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Résumé :

L’inactivation du chromosome X est la réponse trouvée par 1’évolution pour pallier a la
divergence gonosomique entre male (XY) et femelle (XX). Ce phénomene sert donc a mettre
les deux sexes sur un pied d’égalité en limitant la quantité de transcrits provenant des
chromosomes X présents dans les cellules femelles.

Au cours de mon doctorat, j’ai tenté de contribuer a I’étude des mécanismes de régulation
transcriptionnelle, notamment I’activation, des deux acteurs principaux de 1’inactivation: Xist
(pour « X-inactive specific transcript ») et Tsix, son transcrit antisens. Ces deux genes
produisent des transcrits non-codants essentiels a une initiation correcte de ce phénomene
épigénétique. L’ARN Xist "enveloppe" un des deux chromosomes X dans les cellules
femelles pour induire son inactivation, et ce de manicre extrémement liée au développement
de I’embryon précoce.

Pendant ces 4 années, j’ai entrepris de cartographier a moyenne échelle le profil de fixation de
plusieurs protéines le long du locus Xist/Tsix, dans le but d’obtenir une meilleure
compréhension des mécanismes permettant une surexpression de Xist lors de la disparition de
ses facteurs répressifs en cours de différenciation. Cette cartographie a été effectuée dans
plusieurs lignées sauvages ou mutantes de cellules souches embryonnaires de souris (qui ont
comme caractéristique de récapituler 1’inactivation du chromosome X ex-vivo).

J’ai donc pu établir un modele de régulation transcriptionnelle de I’ARN non-codant Xist,
impliquant plusieurs protéines connues pour leur role dans la régulation transcriptionnelle
(CTCF et YY1) aussi bien que dans la formation de structures tridimensionnelles (la
cohésine). La pertinence de ce modele est renforcée par nos études montrant que de nombreux
aspects de ce modele sont conservés a travers 1’évolution (notamment chez ’homme).

Jai également pu contribuer a la découverte de nouveaux activateurs de 7six, certains
facteurs de pluripotence se fixant au minisatellite DxPas34 afin de réguler 1’élongation de la
transcription de 1’antisens.

Ces résultats apportent donc d’importantes informations concernant les mécanismes régulant
la mise en place du phénoméne d’inactivation du chromosome X au cours du développement

précoce de I’embryon.

Mots clés : Inactivation du chromosome X, épigénétique, régulation transcriptionnelle,

structure tridimensionnelle, ARN non-codant.



Summary :

X-chromosome inactivation is evolution’s answer to compensate for the gonosomal
discrepancy between male (XY) and female (XX). This phenomenon therefore serves to put
both sexes on an equal footing by limiting the amount of transcripts produced from the X
chromosomes in female cells.

During my Ph.D., I tried to contribute to the study of transcriptional regulatory mechanisms,
including activation of the two main players in inactivation: Xist (for X-inactive Specific
transcript) and Tsix, its antisense transcript. Both genes produce non-coding transcripts
essential for correct initiation of this epigenetic phenomenon. Xist RNA coats one of the two
X chromosomes in female cells to induce inactivation, and does so in a manner very related to
the early embryo development.

During these four years, I began to map the binding of several proteins along the Xist/Tsix
locus in order to obtain a better understanding of the mechanisms leading to Xist
overexpression following the disappearance of its repressors during differentiation. This
mapping has been performed in several wild-type or mutant mouse embryonic stem cell
strains (which are capable of summarizing XCI ex vivo).

I was able to establish a model for transcriptional regulation of the non-coding Xist RNA,
involving several proteins known for their role in transcriptional regulation (CTCF and YY1)
as well as in the formation of three-dimensional structures (cohesin). The relevance of this
model is reinforced by our studies showing that many aspects of this model are conserved
throughout evolution (including humans).

I have also contributed to the discovery of new Tsix activators, some pluripotency factors
binding to the DxPas34 minisatellite to regulate the antisense’s transcription elongation.
These results thus provide important information about the mechanisms regulating X-

chromosome inactivation during early development of the embryo.

Keywords : X-chromosome inactivation, epigenetics, transcriptional regulation, three-

dimensional structure, non-coding RNA.
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Préambule

La transcription des genes, essentielle a toute forme de vie, est le mécanisme a 1’origine de
I’identité de 1’étre vivant. L’expression d’un génome devient possible en rendant le code
génétique (I’ADN) de I’organisme accessible aux facteurs chargés de la fabrication des unités
constitutives de I’individu (les protéines). Ceci est réalisé en transcrivant I’ADN en ARN
messager qui, de par sa petite taille, peut franchir 1’enveloppe nucléaire en passant par les
pores nucléaires (chose impossible pour les chromosomes, trop volumineux) et ainsi
permettre la traduction de ce message en macromolécules protéiques qui rempliront une

infinité de taches au sein de la cellule.

A travers la multitude de découvertes engendrées quotidiennement par la communauté
scientifique, la complexit¢ du phénomene de transcription s’avere €tre exponentielle, ses
causes, ses conséquences, ses acteurs et ses ramifications s’accroissant a chaque instant.
Depuis maintenant quelque temps, en étudiant la diversité cellulaire, on s’apergoit que chaque
cellule a un role et une identité qui lui est propre et que cette identité est gérée par son
transcriptome (ensemble de transcrits présents a un moment donné au sein de la cellule). Ce
transcriptome peut varier fortement d’un type cellulaire a un autre, différents geénes étant
exprimés a différents instants et a différentes intensités afin de remplir diverses fonctions ; les
cellules ne pouvant exprimer continuellement I’ensemble de leurs genes a tout moment et
prétendre avoir une panoplie de fonctions bien distinctes les unes des autres.

Il y a maintenant pres de 50 ans, Frangois Jacob et Jacques Monod ont décrit le premier
exemple de régulation transcriptionnelle chez Escherichia coli (Jacob & Monod, 1961). En
révélant au grand jour le fonctionnement de I’opéron lactose, ils ont permis la description du
premier facteur de transcription, celui-ci se trouvant étre un répresseur transcriptionnel. Par la
suite il aura fallu attendre une dizaine d’années avant de se rendre compte de 1’existence
d’activateurs (Riggs et al., 1971), les génes n’étant exprimés qu’a un niveau basal en leur
absence.

De nos jours, nos connaissances en matiere de régulation transcriptionnelle se sont beaucoup
approfondies, et cela nous a permis de nous rendre compte que 1’orchestration d’un
transcriptome se doit d’étre quelque chose d’extrémement complexe, dynamique, et de tres
finement régulé afin de pouvoir répondre aux besoins en maticre de diversité cellulaire de

I’organisme ainsi qu’entre les especes. Au cours de 1’évolution, la cellule a donc mis en place



bon nombre de processus lui permettant d’obtenir une identité qui lui est propre, en régulant
quantitativement ainsi que temporellement I’expression de sa panoplie génique.

Sous la tutelle de signaux extérieurs indiquant a la cellule vers quelle voie elle doit s’engager,
la machinerie basale de transcription (dont les sous-unités varient de mani¢re exhaustive),
I’organisation des facteurs de transcription, le contexte chromatinien péri-génique, ainsi que
plusieurs modes de régulation post-transcriptionnelle, jouent tous des roles prépondérants
dans la mise en place d’une véritable identité transcriptionelle de la cellule.

Les questions qui se posent alors sont : comment la cellule arrive-t-elle a gérer I’ensemble de
son transcriptome ? Qu’est-ce qui fait qu’un gene, parmi des dizaines de milliers, va étre

exprimé a un temps et a une intensité donnés et qui lui sont propres ?

D’apreés des estimations récentes (Messina et al., 2004 ; Babu & Teichmann, 2004), il
existerait environ de 2000 a 3000 facteurs de transcription chez I’homme, chacun ayant un
role particulier dans un contexte particulier. De plus, la quasi-totalité d’entre eux se lient a des
centaines voir a des dizaines de milliers de sites a travers le génome et sont connus pour
interagir avec bon nombre d’autres protéines impliquées dans la régulation transcriptionnelle
ou bien le paysage chromatinien. En fonction de son site de reconnaissance a I’ADN, du
contexte chromatinien ainsi que de ses partenaires a un site donné, un facteur donné peut
avoir des effets radicalement opposés sur la transcription d’un gene (par exemple : Carroll et
al., 2006). Ceci laisse entrevoir le fait que la régulation d’un simple geéne est quelque chose
d’extrémement complexe, qui dépend d’un ensemble de conditions, mais qui semble pourtant
étre orchestré de main de maitre par la cellule.

Ces dernieres années, I’avénement de techniques de laboratoire adaptées a 1’é¢tude de la
fixation de facteurs de transcription, comme I’ImmunoPrécipitation de Chromatine (ChIP), la
ChIP couplée a une analyse sur puce a ADN (ChIP-CHIP) ou bien encore la ChIP suivie d’un
séquencage des produits immunoprécipités (ChIP-Seq) (voir les Annexes 1 et 2, p268-269),
utilisées en parallele de techniques de biologie moléculaire classiques, nous facilitent
grandement la tadche quant a la découverte de leurs modes de fonctionnement, tout en

complexifiant I’interprétation de leur fixation a I’échelle d’un génome entier.

Au cours de mon doctorat, je me suis tout particulierement intéressé a la maniere dont est
régulé un geéne non-codant et son anti-sens : Xist et Tsix, respectivement, et ce, principalement

dans le contexte de cellules embryonnaires murines. Ces deux genes sont impliqués dans



I’inactivation du chromosome X (la forme de compensation de dose présente chez les
mammiferes placentaires).

En employant majoritairement la méthode de ChIP suivie d’une analyse par PCR-quantitative
(Réaction en Chaine de la Polymérase-quantitative) couplée a une approche de biologie
moléculaire classique, j’ai pu établir un modele simplifié sur la maniere dont 1’activation
transcriptionnelle de ce locus (Xist/Tsix) se met en place au sein de différents contextes
cellulaires.

Avant de détailler mes résultats, dans un premier chapitre introductif je décrirai ce qu’est la
compensation de dose, en me focalisant sur ce phénoméne chez les mammiféres placentaires.
Je m’attacherai ensuite a expliquer les différents types d’inactivation du chromosome X chez
la souris. Puis nous verrons les particularités des différents composants génétiques du centre
d’inactivation (région située sur le chromosome X responsable de I’inactivation) suivies des

différents modes de régulation de son acteur principal : le géne Xist.






Chapitre I : Introduction







I. La compensation de dose

Comme nous venons de le voir en préambule, I’intensité de la transcription ainsi que le
moment ou celle-ci se déroule sont primordiaux pour obtenir le transcriptome souhaité, ceci
étant vrai quel que soit le sexe de I’individu. Or, chez les métazoaires, la différence entre les
sexes se fait a travers la présence de gonosomes hétéromorphes soit chez les males (par
exemple : XY chez ’homme) soit chez les femelles (ZW chez les oiseaux), le sexe opposé
ayant deux gonosomes homologues (XX chez la femme, et ZZ chez 1’oiseau male). Le fait
qu’une paire de chromosomes soit différente entre les sexes engendre des complications
relatives au transcriptome : certains genes devraient alors se trouver deux fois plus exprimés
chez les individus du sexe possédant des chromosomes sexuels homologues. De plus, comme
nous le verrons par la suite, il est aussi nécessaire d’avoir un équilibre transcriptionnel entre
gonosomes et autosomes.

A travers 1’évolution, I’ensemble des métazoaires a donc trouvé diverses maniéres de réguler
cette différence du nombre de transcrits engendrée par les différences de sexe (Figure 1), ces
régulations transcriptionnelles au niveau des chromosomes sexuels sont regroupées sous le

terme de compensation de dose.

a. Compensation de dose entre les chromosomes sexuels

Chez les mammifeéres la détermination sexuelle est indépendante du processus de
compensation de dose, le choix du sexe se déroulant au moment de la fécondation : a savoir si
le spermatozoide qui participe a la création du feetus porte un chromosome X ou Y.

Les euthériens ont un systeme de compensation de dose, qui diverge des autres métazoaires,
étant donné que parmi les deux chromosomes X, I’un d’entre eux (le choix est fait de maniére
théoriquement aléatoire) va étre inactivé autour de 5jpc (Jours Post-Coitum) dans 1’embryon.
Cette inactivation est principalement médiée par un gene se trouvant lui-méme sur le
chromosome X : le gene XIST/Xist (« X-Inactive Specific Transcript »). XIST/Xist est un
transcrit non-codant dont I’expression est spécifique au Xi (chromosome X Inactif) et qui va
recouvrir la quasi-intégralité de ce chromosome en cis (Brown ef al., 1992), induisant son

extinction transcriptionnelle quasi-totale. Cette inactivation est exercée dans toutes les



cellules, donnant lieu a un individu mosaique quant a I’origine du chromosome X inactivé et
elle est maintenue tout au long de la vie de I’individu.

Afin de savoir combien de chromosomes elle doit inactiver, la cellule effectue donc un
comptage, comme chez les autres especes, afin d’établir un ratio X:A. Ainsi, la cellule ne
maintient actif qu’un chromosome X par lot d’autosomes (Lyon, 1962 ; Ohno et al., 1964) ce
phénoméne étant particulierement observable dans le cas des maladies génétiques comme le
syndrome de Klinefelter ou males (XXY) et femelles (XXX) ne gardent qu’un seul

chromosome X actif.
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Figure 1 : Différents mécanismes de compensation de dose. Chez Drosophila melanogaster,
I’expression génique provenant du chromosome X est doublée chez le male (XY) (pour une revue,
voir Gelbart & Kuroda, 2009 ; Ilik & Akhtar, 2009). Chez Caenorhabditis elegans, la transcription est
diminuée d’un facteur 2 a partir des deux chromosomes X de I’hermaphrodite (pour une revue, voir
Meyer, 2005). Chez les mammiféres, un des deux chromosomes X est inactivé chez les femelles. En
bleu I’expression due a la compensation de dose gonosomale, en vert I’expression apres prise en
compte de la compensation de dose entre autosome et gonosome, et en rouge l’expression du
chromosome Y.

Le phénomeéne de compensation de dose chez les mammiferes femelles passe donc par
I’inactivation transcriptionnelle d’un des deux chromosomes X. Cependant, cette inactivation
n’est pas totale et la quantit¢ de genes échappant a celle-ci peut varier d’une espece a une
autre. Ainsi, chez les souris, il a été estimé qu’environ 3% des geénes du chromosome X
échappaient a I’inactivation (Yang et al., 2010), tandis que chez ’homme ce phénomene
serait beaucoup plus répandu en atteignant 15% auxquels viendraient s’ajouter 10% de geénes
dont I’¢état actif/inactif varierait en fonction du tissu ou de I’individu étudié (Carrel & Willard,

2005) (pour revue voir Prothero ef al., 2009, Heard & Disteche, 2006, Disteche et al., 2002).



b. Compensation de dose avec les autosomes

Comme nous venons de le voir, le phénomene de compensation de dose a donc comme but de
réduire les inégalités en terme de quantité de transcrits dues a la présence d’un systéme a
gonosomes hétéromorphes. Bien que 1’objectif principal soit atteint, la mise en place de ce
mécanisme engendre 1’apparition d’un nouveau déséquilibre transcriptionnel : une différence
de la quantité de transcrits entre les gonosomes et les autosomes chez les mammiferes et les
nématodes, les rendant donc fonctionnellement aneuploides par rapport aux autosomes (ratio
X:AA ou XX:AA de 0,5).

Pour pallier a cette différence transcriptionnelle, induite soit par I’hémizygotie (chez les
males) soit par la compensation de dose (chez les femelles), les especes abaissant leur niveau
de transcrits chez les femelles compensent en sur-exprimant le chromosome X chez les males,
(le chromosome X actif chez les mammiferes ou bien les deux chromosomes X partiellement
réprimés chez le nématode) d’un facteur deux, afin que les gonosomes atteignent dans tous les
cas le niveau transcriptionnel d’une paire d’autosomes (soit un ratio X:AA et XX:AA ¢égal a
1) (Gupta et al., 2006 ; Nguyen & Disteche, 2006). Bien que complexifiant considérablement
I’1dée que I’on se fait de la compensation de dose, cette adaptation par rapport aux autosomes
est indispensable pour la survie de I’individu, I’haploidie pour seulement 1% du génome
réduisant considérablement la viabilité et 3% induisant la 1éthalité de I’organisme (Lindsley et
al., 1972).

Le mode d’action de cette sur-expression est encore inconnu, mais il pourrait s’agir d’un
mécanisme actif impliquant des modifications épigénétiques similaires au systéme présent
chez la mouche, et pourrait étre impliqué soit dans I’accessibilité des promoteurs pour I’ARN
polymérase, soit dans I’¢élongation des transcrits soumis a compensation de dose (Smith et al.,

2001).

L’inactivation d’un des deux chromosomes X au sein de toute cellule femelle ainsi que la sur-
activation transcriptionnelle du X actif (aussi bien chez les femelles que chez les males) est
donc la maniere dont les euthériens parviennent a compenser leur nombre de transcrits
€¢manant des gonosomes mais aussi par rapport au reste des chromosomes non-sexuels.

Les mécanismes gouvernant I’inactivation du chromosome X sont trés complexes, mais je
vais tout de méme tenter de donner au lecteur une appréciation globale du fonctionnement de

ce paradigme épigénétique a travers ces prochains chapitres. Dans ce dessein nous nous



focaliserons sur le modele murin, espeéce, chez qui ce phénomene a été le plus étudi€ et le

mieux décrit bien qu’il y existe encore de trés nombreuses zones d’ombres.

II. L’Inactivation du chromosome X chez Mus musculus

Comme nous venons de I’entrapercevoir, I’inactivation du chromosome X est le fruit de son
extinction transcriptionnelle quasi-globale lors des phases précoces du développement
embryonnaire afin d’atteindre un équilibre transcriptionnel entre les deux sexes.

Cependant chez la souris (Mus musculus), cette inactivation existe sous plusieurs formes qui
s’établissent au cours de vagues successives et de manieres différentes en fonction du type
cellulaire étudié. Dans un premier temps, nous allons donc voir de quelle manicre
I’inactivation est établie a différents stades cellulaires permettant ainsi d’avoir un apercu
préliminaire de I’importance du développement au cours de ce processus particulier (Figure
2). Ensuite, nous nous attacherons a définir la fagcon dont la cellule femelle arrive a compter
puis a choisir le chromosome X a inactiver, ainsi que les caractéristiques épigénétiques de cet
X 1nactif. Et enfin, nous nous pencherons dans le détail sur les deux ARNs non-codants au

centre de la mise en place de I’inactivation : Xist et son anti-sens 7six.

a. Inactivation méiotique des chromosomes sexuels

Le premier type d’inactivation des chromosomes sexuels a lieu avant méme la formation du
zygote : dans les spermatocytes (pour une revue voir Turner, 2007). Les chromosomes
sexuels chez le male ne possédent que treés peu de régions homologues (les régions pseudo-
autosomales) ce qui empéche un appariement correct de ceux-ci lors de la méiose ; la cellule
intervient alors en inactivant les chromosomes sexuels par un processus nommé MSCI
(meiotic sex-chromosome inactivation) (voir cadre bleuté de la Figure 2; Lifschytz et
Lindsley, 1972; McCarrey & Dilworth, 1992; Monesi, 1965) formant ainsi ce qui est
couramment qualifi¢ de « vésicule sexuelle » (sex-body) (Handel, 2004). Ce phénomene a
donc comme objectif d’empécher les recombinaisons inappropriées ou délétéres au sein des

régions chromosomiques non-appariées tout en les stabilisant.
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Figure 2 : Le cycle d’inactivation et de réactivation du chromosome X au cours du

développement embryonnaire. Ce diagramme montre les différentes étapes de la régulation
transcriptionnelle du chromosome X chez la femelle, a part le MSCI qui a lieu dans la lignée
germinale chez le male (rectangle bleu). L activité trancriptionnelle du chromosome X est représentée
en blanc (majoritairement actif), en rose (partiellement actif/inactif) et en rouge (majoritairement
inactif). La ligne bleue sur I’X actif symbolise une empreinte répressive sur Xistz, afin que le X
maternel reste actif. L’ombrage rose du Xp symbolise 1’héritage d’informations épigénétiques a partir
de la lignée germinale male. Epi: Epiblaste, EXE : Ectoderme extraembryonnaire, m : Pronoyau
marenel, p : Pronoyau paternel, PE : Endoderme primitif, PGCs : Cellules germinales primordiales,
PB : Corps polaire, TE : Trophectoderme, Xa : X actif, Xm : X maternel, Xp : X paternel. (Adaptée de

Payer & Lee, 2008)



De maniére intéressante, plusieurs études ont démontré que bien qu’exprimés faiblement, Xist
et son anti-sens 7six, deux ARNs non-codants essentiels dans la mise en place de
I’inactivation du chromosome X dans les cellules embryonnaires (comme nous le verrons par
la suite), ne sont pas indispensables a la mise en place du MSCI, la mutation de Xist
n’empéchant pas le recrutement des marques répressives (Turner, 2002 ; McCarrey et al.,
2002). Ceci étant vrai malgré le fait que I’ARN de Xist recouvre les chromosomes sexuels
dans les spermatocytes sauvages (Ayoub et al., 1997).

Par la suite, I’environnement répressif semble étre plus ou moins maintenu (appel¢ PMSC,
pour : « Post-Meiotic Sex Chromatin ») (Costanzi & Pehrson, 1998 ; Greaves et al., 2006 ;
Turner et al.,, 2006 ; Namekawa et al., 2006), bien que nous assistons a une réactivation
partielle du gonosome unique a partir du stade spermatide rond puis allongé (Nguyen &

Disteche, 2006, Wang et al., 2005, Khalil et al., 2004).

b. L’inactivation empreintée suite a la fécondation

Suite a la fécondation ainsi qu’a I’activation zygotique du génome (au stade 2-cellules) dans
les cellules femelles, on assiste de maniére trés précoce a une nouvelle forme d’inactivation
du chromosome X : I’inactivation empreintée. L’empreinte est définie comme une marque
épigénétique basée sur I’origine parentale de I’élément en question.

Cette forme particuliere d’inactivation se caractérise par le fait que le chromosome X
d’origine paternelle (Xp) sera toujours celui subissant I’inactivation, le chromosome X
d’origine maternelle restant actif et étant méme sur-exprimé pour accomplir la compensation
de dose vis-a-vis des autosomes (idem chez le male) (Nguyen & Disteche, 2006). Chez la
souris, cette inactivation est mise en place lors des premicres divisions cellulaires de
I’embryon puis est maintenue au cours du développement des tissus extraembryonnaires
comme le placenta et une partie des membranes extraembryonnaires (Huynh & Lee, 2003 ;
Mak et al., 2004 ; Okamoto et al., 2004 ; Takagi & Sasaki, 1975), provenant du
trophectoderme et de I’endoderme.

Deux études ont maintenant montré qu’il existe une forme d’inactivation empreintée
indépendante de Xist (Kalantry et al., 2009, Namekawa et al., 2010), le fait qu’il s’agisse de la
répression d’éléments répétés intergéniques paraissant 1’hypothese la plus probable. En tenant
compte du fait que plusieurs autres études ont démontré la persistance du PMSC sur le

chromosome X au cours de la spermatogénese (Costanzi & Pehrson, 1998 ; Turner et al.,
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2006 ; Namekawa et al., 2006 ; Greaves et al, 2006) malgré une réactivation partielle
(Nguyen & Disteche, 2006 ; Wang et al., 2005 ; Khalil ef al., 2004), il est tout a fait possible
d’imaginer qu’une partie du chromosome X paternel soit déja inactivé lors de la fécondation
(en I’occurrence : les régions répétées). Ceci pourrait avoir 1’avantage d’agir en tant que
premiere empreinte parentale qui faciliterait éventuellement I’inactivation des parties
géniques du chromosome X, actifs lors de la réactivation zygotique du génome (Patrat et al.,
2009 ; Namekawa et al., 2010), par I’expression de Xist. L’expression de Xist a lieu des le
stade 2-cellules (Okamoto et al., 2000, 2005 ; Huynh & Lee, 2003 ; Namekawa et al., 2010 ;
Kalantry et al., 2009 ; Patrat et al., 2009) et son ARN non-codant forme un domaine de taille
croissante allant jusqu’a englober 1’intégralité du chromosome X afin d’inactiver les régions
géniques de celui-ci (Figure 3). Cette deuxieéme vague d’inactivation serait donc due a un
second type d’empreinte parentale (peut étre influencée par la premiere) qui permettrait la
transcription du Xist paternel et donc la répression génique de son chromosome en cis a un
moment variant entre le stade 4-cellules (Okamoto ef al., 2004 ; Patrat et al., 2009) et le stade

blastocyste précoce (Namekawa et al., 2010 ; Patrat et al., 2009) en fonction des genes.

—~~
{h ," Compartiment répréssif
-—

@ FElément répété actif
@» Elément répété réprimé
* Géne actif
* Géne réprimé

Spermatide Xp

Répression

¢ génique

Fécondation

Maintenance de la répression Répression généralisée du Xp
des séquences répétées (du stade 4-cellules au
(Stade 2-cellules) blastocyste précoce)

Oocyte

Figure 3: Représentation schématique de la localisation génique par rapport au
compartiment hérérochromatique (principalement formé par les séquences répétées)
lors de la mise en place de ’inactivation empreintée. Avant la fécondation, le chromosome X
présent a sein de I’ovocyte est transcriptionnellement actif. Dans les gamétes maéles, dans un premier
temps (dans le spermatide) la partie du génique du chromosome X se réactive partiellement suite au
PMSC, tandis que les séquences répétées restent potentiellement réprimées. Dans un second temps
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(dans le spermatozoide) le génome entier est extrémement compacté dii au remplacement des
nucléosomes par les protamines, d’ou une répression transcriptionnelle globale. Cependant, les génes
sont préts a étre exprimés dés la réactivation du génome post-fécondation, tnadis que les séquences
répétées seraient peut-&tre programmeées a rester réprimées. Suite a la fécondation, on observe la
formation d’un compartiment répressif principalement formé des séquences répétées autour du X
d’origine paternelle (correspondant éventuellement a une forme d’empreinte). Puis au cours du
développement pré-implantatoire, les séquences géniques vont progressivement se trouver réprimées
lors de leur migration vers le centre du compartiment répressif.

Quant au chromosome X d’origine maternelle, qui pourrait étre porteur d’'une empreinte le
protégeant de 1’inactivation a ce stade (Lyon & Rastan, 1984 ; Shao & Takagi, 1990 ; Tada et
al., 2000), il est transcriptionnellement actif de la réactivation zygotique du génome jusqu’a
I’initiation de I’inactivation aléatoire du chromosome X se déroulant dans les cellules de la
masse interne du blastocyste tardif. Cette empreinte pourrait impliquer 7six. Deux études ont
démontré le role de I’antisens (par sa mutation) dans la protection de I’Xm de I’inactivation
empreintée (Sado et al., 2001 ; Lee, 2000), ceci pouvant tout simplement étre di au fait que le
Xm n’arrive pas a réprimer correctement Xist, induisant ainsi ’inactivation sur les deux
chromosomes (engendrant une nullisomie fonctionnelle et donc une mortalité cellulaire
¢levée).

Le fait que Xist soit exprimé uniquement a partir du chromosome X parternel lors du stade 2-
cellules et qu’il initie I’inactivation des la division cellulaire suivante, laisse supposer qu’il
doit exister un moyen de répression secondaire afin d’empécher son expression a partir du
Xm, sachant que I’expression de 7’six n’est jamais observée avant le stade 8-cellules (Sado et

al., 2001).

c. Réactivation du chromosome X dans les blastocystes

Le chromosome X paternel est ensuite réactivé au sein des cellules de la masse interne de
I’embryon lors des stades péri-implantatoires du développement (entre 3,5 et 4,5jpc) (Huynh
& Lee, 2003, Mak et al., 2004, Okamoto et al., 2004). Il est devenu évident que cette étape
(absente dans les tissus extra-embryonnaires) est nécessaire a 1’effacement des marques
hétérochromatiques engendrées par I’inactivation empreintée avant que la cellule puisse
initier une deuxiéme vague d’inactivation du chromosome X : I’inactivation aléatoire.

Ce processus est sans doute effectu¢ de maniere active au vu du peu de nombre de divisions
cellulaires nécessaires a I’obtention d’une réactivation quasi-totale des Xi au sein de

I’épiblaste. L absence de méthylation de I’ADN, au cours de I’inactivation empreintée facilite
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sirement cette transition. De mani€re concomitante a cette réactivation, on observe
I’apparition d’une expression de Tsix a partir des deux alléles du chromosome X. La question
de savoir si I’expression de 1’antisens est responsable de la répression de Xist sur le Xp ou s’il
s’agit d’autres mécanismes (par exemple, li€s a la pluripotence cellulaire) est encore ouverte a
débat.

Chez ’homme, apres plusieurs années d’incertitude, une étude récente a finalement prouvé de
maniere fiable qu’il n’existe pas d’inactivation empreintée chez ’homme (au sein des tissus
extraembryonnaires) (Moreira de Mello ef al., 2010). L hypothése d’une corrélation entre
I’absence d’inactivation et I’absence d’une homologie de 7S/X entre humains et souris parait
trés intéressante, la découverte de la nature des empreintes parentales gouvernant ce processus

chez la souris y apportera surement des éclaircissements précieux.

d. L’inactivation aléatoire du chromosome X

Suite a la réactivation du Xp au sein de I’épiblaste, ces cellules pluripotentes possédent deux
chromosomes X actifs. A partir du moment ot I’embryon s’implante dans I’utérus, les
cellules épiblastiques du blastocyste tardif commencent a subir une différenciation lignage-
spécifique qui donnera lieu a tous les tissus constituant 1’individu a proprement parler et
parallelement a cela, inactivent de maniere aléatoire 1’'un de leurs deux chromosomes X (au
sein des cellules femelles uniquement) (Monk & Harper, 1979 ; Tan & Tam et al., 1993)
(Figure 4). Ce processus d’inactivation aléatoire peut aussi €tre récapitulé in vitro lors de la
rentrée en différenciation de cellules pluripotentes dérivées, comme les carcinomes
embryonnaires et les cellules souches embryonnaires (ES) (Martin & Yatziv et al., 1978 ;
Rastan & Robertson, 1985), en faisant des outils particulierement utiles pour disséquer les

rouages génétiques et moléculaires du processus d’inactivation aléatoire du chromosome X.

Précédant I’inactivation aléatoire d’un des deux chromosomes X, la cellule doit d’abord se
soumettre a deux processus particuliers : le comptage du nombre de chromosomes X dans la
cellule et leur comparaison avec le nombre d’autosomes, ainsi que le choix de quel
chromosome va étre inactivé (Xm ou Xp), deux processus génétiquement distincts (Lee et al.,

1999).
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Cellules ES Cellules ES
indifférenciées différenciées

Cellules males

Cellules femelles

Figure 4 : Expression de Xist/Tsix dans les cellules ES. Panneaux du haut: apparence en
microscopie a transmission de cultures de cellules ES (avant ou aprés différenciation a I’acide
rétinoique pendant 4 jours). Panneaux du milieu et du bas: Marquage par RNAFISH (en vert) des
ARN issus du locus JXist/Tsix. Les noyaux sont colorés en bleu au DAPI. A gauche: cellules
indifférenciées. Les transcrits 7six sont quantitativement prépondérants par rapport aux transcrits Xist
(Sun et al., 2006). A droite: cellules différenciées. Dans les cellules femelles (en bas), l'expression de
Tsix est perdue sur les deux chromosomes X, les transcrits visibles correspondent donc a Xist qui
s'accumule au niveau du chromosome X inactif pour former un domaine coincidant avec le territoire
chromosomique (Chaumeil ef al., 2006).

i. Le Comptage
Tandis que lors de I’inactivation empreintée la cellule semble inactiver un chromosome X
uniquement en fonction de son origine parentale (plus précisément de son empreinte
parentale), au cours de 1’inactivation aléatoire la cellule éteint un chromosome X en fonction
du ratio X:A.
De maniere globale, il est accepté que la cellule inactive tous les chromosomes X qu’elle
contient, sauf un, par lot diploide d’autosomes de mani€re a obtenir un ratio d’X actifs /

nombre d’autosomes = %> (Rastan, 1983; Giannelli, 1963; Grumbach ef al., 1963).
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Deux processus de comptage sont donc nécessaires a la cellule pour une inactivation aléatoire
correcte : combien la cellule contient-elle de chromosomes X ? Ainsi que, combien la cellule
possede-t-elle de lots d’autosomes par rapport au nombre de chromosomes X ?

Divers modeles ont été établis au fil des années, postulant 1’existence d’un facteurs bloquant
et de facteurs de compétence a I’inactivation du chromosome X (Starmer & Magnuson, 2009)
mais, a ce jour, aucun de ces modeles n’a €ét¢ completement validé biologiquement,

I’existence méme de ces facteurs étant encore sujette a débat.

ii.  Le Choix

Une fois la cellule ayant compté le nombre de chromosomes X présents au sein de son noyau,
au moment ou la différenciation de I’épiblaste se met en place chez la femelle, un des deux
chromosomes X doit étre choisi afin d’étre inactivé. Théoriquement ce choix est aléatoire,
50% des X inactifs étant d’origine maternelle et 50% d’origine paternelle, les deux X étant au
préalable, a priori, indiscernables I'un de 1’autre. Une fois ce choix irréversible fait, il est
transmis de cellule-meére en cellule-fille de maniere clonale tout au long de la vie de
I’individu, bien qu’il ait été observé que divers facteurs génétiques peuvent contribuer a un
biais dans ce choix (Chadwick et al., 2006).

Outre ces facteurs génétiques, on peut aussi envisager un choix établi de manicre
stochastique, non-coordonnée entre les chromosomes, c’est-a-dire ou il suffirait qu’un
chromosome initie sa phase d’inactivation pour que le processus de comptage fasse en sorte
que ’autre chromosome reste actif. De cette maniere, un biais pourrait étre observé lorsque
les deux chromosomes ne ressentent pas ou ne répondent pas de la méme manicre aux
facteurs déclenchant I’initiation de I’inactivation (en 1’occurrence la différenciation de la
cellule). Ceci pourrait étre ce que I’on observe lors de diverses mutations génétiques
effectuées sur Xist ou son anti-sens 7six. En effet, de manicére générale, toute mutation
touchant a la régulation de ’inactivation du chromosome X engendre un biais dans le choix
de maniere plutdt « prévisible ». Par exemple toute mutation causant une perte de fonction de
Xist engendrera a coup sir un biais de facon a ce que I’allele muté devienne le Xa (Penny et
al., 1996, Marahrens et al., 1998, Gribnau et al., 2005, Monkhorst et al., 2008) , et de méme
toute mutation portant atteinte a la fonction de 1’anti-sens 7six (dont le rdle principal est de
réprimer Xist) fera que cet allele sera automatiquement désigné Xi (Clerc & Avner, 1998 ;
Luikenhuis et al., 2001 ; Vigneau et al., 2006 ; Morey et al., 2004). Dans ces deux cas, le

choix est biaisé, soit par le fait qu'un all¢le ne pourra inactiver, soit car il ne peut s’empécher
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d’inactiver. Cependant, un choix non biaisé dans ces cellules engendrerait une mort cellulaire
certaine de par le fait que le comptage ne serait plus respectg.

Une question qui s’applique pour le choix mais aussi pour le comptage est: la cellule
inactive-t-elle un nombre variable de Xs, puis, seules les cellules femelles avec un X inactif
survivent au cours du développement, ou y a-t-il une véritable communication entre les deux
chromosomes X qui leur permet de « sentir » le fait qu’un autre chromosome X est déja

inactivé ou prédisposé a 1’étre ?

C’est dans cette deuxiéme optique que les interactions en frans (« transvection ») entre les
deux chromosomes X, prennent tout leur sens (Marahrens, 1999, Bacher et al., 2006, Xu et
al., 2006, Augui et al., 2007). Le rapprochement des deux chromosomes au sein du noyau est
observe entre 1,5 et 2 jours apres 1’induction de la différenciation par acide rétinoique (Bacher
et al., 2000) et entre 2 et 4 jours lorsque initiée par formation de corps embryonnaires (Xu et
al., 2006) ce qui correspond approximativement dans les deux cas au moment ou
I’inactivation est initiée et ou I’ARN de Xist commence a recouvrir le futur Xi en cis. En plus
de favoriser une détection du statut d’activité du chromosome X homologue, ce phénoméne
de transvection possede 1’avantage de faciliter la mise en place de la théorie de brisure de
symétrie (Nicodemi & Prisco, 2007) engendrée par un facteur bloquant ou bien un activateur
de I’inactivation (en fonction du mod¢le), I’un des chromosomes X étant fixé par toutes les
molécules "signales" et le chromosome homologue par aucune.

La transvection des deux chromosomes X a un moment précis dans le développement de la
cellule, concordant avec I’initiation de I’inactivation, pourrait jouer un role important dans le
processus de choix du futur X inactif (Figure 5). Ce phénomeéne semble étre médié par deux
régions distinctes : Xpr (pour « X-pairing Region », situé environ 200kb en amont de Xis¢)
ainsi que Tsix/Xite (pour « X-inactivation Intergenic Transcription Elements ») (Xite étant une
région activatrice de Tsix sur laquelle nous reviendrons dans les chapitres suivants). D’apres
les résultats obtenus par les équipes d’Edith Heard et de Jeannie Lee, il semblerait que ces
deux régions impliquées dans 1’association des Xs entre eux agissent de maniere différente
voir opposée quant a leur effet sur Xisz. Une zone de contact (Xpr) induirait la surexpression
modérée de Xist sur les alleles en rendant celui-ci compétent pour sa future surexpression
(Augui et al., 2007 ; Navarro & Avner, 2010), ’autre zone de contact définirait le futur X
actif (7six/Xite) en agissant potentiellement sur I’expression de 7six en réprimant 1’expression

de I’antisens monoalle¢liquement, ce qui engendrerait la surexpression de Xist sur 1’alléle
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oppos¢€. En tout cas, la transvection semble nécessaire a I’initiation de I’inactivation, le

chromosome X ne s’associant a rien restant actif dans les deux modeles.

