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L’hétérochromatine
constitutive dans

tous ses états

Rémi Terranova

> Les centromeres, lieu d’assemblage des kiné-
tochores, sont cruciaux pour la ségrégation des
chromosomes lors de la mitose et de la méiose.
Leur altération peut conduire a I'aneuploi-
die, une anomalie génétique tres fréquemment
observée dans les tumeurs humaines. Ces régions
sont organisées sous forme d’hétérochromatine
dite « constitutive », et restent condensées tout
au long du cycle cellulaire. U'hétérochromatine
constitutive a longtemps été pergcue comme une
structure stable et inerte. Cette conception a
depuis largement évolué, de nombreuses études
montrant sa plasticité et lui associant de mul-
tiples fonctions dans les cellules en interphase.
Cet article présente certains aspects de cette
plasticité de I’hétérochromatine constitutive et
souligne I"importance de I'intégrité épigénétique
des centromeres pour la stabilité du génome. <
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Plusieurs niveaux de controles épigénétiques sont impli-
qués dans la régulation du génome. Des modifications
locales de la chromatine (comme les modifications des
histones) permettent le recrutement (ou I’exclusion)
de complexes multiprotéiques (comme les protéines
des groupes Polycomb ou Trithorax). Ces complexes
protéiques organisent la chromatine localement pour
la régulation fonctionnelle du génome. Des composants
ribonucléiques sous la forme d’ARN non-codants jouent
aussi un réle dans la régulation de I'expression et
I"organisation structurale du génome. Ces multiples et
complexes niveaux d’organisation du génome définis-
sent différentes formes de chromatines, avec des pro-
priétés physiques et biochimiques distinctes. Au niveau
cytologique, les observations de Heitz en 1928 [1] ont
permis de distinguer différents états de condensation
de la chromatine chez les eucaryotes. L’euchromatine
d’une part, riche en génes, est organisée de facon diffé-
rentielle dans le temps et I’espace, en fonction de I’état
transcriptionnel. Dans leur forme inactive, ces régions
peuvent étre physiquement condensées, en association
avec des marques épigénétiques répressives et donner
naissance a I’hétérochromatine dite facultative. L'hé-
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térochromatine constitutive d’autre part, pauvre en
genes, contient une grande quantité d’ADN hautement
répétitif. Ces régions sont condensées et visibles tout au
long du cycle cellulaire. Dans la plupart des organismes,
I’hétérochromatine constitutive est présente autour des
centromeres et pres des régions télomériques des chro-
mosomes. Ces régions sont importantes pour la stabilité
du génome; les centromeres en particulier permettent
I’organisation du kinétochore et la ségrégation des
chromosomes lors de la mitose et de la méiose.

Modifications épigénétiques
des centroméres chez la souris

Chez la souris, les centromeres sont formés de répéti-
tions en tandem de séquences «satellites mineures »
(régions centriques), lieu d’assemblage du kinétochore,
flanquées de séquences « satellites majeures » (régions
péricentriques) (Figure 1A). Dans le noyau en inter-
phase, ces régions sont condensées et se distinguent
par une configuration épigénétique qui leur est propre
(pour revues, voir [2, 3, 371). Ces caractéristiques épi-
génétiques sont essentielles pour établir et maintenir
I’identité d’un centromere fonctionnel.

Ainsi, la structuration méme des nucléosomes et la
présence de variants d’histones distinguent les régions
centromériques du reste du génome. €n particulier, au
niveau du centromére, la protéine CENP-A (CENtro-
mere protein A) remplace Ihistone H3 (Figure 1B). La
présence de CENP-A est essentielle a I'organisation
du kinétochore et a la ségrégation des chromosomes.
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Un variant pour I'histone H2A (H2A.Z) a aussi été détecté le long des
régions centriques et péricentriques. Ces régions sont par ailleurs
caractérisées par un faible degré d’acétylation des histones et une
tri-méthylation fréquente de la lysine 9 de I’histone H3 (H3K9me3),
une marque établie par les histone-méthyltransférases (HMT) Suv39hl
et h2. Les différentes isoformes de la protéine HP1 (o, B et y), proba-
blement recrutées par H3K9me3, sont, elles, enrichies spécifiquement
au niveau des régions péricentriques et pourraient, via une interaction
avec Suv39h, permettre le maintien dynamique et la propagation de
cet état épigénétique [39]. Les centromeéres et régions péricentriques,
enfin, sont enrichis en H3K27mel et H4K20me3 et sont méthylés au
niveau des CpG via le recrutement des ADN méthyltransférases Dnmt3a
et 3b. Outre la nature et 'organisation linéaire des répétitions en tan-
dem et la présence de CENP-A, les centromeres se distinguent épigéné-
tiquement des régions péricentriques par la présence de H3K4me2, une
marque associée a I'activité transcriptionnelle, et par I’absence des
protéines HP1. Alors que CENP-A et la structuration épigénétique des
centromeéres sont conservées au cours de I’évolution, les séquences
centriques et péricentriques sous-jacentes le sont peu et sont finale-
ment secondaires dans la définition d’un centromere fonctionnel (pour
revue, voir [4]).

