seront infectées avec un adamovexprimant la recombinase Cre.
L’induction de la recombinaison Cre-Lox permettréexdiser I'élémentD4zZ4 de la
construction et le repositionnement du géne rapportie la périphérie vers lintérieur du
noyau sera étudié par 3D-immuno-FISH. Nous avoi é@bli une collection de 39 clones
dans les cellules C33-A (13 clones T-lox ; 14 ckid@X-lox et 12 clones T1XB1-3-lox)

qui sont en cours de caractérisation cytogenétigaenodéele permettra d’étudier le réle de la
compartimentalisation nucléaire dans la régulatlerla chromatine au niveau des éléments
D4Zz4, des régions voisines de la construction et domtéte. Contrairement aux modeles
mentionnés précédemment, ce modele présente layantd'utiliser une séquence
naturellement positionnée de maniere périphéritjoels étudierons plus particulierement la
progression du cycle cellulaire, I'expression daegéapporteueGFP, les modifications post-
traductionnelles des histones, la méthylation @d®N au site d’intégration ainsi que les
conséquences sur la structure télomérique (longdautélomeére, la liaison aux protéines
associées). Ce travail apportera des élémentsastggulation de régions chromosomiques

spécifiques par des interactions avec I'enveloppéaire.
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Prsv4o Prcmv LoxP PrcMV LoxP
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Graine de télomeére
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1) Transfection dans des cellules humaines C33-A
Caractérisation des clones:
Site d'insertion (FISH sur chromosomes métaphasigue
Localisation nucléaire (3D-immuno-FISH)
Expression de la GFP (FACs)

|

2) Infection des cellules par un virus exprimant la&Cre-recombinase
Induction de la recombinaison Cre-LoxP

—ARMKI-EERZET = pelétion deD4z4

® .
‘0‘ R34
- *

S e

|

3) Suivi du repositionnement a I'intérieur du noyau
- Cycle cellulaire

- Modifications post-traductionnelles des histones
- Méthylation de 'ADN

- Facteurs de régulation

- Structure des télomeres

Figure 26 : Modele cellulaire conditionnel

Le vecteur contient un gene de résistance a lairm@ous le contréle d’un promote
SV40 PrSVv4(Q, un gene rapportel@GFP sous contréle d’'un promoteur folRrCMV),
deux sites LoxP (point rouge) qui encadrent unsattes de sélection correspondant
fusion du gene de résistance a I’hygromycine agegyehe suicide de la Thymidyne Kini
du virus HSV1 HyTK) sous contréle d’'un promoteur folPrfCMV) et des répétitior
télomérigues (construction T-lox). La séqueim&Z4 compléte ou celle correspondar
linsulateur proximal (432 bp) est insérée entedeux sites LoxP (constructions T10¢
et T1XAB1-34ox). Les cellules transfectées avec ces constmgtisont résistantes
’hygromycine et a la zéocine et sensibles au géomdgr. La recombinaison Creex
entraine la délétion de la cassd#gTK et de la séquence d’intérét. Les cellules qui
subi ce processus sont sélectionnées par leutarssau ganciclovir.
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4.2. Régulation de I'effet de position telomérique

chez 'Homme

Bien que des études sur des modeles cellulairas suggéré un rble de I'acétylation
des histones, des protéines HP1, de la longueutéttanéres, de la distance des génes par
rapport au télomére ou encore de la méthylatiohAdEN subtélomérique (Baur et al., 2001;
Koering et al., 2002; Gao et al., 2007; Kulkarniaét 2010), les mécanismes du TPE chez
'’Homme sont encore obscurs. La difficulté a étudee TPE de télomeres naturels sur des
genes endogenes ainsi que I'observation que dess geljacents sur le méme subtélomeére ne
présentaient pas la méme activité transcriptioenéNing et al., 2003) ont conduit a
I'hypothése que des éléments subtélomériques étapables de réguler le TPE, comme cela
a été démontré chez la levure (Pryde & Louis, 1999)

Nous avons identifié, dans nos modeles cellulanles, séquences pouvant contrer le
TPE : la présence d@4Z4 ou d’'un signal de poly-adénylation entre une seqeeodante et
un télomere. L'effet anti-TPE dB4Z4 est localisé au niveau d'une séquence insulatrice
proximale contenant un site de liaison pour lagine CTCF et dont I'action est dépendante
des interactions avec CTCF et les lamines de typeeAmécanisme d’action du signal de
poly-adénylation doit encore étre précisé, maisdtait responsable, dans nos modeles
cellulaires, de la diminution d’'un transcrit engholb le gene rapporteur subtélomérique et les
répétitions (TTAGGG)n télomériques (transcrit TERRAous discuterons des roles que

pourraient jouer les insulateurs et CTCF ainsilggeTERRASs dans la régulation du TPE.

4.2.1. Quel role pour les TERRAs dans le TPE ?

Les TERRASs appartiennent au groupe des longs ARNsadants (IncRNA) qui sont
définis comme des ARNs de plus de 200 bases, HORF est inférieure a 100 amino-acides
en longueur (Lipovich et al., 2010). L’'abondancecde ARNSs a été mise en évidence lors de
'analyse du transcriptome de la souris. Selonestanation récente, il existe environ 23 000

IncRNAs dans le génome humain (Carninci & HayadtjZ2007).Quatre-vingt-dix pourcent
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du génome serait transcrit, réalisant un réseawplsx@ de transcrits, une méme séquence
d’ADN pouvant générer des ARNs codants et non-cisgl@n orientation sens et anti-sens.

