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différentes

marques épigénétiques dont I'effet est de

> 'hétérochromatine présente

réprimer la transcription. &n I'absence de
barrieres spécialisées, ces marques répressives
peuvent se propager aux nucléosomes voisins

et réprimer la transcription des régions

adjacentes. Ainsi, dans diverses espéces,
I’insertion d’un géne rapporteur a proximité des
télomeres le réduit au silence. Ce phénomene
de répression transcriptionnelle induite par la
propagation de I’hétérochromatine télomérique
a été appelé effet de position télomérique. La
répression transcriptionnelle est également
observée au niveau de locus endogenes, mais
elle est atténuée par la présence de barriéres
subtélomériques naturelles. Cet article passe en
revue les arguments actuels en faveur de I'effet

de position télomérique, de la levure a I"lhomme. <

Euchromatine, hétérochromatine et barriéres
contre la propagation de I’hétérochromatine

Les chromosomes comportent deux types de chromatine
distincts : une chromatine dite ouverte, ou euchromatine,
et une chromatine plus compacte, appelée hétérochro-
matine (HC) [1]. De nombreuses études ont montré que
ces deux types de chromatine se distinguent par Iespa-
cement des nucléosomes, les modifications d’histone,
I’état de méthylation de I’ADN, la localisation dans le
noyau et la liaison de certaines protéines spécialisées.

L'euchromatine se caractérise par une abondance des
marques d’histone dites activatrices, comme I'acé-
tylation des lysines 9 ou 14 de I’histone H3 (H3K9ac,
H3K14ac) ou la triméthylation de la lysine 4 (H3K4me3).
De ce fait, ce type de chromatine est classiquement
considéré comme transcriptionnellement compétent
[1]. A Pinverse, 'HC est qualifiée de silencieuse. Elle
peut étre facultative ou constitutive. 'HC constitu-
tive se retrouve principalement au niveau des régions
péricentromériques des chromosomes et des télomeéres.
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Typiquement, I’HC est enrichie en résidus lysine 9 de I"histone H3 por-
tant trois groupements méthyl (H3K9me3) ; ces derniers servent de
point d’ancrage aux protéines HP1 (heterochromatin protein 1). Par
leur formation de dimeéres, les protéines HP1 jouent un réle crucial
dans la compaction de la chromatine en formant des ponts molécu-
laires entre nucléosomes voisins. H4K20me3 est une autre marque
typique de I’HC. De plus, les dinucléotides CpG présents au niveau de
I’ADN des régions hétérochromatiniennes sont généralement méthylés.
Les marques répressives H3K9me3 et HP1 ont la capacité de se propager
de proche en proche au sein de I’HC. Cette propagation des marques
répressives est expliquée par la liaison d’HP1 aux résidus H3K9me3 et la
capacité des molécules d’HP1 a recruter, a leur tour, I’histone méthyl-
transférase (HMT) [31] capable de triméthyler H3K9, créant ainsi de
nouveaux sites de liaison pour HP1 (Figure 1) [1]. Une boucle de ren-
forcement de I"HC se met alors en place qui participe a la propagation
des marques répressives aux nucléosomes voisins. Si aucune barriére a la
propagation de I’HC n’existait, ce type de chromatine pourrait, en théo-
rie, se propager a ’ensemble des chromosomes. Outre le cas particulier
du chromosome X inactif des cellules femelles, ce phénomeéne n’est pas
observé. Ceci s’explique par la liaison de protéines spécialisées agissant
comme barriéres aux frontiéres de régions chromosomiques a HC. Ces
barrieres recrutent des histones acétlyltransférases (HAT) capables
de s’opposer a I"action des HMT (Figure 1). Une des barrieres les mieux
caractérisées est sans doute celle assurée par la liaison de la protéine
insulatrice CTCF (CCCTC-binding factor [zinc finger protein]) [2].