Début de Entre Jour 1,5
différenciation et Jour 4
de différenciation A Xpr
5 > @ Xist
@ Tsix/Xite
Détection Comptage,Choix

Figure 5 : Le « pairing » au sein de cellules ES femelles. Schématisation de la relation entre les
deux chromosomes X en cours de différenciation cellulaire. La transvection des XICs est induite par
Xpr (en jaune) et pourrait représenter un phénomene déclencheur de 1’inactivation en surexprimant
Xist (en vert) au cours d’une étape de détection. Le couplage des Xpr pourrait aussi faciliter les
liaisions entre les régions Tsix/Xite (en rouge), ce qui résulte en une régulation réciproque de Xist/Tsix,
rendant la surexpression de Xist monoall¢lique. La taille des cercles représentant Xist et Tsix/Xite
correspond a I’intensité de leur activité transcriptionnelle au cours de la différenciation cellulaire.

Lorsque la cellule s’enclenche dans une voie de différenciation, le comptage ainsi que le
choix sont effectués et I’inactivation « aléatoire » du chromosome X s’établit, éteignant
transcriptionnellement 1’un des deux alléles. L’inactivation de cet allele est maintenue au
cours de la vie de la cellule somatique et le choix de I’allele a inactiver est transmis au cours
des générations de manicre clonale, donnant lieu a un individu mosaique quant a la
provenance de I’X actif/inactif (Xp/Xm ou vice-versa). La dynamique des phénomenes
menant a 1’état inactif ainsi que les caractéristiques de 1’Xi sont décrits ultérieurement dans
cette introduction.

Il existe cependant un tissu au sein duquel on observe une réactivation du chromosome X

inactif, il s’agit des cellules germinales primordiales.

e. Réactivation du Xi dans la lignée germinale

Les cellules germinales primordiales ou PGC (pour « Primordial Germ Cell ») représentent
les cellules a 1’origine des gametes (Figure 6). Ces cellules sont spécifiées entre 7,25 et 7,5jpc
dans le mésoderme extraembryonnaire (d’origine épiblastique) (Ginsburg et al., 1990, Chuva

de Sousa Lopes et al., 2008, Sugimoto & Abe, 2007) avant de migrer dans 1’endoderme du
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tube digestif postérieur a partir de 8,5jpc, pour finalement coloniser les gouttieres génitales

entre 10,5 et 11,5jpc (pour revue voir McLaren, 2003).

» | Fertization
Sperm - ke .
L R o » i B
eret A
Oocyte
Babunihy
-
- v
—\"u—-"""_‘»,‘. Primerdial
germ cell
- preCUTsons
r -
[ e |
| i
Fatal == Tl
growth E
J
MEgration of = E7.5
Primordial germ cells
R AT Prmandial
1k .:‘ gafmm cells
| f
Genital fage )
I I|
E10.5 o 1
Priencdial
E8.5 gemn cals

Figure 6 : Développement des cellules germinales primordiales au sein de I’embryon
murin. A partir de 5,5jpc on observe la différenciation d’une partie du mésoderme extraembryonnaire
en cellules précurseures de PGCs. Puis, au cours des jours suivants, les PGCs vont acquérir leur
véritable identité (un retour a la pluripotence et la réactivation du chromosome X inactif) lors de leur
migration le long de la gouttiére uro-génitale (période au sein de laquelle il est possible de les dériver
en cellules EGs). Chez ’adulte, les PGCs aboutiront a la formation des gamétes. (D’aprés Winslow &
Duckwall, 2001, http://stemcells.nih.gov/info/scireport/appendexia.asp)

Les PGCs étant des cellules ayant différencié a partir de I’épiblaste, chez les femelles, leurs
chromosomes X sont inactivés de maniere aléatoire. Cependant au cours de la migration des
PGCs le long de la gouttiere uro-génitale, le chromosome X inactif va subir une réactivation
concordant avec une déméthylation globale de I’ADN du génome ainsi que I’effacement de
I’empreinte parentale (Monk ef al., 1987 ; Hajkova et al., 2002 ; Lee et al, 2002), afin
d’établir de nouvelles marques sexe-spécifiques durant la maturation des ovocytes.

Cette réactivation du Xi ainsi que la reprogrammation globale du génome sont le fruit
d’interactions tissus-spécifiques, le passage de ces cellules le long de la gouttiere génitale
¢tant indispensable (Tam et al., 1994, Francavilla & Zamboni, 1985, Chuva de Sousa Lopes
et al., 2008).

Curieusement, 1’extinction transcriptionnelle de Xist s’effectue indépendamment de 7six, une

transcription de I’antisens n’étant observée a aucun moment au cours du développement des
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PGCs (Nesterova et al., 2002, Sugimoto et al., 2007). Parallelement & ceci, on observe la ré-
expression de facteurs de pluripotence tels que Oct3/4 (Tsang et al., 2001, de Napoles et al.,
2007) et Nanog (de Napoles et al., 2007) immédiatement avant la chute d’expression de Xist,
soulignant une fois de plus les liens étroits entre inactivation du chromosome X et

pluripotence cellulaire.

III. Modéles cellulaires

Maintenant que nous avons briévement vu en quoi consiste 1’inactivation du chromosome X,
plutoét sous un angle macromoléculaire, 1’étape suivante est de décrire ce qui se passe au
niveau ¢€pigénétique, protéique, et transcriptionnel. Mais avant cela, je pense qu’il est
important que je détaille quelque peu les modeles cellulaires majoritairement utilisés dans la

description des mécanismes de 1’inactivation ex vivo chez la souris (Figure 7 et 8).
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Figure 7 : L’origine des cellules souches dans I’embryon mammifére. Dans cette figure, les
cellules pluripotentes de I’embryon sont colorées en vert. ICM : masse cellulaire interne, TS : cellules
trophoblastiques, ES : cellules souches embryonnaires, EC : cellules du carcinome embryonnaire,
PGCs : cellules germinales primordiales, EG : cellules germinales embryonnaires. (D’aprés Boiani &
Schoéler, 2005)
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- Les cellules trophoblastiques souches (TS, pour « Trophoblastic Stem ») sont dérivées du
trophoblaste polaire des blastocystes a 3,5jpc ou de l'ectoderme extraembryonnaire a 6,5jpc
(Tanaka et al., 1998); elles maintiennent l'inactivation empreintée acquise plus tot durant le
développement, mais les modalités de ce maintien different selon qu'elles soient cultivées de
maniere a préserver leurs caractéristiques de cellules souches ou que l'on induise leur

différenciation

- Les cellules souches extraembryonnaires endodermiques (XEN, pour « eXtra-Embryonic
eNdoderm ») sont dérivées de la masse cellulaire interne de blastocystes a 3,5jpc et expriment
a la fois des marqueurs d'endoderme viscéral et d'endoderme pariétal (Kunath et al., 2005);
l'inactivation est réalisée de maniére empreintée dans ces cellules, de manieére quelque peu

différente des lignages trophoblastiques

- Les cellules souches embryonnaires (ES, pour « Embryonic Stem ») sont dérivées de la masse
cellulaire interne de blastocystes a 3,5jpc (Evans et Kaufman, 1981; Martin, 1981) et sont
probablement repésentatives des cellules de 1'épiblaste vers 5,0jpc ; les deux chromosomes X
sont actifs lorsqu'elles sont cultivées de maniere a préserver leur pluripotence, mais 1'un d'eux

est inactivé lorsqu'on induit leur différenciation.
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Ex-vivo cellular models and X-inactivation

In-vitro
differentiation

Xp or Xm = Xi

Figure 8 : Mod¢les cellulaires ex-vivo et inactivation du chromosome X. Représentation
des cellules TS provenant du trophectoderme et des XEN provenant de I’endoderme primitif, dont
le chromosome X paternel est toujours celui inactivé suite a 1’inactivation empreintée (partie
supérieure bleue). Les cellules ES proviennent de la masse cellulaire interne et subissent une
inactivation aléatoire suite a une différenciation (ici aprés 4 jours a ’acide rétinoique) (partie
inférieure jaune). Les MEFs (fibroblastes) étant le modele principalement utilisé afin d’étudier le
statut du chromosome X inactivé aléatoirement depuis de nombreuses divisions cellulaires.

- Les cellules germinales embryonnaires (EGC, pour « Embryonic Germ Cells ») sont dérivées
par dé-différenciation des PGC prélevées entre 8,5 et 11,5jpc (Durcova-Hills et al., 2006;
Matsui et al., 1992; Resnick et al., 1992). Les cellules EG ressemblent en de nombreux points
aux cellules ES : leur profil d'expression génique est pratiquement identique a celui des cellules
ES (Sharova et al., 2007 ; Mise et al., 2008), leurs deux chromosomes X sont actifs (Stewart et
al., 1994) et répliqués précocement et ils expriment 7six (qui n’est jamais observé dans les
PGCs) ainsi que Xist (mais a son niveau basal) (Nesterova et al., 2002). Et tout cela, quelque
soit le stade a partir duquel elles ont été dérivées (8,5jpc a 13,5jpc). Ce qui est le plus
frappant est qu’aucun Xi n’est observédans les EGs, quelque soit le stade des PGCs a partir
desquels ils sont dérivés. Cela pourrait laisser supposer que quelque chose de sécrété par les
cellules nourricieres sur lesquelles elles sont dérivées ou bien un produit dans le milieu de

culture (habituellement utilisé pour la culture de cellules ES) induise la réactivation active du
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Xi, et de maniere plus générale, une convergence développementale vers des cellules ES.

Cependant il existe des différences entre ES et EGs, notamment au niveau de la méthylation de
I’ADN des genes soumis a I’empreinte parentale (Shovlin ef al., 2008). Le statut de la
méthylation de I’ADN des geénes empreintés semble étre hétérogene dans des EGs dérivées
précocement (8jpc), indiquant déja une mise en place de ’effacement de ’empreinte. En effet,
dans les EGs dérivées tardivement (12jpc) quasiment toute la méthylation site-spécifique est
perdue alors qu’elle est présente dans les ES (Durcova-hills et al., 2001). Toutefois, les
domaines de méthylation différentielle (DMD) des génes Igf2/H19 se trouvent hyperméthylés
dans les EGs tardives (Tada et al., 1998, Durcova-Hills ef al., 2001, Petkov et al., 2009) mais
hypométhylés dans les PGCs correspondantes (Szabo & Mann, 1995), laissant supposer que
la reprogrammation épigénétique des PGCs est modifiée par 1’environnement cellulaire
lorsque dérivées en EGs (soit par une re-méthylation soit par une déméthylation peu efficace),
bien que I’étude d’un plus grtand nombre de génes soumis a empreinte serait utile pour
véritablement en tirer une conclusion. Une autre différence récemment observée par Constance
Ciaudo et al. concerne un groupe de microARNs (miRs) exprimés uniquement au cours la
différenciation précoce des cellules ES males (Ciaudo et al, 2009). Toutefois, ce biais
d’expression est retrouvé dans les EGs (dérivées a 8,5 ou 9,5jpc) mais pas dans les cellules
embryonnaires gonadales (correspondant donc a un stade plus avancé des PGCs) ou il est
exprimé par les deux sexes au départ, avant d’€tre réprimé au cours de la suite de la
spécification cellulaire. Bien qu’il soit clair qu’il existe de nombreuses différences entre PGCs
et EGs, et de nombreuses similitudes entre EGs et ES, je pense qu’il est trop tot pour dénigrer
I’intérét des EGs dans un contexte d’étude de cellules germinales. De plus, indépendamment
de la comparaison entre les différents types cellulaires, 1’¢tude des EGs peut aussi apporter
des informations pertinentes quant a la manicre dont elle reprogramme son génome et réactive

leur chromosome X inactif.

- Les PGC dérivées in vitro a partir de cellules ES (Geijsen et al., 2004) et les cellules
germinales (GS, pour « Germline Stem cells ») males dérivées a partir de testicules néonatales
(Kanatsu-Shinohara et al., 2004). Ces cellules GS ont un profil d'expression génique plus
proche de celui des PGC in vivo (Mise et al., 2008) et pourraient donc étre de meilleurs

modeles cellulaires pour étudier la réactivation du Xi dans un contexte gonadal.
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Comme nous I’avons brieévement évoqué plusieurs fois dans cette introduction, il existe deux
préoccupations majeures auxquelles il est difficile de répondre lorsqu’on travaille avec des
modeles cellulaires en culture ex vivo dans I’étude de processus développementaux :

- A quel point le processus de dérivation de lignées cellulaires (provenant de tissus in
vivo) ou leur maintien en milieu de culture pendant des périodes prolongées alterent-
ils leurs caractéristiques par rapport au lignage d’origine ?

- Quelle est la capacit¢ de ces modeles cellulaires a récapituler les éveénements
développementaux in vivo étudiés ex vivo ?

Le premier point peut étre adressé en multipliant diverses études comparatives, le facteur
limitant ¢étant la quantit¢ de matériel disponible lorsqu’on travaille sur des stades
embryonnaires précoces, certaines expériences €tant donc plus faciles a réaliser que d’autres.
Cependant avec le progrés permanent que 1’on observe aussi bien dans les méthodes que dans
la machinerie utilisées, de nos jours I’étude d’échantillons cellulaires en faible quantité
devient possible.

Le deuxiéme point concerne surtout, dans notre cas, le type de différenciation cellulaire
employé€ pour récapituler certains phénomenes, comme I’inactivation du chromosome X. 1l
existe actuellement 3 méthodes pour différencier les cellules souches embryonnaires :
I’induction par acide rétinoique, la formation de corps embryonnaires (ou EBs pour
« Embyoid Bodies ») ou la différenciation par dilution (Morey et al., 2001), chaque méthode
ayant ses atouts et ses inconvénients et privilégie la différenciation des cellules vers un certain
type cellulaire ; cependant, au sein de notre laboratoire, nous avons choisi la différenciation
par ajout d’acide rétinoique.

Le fait que différentes méthodes aboutissent a différents résultats, amene certaines équipes a
retrouver, aprés différenciation, une expression ectopique importante de Xist chez les males
mutés pour leur gene Tsix (Clerc & Avner, 1998, Morey et al., 2001 et al., 2004, Luikenhuis
et al., 2001, Vigneau et al., 2006, Sado et al., 2002, Sado et al., 2001), et d’autres non (Lee et
al., 1999 ; Lee, 2005 ; Shibata ef al., 2008 ; Sado ef al., 2001 ; Ohhata et al., 2006). Dans la
grande majorité des cas, une expression ectopique de Xist est plus fréquemment observée
lorsque les cellules sont dérivées a 1’aide d’acide rétinoique qu’en induisant la formation de
corps embryonnaires. Ceci peut s’expliquer par le fait que I’acide rétinoique réprime la voie
de signalisation Wnt/béta-caténine (Verani et al., 2007 ; Zhao & Duester, 2008), la béta-
caténine étant un activateur transcriptionnel du gene Nanog (Takao et al., 2006), lui-méme un

répresseur transcriptionnel direct de Xist ainsi qu’un facteur de pluripotence majeur (Navarro
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et al., 2008). Ainsi, il serait logique d’assister a une dé-répression bien plus rapide au sein des
cellules différenciées a 1’acide rétinoique que par formation de corps embryonnaires. Les
techniques d’analyse peuvent aussi étre mises en cause de par le fait que des obervations sur

gel sont bien plus difficiles a comparer que des données provenant de PCR-quantitative.

IV. Les caractéristiques du X inactif

Comme nous avons pu le voir précédemment, la présence d’un chromosome X inactif au sein
de toute cellule somatique de mammifere euthérien femelle est indispensable a son bon
fonctionnement, ceci étant dii au processus de la compensation de dose qui assure une
homéostasie génique au sein de la cellule. Il existe deux instances de mise en place d’un
chromosome X inactif : une premicére fois dans I’ensemble des cellules de I’embryon, entre le
stade 2-4 cellules et le stade péri-implantatoire de I’embryon au cours de laquelle le
chromosome X d’origine paternelle est toujours celui choisi pour étre inactivé, puis une
deuxiéme fois, apres réactivation du Xp, au sein des cellules de 1’épiblaste et ce de manicre
aléatoire.

Le processus de I’inactivation aléatoire du chromosome X est un mécanisme qui se met en
place au cours de plusieurs divisions cellulaires lors de la différenciation des cellules de la
masse interne. La mise en place de cette extinction transcriptionnelle a 1’échelle d’un
chromosome entier se fait en plusieurs étapes séquentielles a travers la participation de
diverses protéines engendrant un ensemble de modifications hétérochromatiques de maniere
directement liée a I’état de différenciation de la cellule. Deux phases majeures sont
distinguables au cours de [I’inactivation: [D’initiation et le maintien. L’initiation de
I’inactivation est engendrée suite a 1’établissement du ratio X:A (le comptage) et au choix du
chromosome a inactiver. Une fois I’inactivation engagée, il est nécessaire d’engager une
répression transcriptionnelle stable afin que cette inactivation puisse étre maintenue au cours
de la vie de la cellule mais aussi lors des divisions mitotiques. Les deux phases ne font pas
forcément appel aux mémes acteurs et au cours du chapitre suivant je vais tenter de

briévement décrire leur composition ainsi que leur agencement chronologique.
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a. L’ARN non-codant Xist

En 1949, la présence d’une structure particuliérement dense au sein du noyau a été décrite par
Barr grace a une coloration cytologique dans des cellules de chatte (Barr & Bertram, 1949).
Dix ans plus tard, Ohno associe enfin ce corpuscule de Barr a I’un des deux chromosomes X a
I’état condensé hétérochromatique (Ohno, 1959 ; Ohno & Hauschka, 1960). Grace a des
¢tudes sur le pelage des souris et des chats, et notamment sur des mutations des genes codant
pour la couleur de celui-ci, Mary Lyon a pu, en 1961, émettre ’hypothese que le corpuscule
de Barr correspond a I’un des deux chromosomes X réprimé transcriptionnellement et ce, de
manicre aléatoire au cours du développement embryonnaire (Lyon, 1961). Il faudra attendre
35 ans pour qu’en 1996, on découvre enfin 1’acteur principal de I’inactivation du chromosome
X : Xist pour « X Inactive Specific Transcript ») (Penny et al., 1996, Marahrens et al., 1997).
La méme année, on observe que cet ARN non-codant, déja décrit a partir de 1991 (Brown et
al., 1991, Borsani et al., 1991, Brockdorff ef al., 1991), forme un large domaine colocalisant
avec le X inactif (Brown ef al., 1992, Clemson et al., 1996).

Au cours de ce chapitre nous nous contenterons d’étudier le rdle fonctionnel de Xist; sa
structure et sa régulation étant traitées ailleurs (voir le chapitre : « Xist, Tsix : généralités »,
p51).

Dans les cellules ES non-différenci¢es femelles, avant I’inactivation, le gene Xist est tres
faiblement exprimé chez les deux sexes. Lorsque observé par RNA-FISH, a ce stade, il forme
un signal ponctiforme (« pinpoint ») localis¢ au site de transcription sur les deux alleles. Des
24h de différenciation (induit ici a 1’acide rétinoique), on observe une surexpression de
transcrits stables de Xist qui recouvrent ou "décorent" le futur X inactif ; ces phénomenes sont
vraisemblablement les premiers événements de 1’initiation de I’inactivation.

Au départ de la différenciation, le domaine formé par Xist reste de petite taille, peu intense, et
présente un marquage diffus (domaine immature), puis, au fur et a mesure que la
différenciation progresse, il va s’accroitre et s’intensifier jusqu’a occuper I’intégralité¢ du
domaine nucléaire du chromosome a partir duquel il est transcrit (domaine mature). La
répression génique commence rapidement apres I’accumulation de Xisz, mais il faut tout de
méme attendre entre 48 et 72h avant de voir une répression transcriptionnelle des premiers
genes (Sheardown et al., 1997, Heard et al., 2001).

Xist comprend de 4 a 6 régions répétées (en fonction de 1’analyse) numérotées de A a F
(Brown et al., 1992, Beletskii et al., 2001) (Figure 9). Sur ces 4 a 6 régions I’importance

capitale de deux d’entre elles au processus d’inactivation a ét¢ démontrée, le Repeat-A étant
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responsable de la fonction répressive de Xist (Wutz et al., 2002) et le Repeat-C chargé de sa
localisation sur le chromosome X en cis (Beletskii ez al., 2001), bien que Wutz et al. imputent
cette action a une fonction redondante mais coopérative de différentes régions répétées de Xist

(Wutz et al., 2002).

A mouse Xist RNA |

peore
human X/STRNA [T T i |
AF C D E
B, B,
B AF BC D E

Xist RNA C T/ ] = |

silencing []
domains coating ' -
re?g:l:ed (redundant regions) L1 1 : =
macroH2A1
recruitment L -

Figure 9 : Les séquences répétées de Xist. (A) Conservation de la structure des séquences
répétées de Xist/XIST entre la souris et I’homme. Les répétions A, B, C, D et F appartiennent a I’exon
1 tandis que la répétion E se trouve en 5’ de 1’exon 6 chez I’homme et de I’exon 7 chez la souris. (B)
Les domaines fonctionnels de I’ARN Xist. L’astérisque représente la zone cible d’un peptide d’acides
nucléiques antisense qui lorsque dirigé contre le Repeat-C empéche la fixation de Xist au chromosome
X (Beletskii et al., 2001). (D’aprées Plath et al., 2002)

i.  Propagation de Xist et I’extinction transcriptionnelle
La localisation de I’ARN Xist est un élément important de sa fonction, et savoir de quelle
maniere il se lie au chromosome X inactif est du plus grand intérét. Malheureusement, a ce
jour, tres peu d’études ont été menées afin d’apporter une réponse précise et fiable a ce sujet.
Le fait méme de savoir si I’ARN non-codant se lie directement a I’ADN est sujet a controverse

(Clemson et al., 1996, Gilbert et al., 2000).

Au cours des premiers instants de la transcription de Xisz, on observe la présence du transcrit
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uniquement au site de transcription, puis au cours de la différenciation, trés rapidement, Xis¢
va se propager le long de son chromosome X en cis (notamment grace a ses séquences répétées
comme vu précédemment), ne s’hybridant jamais avec le chromosome X actif (quelque soit sa
proximité) (Wutz communication orale et al., 2009). Sachant que seulement environ 2000
molécules de Xist sont présentes dans le noyau de cellules somatiques femelles a un temps
donné (Buzin et al., 1994), et ce, afin de réprimer plus de 150Mb, il doit exister une manicre
efficace d’aider ce transcrit a se propager le long du Xi de maniere a recouvrir la quasi-totalité
de son domaine chromosomique. Malheureusement, la mani¢re dont se propage Xist le long du
chromosome X inactif lors de sa surexpression, notamment ses partenaires protéiques et ADN
demeure encore mystérieuse. Cependant, depuis maintenant plus d’une dizaine d’années
(Lyon, 1998), la théorie que les LINEs (pour « Long INterspersed Elements ») de type L1, qui
sont des retrotransposons, mesurant jusqu’a 6-7kb, soient impliqués dans ce processus
persiste. Ceci est notamment dii au fait qu’ils sont particulicrement enrichies sur le
chromosome X, par rapport au reste du génome (Boyle et al, 1990, Bailey et al., 2000,
Chureau ef al., 2002, Nesterova et al., 2001, Mikkelsen et al., 2007, Waterston et al., 2002), a
I’exception des genes échappant a I’inactivation (Allen et al., 2003, Ross et al., 2005). De
plus, leur densité semble corréler avec I’efficacité de la propagation de I’état répressif le long
des autosomes, que ce soit dans des contextes de transgénese de Xic ou bien de translocation
X;autosome (Lyon, 1998). Mais cela est aussi di au fait que les LINEs semblent jouer un role
capital dans la propagation dans la nucléation d’un compartiment nucléaire répressif autour du
Xi (Chow et al., 2010).

Les LINEs anciens (tronqués en 5°, trancriptionnellement et rétrotranscriptionnellement
incompétents) faciliteraient la mise en place d’'un domaine hétérochromatique (et donc peut-
étre la propagation de Xist le long du Xi), ce domaine ayant comme fonction d’inactiver les
séquences introniques ainsi que la grande majorité des séquences répétées et d’en exclure
I’ARN polymérase II, et ce d’une maniere Repeat-A indépendante (Chaumeil et al., 2006,
Clemson et al., 2006). Puis, au cours d’un processus, cette fois-ci Repeat-A dépendant, on
assiste au rapatriement des séquences géniques vers le centre du domaine hétérochromatique
afin d’induire leur répression, seuls les génes échappant a I’inactivation restent en bordure du
domaine afin de pouvoir continuer a étre transcrits. Enfin, par un mécanisme encore

inexpliqué, le Repeat-A favoriserait la transcription des LINEs récents, ce phénomene
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aboutissant a 1’extinction transcriptionnelle de certains génes situés dans des régions plus
résistantes a la répression, possiblement via un processus d’ARNi (Irvine et al., 2006,
Matzke et al., 2007) (Figure 10). De plus, les auteurs décrivent ici, pour la premiere fois,
I’observation de petits foci d’ARN Polymérase Il au sein du domaine hétérochromatique
formé par Xist, ceux-ci se superposant aux L1 récents qui continuent sans doute a contribuer a

I’extinction transcriptionnelle a travers leur expression.

Facteurs/éléments permettant
e 5 " d’échapper a1 'inactivation
Reépétition L1 récente Genes

Anciennes répétitions L1 Géne échappant
réprimées, tronquées al'inactivation

Xist recouvre le futur Xi

}

Les régions actives restent hors du domaine
répressif

Jour 2 de différenciation

Les génes commencent a étre réprimés et
migrent vers le centre du compartiment

Certains génes sont plus résistants a la

Jour 2-4
répression

b

L'expression prolongée de certaines répétitions
L1 pourrait aider a propoager la répression

ARNpolll

L'ensemble du Xi est comprise au sein du domaine

Jour 8-10 i
gl répressif, a part les génes échappant a lI'inactivation
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domaine, témoignant de 'activité transcriptionnelle
persistante des L1 récents

Cellule somatique

=3 L'ensemble du domaine est réprimé

Figure 10 : Modéle du comportement des LINEs et de leurs actions au cours de

I’inactivation du chromosome X. Les LINEs non exprimés pourraient faciliter la formation
d’un compartiment nucléaire hétérochromatique de maniére précoce au cours de I’inactivation du
chromosome X. Les LINEs transcriptionnellement actifs pourraient faciliter la propagation de
I’extinction transcriptionnelle a certaines régions du chromosome X, particuliérement les zones
plus résistantes a l’inactivation. Dans un premier temps ce phénoméne aurait lieu autour des
domaines échappant a l’inactivation a I’extérieur du compartiment répressif, puis les LINEs
récents ainsi que les génes sur lesquels ils influent migrent au centre de ce compartiment, tout en
maintenant momentanément [’activité transcriptionnelle des séquences répétées récentes
(symbolisé par les foci de d’ARNpolll observable en jaune). (Adaptée de Chow ef al., 2010)

Ceci expliquerait donc partiellement qu’en délétant le Repeat-A, Anton Wutz n’observe pas
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d’extinction génique du Xi malgré le fait que le transcrit arrive a décorer celui-ci en cis. De
par la nature de cette séquence répétée, qui forme des structures secondaires en tiges-boucles
complexes (Maenner et al., 2010), on peut supposer que ce défaut de répression génique est
aussi dii a une absence de recrutement de facteurs répressifs, dont PRC2 qui a déja été
démontré comme fixant cette région du transcrit Xist (Hendrich ef al., 1997, Maenner ef al.,

2010, Zhao et al., 2008).

ii.  Xist au fil du temps

Par contre, I’action répressive de Xist, attribuée a la région du Repeat-A (comme nous venons
de le voir) semble n’étre fonctionnelle qu’au cours d’une fenétre de temps limitée (Figure 11).

Anton Wutz et Rudolph Jaenisch ont décrit une fenétre d’opportunité au cours de laquelle
Xist est capable d’engendrer I’inactivation du chromosome X : les 2 a 3 premiers cycles
cellulaires des cellules ES en différenciation (correspondant a de 24h a 48h de différenciation
par acide rétinoique) (Wutz & Jaenisch, 2000). Au cours de cette période 1’inactivation est
réversible mais une fois la fenétre dépassée, la cellule perd la capacité d’initier I’inactivation
aléatoire ( apres la fenétre de temps bien que I’ARN non-codant va recouvrir son chromosome
en cis, on n’assiste pas a D’induction d’une répression transcriptionnelle). De plus,
I’inactivation du chromosome X reste réversible pendant une courte période de 48h post-
différenciation lorsque I’on y réprime Xist, et induit une sorte de mémoire chromosomique de
I’état inactif, puisque si I’on ré-induit I’expression de Xist hors de la fenétre d’opportunité,

cette fois-ci, I’inactivation est possible (Wutz ef al., 2002) (Figure 11).

D’autres ¢études proposent que Xist ne serait pas indispensable au maintien de la répression
transcriptionnelle, son expression ne semblant nécessaire qu’au cours des premicres divisions
cellulaires post-différenciation c’est-a-dire pour I’initiation de I’inactivation (Brown &
Willard, 1994 ; Csankovszki et al., 1999 ; Wutz & Jaenisch, 2000), I’Xi ne se réactivant qu’a

des taux tres faibles dans les cellules au sein desquelles il est délété ou réprimé.
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Figure 11 : Mise en évidence de ’existence fenétre d’opportunité de I’inactivation ainsi
que d’une mémoire chromosomique de I’état inactif induite par Xisz. Représentation
schématique de la différenciation des cellules ES. Lorsque Xist est induit pendant la fenétre
d’opportunité pour I’inactivation, le chromosome s’inactive en cis et s’enrichit en plusieurs marques
typiques de 1’hétérochromatine facultative. Cependant, I’induction de Xist aprés cette fenétre
d’opportunité n’est plus capable d’induire ni I’inactivation, ni I’hétérochromatinisation du X. Lorsque
Xist et induit, puis réprimé, au cours de la fenétre d’opportunité, sa réinduction tardive aprés la fenétre
d’opportunité est capable d’induire I’inactivation et I’hétérochromatinisation. Ceci indique que le
premier événement d’inactivation a induit une mémoire chromosomique de 1’état inactif qui a rendu
compétent ce chromosome pour s’inactiver méme apres la fenétre d’opportunité.

Ceci nous permet tout de méme de conclure que Xist induit un état de répression €pigénétique,
dans le sens que la répression génique qu’il établit est ensuite perpétuée par des mécanismes
indépendants de Xist lui-méme, mais que cette initiation doit avoir lieu au cours d’une fenétre
de temps bien spécifique impliquant surement des facteurs développementaux. Passé ce laps
de temps, il n’est pas clair s’il s’agit d’une inaptitude du chromosome X a étre inactivé ou s’il
s’agit d’une incapacité de Xist a induire I’inactivation. Cependant, des études récentes menées

par le groupe d’ Anton Wutz, ont apporté une éclaircissement sur ce dernier point.

Grace a un travail précédent démontrant la capacité exceptionnelle de Xist a induire 1’extinction

transcriptionnelle au sein de cellules progénitrices du systeéme hématopoiétique des souris
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adultes lorsqu’exprimé ectopiquement (Savarese et al., 2006), I’équipe de Wutz a pu identifier,
suite a des analyses de transcriptome, SatBI, une protéine nucléaire impliquée dans la
régulation de la structure chromatinienne et dans la régulation génique des thymocytes, comme
protéine candidate pour expliquer cette particularité de I’absence de fenétre de temps dans ces
cellules. A travers diverses expériences ils ont réussi a démontrer que SatB1/SatB2 (exprimés
uniquement au cours des 3 premiers jours de différenciation cellulaire des cellules ES) sont des
facteurs d’initiation de [I’inactivation et permettent le rétablissement d’un contexte
embryonnaire quant a I’extinction génique par Xist dans des cellules somatiques (Agrelo et al.,
2009). La localisation de SatB1 en anneau autour du domaine de Xist dans les ES présagerait
une interaction entre la protéine et ’ARN. De par le réle connu de SatB1 dans la jonction
entre matrice nucléaire et MARs (pour « Matrix Attachment Region », qui sont des séquences
servant a organiser la chromatine en domaines structuraux et jouant un role important dans
I’expression génique) (Dickinson ef al., 1992 ; Cunningham ef al., 1994 ; Galande ef al., 2007 ;
Cai et al., 2006), il est possible que cette localisation serve a ancrer la chromatine au sein du
compartiment hétérochromatique formé par Xist lors de la réorganisation chromatinienne
qu’est I’inactivation du chromosome X. L’hypothése des auteurs quant au fonctionnement de
SatB1 dans D’inactivation est que Xist, par 'intermédiaire du Repeat-A attire les régions
géniques vers la zone de répression grace aux modifications de la chromatine orchestrées par
SatB1.

Malgré le role évident de Xist dans 1I’hétérochromatinisation du chromosome X inactif au cours
de la différenciation cellulaire, ce transcrit pourrait aussi jouer un role particulier dans son
maintien malgré certaines ¢tudes déclarant le contraire (Brown & Willard, 1994 ; Csankovszki
et al., 1999 ; Wutz & Jaenisch, 2000). En 2007, Zhang et al. ont observé que Xist est
nécessaire au maintien péri-nucléolaire du Xi, cette localisation particuliere serait supposément

nécessaire a la transmission mitotique de son état hétérochromatique (Zhang et al., 2007)

(Figure 12).
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Figure 12 : Modéle proposant que la localisation périnucléolaire est requise pour la

maintenance de I’état réprimé du chromosome X inactif. La cascade de I’inactivation du
chromosome X est initiée lors de la transvection entre chromosomes X, qui permet un comptage
correct ainsi qu’une désignation exclusive mutuelle de 1’Xa et de 1’Xi. Guidé par Xist, le Xi voyage
vers la périphérie du nucléole, ou il doit sé¢journer lors de la phase S moyenne a tardive afin de
maintenir son état hétérochromatique. Le Xa est aussi associ¢ a I’enveloppe nucléaire. (D’apreés
Zhang et al., 2007)
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L’association péri-nucléolaire du Xi avait déja été décrite de treés longue date (Barr & Bertram,
1949 ; Manuelidis & Borden, 1988 ; Bourgeois ef al., 1985), bien qu’une association péri-
nucléaire ait aussi €ét€ observée (Barton ef al., 1964 ; Bourgeois ef al., 1985 ; Dyer et al., 1989 ;
Belmont et al., 1986 ; Eils et al., 1996). L association du Xi au nucléole dans prés de 90% des
cellules somatiques femelles est directement médiée par I’expression de Xist, les autosomes
contenant des transgenes de I’ARN non-codant étant localisés au méme endroit. Les auteurs
proposent que cette compartementalisation nucléaire jouerait un rdle dans la réplication et la
transmission de 1’état réprimé du Xi au cours des mitoses, certains types d’hétérochromatine
ayant déja été décrits comme localisant de préférence au méme endroit (O’Keefe et al., 1992 ;
Huang, 2000). Ils remarquent aussi que la zone péri-nucléolaire est connue pour son
enrichissement de la protéine Snth2, la sous-unité catalytique du complexe ACF1-ISWI qui est
nécessaire a la progression de la fourchette de réplication au sein de chromatine condensée
(Collins et al., 2002). Ce role dans le maintien de I’inactivation au sein de cellules différenciées
n’est pas forcément contradictoire avec les études précédentes stipulant que Xist n’est pas
nécessaire a cette fonction. En effet, ces études ne montrent pas une réactivation brutale de
I’Xi mais plutdt un processus lent et passif, nécessitant de multiples passages cellulaires pour
apercevoir une réactivation sporadique. Cela nous indique qu’il existe d’autres mécanismes de
maintien de I’état inactif au cours de la cellule. De maniere intéressante, un autre groupe a

démontré une localisation péri-nucléolaire d’un autre domaine chromosomique
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hétérochromatique médi¢ par un ARN non-codant exprimé de mani¢re empreintée : ’ARN
Kcnglotl (Mohammad et al., 2008) et suppose aussi que cette localisation est responsable de
la transmission de 1’état répressif. Ceci conforte donc I’hypotheése de Zhang ef al., et laisse
supposer qu’il existerait peut-&tre un mécanisme plus global de localisation péri-nucléolaire de
régions transcriptionnellement réprimées par des phénomenes ¢€pigénétiques tels que
I’empreinte parentale, ’inactivation du chromosome X ou tout simplement par des ARNs

non-codants.

b. Suite de I'extinction transcriptionnelle

Lors des premiers instants de I’initiation de I’inactivation du chromosome X dans des cellules
ES femelles, suite a la surexpression de Xist, on observe 1’exclusion de ’ARN polymérase 11
ainsi que de I’ARN Cot-1 (ces séquences €tant composées de séquences hautement répétées et
d’éléments non-codants exprimés, tels que les retrotransposons, les séquences répétées
centromériques, intergéniques ou introniques) du domaine formé par I’ARN non-codant. Ce
processus est orchestré de maniere identique aussi bien lors de I’inactivation empreintée
qu’aléatoire (Chaumeil et al., 2006, Namekawa et al., 2010, Clemson ef al., 2006, Okamoto et
al., 2005). Parallelement a ce remodelage structural du chromosome X inactif, on assiste a une
réorganisation ¢épigénétique de celui-ci non moins importante dans 1’acquisition d’un

chromosome X inactif stable (Figure 13).

c. Les modifications d’histones

i.  Généralités
Comme nous avons déja pu briecvement D’apercevoir au cours de I’introduction, la
modification des histones joue un rdle prépondérant dans la régulation épigénétique du
génome. Les histones sont des protéines qui vont s’assembler en octamere (généralement
I’histone H2A, H2B, H3 et H4, chacun en double exemplaire) constituant ainsi un
nucléosome (Luger ef al., 1997). 1l faut aussi savoir qu’il existe plusieurs variants d’histones

qui interviennent en fonction du contexte biologique (répression transcriptionnelle, réparation
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de Iésions de ’ADN, etc...). La double hélice d’ADN va s’enrouler autour des nucléosomes

(stabilisée par

Recrutement de
PRC1,PRC2,
Accumulation . ... H3gKo7me3 H3Kome2, Recru i Association
de Xist - H2AK119Ub, H4K20me1 macroH24 d’ATRX

Jours de
différenciation O

Répression transcriptionnelle

SatB1/2 ljngEm
Exclusion de Perte des Réplication Meéthylation des ilots
TARNpollI marques actives tardive CpG en 5 des génes
d’histones

Figure 13 : Cinétique de I’inactivation aléatoire du chromosome X. Divers phénoménes
épigénétiques se mettent en place sur le chromosome X étant choisi comme inactif au cours de la
différenciation cellulaire. Ces événements se mettent en place a des moments précis, sans doute di
a leur fonction dans la mise en place ou le maintien de I’inactivation chromosomique. En barre
orange est représentée la période de temps au cours de laquelle est exprimé SatB1, correspondant a
la période pendant laquelle I’expression de Xist a la capacité d’induire la répression
transcriptionnelle (Agrelo et al., 2010). La barre verte représente la période au cours de laquelle
on observe une extinction transcriptionnelle progressive des génes du Xi.