Les IncRNAs sont extrémement variés, de méme ques l®nctions et leurs mécanismes

d’action. lls interviennent notamment dans la modifon de la chromatine, la régulation de

la transcription, la régulation post-transcriptielt@ et la compartimentalisation subnucléaire

(Carninci & Hayashizaki, 2007; Wilusz et al., 20Q8ovich et al., 2010).

L’'un des IncRNAs les plus anciennement connus' 8RN Xist qui intervient dans la
mise en place de l'inactivation du chromosome Xcamésme de compensation du dosage
génique chez les mammiféres. L’inactivation de 186t sous le contréle du centre
d’inactivation de I'X (XIC), localisé sur le brasrig du chromosome X, qui contient de
nombreux INCRNAs nécessaires au bon déroulemenilindetivation : Xist, son anti-sens
Tsix Xite et DXPas34qui régulentTsix et ’TARN Repeat ARepA), dans la région 5'de€ist
(Lee, 2009). Au cours de la différenciation, I'ARfNGt est stabilisé sur le futur chromosome
X inactif et 'ARN RepA recrute le complexe polycbnPRC2, permettant la couverture du
chromosome X pakKist et la méthylation des histones (Zhao et al., 200®s premiéres
étapes sont suivies par le silence transcriptiodnethromosome X inactif. L’expression de
Tsixest limitée au chromosome X actif et contréleglaression dist.

Les IncRNAs sont également impliqués dans le phénend’empreinte génomique
parentale, un mécanisme qui permet I'expressidiérdifitielle d’'un géne en fonction de son
origine parentale. Par exemple, la région 11plilpliquée dans le syndrome de Beckwtih-
Wiedemann (MIM#130650), posséde deux domaines soumempreinte]GF2/H19 et
CDKN1OKCNQI1OTIKCNQL Les ARNsH19 et KCNQ1OT 1participent a la mise en place
de I'empreinte dans cette région (Bartolomei et891; Cai & Cullen, 2007; Pandey et al.,
2008).

La régulation transcriptionnelle par les INcCRNAg &ppel a différents mécanismes.
Dans l'interférence transcriptionnelle, la trangtidn d’'un INCRNA perturbe celle des genes
adjacents. Ce mécanisme a été observé au locusrhiA&R, ou un IncRNA en amont du
gene DHFR est transcrit dans le méme sens que celui-ci.r&@wesdription s’étend sur le
promoteur dDHFR, induisant la dissociation de la machinerie trapsonnelle (Martianov
et al., 2007). Les IncRNAs peuvent réguler lesefacs de transcription de facon directe
(séquestration dans le cytoplasme, activation guession pour les ARNs nucléaires) ou
indirecte en interagissant avec des protéines galatrices. Par exemple, le INCRN&f-2
forme un complexe avec la protéine DIx2 qui peut@mporter alors comme un activateur,

régulant la transcription des genei5/6, candidats dans le syndrome mains-pieds fendus
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(MIM %2183600) (Feng et al., 2006). Certains IncRNpsuvent agir en trans, comme
HOTAIR transcrit en orientation anti-sens a partir deupoHOXC et réprimant la
transcription au locuslOXD par le recrutement du complexe polycomb PRC2iraduction
d’'une chromatine répressive (Rinn et al., 2007).

La régulation post-transcriptionnelle affecte letab@lisme des ARNs. Par exemple,
un IncRNA issu de la transcription en orientatiotisens du locuZeb2est capable de former
un duplex d’ARN avec 'ARNmMZeb2 masquant ainsi un site de splicing. Ce mécanisme
contribue a la régulation de I'expression de latggne Zeb2 au cours du développement
(Beltran et al.,, 2008). Les IncRNAs peuvent étre f@écurseurs de petits ARNs qui
participent au processus d’ARN interférence (Fdjeth et al., 2009). Enfin les IncRNAs
peuvent structurer certains sous-compartiments éauels comme les paraspeckles
(compartiment de stockage d’ARNS) (Sasaki et 8092.

Etant donné les modes d’action des IncRNAs, les RERpourraient intervenir de
différentes manieres dans le silence transcripébli@ au TPE. La transcription des TERRAs
a travers les régions subtélomériques pourraitcedfela transcription des genes les plus
proches des téelomeére®/ASH DDXIIL) par un mécanisme d’interférence transcriptiomnell
Il a été également suggéré que les TERRAs partitipe maintien de I'hétérochromatine
télomérique (Schoeftner & Blasco, 2008; Deng et a009), mais ils pourraient aussi
contribuer a la propagation de I'hétérochromatine @&égions subtélomériques sur une
distance plus ou moins grande en recrutant desuectle modification de la chromatine ou
de la méthylation de 'ADN. Par exemple, les TERRsAsit capables d’interagir avec ORC1
(Deng et al., 2009), une protéine nécessaire d@alaoh de HP1 & la chromatine et a
I'organisation de I'hétérochromatine.