Découverte de I’effet de position télomérique chez la mouche
Bien avant la découverte du phénomene de propagation de I’HC, des

expériences de complémentation d’un défaut de la couleur des yeux
chez des mutants white de Drosophila melanogaster avaient identifié
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Figure 1. Organisation des régions a hétérochromatine et euchromatine. ’hétérochromatine se caractérise par la présence de marques répressives,

telles que H3K9me3 et HP1. La liaison d’HP1 aux résidus H3K9me3 permet le recrutement, par HP1 elle-méme, d’histones méthyltransférases (HMT)

qui vont, a leur tour, permettre la triméthylation d’H3K9 et la propagation des marques d’hétérochromatine aux nucléosomes voisins. Cette propa-

gation est empéchée par la présence de barriéres, ou insulateurs, qui, en recrutant des histones acétyltransférases (HAT), permettent de s’opposer

a 'action des HMT. Le modele présente le cas des locus insulateurs assurés par la liaison de CTCF ot les régions a hétérochromatine sont en contact

avec les lamines jouxtant la membrane nucléaire. ARN Pol : ARN polymérase.

un lien entre la position de I'insertion d’un transgéne dans le chromo-
some et son niveau d’expression, un phénomeéne décrit sous le nom
de position effect variegation (PEV). Dans ces études, les auteurs ont
montré que I’ADN du locus white sauvage n’était pas toujours capable
de complémenter le phénotype white” des mouches mutantes [3, 4].
Des expériences d’hybridation in situ ont alors révélé que ce défaut
de complémentation pouvait résulter de I'insertion de "ADN white a
proximité immédiate de régions péricentromériques ou de répétitions
télomériques. Dans ce dernier cas, le PEV a été appelé effet de position
télomérique ou TPE (telomere position effect). Plus tard, le modéle qui
a émergé de ces observations était que I’environnement répressif de la
chromatine télomérique pouvait s’étendre au transgene et réprimer sa
transcription. Ainsi, Iinsertion expérimentale d’un transgéne a proxi-
mité immédiate des télomeres de la mouche était capable de réprimer
son niveau de transcription. Les téloméres de la mouche présentent
toutefois une structure et une régulation distinctes de celles de la plu-
part des autres espeéces, puisqu’ils sont maintenus par un mécanisme
de transposition indépendant de la télomérase. Dés lors, sur la base
de ces observations, il était difficile de généraliser le TPE a toutes les
espeéces eucaryotiques avant de I’avoir formellement testé.

Leffet de position télomérique chez la levure

Plusieurs années aprés sa découverte chez la mouche, le TPE a été
démontré expérimentalement chez la levure Saccharomyces cerevi-
siae en positionnant un gene rapporteur a proximité d’un télomere a
la suite de la fragmentation du chromosome VII-L [5]. Combinée a
la puissance de la génétique de levure, Iutilisation de ces systemes
expérimentaux d’extrémités chromosomiques tronquées a permis
Iidentification de plus de 50 génes impliqués dans la régulation du
TPE [6]. Parmi ceux-ci, on trouve les membres du complexe SIR (silent
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information regulator), les protéines Ku et la protéine
Rapl (repressor activator protein 1) qui se lie directe-
ment a I’ADN télomérique. On a ainsi pu montrer que la
premiere étape de la propagation de I’HC télomérique
est le recrutement de SIR4 par Rapl. Une fois recru-
tée au télomere, SIR4 interagit avec SIR3. A leur tour,
SIR3 et SIR4 recrutent SIR2, une histone désacétylase
(HDAC). La désacétylation des extrémités amino-ter-
minales des histones renforce la liaison de SIR3 et SIR4
a la chromatine télomérique, et permet la propagation
de la chromatine répressive vers les régions subté-
lomériques. Tres vite, il est également apparu que le
pouvoir de répression des télomeéres augmentait avec
leur longueur, un phénomene attribué a un recrutement
plus important des protéines SIR [6]. Sachant que, chez
les espéces ne présentant pas d’expression constitutive
de la télomérase, comme I’homme, la longueur des
télomeres diminue avec I’dge, cette observation a sug-
géré que la transcription de genes endogéenes présents
aux extrémités chromosomiques pouvait étre régulée
au cours du vieillissement. Cette hypothése a suscité
beaucoup d’enthousiasme et stimulé la recherche de
preuves en faveur d’un TPE endogene.