I’histone H1 qui joue aussi un rdole dans 1’espacement des nucléosomes et leur compaction,
Zlatanova & Van holde, 1998) afin d’obtenir une compaction optimale. Cependant, ces
histones peuvent étre modifiées post-traductionellement de maniére covalente, le plus souvent
sur leur queue N-terminale (Fischle et al., 2003 ; Turner, 2002).

Ces modifications sont variées, comprenant des méthylations, des acétylations, des
phosphorylations, des ADP-ribosylations, des biotinylations, des sumoylations ou encore des
ubiquitinations, chacune d’entre-elles ayant sa répercussion différente en cis, sur le contexte
structural du nucléosome et de ’ADN qui I’entoure, mais aussi et surtout en frans, en
recrutant des protéines capables notamment d’agir sur la régulation transcriptionnelle des
genes avoisinants (pour revue voir Jenuwein & Allis, 2001 ; Margueron ef al., 2005 ; Strahl &
Allis, 2000). De cette maniere, au cours du développement embryonnaire mais aussi au cours

de la vie d’un individu, I’expression d’un geéne peut étre rapidement modifiée afin de
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permettre un comportement approprié¢ face a un environnement changeant. Ces modifications
participent aussi a la conservation de I’identité transcriptionnelle entre cellule mere en cellule
fille, en conservant la combinaison de génes exprimés ou réprimés au cours des divisions
cellulaires. Le paradigme d’une telle conservation est le chromosome X inactif.
L’hétérochromatine est souvent définie comme étant une organisation compacte de la
chromatine, moins accessible aux facteurs et machineries de transcription par opposition a
I’euchromatine, une structure associée a la portion du génome riche en genes, généralement
transcriptionnellement active et répliquée précocement au cours de la phase S, ces deux
situations étant parfaitement reflétées par le Xa et le Xi.

Au vu des multiples combinaisons de modifications d’histones possibles, que ce soit d’un
histone a un autre, d’un acide aminé a un autre ou méme d’une modification a une autre sur le
méme acide aminé du méme histone, I’idée d’un "code histone" a €té propos¢ par Strahl et
Allis (Strahl & Allis, 2000) comme possibilité pour expliquer les conséquences de ces
combinaisons complexes. Ces modifications forment donc un véritable réseau, aussi bien
capables de recruter des protéines effectrices que d’influer sur les modifications voisines,
certaines €tant incompatibles avec d’autres ou bien au contraire, favorisant le dépdt d’autres
marques renfor¢ant ainsi son statut épigénétique. Et ce tableau ne s’est pas simplifié¢ lorsqu’en
2006 Bernstein, et al. ont décrit I’existence de « domaines bivalents » aux loci de certains
genes développementaux clés dans les cellules ES non-différenciées, comprenant aussi bien
des marques hétérochromatiques (H3K27me3) qu’euchromatiques (H3K4me3) (Berstein et
al., 2006 ; Azuara et al., 2006 ; Stock et al., 2007). De plus chez certaines especes (telle que
S. cerevisiae), des marques typiquement activatrices (H3K4me) se sont révélées aussi avoir
un role répresseur (Mueller et al., 2006, Pinskaya et al., 2009). Bien que ce genre de dualité
fonctionnelle n’ait pas encore été décrite chez les euthériens, cela complique davantage la

possibilité¢ de déchiffrer un éventuel "code" des modifications d’histones.

De maniere simplifiée, 'hyperacétylation de résidus sur les histones H3,H4, H2A et H2B,
mais également I'hyperméthylation de certaines lysines (en particulier K4 et K79) de H3, sont
généralement associ€es a des genes transcrits, tandis que 'hyperméthylation de résidus sur les
histones H3 et H4 (en particulier K9 et K27 de H3, et K20 de H4 et a quelques exceptions
pres, dont K4 de H3) correspond en général a des geénes transcriptionnellement inactifs. La
phosphorylation des queues d’histones est plutot impliquée dans la mitose ou la réparation de

I’ADN (variant d’histone H2AX), et l'ubiquitination peut étre aussi bien associée a
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’activation transcriptionnelle (K120 de H2B) qu’a sa répression (K119 de H2A).

Bien entendu, de nombreuses protéines sont liées au dépdt ou a la reconnaissance de chacune
de ces marques et possedent donc des domaines fonctionnels adéquats. Par exemple les
protéines possédant un chromodomaine sont impliquées dans la méthylation, de la méme
maniere que les protéines a bromodomaine s’associent aux acétylations.

Grace aux avancées réalisées dans le perfectionnement des méthodes utilisées dans 1’étude de
la distribution de ces marques épigénétiques, telles que I’immunofluorescence, le FISH, ou
bien plus récemment le ChIP-on-CHIP (Horak & Snyder, 2002) et le ChIP-Seq (Mardis,
2007), il est devenu tres aisé€ d’étudier celle-ci au niveau de son géne ou chromosome préfére,
ou bien du génome entier.

Comme nous venons de le voir, I'acquisition de « marques » (modifications covalentes de leurs
queues) par les histones est donc intimement liée a deux notions essentielles : la stabilité¢ de
l'information portée par la chromatine et sa transmission au cours des divisions cellulaires
d'une part, et le recours a une séquence d'évenements distincts mais coordonnés pour établir
une mémoire €pigénétique, d'autre part. Au cours du chapitre suivant, nous allons donc voir de
quelle maniere les modifications d’histones participent a ces deux notions au cours de

I’établissement et du maintien de 1’inactivation du chromosome X.

ii.  Modifications d’histones sur le Xi

Suite au recouvrement du Xi par le transcrit Xist, puis par I’exclusion de ’ARN pol II , on
assiste tout d’abord a une perte des marques d’histones euchromatiques: H3K9Ac,
H3K4me2, H3K4me3 (Chaumeil ef al., 2002, Goto et al., 2002, Heard et al., 2001, Okamoto
et al., 2004) suivie de pres par I’hypoacétylation des histones H4 (Chaumeil et al., 2002,
Heard et al., 2001, Keohane et al., 1996). Puis, de maniére quasi-simultanée, on observe une
apparition de marques hétérochromatiques avec I’enrichissement de H3K27me3 (Okamoto ef
al., 2004 ; Plath et al., 2003 ; Silva et al., 2003 ; Rougeulle & Avner, 2003), H3K9me?2 surtout
au niveau des régions promotrices des genes (Heard et al., 2001 ; Mermoud et al., 2002 ;
Okamoto et al., 2004 ; Rougeulle et al., 2003, 2004), H4K20mel (Kohlmaier et al., 2004) et
H2AK119ubl (Fang et al., 2004 ; Hernandez-Munoz et al., 2005 ; Smith et al., 2004 ; de
Napoles et al., 2004) (Figure 14).

36



Me2 Me2 Me

ART4KQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSA...
17 -

9 10 2627

-
SG§G§GG§GLG§GGA;§RHR}2<OVLRDN|QG|T..

\/
Al

ARTt(QTARK%TGGKAPRKQLATKAARKSA. .
17

26 27

Me2 (Me3) Me3

SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLRDNIQGIT..
5 8 12 16 10

Me2 * Me1 * Ub1

|
SGRGKQGCKARKAKTRSS—— VLLPKKTESHHKAKGK

* cell cycle regulated?

Figure 14 : Marques épigénétiques associées a I’inactivation du chromosome X. Le
statut des modifications d’histones globalement associées au chromosome X inactif (Xi) ou de son
homologue actif (Xa) est montré sur des cartes des acides aminés composant les queues N- et C-
terminales des histones indiqués. (D’aprés Heard & Distéche, 2006)

De manicre significative, il a ét¢€ montré pour la plupart de ces marques qu’elles restaient
associées au chromosome tout au long du cycle cellulaire et également sur les chromosomes
métaphasiques, ce qui est cohérent avec le fait qu’elles pourraient participer a la transmission
héréditaire de I’état inactif (Mermoud ef al., 2002 ; Boggs et al., 2002 ; Chadwick & Willard,
2004 ; Mak et al., 2002 ; Chaumeil et al., 2002).

Malgré le fait qu’une multitude de marques hétérochromatiques soient recrutées sur le Xi lors
de I’initiation de I’inactivation, il semblerait que la plupart d’entre-elles ont une activité
redondante par rapport aux autres, rendant leur présence individuelle dispensable.

L’exemple typique de cette hypothese est la marque répressive par excellence H3K27me3. Le
dépot de cette marque, effectué par le complexe PRC2, correle de trés pres avec I’expression
de Xist, n’apparaissant que lors de sa surexpression et disparaissant lors de son excision (dans
les cellules somatiques) (Zhang et al., 2007 ; Plath et al., 2003 ; Silva et al., 2003). Pourtant,

I’absence de cette marque engendrée par la mutation d’une sous-unité (Eed) de PRC2
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n’engendre aucun défaut, ni de I’initiation, ni du maintien de I’inactivation aléatoire (Silva et
al., 2003, Kalantry & Magnuson, 2006), bien qu’on assiste a une réactivation partielle du Xi
lors de I’inactivation empreintée (sans doute due a un état inactif plus facilement réversible,
notamment grace a I’absence de méthylation de ’ADN) (Wang ef al., 2001 ; Mak et al., 2002).
La marque H3K27me3 est aussi connue comme signal de recrutement du complexe protéique
PRCI1, qui est aussi enrichi sur le Xi de maniére précoce (de Napoles et al., 2004 ; Fang et al.,
2004). PRCI a non seulement un effet sur la compaction chromatinienne (par sa sous-unité
RinglB) (Francis ef al., 2004) mais sa fixation engendre aussi la modification répressive
H2AK119ubl, notamment impliquée dans le blocage de I’élongation transcriptionnelle (Stock
et al., 2007). Cependant, il semblerait que I’ARN Xist soit capable de recruter ces deux
complexes au Xi, indépendamment 'un de l’autre ainsi que de la répression génique
(Schoeftner et al., 2006, Kohlmaier et al., 2004), et ce, de maniere précoce au cours de
I’inactivation. Cette capacit¢ de certains ARNs non-codants a recruter les complexes
protéiques polycomb est déja bien documentée (Hekimoglu & Ringrose, 2009 ; Khalil et al.,
2009 ; Rinn et al., 2007 ; Yap et al., 2010).

Bien que le recrutement de PRC2 au Xi soit partiellement indépendant du Repeat-A (Plath et
al., 2003 ; Kohlmaier et al., 2004), il semblerait que cette région répétée soit impliquée dans
son recrutement des le stade de cellule ES non-différenciée (Kanhere ef al., 2010 ; Zhao et al.,
2008), grace a un petit transcrit non-codant émanant du Repeat-A nommé RepA. Ce
recrutement par la région répétée Repeat-A de PRC2 pourrait étre partiellement responsable de
la propagation de la marque H3K27me3 le long du Xi lors de I’inactivation (expliquant peut-
étre la faiblesse du marquage observé en absence de la région répétée, Kohlmaier et al., 2004).
En conclusion, nous pouvons donc supposer que ni PRC1, ni PRC2 ainsi que leurs marques
associées ne sont indispensables a la mémoire répressive nécessaire au maintien de
I’inactivation aléatoire du chromosome X (Kalantry & Magnuson, 2006 ; Leeb & Wutz,
2007). Pourtant, leur recrutement précoce, corrélé a ’expression et a la localisation de Xist, est
compatible avec un role dans 1’établissement d’une structure hétérochromatique qui fonctionne
comme une mémoire épigénétique, cette mémoire €tant stable et pouvant s’auto-perpétuer de
maniere indépendante de Xist, PRC1 et PRC2. Ces conclusions troublantes pourraient tout
simplement étre expliquées par 1’observation d’un phénomene de redondance entre les

complexes protéiques (Leeb et al., 2010), ou bien par la présence de paralogues compensant
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pour les absences de certaines protéines lorsque celles-ci sont mutées (de Napoles et al.,
2004 ; Leeb & Wutz, 2007). L accumulation de marques hétérochromatiques sur le Xi pourrait
donc étre une sorte de "garantie" pour la cellule afin de s’assurer une structure répressive (que
ce soit pour les séquences répétées ou géniques) efficace et durable (Rougeulle & Avner,
2003). L’étude des double-mutants PRClet PRC2 dans I’inactivation du chromosome X nous

fournira des indications précieuses quant aux roles exacts de ces marques.

De plus il est important de noter que, bien que 1’ajout de marques hétérochromatiques aux
histones est important a la formation d’une structure chromatinienne répressive, la disparition
des marques euchromatiques 1’est slirement tout autant sinon plus, comme le propose Bryan
Turner, qui en se servant d’un inhibiteur d’histone déacétylase (la trichostatine A) au cours de
la différenciation de cellules ES femelles a réussi a empécher la formation d’un X inactif
(O’Neill et al, 1999). De plus, il se trouve justement que Pasini et al. ont démontré
I’implication de PRC2 dans la déméthylation de la marque euchromatique H3K4me3 a travers
son recrutement de la déméthylase Rbp2 (Jaridla) (Pasini et al., 2008), la déméthylation en
H3K4me3 sur les promoteurs étant en effet correlée au dépot de H3K27me3 sur I’ensemble

du géne (Marks et al., 2009).

d. Autres modifications épigénétiques liées a I’Xi

i. MacroH2A

Parmi les modifications épigénétiques liées aux histones, outre les marques des queues N-
terminales qui peuvent varier en fonction du contexte et du role a jouer, le recrutement de
variants d’histones peut aussi participer de manieére non-négligeable a la modification de
I’expression génique.

Le variant d’histone macroH2A est composé d’un domaine N-terminal trés similaire a celui de
I’histone H2A mais aussi d’un grand domaine C-terminal de fonction inconnue. Lors de
I’induction de la différenciation cellulaire, la localisation de macroH2A passe du centrosome au
chromosome X inactif (Costanzi & Pehrson, 1998, 2001 ; Chadwick & Willard, 2001 ;

Mermoud et al., 1999 ; Rasmussen et al., 2000) et ce, de maniere uniforme tout le long du Xi
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(Mietton et al., 2009), formant ainsi ce qui est appelé un « macrochromatin body » (ou corps
macro-chromatinien).

Le recrutement de macroH2A, comme celui de H3K27me3, dépendrait de 1’expression du gene
Xist, mais ne serait pas non plus nécessaire au maintien de 1’état hétérochromatique du Xi
(Csankovski et al., 1999).

De manicre similaire aux complexes protéiques PRC1 ainsi que PRC2 (et leurs marques
associées), le variant d’histone macroH2A serait donc un facteur répressif (Doyen et al., 2006,
Agelopoulos et al., 2006, Gilbert et al., 2000, Angelov et al., 2003, Nusinow et al., 2007)
supplémentaire, dont le role est de participer a 1’établissement collectif de la répression
transcriptionnelle du chromosome X inactif assurée par un systéme inhibiteur basé sur la
redondance fonctionnelle afin de s’assurer de son bon fonctionnement. Toutefois, sa
localisation uniforme le long du Xi nous laisse supposer que macroH2A agit plutdt sur la
structure chromatinienne qu’en réprimant directement la transcription au niveau des

promoteurs (Mietton et al., 2009).

ii.  Méthylation de TADN

Une autre modification épigénétique du génome est la méthylation de I’ADN. Comme son
nom I’indique cette marque n’est plus associée aux histones mais consiste en le fait d’ajouter
un groupement méthyle aux cytosines lorsque ces derni¢res précédent une guanine (notée
CpG). Ces dinucléotides se trouvent répartis sur tout le génome mais sont parfois présents a
une tres forte densité au sein d’une région précise, ceci constituant ce qui est appelé : un ilot
CpG. On retrouve ces ilots CpG, le plus souvent, dans les régions promotrices des genes, et
leur statut de méthylation refléte de maniére quasi-invariable leur statut transcriptionnel : la
méthylation de I’illot étant synonyme de répression et vice-versa. En revanche, les régions
codantes des genes peuvent étre plus ou moins méthylées quelque soit leur niveau
d’expression. Les séquences répétées et intergéniques sont, quant a elles, globalement
hyperméthylées (stirement dans le but d’empécher la relocalisation de certaines séquences
répétées ayant conserveé leur capacité a se déplacer).

A ce jour, 5 enzymes possédant un domaine ADN méthyltransférase ont été décrites : Dnmt]1,
Dnmt2 (Goll & Bestor, 2005), Dnmt3a, Dnmt3b, Dnmt31 (Bourc’his et al., 2001, 2004, Hata

et al., 2002). Seuls Dnmtl, 3a et 3b semblent posséder un role dans I’inactivation. Dnmt1
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possede une activitt ADN méthyltransférase de maintenance, capable de reconnaitre les
dinucléotides CpG hémiméthylés issus de la réplication semi-conservative de ’ADN et de
convertir les nouvelles cytosines incorporées en 5-méthylcytosines. Sa tres faible affinité¢ pour
les CpG non-méthylés nous laisse supposer qu’elle joue essentiellement un réle dans le
processus de mémoire cellulaire. Dnmt3a et 3b ont la capacité de transférer les groupements
méthyles a des substrats hémi- ou non-méthylés (Okano et al., 1998). Ces protéines sont
essentielles au développement murin (Okano ef al., 1999). Elles interviennent lors de la vague
de méthylation du génome ayant lieu durant les stades post-implantatoires et sont également
impliquées dans la méthylation de novo des genes porteurs d’une empreite maternelle dans les
ovocytes (Chen et al., 2003, Okano et al., 1999). De plus, dans les cellules ES, ces genes
jouent un role dans I’établissement ainsi que le maintien des profils de méthylation du génome
(Chen et al., 2003) et pourraient donc participer a la mise en place de nouvelles empreintes
génomiques comme I’inactivation du chromosome X.

Sur le Xi, les ilots CpG situés au niveau des promoteurs des génes sont hyperméthylés, sauf
ceux des genes échappant a I’inactivation (Distéche et al., 1997), les promoteurs de ces
derniers se trouvant donc hypométhylés sur les deux chromosomes X (Mondello et al., 1988).
Cette méthylation des promoteurs est une marque plutot tardive de I’inactivation (Lock et al.,
1987), apparaissant aux alentours de 8 jours de différenciation cellulaire (a I’acide rétinoique),
et serait donc vraisemblablement impliquée dans le maintien de la répression transcriptionnelle
du Xi plutot que dans I’initiation. Sur le Xa, c’est plutdt le corps des genes ainsi que leur

régions 3’ qui se trouvent méthylés (Bartlett ez al., 1991, Lock et al., 1987, Yen et al., 1984).

L’importance de la méthyl-transférase de maintien Dnmtl dans le maintien de I’inactivation
est démontrée dans les travaux orchestrés par le laboratiore d’En Li (Sado et al., 2000), une
réactivation partielle du Xi étant observée chez les mutants Dnmt1”". Confirmant, I’absence de
méthylation de I’ADN dans le processus d’inactivation empreintée, les auteurs n’observent
aucune différence quant a ce phénomene au sein d’embryons pré-implantatoires.

Paradoxalement, la méme équipe n’observe aucun effet d’un double mutant Dnmt3a” et
Dnmt3b” sur I’inactivation du chromosome X dans son ensemble (Sado et al, 2004).
L’absence d’effet de cette double-mutation est plutdt inattendue, car Dnmtl ne méthyle pas

I’ADN de novo, contrairement a Dnmt3a/3b, rendant le role de Dnmtl dans I’inactivation a
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travers la méthylation de ’ADN contradictoire avec ces derniers résultats. Les auteurs
estiment que cette divergence pourrait étre due a une sensibilité accrue a I’hypométhylation de
la part du transgene (Sado et al., 2000) par rapport aux genes endogenes a 1’X (Sado et al.,
2004).

Il existe diverses propositions de mécanismes liant la méthylation de ’ADN a la répression
transcriptionnelle. Tout d’abord, la méthylation de ’ADN peut empécher certains facteurs de
transcription (dits "sensibles" a la méthylation) de se fixer a leur site de reconnaissance,
inhibant ainsi leur role d’activateur transcriptionnel, comme c’est par exemple le cas pour les
protéines ETS1, CTCF ou YY1 (a certains de leurs sites de fixation) (Maier ef al., 2003 ; Bell
& Felsenfeld, 2000 ; Hark et al., 2000 ; Kanduri et al., 2000 ; De la Rosa-Velazquez et al.,
2007 ; Rodriguez et al., 2010 ; Satyamoorthy et al., 1993 ; Kim et al., 2003). Ce blocage de la
fixation de la machinerie transcriptionnelle ou de leurs recruteurs/activateurs, pourrait aussi
étre obtenu si la méthylation de I’ADN empéche, par déstabilisation stérique, la formation de
structures en boucle établies au sein des ilots CpG, qui faciliteraient I’acceés aux séquences
promotrices. L’autre possibilité est que I’ADN méthylé ou bien les ADN méthyltransférases
interagissent avec d’autres protéines servant a renforcer la structure hétérochromatique telles
que MeCP2 (« methylcytosine-binding protein 2 ») ou Mbd2 (« Methyl-CpG-binding domain
protein 2 ») (Nan et al., 1997 ; Nan et al., 1998 ; Jones et al., 1998 ; Feng & Zhang, 2001 ; Ng
et al., 1999).

Deux autres protéines ont récemment été décrites comme pouvant influer sur les niveaux de
méthylation de ’ADN du chromosome X inactif : ATRX et Smchdl.

ATRX est été impliquée dans le contrdle de la méthylation de I’ADN (Gibbons et al., 2000 ;
McDowell et al., 1999 ; Garrick et al., 2006) mais aussi dans le recrutement de la protéine
MeCP2 (Kernohan ef al., 2010 ; Nan et al., 2007) et dans I’interaction avec la sous-unité Ezh2
du complexe PRC2 (responsable de H3K27me3) chez I’homme (Cardoso et al, 1998,
Kourmouli et al., 2005). Sa localisation sur le Xi est observée de manicre tardive aprés 8 jours
de différenciation spontanée (correspondant a un moment situé entre le recrutement de
macroH2A et la méthylation de ’ADN du Xi) (Baumann & De La Fuente, 2009) mais aussi

au sein des tissus extra-embryonnaires ou sa mutation engendre des problémes d’inactivation
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et de développement (Garrick et al., 2006). Son role dans 1’inactivation aléatoire est inconnu.
Smchdl (pour « Structural Maintenance of Chromosomes Hinge Domain containing 1 ») est,
quant a elle, impliquée dans la maintenance de I’inactivation du chromosome X a travers un
role dans 1I’hyperméthylation des ilots CpG associés au Xi (Blewitt et al., 2008). Cette
protéine contient un « SMC Hinge» généralement impliqué dans la condensation
chromosomique, la cohésion, la ségrégation des chromosomes ainsi que la recombinaison et la
réparation de I’ADN. Une mutation de cette protéine engendre la réactivation d’un transgene
codant pour la GFP a partir du Xp aussi bien dans les tissus extra-embryonnaires que dans
I’embryon proprement dit. Ils ont aussi remarqué, dans ces cellules, que I’intégralité des ilots
CpG étudiés, parmi ceux qui sont soumis a I’inactivation, étaient hypométhylés au point de
retrouver les niveaux présents sur le chromosome X actif male, corrélant avec une expression
ectopique de la plupart des geénes associ€s (contrairement aux genes autosomaux dont
I’expression est invariante dans ces mutants). La méthylation de ’ADN du groupe de genes
Rhox, connu comme étant non-variant au cours de I’inactivation arrive a maintenir cette
caractéristique dans les mutants pour Smchdl. Cela nous indique donc que Smchdl joue
uniquement un role dans la méthylation des ilots CpG en réponse a I’inactivation du
chromosome X dissociant éventuellement un mécanisme de méthylation médié par Xist d’une
méthylation indépendante, mise en place plus tot au cours du développement embryonnaire.
De plus, grace a des expériences d’immunofluorescence, ils ont réussi a prouver que Smchd1
colocalisait avec le Xi au sein de cellules fibroblastiques femelles.

Paradoxalement, la protéine Smchdl semble donc étre impliquée non seulement dans la
maintenance de I’inactivation aléatoire mais aussi dans I’inactivation empreintée a travers un
mécanisme de dépot de la méthylation de I’ADN ce qui parait paradoxal sachant que celle-ci
n’est pas nécessaire a la maintenance de I’inactivation empreintée (Sado et al., 2000). Ceci
laisse supposer un deuxiéme rdle de cette protéine dans I’inactivation, de manicre
indépendante de la méthylation de I’ADN (tout du moins dans les tissus extra-
embryonnaires).

La découverte du rdle exact de ces deux protéines dans la cellule ainsi que leur fonctionnement
seront stirement d’un grand intérét pour la compréhension de la maniere dont s’établit le
maintien de la répression génique sur le Xi. Et il s’aveére que la méthylation de ’ADN sur le X

inactif semblerait dépendre de beaucoup plus de protéines que Dnmtl. De plus, nous pouvons
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aussi noter que ce type de protéine (2 domaine SMC) est impliqué dans le phénomene de
compensation de dose chez le nématode C. elegans (Chuang et al., 1994) nous fournissant
ainsi un lien particulierement excitant entre deux formes de compensation de dose, toutes deux

basées sur la répression transcriptionnelle.

iii.  Divers
Et enfin, deux autres protéines semblent impliquées dans la maintenance de I’inactivation :
ATM (« Ataxia Telangiectasia Mutated ») et ATR (« ATM and Rad3 related ») (Ouyang et
al., 2005). Ces deux protéines kinases ont €t¢ initialement caractérisées a travers leurs roles
dans la réparation de I’ADN, la stabilité¢ génomique et la recombinaison. Cependant il a aussi
¢té remarqué qu’elles sont associées a des histones déacétylases en absence de dommage a
I’ADN (Schmidt & Schreiber, 1999 ; Wang et al., 2000). En inhibant ATM/ATR (grace a la 2-
aminopurine), Ouyang et al. ont apercu une augmentation de I’acétylation de I’histone H4 sur
I’ensemble du Xi ainsi que la réactivation dans certaines cellules d’un transgene GFP inséré
dans un des chromosomes X. L’interférence des deux proté€ines aboutit aussi a une réactivation
du transgeéne dans une fraction de cellules et ceci de maniere indépendente du role de ces
protéines dans la réparation de I’ADN. De maniere curieuse, aucune localisation d’ATM sur le
Xin’a pu étre observée au sein de cellules humaines, indiquant que leur role dans le maintien

de I’inactivation s’effectuerait sirement en amont de la modification de la chromatine.

iv.  Réplication Asynchrone
Une derniere marque caractéristique du chromosome X inactif est sa réplication tardive au
cours de la phase S (Taylor, 1968 ; Takagi & Sasaki, 1975 ; Morishima et al., 1962), cette
caractéristique étant I’un des critéres les plus employés pour discriminer le Xi du Xa. En effet,
les chromosomes X actif et inactif se répliquent de manicre asynchrone et cette différence est
tres bien conservée chez I’ensemble des mammifeéres ainsi que les marsupiaux (Sharman, 1971 ;
Cooper & Hope, 1993). Cette modification €pigénétique se met en place entre 2 et 4 jours
apres initiation de la différenciation (Chaumeil ef al., 2002 ; Okamoto ef al., 2005 ; Keohane et
al., 1999). Des études par approche locus-spécifique, ont ainsi permis d’observer que les

génes échappant a I’inactivation situés sur le Xi sont répliqués de fagon synchrone aux génes
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du X actif en phase S précoce (Boggs & Chinault, 1994 ; Hansen et al., 1996 ; Kawame et al.,
1995 ; Torchia et al., 1994). L’exception a ces observations est le géne Xist, qui est répliqué
tardivement a partir du Xi malgré le fait qu’il est transcriptionnellement actif (Gartler et al.,
1999).

Le phénomene de réplication tardive semble étre caractéristique des régions non-transcrites
(Gilbert, 2002). La réplication tardive du Xi semble parfaitement corréler avec son état
transcriptionnel global. En effet, au sein de mutants conditionnels de Xist la réplication tardive
est maintenue (Csankovski et al., 1999). Par contre lors de la réactivation partielle du Xi suite
a l'utilisation de 5-azacytidine, on retrouve une synchronisation de la réplication des deux
chromosomes X (Hansen et al., 1996) (indépendamment de Dnmt3a et 3b, Sado ef al., 2004).
Le role précis de ce phénoméne est encore inconnu, cependant nous pouvons supposer qu’il
pourrait constituer un moyen d’isoler temporellement les deux chromosomes X afin de
faciliter leur traitement différentiel au sein d’un méme noyau, que ce soit de fagon a minimiser
le contact avec la machinerie de transcription ou encore maximiser 1’accessibilité aux enzymes
de modification de la chromatine, et contribuer ainsi au maintien de 1’état inactif.

Bien que, comme nous venons de le voir, la déletion conditionnelle de Xist sur le Xi ne re-
synchronise pas la réplication de ce chromosome avec son homologue, un mutant conditionnel
pour la délétion de Xist sur le Xa induit la réplication retardée de ce dernier, indépendamment
de la présence d’un second chromosome X (Diaz-Perez et al., 2005). Une possibilité pour
expliquer ceci serait que cette région d’ADN délétée correspondant a Xist, soit nécessaire pour
la stabilit¢ de ’ADN du chromosome X en cis, et qu’en son absence la fragilit¢ de ’ADN
engendre une réplication tardive du Xa (Diaz-Perez et al., 2006, Hansen ef al., 1993, Hellman
et al., 2000, Arlt et al., 2003), une des protéines responsables du maintien de la stabilité de

I’ADN aux sites fragiles lors de la réplication étant curieusement ATR (Casper et al., 2002).

v.  Conclusion sur les différentes marques épigénétiques
Tout au long de ce chapitre sur les marques caractérisant le chromosome X inactif chez la
souris, nous avons pu voir a quel point la cellule emploie un nombre pharamineux de protéines
afin d’établir une structure hétérochromatique. Ces protéines ont parfois des fonctions qui leur

sont propres et parfois qui sont redondantes, mais dans tous les cas, I’accumulation d’autant
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de marques hétérochromatiques doit sans doute avoir une explication du point de vue évolutif.
S’agit-il d’un systéme qui accumule des mécanismes de répression imparfaits ou trop faibles a
eux seuls, d’ou la nécessité d’en associer autant autour d’un méme objectif ? Ou s’agit-il d’un
systéme de prévention, au cas ou I’une des marques ne peut €tre réalisée, les autres pouvant la

remplacer ou tout du moins la compenser ? Les deux hypothéses n’étant pas exclusives.

L’idée d’une redondance ou d’une coopération entre les marques hétérochromatiques afin
d’initier et de maintenir la répression transcriptionnelle sur le Xi est justement renforcée par
les études de Csankovszki et d’Hernandez-Munoz (Csankovszki et al., 1999 et al., 2001,
Hernandez-Munoz et al., 2005).

Ces équipes ont entrepris d’étudier les interactions potentiellement synergistiques entre
différentes marques répressives grace a I’utilisation de différents mutants (AXist et ADnmtl),
de différents produits chimiques (la 5-azacytidine qui inhibe les ADN méthyltranférases et la
Trichostatine A qui inhibe les déacétylases d’histones) ou en présence de ARNi anti-
macroH2A au sein des cellules fibroblastiques murines (MEFs) femelles.

En régle générale, ils observent une quantité croissante de cellules ayant réactivé le transgeéne

lors de I’accumulation d’inhibiteurs de I’hétérochromatinisation (Figure 18).

Taux de réactivation
du transgéne
Recrutement de ARNi Méthylation de Hypoacétylation Réactivation Facteur
Xist macroH2A macroH2A I'ADN des histones GFP d'augmentation
+ + + + + 0,01%
+ + + + TSA 0,01% x1
+ - ARNi + + 0,01% x1
- - + + + 0,04% x4
+ + + 5-azacytidine + 0,20% x20
- + 5-azacytidine + 0,30% x30
- - + 5-azacytidine TSA 0,60% x60
+ + + 5-azacytidine TSA 0,3-1% x30-100
+ - ARNi 5-azacytidine TSA 5,60% x560
+ + + Delta-Dnmt1 + 15% x1500
- - + Delta-Dnmt1 + 25% x2500

Figure 18 : Tableau récapitulatif du taux de réactivation du Xi lors de diverses

mutations et traitements chimiques. Csankovszki et al. ainsi qu’Hernandez-Munoz et al. ont

étudié le taux de réactivation d’un transgéne GFP présent sur le chroosome X inactif au sein de
mutants de Xist ou en utilisant divers inhibiteurs chimiques. Ils observent un effet cumulatif

important des différents phénomenes.
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Ces résultats sont bien la preuve d’un phénomene accumulatif de marques hétérochromatiques
agissant de concert sur le Xi, ainsi que de I’action en cascade des effecteurs de ces marques.
Ces marques, en plus de modifier par elles-mémes le contexte chromatinien, recrutent souvent
plusieurs autres facteurs influant sur différentes marques mais toujours de maniere répréssive,
afin d’assurer une extinction transcriptionnelle stable et efficace, bien que parmi ces marques

et ces effecteurs aucun ne semble vraiment indispensable.

V. Les principaux acteurs de P'inactivation du chromosome X : Xist et
son antisens Tsix

Au cours de cette introduction, nous avons donc pu voir que I’hétéromorphisme
chromosomique entre les sexes nécessite un systéme de ré-équilibrage transcriptionnel afin
qu’une quantité identique de transcrits provienne du simple chromosome X chez le male, ainsi
que des deux chromosomes X chez la femelle, ce mécanisme étant appelé compensation de
dose. Nous avons ensuite pu voir comment se met en place cette compensation, nous
intéressant plus particulierement a I’inactivation aléatoire du chromosome X chez la souris.

Apres avoir vu en détail les marques caractéristiques de ce paradigme épigénétique, il est
temps de s’intéresser a la "source" de ce phénomene : le géne Xist. Dans cette dernicre grande
partie introductive, nous allons tout d’abord voir ce qu’est le « centre d’inactivation » (la
premiere région €tant décrite comme contenant tous les €léments nécessaires a I’inactivation du
chromosome X), puis nous verrons les caractéristiques majeures des geénes et des transcrits
Xist et son antisens 7Tsix, avant de finalement nous intéresser au sujet central de cette these : la

régulation de I’expression de Xist.

a. LeXic
Le centre d’inactivation du chromosome X (Xic) peut étre défini comme la région minimale
capable de réaliser les fonctions de comptage, de choix, et d’initiation de I’inactivation. La

fonction de maintien n’est a priori pas assurée par cette région (comme nous 1’avons vu dans
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le chapitre Conclusion sur les différentes marques épigénétiques, Brown & Willard, 1994).

i.  Définition cytogénétique et transgénese

La définition cytogénétique du Xic est venue de I’é¢tude d’un grand nombre d’individus
porteurs de translocations équilibrées entre le chromosome X et un autosome. Ces €tudes ont
pu démontrer que seuls les translocations contenant une région particuliére du chromosome X
(le Xic) étaient capables d’induire une inactivtion ectopique en cis de ’autosome porteur
(Rastan, 1983 ; Brown et al., 1991 ; Leppig et al., 1993 ; Cattanach et al, 1991). Ce type
d’analyse a pu permettre ’identification d’une région située, chez ’homme, a la position
Xql3.1 mesurant entre 680 et 1200kb (Brown et al., 1991 ; Lafreniere & Willard, 1993 ;
Leppig et al., 1993 ; Willard, 1996). La localisation du Xic chez la souris a été obtenue en se
servant de la synténie des genes entre les deux especes. Une région d’environ 700kb a été
décrétée comme correspondant au Xic, elle se trouve au sein de la partie distale de la bande D
du chromsome X (Rastan, 1983, 1985 ; Heard et al., 1994).