La poursuite de I'étude de nos modeles cellulgiesnettra de préciser I'implication
des TERRAs dans le TPE. Nous poursuivrons pluscpéérement la caractérisation de
'hétérochromatine télomérique dans différents ertds (invalidation de facteurs de
régulation par exemple). Nous étudierons égalereestatut de méthylation de 'ADN au
niveau du geéne rapporteur et des régions adjacattés présence de régulateurs de la
chromatine (modifications post-traductionnellesisténes, présence de variants d’histones).
Le processus d'interférence transcriptionnelle pouétre approché en déterminant I'origine
le départ de la transcription du transcrit GFP-TBR&si qu’en étudiant la présence de la

machinerie transcriptionnelle.
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4.2.2. Role des insulateurs et de CTCF dans ldatgu du TPE

Le macrosatellitdd4Z4 se comporte comme un insulateur, a la fois de ‘tgpbancer-
blocking et de type barriere de chromatine (Ottaviani let 2009a). L’activité protectrice
contre le TPE est assurée par une séquence prexidead32 pb et dépendante de CTCF et
des lamines de type A. La caractérisation ultéeiale cette séquence proximale a mis en
evidence la présence d'un site CTCF contenu daessaquence de 30 pb qui est suffisante
pour protéger contre le TPE. Cependant, cette itctin’'est pas complete suggérant
implication de séquences adjacentes soit poubiliar la liaison de CTCF, soit pour
recruter d’autres facteurs ou favoriser des inteyas entre séquences distantes. AibgiZ4
est le premier élément insulateur décrit chez I'iHmrconférant une protection contre le TPE,
d'une facon dépendante des lamines de type A éE€TeF. Chez le poulet, il a déja été
montré que l'insulateur 5’HS4 était capable de pager au TPE (Rincon-Arano et al., 2007).
Le role de CTCF n’a pas été testé dans ce casalpiehent car il participe au niveau de ce
site a I'activité de typeenhancer-blockinget non a celle de type barriere de chromatine.

Les sites CTCF sont associés a des élements fiemtei définissent les limites entre
différents domaines. lls sont frequemment retrou&ék jonction entre euchromatine et
hétérochromatine (Cuddapah et al., 2009; WitcheEr&erson, 2009) ou les bordures des
LADs (Guelen et al., 2008). Nos travaux et desauwvrécents suggerent également un réle
de CTCF dans la régulation des séquences répégesfet, le macrosatelliteXZ4, localisé
sur le chromosome X, a été caractérisé comme uneélede 3 kb, ne présentant aucune
homologie de séquence avV@dZ4, mais riche en dinucléotides CpGs (62%), préseriea
100 copies et portant un site CTCF situé a prog@ndtun promoteur bidirectionnel
(Chadwick, 2008). Le comportement chromatinierbd&4 differe en fonction de sa position
sur le chromosome X actif (Xa) ou inactif (Xi). Serchromosome Xa, I'élémeltXZ4 est
dans une région d’hétérochromatine caractériséeuparforte méthylation des CpGs, la
triméthylation des résidus H3K9 et la présenceadardteine HP{. Cependant, il est le siege
d’'une activité transcriptionnelle forte générans getits ARNS, qui participeraient a la mise
en place de 'hétérochromatine par un mécanism&Anterférence. Sur I'Xi, les éléments
DXZ4 sont dans une région de chromatine plus reladihdgmhéthylation des ilots de CpGs,
diméthylation des résidus H3K4) entourée de dewions d’hétérochromatine, I'une
constitutive et l'autre facultative. La liaison @ CF aDXZ4 est spécifique du chromosome

Xi. Elle est associée a une augmentation des tigmdongs, suggeérant la répression de
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I’hétérochromatinisation par la voie d’ARN inted@ce. Ainsi, le site CTCF dun
macrosatellite peut contribuer a isoler une régidfeuchromatine au sein de
I’hétérochromatine.

Les régions subtélomériques subterminales sonthees en sites CTCF (Riethman,
2008b), certains d’entre eux pourraient, commeslilateur proximal dd4Z4, préserver
I'expression de génes en s’opposant localementdflession de I’hétérochromatine depuis le
télomere. Ceci pourrait expliquer les difficultésétudier le TPE au niveau des genes
endogenes (Ofir et al., 1999; Ning et al., 2003rndadez-Caballero et al., 2009). De plus,
comme cela a été démontré chez la levure, la r@pregranscriptionnelle par effet de
position peut ne pas étre continue mais dépendrenéeanismes régulateurs complexes
encore non identifiés, comme le positionnementéait, la cinétique de réplication ou les
marques chromatiniennes.

Nous avons évoqué ici le role des insulateurs stldeRNAs, deux éléments qui
participent a de nhombreux processus épigénétiquaefnis de facon conjointe comme dans
l'inactivation du chromosome X ou I'empreinte génque parentale (Bell & Felsenfeld,
2000; Hark et al., 2000; Gabory et al., 2009). dsurraient également coopérer dans la
régulation du TPE chez I'Homme. Cependant, la diss®@ des mécanismes du TPE chez

’Homme n’en est qu’'a ses débuts et nécessite erdmnombreuses investigations.
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4.3. Les pathologies subtélomériques

constitutionnelles

4.3.1. La FSHD : un modéle de pathologie subtélamér une

nouvelle laminopathie, ou.?

Bien que de nombreux génes morbides soient prédantsle dernier mégabase des
extrémités chromosomiques, la FSHD se distingueadé®s pathologies constitutionnelles
subtélomériques. Tout d’abord, la région 4qteregttémement pauvre en genes comparé aux
autres régions subtélomériques et elle est unerates regions subtélomériques dont le
dernier Mb contient un LAD (Guelen et al., 2008hsHite, le locus responsable de la FSHD,
D4Zz4, est le locus morbide le plus proche d’'un télonf{é€ekb). Enfin, alors que I'expansion
de courtes séquences nucléotidiques est a l'oridgln@ombreuses maladies génétiques, la
FSHD implique un élément répété peu connu, un nsatetite, dans un mécanisme peu
courant, la contraction de répétitions. Malgré dhdification du locusD4Z4 il y a une
vingtaine d’années, la physiopathologie de la FSHBst toujours pas compléetement
élucidée.