Plusieurs années apres la découverte du TPE a partir de
transgenes télomériques, il est apparu que la répression
induite par les extrémités chromosomiques natives de
la levure était probablement régulée différemment
[7, 8]. En effet, les subtélomeéres de S. cerevisiae
comportent tous des éléments appelés X, et plus de la
moitié d’entre eux possedent également I’élément ¥’
Ainsi, le TPE endogene aux extrémités présentant uni-
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Figure 2. Propagation de I’hétérochromatine télomérique : systémes expéri-
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mentaux et extrémités natives. A. Les systemes expérimentaux d’étude du TPE
font appel a des transgenes télomériques initialement portés par des plasmides
comportant des répétitions télomériques. Lorsque ces constructions sont intro-
duites dans la cellule, le subtélomére et le télomere natifs du chromosome ou a
lieu 'insertion sont remplacés par I’ADN plasmidique. Dans ce cas, les éléments
régulateurs des subtélomeéres naturels sont perdus et la propagation de I’hété-
rochromatine télomérique est généralement exacerbée. B-D. Aux extrémités
natives des chromosomes, plusieurs situations sont observées : le subtélomere
comprend un ou plusieurs élément(s) propagateur(s) de I’hétérochromatine
et I'expression de geénes subtélomériques peut étre réprimée (B) ; un élément
insulateur est présent en amont des répétitions télomériques et bloque la pro-
pagation de I’hétérochromatine télomérique (€) ; ou des éléments propagateurs
et insulateurs coexistent au sein du méme subtélomeére, donnant lieu a un TPE
discontinu (D).

quement des éléments X est variable en intensité, allant de niveaux
comparables a ceux observés aux téloméres expérimentalement
tronqués & des niveaux 100 fois inférieurs [7] (Figure 2A-C). Ces
différences semblent s’expliquer par la présence ou non, au niveau
des éléments X, d’éléments STAR (subtelomeric antisilencing region)
agissant comme barriére [8]. De plus, alors que la répression de génes
rapporteurs diminue progressivement avec I’éloignement du télomere,
en étant toujours faiblement présente a 5 kb de celui-ci (Figure 24), le
TPE natif, lorsqu’il est observé, diminue de fagon brutale et n’est plus
détecté & 4 kb du télomere [7] (Figure 2B). Lorsque le subtélomere de
levure comprend également un élément Y’ (qui est, lui, toujours asso-
cié a un élément STAR), le TPE est inexistant au sein de cet élément, et
ce méme si Y’ est a proximité immédiate (1 kb) du télomere. Toutefois,
le TPE reste possible plus loin, au niveau d’un élément X présent sur
le méme subtélomere, suggérant des lors la coexistence d’éléments
propagateurs et insulateurs responsables d’un TPE discontinu a cer-
taines extrémités chromosomiques (Figure 2D) [7, 8]. Ces travaux ont
donc révélé I’existence de mécanismes de protection contre le TPE aux
extrémités natives des chromosomes.