Par la suite, de nombreuses ¢tudes de transgénese ont été menées a 1’aide de YACs (pour
« Yeast Artificial Chromosome »), de BACs (pour « Bacterial Artificial Chromosome ») ou
encore de cosmides afin de déterminer la région précise responsable de I’inactivation (Lee et
al., 1996, 1999, 2005 ; Herzing et al., 1997 ; Heard et al., 1999) et pouvant récapituler toutes
ses caractéristiques, tout en confirmant 1’assomption que les Xics murin et humain sont bien
synténiques. A ce jour, aucun transgéne, inséré en simple copie, n’a su récapituler
parfaitement les mécanismes attendus lors de I’inactivation aléatoire du chromosome X (Heard
et al., 1996 et al., 1997), cependant nous pouvons noter 1’absence au sein de ces transgénes de
certains génes maintenant connus comme ayant des rdles clés dans le processus d’inactivation
tels que Rnf12 (rdle dans le comptage) et Xpct (contenant la région Xpr (« X-Pairing Region »),
impliqué dans 1’association des deux chromosomes X avant l’initiation). Il est toutefois
intéressant de noter qu’un trangéne inséré en simple copie arrive a récapituler I’inactivation
empreintée lorsqu’il provient de la lignée germinale male (de la méme manic¢re qu’un Xp)
(Okamoto et al., 2005). Ceci nous prouve donc que l’inactivation al€atoire mais aussi
empreintée sont régulées au niveau du Xic mais selon des modalités différentes (le choix et le
comptage dans le cas de I’inactivation aléatoire étant deux étapes clés dont la cellule ne peut

s’affranchir).
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ii.  Unités fonctionnelles du Xic

Le séquencage puis I’annotation des séquences synténiques du Xic, chez la souris et chez
I’homme, ont permis de générer la premiere carte des unités de transcription de cette région
(Chureau et al., 2002) (Figure 19). Le Xic contient plusieurs unités de transcription, la plupart
d’entre elles n’ayant pas été reliées fonctionnellement au processus d’inactivation. En
particulier, les 7 génes codants liés au Xic murin (Xpct (Debrand et al., 1998), Cnbp2, Tsx
(Simmler et al., 1996), Chicl (Simmler et al., 1997), Cdx4 (Gamer & Wright, 1993), Ppnx, et
NaplL2 (Rougeulle & Avner, 1996 ; Rogner ef al., 2000 ; Attia et al., 2007) ne semblent pas
avoir de relation directe ou indirecte avec 1’inactivation du chromosome X. Au cours de cette
premicre annotation, 1’identification de 4 unités de transcription produisant des ARNs non-
codants de grande taille a été faite : Xist, Tsix, Ftx, et Jpx. Comme nous ’avons vu et allons
continuer de le voir, le tandem Xis#/Tsix est au cceur de la mise en place de I’inactivation, tandis
que Fix et Jpx sont soupgonnés d’y jouer un role qui, a I’heure actuelle, demeure encore
inconnu. Depuis, quelques autres ARNs non-codants ont été décrits comme émanant du Xic et
possédant des roles non-négligeables dans 1’inactivation comme le petit transcrit RepA4 (voir le
chapitre : « Modification d’histones sur le Xi», p36) (Zhao et al, 2008), les transcrits
sens/antisens de la région répétée DxPas34 (une région impliquée dans la régulation de Tsix)
(Cohen et al., 2007), ou encore un transcrit intergénique pouvant engendrer une forme longue
de Tsix émanant d’une région appelée Xite (Ogawa & Lee, 2003). Enfin une autre région a
transcription sens/antisens non-codante de grande complexité a été identifiée 50kb en amont
du gene Xist : la « Région B » (Rougeulle & Avner, 2003), celle-ci n’ayant a présent aucune
fonction connue.

Chez I’homme, ces genes, aussi bien codants que non-codants, sont conservés, a 1’excepetion

de Ppnx, Tsx (pseudogenisé) et Tsix (sur lequel nous reviendrons ultérieurement).

49



¥

™ Xisr DXPas34  Xite

H3K27me3 hotspot =

&) @)  ssxoncz howspo
” H4 hyperacetylation hotspot

Figure 19 : Eléments fonctionnels au sein du centre d’inactivation du chromosome X.
Le XIC, comme défini par des analyses de délétions et de transgénése, est montré avec ses
¢léments fonctionnels importants. Les génes montrés en vert produisent des transcrits non-
codants (lignes vertes). Les génes montrés en gris produisent des transcrits codants pour des
protéines et n’ont aucun lien connu avec I’inactivation du chromosome X. Sous la carte, la fleche
bleue représente un domaine de H3K27me3 uniquement présente dans les cellules ES, la fléche
rouge/orange représente un domaine de H3K9me2 qui est constitutivement présent au sein des
cellules ES males et femelles aussi bien avant qu’aprés différenciation. Et la barre verte représente
un domaine d’H4Ac, uniquement présent dans les ES femelles. La ligne rouge représente la
frontiére établie par 1’accumulation d’ ARNpolll (étoiles jaunes) suite a la fin de la transcription de
Tsix, cela empéche la propagation du domaine de H3K27me3 en direction de Xist. (Inspirée de
Heard et al., 2004)

iili.  "Point chaud" de modifications épigénétiques en 5’ de Xist

Des analyses par immunofluorecence et par immunoprécitation de chromatine (ChIP, voir
Annexes 1 et 2, p268-269) ont permis de mettre en €évidence une structure chromatinienne
particuliére se situant dans la région 5’ de Xist et étendue sur pres de 340kb (Heard et al.,
2001, Rougeulle et al, 2004). En effet, au sein de cette région, on observe un fort
enrichissement en marques répressives H3K9me2 et H3K27me3, d’ou la dénomination
commune donnée a cette région: «hotspot» de méthylation (Figure 19). L’histone
méthyltransférase G9a est responsable du maintien de H3K9me?2 au sein du Aotspot mais pas
de sa déposition, fait qui serait antérieur a la dérivation des cellules ES (Rougeulle et al., 2004).
De plus, les profils et les cinétiques de fixation de ces marques ne sont pas identiques (le
hotspot ’H3K9me?2 persistant post-différenciation), laissant supposer que leur mise en place
ou leur maintien sont effectués de manicre indépendante. Cependant, on peut apercevoir une
absence de ces marques au niveau des promoteurs de Jpx et Fitx, celles-ci étant remplacées par

une hyperméthylation de H3K4.
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Un deuxiéme enrichissment épigénétique avait déja €té observé en 1999 par O’Neill et al.. 11
s’agit d’un hotspot d’acétylation de 1’histone H4, ce marquage ne s’étalant que sur environ la
moitié de la longueur du Aotspot de méthylation, mais présentant la particularité de ne pas étre
présente dans les cellules ES males, ou dans des cellules femelles hétérozygotes pour une
délétion du premier exon de Xist (O’ Neill et al., 1999), ce qui pourrait laisser supposer un rdle
pour ce hotspot d’H4ac dans le comptage (Figure 19). Le hotspot de méthylation a, quant a lui,
€té proposé comme jouant un role de centre de nucléation pour I’inactivation du chromosome
X en raison de sa nature hétérochromatique, de la présence de deux ARNs non-codants ainsi
que la région B. La région B pourrait représenter une candidate idéale pour le recrutement de la
machinerie d’hétérochromatinisation liée a 1’interférance ARN (en raison de son transcrit
sens/antisens) par des mécanismes similaires a ceux décrits au niveau des centromeres de
levure dont la chromatine est transcriptionnellement éteinte grace a de petits ARNs sens et
antisens générés a partir de d’ARNs non-codants et par le complexe protéique spécialisé
appelé RITS (pour « RNA-Induced Transcriptional Silencing ») (Buhler et al., 2006, Volpe et
al., 2002, Verdel et al., 2004). Toutefois, a ce jour aucune preuve expérimentale n’est venue

étayer cette hypothése.

b. Xist et Tsix, généralités

i.  Xist
La volonté de caractériser le centre d’inactivation du chromosome X, impliqué dans
I’établissement de la répression transcriptionnelle de 1’intégralité de ce chromosome, a poussé
I’équipe de Huntington Willard, en 1991, a étudier le profil d’expression des génes se trouvant
au sein de cette région candidate chez I’humain (Brown ef al., 1991). Ces travaux ont permis
d’isoler et de caractériser le gene XIST, révélée comme étant le seul gene connu étant
uniquement exprimé a partir du chromosome X inactif. Peu de temps apres, le méme genre
d’expériences ont ¢t€ menées chez la souris, parvenant aux mémes conclusions (Borsani et al.,
1991, Brockdorft et al., 1991). Cependant, il faudra attendre 1996 pour que Penny et al.
démontrent formellement son implication dans le processus d’inactivation en le délétant de

maniere hétérozygote dans des cellules ES femelles, qui lorsqu’elles sont différenciées
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n’inactivent que I’all¢le sauvage (Penny ef al., 1996).

Le gene XIST/Xist s’étend sur 32kb chez ’homme et sur 23kb chez la souris, les transcrits en
émanant ne codent aucune protéine (pas de phase ouverte de lecture) malgré le fait qu’ils
soient polyadénylés, cappés et épiss€s. De plus, ces transcrits ne sont pas exportés vers le
cytoplasme et restent donc localisés dans le noyau cellulaire (Brown et al., 1992, Brockdortt et
al., 1992, Cohen & Panning, 2007). Par la suite, la technique d’hybridation in situ fluorescente
(RNA FISH) permit d’observer les ARNs en transcription dans le noyau interphasique. Il fut
ainsi observé que Xist, au lieu d’étre représenté par un signal ponctuel au niveau de son site de
transcription (comme c’est le cas pour les geénes "classiques"), est visible dans les cellules
somatiques sous la forme d’un large domaine, et lors de sa détection simultanée avec le
territoire chromosomique du chromosome X (DNA FISH), il a été observé qu’ils colocalisent
au sein du noyau (Clemson ef al., 1996). L’ARN XIST/Xist recouvre donc la quasi-totalité du
chromosome X inactif dans les cellules somatiques femelles en cis, ne se dissociant que lors de
la métaphase chez 1’homme, tandis que, chez la souris, il reste localisé au niveau des régions
riches en genes (Duthie et al., 1999) au cours de cette phase.

Des études de comparaison phylogénétiques ont permis de mettre en évidence que Xist, au
moins en partie, dérive du gene codant Lnx3 et est devenu non-codant suite a la
peudogénisation d’une grande partie du Xic, et ce, apreés la divergence entre marsupiaux et
euthériens (Duret et al., 2006). Huit exons de Xist ont été caractérisés, aussi bien chez
I’homme (Brockdorff et al., 1992, Brown et al., 1992, Chureau et al., 2002), que chez la vache
(Chureau ef al., 2002), la souris (Chureau et al., 2002, Sheardown et al., 1997, Simmler et al.,
1996) ou le campagnol (Nesterova et al., 2001), cependant certains d’entre eux ne sont pas
retrouvés au sein de toutes les especes (exons 2 et 7 humains, exons 2 et 5 chez la souris et la

vache) (Chureau et al., 2002) (Figure 20).
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Figure 20 : La structure du géne Xist et sa conservation chez I’homme. (A) Comparaison
des génes Xist/XIST murin et humain. P1 indique le promoteur majoritaire de Xist/XIST. Chez la
souris, deux isoformes ARN de 17 et 17,9kb peuvent étre produits (correspondant aux astérisques).
Chez la souris, un deuxiéme promoteur, P2, a été décrit mais n’est pas conservé chez I’humain.
Ici, les produits de 1’épissage alternatif ne sont pas montrés. (B) Comparaison de la structure
intron-exon du géne Xist entre la souris, le bovin et ’humain. Les introns et le premier exon ne
sont pas déddinés a I’échelle. (Adaptée de (A) Plath et al., 2002 et (B) Chureau et al., 2002)

Il existe également des variants de terminaison de X/S7/Xist n'incluant pas l'exon 8 chez la
souris, et les exons 7 et 8 chez 'homme (Brockdorff et al., 1992; Hong et al., 1999; Hong et
al., 2000). Chez I'hnomme et la souris, les formes les plus longues mesurent 19,3 kb et 17,9 kb,
respectivement, et se terminent avec l'exon 7 chez la souris et l'exon 6, homologue, chez
I'homme. Les variants d'épissage incluant les derniers exons (m8, h7 et h8) sont plus courts
d'environ 5 kb (Chureau et al., 2002). Chez la souris, plusieurs variants de terminaison dans
l'exon 7 ont été décrits: une forme courte (forme S) polyadénylée mesurant 17,0 kb, qui est
présente dans les cellules ES femelles différenciées femelles, mais pas dans les cellules ES
indifférenciées, et la forme longue de 17,9 kb (forme L), qui inclut en réalité au moins cinq
variants de terminaison non polyadénylés, peu différents en taille, dans les cellules ES femelles
différenciées, mais uniquement un seul d’entre eux est exprimé dans les cellules ES
indifférenciées (Hong et al., 1999; Ma et Strauss, 2005; Memili et al., 2001). Dans les cellules
ES aussi bien que dans les cellules somatiques, la forme de transcrits L est la plus abondante.
Et curieusement, ceux-ci, bien que n’étant pas polyadénylés posseédent une série d’ Adénines a

la fin de leur séquence (5 dans les ES, 10 dans les cellules somatiques) (Ma & Strauss, 2005).
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Sachant qu’il existe une protéine (PABP pour « Poly(A) Binding Protein ») dont le but est de
s’accrocher aux queues poly-adénylées des ARNm afin de les protéger des attaques de
nucléases, il est fort possible que ce genre de différence explique les différentes stabilités de
I’ARN Xist observées entre embryons pré- et post-implantatoire : demi-vie inférieure a 30min
et supérieure a 8h respectivement (Panning et al., 1997, Sheardown et al., 1997). Cependant
aucun role cellulaire ni dans I’inactivation du chromosome X n’a encore été attribué a ces
différents isoformes.

Le fait que chez la souris, Xist possede deux promoteurs alternatifs P1 et P2, séparés
d’environ 1,5kb (Johnston ef al., 1998) introduit une source additionnelle de complexité au
sein de la multitude de transcrits possibles. Le premier article décrivant D’existence de
promoteurs alternatifs tendait a démontrer que le promoteur P2 était le promoteur principal de
par le fait qu’environ 75% des transcrits Xist présents au sein de cellules somatiques émanent
de ce promoteur (Johnston et al., 1998). Cependant, cette hypothése pose un sérieux
probléme fonctionnel : le promoteur P2 se trouvant en aval du Repeat-A, cela signifie que ses
transcrits n’auront pas la capacité de participer a la répression transcriptionnelle du
chromosome X inactif lors de la différenciation cellulaire (Wutz et al., 2002). De plus, en
2005, Navarro et al. ont démontré que seul le promoteur P1 était développementalement
régulé au cours de la différenciation : le recrutement de I’ARN polymérase II et de la sous-
unit¢ TFIIB n’augmentant qu’au niveau de Plsur D’alléle destiné a étre inactivé dans les
cellules exprimant fortement Xist par rapport aux cellules ES indifférenci¢es (Navarro et al.,
2005). Navarro et al. proposent que la différence de quantité de transcrits émanants de P1 ou
P2 observée par Johnston et al. ainsi que par Sado et al. (Sado et al., 2005) pourrait étre due a
une transcription ou une stabilisation plus efficace du transcrit a partir de P2 ou bien a des
artéfacts de réverse-transcription liés a I’existence de structures secondaires engendrées par les
séquences répétées contenues dans la région d’étude. L hypothése d’un plus grand nombre de
transcrits provenant de P2 dans les cellules somatiques n’est pas particuliérement choquante
(indépendamment du fait que le complexe de pré-initiation de la transcription semble
majoritairement se fixer a P1) si ’on considére que Xist n’est pas nécessaire au maintien de
I’inactivation dans ces cellules. Une étude cinétique de la quantité et de la stabilité¢ de ces deux
genres de transcrits a des temps précoces au cours de I’initiation de I’inactivation puis lors du

maintien serait sans doute trés riche en enseignements quant a I’'importance de la présence de
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I’un ou I’autre transcrit lors de ces différentes étapes.

En outre, les domaines fonctionnels ne sont pas trés bien caractérisés. A part la séquence
répétée Repeat-A, qui comme nous I’avons vu, est responsable de la répression
transcriptionnelle des séquences géniques du chromosome X lors de I’inactivation (Wutz et al.,
2002), il existe 5 autres €léments répétés, tous tres conservés au cours de I’évolution, a propos
desquels nous ne connaissons que peu de choses (voir le chapitre : « L’ARN non-codant Xis¢
», p25). La manic¢re dont fonctionne le Repeat-A est encore inconnue. Derniérement, plusieurs
articles 1I’ont mise en cause dans le recrutement du complexe protéique PRC2 notamment grace
a deux grandes boucles formées par quatre répétitions (Zhao et al., 2008, Maenner et al.,
2010), une structure particuliére qui est elle aussi conservée a travers le groupe des euthériens.
Ce genre d’interactions ARN non-codant/PRC2 concorde bien avec des observations faites
concernant d’autres ARNnc tels que HOTAIR ou encore Kcnglotl qui sembleraient aussi
interagir avec ce complexe protéique (Rinn ef al., 2007, Pandey et al., 2008). Mais les avis
divergent quant au role possible de I’interaction entre PRC2 et Xist, certains privilégiant
I’hypothése d’un moyen de propagation de I’hétérochromatinisation lors de I’initiation de
I’inactivation, d’autres préférant I’hypothese d’un role dans la régulation de Xist (sur laquelle
nous reviendrons plus tard).

Le gene Xist exprimé a partir de 1’allele inactif dans les cellules somatiques joue donc un rdle
primordial dans 1’établissement de cette répression génique. La délétion de Xist sur I’Xi au sein
des cellules différenciées engendre éventuellement une légere dérépression du Xi mais ne
semble pas modifier la réplication tardive du Xi (Csankovszki ef al., 1999 et al., 2001). Par
contre la délétion du Xist non-transcrit sur le Xa (de méme que le X unique actif chez les males
ou les femelles XO) modifie les propriétés réplicatives de celui-ci en cis, en retardant sa
réplication au cours de la phase S (Diaz-Perez et al., 2005) (voir le chapitre : « Réplication
asynchrone », p44). Les mémes auteurs ont ensuite engendré cette mutation de Xist sur les
deux alleles du chromosome X dans des cellules somatiques femelles. Cette expérience a
démontré le retour de certaines marques euchromatiques le long du Xi (I’acétylation de
I’histone H4 ainsi que la méthylation de H3K4) mais aucune réactivation génique n’a été
observée (Diaz-Perez et al., 2006). Paradoxalement, la réplication déja tardive du Xi (signe de
I’hétérochromatine) n’a été que plus retardée dans ces cellules mutantes, le méme phénotype

étant observable pour le Xa. Ces deux phénomenes (marques euchromatiques et réplication
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encore plus tardive) seraient apparemment dus aux deux alléles, leur absence engendrant une
déstabilisation des chromosomes X et une augmentation notable des points de cassure ainsi
que des translocations, symbolisées par le recrutement des modifications épigénétiques
typiques de la réparation de '’ADN (YyH2AX, recrutement de p53 phosphorylée). Les
mécanismes exacts de ces changements d’état ne sont pas tres clairs, cependant ces résultats
laissent supposer I’existence d’un €élément au sein de ces 21kb de Xist jouant un grand role de
la stabilité de ’ADN du chromosome X, aussi bien en cis qu’en trans.

Une région promotrice minimale permettant I’expression de Xist a été déterminée par I’analyse
de différentes constructions, composées d’une séquence en 5’ de Xist introduite devant un
géne rapporteur et transfectées de facon stable ou transitoire dans les cellules ES et (Pillet et
al., 1995, Sheardown et al., 1997). Cette région, constitué¢e des 400pb en amont du promoteur
P1, a permis de définir plusieurs séquences susceptibles d’étre fixées par diverses protéines
telles que YY1, Spl, CBF, CTCF. L’analyse des effets respectifs de ces différents €léments
sur ’expression de Xist a révélé que cette région est uniquement responsable de I’expression
constitutive de ce géne. Les séquences nécessaires a la régulation de Xist pourraient étre
localisées plus en amont ou plus aval. La recherche de sites de fixation de facteurs de
transcription par hypersensibilité a la DNase I a d’ailleurs permis 1’identification de plusieurs
sites aussi bien en amont qu’en aval de P1 (Sheardown et al., 1997, Newall ef al., 2001, Tsai et

al., 2008).

ii. Tsix
En 1999, de manicre simultanée, plusieurs groupes ont découvert grice a des expériences
d’ARN-FISH, de Réverse-Transcriptase PCR brin-spécifique et de criblage de banques
d’ADNc de cellules ES, un transcrit anti-sens a Xist baptisé Tsix (Debrand et al., 1999, Lee et
al., 1999, Mise et al., 1999). L’unité de transcription majoritaire de ce gene, longue de 40kb et
traversant 1’intégralit¢ du gene Xist, code pour un long ARN non-codant polyadénylé
(Debrand et al., 1999, Lee et al., 1999). A ’origine, ce transcrit a été décrit comme €émanant
d’un 116t CpG 12kb en aval de I’exon 8 de Xist, avant qu’un site d’initiation mineur ne soit
décrit, positionné encore environ 10kb en aval et associé lui aussi a un petit il6t CpG (Sado et

al., 2001). Cette méme publication ainsi que les recherches de Shibata et Lee (Shibata & Lee,
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2003) ont permis la description et la quantification de formes de transcrits antisens
différentiellement épissés et polyadénylés. A I’heure actuelle, 6 exons ont été décrits. Ils
générent une grande hétérogénéité par épissages alternatifs complexes au niveau de I’extrémité
5’ du transcrit initié au promoteur le plus proche de Xist (Sado et al., 2001, Shibata & Lee,
2003). De plus, il semblerait que seuls 30 a 60% des transcrits 7six soient €pissés, cette
proportion restant constante au cours de la différenciation cellulaire. Une autre source de
diversité provient des multiples sites d’arrét transcriptionnels ayant été décrits : il en existe 3
en 5’ du promoteur P1 de Xist et un quatrieme situé juste en amont du mini-satellite DxPas34.
Les promoteurs alternatifs, les épissages alternatifs et les sites multiples de terminaison,
conferent au transcrit 7'six une grande hétérogénéité dont la fonction n’a pas encore été étudice.
Il est toutefois essentiel de noter que seul le dernier exon (appelé exon 4) de Tsix est
complémentaire a Xist, recouvrant les deux promoteurs et donc le Repeat-A, quelque soit le site
de terminaison utilisé.

Malgré le fait que, comme nous le verrons par la suite, 7six joue un rdle essentiel dans la
régulation de Xist, paradoxalement, ce transcrit anti-sens ne semble €tre conservé ni au niveau
de sa séquence, ni au niveau de sa fonction au sein des autres especes euthériennes (Figure 21).
Un transcrit antisens a XIST dans le XIC humain a bien été identifié, il s’étend sur environ
30kb mais ne semble pas €tre épissé et surtout, il ne recouvre que les 2 derniers exons de XIST
(Migeon et al., 2001). De plus, I’analyse du profil d’expression de cet antisens par ARN-
FISH a montré sa co-expression avec le transcrit X/ST au niveau du chromosome X inactif,
contrairement a la situation murine (Migeon et al., 2002). Ces données vont clairement a
I’encontre de I’existence d’un mécanisme de répression de XIST par ce potentiel TSIX et
suggerent 1’intervention, chez 1’homme, d’un autre processus de régulation de XIST. Il serait
tres intéressant de tenter de corréler cette perte de fonction de la transcription antisens chez

I’homme a I’absence d’une inactivation empreintée du chromosome X.
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Figure 21 : Comparaison de ’agencement des génes XIS7/Xist et TSIX/Tsix et de leur

flots CpG entre homme et souris. Les boites noires représentent les exons de XIST/Xist, les
lanches représentent les ilots CpG. Les fléches montrent les transcrits ainsi que leur sens de
transcription. (a) Fragment du X/C humain. (b) Fragment de X/C murin. (D’aprés Migeon et al.,
2002)

Dans les cellules ES indifférenciées murines, 7six est exprimé aussi bien chez les males que
chez les femelles (Debrand et al., 1999, Lee et al., 1999, Mise et al., 1999, Sado et al., 2001).
Dans ce contexte cellulaire, les transcrits 7six sont bien plus nombreux que les transcrits Xist,
d’environ un facteur 100 au début du transcrit majoritaire de 7six et d’un facteur 10 au niveau
de son dernier exon (Shibata & Lee, 2003). Il faut cependant tenir compte du fait que dans les
cellules ES, Xist est trés peu exprimé, a raison de 10 copies par cellule femelle et 4 par cellule
male (Huynh & Lee, 2003). Il serait intéressant d'apprécier dans quelle mesure le niveau relatif
d'expression de Xist et de Tsix peut varier entre cellules d'une méme population. En particulier,
on peut se demander si Xist est réellement exprimé dans toutes les cellules ou si son niveau
moyen d'expression traduit une forte expression dans quelques cellules seulement. D'autre
part, nous ne savons pas si, a un instant donné, l'expression de Xist et Tsix peut avoir lieu a
partir du méme Xic, ou si l'un et 'autre sont exprimés de maniere alternative. L'évolution des
techniques de marquage des ARN et d'imagerie devrait permettre d'apporter des réponses
précises a ces questions.

En cours de différenciation, I’expression de Tsix disparait aussi bien dans les cellules males que
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les cellules femelles, bien qu’au sein de ces derni¢res son expression soit perdue de maniere
plus rapide sur le Xi que sur le Xa (Debrand ef al., 1999, Lee et al., 1999).

L’expression de Tsix semble donc anticorréler celle de Xist, justifiant ainsi d’étudier la maniere
dont est controlée 1’expression de I’antisens si 1’on espere avoir un jour une vue globale de

I’ensemble des mécanismes gouvernant I’inactivation du chromosome X.
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Figure 22 : Schéma descriptif des éléments régulateurs de 7Tsix. Le transcrit Tsix (fleche
marron), antisense a Xist (fléche verte), est principalement initié 16kb en aval de Xist et s’étend
sur 40kb. L’¢élément d’ADN régulateur Xite (en violet) et le minisatellite DxPas34 (violet) ont été
démontrés comme amplicateurs de 1’expression de Tsix (+), qui & son tour réprime Xist (-). (a)
Carte des sites de fixation potentiels de CTCF, YY1, Oct4, Sox2 au sein d’une région de 15kb du
XIC murin. (Adaptée de Morey & Bickmore, 2006 et Donohoe et al., 2009)

iii. DxPas34
Environ 750pb en amont du promoteur de 7six (dans le sens de la transcription de Xist) se
trouve le minisatellite DxPas34 qui est constitué¢ d’une séquence d’environ 1,2kb composée de
34 nucléotides répétés en tandem, le nombre de répétitions variant en fonction de la lignée de
la cellule (Heard et al., 1993, Courtier ef al., 1995, Simmler et al., 1996) (Figure 22). Cette

région répétée est le siege d’une méthylation différentielle dans les tissus somatiques : le
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minisatellite du Xa se trouvant méthylé mais non pour le Xi (Courtier ef al., 1995, Prissette et
al., 2001) (contrairement a la situation habituelle ou les 1l6ts CpG sont méthyles sur le Xi et
non le Xa). Cependant cette méthylation est acquise aprés I’initiation de I’inactivation
aléatoire, ce qui suggere qu’elle n’est pas causalement liée a la régulation de Xist ou Tsix. Au
promoteur de 7six, on observe aussi une association constitutive de la méthylation de H3K4
dans les cellules males ainsi qu’une absence de méthylation H3K9 pouvant laisser supposer
I’existence d’une structure chromatinienne ouverte de cette région sur le Xa, cependant
I’acétylation des histones H3 et H4 est perdue chez les males en cours de différenciation
(Kimura et al., 2002) correspondant sans doute a I’extinction transcriptionnelle de Tsix.

Malgé ce manque de corrélation entre méthylation différentielle et régulation de 7'six, DxPas34
semble tout de méme influer sur 1’expression de I’antisens. En effet, en 2005, Stavropoulos et
al. ont démontré que le promoteur majoritaire de 7six ne pouvait, a lui seul, récapituler la
dynamique développementale de I’expression de I’antisens (Stavropoulos et al., 2005). Ils
sont ensuite parvenus a prouver qu’une expression supérieure de 7T'six (par rapport a s’il y a
uniquement le promoteur) ainsi qu’une régulation développementale était obtenable lors de
I’ajout de certaines séquences flanquantes présentes au locus endogéne de 7six. Ces €éléments
amplificateurs de I’expression (« enhancers ») correspondent d’une part au locus Xite (voir le
chapitre suivant) ainsi qu’un enhancer bipartite englobant la région DxPas34 (Stavropoulos et
al., 2005).

DxPas34 semble posséder plusieurs fonctions au niveau de la régulation de 7six. Dans un
premier temps, une dé¢létion brute de son locus engendre une forte diminution
transcriptionnelle de 7six chez les cellules ES (expression réduite de 70 a 90% selon 1’article)
(Vigneau et al., 2006, Cohen et al., 2007). Toutefois, ces deux équipes ayant réalisé ces
expériences divergent fortement quant aux conclusions tirées de 1’étude de leurs cellules
mutantes. Vigneau et al. observent la disparition transcriptionnelle de 7six au cours de la
différenciation (bien qu’elle soit déja trés basse) et parallelement a ceci, ils observent une
surexpression ectopique de Xist d’environ un facteur 7 au sein des cellules ES males non-
différenciées et méme une présence de domaines de Xist dans environ 15% des cellules males
différenciées. L’équipe de Jeannie Lee, bien qu’elle observe une diminution de I’expression de
Tsix dans les cellules ES chez les mutants ADxPas34, observe aussi une faible dérépression de

I’antisens au cours des stades tardifs de la différenciation cellulaire sur 1’alléle muté. Elle en
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conclut donc que DxPas34 joue aussi bien le role d’enhancer de Tsix dans les cellules ES au
cours des stades précoces de I’inactivation, que celui de répresseur dans les cellules
somatiques (ceci ne corrélant pas avec leurs données précédemment obtenues par des
expériences de luciférase) (Stavropoulos et al., 2005). De plus, de la méme manic¢re que
Vigneau et al., ils observent une surexpression de Xis¢, mais pas de domaine ectopique dans les
ES males différenciées. Ces différences phénotypiques pourraient s’expliquer notamment par
les techniques de différenciation cellulaires (expliquées au chapitre Modeles cellulaires), par les
différences entre lignées cellulaires, ou bien par les faibles différences concernant la séquence
délétée.

Dans un second temps, il semblerait que DxPas34 ait la capacité d’initier une transcription
bidirectionnelle (Cohen et al., 2007, Stavropoulos et al., 2005). La transcription antisens
pourrait correspondre a certaines formes du transcrit 7six émanant de DxPas34 (Shibata &
Lee, 2003), cependant la fonction de transcrits sens, moins abondants que 7six, mesurant
environ 3kb et dont les multiples sites d’initiation semblent chacun corréler avec une unité de
la séquence répétée, est encore inconnue. Curieusement, I’expression de ce transcrit sens
(toujours par rapport a Xist) émanant de DxPas34 correle avec celle de Tsix ainsi qu’avec le
profil de méthylation de DxPas34 dans les cellules males (différenciées ou non) (Cohen et al.,
2007).

La présence de sites d’hypersensibilité a la DNase, ainsi que de sites pseudo-consensus pour
les protéines CTCF et YY1 dans chaque répétition font de cette région une localisation
potentielle de facteurs de transcription dont le but serait de réguler Tsix (Stavropoulos et al.,
2005, Chao et al., 2002, Donohoe et al., 2007) (Figure 22). Et en effet, Donohoe ef al. ont
publi¢ que CTCF aussi bien que YY1 se fixent a DxPas34 et ses alentours, de maniére
interdépendante par hétérodimérisation dans les cellules ES. Cependant, I’effet sur la
régulation transcriptionnelle de I’antisens par ses protéines reste flou. Le laboratoire de
Jeannie Lee a publi¢ en 2007 que lors d’une déplétion de ces protéines par siRNA la quantité
de transcrits Tsix chute simultanément a une augmentation de transcrits Xist dans des cellules
ES males, corroborant leur hypothese que CTCF et YY1 sont des activateurs transcriptionnels
de Tsix (Donohoe et al., 2007), ceci étant aussi confirmé par des expériences de luciférase.
Cependant en 2009, la méme €quipe réalise une fois de plus une expérience de déplétion de

CTCF par siRNA mais cette fois ci dans des cellules femelles apres 4 jours de différenciation
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(en corps embryonnaires) et observe paradoxalement une augmentation de 1’expression de Tsix
(corrélée a une baisse de Xisf) alors qu’a cette méme période elle a considérablement commencé
a décroitre dans les cellules sauvages (Donohoe ef al., 2009). De plus, d’apres leurs données, la
fixation de CTCF et YY1 autour de DxPas34 (constitutifs dans les cellules ES males et
femelles ainsi qu’en cours de différenciation, sauf pour un site CTCF) ne semble pas
forcément corréler avec le profil d’expression de 7six. Cependant en observant le profil de
fixation de ces protéines sur le minisatellite méme, la corrélation est plus claire, surtout lorsque
I’on compare la fixation de CTCF et YY1 dans des cellules ES femelles a celle des MEFs
femelles (Navarro et données personnelles).

Dernierement, le facteur de pluripotence Oct4 a aussi été impliqué dans la régulation de Tsix,
au vu de la baisse transcriptionnelle de ce dernier lors de 1’utilisation de siRNA anti-Oct4 dans
des cellules ES femelles 4 jours post-différenciation en EBs (Donohoe et al., 2009). Ces
résultats pourraient s’expliquer par 1’observation d’une faible fixation du facteur de
pluripotence a un site légerement (environ 700pb) en amont de DxPas34 connu pour fixer
CTCF et YY1 (le site E). Ils laisseraient aussi supposer I’existence d’un modele intéressant ou
Oct4 régulerait négativement 1’expression de Xist par deux mécanismes distincts : une fixation
directe dans I’intron 1 de Xist menant a une répression transcriptionnelle directe, ainsi qu’une
fixation dans DxPas34 et Xite ayant comme effet de stimuler I’expression de 7T'six qui réprime
Xist post-transcriptionnellement (voir les chapitres suivants) (Navarro et al., 2005 et al., 2008,
Donohoe et al., 2009). Cependant, cette fixation n’a jamais été observée par Navarro et al.
(voir I’ Article, p186).

La fixation d’Oct4 et CTCF ne semble pas étre uniquement impliquée dans la régulation
transcriptionnelle de 7'six mais pourrait également jouer un réle important dans le phénomene
d’appariement des chromosomes en frans médié par la région Xite/ DxPas34 qui a lieu juste
avant I’initiation de I’inactivation (Xu et al., 2006 et al., 2007, Donohoe et al., 2009) (voir le
chapitre : « Choix », p15). En effet, la déplétion de CTCF ou d’Oct4 semble diminuer la
proportion de cellules dans lesquelles on observe du « pairing » lors de I’initiation de la
différenciation dans les cellules ES femelles (Xu ef al., 2007, Donohoe et al., 2009). Cependant
de maniére surprenante, cette méme €quipe observe que lors d’une déplétion d’Oct4, non
seulement ’appariement en frans n’a plus lieu, mais aussi que les deux chromosomes X

initient leur inactivation dans environ 20% des cellules (ceci n’étant pas observé dans des
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cellules déplétées de CTCF) soulignant un biais sévere du comptage.

Ces observations nous amenent donc a nous interroger sur I’effet exact de CTCF et Oct4 a ce
locus. Sachant que CTCF affecte aussi le pairing sans pour autant modifier le comptage, il
semblerait qu’OCT4 soit impliqué dans ces deux phénomenes de mani¢re indépendante.
L’inconvénient majeur des expériences de déplétion par siRNA est qu’elles dépletent
I’ensemble du génome en fixation de la protéine visée, ne permettant pas de savoir si I’effet
observé est dii a I’absence de la protéine au site candidat ou s’il est dii a une absence de
fixation autre part. Et c’est exactement le cas de la fixation d’Oct4 dans la région
Xite/DxPas34, pour laquelle nous ne pouvons pas savoir si le biais de comptage des
chromosomes X et donc une surexpression de Xist de maniere biallélique est due a ’absence de
répression directe de Xist (a travers sa fixation de son intron 1) ou a I’absence d’activation de
Tsix (a travers sa fixation dans Xite/ DxPas34), ou encore si les deux n’agissent pas de manicre
synergétique. Une derniere possibilité pour expliquer ces résultats serait qu’au vu des
nombreux sites de fixation pour ces protéines a travers le génome ainsi que leur role
prépondérant dans la pluripotence (pour Oct4) et la régulation génique (pour Oct4 et CTCF),
il est fort possible que de les dépléter au niveau de la cellule entiere induise des artéfacts dus a
des modifications physiologiques/métaboliques de la cellule lors de son entrée en apopotose,

par exemple.

iv. Xite
Comme nous avons pu le voir au cours des chapitres précédents, un autre locus semble étre
impliqué dans la régulation transcriptionnelle de 7six ainsi que dans la transvection des deux
alleles du chromosome X lors de I’initiation de I’inactivation : le locus Xite. Il se trouve a
environ 15kb en aval du promoteur majoritaire de 7six, s’étend sur environ 6kb et est situé¢ au
niveau de sites initiateurs de transcription antisens intergénique, I'un de ces sites
correspondant au promoteur minoritaire de 7'six (Ogawa & Lee, 2003) (Figure 22). De maniere
similaire a DxPas34, il est aussi la source de transcription bidirectionnelle mais uniquement
dans les cellules ES, la fonction de ce phénoméne étant actuellement encore inconnue. Le fait
de bloquer la transcription anti-sens émanant de Xite (donc potentiellement le transcrit mineur
de Tsix) n’altere en rien le role de Xife dans la régulation de Tsix (Ogawa & Lee, 2003,

Stavropoulos et al., 2005). En corrélation avec sa fonction de régulateur transcriptionnel de
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Tsix, D’expression de cette transcription antisens intergénique originant de Xite décroit
parallelement a celle de Tsix en cours de différenciation des cellules ES males et femelles, leurs
sites de méthylation différentielle étant d’ailleurs méthylés de la méme maniere selon les tissus
(hypométhylés dans les cellules ES et hyperméthylés dans les EBs) (Ogawa & Lee, 2003 ;
Boumil et al., 2006). Cependant ces mémes sites sont hyperméthylés dans les cellules
spermatiques (dont le X est inactivé) mais hypométhylés dans les oocytes (dont le X est
actif), ceci semblant logique par rapport a I’expression de Xist dans ces cellules et constituant
par la méme occasion une forme potentielle d’empreinte parentale pour I’inactivation
empreintée (Boumil et al., 2006). Toutefois, la délétion de Xite semble indiquer que son role
est de maintenir ’expression de Tsix sur le futur Xa lors de I’initiation de I’inactivation,
I’expression de Tsix étant plus rapidement perdue sur I’allele muté que sur I’alléle sauvage lors
de ’induction de la différenciation (Ogawa & Lee, 2003), aidant ainsi & maintenir la répression
de Xist sur cet allele une fois le choix effectué. La mutation induit donc un biais dans le choix
de lallele qui sera inactivé, favorisant naturellement celui dans lequel 7six sera moins
efficacement exprimé, mais ce biais n’est pas total, I’X sauvage étant parfois inactivé.
Contrairement aux autres mutations de la région (qui engendrent un biais total) (Penny et al.,
1996 ; Marahrens et al., 1997 ; Lee et al., 1999 ; Luikenhuis ef al., 2001 ; Clerc & Avner,
1998 ; Morey et al., 2001), la délétion de Xite semble plutot influencer la probabilité, par un
mécanisme en cis, avec laquelle un chromosome X va étre inactivé, ceci laissant entrevoir la
possibilité que Xite pourrait €tre un candidat pour Xce.