Nos résultats sont en faveur d’'un gain de fonctam CTCF secondaire a la
contraction deD4Z4 entrainant une modification des interactions deetaon 4935 avec la
lamina nucléaire. Il a d'ailleurs été démontré ience d’interactions entre CTCF et les
lamines de type A, bien que celles-ci ne soientquaspletement caractérisées (Yusufzai et
al., 2004). Parmi les différentes laminopathi€ahbleau 1), la myopathie d’Emery-Dreyfuss
(EDMD) présente des similitudes avec la FSHD. [Eails, certains patients sont parfois
diagnostiqués comme FSHD au début de I'évolutiotadealadie. L'EDMD est caractérisée
par des contractures musculaires précoces (cociu@g)les, extenseurs de la nuque) débutant
dans [l'enfance, une faiblesse musculaire progresside distribution huméro-
péronéale/scapulo-péronéale apparaissant de ldgvesenla troisieme décennie et enfin une
atteinte cardiaque, avec des troubles du rythnae ¢ conduction et une cardiomyopathie. I

existe une grande variabilité inter et intra-faaldi dans la sévérité et I'évolution de la
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maladie. L'EDMD est de transmission récessive &éEX par des mutations de I'émerine
(geneEMD 61%) et deg=HL1 (10%) ou autosomique dominante (AD) par mutatiargdne
LMNA (45% des formes AD). Les mutations du g&hdD sont le plus souvent responsables
d’'une absence complete d’expression de I'émeringlela production d’'une protéine non
fonctionnelle alors que les mutations du géMNA sont de type faux-sens (85%) générant
une protéine mutante normalement exprimée mais avexide aminé modifié (Bonne et al.,
1993). Comme les protéines émerine et lamines pe & ont de nombreuses interactions
avec la chromatine et la matrice nucléaire, il @ goposé que 'EDMD serait liee a une
dérégulation de voies de signalisation dans le hapuswluisant des anomalies de prolifération
et/ou de différenciation. L’analyse du transcripéode patients EDMD (par mutatioB$1D

ou LMNA) a mis en évidence une anomalie de la voie deaksgion Lamine-Rb-MyoD lors
de la transition myoblastes/myotubes (Bakay et28l06). La méme étude montrait que le
transcriptome des patients FSHD étaient procheelie des patients EDMD. Une autre étude
a mis en évidence chez les patients FSHD la déatigulde genes impliqués dans le contréle
du cycle cellulaire, la prolifération et la différdation musculaire (Winokur et al., 2003).
Certains d’entre eux sont impliqués dans la répansg&tress oxydatif, d’autres sont des cibles
directes de MyoD, renforcant I'hypothese d’'une vpleysiopathologigue commune entre
EDMD et FSHD.

Plus récemment, un modele impliquant le trandatiX4 a été proposé (81.3.3.6. et
Figure 14d) (Lemmers et al., 2010a; Snider et al., 2010)n@elele permettrait d’expliquer
la spécificité allélique de la FSHD et la nécessit#voir au moins une répétition4z4
résiduelle, et de relier la physiopathologie de B&Ht FSHD2. En résumé, au cours de la
différenciation, I'expression de la forme longue DEX4 a partir de la derniére répétition
D4Z4 est normalement réprimée. Dans la FSHD, le relaeimé de la chromatine ne
permettrait pas cette répression et la persistdadexpression d’une forme longue D& X4
serait a l'origine de la maladie (Snider et al.1@0 Ce transcrit faiblement détectable serait
produit dans une petite proportion de cellules @idgairait a la production d’'une faible
guantité de protéine DUX4 toxique, susceptible iffieiger d’'un noyau a l'autre au sein de la
fibre musculaire. La toxicité de DUX4 serait secainel a l'interaction avec la voie de
myogenése MyoD (Bosnakovski et al., 2008; Bosnakiostsal., 2009; Wallace et al., 2010),
I'activation du facteur transcriptionnel PITX1 (Diet al., 2007) ou I'induction de I'apoptose
(Kowaljow et al., 2007). Cependant, la plupart @&s données proviennent de modeéle de
surexpression trés forte de DUX4. Or, seulement cBflules musculaires FSHD en culture

exprime un fort taux de DUX4 et seule la moitié gedients testés semble présenter le
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transcrit correspondant a la forme longue de DUDé .plus, I'expression de la protéine n'a
encore jamais été évaluée au niveau tissulaire teezpatients. Il est donc licite de
s’interroger si I'expression de DUX4 chez les pasepeut rendre compte du phénotype et si
cette surexpression est véritablement le modeldiateur” proposé par ses auteurs pour
expliquer la pathologie, d’autant plus que le lerec la réduction du nombre de répétitions
D4Z4n’'a pas été évaluée dans ce modéle (Lemmers, @040a). Enfin, ce modeéle ne tient
pas compte des signes extra-musculaires de la F@#éfhopathie, surdité), qui sont
relativement fréequent, méme s’ils sont peu invalidaar rapport a la faiblesse musculaire. En
effet, I'expression de MyoD est limitée au muscle RITX1 est impliqué dans le
développement des membres inférieurs (responsalde pikds bots congénitaux,
MIM#119800).