La découverte du réle crucial de ’HDAC SIR2 dans le TPE chez la levure
S. cerevisiae a suggéré que I’acétylation des histones pourrait procurer
une barriére importante contre la propagation de I’HC télomérique.
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Chez cette méme levure, il semble que le variant d’his-
tone H2A.Z puisse également constituer un rempart
important contre la propagation de I’HC télomérique et
protéger les genes proches des téloméres de la répres-
sion transcriptionnelle [9]. A Pinverse de la levure
S. cerevisiae qui ne présente ni marque H3K9me3, ni
protéine de la famille HP1, Schizosaccharomyces pombe
possede ces deux caractéristiques. Ainsi, I’lHMT Clr4 de
S. pombe méthyle le résidu H3K9, permettant ainsi la
liaison de Swié, ’homologue d’HP1 requis pour le TPE
chez S. pombe [10, 11]. Le recrutement de Swi6 aux
télomeres requiert également Tazl, une protéine de la
famille des TRF (telomere repeat factor), et Rapl [11].
Une autre caractéristique de S. pombe est I’existence
d’un deuxieme mécanisme de recrutement de Swié
aux subtélomeres. Ce dernier dépend de la machinerie
d’ARN interférence (non opérationnelle chez S. cerevi-
siae) et permet la propagation de I’HC télomérique sur
des distances de 45 a 75 kb [11]. Toutes ces données
convergent vers une régulation du TPE par les modifi-
cations post-traductionnelles des histones et par les
variants d’histones.

Leffet de position télomérique chez ’lhomme

L'observation faite chez la levure de I'existence d’un
lien entre longueur des télomeres et expression des
génes présents aux extrémités chromosomiques a mené,
des le début des années 1990, Wright et Shay a pro-
poser un modele dans lequel le TPE participerait, chez
I’homme, a la régulation de la sénescence cellulaire
induite par le raccourcissement des télomeres [12]. Le
raccourcissement des télomeres, associé a la sénes-
cence cellulaire, pourrait ainsi activer I"expression de
genes subtélomériques. La mise en évidence du TPE chez
’lhomme s’est faite initialement a I'aide de transgenes
télomériques. Apres des premiers essais infructueux
réalisés avec un géne rapporteur se situant a 4 kb du
télomére [13], un transgéne télomérique placé a proxi-
mité immédiate des répétitions télomériques a permis
la premiere mise en évidence d’un TPE humain [14].
€n accord avec un role des modifications d’histones,
la répression transcriptionnelle du transgene était
sensible au traitement par la trichostatine A, un inhi-
biteur de ’"HDAC, et augmentait avec la longueur des
téloméres [14]. Des résultats similaires a ceux décrits
dans cette étude ont été obtenus peu de temps apres,
et il a de plus été proposé que les protéines HPla et
B pourraient participer a la répression du transgéne
télomérique [15]. €n accord avec le réle de Pacéty-
lation des histones dans le blocage de la propagation
de I’HC télomérique, une étude plus récente a montré
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Figure 3. Un effet TPE
en amont ou en trans ?
A. La transcription des
télomeres humains
produit des ARN non
codants appelés TERRA
qui sont impliqués dans
I’hétérochromatini-
sation des télomeres
en recrutant des his-
tones méthyltransfé-
rases et HP1 [30]. Chez
I’lhomme, la propaga-
tion de I’hétérochro-

matine télomérique est

probablement bloquée
par les protéines insu-

latrices CTCF qui se

lient directement en amont des répétitions télomériques ol elles sont requises pour le recrutement de I’ARN polymérase Il (ARN Polll). B. Suite au

repliement de "extrémité chromosomique, les molécules de TERRA pourraient induire I"hétérochromatinisation de régions plus internes des chro-

mosomes (effet TPE en amont) et/ou de régions présentes sur d’autres chromosomes (effet TPE en trans). La dimérisation de molécules de CTCF

pourrait étre impliquée dans ce processus.

que I’expression de la luciférase a partir d’un transgene adjacent aux
télomeres était régulée par SIRT (Sirtuin 6), une HDAC humaine de la
famille de SIR2 [16]. Une autre observation intéressante a été que le
recrutement expérimental, entre les téloméres et un géne rapporteur,
de CTF1 (CCAAT-box-binding transcription factor 1), un facteur de
transcription doté d’activité de remodelage de la chromatine, était
capable de protéger le transgene de la répression transcriptionnelle
induite par I’HC télomérique [17]. Des observations similaires avaient
été faites au préalable chez la levure [18], suggérant @ nouveau une
conservation des mécanismes de régulation du TPE.