De maniere similaire & DxPas34, le locus Xite contient aussi plusieurs sites d’hypersensibilité
a la DNase I régulés développementalement, certains de ces sites étant aussi fixés par CTCF et
Oct4, les conclusions obtenues par rapport a DxPas34 suite a la déplétion de ces protéines
¢tant donc identiques. Par contre, Donohoe et al. décrivent aussi une faible fixation de la
protéine Sox2 (aussi impliquée dans 1’établissement d’un état de pluripotence au sein de la
cellule) au niveau de Xite (Donohoe et al., 2009). L’influence de cette protéine sur I’expression
de l’antisens ne semble cependant pas définie. En effet, lors d’un test d’expression de la
luciférase sous le contrdle du promoteur de 7six et de Xite, la délétion du site de fixation de
Sox2 (tout comme celui d’Oct4) semble engendrer une forte répression de 7six dans des
cellules ES males indifférenciées, indiquant donc que ces protéines semblent influer sur la

surexpression de 1’antisens. Mais curieusement, lorsque Sox2 est déplétée par interférence
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dans des cellules femelles a jour 4 de différenciation (par formation d’EBs), I’expression de
Tsix et de Xite augmente d’un facteur 2. Il semblerait donc que Sox2 influe sur un autre
mécanisme ou a partir d’un autre site de fixation, de manicre a réprimer 1’antisens, ce
mécanisme étant apparemment dominant par rapport a ’effet de Xite. 1l est aussi possible que
le fait d’effectuer ces expériences dans des types cellulaires différents influe sur les résultats,
le réle de Sox2 sur I’expression de Tsix pouvant varier au cours du développement ou entre les

SEXESs.

Concernant le rdle de la fixation de CTCF et Oct4 au niveau de Xite dans le « pairing », avec
les données actuellement disponibles, nous n’avons aucun moyen de savoir si c’est la fixation
de ces protéines a DxPas34 ou a Xite qui influe sur ce phénomene. La région promotrice de
Tsix, DxPas34 et Xite arrivent donc tous a engendrer un pairing ectopique entre chromosome
X et autosome (contenant le transgéne) dans les ES femelles mais seul le transgeéne Xite a su
recréer une interaction en trans chez le male (mais sans pour autant initier I’inactivation, dans
les deux cas) (Lee, 2005, Xu et al., 2006 et al., 2007), indiquant peut-&tre une plus grande
importance de cette région au sein de la transvection. Cependant, en délétant Xite dans les
cellules sauvages, I’interaction entre les deux alléles n’est que retardée et non abrogée. D’autres
parties du X/C semblent donc nécessaires pour récapituler I’inactivation dans les cellules
trangéniques des deux sexes (voir le chapitre : « Choix », p15). Ces expériences témoignent
aussi de 'importance de ce genre d’interactions en trans dans I’initiation de l’inactivation,
laissant supposer un role essentiel de ce phénomene dans le choix et le comptage.

Ces ¢léments en 3’ de Xist semblent aussi étre impliqués dans une derniére fonction qui
pourrait étre reliée aux observations évoquées dans les paragraphes précédents. En 2008, Tsai
et al. ont réalisé la premicre étude par 3C (pour « Chromosomal Conformation Capture »)
(une technique permettant de visualiser les interactions inter-loci) dans la région de Xist/Tsix
(Tsai et al., 2008). Dans cet article, les auteurs décrivent deux domaines de structure
chromatinienne distinctes, I’un concernant une interaction entre la région promotrice de 7six et
Xite et I’autre correspondant a une interaction entre Jpx et le promoteur de Xist, les deux étant
régulées de manicre développementale, les interactions semblant toujours plus importantes
dans les cellules femelles a jour 0 qu’a jour 10 de différenciation en EBs. Le moment de

formation de ces domaines corrélant a peu pres avec le moment du pairing des deux
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chromosomes X lors de I’initiation de I’inactivation pourrait faire croire a une liaison entre les
mécanismes, une certaine structure chromatinienne étant peut-€tre nécessaire a une interaction
en trans opérationnelle. Par ailleurs, la protéine CTCF semblerait €tre un trés bon candidat
pour médier ces interactions en cis (et en trans) de par son implication dans des phénomenes

similaires a d’autres loci (Kurukuti ef al., 2006, Ling et al., 2006, Splinter ef al., 2006).

En résumé, le transcrit non-codant antisens 7six semble est exprimé de mani€re opposée a
I’expression de Xist au cours de I’embryogénese précoce puis tardive (ou 7six n’est plus
exprimé). La régulation de 1’antisens semble majoritairement étre médiée par deux sites, chacun
de part et d’autre du promoteur majoritaire, chacun contenant un il6t CpG, des sites
d’hypersensibilité¢ a la DNase développementalement et différentiellement orchestrés et une
activité transcriptionnelle bi-directionnelle : le minisatellite DxPas34 et le locus de
transcription intergénique Xife. Diverses mutations du promoteur majoritaire de 7six et/ou des
ses deux «emhancers» ont démontré I'implication de ces ¢€léments dans 1’expression
transcriptionnelle de D’antisens et a travers cela, dans I’initiation de I’inactivation du
chromosome X.

Il est donc maintenant temps de se pencher sur le rdle fonctionnel de 7six au sein de
I’inactivation et plus précisément de voir comment ce dernier, ainsi que plusieurs autres

facteurs, régulent ’expression de Xist.

VI. Régulation de Xist

Je me permets d’insérer ici une revue que j’ai pu rédiger au cours de mon doctorat pour le
magazine Biofutur (n°304, novembre 2009), afin de présenter certains aspects de la régulation
de Xist sous un aspect quelque peu "vulgaris¢". Cependant, par la suite, je reprendrai les
différents points abordés au cours de cet article en les détaillant davantage, permettant ainsi au

lecteur d’acquérir une vue d’ensemble du processus avant d’en voir les détails.
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X-plications sur le confrole

de I'inactivaion ;

la requlation du gene Xist

Le gene Xist est central a Uinactivation du chromosome X. Pour
apprébender la régulation de ce processus, il est donc essentiel de
comprendre comment 'expression de Xist est contrélée de maniére fine
et efficace au cours de la mise en place et du maintien de I'inactivation.
Si certains acteurs, comme des facteurs développementaux et un transcrit
antisens a Xist sont déja connus, d’autres restent a découvrir, en
particulier chez des espéces de mammiféres encore peu étudiées.

ans chaque cellule d'une femelle mammifére adulte,
un des deux chromozomes X est aléatoirement inac-
tivé — transcriptionnellement étcint — dans sa
quasi-intégralité. Uinactivation du chromosome X
cst la réponsc trouvde par I'évolution pour pallicr la diver-
gence gonosomique entre male (XY et femelle (XX,
Ce phénoméne met ainsi les deux sexes sur un pied
d'égalité en limitant la quantité de transcrits provenant
des chromosomes X préscnts dans les cellules femelles.

L'inactivation, un processus dynamigue

L’inactivation du chromosome X sc met en place trés
tot au cours de 'embryogenése. Chez la souris, orga-
nisme modéle pour 'étude de I'inactivation, elle sc
déroule en plusicurs étapes (figure p.29). La premitre vague
d'inactivation, qui touche systématiquement le chromo-
some X d’origine paternclle (Xp), débute rapidement
aprés la fécondation et perdure dans les tissus extra-
embryonnaires. Aumoment de Pimplantation, alors que
sc séparcnt les lignages embryonnaires et extra-cmbryon-
naires, une transition importante sc produit dans la masse
cellulaire interne (MCI). En cffet, dans ces cellules
capables de générer tous les tissus de I'embryon, et donc
considérées comme pluripotentes, I'Xp est réactivé ct les
deux chromosomes X sont actifs. Les cellules souches
embryonnaires (CSE) femelles, dérivées de la MCl et
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pluripotentes eclles aussi, mainticnnent également leurs
deux chromosomes X actifs. La différenciation de ces
cellules pluripotentes in vitro, tout comme celle de la
MCI au cours du développement, s’accompagne d'une
vague d'inactivation aléatoire qui concerne cctte fois soit
I"Xp, soit I'X maternel (3{m). Les CSE représentent ainsi
un modéle de choix pour I'émde de Pinactivation aléa-
toire. Une fois mise en place, I'inactivation aléatoire
est stable et héritée de maniére clonale au cours des divi-
sions cellulaires succes-sives, & I'exception des cellules de
la lignée germinale dont X sc réactive avant U'entrée en
méiose.

Le géne Xist contrdle I'inactivation

L’acteur principal de U'inactivation est un géne du
chromosome X, Xist (X- inactive specific transcript)
(figure p. 30). Celui-ci produit un long ARN non codant
{ARINnc) qui reste au scin du noyau et, lorsqu'il est pro-
duit en quantité suffisante, recouvre le chromosome X
i partir duquel il est transcrit pour Pinactiver. Xist
est absolument essenticl & 'inactivation : un chromo-
some X portant unc version mutante de Xist nc peut
jamais étre inactivé (1). En revanche, 'expression forcée
d'une copic de Xist artificicllement placée sur un autre
chromosome induit Pinactivation de cc dernier (2). Etant
donné son réle primordial dans I'inactivation, il n'est
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Dynamique de I'inactivation du chromosome X

au cours de ’embryogenése précoce

0

Réactivation du Xi
dans I'CM
Réactivation du Xi
Inactivation dans lesPGCs
P aléatoire
Inactivation dans I'MCI
du Xp
Stade Moruta Basincyste Blasiooyste Embryon
2 celules précoce tardif poat-implantatoire

‘pr}(m

En vert, les tissus extra-embryonnaires ; en jaune, les cellules de la masse inteme qui donneront l'embryon proprament dit.

pas surprenant de constater que I'expression de Xist

varic considérablement au cours de 'embryogenése pré-

coce. La découverte des factcurs contrélant son
expression est donc une étape essenticlle pour com-

prendre comment inactivation du chromosome X

s'établit. Le premicr facteur i intervenir dans P'initiation

de I'inactivation, et donc dans la régulation de Xist, est
le nombre de chromosomes X présents dans la cellule.

En cffet, Punique chromosome X du mile n’cst jamais

inactivé et il faut au moins deux X pour que I'inact-

vation se mette en place. 8il'on ne comprend pas encore
trés bien comment la cellule arriver & compter, on sait
en revanche que I"organisation nucléaire, et plus pré-
cistment l'existence d'une interaction physique transitoire
cntre les deux chromosomes X de la femelle, est unc
étape importante 4 la misc en place du processus {voir

I'article p. 32).

Dutre cet aspect, la régulation de Xést implique donc

essenticllement deux paramétres :

® lc tawx d’cxpression : des niveaux élevés d’ARN Xist
doivent &tre produits pour permetire 'inactivation du
chromosome en cis* ;

* 'origine allélique du transerit : chez les femelles, Xist
ne doit étre exprimé qu'a partir d'un des deux
chromosomes X afin que Pautre soit maintenu dans
un ¢état actif.

Des facteurs dwglu%pementaux .
contrilent I'inactivation en régulant Xist

Bien que 'inactivation du chromosome X soit extré-
mement dynamique durant les étapes précoces du
développement, les périodes pendant lesquelles les deux
chromosomes X de la femelle sont actifs sont trés
limitées. Scules les cellules pluripotentes, présentes de
manitre transitoire dans 'embryon, semblent tolérer
la préscnce de deux X actifs. En cffet, au cours du
développement, 'inactivation n'est réversible de maniére
spontanée qu'en deux occasions : dans la MCI et dans
les cellules germinales primordiales, deux types

ccllulaires pluripotents. De plus, dans le cas de cellules
femelles, la perte de pluripotence qui se produit lors
de la différenciation ccllulaire s’accompagne de
I'inactivation d'un des chromosomes X. Enfin, la
dédifférenciation (reprogrammation artificiclle) de
cellules somatiques femelles en cellules pluripotentes
icellules pluripotentes  induites par exemple)
s'accompagne de la réactivation du chromosome X
initialement inactif (3}

Toutes ces observations suggérent done un lien inverse
entre inactivation du X et pluripotence. La nature de
ce lien a €té mise A jour en 2008 par Pablo Navarro
ct ses collégues de I'Institut Pasteur et du Medical
Research Council d'Edimbourg (4) qui ont démontré
que trois facteurs de transcription cssenticls pour I'état
pluripotent, Oct3/4, Manog et Sox2, sont dircctement
impliqués dans la régulation de Xist.

Cette €tude a montré que ces trois facteurs interagis-
sent physiquement avee le géne Xist dans les cellules
pluripotentes, oil ils sont simultanément exprimés et
ol Xist est réprimé. expression de ces facteurs étant
spécifique des cellules indifférenciées, cette fixation est
naturellement perduc une fois la différenciation
cellulaire enclenchée et P'inactivation initiée. Une abo-
lition rapide et simultanée de la fixation de Oct3/4,
Manog ct Sox2 au niveau de Nist dans un contexre
artificicl induit une expression importante de ce dernier
ct ce, méme dans des cellules miles, dans lesquelles
Xist n'est normalement jamais exprimé. Ces résultats
démontrent que Manog, Oct3/4 et Sox2 sont
des répresscurs cssenticls de Xist qui agissent en
synergic pour coupler Pinactivation 4 la pluripotence
(figure p. 31}

5i ces données 'intégrent parfaitement dans I'inacti-
vation aléatoire, le réle (s'il existe) des facteurs de
pluripotence au cours de I'inactivation préimplantatoire
n’est pas encore défini (5). Toutefois, ces découvertes
prodigicuscs permetient d’ores et déja d'établir un
premicr lien moléculaire entre le développement embryon-
naire, la différenciation cellulaire et Pinactivation du
chromosome X.
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Un transcrit antisens participe
a la régulation de Xist

Lies facteurs de pluripotence jouent done un réle impor-
tant dans le contréle du niveau d'expression de Nist.
1ls ne sont cependant pas les seuls régulateurs connus.
Un transcrit antisens & Xist, nommé Tsix, dont la région
transcriptionnelle recouvre intégralement celle de Xist
(figure p.30), jouc également un role prépondérant dans
la régulation de celui-ci.

Au cours du développement, "expression de cet antisens
est principalement restreinte aux cellules pluripotentes
de la masse interne, quand I'Xp est réactivé et les denx
chromosomes X actifs. Lorsque ces cellules commencent
a se différencier, Pexpression de I'antisens est fortement
réduite sur le futur X inactif (Xi) de maniére concomi-
tante & Paugmentation de Xis# sur oc méme chromosome.
Sur I'X qui restera actif (Xa), I'expression de Tsix
persiste provisoirement puis s'arréte. DNaprés ces don-
nées ainsi que plusicurs études basées sur diverses
mutations de Tsix, cclui-d semblerait bien étre un répres-
scur supplémentaire de Xit, qui agirait cetic fois cn cis.
Cependant, il aura fallu attendre 2006 pour connaitre
avec précision le niveau auquel agit cet ARNnc. A cetre
date, plusicurs équipes ont démontré que cette répres-
sion s'effectuc 4 plusicurs niveaux (6). Unc des
conséquences de la perte de Tsix est une augmentation
significative des transcrits Xist. Cependant, la trans-
cription de Xist nc semble pas en étre affectée,
cc qui suggére que Tséx jouc un role au niveau de la
stabilité de I"ARN Xist, en favorisant par exemple sa
dégradation par des mécanismes encore inconnus.

Tsix posstde également des activités de remodelage de la
chromatine qui touchent "ensemble de sa région trans-
crite et plus particulitrement la région promotrice de Xist
(figuws p. 31). Dans la mesure oil, au moment de la réver-
sion de I'inactivation du Xp, Taex est produit par les deux
chromosomes X actifs dans les cellules de la ML, il
établit un profil chromatinien identique au niveau du
locus sur les deux alléles. Dol hypothése que cette acti-
vité joucrait un réle cssentiel dans la transition entre
les inactivations préimplantatoire spécifique du Xp ct
post-implantatoire aléatoire, en « effagant », au niveau
de Xist des marques chromatinicnines asymétriques asso-
cifes i cetie premicére forme d'inactivation. Suite 3 ccla,
la cellule serait donc apte & faire un « choix aléatoire »
quant au chromosome X 4 inactiver.

Par son activité de remodelage de la chromatine au niveau
du promoteur de Xist, Tséx joue aussi un réle prépon-
dérant dans ce choix (7). Dans cctte région, il induit une
structure de type répressif. En Pabsence de Toix, la région
acquicrt donc une conformation permissive a une
transcription éventuclle. Lors de l'initiation de 'inacti-

vation aléatoire, 'extinction transcriptionnelle de Tsix
sur un des deux alléles génére une asymétric chromati-
nicnne au niveau du promoteur de Xist, la structure la
plus favorable 4 Iactivation de Xist sc retrouvant sur le
chromosome sur lequel Tsix n'est plus exprimé (figure ci-
cantre). Lamanizre dont ces modifications ini

sont engendrées reste inconnue mais dewx types de méca-
nismes peuvent étre évoqués, Le premicr fait intervenir e
transcrit, potenticllement via lc processus d'interférence a
ARN. Le second suppose que les modifications sont faites
de maniére concomitante 2 la transcription grace 4 des
interactions directes entee la machinerie de transcription
et les modificateurs d*histones.

D'autres facteurs interviennent
pour acliver Xist

Xist est done tout a [a fois soumis aux activitgs de remo-
delage de Tsex, qui exeree ainsi un contrale allélique
sur son cxpression, et & des facteurs de pluripotence,
qui régulent scs niveaux d’cxpression cf assurent le
couplage moléculaire entre 'inactivation du chromo-
some X ct le développement embryonnaire. Ces factours
intervicnnent principalement au niveau de la répres-
sion de Xist et, étonnamment, nous n'avons que peu
de données concernant I'activation de ce dermier. Seuls
deux facteurs candidats, YY1 et CTCF, dont le role
dans l'activation transcriptionnelle de Xist cst encore
mal défini, ont éeé¢ décrics (8,9)

Trés récemment, le groupe de Takashi Sado, 4 PInstitut
national de génétique du Japon, a apporté un éclaircis-
sement nouveau sur le réle d'une région de Xist: la
répétition A (10} Cette région répétée située dans le pre-
mier exon de Xist (fipwe ci-dessous) était connue comme
la région responsable du pouvoir inactivant de cet
ARNnc (11). En'absence de cette région, PARN Xist cst,
cn cffet, capable de recouvrir le chromosome mais pas
d’induire son inactivation. Grice 4 une érude in vivo chez
des souris portant une délétion de la répétition A, Sado ct
ses collaborateurs ont fait érar d'un réle de cette région
dans la régulation de Xist. En accord avec le role initial
de cetre régiorn, chez des souris mutantes, le chromosome
portant la mutation ne peut étre inactivé, Cependant, ot
de maniére surprenante, cc phénomeéne n'cst pas li¢ cnsol
a un probléme d'inactivation mais & une expression trés
faible de Xist qui pourrait s"expliquer par le fait que, paral-
lelement, Tsix est anormalement exprimé. Ainsi, le réle
joué par la répérition A dans le contréle de Xist serair indi-
rect ot passcrait par 'antisens Tsfx. Les mécanismes de
cette nouvelle régulation sont pour 'henre inconnus mais
ces données soulignent I'importance de connaitre la régu-
lation de Tsix pour comprendre celle de Xist.

Schéma du locus Xist/Tsix

Promoteur de Xist

DxPas3d

\Jﬂ |

Promoteur de Tsix
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Régulation de Tsix

Comme dans le cas de Xist, la régulation de Tsix est
complexe et contrblée par plusicurs €léments. Outre la
répétition A, dont la fonction régulatrice de Tsix réoem-
ment révélée cst encore mal connue, deux régions situées
respectivement en aval et en amont du promoteur de
Tsix jouent des réles activatcurs : la région répétée
DX Pas34 (Mgure 2) (12) et la région Xite | X-inactivation
intergenic transcription element, fipre 2) (13). On trouve
au scin de ces deux régions de nombreux sites de
fixation de plusicurs factcurs qui contrélent ainsi
’cxcpression de Tsex. Il est intéressant et frappant de
constater que nombre de ces facteurs participent éga-
lement directement 4 la régulation de Xist. Cestle cas
en particulicr des protéines YY1 et CTCF. De plus, trés
récemment, ['équipe de Jeannic Lee, de la Harvard
Medical School, a suggéré que le facteur de pluripotence
Oct3/4 (voire Sox2| joucrait également un role d’ac-
tivateur transcriptionnel de Tsix en se fixant au niveau
de DX Pas34 et de Xite (14).

CTCF intervient donc 4 la fois dans la régulation de
Xist et de son antisens Teiv. Une des particularités fonc-
tionnelles de cetre protéine est qu'elle intervient dans
|'organisation tridimensionnelle de la chromatine (15),
permettant ainsi de mettre en contact des régions du
génome physiquement distantes. La fixation de CTCF
i plusicurs endroits stratégiques du locus Xist/ Tsix
{promoteur de Xist, DXPas34, Xite) suggére ainsi
qu'une partic de la régulation reanscriptionnelle de
Xis#Tefx pourrait passer par le remodelage de la
confoermation chromatinienne environnante. Afin d'éru-
dier cette poasibilité, une premiére étude a été menée
par I'équipe de Jeannic Lec en se scrvant de la tech-
nique 3C (chromosomal conformation capiture) (16).
Les données obtenues, bien qu'étant trés difficiles &
interpréter du fait de la proximité des sites observés,
nous confortent dans I'idée d'interactions entre les dif-
térentes régions jouant un réle dans la mise en place
de P'inactivation du chromosome 3. Prometteuses, ces
avancécs nécessitent néanmoins d’&tre approfondics
de maniére & pouvoir établir un modéle dynamique
tiable des remaniements chromatiniens se déroulant
au cours de I'inactivation.

Conservation des mécanismes
au cours de I'évolution

L’inactivation du chromosome X est un processus que
l'on retrouve chez tous les mammiféres, 3 'exception des
monotrémes (voir p. 38). On reléve cependant des
différences phénotypiques ot mécanistiques plus ofi moins
séveéres entre les espéces dont la plus frappante concerne
les marsupiaux, chez lesquels 'inactivation se produit
en ['absence de géne Xist.

Bicn que Xist soit responsable de l'inactivation aléatoire
chez tous les mammiféres placentaires, les mécanismes
contrélant son expression au scin des organismes autres
que la souris, considérée ici comme organisme référent,
demeurent encore peu connus.

Chez ’humain, & 'inverse de la souris, 'inactivation
semble aléatoire méme dans les tissus cxtracmbryon-
naires. La présence d'un homologue fonctionnel de Teix
est également controversée. Il est probable que ces
différences refletent "existence d'un réseau de régula-
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Larrivée des CSE humaines comme modéle d'éude est
trés prometteuse, méme si les données préliminaires
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CSE indifférenciées et pluripotentes.

["aprés nos hypotheses sur la fonction du Tsix murin
dans la transition entre inactivation préimplantatoire
biaisée et inactivation aléatoire, et du fait de incerti-
tude concernant 'existence d'un antisens humain,
il scrait tentant de corréler chez homme I"absence simul-
tanée de Tiix et d’inactivation biaisée.

L.e modéle bovin tend 3 infirmer cetre hypothése, puisque
les données récentes indiquent 'existence d'une inac-
tivation biaisée préimplantatoire en absence d'un
antisens analogue i celui déerit chez la souris. Les don-
nées disponibles pour cette cspéce sont cependant trés
préliminaires et des études supplémentaires devront étre
menées avant de pouvoir conclure définitivement sur
ces deux aspects.

5i de nombreuses questions demeurent, tous ces
excmples tendent & montrer qu'il existe des divergences
importantes entre espéces. Une connaissance appro-
fondic des mécanismes contrélant Xist dans différentes
cspices cst done essenticlle pour appréhender, d'un
point de vuc évolutif, leur conservation ct, par-la méme,
la plasticité avec laquelle une finalité, ici I"inactivation
d'un chromosome X, peut étre atteinte, @
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a. Régulation de Xist par Tsix

Comme nous avons pu ’entre-apercevoir au cours de cette introduction, I’expression de 7six
semble anti-corréler parfaitement celle de Xist dans tous les types cellulaires étudiés (a part
lors des stades tardifs des PGCs ou ni Xist, ni Tsix ne sont exprimés). De nombreuses
expériences ont d’ailleurs montré que toute mutation engendrant une transcription incorrecte
de ’antisens permet la surexpression de Xist en cis, et ce, aussi bien dans les cellules ES males
que femelles (Clerc & Avner, 1998 ; Morey et al., 2001, 2004 ; Luikenhuis et al., 2001 ;
Vigneau et al., 2006 ; Sado et al., 2002 ; Sado et al., 2001 ; Lee et al., 1999 ; Shibata & Lee,
2004 ; Sun et al., 2006).

Afin d’¢étudier la maniére dont 7six établit cette répression, plusieurs équipes ont cherché a
caractériser les marques épigénétiques du locus Xis#/Tsix, en se focalisant sur la région
promotrice de Xist (ou I’exon 4 de Tsix), au sein de cellules ES sauvages et de cellules ES

chez qui la transcription de 7six est bloquée (Navarro et al., 2005 et al., 2006, Sun et al.,

2006, Sado et al., 2005, Ohhata et al., 2008, Shibata & Yokota, 2008).

i.  Régulation post-transcriptionnelle de Xist par T'six

L’¢tude de la lignée ES male mutante Ma2L, contenant une séquence d’arrét transcriptionnel
en amont du promoteur de 7six, empéchant ainsi la transcription antisens d’atteindre le gene
Xist, et de sa lignée controle MalL (Luikenhuis ef al., 2001), a permis a Navarro ef al. d’établir
que I’expression de Tsix joue un rdle de répresseur post-transcriptionnel vis-a-vis de Xist
(Navarro et al., 2005).

Avant la parution de cet article, le promoteur P2 était supposé €tre le promoteur principal de
Xist au vu du nombre plus important de transcrits provenant de celui-ci (Johnston et al.,
1998), s’ajoutant a ceci, la sur-expression de Xist en cours de différenciation était censée étre
liée a la stabilisation du transcrit pendant ce processus (Panning ef al., 1997, Sheardown et al.,
1997).

Navarro et al. ont cependant démontré, grace a des expériences d’immunoprécipitation de la
chromatine (ChIP), que la machinerie de transcription (dont TFIIB, RNApolll, TFIIA, TFIIE,
TFIIF, TFIIH) n’est pas recrutée aux promoteurs de Xist dans les cellules indifférenciées
mutées (Ma2L) par rapport au niveau basal présent dans les cellules controles (MalL), et ce,

malgré une forte augmentation du nombre de transcrits Xist (visibles par FISH et RT-PCR)
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suite a la mutation de ’antisens. En 2006, Sun et al. ont confirmé I’absence d’augmentation de
transcription de Xist dans des cellules ES males mutées pour Tsix par des expériences de
« run-on » (Sun et al., 2006). Ceci nous indiquant que Tsix régule bien Xist mais au niveau

post-trancriptionnel (Figure 23).
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Figure 23 : Schéma de I’analyse transcriptionnelle de cellules ES méiles tronquées ou

pas pour Tsix en cours de différenciation. Les cellules Ma2L portent un signal d’arrét
transcriptionnel 4kb en aval du promoteur de T7six. MalL sont les cellules controle
correspondantes. (A) Schéma des résultats obtenus par analyse par ChIP de la distribution d’ARN
polymeérase II et de TFIIB au sein du locus Xist/Tsix dans MalL et Ma2L. (B) Analyse par FISH de
I’expression de Xist dans les cellules MalL et Ma2L démontrant une surexpression de son
transcrit, mais régulé de maniére post-transcriptionnelle par 1’antisens.

Ces observations supputent malgré tout Dexistence d’un mécanisme, agissant
indépendamment de 7six, qui réprimerait Xist transcriptionnellement, et ce, de manicre
développementale (agissant uniquement au stade indifférencié), le PIC (pour « Pre-Initiation
Complex ») étant recruté a Xist seulement lors de la différenciation cellulaire.

La mani¢re dont s’effectue cette régulation post-transcriptionnelle demeure encore
mystérieuse. Mais dans le but de discriminer entre un effet de I’action de la transcription de
Tsix a travers Xist ou d’une action du transcrit méme, les expériences de Shibata et Lee
proposent que le phénotype li¢ a la délétion de Tsix ne peut €tre réverté lors de I’introduction
d’un ADNCc exprimant sa version épissée (Shibata & Lee, 2004) indiquant donc une nécessité
du passage de la transcription. Cependant, ces expériences ne permettent malheureusement
pas de discriminer entre le fait que la transcription de 7Tsix a travers le géne Xist pourrait €tre

nécessaire a sa régulation, que le mécanisme de répression serait couplé a la machinerie

d’épissage ou encore que le transcrit 7six non-épiss¢€ (qui est d’ailleurs la forme majoritaire)
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pourrait étre nécessaire a ce processus. Certaines de ces lacunes ont été contournées par des
expériences de Sado et al., qui ont délété¢ le site accepteur d’épissage de 1I’exon 4, afin
d’analyser la nécessité de 1’épissage de I’antisens dans la régulation de I’expression de Xist
(notamment médiée par le contexte chromatinien de sa région promotrice) (Sado et al., 2006).
De manicre similaire a Shibata et Lee, Sado et al. proposent que 1’absence de Tsix sous sa
forme épissée n’influe aucunement sur la répression de Xist médiée par Tsix ou sur la
configuration chromatinienne caractéristique du promoteur de Xist (Sado et al., 2006).
L’hypothése de la nécessité de la transcription de Tsix plutdt que son transcrit a aussi été
privilégiée par Ohhata et al. (Ohhata et al., 2008) qui n’ont pas observé d’effet répressif de
Tsix sur Xist dans leur lignée mutante pour 7six, malgré le fait que 93% de I’antisens étaient
transcrit, bien qu’évidemment les 7% restants correspondant a la région promotrice de Xist
pourraient naturellement représenter une source de transcrits d’une importance capitale dans
I’hypothése d’interactions entre les transcrits sens et antisens.

Une des possibilités pour expliquer cette répression consisterait en la déstabilisation des
transcrits Xist par Tsix, telle que ce qui avait été propos€ par Panning et Sheardown, toutefois
ces données ont été remises en cause par le laboratoire de Jeannie Lee, qui n’observe aucune
modification de la stabilité de I’ARN Xis¢, que ce soit entre 1’état indifférencié-différencié ou
bien entre les cellules mutées ou non pour 7six (Sun ef al., 2006). Toutefois, cette analyse de
stabilité ne porte que sur les transcrits totaux de Xist mais ne prend pas en compte ses formes
épissées ; or, il a ét€ montré que ’abondance des transcrits Xist dans des cellules ES femelles
différenciées pouvait étre régulée au moment de leur maturation par la voie NMD (pour « non-
sense RNA mediated decay »). Plus spécifiquement, la voie NMD est requise pour 1'obtention
de transcrits €épissé€s, mais n'a pas d'effet sur le niveau des transcrits non épissés de Xist
(Ciaudo et al, 2006). La modification de la stabilit¢ d’ARNs Xist épissés est donc

envisageable, soit par le systeme NMD, soit par un mécanisme encore inconnu de 7’six.

ii. ARNi
D1t au fait que I’exon 4 de Tsix se superpose a la région promotrice de Xist et que celui-ci est
transcrit en faible quantité dans les cellules ES males comme femelles, une des questions les

plus débattues dans le domaine de I’inactivation était de savoir si le phénomene de siRNA joue
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un rdle dans la régulation de Xist, soit en induisant des modifications épigénétiques directement
au niveau du promoteur, soit en déclenchant la dégradation de ses transcrits.

A T’heure actuelle, chez les mammiferes, il n’y a aucune preuve de I’existence d’un lien direct
entre la machinerie a ARNi ou de petits ARNs et I’établissement ou la maintenance d’un état
chromatinien hétérochromatique (constitutif ou facultatif), contrairement a chez d’autres
eucaryotes telles que les plantes ou la drosophile. Afin de savoir ce qu’il en est vraiment, ces
dernieres années, plusieurs équipes se sont attelées a prouver 1’existence de petits ARNSs liés a
I’inactivation du chromosome X ainsi que d’étudier le role de Dicer (responsable de la
formation de petits ARNs a partir d’ARN double-brin chez les mammiferes) a travers diverses
mutations de celui-ci (Ogawa et al., 2008, Nesterova et al., 2008, Kanellopoulou et al., 2009).
L’article d’Ogawa et al. est le seul, a ce jour, a prouver I’existence de petits ARNs issus de
duplexes Xist: Tsix. En effet, ce papier décrit I’existence de duplexes d’ARN double-brin entre
Xist et Tsix, ceux-ci étant majoritairement présents dans les cellules ES. Lors de I’entrée des
cellules en différenciation, la quantit¢ de ces duplexes diminue tandis qu’on observe
I’apparition de petits ARNs, baptisés xiIRNA, d’une taille de 24 a 42 nucléotides et provenant
de diverses localisations de Xist et des deux brins, dont le Repeat-A, I’exon 7 et la région
promotrice. Ces xiRNA deviennent de nouveau non-mesurables dans les cellules somatiques,
leur expression correspondant donc a la fenétre de I’initiation de I’inactivation du chromosome
X. Leur présence est aussi corrélée a la transcription de I’antisens, leur nombre chutant lorsque
Tsix est muté. De plus, bien que dans les cellules ES les duplexes soient produits a partir des
deux alleles, il semblerait que seuls ceux provenant du Xa soient ensuite dégradés en xiRNA en
cours de différenciation. L hypothese des auteurs étant que les duplexes sont initialement
formés a partir des deux alléles, puis lorsque le Xa va étre choisi en cours de différenciation, la
transcription de Tsix va se prolonger légérement plus longtemps sur cet alléle et engendrer la
formation de xiRNAs qui seraient responsables d’une répression transcriptionnelle du
promoteur de Xist en cis, de maniere similaire au TGS (pour « Transcriptional Gene
Silencing ») observé chez la levure (Grewal & Elgin, 2007, Volpe et al., 2002, Kim et al., 2006,
Morris et al., 2004). Les auteurs ont ensuite voulu savoir si ’enzyme Dicer avait un role dans
la fabrication de ces petits ARNs. Et bien que les observations d’Ogawa et al. tendent a
confirmer que cette enzyme pourrait jouer un role dans I’inactivation, les résultats et les

conclusions d’autres publications divergent quant a cette hypothese et laissent planer un
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doute de son implication dans ce phénomene. Ogawa et al. étudient en effet la fonction de
Dicer grice a des mutants Dicer”” au sein desquels ils expriment tout de méme cette protéine
de maniere faible (environ 5%) afin d’échapper a son phénotype létal lorsque totalement
absent. Dans ces cellules, ils observent une diminution des xiRNAs lorsque la différenciation
est induite ainsi qu’un manque de domaine de Xist et du marquage d’un des chromosomes X
par H3K27me3 caractéristiques du Xi, ceci malgré ’augmentation du nombre de transcrits Xis¢
aussi bien dans les cellules ES males que femelles corrélant avec 1’observation d’une
hypométhylation de ’ADN en 5° de Xist. Cette augmentation ectopique de Xist dans les
cellules ES n’est cependant pas maintenue en cours de différenciation, la quantité de transcrits
restant inférieure d’un facteur 10 par rapport aux cellules sauvages, ce qui pourrait expliquer
I’incapacité¢ a former des domaines et pourrait étre dii au fait que la différenciation de ces
cellules mutantes se fait excessivement mal (des quantités importantes de Oct4 et Nanog étant
encore présentes en fin de différenciation). Les auteurs effectuent ensuite une mutation
transcriptionnelle d’un des alléles de Tsix dans les cellules Dicer” et observent la réapparition
des domaines de Xist dans ces cellules bien que ceux de H3K27me3 demeurent absents. Dicer
pourait cependant aussi avoir un effet sur 7six, la transcription de 1’antisens n’étant jamais
aussi bien réprimé en cours de différenciation dans les cellules Dicer”” que dans les cellules
sauvages, ceci ¢étant méme observable, de maniere fort paradoxale, dans les cellules 7. six’
(peut-€tre di aux problémes de différenciation). La délétion de I’antisens sur un allele devrait
donc empécher la formation de duplexes en cis, corrélant avec I’hypotheése que I’X muté
devenant toujours étre le Xi. Cependant, dans un contexte Dicer’” on peut supposer que
I’augmentation de transcrits Xist soit due au fait que d’une part un des moyens de répression
du gene ait été retiré (7six) et d’autre part, qu’il n’y a plus de transcrits pris dans les duplexes,
ils peuvent donc tous participer a la formation d’un domaine.