L’observation, dans nos modeles cellulaires, qu@rsence d'un signal de poly-
adénylation fort est associé a une diminution dasstrits GFP-TERRAS pourrait suggérer
I'hypothése d’un modeéle ou la pathogénie provieidran pas (seulement) de la présence
anormale de la protéine DUX4, mais aussi de lamition des transcrits TERRAs dans la
région 4935 Figure 27). Cette diminution des TERRAS serait responsahiealstabilisation
de I'état chromatinien relaché qui permettrait deruter au niveau dB4Z4 des facteurs
comme la protéine CTCF et les lamines de type A @&niéeres, du fait de leur important
réseau d’interaction, pourraient contribuer nonesaent aux signes musculaires mais aussi
extra-musculaires. Avant de pouvoir s’aventurer sdame telle hypothese, il faudrait
accumuler davantage de connaissances sur la régulde la chromatine télomérique et
subtélomérique par les TERRAS, la régulation trapgsonnelle des TERRAs, identifier et
caractériser la population des TERRAs en 4935 etdeau d’interaction de la région 4935
avec la lamina nucléaire et en particulier les tanide type A. Les modeles cellulaires que
nous avons développé pourraient y contribuer.

La FSHD est donc une pathologie subtélomérique &oit particuliére, dont la
physiopathologie n’est pas totalement éclaircigpgdeant, 'ensemble des travaux qu’elle a
suscités a permis d’acquérir de reelle connaissancdes macrosatellites et les régions
subtélomériques, qui pourront sans doute étre guofdis a d’autres maladies impliquant des

genes subtélomeériques.
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Figure 27 : Proposition d’'une hypothése physiopatHogigue de la FSHD

La présence d'un signal de polyadénylation (all&@¥61) et d'un état chromatinien relaché (du fatld contraction de
D4Z4) permettent la transcription compléete de 'ARN DUl en résulterait une augmentation de la pretéiX4 et une
diminution des TERRAS. Celle-ci permettrait de 8isdr I'état chromatinien et de recruter différefacteurs au niveau de

D4Z4comme CTCF et les Lamines A.
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4.3.2. Les syndromes subtélomériques

En pathologie constitutionnelle, la notion de ddseisubtélomérique implique le plus
souvent la derniere bande (ou sous-bande) du clemme c'est-a-dire plusieurs mégabases.
L'observation du dernier mégabase de chaque exg&éptiromosomique montre qu'il
contient de nombreux géenes impliqués dans des Ipgibs constitutionnelles mendéliennes,
dominantes et récessiveBapleau II). Par ailleurs, les régions subtélomériques peudta
'objet de remaniements chromosomiques responsablesretard mental et/ou de
malformations congénitales. Le retard mental toush@ron 3% de la population générale
(Tyson et al., 2004) et 2,5% des cas sont secawaiune perte et/ou un gain de matériel des
régions subtélomériques (Ravnan et al., 2006; Balial., 2007). Les réarrangements sont de
taille variable mais 40% d’entre eux sont supéseub Mb (Ballif et al., 2007) et emportent
donc en plus des régions proprement subtéloméridedarges régions d’ADN spécifiques,
responsables du phénotype. On peut observer désiodél terminales, interstitielles ou
complexesde novoou héritées (Adeyinka et al., 2005). L’étude déketibns terminales n’a
identifié aucun point de cassure récurrent, malgr@résence de séquences répétées. Ces
délétions seraient donc secondaires a des cassu@mosomiques aléatoires (Ledbetter &
Martin, 2007). Certains réarrangements subtélomésgsont corrélés a un phénotype
identifiable. Nous donnerons quelques exemplesdesgndromes subtélomériques et de leur
mécanisme physiopathologique.

La monosomie 1p36 est la plus fréquente des déksabtélomériques (1/5000). Elle
est caractérisée par un retard mental et de déyehognt, une surdité, des convulsions, une
hypotonie, des cardiopathies et une dysmorphialacaractéristique (Gajecka et al., 2007).
Deux tiers des réarrangemedts novasont apparemment de simples délétions terminbées.
tiers restant correspond a des anomalies compl@kédétion et duplication inversée, large
duplication et triplication avec petite délétiorél@tion interstitielle). Certaines équipes ont
tenté de démontrer que le syndrome 1p36 était ndreyne des genes contigus et ont proposé
des génes candidats pour les convulsions et lexctéaistiques faciales (Heilstedt et al.,
2003a; Heilstedt et al., 2003b). Cependant, il istexpas de corrélation entre la taille de la
délétion et le nombre de signes cliniques obsdi@égecka et al., 2007). De plus, aucun point
de cassure commun, ni d’intervalle délété commuredas patients n’a été identifié. Enfin,

Redon et collaborateurs ont étudiés six patientC@&id-array avec une pudding-path.
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Deux des 6 patients présentaient un phénotypgtoehie mais pas de délétion chevauchante
(Redon et al., 2005). Il a donc été proposé qumedaosomie 1p36 serait secondaire a un effet
de position plutét qu’a une haplo-insuffisance daag contigus.