Dynamique transcriptionnelle de I’hétérochromatine

Loin d’étre transcriptionnellement inactives, les régions centromé-
riques produisent de longs ARN non-codants (pour revue, [5]). Chez
la levure S. pombe, ces ARN centromériques sont nécessaires a I’éta-
blissement et au maintien de la configuration épigénétique et par
conséquent a 'intégrité des centromeéres. €n particulier, le ciblage
aux centromeres de I"HMT Clr4, homologue de Suv39h, et donc de la
méthylation de H3K9, dépend de la machinerie d’inactivation par I’ARN
(ARNi) et de la formation de petits ARN interférents (siARN) issus des
régions centromériques [6, 7]. Lassemblage de CENP-A, si important
pour la formation du kinétochore, dépend aussi de ces siARN [8]. Ces
répétitions centromériques sont exprimées transitoirement au cours de
la phase S, suggérant une régulation dynamique, dépendante du cycle
cellulaire, des niveaux d’expression des ARN non-codants [9]. Les
centromeres chez les eucaryotes supérieurs produisent aussi des ARN
non-codants (Figure 1A) [10-12] qui ne sont apparemment pas asso-
ciés a la production de siARN. Pourtant, la machinerie d’interférence
elle-méme semble jouer un role dans la structuration des centromeres
puisque I'inactivation de la RNAse IIl dicer conduit a des altérations de
I’architecture hétérochromatinienne centromérique [13]. Par ailleurs,
des expériences de traitement de cellules vivantes par la RNase ont
montré qu’un composant ribonucléique est nécessaire au maintien de
I’organisation des centromeres et a la présence de HP1 a I’hétérochro-
matine péricentrique [14], mais la nature de ’ARN mis en jeu reste
inconnue. Chez le mais, des ARN d’origine centromérique font partie
intégrante du kinétochore [12]. Ces résultats soulignent la dynamique
transcriptionnelle des régions centriques et péricentriques. Bien que
potentiellement conservé, le r6le exact des transcrits centromériques
et de la machinerie ARNi dans I"assemblage, le maintien et la fonction
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des centromeres reste a établir chez les eucaryotes
supérieurs.

Plasticité structurale
et fonctionnelle de I’hétérochromatine

Comme son nom I'indique, I"hétérochromatine constitu-
tive a longtemps été percue comme inerte et de compo-
sition invariable. Une trés large littérature ces derniéres
années a contribué a changer cette perception en
montrant sa plasticité et en lui associant de multiples
fonctions dans les cellules en interphase.

’examen microscopique détecte facilement les régions
péricentriques des noyaux de cellules murines, riches en
A/T, aprés marquage au DAPI (4’,6-diamidino-2-phe-
nylindole) et permet de distinguer I’hétérochromatine
constitutive de I'euchromatine. L'analyse de I'organi-
sation tridimensionnelle (3D) de I’hétérochromatine
constitutive a démontré son extraordinaire plasti-
cité spatiale. Un des exemples les plus frappants de
plasticité structurale et épigénétique des domaines
(péri)-centromériques a récemment été décrit au cours
du développement embryonnaire
précoce chez la Souris. Dans les
zygotes, les génomes parentaux
sont épigénétiquement asymé-
triques [15, 41] ().