La démonstration de "existence d’un TPE sur des transgénes avait-elle
la moindre signification physiologique ? Pour tenter de répondre a
cette question, une analyse systématique de la transcription des genes
les plus distaux connus au début des années 2000, et situés entre 13-
et 376 kb du télomere de différents chromosomes, a été réalisée dans
des fibroblastes jeunes (téloméres longs) ou sénescents (télomeres
courts) [19]. Cette étude sur 34 génes n’a pas révélé de régulation par
la longueur des télomeres. Alternativement, une autre équipe a tiré
profit d’'une microdélétion naturelle amenant le locus ATSA a 54 kb du
télomere en 22q pour étudier le TPE endogene, mais @ nouveau sans
succes [20]. €n 2009, cependant, I’effet répressif de la longueur des
télomeres sur expression du gene /SG15, situé a environ 1 Mb du télo-
mere 1p, a été montré mais, étonnamment, cet effet n’était associé a
aucune répression des genes situés entre ISGI5 et les répétitions télo-
mériques, suggérant I'existence d’un TPE atypique [21]. La premiére
démonstration d’un effet TPE endogene classique n’a été possible qu’a
la suite de la découverte de la transcription des télomeres humains en
ARN non codants, appelés TERRA (telomeric repeat-containing RNA),
dont les sites de démarrage de transcription sont situés entre 50 pb et
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1,5 kb des premiéres répétitions télomériques [22-24].
Ainsi, notre équipe a montré que I’expression des TERRA
était diminuée par une augmentation de la densité des
marques H3KIme3 et d’HPlow aux télomeres plus longs
[24]. Cette augmentation de la densité des marques
H3K9me3 est restreinte aux répétitions TTAGGG des
télomeres allongés et ne s’étend pas aux régions sub-
télomériques [24], ce qui renforce 'idée de I’existence
de barrieres capables de s’opposer a la propagation
de I’HC télomérique. Il est raisonnable de penser que
les sites de liaison de CTCF (CCCTC-binding factor), un
facteur de transcription doté d’activité insulatrice,
détectés dans la plupart des subtélomeéres humains
[25], puissent jouer un rdle dans ce blocage de la
propagation de I’HC télomérique (Figure 34). Comme la
liaison de CTCF s’accompagne d’une augmentation de la
densité locale d’H2A.Z [26], cela pourrait suggérer que,
a Pinstar de ce qui a été observé chez la levure [9], ce
variant d’histone contribuerait également aux barriéres
subtélomériques humaines.

Uimportance de la présence de barrieres naturelles
contre la propagation de I’HC télomérique humaine a
été a nouveau suggérée dans une étude récente décri-
vant I’existence d’un TPE endogene dans le cas particu-
lier de la dystrophie facio-scapulo-humérale ou myo-
pathie FSH [27]. La myopathie FSH est associée a une
contraction pathologique des répétitions D474 subté-
lomériques en 4q35, et a I'induction transcriptionnelle
du locus DUX4 situé au sein de ces répétitions. Dans les



cellules de ces patients, une répression transcriptionnelle sur DUX4 est
observée avec I'allongement expérimental des télomeéres [27]. Comme
les symptomes de la myopathie FSH ne se déclarent pas avant 20 ou 30
ans, cette découverte a permis de proposer que le raccourcissement
des télomeres lié a I’age pourrait étre un élément déclencheur de la
myopathie FSH chez des personnes présentant une contraction de la
région 4q35. Les raisons pour lesquelles le TPE devient possible au
niveau de 4q35 chez les patients FSH ne sont pas connues, mais pour-
raient étre liées a la perte de fonction de barriére de cette région sub-
télomérique altérée, a la perturbation du positionnement de 4935 dans
le noyau [28], ou a la formation de boucles de chromatine induites
par le recrutement de CTCF aux motifs D474 contractés [28, 29], un
phénomene qui pourrait perturber I"organisation tridimensionnelle de
cette extrémité chromosomique.

Conclusions : TPE or not TPE ?