Les deux autres équipes ayant étudié le role de Dicer dans I’inactivation du chromosome X
semblent lui accorder bien moins d’importance que ne le fait 1’équipe de Jeannie Lee. La
premiere étude, dirigée par Neil Brockdorff, observe que la transcription sens et anti-sens
passant par la région promotrice de Xist influence sa méthylation de I’ADN (une
surexpression en sens induisant une hypométhylation tandis que la transcription de 1’antisens
est bien connue comme induisant une méthylation de ’ADN au niveau du promoteur de Xist,

(voir le chapitre suivant) (Nesterova ef al., 2008). Cependant, bien que leurs expériences dans
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des cellules mutées pour Dicer engendrent une hypométhylation du promoteur de Xist ainsi
qu’une augmentation du nombre de transcrits dans les ES (de maniere similaire a 1’étude
d’Ogawa et al.), ce phénomene est observé a travers de nombreux loci de génes empreintés
(tels que HI19 et Igf2rAir) indiquant une perturbation globale de la méthylation de ’ADN,
contrairement a I’effet observé par Ogawa qui était restreint a Xist. Et se basant sur des articles
publiés précédemment stipulant que la mutation de Dicer engendre la réduction des
méthyltransférases d’ADN de novo (Dnmt3A et 3B), Nesterova et al. postulent que 1’effet de
Dicer sur Xist n’est pas direct mais passe plutdt par la régulation de ce dernier sur les Dnmts,
engendrant des modifications du profil de méthylation du promoteur de Xist. De plus, cette
équipe n’observe pas de défaut de fabrication de domaine hétérochromatique par Xist dans les
mutants pour Dicer.

Et enfin, la derni¢re équipe a se pencher sur le sujet n’observe tout simplement aucun effet de
la délétion de Dicer sur I’inactivation du chromosome X (Kanellopoulou et al., 2009) a part
une légere surexpression de Xist dans les cellules ES, ceci étant di @ un phénomene post-
transcriptionnel, la quantité d’ARN Xist non-€épissé restant constante entre les cellules
contrdles et les mutées Dicer -/-.

En bref, bien que les trois études convergent sur 1’observation d’une surexpression de Xist
dans les cellules indifférenciées en 1’absence de Dicer (peut-&tre due a son effet sur les ADN
méthyltransférases), I’implication directe de cette enzyme dans le processus d’inactivation du
chromosome X n’est pas encore clairement démontrée, ceci €tant peut-étre attribuable a la
diversit¢ des méthodes utilisées et des mutants engendrés. Un paradoxe supplémentaire vient
du fait que Dicer ait ét¢ décrite comme €tant une protéine cytoplasmique et qu’aucun fragment
de I’ARN de Xist ou de Tsix n’ait déja été retrouvé a cet endroit, d’autant plus que Dicer est
connu pour engendrer des fragments d’ADN allant de 214 25pb, ce qui ne semble pas vraiment
correspondre a ce qui est observé par Ogawa et al..

Afin d’y voir plus clair, il est nécessaire de savoir comment sont obtenus les xiRNAs, de
découvrir comment ils seraient fabriqués par Dicer au vu de sa localsation cytoplasmique et de
savoir ensuite comment ils agissent au niveau du promoteur de Xist. Et qui plus est, Tsix
pourrait aussi €tre régulé par un mécanisme basé sur les siRNAs de par sa régulation par des

régions a transcription bi-directionnelle.
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ili.  Modification du paysage épigénétique au promoteur de Xist par T'six

Bien que nous venons de voir que I’expression de 7six engendre une répression post-
transcriptionnelle de Xist, dont le processus demeure encore inconnu, il a longtemps été
spéculé que la transcription de D’antisens engendre des modifications des caractéristiques
épigénétiques de la chromatine le long du locus Xis#/Tsix (Morey et al., 2004, Vigneau et al.,
2006) et plus précisément au niveau du promoteur de Xist.

Ces dernieres années, plusieurs laboratoires se sont penchés sur ce sujet, et grace a divers
mutants transcriptionnels de 1’antisens, ils ont pu observer diverses répercussions engendrées
par ’absence de transcription de celui-ci a travers la région promotrice de Xist sur le contexte
chromatinien caractérisant cette région.

En effet, I’absence de transcription a travers la région promotrice de Xist, que ce soit dans les
cellules males Ma2L,, dans les males Xdc (dont le promoteur de 7Tsix est délété) ou bien les
males XP* (contenant un arrét de transcription dans la partie 3’ de Tisix), semble y engendrer
des marques de type euchromatique (Navarro et al., 2005 et al., 2006 et al., 2009, Sado et al.,
2005, Ohhata et al., 2008). Au stade ES, Navarro et al. observent dans ces mutants une
augmentation en cis des marques activatrices H3K4me2, H3K4me3, H3K9Ac alors que sont
diminuées les marques répressives H3K9me3 et la méthylation des CpG (Navarro et al., 2005
et al., 2006 et al., 2009). L’observation de la méme région dans des embryons de 13,5jpc par
Sado, Ohhata ef al. a aussi conduit a I’observation d’une hypométhylation de I’ADN, de
I’enrichissement en H3K4me2 et H4Ac et de la diminution en H3K27me3 et en H3K9me2,
ces dernieres marques €tant normalement caractéristiques du Xi dans les cellules femelles a ce
stade cellulaire (Sado ef al., 2004 et al., 2005). En définitive, nous pouvons donc conclure que
Tsix semble recruter une série de marques hétérochromatiques au promoteur de Xist dans les
cellules ES non-différenciées, en accord avec son rodle de répresseur (Figure 24). Ce
recrutement pourrait trés bien €tre semblable a ce qui est observé chez la levure S. cerevisiae,
ou I’on observe un lien direct entre méthylation de H3K4 et élongation transcriptionnelle
(Bernstein et al., 2002, Krogan et al., 2003, Ng et al., 2003), ’enzyme responsable du dépot

de cette marque (Setl) interagissant directement avec I’ARN polymérase II en élongation.
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Figure 24 : Remodelage chromatinien de la région promotrice de Xist, comprise entre

deux sites de fixation de CTCF, par Tsix. Le graphique montre le ratio entre Ma2L (cellules
ES males tronquées pour Tsix) et MalL (sauvages) obtenu pour différentes modifications
épigénétiques. La position des sites de fixation de CTCF sont indiqués par des soleils jaunes. CTCF
est présente de part et d’autre du promoteur de Xist aussi bien dans les cellules MalL qu’au sein des
Ma2L au stade non-différencié. Les triangles colorés représentent la modifications des domaines
de diverses modifications épigénétiques de la chromatine en présence ou non d’une transcription
abortée de 1’antisens. (basée sur les résultats de Navarro et al., 2006)

\

Parallélement a cette euchromatinisation de la région promotrice, on observe aussi une
expression ectopique de Xist a partir du chromosome X muté dans ces cellules ES males, des
domaines de Xist étant méme observables dus a un recrutement du PIC au promoteur P1 en
cours de différenciation (Vigneau et al., 2006) (bien que dans les cellules somatiques, Sado et
al. confirment les données de Johnston et al, 1998, quant a la majorit¢ des transcrits
provenant de P2). A I’inverse, le Xa est normalement caractérisé, dans la région promotrice de
Xist, par la méthylation de 'ADN et l'enrichissement en H3K27me3, ainsi que l'absence des
marques euchromatiques H3K4me2, H3K4me3, H3K9ac et H4ac (McDonald et al., 1998;
Navarro et al., 2005, 2006, 2009; Sado et al., 2005; Sun et al., 2006). De maniere fort
intéressante, Navarro ef al. observent que I’ensemble de ces modifications chromatiniennes,

dues a une absence de la transcription de 1’antisens en cis, se déroulent toutes au sein d’une
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région délimitée par deux sites de fixation de la protéine CTCF. Cette protéine est connue
pour jouer un role d’insulateur afin de définir des domaines chromatiniens bien distincts des
régions alentour ou encore de bloqueur d’amplificateur (« enhancer »), et est notamment
impliquée dans I’établissment de domaines géniques échappant a I’inactivation sur le Xi
(Filippova ef al., 2005). De maniere intéressante, CTCF est fixée a environ -1kb et +1,5kb du
promoteur P1 aussi bien dans les cellules ES non-différenciées males que femelles, et reste
présente méme dans les cellules males au sein desquelles la transcription de 7six est abolie
(Navarro et al., 2006). Toutefois, avec ces données, nous ne pouvons conclure sur le role de
CTCF dans la délimitation de cette région hétérochromatique, étant donné que ce phénomene
pourrait aussi étre di au fait qu’elle correspond aussi a I’exon 4 de Tsix, autrement dit la seule
partie exonique du locus Xis#/Tsix qui se superpose. Il serait tout de méme intéressant de

savoir s1 CTCEF reste fixée dans ces cellules en cours de différenciation.

Dans les cellules ES males, on peut apercevoir que la région promotrice de Xist est aussi bien
marquée par la marque euchromatique H3K4me2 que par la marque hétérochromatique
H3K9me3 (Navarro et al., 2006). Cette configuration de marques épigénétiques contradictoires
au niveau d’un promoteur différentiellement régulé au cours du développement, constitue
I’exemple type d’un domaine bivalent tel qu’il a été défini par Azuara, Bernstein ef al.
(Berstein et al., 2006 ; Azuara et al., 2006 ; Stock et al., 2007). L’existence méme d’un tel
domaine, correspond tout a fait a 1’idée qu’il est nécessaire au promoteur de Xist de pouvoir
rapidement basculer aussi bien vers une conformation euchromatique qu’hétérochromatique

en cours de différenciation en fonction du choix effectué¢ par la cellule quant a 1’allele du
chromosome X a inactiver. Dans cette ligne d’idées, 'ADN semble d’ailleurs globalement
hypométhylé au niveau de la région promotrice de Xist dans les embryons males et femelles
jusqu'au stade blastocyste inclus (McDonald et al., 1998), ainsi que dans les cellules ES
femelles indifférenciées (Norris et al., 1994; Sado et al., 1996; Sun ef al., 2006). Mais il semble
étre tout du moins partiellement méthylé dans les cellules ES males, en tout cas pour un petit
nombre de positions testées (Norris ef al., 1994; Sun et al., 2006). Cette méthylation pourrait
dépendre de l'association des ARN Tsix avec le méthylase Dnmt3a (Sun et al, 2006,
Nesterova et al., 2008).

Une autre €tude (Sun et al., 2006) arrive cependant a des conclusions partiellement différentes
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de celles de Navarro, Sado, Ohhata, ef al. concernant la régulation par 7six de la chromatine au
promoteur de Xist. Dans leur article, les auteurs indiquent n’observer aucune variation de 1’état
chromatique de la région promotrice de Xist concernant les marques H3K4me2 et H4Ac (et
une faible augmentation de H3K27me3), dans leurs cellules ES femelles non-différenciées
monoalléliquement mutées au niveau du promoteur de 7six. D'autre part, dans des cellules ES
males XYY, ils ne mesurent pas de diminution de la méthylation de 'ADN a proximité du
promoteur de Xist, aussi bien lorsque les cellules sont indifférenciées qu'en cours de
différenciation. Dans les cellules ES femelles indifférenciées X*“?X, la méthylation de 'ADN
au promoteur de Xist ne semble pas non plus étre altérée sur le chromosome porteur de la
délétion, mais apres différenciation, elle est observée, de maniere attendue, presque
exclusivement sur le chromosome X sauvage, qui dans ces lignées n'est jamais inactivé.
Cependant la divergence la plus importante repose sur ’interprétation des données obtenues
par le laboratoire de Jeannie Lee. Sun ef al. proposent que lors de I’initiation de 1’inactivation,
sur le futur Xi, un état hétérochromatique transitoire s’établit dans la région promotrice de Xist
permettant sa sur-expression. Cette hypothese se base sur le fait qu’ils observent une tres
légere augmentation de la marque H3K27me3 dans les cellules mutées pour 1’antisens par
rapport aux cellules sauvages, cette augmentation étant d’ailleurs observée de maniere
beaucoup plus flagrante dans des études menées par d’autres laboratoires (Navarro et al.,
2006, 2009 ; Shibata et al., 2008, Shibata & Yokota, 2008). Ils supposent donc que dans un
contexte sauvage, la marque H3K27me3 est déposée dans la région promotrice de Xist sur le
futur Xi parallelement a D’exctinction transcriptionnelle de 7six lors de I’initiation de
I’inactivation, ce qui n’a pas €té observé par d’autres études beaucoup plus poussées (Navarro
et al., 2009, Marks et al., 2009, voir le chapitre suivant). Ils supposent aussi, sur la base de
leurs données ne corroborant pas celles déja publiées (modifications de H3K4me2 et H4Ac),
que paradoxalement dans les cellules ES indifférenciées, I’expression de 7six induit une
structure euchromatique sur le promoteur de Xist, qui serait responsable de sa répression.

En définitive, le laboratoire de Jeannie Lee avance donc I’hypothése surprenante qu’un état
euchromatique empéche la transcription de Xist a I’état indifférencié¢ ainsi que lors de
I’initiation de la différenciation sur le futur Xa, tandis qu’un état hétérochromatique transitoire
(le profil dans les cellules somatiques €tant similaires a ceux des autres articles) permet la

transcription de Xist a partir du futur Xi. Dernierement ce laboratoire a tenté de corroborer ce
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postulat avec I’observation du recrutement du complexe protéique PRC2 (responsable du
dépot de la marque H3K27me3) par un petit transcrit émanent du Repeat-A nommé RepA et
qui serait responsable de ces observations ainsi que de la propagation de cette marque le long
du Xi (Zhao et al., 2008) (voir aussi le chapitre : « Modifications d’histones sur le Xi», p36).
De maniere surprenante, le recrutement de PRC2 par RepA n’engendrerait le dépot de
H3K27me3 qu’en cours de différenciation alors que I’interaction entre transcrit et complexe
protéique est déja observable dans les cellules ES non-différenciées (et que cette marque
semble dé¢ja présente a jour 0 dans ’article de Sun ef al.). De plus, I’idée que le Repeat-A serve
de centre de nucléation de cette marque au promoteur de Xist sur le futur Xi semble quelque
peu "tirée par les cheveux", sachant qu’une seule position dans la région promotrice de Xist a
¢té analysée. De plus H3K27me3et semble se propager a partir du « hotspot » dans les
cellules mutées par Tsix, indiquant plutot un réle de ’antisens dans la délimitation de la région
marquée par H3K27me3 (Navarro ef al., 2006 et al., 2009), ce qui a récemment été confirmé
(Navarro et al., 2009, Marks et al., 2009) (voir le chapitre suivant). Par contre, ceci n’empéche
pas la possibilité du complexe RepA-PRC2 d’agir sur d’autres régions telles que le hotspot de
méthylation.

Les différences entre les profils présentés par Sun ef al. avec ceux de Navarro et al. appellent
une remarque, concernant la résolution des deux études. Ainsi, Sun ef al. n'ont testé qu'une
seule position dans la région promotrice de Xist, contrairement a Navarro ef al., qui ont réalisé
pour chacune des modifications un profil incluant de nombreuses positions et permettant de
définir précisément les limites, de part et d'autre des promoteurs P1 et P2, des modifications
qu'ils observent. Précisément, les observations de Sun ef al. ne sont pas en désaccord avec les
mesures réalisées par Navarro ef al. aux mémes positions, qui sont a la marge de la région

euchromatinisée en 1'absence de Tsix (Navarro et al., 2006).

Pour finir, I'absence de Tsix, si elle ne conduit pas a I'activation transcriptionnelle de Xist avant
différenciation (malgré une augmentation du nombre de transcrits lorsque 1’antisens est muté),
n'en a pas moins pour conséquence une modification de la chromatine au promoteur de Xist,
dont il a été proposé qu'elle « prédestinait » l'allele ainsi ciblé a étre surexprimé en cours de
différenciation (Navarro et al., 2006), le domaine bivalent basculant soit vers un domaine

euchromatique (dans le cas du Xi) soit vers un domaine hétérochromatique (Xa).
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D'autre part, 1'absence d'activation transcriptionnelle de Xist malgré I'euchromatinisation de sa
région promotrice, dans les cellules ES indifférenciées mutées pour Tsix, suggere l'existence
d'un répresseur transcriptionnel de Xist, perdu en cours de différenciation (voir le chapitre :
« Couplage entre la régulation de I’expression de Xist et la pluripotence », p88). On peut
¢galement imaginer que, bien que le promoteur de Xist soit euchromatinisé, la chromatine
associée au reste du locus Xist ne soit pas compétente pour permettre I'expression de ce géne a
un fort niveau. Des remaniements de nature épigénétique devraient alors avoir lieu en cours de
différenciation pour permettre cette expression. Comme nous le verrons a la section suivante,
Tsix joue aussi un role important dans la détermination du profil épigénétique de I'ensemble du

locus Xist/Tsix.

iv.  Modification du paysage épigénétique le long du locus Xist/Tsix par Tsix
En plus de modifier 1’état chromatinien au promoteur de Xist, il semblerait que 7six soit aussi
impliqué dans le remodelage de la chromatine tout le long du locus Xis#/Tsix (Figure 25).
Au sein des cellules ES sauvages, le corps du geéne Xist est associé aux marques H3K4me?2 et
H3K9me3, ainsi qu’a I’absence des marques H3K4me3, H3K9Ac et H3K27me3 (Navarro et
al., 2005 et al., 2006 et al., 2009, Sun et al., 2006, Shibata et al., 2008). Par contre, lorsque
Tsix est tronqué ou absent, la marque H3K4me2 est pratiquement perdue le long du locus
(Morey et al., 2004, Navarro et al., 2005 et al., 2006 et al., 2009, Sun et al., 2006, Shibata et
al., 2008). L’absence de Tsix conduit aussi a I’apparition de la marque H3K27me3 dans le
corps du geéne, comme vu au chapitre précédent, mais n’affecte pas les autres marques citées
précédemment, a part ’acétylation de I’histone H4 qui n’a été décrite qu’une fois (dans des

cellules mutantes pour 7six) (Sun et al., 2006).
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Figure 25 : Modé¢le de la régulation de la région Xist/Tsix au cours du développement

embryonnaire précoce murin. Les étapes du développement sont indiquées sur la gauche et le
statut de la région Xist/Tsix en terme de de transcription et de chromatine a chaque étape est
indiqué sur la droite. On observe ici, I’effet de la transcription de Tsix a travers le géne Xist, qui
sert notamment a effacer les marques hétérochromatiques engendrées suite a I’inactivation
empreintée du Xp. De cette maniére, les deux chromosomes possédent, en principe, une
probabilité équivalente d’étre inactivé lors de ’inactivation aléatoire. (D’aprés Navarro et al.,
2005)

Ces modifications €pigénétiques losque I’antisens n’est plus transcrit indiquent que 7six aurait
donc un role dans I’euchromatinisation du corps du gene Xist, un rdle contraire a ce qui avait
¢té conclu au niveau de la région promotrice de celui-ci. La maniére dont ces deux fonctions
distinctes de Tsix sont isolées 1’une de 1’autre reste encore a découvrir. Mais a ce titre, il est
important de rappeler que la région hétérochromatinisée par 7six (au niveau du promoteur de
Xist) est délimitée par deux sites de fixation pour CTCF, qui pourraient, ici, jouer le rdle de

barriere quant a I’un ou l'autre effet de la transcription de I’antisens. De plus, on ne peut
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s’empécher d’observer que cette région correspond a peu pres a I’exon 4 de Tsix, ceci laissant
entrevoir la possibilit¢ d’une fonction du transcrit 7six ou d’un duplexe Xist: Tsix (cette région
¢tant la seule a pouvoir le faire) dans 1’établissement d’un état chromatinien particulier.

Il a été proposé que la déposition de H3K4me2 dans le corps de Xist des cellules ES non-
différenciées par la transcription de 7six pourrait contribuer a effacer les marques d’empreinte
ou le reste des marques caractéristiques du Xp inactivé de fagon empreintée, et ce, de maniere
a rendre les deux alleles de Xist épigénétiquement équivalents, au moment de la réactivation du
Xp dans la masse cellulaire interne des blastocystes (Navarro et al., 2005). Ainsi, la cellule
serait apte a choisir quel chromosome X inactiver de maniere stochastique lors de I’inititation

de I’inactivation aléatoire.

Comme nous I’avons évoqué lors du chapitre précédent, la délétion de Tsix ainsi que
I’empéchement de sa transcription a passer par la région promotrice de Xist semble engendrer
un recrutement de la marque H3K27me3 le long de celle-ci (Navarro et al., 2006 et al., 2009,
Sun et al., 2006, Shibata et al., 2008). L hypothése que cette marque devrait donc étre
retrouvée sur le futur Xi en cours de différenciation est donc compréhensible (Sun et al.,
2006). Cependant dans les mutants 7six, la marque H3K27me3 disparait totalement du
hotspot (ainsi que de la ou elle s’est propagée chez les mutants) au fur et a mesure de la
progression de la différenciation (Navarro et al., 2009, Marks et al., 2009), nous indiquant
donc qu’il y a peu de chances qu’elle serve a la surexpression de Xist, d’autant plus que dans
une lignée mutante pour 7six ainsi que pour Eed (protéine faisant partie du complexe PRC2)
cette sur-expression se fait mieux en I’absence de Tsix et de H3K27me3 que juste en 1’absence
de I’antisens (Shibata ef al., 2008).

De maniere surprenante, le dépot de cette marque dans des cellules ES non-différenciées en
I’absence de Tsix possede un motif de fixation (« pattern ») particulier. La marque semble se
propager a partir du hotspot de méthylation (voir le chapitre: « "Point chaud" de
modifications épigénétiques en 5° de Xist », p50) jusqu’a I’arrét transcriptionnel de Tsix ou
qu’il soit (Navarro et al., 2006 et al., 2009), le hotspot démarrant justement a la fin de la région
transcriptionnelle de 7six dans les cellules sauvages (Sado et al., 2001, Heard et al., 2001,
Rougeulle et al., 2004). 1l serait intéressant de savoir jusqu’ou le hotspot a la capacité de

s’étendre dans des cellules mutantes, la mutation la plus distante du hotspot utilisée dans
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I’¢tude de Navarro et al. (ADxPas34) ne comprenant pas le promoteur minoritaire de 7six,
d’ou Dlarrét de la propagation autour du microsatelllite. Théoriquement, quelque soit la
mutation, il devrait s’arréter a la premiere fin de transcription rencontrée (si ce pouvoir
bloquant n’est pas restreint a 7six).

Navarro et al. ont ensuite établi que le blocage du hotspot de méthylation est da a
I’accumulation d’ARN polymérase Il engendrée par la fin de la transcription de I’antisens, de
maniere similaire avec ce qui est connu concernant I’ARN polymérase III (Simms ef al., 2004,
Noma et al., 2006). Plusieurs hypothéses existent pour expliquer ce mécanisme (déplacement
de nucléosomes, recrutement d’autres facteurs), par contre il est slir que la fixation de la
protéine CTCF ne semble jouer aucun role dans la propagation ou le blocage du hotspot en 5’
de Xist, sa fixation €tant ubiquitaire a cette position dans les cellules ES non-différenciées
mutées pour Tsix (chez qui le hotspot se prolonge jusqu’a l’arrét transcriptionnel de ce
dernier) (Navarro et al., 2006). La fonction de 7six en tant qu’obstacle de la marque
H3K27me3 protegeant Xist semble rejoindre 1’idée que les barrieres a la propagation
hétérochromatinienne pourraient fonctionner en exploitant la fonction d’autres mécanismes de
régulation génique, ne nécessitant pas d’appareillage spécifique (Gaszner & Felsenfeld, 2006).
Un effet distal des mutants de 7six a pu étre observé de maniere similaire a la transcription
antisense de Air et Kcnglotl qui controlent I’expression empreintée en réprimant des geénes
que le transcrit traverse ainsi que des genes situés a de plus grandes distances et ce, en
induisant le recrutement de marques hétérochromatiques telles que H3K27me3 et H3K9me2
(Ideraabdullah et al., 2008, Pandey et al., 2008, Terranova et al., 2008). Dans leur article,
Navarro ef al. démontrent une implication de Tsix dans 1’intensité du marquage en H3K27me3
au sein du hotspot, ainsi que la nécessité de sa transcription compléte pour une expression
appropriée des genes Cnbp2 et Xpct (ceux-ci étant partiellement réprimés en corrélation avec
une augmentation de H3K27me3 sur I’ensemble du hotspot dans les cellules mutées).
L’intensité du hotspot augmente effectivement en présence de mutants de D’antisens, les
auteurs expliquant cela par la possibilité qu’en absence de Tsix, les transcrits Xis¢ puissent étre
fixés par PRC2 (faisant référence a I’article par Zhao et al., 2008) et que ces complexes
pourraient étre enrichis au niveau du hotspot qui seraient le centre de nucléation de
I’inactivation du chromosome X. Cependant en cours de différenciation le hotspot disparait

dans tous les types cellulaires observés, cet effet serait donc restreint aux cellules ES non-
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différenciées. Une autre possibilité serait que ces interactions a longue distance soient médiées
par une conformation particuliere de la chromatine, surtout au vu des roles de Xpct (Xpr) et
Tsix dans la transvection des deux chromosomes X lors de I’initiation de I’inactivation.

De maniere intéressante, il faut finalement noter que la modification des niveaux de
H3K27me3 n’a pas affecté la méthylation de H3K4 ou de H3K9 (que ce soit dans le hotspot
ou au promoteur de Xist), indiquant ainsi I’indépendance de la régulation de H3K27me3 vis-a-

vis de H3K9me?2 (déja démontré par Rougeulle et al., 2004) et vice-versa.

v.  Effet de Xist sur Tsix

Jusqu’a présent, dans cette partie de I’introduction dédi¢e a la régulation de I’expression de
Xist, nous avons surtout évoqué les mécanismes mis en place par Tsix pour le réprimer.
Cependant, il y a peu de temps, le laboratoire de Sado a découvert une mutation de Xist qui
influence 1’expression de Tsix (Hoki et al, 2009), une premicre dans [|’histoire de
I’inactivation.

La question de savoir si la transcription de Xist influence celle de son anti-sens ou bien de
savoir si certaines parties du transcrit Xist peuvent induire un changement quelconque au
niveau de I’expression de 7six n’avait jamais €t€ adressée. Hoki ef al. ont cherché a obtenir des
mutants du Repeat-A afin d’étudier son role au cours de I’inactivation. Et ils ont bien observé
que leur mutant n’arrive pas a éteindre transcriptionnellement son chromosome X au cours de
I’inactivation, ce qui €tait attendu en tenant compte des découvertes de Wutz et al. (Wutz et
al., 2002). Par contre, curieusement, ils ont aussi découvert que ce phénotype n’est pas da a
une impossibilité de ’ARN a ramener les régions géniques vers le centre hétérochromatique du
domaine (Chaumeil ef al., 2006) mais a la faible quantité de transcrits Xist dans la cellule
(surement due a une répression transcriptionnelle, la stabilité des ARNs étant similaire a celle
des cellules sauvages). Parallelement a cela, les auteurs ont aussi observé une expression
ectopique de I’antisens provenant du Xp dans ces cellules soumises a I’inactivation
empreintée, qui pourrait expliquer 1’état réprimé de Xisf, notamment grice a une
hyperméthylation de 1’116t CpG au sein de la région promotrice de Xist dans les cellules
mutées. La raison pour laquelle ces phénotypes n’avaient pas €té observés par Wutz et al.
vient du fait que les systémes utilisés pour étudier I’effet du Repeat-A different grandement,

Wautz utilisant un systéme transgénique inductible du cDNA, ne contenant donc ni la région
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promotrice de Xist ni I’antisens. Cela nous laisse supposer que le Repeat-A par un processus
encore inconnu arrive a réprimer 7six, I’effet de cette répression n’étant visible que lorsque
Xist est censé étre surexprimé. La possibilité existe que Rep-A et PRC2 pourraient étre
impliqués, ’hypothese de Jeannie Lee que ce petit transcrit joue un role dans la surexpression
de Xist parait, dans ce contexte, trés attrayante. De plus sans savoir si la délétion du Repeat-A
influence Xist ou Tsix qui s’ influencent réciproquement, on peut imaginer la possibilité que ces
interactions se fassent a travers des structures tri-dimensionnelles le long du locus Xist/Tsix au
vu des distances entre les deux régions promotrices. Cependant cette étude menée par Hoki
contraste avec celles de Zhao et Wutz de par le fait qu’elle s’intéresse principalement a
I’inactivation empreintée, il sera donc fort intéressant de savoir si les mémes phénotypes
concernant I’expression de Xist et Tsix sont retrouvés lors de I’inactivation aléatoire, d’autant

plus que I’expression de RepA n’a jamais été cherchée dans les embryons pré-implantatoires.

b. Couplage entre la régulation de I'expression de Xist et la pluripotence

Nous avons vu que Tsix réprime Xist post-transcriptionnellement de par le fait que lors de la
délétion de I’antisens, aucun recrutement de la machinerie transcriptionnelle n’est observé au
promoteur majoritaire de Xist (Navarro et al., 2005). De plus, bien que Xist soit surexprimé
dans ces cellules a un stade non-différencié, par un mécanisme encore inconnu, il ne I’est tout
de méme pas assez pour induire la formation d’un domaine autour du chromosome X et donc
d’induire son extinction transcriptionnelle. Or, lors de I’induction de la différenciation
cellulaire dans des cellules males au sein desquelles la transcription de 7six est bloquée, on
observe une expression ectopique de Xist suffisamment grande pour effectuer une inactivation
chromosomique, indiquant la présence d’un facteur répressif (autre que 7six) dans les cellules
ES qui disparait en cours de différenciation et permet ainsi le recrutement de la machinerie de
transcription a son promoteur (Navarro et al., 2005, 2006).

En 2008, la découverte par Navarro et al. de ce chainon manquant a la compréhension des
mécanismes répressifs de Xist a permis de relier I’initiation de I’inactivation a la pluripotence
cellulaire (Navarro et al., 2008). Car de mani¢re somme toute assez logique, ce sont les facteurs

de pluripotence Oct4, Nanog et Sox2 qui, en se fixant dans l'intron 1 du gene Xist
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(préalablement repéré comme contenant un site d’hypersensiblité a la méthylation présent
uniquement a 1’état indifférencié, Tsai ef al., 2008), inhibent le recrutement du PIC a P1.

A TDorigine, les auteurs cherchaient un lien entre inactivation et pluripotence, les deux
phénomeénes étant de toute évidence €troitement liés et Nanog étant un candidat idéal de par
I’anti-correlation parfaite de son expression vis-a-vis de celle de Xist dans tous les types
cellulaires, notamment dans I’IlCM ou Nanog se trouve exprimé alors qu’on assiste a la
réactivation du Xp suite a I’inactivation empreintée (Mak ef al., 2004). En réalisant des
expériences de ChIP le long du locus Xist#/Tsix ils ont trouvé un site de fixation de Nanog dans
les cellules ES, aussi bien males que femelles. Afin de valider le rdle de cette protéine dans la
régulation transcriptionnelle de Xist, ils ont cherché a regarder comment cette transcription
évolue dans des cellules ES délétées pour Nanog (3 mutants différents). Il se trouve que dans
ces lignées cellulaires, 1’expression de Xist n’est surexprimée que d’un facteur 4 a 6 par rapport
aux lignées contrdles, ceci n’impliquant pas de répression de 7six, ni de différenciation
cellulaire étant donné que Nanog n’est pas indispensable pour induire ou maintenir la
pluripotence cellulaire (Chambers et al., 2007). Dans ces cellules mutantes pour Nanog, ainsi
que dans les cellules ES différenciées ou bien les fibroblastes, la fixation de Nanog n’est plus
observée a I'intron 1 de Xist. Cependant 1’enrichissement plutot faible de Xist par rapport a
des mutants de Tsix ou il est d’environ un facteur 100, a conduit les auteurs a chercher des
facteurs additionnels participant a la répression transcriptionnelle de Xist en partenariat avec
Nanog. Oct4 et Sox2 se présentent comme des candidats idéaux, au vu de leur role dans la
maintenance de la pluripotence cellulaire ainsi que le partage de leurs sites de fixation avec
Nanog a plusieurs sites a travers le génome (Boyer et al., 2005, Loh et al., 2006). La cinétique
de fixation de ces protéines est la méme que celle de Nanog au niveau de I’intron 1 : on ne les
retrouve que dans les cellules ES, ces deux protéines restant méme attachées dans les cellules
mutantes pour Nanog. Ce qui nous indique que d’une part Nanog n’est pas responsable de ce
recrutement et explique d’autre part le faible taux de surexpression de Xist observé dans ces
cellules. Afin de visualiser quel effet ces nouvelles protéines ont sur I’expression de Xist, ces
chercheurs se sont servis de cellules ES males délétées pour Oct4 mais ayant regu un transgene
de cette méme protéine dont la répression est inductible par la tétracycline. L’ajout de
tétracycline au milieu de culture de ces cellules engendre en plus d’une absence d’Oct4, une

différenciation logique de celles-ci en réponse a laquelle la quantité cellulaire de Tsix, Nanog et
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Sox2 commence a diminuer a partir de 48h. De maniére contrastante, Xist est
systématiquement surexprimé deés 24h de traitement, son niveau d’expression étant
comparable avec celui de cellules ES femelles en différenciation. En comparaison, lors de la
différenciation de ces cellules induite par ajout d’acide rétinoique en absence de tétracycline, au
méme stade (apres 24h), Oct4, Nanog et Sox2 sont tous les 3 encore fixés a Xist, indiquant que
ces 3 facteurs agissent en synergie afin de réprimer Xist.

De maniére surprenante, seules environ 10% des cellules délétées pour Oct4 acquierent une
accumulation ectopique de Xist apreés 96h de traitement a la tétracycline. Les auteurs
expliquent que ceci pourrait étre di au fait que ces 10% de cellules correspondent a des cas ou
I’expression de Tsix aurait ét¢ prématurément réprimée (bien que 92% et 36% des cellules
Xist-positives contiennent encore une expression de 7six a 24 et 96h de traitement,
respectivement). Ou alors que cette hétérogénéité de domaines de Xist pourrait étre due au
mosaicisme de Nanog qui est absent dans environ 20% des cellules ES non-différenciées a tout
instant (Chambers et al., 2007) et Xist étant partiellement déréprimé dans de telles cellules, ce
qui laisserait supposer que celles subissant une forte surexpression de Xist seraient aussi celles
chez qui Nanog est momentanément réprime.

L’ensemble de ces données démontre bien 1’implication de ces trois facteurs de pluripotence
dans la répression transcriptionnelle directe de Xist dans les cellules ES, liant par la méme
occasion I’inactivation du chromosome X au développement embryonnaire. De plus, au vu du
role de ces trois facteurs dans la régulation de Xist, les auteurs proposent qu’il y a de fortes
chances pour qu’ils soient aussi impliqués dans la réactivation du Xp lors du stade péri-
implantatoire de I’embryon, le méme phénomeéne pouvant se produire lors de la réactivation
du Xi dans les PGCs suite a la réexpression de Nanog (de Napoles et al., 2007, Sugimoto et
al., 2007).

Les mécanismes exacts de la mise en place de cette répression sont encore vagues. Cependant
d’apres le fait que le Xi ne se réactive qu’une fois Nanog réexprimé dans les PGCs alors méme
qu’Oct4 et Sox2 le sont dé¢ja, et qu’il en est de méme lors de la fabrication de cellules iPS
(Stadtfeld et al., 2008) ou de la fusion cellulaire (Do et al., 2008), on peut supposer que Nanog
est responsable de I’initiation de cette répression, méme si au vu de la faible surexpression de
Xist dans les cellules Nanog” on est en droit de supposer qu’il ne joue pas un role

prépondérant dans la maintenance de la répression. Par contre Oct4, dont la mutation induit un
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effet beaucoup plus marqué sur la surexpression de Xist, semblerait étre davantage li¢ au
maintien de cette répression, voire méme au recrutement ou au maintien de la fixation des deux
autres protéines, leur fixation a ’intron chutant plus rapidement que leur ARNm lors de la
répression d’Oct4 par ajout de tétracycline dans la lignée mutante. L’étude du role de Sox2
dans ce systéme pourra aussi €tre intéressant, notamment pour tenter d’établir une
chronologie de fixation, en plus d’observer son importance au sein de ce mécanisme
régulatoire, d’autant plus que sa déplétion semble engendrer une surexpression de 7six et de
Xite dans des cellules femelles a quatre jours de différenciation (Donohoe ef al., 2009). Navarro
et al. constatent qu’il semblerait donc que Nanog soit indispensable soit a la fixation soit a
I’activité répressive d’Oct4 et Sox2 dans la régulation de Xist, mais qu’apres cette étape ces
dernieres fonctionnent de maniere indépendante de Nanog. Pour expliquer cela, ils proposent
un modele ou un remodelage chromatinien de I’intron 1 de Xist serait orchestré par un
mécanisme Nanog-dépendant afin de permettre I’acceés d’Oct4 et Sox2 a cette région. Ou
encore que Nanog pourrait €tre responsable de [’effacement d’une empreinte parentale
empéchant la fixation de Oct4 et Sox2 sur le Xp lors de I’activation de son expression dans
I’épiblaste et de la réactivation du Xp (Navarro & Avner, 2010), ce qui expliquerait la
répression de Xist sur I’Xm au cours des stades pré-implantatoires en I’absence de Nanog.