Dans ces cellules, I’"hétérochromatine est organisée
en anneaux autour des précurseurs des nucléoles [16,

(=) voir article de
A Henckel et R Feil,
page 747 de ce numéro

171 ; alors que ’hétérochromatine maternelle est asso-
ciée avec les marques épigénétiques conventionnelles
(H3K9me2/3 et HP1[3), la plupart de ces marques sont
absentes au niveau de I’hétérochromatine paternelle
(pour revue, voir [3]). €étonnamment, elles y sont
remplacées par d’autres modifications épigénétiques
dont H3K27me3, et la présence du complexe de répres-
sion PRC1 (Polycomb repressive complex1) [17]. Par
ailleurs, dans les cellules souches embryonnaires défi-
cientes pour les HMT Suv39h1/h2, la marque H3K27me3,
établie par la protéine PcG €zh?2 et caractéristique de
I’hétérochromatine facultative, est aussi enrichie au
niveau de I’hétérochromatine constitutive [18]. Les
protéines PcG sont normalement exclues de I"hétéro-
chromatine constitutive et plutot associées a la régu-
lation des régions euchromatiques via la formation de
I’hétérochromatine facultative [38]. Ces observations
suggerent un role pour les protéines du groupe Poly-
comb dans la régulation de I’hétérochromatine consti-
tutive en I"absence de H3K9me3 et sont importantes
pour la compréhension des modes de régulation et de
propagation des patrons épigénétiques au niveau des
régions (péri)-centromériques.
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Dans les noyaux en interphase, les centromeres de
plusieurs chromosomes se regroupent pour former des
«chromocentres ». Ces chromocentres sont visibles
dans tous les types cellulaires, mais leur composition
varie généralement d’un type cellulaire @ un autre ainsi
qu’au cours de la différenciation [19-21]. Ces change-
ments peuvent étre dépendants du cycle cellulaire [22,
23] et sont expérimentalement réversibles. Ainsi, des
expériences de reprogrammation nucléaire par fusion
cellulaire (hétérokaryons) et clonage ont montré la
plasticité de "organisation nucléaire en général et des
centroméres en particulier qui adoptent rapidement
la configuration associée a leur nouvelle identité cel-
lulaire [24, 25]. Lorganisation spatiale des régions
hétérochromatiques dans le noyau pourrait jouer un
role actif dans la différenciation cellulaire, en formant
un sous compartiment nucléaire fonctionnel dédié a la
répression de certains genes. Plusieurs études ont ainsi
montré le repositionnement nucléaire de locus dans
des processus de différenciation associés a des chan-
gements d’expression des genes. L'hétérochromatine
péricentrique, en particulier, joue un role important
pour I'inactivation du locus brown dans les embryons de
drosophile [26] et pourrait étre nécessaire au maintien
de I’état transcriptionnellement inactif de certains
genes au cours de la différenciation lymphocytaire
chez la souris (pour revues [27, 40]. Au-deld de son
role dans la régulation stable et transmissible a la des-
cendance des patrons d’expression de certains genes,
plusieurs études ont par ailleurs récemment démontré

que I’hétérochromatine péri-centromérique pourrait étre impliquée
dans le phénomeéne d’exclusion allélique, responsable de expression
mono-allélique des genes d’immunoglobuline et par conséquent de la
spécificité immunologique des lymphocytes B [28].

Dans leur ensemble, ces résultats illustrent la plasticité de I"organi-
sation 3D et la multiplicité fonctionnelle des régions centromériques.
Chez la levure S. pombe, I’hétérochromatine constitutive est consi-
dérée comme une plate-forme dynamique pour le recrutement et la
propagation de nombreux régulateurs impliqués dans diverses voies de
régulation (transcription, ségrégation des chromosomes, réplication)
(pour revue, voir [29]). Il est tentant de spéculer que I’hétérochro-
matine constitutive chez les eucaryotes supérieurs constitue aussi
une plate-forme d’assemblage associée a de nombreuses fonctions au
cours du cycle cellulaire et de la différenciation cellulaire normale et
pathologique.