La microdélétion 22qter est caractérisée par upetonie néonatale sévere, un retard
global de développement, un comportement autistigoe croissance normale ou accélérée,
un langage absent ou sévérement retardé et uneodsfsin faciale mineure (Balikova et al.,
2007). La délétion est habituellement terminalentgele des cas de délétions interstitielles
soient décrits. La taille varie de 130 kb a 9 Mhiléah et al., 2003). Cependant, il y a peu de
corrélation entre la taille de la délétion et laé&é@ée du phénotype (Koolen et al., 2005). Il a
été démontré que des patients avaient en commudéléeon deSHANK3 un géne codant
pour une protéine de structure dans les synapsi#siteixes (Wilson et al., 2003; Bonaglia et
al., 2006). De plus, des patients présentant usremtiion ou des mutations ponctuelles dans
ce gene ont un phénotype identique a celui de létidé 22qgter (Bonaglia et al., 2001;
Durand et al., 2007). Ainsi, il apparait q&¢1ANK3 est le géne majeur responsable du
phénotype neurocomportemental du syndrome de né&tdn 22qter.

La délétion 3pter est un syndrome plus controvefgesyndrome est caractérisé par
un retard de croissance, une microcéphalie, unenalyhie faciale (ptosis, pointe du nez
large, micrognathie), un retard mental, des mal&ioms cardiaques, une surdité et une
polydactylie (Cargile et al., 2002; Fernandez et2004). Des genes candidats pour le retard
mental, les cardiopathies ou la surdité ont étatifiés (Green et al., 2000; Fernandez et al.,
2004; Dijkhuizen et al., 2006; McCullough et alQ0Z; Shuib et al., 2009). Cependant,
certains patients sont tres peu, voire pas sympigues, pouvant faire parfois discuter
limplication réelle de ces genes dans le phénotfsght et al., 1995; Takagishi et al.,
2006; Hoo & Shrimpton, 2008; Pohjola et al., 2010).
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Distance/télomere

Chromosome LAD Geéne (kb) Maladie Transmission
2qter - D2HGDH 594,245 Acidurie Hydroxyglutarique AR
3gter - RPL35A 334,709 Anémie de Blackfan-Diamond AD
apter } PDE6B 609,373 Rétinite pigmentaire/ cécité nocturne congénitale AR/AD

IDUA 970,785 Mucopolysaccahridose de type Ih/s AR
Aqter + DA4Z4 60 Myopathie facio-scapulo-humérale AD
Spter : SDHA 271,356 Synfirome d_e Le_igh/ Qéficit en pomplexe Il de la AR
chaine respiratoire mitochondriale
5qter + FLT4 848,636 Lymphoedéme héréditaire AD
6qter - TBP 176,12 Ataxie spinocérébelleuse 17 AD
7pter - FAM20C 288,052 Syndrome de Raine AR
SLC39A4 661,745 Acrodermatite entéropathique AR
8qter - RECQL4 560,818 Syndromes de Rapadilino/ Baller-Gerold/ Rothmund- AR
Thomson
DOCKS8 263,048 Retard mental AD
Ipter + KANK1 494,703 Quadriplégie spastique AD
DMRT1 831,69 Réversion sexuelle AD
9qter } EHMT1 422,853 Syndrome délétion 9qter AD
NELF 799,677 Hypogonadisme hypogonadotrope AD
TALDO1 737,432 Déficit en transaldolase AR
SLC25A22 780,475 ESriISetpsie myoclonique néonatale avec suppression- AR
1lpter - PNPLA2 808,902 Myopathie et anomalie de stockage des lipides AR
CD151 822,952 Néphr’opathie, épidermolyse bulleuse prétibiale et AR
surdité
HRAS 522,242 Syndrome de Costello AD
1lqgter - ACADS8 811,428 Déficit en isobutyrylCoA déshydrogénase AR
12pter ) WNK1 732,486 Neuropathie héréditaire se]nso_rielle e_t autonome AD/AD
type Il/ Pseudohypoaldostéronisme lic
13qter - GRK1 769,007 Maladie d'Oguchi 2 AR
AXIN1 277,441 Anomalie de duplication caudale AD
16pter - LMF1 843,635 Déficit combiné en lipase AR
HBA1/HBA2 162,846 a-thalassémie AD
16qter } FANCA 416,688 Anémie d_e Fancgni AR
PGN 675,579 Paraplégie spastigue 7 AR
17qter - ZNF750 383,522 Dermatite séborrhéique et éléments psoriasiformes AD
18qter + CTDP1 501,658 Caracte cqngénitale, dysmorphie faciale et AR
neuropathie
ELA2 803,291 Neutropénie congénitale AD
19 CFD 810,665 Déficit en facteur D du complément AD
pter - " L
KISSIR 868,342 Hypogonadisme hypogonadotrope/ puberté précoce AD
centrale
20pter + RSPO4 887,096 Anonychie congénitale AR
CHRNA4 972,825 Epilepsie nocturne frontale AD
KCNQ2 861,527 Epilepsie néonatale bénigne AD
20qter ) Syndrome hypotrichose, lymphoedeme
SOX18 282,541 X ; ’ ’ AD/AR
telangiectasie
FTCD 544,414 Déficit en glutamate forminotransférase AR
PCNT2 254,213 Ngnism_e microcéphalique ostéodysplasique AR
primordial
21qter - COLBAL 694,932 Myopfathie delBet_hIem/ Dystrophie musculaire AD/AR
congénitale d'Ulirich
COL6A2 567,132 Myopfathie delBet_hIem/ Dystrophie musculaire ADJAR
congénitale d'Ullrich
MLC1 825,524 Leucoencéphalopathie magalencéphalique avec AR
kystes sous-corticaux
22qter - SCO02 380,532 Cardioencéphalomyopathie infantile fatale AR
ARSA 277,959 Leucodystrophie métachromatique AR
SHANK3 172,925 Syndrome de microdélétion 22913.3 AD
Xpter } SHOX 505,079 Petite taille familial{a/ Dys'c_hondrostéose de Leri- AD/AD/AR
Weill/ Dysplasie mésomélique de Langer
Tableau Il : Genes morbides présents dans le dermiemégabase des extrémités