I1 reste toutefois quelques points d’ombre dans le processus de répression transcriptionnelle
de Xist, notamment le fait qu’au sein de cellules pluripotentes femelles dérivées a partir de
I’épiblaste murin, bien que les trois facteurs de pluripotence soient exprimés, on observe une
surexpression de Xist qui se traduit par ’inactivation aléatoire d’un des deux chromosomes X
(Guo et al., 2009). Ceci implique donc que des niveaux supplémentaires de complexité soient
impliqués dans la mise en place de I’inactivation aléatoire au cours d’une période précédant la
répression des facteurs de pluripotence, tel que le blocage de leur fixation, I’inhibition de leur
fonction, ou encore le maintien de leur fixation uniquement sur le futur Xa. L’étude de ce
processus au cours d’une cinétique temporelle trés précise ainsi que dans différents tissus (par
exemple au cours de la maturation des PGCs) pourra peut-€tre répondre a certaines questions

non-¢lucidées concerant ce processus captivant.
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c. Régulation en trans de Xist par divers facteurs

Jusqu’a présent nous nous sommes surtout attelés a décrire les effets répressifs de ’antisens
et des facteurs de pluripotence sur I’expression de Xist qui sont plutot bien décrits, et leur
implication dans le processus de [I’inactivation du chromosome X étant sans appel.
Cependant, au fil des années plusieurs autres facteurs protéiques ont été décrits comme
influengant la régulation transcriptionnelle de Xist mais souvent soit de mani€re controverseée,
soit de maniere pas véritablement approfondie. Au cours du chapitre suivant nous allons donc
nous pencher sur d’autres régulateurs, moins évidents, de Xis¢z, commengant tout d’abord par

des répresseurs avant d’étudier les activateurs potentiels.

i.  Les répresseurs
L’implication des méthyl-transférases a ADN dans la régulation de Xist est sujette a
controverse malgré le nombre d’études sur le sujet. En 2004, I’équipe d’En Li a étudié 1’effet
de la mutation Dnmt3a™ ainsi que Dnmt3b™" sur I’expression de Xist, mais n’a trouvé que peu
d’effets de cette délétion sur notre gene d’intérét (une réactivation partielle trés progressive)
(Sado et al., 2004, voir le chapitre : « Méthylation de I’ADN », p40). Cette observation est
plutot paradoxale si ’on tient compte de I’effet prononcé d’une mutation de la méthyl-
transférase de maintien Dnmt1 sur I’expression de Xisz. En son absence, la région promotrice
de Xist étant déméthylée, la cellule n’arrive donc pas a maintenir Xist réprimé sur le Xa,
engendrant des domaines observables chez les méles et des cellules a deux domaines de Xis¢
chez les femelles post-différenciation, ainsi qu’une dérépression partielle du Xi dans les
cellules somatiques (Beard ef al., 1995 ; Panning et al., 1997 ; Sado et al., 2000 ; Csankovszki
et al., 2001). Comment le maintien de la méthylation de I’ADN au promoteur de Xist joue un
role essentiel dans sa régulation alors que la méthylation de novo n’y jouerait semble-t-il aucun
demeure un mystere. Il est possible que I’'importance de ces protéines se trouve a un autre
niveau que celui de la méthylation de ’ADN, et qu’elles serviraient a recruter d’autres
protéines. Dnmtl et Dnmt3a peuvent par exemple directement recruter des HDACs (HDAC1
mais aussi HDAC2 pour Dnmtl) a leurs sites de fixation (Fuks et al., 2000 et al., 2001,
Rountree et al., 2000 ; Robertson et al., 2000), chaque protéine ayant ainsi ses partenaires

propres et pouvant donc jouer des roles dans des processus différents les uns des autres.
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Cependant, plusieurs autres articles démontrent une influence subtile de la protéine Dnmt3a
dans la régulation de Xist : - Nesterova et al. imputent 1’observation d’une augmentation du
nombre des trancrits Xist et la présence peu fréquente de domaines ectopiques dans des
cellules males a la délétion de Dicer qui jouerait un role dans la régulation des Dnmt (Nesterova
et al., 2008, voir le chapitre : « ARNi », p74)

- Sun et al. observent une association de Dnmt3a avec I’ARN de Tsix et supposent que cette
interaction sert a partiellement réprimer Xist sur le Xa lors de I’initiation de I’inactivation, la
méthyl-transférase étant déja recrutée au promoteur de Xist dans les cellules ES ou encore les
cellules mutantes pour 7six mais, selon eux, sans étre active (Sun ef al., 2006)

- Do et al. voient une surexpression de Dnmt3a et de Tsix parallelement a une répression
accélérée de Xist en se servant de TSA (inhibiteur d’histone acétyl-déacétylase) au cours
d’expériences de fusions nucléaires (I’effet de Dnmt3a étant ici difficile a départager de celui de
I’antisens) (Do et al., 2008).

Il semblerait donc que, bien que mineur, il existe bien un effet répressif de Dnmt3a sur
I’expression de Xist, soit de par son role prouvé dans la méthylation de I’116t Cpg soit par son
recrutement d’autres protéines jouant des rdles dans 1’hétérochromatinisation. Le role minime
de cette protéine n’est cependant pas surprenant, si I’on considere Tsix et les facteurs de
pluripotence comme étants les principaux répresseurs de Xist, ainsi que la régulation quasi-
normale de Xist dans les mutants Dnmt3a/3b™". De plus, la méthylation de PADN étant un
processus assez long a effacer, il semble normal que I’évolution ait tendance a privilégier des
régulateurs a action rapide pour un phénomene aussi subtil que I’inactivation du chromosome

X.

En restant dans le domaine de la méthylation de I’ADN, 1’équipe d’Adrian Bird a montré que
I’expression de Xist était faiblement réactivée dans des cellules fibroblastiques males
déficientes pour la protéine Mbd2 (une protéine ayant la capacité de se fixer sur ’ADN
méthylé), cette réactivation étant abolie lors de I’introduction d’une protéine endogene (Barr et
al., 2007). Le role de Mbd?2 dans la répression de Xist semblerait agir a travers un recrutement
d’histones déacétylases (Feng ef al., 1999, Ng ef al., 2000), un effet cumulatif étant observeé
lors de 1’ajout de TSA dans le milieu de culture. De plus, cette protéine semble partager une

voie d’action avec Dnmtl1, ici encore, une expression ectopique cumulative étant observée dans
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des cellules Mbd2”" en présence de 5-azacytidine (un inhibiteur de méthylation de ’ADN) ou
de siRNA anti-Dnmtl. Cette relation entre Mbd2, la déacétylation des histones et Dnmtl
semble parfaitement corréler avec les données de Do ef al., nous permettant ainsi de progresser

dans la compréhension de mécanismes "secondaires" ou de secours de la répression de Xist.

ii.  Les activateurs
Contrairement aux répresseurs de ’expression de Xist, trés peu de choses sont connues a
propos du mécanisme induisant 1’activation transcriptionnelle de ce géne sur le futur Xi lors de
I’induction de la différenciation cellulaire. Plusieurs protéines candidates ont été proposées
pour cette fonction, mais il existe tres peu d’études démontrant véritablement un lien entre ces

facteurs et une activation transcriptionnelle.

- Prec2

Bien que le complexe protéique PRC2 soit responsable du dépdt d’une marque généralement
associée a I’hétérochromatine (H3K27me3) sur la partie N-terminale de 1’histone H3, 1’équipe
de Jeannie Lee le modélise en tant que facteur essentiel a la surexpression de Xist dans le
contexte d’un état hétérochromatique transitoire au promoteur sur le futur X inactif lors de
I’initiation de I’inactivation (Zhao ef al., 2008). Bien que plusieurs équipes ont maintenant
démontré la capacit¢ de PRC2 a se lier a un transcrit comprenant le Repeat-A (Zhao et al.,
2008, Maenner et al., 2010, Kanhere et al., 2010) surement grace a ses multiples structures
tige-boucle, son role dans I’activation transcriptionnelle de Xist fait encore débat, comme cela a
déja été discuté au cours de cette introduction (voir les chapitres : « Modifications d’histones
sur le Xi», p36, « Modification du paysage épigénétique au promoteur de Xist », p78 et
« Effets de Xist sur Tsix », p87).

- CTCF

La protéine CTCF a ¢été décrite comme jouant un rdle indirect dans la répression
transcriptionnelle de Xist, a travers son réle supposé€ en tant qu’activateur transcriptionnel de
Tsix et éventuellement de Xife. Sa fixation dans cette région serait requise dans 1’appariement
des chromosomes X au cours de I’initiation de I’inactivation, notamment a la transvection des

régions Tsix/Xite qui seraient potentiellement responsables du choix du chromosome X actif, a
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travers le maintien monoallélique de I’activité transcriptionnelle de I’antisens au cours des
premiers instants de la différenciation (Chao et al., 2002, Donohoe et al., 2007 et al., 2009,
voir le chapitre : « Le choix », p15). Toutefois, chez I’homme, 1’équipe de Victor Lobanenkov
a décrit une mutation ponctuelle trés proche du promoteur P1 de Xist qui influence la fixation
de CTCF et par la méme occasion biaise le choix du chromosome X a inactiver (Pugacheva et
al., 2005). En effet, dans le cas d’une mutation C(-43)G, ils ont observé un biais favorisant
I’alléle muté a é€tre inactivé tandis que lors d’une mutation C(-43)A [Dallele muté est
préférentiellement choisi pour rester actif. Or, cette position se trouve au sein d’un site de
fixation de la protéine CTCF et la mutation affecte sa capacité a se lier a cette position. Au vu
des corrélations entre fixation et inactivation, ces observations impliquent donc la fixation de
CTCF au promoteur P1 dans un role d’activateur transcriptionnel de Xist. De plus, ce site de
fixation semble €tre conservé chez la souris (d’apres des expériences de retard sur gel et de
ChIP), et les auteurs ont pu démontrer que la fixation de CTCF a ce site particulier n’est
réalisée que sur le Xi dans les cellules somatiques humaines, ainsi qu’uniquement sur 1’X
paternel inactivé dans les cellules placentaires de souris femelles.

Comme évoqué précédemment, Navarro ef al. ont décrit deux autres sites de fixation de CTCF,
I’un en amont P’autre en aval du promoteur de Xist chez la souris (Navarro et al., 2006),
cependant cette étude ne fait état de la fixation de CTCF que dans les cellules ES maéles et
femelles non-différenciées et n’observe aucune différence de fixation entre les deux sexes
(Figure 24). Malgré cela, I’absence de fixation différentielle ne préclut pas la fonction de CTCF
a ces deux autres sites de fixation de participer a la régulation transcriptionnelle de Xist en
cours de différenciation, d’autant plus qu’une étude a démontré la présence de sites
d’hypersensibilité a la DNase aux mémes endroits, tout en observant que le site correspondant
a la fixation de CTCF en aval de P1 disparait en cours de différenciation cellulaire, I’autre site
étant constitutif (Tsai et al., 2008). La protéine CTCF est composée de 11 doigts de zinc, ce
qui lui permet de se fixer a plusieurs types de séquences nucléotidiques ainsi que d’interagir
avec une quantité¢ importante d’autres protéines, lui conférant aussi la possibilit¢ d’avoir de
nombreux roles indépendants au sein de la cellule, en fonction du contexte chromatinien et de
ses modifications post-traductionnelles (pour revue voir Phillips & Corces, 2009).
Curieusement, malgré la présence d’un site d’hypersensibilité a la DNase au lieu de fixation de

CTCEF décrit par Pugacheva ef al. dans les cellules ES males non-différenciées, cette fixation
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n’est pas retrouvée par Navarro et al. lors de son étude de la région par ChIP ; il pourrait s’agir
de la fixation d’une autre protéine se fixant a ce site dans les cellules indifférenciées tandis que
CTCF n’est peut-étre nécessaire que lors de I’inactivation empreintée (et par homologie avec
I’homme, dans le maintien de D’activité transcriptionnel de Xist) ou alors d’une sensibilité

différente des différents anticorps utilisés dans les deux articles.

-YY1

Dés 1997, lors de la caractérisation de la région promotrice de XIST chez I’humain, Hendrich et
al. ont découvert une séquence consensus de fixation de la protéine YY1 chevauchant le
promoteur P1 (Hendrich et al., 1997). Cette protéine est connue aussi bien pour activer que
pour réprimer la transcription et interagir avec de nombreux partenaires en fonction du
contexte (pour une revue voir Thomas & Seto, 1999 ; Shi et al., 1997). Cette fixation a été
confirmée in vitro par retard sur gel, et une délétion du site lors d’un test luciférase a bien
montré une forte réduction du geéne associé, I’'implication de YY1 dans ce processus étant
difficilement vérifiable étant donné la mutation du promoteur par la méme occasion.

Il faudra ensuite attendre 2006 pour que I’é¢tude d’une fixation éventuelle de YY1 dans la
région promotrice de Xist soit reprise. L’équipe de Joomyeong Kim s’est servie d’un logiciel
afin de trouver des régions fortement enrichies (« clusters ») en sites de fixation de YY1 (Kim
et al., 2006). Ceci lui a permis de trouver aussi bien un cluster de 3 sites juste en amont du
promoteur P2 de Xist, qu’un cluster de 25 sites au sein de la répétition DxPas34 de Tsix, ce
dernier étant impliqué dans 1’activation transcriptionnelle de 1’antisens en collaboration avec
CTCF (Donohoe et al., 2007) (Figure 22). De plus, I’analyse par ChIP a révélé que YY1
n’était présent que sur 1’alléle possédant un il6t CpG non-méthylé au promoteur de Xist (les
sites de fixation étant compris dans 1’i1l6t). Cela est confirmé par les sites d’hypersensibilité a
la DNase a P1 et P2 (qui peuvent aussi correspondre & CTCF) qui disparaissent en cours de
différenciation des cellules ES males (Tsai ef al., 2008), impliquant donc potentiellement cette
protéine dans un rdle dans D’activation transcriptionnelle de Xist au sein des cellules
somatiques et dans les ovocytes (Kim ef al., 2006). La suspicion du réle de YY1 dans la
surexpression de Xist a €té renforcée par la mutation combinatoire des sites de fixation de la
région promotrice placée en amont du gene codant pour la luciférase, ces mutations induisant

une chute importante de I’expression du geéne. Lors de leur publication suivante, la méme
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équipe a employ¢ la technique d’ARN interférence en ciblant YY1 (Kim & Kim, 2008). Les
résultats concernant la régulation de Xist ou Tsix par YY1 sont peu concluants, la différence
d’expression des deux genes en présence de siRNA anti-YY1 sont faibles et peu
reproductibles mais penchent paradoxalement vers une augmentation de la quantité de
transcrits dans les deux cas au sein des cellules femelles. Les auteurs ont corrélé cela a une
légére hypométhylation du promoteur de Xist dans les cellules interférées pour YY1 par
rapport aux contrdles. L’année suivante, le méme genre d’étude menée cette fois-ci dans les
deux sexes, a permis la visualisation d’une surexpression de Xist dans les cellules somatiques
males possédant une quantité réduite de YY1, et parallelement a cela on observe aussi une
diminution de Tsix dans les mémes cellules males, mais aucune différence dans les cellules
femelles conformément a I’article précédent (Kim & Kim, 2008). Cela tendrait a confirmer la
régulation de Tsix par YY1, ce qui engendrerait de facto une modification de I’expression de
Xist (YY1 ne se fixant pas au promoteur de Xist dans les cellules somatiques males).
Cependant ces résultats doivent étre traités avec précaution, 7Tsix étant censé étre
transcriptionnellement éteint dans de telles cellules somatiques, nous indiquant qu’ils sont
peut étre le fruit d’une étude réalisée sur des quantités extrémement faibles de matériel et ne
représentant potentiellement pas la véritable situation biologique.

De plus, il semble exister une relation entre YY1 et méthylation de ’ADN, cette protéine
exhibant une relative incapacité a se fixer a des séquences dont I’ADN est méthylé (Kim,
2009), un dinucléotide CpG se trouvant au sein méme de sa séquence consensus. Une autre
¢tude a montré qu’en I’absence de YY1, 1’116t CpG de Xist se trouve fortement déméthylé au
cours de I’oogénese (aucune différence n’étant observée au cours de la spermiogénese) (Kim et
al., 2009b) suggérant un role de cette protéine dans la méthylation de novo de cette région
différentiellement méthylée (« DMR » pour Differentially Methylated Region). 1l est
intéressant de noter que CTCF (un partenaire de YY1 d’apres Donohoe et al., 2007) joue aussi
un rdle dans la méthylation de DMRs, mais en empéchant la méthylation de ceux-ci sur I’all¢le
maternel durant 1’embryogénese (Fedoriw et al., 2004, Engel et al, 2006) alors que
paradoxalement YY1 semblerait étre requise pour la méthylation maternelle-spécifique de Xist
au cours de I’oogénese. Il est possible que YY1 exerce cette fonction en recrutant des
méthyltransférases. Son incapacité¢ a se fixer a ’TADN méthyl¢ pourrait é&tre un moyen de

reconnaissance des sites ne nécessitant pas de méthylation de novo.
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Toutefois, son rdéle dans la méthylation de I’ADN semble fortement incompatible avec son
role supposé en tant qu’activateur transcriptionnel de Xist, a moins qu’elle ait des fonctions
différentes a ce locus selon I’état développemental et/ou le sexe de la cellule. L’¢tude de ces

phénoménes a d’autres stades embryonnaires ainsi qu’une recherche précise de partenaires

\

sont nécessaires a une véritable caractérisation de son implication dans ces différents

processus.

- Rnf12

Rnf12 code pour une E3 ubiquitine-ligase impliquée dans la dégradation de protéines
interagissant avec LIM, dans I’activation transcriptionnelle et dans 1’homéostasie de la
longueur des télomeres (Bach ef al., 1999 ; Her & Chung, 2009 ; Johnsen et al., 2009).

De manicre intéressante, cette protéine surexprimée autour de la période correspondant a la
mise en place de I’inactivation (aussi bien chez les males que les femelles), induit une
proportion anormalement €levée de doubles domaines de Xist, lorsque surexprimé au sein de
cellules femelles en différenciation (Jonkers et al., 2009). De méme lorsque surexprimé dans
des cellules males en différenciation, les auteurs observent une proportion importante de
chromosomes X inactifs. Ils postulent donc avoir trouvé un activateur de 1’inactivation du
chromosome X qui biaise I’étape de comptage, et par la méme occasion un candidat idéal

pour le role de facteur de compétence (voir le chapitre : « Le comptage », p14) (Figure 26).
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Figure 26 : Modele d’action de Rnfl12 dans Pinitiation de ’inactivation du chromosome
X. Une activation de I’inactivation médiée par Rnf12 pourrait impliquer une activation de Xis¢ ou une
répression de Tsix a travers des mécanismes directs ou indirects (Rnfl2 en beige). L’action d’autres
activateurs putatifs de l’inactivation (en bleu) pourrait impliquer un mécanisme similaire a celui
imaginé pour Rnfl2 (en haut) ou pourrait impliquer la répression de Tsix par le recrutement de I’ARN
Xist (en bas). (D’apres Jonkers ef al., 2009)
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Seule une quantité réduite de Rnfl2 serait nécessaire pour activer Xist au sein de cellules
males mutées pour 7six (Luikenhuis et al., 2001, Vigneau et al., 2006, Sado et al., 2002) ou
de cellules contenant des transgenes ectopiques (Herzing et al., 1997, Lee et al., 1999,
Migeon et al., 2001, Heard et al., 1999), en raison de 1’absence d’un des répresseurs majeurs
de Xist. Toutefois, les auteurs ignorent encore le mécanisme d’action de Rnf12 mais proposent
qu’il n’agit pas seul de par I’inactivation subsistante (bien que tardive) au sein de cellules
femelles Rnf12"" (un seul alléle ne devant pas étre suffisant pour induire I’inactivation).

Le fait le plus intrigant est de savoir comment cette protéine arrive a contourner les voies de
répression médiées par Tsix ainsi que par les facteurs de pluripotence au sein des cellules ES,
¢tant donné I’inactivation ectopique d’un chromosome X au sein de 10 a 40% de cellules
femelles non-différenciées chez qui I’on a surexprimé Rnf12. Un rdle s’exercant uniquement
sur Tsix n’est pas envisageable, la délétion de I’antisens n’engendrant pas une surexpression de
Xist suffisante pour inactiver le chromosome X de I’alléle ciblé. De plus, cette régulation
semblerait s’effectuer de maniere indirecte, I’introduction d’un transgene de Xist/Tsix en simple
copie dans des cellules ES femelles générant trés rarement une surexpression de Xist a partir de
ce transgene (Heard et al., 1999), un facteur intermédiaire paraissant donc requis afin d’établir
’eftet observé.

Rnf12 a donc la capacité d’induire ’expression de Xist lorsque surexprimé, il est donc capital
de le réprimer correctement dans les cellules ES. De manicre fort intéressante, plusieurs sites
d’Oct4, Sox2 et de Nanog ont €té montrés comme se fixant sur le géene Rnf12 par ChIP-seq
dans les cellules ES (Chen et al., 2008 ; Kim ef al., 2008). Cette répression éventuelle générée
par les facteurs de pluripotence pourrait expliquer la surexpression de Rnfi2 en cours de

différenciation.

- Xpr

L’équipe d’Edith Heard a démontré I’'importance d’une région nommée Xpr (superposée au
gene Slcl6a2/Xpct) dans I’interaction transitoire en frans entre les deux chromosomes X avant
I’initiation de I’inactivation (autour de 1,5 a 2 jours post-différenciation) (Augui ef al., 2007)
(Figure 5). Parallélement a ceci, cette région semblerait étre impliquée dans une surexpression
ectopique modérée de Xist, une accumulation de ses transcrits étant apercevable dans une

proportion (au plus 30%) de cellules ES femelles non-différenciées lors de 1’intégration d’un
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transgene du Xpr en simple-copie. Et de maniére identique, aucune cellule ES male contenant
ce transgene n’a pu €tre obtenue, possiblement a cause d’une surexpression létale de Xist au
sein de ces cellules (nullisomie fonctionelle). Tout ceci en fait donc aussi un candidat pour le

role de facteur de compétence (voir le chapitre : « Le comptage », p14).

I1 est tentant de spéculer sur ’interaction de Rnf12 et de Xpr au cours des étapes de comptage
et de choix lors des phases précoces de I’inactivation du chromosome X. Leur localisation
génétique pourrait méme présenter des caractéristiques intéressantes pour un mécanisme en
cascade, Rnf12 étant situé a environ 500kb et Xpr (ou Xpct) a environ 200kb en amont de Xis?,
les trois genes étant transcrits dans la méme orientation. Le géne Frx, qui semblerait aussi jouer
un role dans ’activation transcriptionnelle de Xist (Chureau et al., soumis), se trouve a 100kb
et est aussi transcrit dans la méme orientation, offrant I’hypothése d’une fonction de toute la
région 5 de Xist, plus particulierement sur le brin sens, dont les loci présentent tous un pic
d’activité lors de I’initiation de I’inactivation (que ce soit au niveau de la transcription ou bien
de la localisation nucléaire), dans la régulation de I’ARN non-codant responsable de

I’inactivation du chromosome X.
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Chapitre I1 : Projet de These

101






Depuis maintenant quelques temps, 1’équipe de Claire Rougeulle s’intéresse (entre autres) aux
différents mécanismes de régulation transcriptionnelle servant a établir la coordination des
genes responsables de I’initiation de I’inactivation du chromosome X. Ces projets s’appuient
sur I’utilisation des cellules souches embryonnaires murines comme modele, celles-ci
récapitulant parfaitement le processus de I’inactivation aléatoire lorsque leur différenciation
(en P’occurrence, par acide rétinoique) est induite. Et c’est dans ce contexte, en reprenant
certains projets préalablement initiés au laboratoire par Pablo Navarro et en cherchant a les
développer, que s’inscrit mon projet de these.

Initialement, mon projet de theése avait pour objectif de confirmer I’implication de certaines
protéines candidates dans le role d’activateur transcriptionnel du gene Xistz, car comme nous
avons pu le voir au cours de I’introduction, bien que les mécanismes répressifs de ce gene
commencent a €tre bien décrits, les processus permettant sa surexpression sont presque
totalement inconnus.

Il y a quatre ans, lors de mon arrivée a I’Institut Pasteur, plusieurs articles venaient d’étre
publiés mettant principalement en cause deux protéines dans 1’activation transcriptionnelle de
Xist : CTCF et YY1 (Pugacheva et al., 2005, Hendrich et al., 1997, Kim et al., 2006). De
plus, Pablo Navarro avait préalablement étudi€ la fixation de certaines protéines dans toute la
région du locus Xist/Tsix par immunoprécipitation de chromatine (Collas et al., 2010), ce qui
lui a notamment permis de trouver deux sites CTCF encore inconnus autour du promoteur de
Xist (Navarro et al., 2006). Muni de ces informations et de cette technique, mon objectif était
de décrire les schémas de fixation de ces protéines dans la région promotrice de Xist au sein
de différents types cellulaires et ainsi tenter de relier les résultats obtenus a un rdle dans la
régulation de notre gene "fétiche".

Par la suite, afin de valider les résultats obtenus par ChIP, nous avions envisagé d’étudier de
plus pres I’implication fonctionnelle de la fixation de chacune des protéines a leurs différents
sites le long de la région promotrice de Xist. Dans ce but, nous avons voulu réaliser des
mutations individuelles ou collectives de ces différents sites in vivo en utilisant une technique
de RMCE modifiée (« Recombinase-Mediated Cassette Exchange ») (Bouhassira et al., 1997)
afin de voir I’effet de 1’absence de fixation de ces protéines sur la régulation de Xist ainsi que
sur I’inactivation dans son ensemble.

De maniére similaire a bon nombre de theses, ainsi qu’a la recherche en biologie en général,
certains aspects de mon projet initial se sont avérés fructueux, et d’autres moins. Mais les

découvertes établies par d’autres laboratoires ainsi que les discussions fructueuses avec divers
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collegues m’ont permis de quelque peu réorienter certains de mes projets afin de mieux
développer certains autres aspects, tout aussi intéressants, du sujet. La caractérisation de
nouvelles protéines impliquées dans la régulation transcriptionnelle de Xist et de Tsix a,
notamment, occupé une grande partie de mon temps, me permettant d’acquérir une certaine
expérience dans I’intégration d’informations a un modéle précis, en imaginant
perpétuellement de nouveaux acteurs et comment ils pourraient participer a la régulation de
notre locus d’intérét.
Au cours de cette prochaine partie mélant résultats et discussions, je m’attelerai a présenter
les résultats que j’ai pu obtenir au cours de ces quatre dernieres années passées sous la
direction du Dr. Claire Rougeulle.
Les quatre volets que j’ai choisi de vous présenter sont :
- L’¢tude du réseau transcriptionnel régulant I’expression de Xist chez la souris et sa
conservation chez I’humain
- La caractérisation fonctionnelle des sites de fixation pour les protéines CTCF et YY1
dans la région promotrice de Xist chez la souris
- L’¢tude du réseau transcriptionnel régulant Xist au sein de cellules germinales
embryonnaires de souris.

- Le couplage moléculaire de la régulation de Tsix et de la pluripotence cellulaire
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Chapitre III : Résultats et

Discussions
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I. L’étude du réseau transcriptionnel régulant I’expression de Xist
chez la souris et sa conservation chez ’humain

Comme nous venons de le voir en introduction, les acteurs gouvernant la répression, aussi
bien transcriptionnelle que post-transcriptionnelle, de Xist commencent a étre connus bien que
les mécanismes mémes de ce processus n’ont pas encore €té¢ €lucidés. Cependant, dans la
cellule ES femelle sauvage, une fois la différenciation initiée et les facteurs répressifs
(I’antisens et les facteurs de pluripotence) disparus, des facteurs activant la transcription sont
nécessaires a la surexpression de Xist menant a 1’inactivation du chromosome X en cis. En se
basant donc sur la mise en avant de quelques protéines candidates a ce role (voir le chapitre :
« Régulation en trans de Xist par divers facteurs », p92), nous avons cherché a confirmer
certains résultats (Kim et al., 2006, Hendrich et al., 1997, Pugacheva et al., 2005, Navarro et
al., 2006) et a les approfondir afin d’essayer d’obtenir une vision plus claire de 1’ensemble
des mécanismes régulant I’expresssion de Xist et de la maniere dont ils se coordonnent les uns
par rapport aux autres.

Parmis les protéines candidates, CTCF et YY1 sont toutes deux connues comme jouant de
multiples rdles au sein de la cellule, notamment celui d’activateur transcriptionnel. Au cours
des dernicres années, 1’observation de sites de fixation leur appartenant, au sein de la région
promotrice de Xist, nous a intrigué. En effet, ces protéines ont été¢ décrites se fixant au
promoteur P1 de Xist dans des cellules somatiques femelles, cette fixation étant femelle-
spécifique dans les cellules somatiques (Hendrich et al., 1997, Pugacheva et al., 2005). Puis,
plus récemment, plusieurs d’autres sites de fixation de ces protéines ont été décrits par
différentes équipes : 1’équipe de Joomyeong Kim décrivant trois sites de YY1 plus proches du
promoteur P2 de Xist, dont I’occupation semble aussi corréleer avec I’expression de ce dernier
(Kim et al., 2006), et notre équipe décrivant deux nouveaux sites de CTCF (I’un environ 1kb
en amont et ’autre 1,5kb en aval du promoteur P1), ces deux pics semblant ubiquitaires dans

les cellules femelles (Navarro et al., 2006).

Avant de commencer a décrire les résultats obtenus au cours de mon doctorat concernant la
caractérisation du réseau transcriptionnel de Xist, je souhaiterais tout d’abord consacrer
quelques mots a la description des protéines CTCF et YY1, la connaissance de leurs rdles et
de leurs interactions multiples étant capitale a la compréhension des données présentées par la

suite.
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a. CTCF

La protéine CTCF est impliquée dans de nombreux mécanismes au sein de la cellule dont
I’activation et la répression transcriptionnelle, ’insulation, le blocage de la méthylation de
I’ADN et la structure tridimensionnelle de la chromatine. Sa localisation est strictement
nucléaire (Klenova ef al., 1993), le seul cas de localisation cytoplasmique ayant été décrit
dans des cellules tumorales (Rakha et al., 2004, Butcher et al., 2007). Son expression est
ubiquitaire (a part au sein des spermatocytes primaires, Loukinov et al., 2002) mais est
régulée au cours du cycle cellulaire avec un pic d’expression au cours de la transition entre les
phases G2 et S (Klenova ef al., 1998). Au sein du noyau, une faible proportion de CTCF est
associée la matrice nucléaire (Dunn et al., 2003 ; Ottaviani et al., 2009) ou localise a la
périphérie nucléolaire (Yusufzai & Felsenfeld, 2004) (surement grace a ces interactions avec
les lamines et la nucléophosmine, respectivement). Le reste des protéines est réparti le long
des chromosomes et plus particulierement aux centrosomes lors de la mitose (surtout de la
métaphase a 1’anaphase), potentiellement toujours grace a son interaction avec la
nucléophosmine (Zhang et al., 2004 ; Burke et al., 2005 ; Grisendi et al., 2005). Enfin, CTCF
pourrait étre impliquée dans la réplication asynchrone de certains genes exprimés
monoalleliquement (Ensminger & Chess, 2004) comme c’est le cas a H/9/IGF2 (Bergstrom
et al.,2007).

Le fait que CTCEF soit impliquée dans autant de processus tient surement en grande partie de
sa structure particuliere composée de 11 doigts de zinc (Figure 27) grace auxquels elle peut se
lier a diverses séquences nucléotidiques et interagir avec de multiples autres protéines ainsi

qu’avec elle-méme (Gaszner & Felsenfeld, 2006 ; Pant ef al., 2004 ; Yusufzai et al., 2004).
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Figure 27 : La structure de CTCEF, ainsi que ses modifications et partenaires connus. (A)
Représentation schématique de CTCF. Elle est composée de trois domaines distincts : un domaine N-
terminal (N), 11 doigts de zinc (ZF) et un domaine C-terminal (C). Les modifications post-
traductionnelles de CTCF sont montrées sur la partie supérieure de la figure, avec le domaine
modifié. (B) Les protéines qui interagissent a travers un domaine connu, avec le domaine d’interaction
indiqué. (C) Autres protéines interagissant avec CTCF. (D) Une interaction entre deux protéines
CTCF via les ZF et le domaine C-terminal.(D’aprés Ohlsson ef al., 2010)

Bien que cette protéine puisse utiliser différents doigts de zinc pour se lier a I’ADN en
fonction du contexte (Filippova et al., 1996, Burcin et al., 1997, Quitschke et al., 2000), grace
a des expériences récentes se servant de 1’analyse informatique de données obtenues par
ChIP-seq, plusieurs équipes ont pu définir une séquence consensus qui semblerait
effectivement corréler avec une fixation de CTCF dans 80 a 95% des cas (Jothi et al., 2008,
Chen et al., 2008, Cuddapah et al., 2009), cette séquence étant quasiment identique chez
I’homme et chez la souris. Ces mémes expériences ont aussi permis d’identifier pres de 40
000 sites de fixation au sein des cellules ES de souris, cette influence monumentale implique
cette protéine dans bon nombre de processus cellulaires, expliquant sirement la 1étalité pré-

implantatoire de I’embryon muté pour CTCF (Heath et al., 2008, Splinter et al., 2006).
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Un autre facteur pouvant influer sur la diversité des fonctions et des interactions de CTCF est
le fait que cette protéine peut subir de nombreuses modifications post-traductionnelles telles
que la poly-(ADP-ribosyl)ation (Yu et al., 2004, Torrano et al., 2006), la phosphorylation
(Klenova et al., 2001 ; El-Kady & Klenova, 2005 ; Delgado et al., 1999) et la sumoylation
(MacPherson et al., 2009 ; Kitchen & Schoenherr, 2010) (Figure 27).

i.  Fonction activatrice/répréssive

CTCEF a été décrite comme possédant un role dans 1’initiation, 1’activation, la répression et
1’¢longation transcriptionelle au sein du noyau.

Sa fonction d’initiateur pourrait se dérouler principalement a travers son interaction avec la
grande sous-unité de I’ARN polymérase II (Rpbl) (Chernukhin et al., 2007), qu’elle soit
hypo- ou hyper-phosphorylée (la premiere forme étant associée a ’initiation, la deuxieme a
I’¢longation de la transcription) (Dahmus, 1996). CTCF semble donc pouvoir jouer le role de
la TBP (« TATA-Binding Protein »), initiant faiblement la transcription d’un gene reporteur
sans séquence promotrice en recrutant directement la machinerie de transcription. Cependant,
I’affinité de ces deux protéines I’une pour I’autre peut étre réduite lors de la phosphorylation
de la partie C-terminale de CTCF, partie justement responsable de cette interaction
(Chernukhin et al., 2007). Cela parait plutot paradoxal sachant que cette modification post-
traductionnelle de la protéine est généralement associée a une augmentation de la capacité a
activer la transcription (El-Kady & Klenova, 2005 ; Klenova et al., 2001). De plus, CTCF
peut aussi engendrer une activation transcriptionnelle simplement en recrutant d’autres
protéines jouant aussi ce role, telles que YY1 (Donohoe et al., 2007) ou Oct4 (Donohoe et al.,
2009).