La propension naturelle de I'HC a s’étendre aux régions chromoso-
miques voisines est limitée par la présence de barrieres. 'HC télomé-
rique n’échappe pas a la regle, et il est donc raisonnable de proposer
que toutes les especes eucaryotes aient élaboré des mécanismes de
protection semblables contre la propagation de I’HC télomérique vers
les régions subtélomériques. Les systemes expérimentaux d’étude du
TPE, faisant appel a des transgenes télomériques qui perturbent les
barrieres subtélomériques naturelles, sont donc peu physiologiques,
et la répression transcriptionnelle qui en découle est sans doute exa-
cerbée (Figure 2). Chez la levure S. cerevisiae, il semble néanmoins y
avoir un rassemblement, aux subtéloméres, de génes impliqués dans
la réponse au stress. Ces génes sont normalement réprimés mais, en
réponse a divers signaux, la répression transcriptionnelle peut étre
levée [6]. Cette répression réversible de la transcription des génes
subtélomériques peut étre vue comme un moyen d’adaptation rapide a
des conditions de stress. La régulation de la variation antigénique chez
de nombreux pathogénes dont Trypanosoma, Leishmania, Plasmodium
ou certaines levures du type Candida représente une autre situation
ol le TPE permet de mettre en place un programme de survie [6]. Dans
ce cas, certains parasites peuvent échapper au systeme immunitaire
en modulant I’expression de génes subtélomériques codant pour des
variants de glycoprotéines de surface.

Chez ’homme, en conditions non pathologiques, nos données sug-
gerent que le TPE en cis pourrait étre restreint a la répression de
I’expression de TERRA [24]. Les conséquences biologiques de cette
modulation transcriptionnelle de TERRA par la longueur des télomeres
ne sont pas élucidées, mais la régulation de la transcription des télo-
meres pourrait étre importante dans le contrdle de la mobilité des
télomeres, de la formation de I"hétérochromatine télomérique ou de
I’allongement des télomeres. Toutefois, si le TPE est restreint a TERRA,
comment expliquer les résultats de I’étude montrant une répression du
locus /GS15 sans que les génes situés entre ce locus et les télomeres ne
soient eux-mémes réprimés [21] ? Une explication possible serait que,
via I’action de boucles télomériques, comme celles initiées par la liai-
son de CTCF [2], ’HC télomérique puisse étre capable de se propager a

m/sn® 2, vol. 30, février 2014

une région plus interne du méme chromosome, ou d’un
chromosome voisin, et induire un TPE en trans (Figure
3B). Si cette hypothése est exacte, il se pourrait méme
que TERRA puisse en étre responsable en recrutant, au
locus ciblé, les enzymes de modification d’histone et
les protéines HP1, comme proposé précédemment [30].

Les données trés récentes de Stadler et al. [27] sug-
gerent néanmoins que, dans certaines conditions
pathologiques de perturbation des subtélomeres,
comme dans la myopathie FSH, la répression trans-
criptionnelle dictée par le télomeére puisse s’étendre
sur plusieurs dizaines de kb en amont de celui-ci. Ceci
souligne toute I"importance du bon fonctionnement
des barrieres subtélomériques naturelles contre la
propagation de I’HC télomérique. ¢

SUMMARY
The telomere position effect: silence in the back row!

Heterochromatin displays repressive histone marks that
down-regulate transcription. In the absence of spe-
cialized barriers, these repressive marks spread onto
nearby nucleosomes and induce transcriptional silen-
cing of these regions. Accordingly, in various species,
transgenes that are experimentally inserted directly
next to telomeric repeats are silenced. Transcriptional
repression induced by the spreading of telomeric hete-
rochromatin is known as the “telomere position effect”.
Although it is attenuated by the presence of natural
subtelomeric barriers acting against the spreading of
telomeric heterochromatin, telomere-induced silencing
is also observed at the level of endogenous loci where
it was initially proposed to provide a mean to regu-
late gene expression during senescence. This, however,
remains to be formally demonstrated. Here, | review the
current evidences for a telomere position effect, from

yeast to human. ¢
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