chromosomiques(d'apres UCSC Mars 2006)
AD : autosomique dominant ; AR : autosomique ré€ess
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Ces exemples illustrent que la variabilité phéniofye n’est pas toujours dépendante
de la taille de la délétion, a la facon d’'un symdeodes génes contigus. La présence de CNVs
(Variation du nombre de copies) sur l'allele norét# ou au niveau d’autres régions du
génome peut étre évoquée. Cependant, le problemka deriabilité phénotypique des
microdélétions subtélomériques n'a pas encore @éaendé sous I'angle de l'influence du
télomeére et notamment du TPE. La délétion peuteplacproximité du télomeére des génes
normalement éloignés de celui-ci. De plus, I'absedes séquences subtélomériques strictes
ne permet plus de faire barriére entre le télomeéles genes. Ceux-ci pourraient donc subir
I'influence directe du TPE. Sur l'alléle sain, |fmession des génes pourrait étre influencée
par les différents haplotypes subtélomériques peamted’atténuer plus ou moins le TPE. La
dissection des mécanismes du TPE chez 'Homme pieensans doute de progresser dans ce

domaine.
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5. CONCLUSION

En conclusion, ce travail a permis de caractéridamplication de séquences
subtélomériques, et notamment celle du macrogatBitZ4, dans la régulation de certaines
des propriétés biologiques des télomeres, comnrectempartimentalisation nucléaire, leur
réplication ou I'effet de position télomériquesliggére I'existence d’interactions réciproques
entre télomeres et subtéloméres qui feraient appees facteurs de régulations de la
chromatine et de l'architecture du génome commaensslateurs et la protéine CTCF, les
lamines de type A ou les transcrits télomériqueRREs. Ces différents facteurs pourraient
interagir au sein d’'un réseau d’interactions comgde qui restent encore a élucider.

De plus, ce travail apporte de nouveaux élémentss da compréhension des
mécanismes physiopathologiques de la myopathieo-fmapulo-humeérale et ouvre des
perspectives dans la physiopathologie d'autres dieda constitutionnelles liées aux

subtélomeres.
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ANNEXES

1. Matériels et méthodes complémentaires
1.1 Extraction d’ARN

Les cellules en culture ont été récoltées apré®itnant par la trypsine, centrifugées
pendant 5 min a 1000 tour/min et rincées dans dB1XBL’'ARN total a été extrait avec le
kit RNeasy Mini Kit (Qiagen), selon le protocolaliqué. La qualité des ARNs a été vérifiee
par électrophorese sur gel d’agarose et les ARNsétin dosés par le spectrophotometre
Nanodrop.

1.2. Marquage de sonde par amorcage aléatomaddm-priming)

Cinquante nanogrammes d’ADN préalablement dénatuB30°C pendant 5 min ont
été incubés en présence de 0,2 nmol de nucléaifEéB, dTTP et dGTP, 5 Ul du fragment
Klenow (3-5 exo-) de I'ADN polymérase | (New Eragid Biolabs), un mélange
d’hexanucléotides aléatoires (Hexanucleotide Miqcle) et 0,4 nmol de nucléotide
radiomarquén-dCTP? dans un volume final de 20 pL, pendant 1h & 3T°€xcés dea-
dCTP*?est éliminé par purification & I'aide d’'une colon@80 (GE Healthcare). La sonde est
dénaturée 5 min a 100°C avant I'hybridation.

1.3. Northern-Blot

Dix microgrammes d’ARNs ont été déposés sur undgelaturant (agarose 1,3% ;
MOPS1X, formaldéhyde 2,2 M) et séparés par élebtmse (30 V) sur la nuit. Le gel a été
rincé avec de l'eau, puis incubé dans une solutia®H 0,05M / NaCl 1,5 M pendant 20
min, puis une solution Tris pH7,4 0,5 M / NaCl I¥b pendant 20 min et enfin dans du
tampon SSC10X pendant 10 min. Les échantillonsétdttransférés sur une membrane en
nylon Hybond N+ (GE Healthcare) dans un tampon 3C1la membrane a été traitée par
les UV (0,120J/cm?). L’hybridation avec des sondadioactives a été réalisée dans du
tampon Church a 55°C sur la nuit. Les lavages pgstidation comprenaient deux lavages
de 20 min dans une solution SSC2X/ 0,1% SDS acabfplété par un lavage supplémentaire
dans une solution SSC0,2X / 0,1% SDS si nécessasemembranes ont été exposées sur un
écran PhosphorScreen pendant des temps varialiles etvec I'appareil Fuji fla-5100.