Hétérochromatine, stabilité du génome et cancer

Le kinétochore est composé de nombreuses protéines, permettant
I'interaction entre les chromosomes et le fuseau mitotique pour la
ségrégation des chromatides sceurs dans les cellules filles au cours
de la division cellulaire. U'altération d’un ou plusieurs composants du
kinétochore conduit a des défauts de ségrégation des chromosomes
et a I’aneuploidie (nombre anormal de chromosomes), caractéristique
des tumeurs solides chez I’homme [30]. Compte tenu du rdle des cen-
tromeres dans I’organisation du kinétochore, leur intégrité structurale
et épigénétique est essentielle au maintien de la ploidie et a la sta-
bilité du génome. Ainsi, la mutation/dérégulation de CENP-A (variant
centromérique de I’histone H3) conduit a une perte totale de la ségré-
gation des chromosomes chez tous les eucaryotes. Theodore Boveri a
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proposé il y a un siécle un lien de cause a effet entre aneuploidie et
tumorigenése [31]. Cependant, cette proposition n'a pu étre testée
que récemment par la génération de modeles murins montrant des
taux élevés d’aneuploidie en I'absence d’autres défauts apparents.
C’est le cas dans les cellules et souris déficientes pour CENP-E (CEN-
tromere protein £), un autre composant centromérique important pour
la ségrégation mitotique des chromosomes [32]. Des cellules et souris
déficientes pour ce gene deviennent aneuploides et des lymphomes
spontanés ainsi que des tumeurs du poumon apparaissent chez les
animaux agés. De nombreux autres constituants du kinétochore sont
indispensables pour la ségrégation des chromosomes, et leur déré-
gulation conduit & I’instabilité des chromosomes [33]. Toutefois, un
nombre croissant d’études montrent qu’au-dela du kinétochore, cha-
que composant de I’hétérochromatine constitutive aux (péri)-centro-
meéres (et probablement la steechiométrie de ses composants majeurs,
dont les ARN non-codants) est essentiel a I’assemblage et a la fonc-
tion du centromeére/kinétochore [5]. Ainsi la perte de H3K9me3 au
niveau de I’hétérochromatine dans les souris déficientes pour les HMT
Suv39h conduit a I’instabilité des chromosomes [34]. Lorganisation
de I’hétérochromatine constitutive et la ségrégation des chromosomes
sont aussi altérées lors de changements des niveaux d’acétylation des
histones aprés I"inhibition expérimentale des enzymes responsables de
la désacétylation des histones (HDAC) [35]. Enfin, des changements
du niveau d’expression des ARN centromériques conduisent a la désor-
ganisation épigénétique des régions (péri)-centromériques associée
a des défauts de ségrégation des chromosomes et de cohésion des
chromatides sceurs [36]. Les recherches futures permettront peut-
étre d’établir un lien mécanistique entre ces défauts d’organisation de
I’hétérochromatine constitutive aux centromeres et la cancérogenese.

Conclusion

Uensemble de ces résultats suggére que loin d’étre une structure inva-
riable, I’hétérochromatine est structuralement plastique et parado-
xalement transcriptionnellement active. €lle varie d’un type cellulaire
a un autre, au cours du cycle cellulaire ainsi qu’au cours du dévelop-
pement embryonnaire précoce. Outre leur role dans la ségrégation des
chromosomes, les régions centromériques sont associées a la régula-
tion de I'expression transcriptionnelle. La compréhension des bases
génétiques et épigénétiques de la stabilité du génome, dont I’établis-
sement et le maintien des régions (péri)-centromériques, permettra
éventuellement de découvrir de nouvelles cibles thérapeutiques pour
le traitement des cancers. Uétude de ’hétérochromatine constitutive,
paradigme de régulation épigénétique, est par ailleurs importante pour
la compréhension de voies de régulation épigénétiques applicables au
reste du génome, dans un contexte sain et pathologique. ¢

SUMMARY

The many faces of constitutive heterochromatin

Constitutive heterochromatin, key for the structuration of the cen-
tromeres, was long thought as a transcriptionally inert compart-
ment, relatively invariant in composition and structure. Numerous
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studies have now challenged this view by showing the
versatility of these epigenetically defined regions.
This review highlights some important aspects of
(peri)-centromeric heterochromatin structural and
functional plasticity in development and differenti-
ation. The integrity of centromeric regions is crucial
for the stability of the genome and the maintenance
of ploidy. | outline recent evidence suggesting that
epigenetic alterations of heterochromatin can cause
defects in chromosome segregation leading to aneu-
ploidy and tumorigenesis. ¢
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