1.4. Transcription inverse

Un microgramme d’ARN a été soumis a la réactioraescription inverse avec le kit
SuperScript Il First-Strand Synthesis System thogen), d’apres le protocole du fabricant,
optimisé pour la synthese de séquences riches enlL&& amorces utilisées sont soit
I'oligonucléotide oligo(dT) soit I'oligonucléotide TR (5’
TGCTCCGTGCATCTGGCATCCCCTAACCCTAACCCTAACCCTAACCCTAA3). Les
échantillons ont été traités par la RNAse H presylathese d’ADNc. Les ADNc ont ensuite
ete amplifiés par PCR quantitative.
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1.5. Etude de la demi-vie des ARNs

Les cellules & 70 % de confluence ont été traites avec de l'actinomycine D
(Sigma) a une concentration finale de 5 pg/mL &eéc un milieu contréle sans actinomycine
D. Les cellules ont été récoltées au temps O, gpies 1, 2, 4, 6 et 8 heures d’exposition.
L’ARN a été extrait selon la méthode décrite cisies Les échantillons ont été transférés sur
une membrane de nylon Hybond N+ (GE Healthcare) gdat-blot selon la technique
suivante. Un microgramme d’ARN est incubé dans wwodution dénaturante (66 %
formamide / 8 % formaldéhyde / MOPS1X) a 65°C pahné&amin, puis dilué dans du tampon
de transfert (SSC10X final). Apres le passage deardillons, la membrane est traitée aux
UV (0,120J/cm2) et pré-hybridée pendant 1h a 558@sddu tampon Church. L’hybridation
avec des sondes radiomarquées et les lavages ytgtation sont identiques a ce qui est
décrit pour le Northern Blot.

1.6. Immunoprécipitation de chromatine (ChiP)

L'immunoprécipitation de chromatine a été réalisémn Magdinier et collaborateurs
(Magdinier et al., 2004). ADN et protéines ont #és in vivo en présence de formaldéhyde.
Les complexes ADN-protéines ont été cassés pacatooi, de fagon a obtenir des complexes
nucléoprotéiques de 400 a 600 pb (Bioruptor, Diageh et immunoprécipités en présence
d’anticorps spécifiques : H3 total (Abcam) H3K9mMeRBK9Ac, H4K20me3 (Millipore). Un
échantillon d’ADN a été conservé avant immunopriéijpn (Input). L’ADN des complexes
immuns a été récolté a l'aide billes immuno-affif€&gma), élué, traité a la protéinase K
(Roche) et précipité par I'éthanol. Les échantdlod’ADN ont été dosés par le
spectrophotomeétre Nanodrop. lls ont été soit amglipar PCR quantitative, soit déposés sur
une membrane de nylon Hybond N+ (GE Healthcare}lotiblot.

1.7. Slot-blot des échantillons d’ADN issus de ChIP

Cent nanogrammes d’ADN sont incubés dans le tardpaténaturation (0,5 M NaOH
/ 0,3 M NaCl) pendant 10 min a température ambjgnies dilués dans un tampon de dilution
(0,1XSSC /0,125M NaOH) et déposés sur la membrames le passage des échantillons, la
membrane est rincée dans un tampon de neutraig@idM Tris-HCI pH7,5 / 0,5M NacCl) et
traitée aux UV (0,120J/cm?). La membrane est pi#ilge pendant 1 h a 55°C dans un
tampon de préhybridation (SSC6X / 0,5% SDS/ 1%.laithybridation avec les sondes
radiomarquées a éteé réalisée dans un tampon SSQA%/ SDS/ 1% lait a 55°C pendant la
nuit. Les lavages post-hybridation a 55°C comprahne lavage de 10 min dans un tampon
SSC2X, un lavage de 30 min dans un tampon SSCDS/ B, et un a deux lavages de 30
min dans un tampon SSCO0,2X / SDS 1%. Les membranegté exposées sur un écran
PhosphorScreen pendant des temps variables etvaed’appareil Fuji fla-5100.

1.8. Amplification par PCR quantitative (QPCR)

Les gPCR ont été réalisées sur le thermocycleuntCigcler (Roche) a l'aide du kit
Light Cycler FastStart DNA Master Sybr Green | (Rec Un microlitre d’ADNc ou 10 ng
d’ADN ont été amplifié par des amorces spécifigdass un volume final de 20 pL selon le
programme suivant : dénaturation 95°C 8 min, 43esycomprenant 20 sec de dénaturation,
8 sec d’hybridation et 12 sec d’élongation. Lesusége des amorces sont les suivantes :
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promoteur du gene codant pour l'histone H4 (F TEBTGTGATGGGAAGATGGGA 3))
(R: 5 GAGCAAAATAGCGAGACCCC 3); B-actine (F: 5’
TCCCTGGAGAAGAGCTACGA 3) (R: 5 AGCACTGTGTTGGCGTABG 3') ; GFP (F:
5" AGGAGCGCACCATCTTC 3) (R: 5 GATGTTGTGGCGGATCTG 3'). Des courbes
de dilution ont été réalisées pour chaque amplificaafin de déterminer I'efficacité
d’amplification.

134



2. Publication de revue et de synthese

2009C. Schluth-Bolard, A. Ottaviani, A. Bah, A. Boussouar, E. Gilson Magdinier.
Dynamics and plasticity of chromosome ends : camseces in human pathology.
Atlas Genet Cytogenet Oncol Haematol June 2009.
http://atlasgeneticsoncology.org/Deep/SubTelome28025.html
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3. Publication d’un chapitre de livre

C. Schluth-Bolard, A. Ottaviani, E. Gilson, F. Magdinier. Chromosdmasition effects &
gene variegation: impact in pathologies. In HandbobEpigenetics: the new molecular and
medical genetics. Trygve Tollefsbol. 2011: 77-105.
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