Son role de répresseur, quant a lui, semblerait pouvoir dépendre de plusieurs mécanismes
différents. D une part, bien qu’elle puisse interagir avec I’ARN polymérase 11, comme nous
venons de le voir, CTCF a aussi la capacit¢ de la bloquer et de la sequestrer en cours
d’¢longation (Chernukhin et al., 2007, Cho et al., 2005). D’autre part, il a été prouvé que
CTCF pouvait interagir avec la protéine Suzl2 (Li ef al., 2008), membre du complexe
protéique PRC2 (responsable du dépot de la marque H3K27me3) induisant un contexte
chromatinien défavorable a la fixation de la machinerie de transcription, mais aussi avec
d’autres protéines pouvant réprimer la transcription : Oct4, YB1 (Klenova et al, 2004,

Chernukhin et al., 2000), YY1, Sin3 (Lutz et al., 2000).
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ii.  Fonction d’insulateur

Un insulateur est une séquence d’ADN qui empéche I’activation d’un promoteur par un
« enhancer » inapproprié et/ou bloque la propagation de chromatine condensée. Chez les
mammiferes, il a été observé que tous les éléments génétiques qualifiés d’insulateurs sont
fixés par CTCF. Cependant, cette protéine semble y jouer d’avantage un réle dans le blocage
d’activation (Bushey et al., 2009 ; Wallace & Felsenfeld, 2007) (Figure 28 haut), que dans
I’entrave a la propagation de 1’hétérochromatine (Figure 28 bas), cette fonction n’ayant jamais
été démontrée expérimentalement de maniere définitive (Splinter et al., 2006 ; Recillas-Targa,
2002 ; Ciavatta et al., 2006 ; Gaszner & Felsenfeld, 2006) malgré sa présence a de
nombreuses frontieres d’états chromatiniens (Cho et al., 2005 ; Filippova et al., 2005 ; Barski
et al., 2007 ; Cuddapah et al., 2009) et sa capacité a bloquer la propagation de la méthylation
d’ADN (Engel et al., 2006 ; Fedoriw et al., 2004 ; Filippova et al., 2005 ; Lewis & Murrell,
2004 ; Pant ef al., 2004 ; Schoenherr et al., 2002).
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Figure 28 : Les deux roles possibles pour CTCF en tant qu’insulateur. (Haut) CTCF se
fixe a tous les insulateurs connus chez les mammiféres et y fonctionne comme une protéine insulatrice
de chromatine qui n’affecte pas directement la transcription but empéche une interaction entre un
promoteur et des amplificateurs ou des répresseurs a proximité. Ceci empéche 1’activation ou la
répression inapropriée de génes en établissant des domaines chromatiniens indépendamment régulés.
(Bas) Un insulateur barriére protége un transgéne contre une répression due a
I’hétérochromatinisation. Les graphiques montre nt 1’activité du transgeéne dans de telles situations. La
barriére doit encadrer en 5° et en 3’ les extémités de la construction afin de prévenir de
I’hétérochratinisation pouvant arriver des deux cotés lors de D’insertion du transgéne. (D’aprés
Filippova et al., 2005 et Gaszner & Felsenfeld, 2006)
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La présence de CTCF aux frontieres entre euchromatine et hétérochromatine a notamment
déja été observée en rapport avec I’inactivation du chromsome X. En effet, CTCF pourrait
étre impliquée dans le fait que certains genes échappent a 1’inactivation sur le Xi, de par sa
présence aux frontieres des domaines demeurant actifs dans les cellules somatiques femelles
(Filippova et al., 2005). De plus, des études récentes par ChIP-seq ont aussi démontré la
présence de cette protéine aux frontieres entre la marque hétérochromatique H3K27me3 et la
marque euchromatique H2AKS5Ac (Barski ef al., 2007, Cuddapah et al., 2009). Cependant,
différentes études prouvent qu’en I’absence de CTCF on n’observe pas de propagation de
I’hétérochromatine (Splinter et al., 2006, Recillas-Targa et al., 2002), ceci signifiant que
I’entrave a ce phénomene est sans doute sous le contrdle d’une autre protéine (qui interagit
potentiellement avec CTCF).

Le mécanisme d’insulation semble passer par un phénomene de formation de structures
tridimensionnelles impliquant 1’¢élaboration de structures en boucle favorisant ou défavorisant
I’acces aux ¢€léments sur la boucle par d’autres complexes protéiques. Cette implication dans
la formation de boucles chromatiniennes se reflete d’ailleus au niveau des protéines
interagissant avec CTCF. En effet, la nucléophosmine (Yusufzai & Felsenfeld, 2004) (aussi
appelée NPM1 ou B23, est associée aux structures ribonucléoprotéiques nucléolaires), la
cohésine (Wendt et al., 2008, Parelho et al., 2008, Stedman et al., 2008) (responsable de
I’appariement des chromatides sceurs) et CHDS8 (une hélicase, capable de modifier la
flexibilité de la chromatine) (Ishihara ef al., 2006 ; Wallace & Felsenfeld, 2007) interagissent
toutes trois avec CTCF et jouent toute un rdéle dans la modification de la structure
chromatinienne. Cette interaction avec la nucléophosmine pourrait aussi étre
responsableesponsable de la localisation périnucléolaire des régions insulatrices (ottaviani et
al., 2009 ; Yusufzai et al., 2004).

D’autres protéines, telles que Kaiso (Defossez et al., 2005), Suz12 (Li et al., 2008) et Parpl (a
travers la poly-(ADP-ribosyl)ation) (Yu ef al., 2004) ont été¢ mises en cause par rapport a un
role dans D’insulation. Par exemple, I’interaction entre Kaiso (un facteur de transcription
pouvant aussi bien se lier a I’ADN méthylé que non-méthylé) et CTCF est défavorable a la
fonction de bloqueur d’enhancer de cette derniere, tandis que sa poly-(ADP-ribosyl)ation

semblerait, au contraire, la stimuler (Yu et al., 2004).

iii.  Role dans la méthylation de TADN
CTCEF est une protéine dont la fixation est dépendante de 1’état de méthylation de son site. En

effet, elle accomplit souvent sa tache d’insulateur a des loci empreintés, ceux-ci étant souvent
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différentiellement méthylés (d’ou I’appelation de DMR pour « Differentially Methylated
Region ») afin d’obtenir une expression monoallelique, de par le fait que CTCF ne peut se
fixer a ceux déja méthylés (comme par exemple a H19/Igf2, Bell & Felsenfeld, 2000, Hark et
al., 2000) (Figure 29A et B). Malgré cela, elle semble aussi avoir la capacit¢ d’empécher la

méthylation de novo de ses sites de fixation (Schoenherr et al., 2002) (comme vu

précédemment).
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Figure 29 : CTCF organise des contacts chromatiniens aux loci empreintés. (A et B)
Représentation linéaire du locus H79/Igf2 murin. Le géne non-codant maternellement exprimé H19 est
situé a environ 90kb du géne codant /gf2 qui est exprimé uniquement a partir de ’alléle paternel. La
région de contrdle de I’empreinte (ICR) environ 2kb en amont d’H19 contient 4 sites CTCF et est
essentiel a la régulation du locus. Les régions de méthylation différentielles (DMRs) agissent en
concert afin de réguler réciprocalment 1’expression alléle-spcifique d’un groupe partagé
d’amplificateurs en aval de H19. —CHj3;, méthylation de I’ADN. Ovales verts : amplificateurs. (C et D)
Modeles schématiques tridimensionnels, illustrant le schéma alléle-spécifique de la fixation de CTCF,
de la méthylation de I’ADN et des boucles chromatiniennes. Bien que les boucles sont ici représentées
via une multimerisation de CTCF, il n’est pas clair si ces interactions longue distance peuvent &tre
atribué a la fixation de CTCF a tous les sites suivi d’une dimerisation ou si la détection de CTCF par
ChIP est due a des interactions indirectes due aux boucles. Les lignes discontinues indiquent un
mouvement des amplificateurs entre I’ICR et le promoteur d’H19. (D’aprés Phillips & Corces, 2009)
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Cette capacité pourrait s’expliquer par son interaction avec la protéine Parpl (Yusufzai et al.,
2004, Guastafierro et al., 2008, Caiafa & Zlatanova, 2009). La protéine Parpl est responsable
du dépdt de la marque poly(ADP-ribosyl) sur des protéines chromatiniennes, dont elle-méme.
L’ajout post-transcriptionnel de segments d’ADP-ribose engendre la présence de charges
négatives supplémentaires pouvant modifier les interactions entre protéines ou entre protéine
et ADN.

Il a été démontré que, bien que Parpl polyADP-ribosyle CTCF, I’interaction entre ces deux
protéines est aussi nécessaire pour engendrer I’automodification de Parpl (Guastafierro et al.,
2008), phénomene responsable de I’inhibition fonctionnelle de I’ADN méthylase de maintien,
Dnmt1 (Reale et al., 2005).

Ces interactions entre CTCF, Parpl et Dnmtl sont visibles au niveau du génome par son
hypométhylation d’environ 70% lorsque CTCF est surexprimée (Guastafierro et al., 2008).
Mais elles sont aussi visibles a une échelle plus réduite, la colocalisation de CTCF et de Parpl
¢tant observée a pres de 140 sites (lors d’une expérience de ChIP-CHIP), dont le locus
empreinté H19/Igf2 qui, lors de I’inhibition des protéines de la famille Parp (a ’aide de 3-
aminobenzamide), témoigne d’une expression biallelique (Yu ef al., 2004). Ceci impliquerait
donc cette interaction protéique dans le maintien de 1’empreinte parentale, CTCF recrutant
Parpl a certains de ses sites de fixation, cette dernicre servant a bloquer la méthylation de
I’ ADN des régions voisines (Mukhopadhyay et al., 2004).

Il faut aussi noter que la perte de 1I’hélicase a chromodomaine CHDS8 semble étre liée a une
augmentation de la méthylation (ainsi qu’a une perte d’acétylation de I’histone H3) a certains
sites CTCF (Ishihara et al., 2006), bien que I’on ne connaisse pas encore les mécanismes
sous-jacents de cette observation malgré un effet de la surexpression de CHDS sur 1’activité

de Parp (Nishiyama ef al., 2009).

iv.  Formation de structures tridimensionnelles

Comme nous I’avons vu, CTCF semble interagir avec plusieurs protéines impliquées dans la
formation d’interactions inter- ou intra-chromosomiques (la nucléophosmine, la cohésine,
CHDS8, Lamine A/C). L’observation que CTCF participe a ce type de phénomene a pu
récemment voir le jour grace aux avancées techniques, fournissant aux chercheurs un moyen
de visualiser les différentes interactions a distance existant a travers le génome, notamment
grace aux techniques de 3C, 4C et 5C (Simonis et al., 2007, Fullwood & Ruan, 2009) (voir
Annexe 3, p270).
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Derni¢rement, la découverte d’une interaction entre CTCF et le complexe de la cohésine est
venue renforcer le rdle joué par ces structures tri-dimensionnelles dans les mécanismes
régulatoires mis en place par CTCF (Wendt et al., 2008, Parelho et al., 2008, Stedman et al.,
2008, Rubio et al., 2008).

La cohésine est le complexe responsable de 1’appariement des chromatides sceurs au cours des
phases S, G2, et en début de mitose. Elle est composée de 4 sous-unités : Smcl, Smc3, Sccl
(ou Mcdl ou Rad21) et Scc3 (ou SA2 ou Stag?), I’agencement de ces différentes sous-unités
permettant de maintenir la proximité de deux brins de chromatine distincts (Figure 30).

Mais d’apres ces découvertes récentes, il semblerait que la cohésine puisse aussi jouer un role
important dans la régulation transcriptionnelle des génes a travers son interaction avec CTCF
(bien qu’une publication récente fasse état d’un tel role sans I’intervention de CTCF, Schmidt
et al.,2010).

Conformément au fait que CTCF et la cohésine partagent des sites consensus quasi-identiques
(voir le chapitre : « Recrutement de Rad21 », p149) (Ohlsson et al., 2009 bioessay), leur co-
localisation a travers le génome est extrémement fréquente : 65 a 90% des sites liant la
cohésine lient aussi CTCF, tandis que 55 a 80% des sites CTCF fixent également la cohésine
(Parelho et al., 2008, Wendt et al., 2008). Cette interaction se ferait plus particulierement
entre CTCF et la sous-unité Scc3 de la cohésine (Rubio ef al., 2008).
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Figure 30 : Schéma modélisant la structure du complexe de la cohésine. D’aprés Haering et
al., 2005, http://www.sciencemag.org.gate2.inist.fr/feature/data/prizes/ge/2004/haering.dtl)

La mise en place des structures tridimensionnelles, engendrées par 1’association de deux sites

distincts (distants d’'un minimum de 10kb d’aprés Rippe, 2001), est doute facilitée par la
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capacité de CTCF et de la cohésine a homo- et hétérodimériser entre eux (Zhang et al., 2009).
L’interdépendance des deux protéines dans le contexte de leur colocalisation est clairement
observable lors d’expériences de déplétion. D’apres les données obtenues en 3C, CTCF
semble recruter la cohésine tandis que la cohésine semble stabiliser la fixation de CTCF (Hou
et al., 2010). Cependant, il fort possible que cette interaction soit cycle cellulaire-dépendante,
CTCF pouvant étre fixée de manicre stable tandis que la cohésine n’interagirait de manicre
maximale qu’au cours de la phase S, ces interactions étant défaites au cours des phases G2/M

comme cela a dé¢ja été démontré (Kang & Lieberman, 2009).

En résumé, la cohésine pourrait soit stabiliser les interactions longue distance mises en place
par CTCEF, soit étre elle-méme responsable de ces interactions intra- et inter-chromosomiques
a travers le génome. Ces interactions peuvent donc avoir plusieurs fonctions au sein du
noyau : - Etre responsable de modifications de régulation par transvection

- Créer des boucles chromatiniennes afin de favoriser ou au contraire, d’empécher 1’acces de
la machinerie de transcription ou leurs recruteurs a un promoteur précis

- Ancrer des loci a la matrice nucléaire ou a la périphérie du nucléole

I n’est pas exclu que d’autres protéines participent a ce type de restructuration

chromatinienne.

Pour conclure sur I’ensemble des roles exercés par la protéine CTCEF, il semblerait que celle-
ci ait typiquement un role de protéine d’échafaudage, c’est-a-dire dont la fonction s’accomplit
surtout a travers de nombreuses interactions protéiques ayant chacune un rdle bien particulier,
permettant ainsi & CTCF de jouer un role majeur dans bon nombre de processus
transcriptionnels et épigénétiques. Ces interactions étant déterminées par la séquence
nucléotidique ainsi que le contexte chromatinien du site de fixation, cela permet aux différents

domaines de CTCF (notamment les doigts de zinc) de bénéficier d’un éventail d’interacteurs.

De maniere similaire a CTCF, YY1 possede une fonction indispensable dans le

développement embryonnaire, des mutants homozygotes démontrant une mortalité péri-
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implantatoire, et les hétérozygotes étant rétardés développementalement et présentant des
défauts de neurulation (Donohoe et al., 1999).

YY1 possede 4 doigts de zinc, localisés a I’extrémité C-terminale, qui lui permettent de lier
I’ADN ainsi que diverses protéines (Figure 33). Mais elle est aussi composée d’un domaine
N-terminal impliqué dans I’activation transcriptionnelle ainsi qu’un domaine regroupant le
milieu de la protéine et les doigts de zinc fonctionnant comme répresseur (Figure 31).

Comme semblerait I’indiquer sa structure, YY1 est impliquée dans I’activation et la
répression transcriptionnelle, mais aussi dans I’initiation de la transcription (Galvin & Shi,
1997 ; Shi et al., 1997 ; Thomas & Seto, 1999). De plus, cette protéine possede une séquence
de liaison a ’ARN au sein de ses doigts de zinc (Ficzycz & Ovsenek, 2002), lui permettant
ainsi de participer a 1’assemblage de mRNPs (pour « Messenger RiboNucleoprotein
Particles ») dans les oocytes (Belak & Ovsenek, 2007).

Comme CTCF, YY1 est aussi sujette a plusieurs types de modifications post-traductionnelles
incluant la glycolysation (Hiromura et al., 2003, Ozcan et al., 2010), la phosphorylation
(Austen et al., 1997), 1’acétylation (Yao et al., 2001) et la polyADP-ribosylation (Oei & Shi,
2001).

Le rdle de la glycosylation est de dissocier le complexe Y'Y 1-protéine du rétinoblastome (qui
empéche sa fixation) d’une manicre cycle-cellulaire dépendante, rendant ainsi YY1 libre
d’influer sur la transcription (Hiromura et al., 2003).

La phosphorylation sur cette protéine n’a, a ce jour, ét¢ impliqué que dans ’entrave de la
fixation de YY1 au promoteur du gene talin2 (Zheng et al., 2010).

L’acétylation de la région centrale de la protéine (riche en glycines et lysines), ajoutée par
p300 et PCAF, est nécessaire a une activité répressive maximale, alors que celle ayant lieu au
niveau des doigts de zinc (et qui n’est pas déacétylable), sert d’appat aux HDACs résultant en
une activité d’histone déacétylase, cela malgré une baisse de 1’affinité pour ses sites de
fixation engendrée par I’encombrement de ses doigts de zinc (Yao ef al., 2001).

Et enfin, la polyADPribosylation de la protéine semble avoir lieu majoritairement lors de
Iésions de ’ADN qui activent Parpl, cette activation ayant pour conséquence de modifier
post-traductionnellement YY1 qui accuse une baisse de son affinité a ses sites de fixation

habituels (Oei & Shi, 2001).
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tanscriptional

transcriptional repression

transcriptional activation repression DNA binding
[ 1 I 1 [ 1
Acidic His Acidic GK
1 54 80 154 170 200 205 226 295 414
Smad (1-170) HDAC (170-200) ATF6 (261-333)
INO80 (ND) p300(170-200) HDAC (261-333)
PRMT1 (ND) Hoxa11(205-226) EED (250-414)
CTCF(313-414)

Figure 31: Diagramme schématique de YY1 et de ses partenaires. Les domaines
d’activation et de répression transcriptionnelle sont indiqués, ainsi que le domaine de liaison a I’ADN.
His : domaine riche en histidine, GK : domaine riche en glycine-lysine, PHR : région d’homologic a
PHO. Les protéines/complexes associés avec YY1 sont indiquées sous chaque région d’interaction.
Entre parenthéses sont les résidus impliqués dans I’interaction. ND : non déterminé. (D’aprés He &
Casaccia-Bonnefil, 2008)

Comme décrit dans le tableau ci-dessous, YY1 interagit avec une quantit¢ importante de

protéines. Le fait que YY1 soit impliquée dans autant de processus dont le contréle du cycle

cellulaire, ’embryogénese, les infections virales, I’apoptose ou encore 1’oncogénéese, pourrait

expliquer qu’une équipe de chercheurs observe que ce facteur est impliqué dans la régulation

de prés de 10% des geénes chez les mammiferes (Schug et al., 2005).

Protéine Réle Référence
c-Myc Abolit les fonctions activatrices et |Shrivastava et al.
répréssives de YY1 1993
ARNpolll Initiation de transcription Usheva & Shenk 1994
ATF6 Active 1'élément de stress du réticulum
endoplasmique Li et al. 2000
CBP Fonction activatrice réprimée par YY1 au
promoteur de AP-1 O'Connor et al. 1996
CTCF Activateur transcriptionnel de Tsix Donohoe et al. 2007
Protéine virale, nécessaire a I'activation
E1A transcriptionnelle médiée par YY1 du gene
viral AAV P5 Shi et al. 1991
Eed Induction de tissu neural Satijn et al. 2001
GATA1l Amplifie ['activation transcriptionnelle de |Rincon-Arano et al.
YY1 a l'alpha-globine 2005
Gcn5 Décalage de nucléosomes par
hyperacétylation Klar & Bode, 2005
Yang et al. 1996,
HDAC1 Répression par déacétylation des histones |Yang et al. 1997
Yang et al. 1996,
HDAC2 Répression par déacétylation des histones |Yang et al. 1997
Yang et al. 1996,
HDAC3 Répression par déacétylation des histones |Yang et al. 1997
HoxA11 Réprime la transcription Luke et al. 2006
Ino80 Permet la fixation de YY1 et aide a|Caietal. 2007, Wu et
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I'activation transcriptionnelle, essentiel a la|al. 2007
réparation de [I'ADN basée sur |la
recombinaison homologue
p300 Répresseur transcriptionnel
lorsqu'interagissant avec YY1 Lee et al. 1992
Prmt1 Induit H4R3me aux promoteurs activés par | Rezai-Zadeh et al.
YY1 2003
Retinoblastoma | Inhibe la fonction d'initiation de
protein transcription de YY1 en bloquant sa fixation
a I’ADN Petkova et al. 2001
Smad YY1 réprime la fonction d'activateur
transcriptionnel de Smad Kurisaki et al. 2003
Sox2 Activateur transcriptionnel de Xite Donohoe et al. 2009
Sp1l Amplifie la capacité de YY1 a initier la|Seto et al. 1993, Lee
transcription et al.1994
Suzil2 Recruté par YY1 pour réprimer CEBPD Ko et al. 2008
TFIIB Initiation de transcription Usheva & Shenk 1994
Sert d'intermédiaire entre YY1 et les
YAF2 protéines du groupe PcG rresponsables de
répression transcriptionnelle Wilkinson et al. 2010
YY1AP Amplifie ['activation transcriptionnelle de
YY1 Wang et al. 2004

Figure 32 : Tableau récapitulatif des différents interacteurs de YY1 et le but de leur

coopération.

i.  Protéines PcG

Les protéines du groupe polycomb (PcG) sont responsables du maintien de la répréssion
transcriptionnelle de génes importants pour le développement. Cependant, les mécanismes de
leur recrutement a des sites spécifiques de la chromatine ne sont pas clairs. YY1 est une des
rares protéines PcG a posséder un domaine de liaison a I’ADN (ses doigts de zinc). De plus,
YY1 possede un domaine baptis¢ REPO (pour « REcruitment of POlycomb ») correspondant
au domaine PHR (pour « PHO Homology Region ») visible sur le schéma ci-dessus (Figure
31), qui permet justement de recruter les protéines notamment responsables du dépdt de la
marque H3K27me3 : le complexe PRC2. Ce recrutement s’effectue par 1’intermédiaire d’une
autre protéine PcG : la protéine Yaf2 (Wilkinson ef al., 2010).

Ces informations sont particulierement intéressantes par rapport aux données de Zhao et al.
qui observe le recrutement de PRC2 sur un petit transcrit émanant de la région du Repeat-A de
Xist et qui servirait @ marquer d’abord le promoteur de celui-ci avant de se propager le long de
I’ensemble du chromosome X inactif (Zhao et al., 2008). Dans cette situation, YY1 pourrait
jouer le méme rdle de recruteur que pour I’ADN, mais ici, sur I’ARN grace a son domaine de
liaison connu pour engendrer la formation de mRNPs dans les oocytes (Belak & Ovsenek,

2007). 11 serait donc d’un intérét certain de réaliser des expériences de RNA-ChIP avec des
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anticorps anti-YY1 et anti-Yaf2. Cependant, le complexe PRC2 a aussi été observé se liant a
I’ARN non-codant (ncARN) HOTAIR. Les auteurs n’observent cependant pas d’implication
de YY1 dans la liasion entre les deux protagonistes et proposent plutdt une fixation directe de

PRC2 au ncARN par I’intermédiaire du doigt de zinc unique de Suz12 (Rinn et al., 2007).

ii.  Formation de structures tridimensionnelles

De maniere similaire a CTCF, YY1 semble aussi étre impliquée dans les structures
tridimensionnelles de I’ADN. En effet, en 1995, 1’équipe de Gary Stein s’est rendue compte
que la protéine NMP-1 (pour « Nuclear Matrix Protein I ») n’était autre que YY1 (Guo et al.,
1995). NMP-1 avait préalablement été¢ décrite comme un facteur de liaison entre ’ADN et la
matrice nucléaire (Dworetzky et al., 1992). De plus, des études d’immunofluorescence ont
montré qu’une fraction de YY1 est localisée a la matrice nucléaire, principalement mais pas
exclusivement associée aux nucléoles. Le fait que YY1 puisse s’attacher aux MARs (pour
« Matrix Attachement Region » qui sont des séquences de chromosomes qui s’attachent a la
matrice nucléaire) nous fait soupgonner un rdle de cette protéine dans la médiation
d’interactions  gene-matrice, la  matrice nucléaire pouvant compartimentaliser
fonctionnellement le noyau eucaryote afin d’assister la régulation de 1’expression génique.
Une autre équipe propose que la fixation de complexes protéiques au niveau des promoteurs,
des enhancers et des « silencers » engendre des perturbations du cheminement de la double-
hélice d’ADN et suppose que YY1 pourrait participer a un tel phénomene (Natesan &
Gilman, 1993). Pour corroborer leur théorie, ils démontrent que la fixation de YY1 au
promoteur de c-fos induit une courbure de I’ADN de prés de 78°, pouvant favoriser ou
défavoriser certaines interactions de ce dernier avec des protéines avoisinantes. L’orientation
méme du site de fixation de YY1 pourrait influer sur un tel phénomene, sa fonction passant de
répressive a activatrice lors de I’inversion de son site de fixation, toujours au promoteur de c-
fos. L’importance capitale du sens du site de fixation est confirmée par Kim ef al. concernant
des sites de liaison de YY1 a son propre promoteur (Kim ez al., 2009).

Ce phénomeéne de courbure de I’ADN ainsi que les nombreuses interactions de YY1 avec des
protéines modificatrices d’histones pourraient aussi expliquer son importance dans la
contraction des loci des immunoglobulines dans les cellules progénétrices des lymphocytes B.
Lors de la déplétion de la cellule en YY1, on assiste a une absence de contraction
chromatinienne du locus IgH, phénoméne qui est responsable de la recombinaison des genes

Ig afin de créer de nouveaux anticorps (Liu ef al., 2007)
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iili.  Role dans la méthylation de TADN

Il est aussi nécessaire de rappeler le role probable de YY1 dans la méthylation des DMRs au
sein des cellules germinales, notamment son importance dans la méthylation de Xist au cours
de I’oogénese mais aussi dans la protection contre cette méthylation a la méme DMR durant
la spermatogénese (voir le chapitre : « Régulation en trans de Xist par différents facteurs »,

p92).

Comme nous venons de le voir, les deux protéines candidates proposées pour le rdle
d’activateurs transcriptionnels de Xist ont chacune un grand nombre de fonctions, celles-ci
¢tant médiées grace a une multitude d’interacteurs. IlI s’avere donc que ces protéines
fonctionnent rarement seules et sont essentielles a bon nombre de processus cellulaires. Au
cours de mon doctorat, j’ai donc tenté¢ de caractériser le role de CTCF et YY1 dans la
régulation du géne Xist, notamment en confirmant que leur fixation correle bien avec une
fonction d’activateur, tout en tentant d’impliquer des partenaires de ces deux protéines dans le

méme processus a travers la recherche de leur fixation le long du locus Xis#/ Tsix.

c. Résultats

i.  Fixation de CTCF le long du locus Xist/Tsix
Suite aux données publiées par Hendrich, Chao, Pugacheva, Kim et Navarro ef al. (Hendrich
et al., 1997, Chao et al., 2002, Pugacheva et al., 2005, Kim et al., 2006, Navarro et al., 2006,
voir le chapitre : « Régulation en trans de Xist par différents facteurs », p92 et la Figure 33),
nous avons décidé, a 1’aide de la technique d’immunoprécipitation de chromatine suivie d’une
analyse par PCR-quantitative (voir les Annexes 1 et 2, p268-269), caractériser le profil de
fixation de CTCF le long du locus Xist/Tsix dans différents types cellulaires qui reflétent les

différentes étapes de 1’inactivation du chromosome X.
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Figure 33 : Récapitulatif des sites de fixation de CTCF et de YY1 le long du locus
Xist/Tsix déja publiés. La largeur des ovals représentant les protéines est indicatif du nombre de
sites de fixation.

Dans un premier temps, nous avons regardé la fixation de CTCF au sein de cellules souches
embryonnaires murines femelles (cellules LF2, de la lignée /29) ainsi qu’au sein de cellules
fibroblastiques femelles (aussi de la lignée 729) ayant été isolées a partir d’embryons a
13,5jpc, récapitulant ainsi les deux statuts "extrémes" de I’inactivation (I’activité
transcriptionnelle des deux X dans les ES, et I’inactivation aléatoire d’un des deux X
maintenue depuis plusieurs divisions cellulaires au sein des MEFs).

Au sein des cellules ES (Figure 34B), nous retrouvons deux pics de part et d’autre du
promoteur P1 de Xist décrit par Navarro et al. (Navarro et al., 2006). Cependant, nous
observons aussi plusieurs pics au niveau du locus Xist/Tsix dont certains n’ont jamais été
décrits et semblent étre placés a des positions "stratégiques" par rapport a la séquence de Xist
et de son antisens : recouvrant d’une part les petits exons 2,3, 4 et 5, et la fin du transcrit de
Xist, et d’autre part, une région en amont du promoteur de 7six. CTCF se fixe aussi plus
faiblement au sein de I’exon 1. Toutefois, nous ne voyons aucune fixation de CTCF sur le
promoteur méme comme décrit par Pugacheva et al., ce qui pourrait étre di au fait que ces
observations avaient ¢té faites dans des cellules somatiques et non pas ES ou bien a la
différence entre les anticorps utilisés. Curieusement, le pic de CTCF attendu a DxPas34
(Chao et al., 2002, Donohoe et al., 2007) est trés faible; il est toutefois possible que
I’enrichissement au sein du minisatellite soit plus important que ce qui est représenté, sachant
que de par la nature répétitive de la région, il est impossible de dessiner des amorces en son
centre, nous limitant a 1’étude de ses extrémités.

De maniere intéressante, dans les cellules fibroblastiques femelles (Figure 34C), chez qui un

chromosome X est inactivé, on assiste 2 une diminution voire une disparition de 6 des 8 pics
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de fixation. Les seuls pics persistants sont ceux qui entourent le promoteur P1, et I’on observe
méme une apparition de pic au sein de I’exon 1 (fixation maximale décalée par rapport aux
cellules ES). Il est intéressant de se demander si les modifications de fixation de CTCF entre
cellules indifférenciées et différenciées a ce locus sont fonctionnellement reliées a la
disparition de I’expression biallélique de Tsix ou bien a la surexpression monoallélique de
Xist. Par contre, contrairement aux résultats de Pugacheva et al., et confirmant ce qui a été
observé dans les ES (Navarro et al., 2006), nous n’observons toujours pas de fixation au

niveau de P1, bien qu’il y ait un léger décrochage (propre aux MEFs) du profil a cet endroit.

5kb Scaled Map
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Figure 34 : Distribution de CTCF dans une région de 50kb du XIC murin au sein de
cellules ES et fibroblastiques femelles. (A) Diagramme schématique des 50kb analysés par des
expériences de ChIP (n>3) montrant les différentes unités de transcription du locus Xist/Tsix. Les
fleches indiquent le sens transcriptionnel. En gris foncé : les exons de Xist, en gris clair : les exons de
Tsix. A chaque expérience de ChIP, nous avons utilisé 42 paires d’amorces éparpillées le long de la
région. (B) Analyse de ChIP de CTCF dans des cellules ES femelles indifférenciées et (C) dans des
cellules femelles fibroblastiques. Les deux graphiques montrent le facteur d’enrichissment des
immunoprécipitations (aprés normalisation par rapport a l’input) par rapport au bruit de fond
déterminé en moyennant la valeur de 10 positions, au sein de la région étudiée, montrant une absence
de fixation. L’origine de I’axe des ordonnées correspondant au +1 de transcription du géne Xist.
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Afin de savoir si le profil de fixation de CTCF est identique sur les deux Xs actifs dans les
cellules indifférenciées et si les modifications de profil observées dans les cellules somatiques
sont spécifiques au Xa ou au Xi, nous avons entrepris de réaliser la méme expérience mais
dans des cellules males, ES (CK35) et fibroblastes (lignée 729).

Le profil de fixation de CTCF et le niveau d’enrichissement dans les cellules ES maéles
(Figure 35A) sont identiques a ceux qui sont observés chez les femelles, nous indiquant qu’a
priori chez la femelle les deux alléles possedent le méme schéma de fixation. En effet dans le
cas contraire nous aurions observeé des différences d’intensité de la fixation de la protéine par
rapport aux males (sachant que les données de ChIP sont toujours normalisées par rapport a
I’ADN génomique non immunoprécipité). La seule différence est une meilleure définition du
pic a DxPas34 mais qui demeure toujours aussi faible. Les similitudes observées entre les
deux sexes pourraient refléter la nécessité des deux alleles (aussi bien le futur X actif
qu’inactif) d’étre sur un pied d’égalité afin que le choix du chromosome a inactiver ne soit pas
biaisé lors de 1’induction de la différenciation.

Dans les cellules fibroblastiques males la quasi-totalit¢ du profil est identique a celui des
femelles. Il existe cependant une différence : la disparition de la fixation de CTCF prés du
promoteur P2 (Figure 35B). Cette différence pourrait étre la cause ou la conséquence de
I’expression de Xist a partir du chromosome X inactif chez les femelles, sachant que CTCF ne

se fixe pas a ce site sur le X actif.
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Figure 35 : Etude de la fixation de CTCF le long du locus Xist/Tsix dans des cellules ES
et fibroblastiques males. (A) La fixation de CTCF le long du locus Xis#/Tsix dans les cellules ES
males indifférenciées est trés similaire a ce qui est observé pour les cellules femelles du méme stade.
(B) Au sein des cellules males somatiques, on remarque principalement la disparition du premier pic
en aval du promoteur de Xist.

Le profil de fixation de CTCF au promoteur P2 corrélant avec un rdle hypothétique dans
’activation transcriptionnelle de Xist (bien qu’il soit déja fixé a ce site dans les ES, sans qu’il
y ait expression de Xist), nous avons voulu savoir ce qu’il en était pour YY1, facteur
transcriptionnel ayant été¢ décrit comme se fixant aussi autour de P1 et de P2 afin d’activer

I’expression de Xist (Hendrich et al., 1997, Kim et al., 2006) (Figure 33).

ii.  Fixation de YY1 en 5 de Xist
Nous observons une fixation de YY1 entre 1 et 1,5kb en aval du promoteur P1 de Xist dans
les cellules ES femelles (Figure 36B), des résultats similaires ont depuis été publiés par Kim
et al. (Kim et al., 2006). Malheureusement, de par la proximité importante des trois sites de

fixation potentiels (observés par Kim et al.), nous avons été dans 1’impossibilité de dessiner
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des amorces pouvant nous indiquer lesquels sont sollicité par la protéine. On observe
¢galement un décalage du pic de fixation de YY1 entre les cellules ES et les cellules
somatiques femelles, cela étant peut-€tre le témoin d’une fixation différentielle a ces sites en
fonction du contexte cellulaire et/ou de son role a ce locus. Ces trois sites se trouvent a une
distance comprise entre 20 et 230pb du site CTCF, cette proximité pouvant indiquer une
interaction entre les deux protéines (comme cela a été¢ décrit a DxPas34, Donohoe et al.,
2007).

Ce pic de YY1 est également présent dans les cellules ES males (Figure 36C), reflétant une
fois de plus une similitude de la fixation des protéines étudiées entre les deux sexes et
potentiellement les deux alléles. Et de maniere identique au pic de CTCF situé a P2, la
fixation de YY1 est abolie au sein des cellules males somatiques, cette cinétique de fixation
corrélant une fois de plus avec I’expression de Xist. De plus, ici encore, nous n’observons pas
la fixation de YY1 au promoteur de P1 décrit par Hendrich et al. (Hendrich et al., 1997), ceci
pouvant dii au fait que ces observations avaient été effectuées chez 1’homme, malgré la
conservation d’un site consensus (n’étant plus actuel) chez plusieurs especes, ou bien au fait
que leurs expériences ont été réalisées in vitro.

Nous ne montrons ici que la partie 5° de Xist, le reste du locus Xist/Tsix (tel qu’il est montré
dans les figures précédentes) n’étant pas occupé par cette protéine, a part & DxPas34 ou il se
fixe sur le minisatellite de maniere similaire a CTCF, c’est-a-dire plutdt faiblement (données

non montrées).
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Figure 36 : Etude de la fixation de YY1 dans la région promotrice de Xist dans des
cellules ES et somatiques males et femelles. (A) Représentation schématique de la région
promotrice de Xist. Le rectangle noir repésente I’exon 1 de Xist, le gris, ’exon 4 de Tsix. Les deux
fleches unidirectionnelles représentent les deux promoteurs P1 et P2 de Xist. Les fléches
bidirectionnelles représentent les régions amplifiées lors de la PCR-Quantitave. Le point 0 est toujours
le +1 transcriptionnel de Xisz. (B) En trait plein est représentée la fixation de YY1 dans les cellules ES
femelles indifférenciées et en pointillés dans des cellules somatiques femelles. (C) Idem a (B) mais
chez le male.

iii.  Corrélation entre fixation de CTCF et YY1 et surexpression de Xist en

cours de différenciation
Afin de savoir si les différences de fixation de ces protéines au promoteur P2 de Xist sont
bien le reflet de ’activation transcriptionnelle de ce dernier, nous avons entrepris de regarder
la fixation de CTCF et YY1 au niveau du X actif et du X inactif, en utilisant notamment
différentes lignées de cellules ES males mutantes, notamment les lignées Ma2LL, ADxPas34 et

A65 (Luikenhuis ef al., 2001, Vigneau et al., 2006, Morey et al., 2004) (Figure 37).
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Figure 37 : Schéma Récapitulatif des différentes mutations génétiques présentes au sein
de cellules males qui ont servi a I’étude. Dans Ma2L, Luikenhuis et al. ont inséré une séquence
d’arrét transcriptionnel a environ 4kb en aval du promoteur de T7six (Luikenhuis et al., 2001),
empéchant ainsi la machinerie de transcription de traverser la région promotrice de Xist. ADxPas34
posseéde une délétion d’environ 1,2kb du microsatellite jouant le role d’amplificateur de Tsix, ceci
réduit I’activité transcriptionnelle de ’antisens d’environ 90% (Vigneau et al., 2006). A65 représente
une lignée de cellules ES males dans lesquels il manque un fragment de 65kb a partir de la fin du
transcrit de Xist et dans la direction de Tsix, abolissant toute transcription a partir de Tsix ou de Xite
(entre autres) (Morey et al., 2005). En rouge sont représentées les séquences altérées.

Ces lignées ont toutes la particularité d’affecter la transcription de 7six, soit en empéchant sa
transcription a travers la région codante de Xist (Ma2L), soit en réduisant sa transcription
(d’environ 90%) par délétion d’une région stimulatrice (ADxPas34) ou encore en supprimant
ses promoteurs (majeur et mineur) (A65). La particularité de ces cellules est qu’elles sont
toutes capables d’induire I’inactivation ectopique de l'unique chromosome X lorsque la
différenciation est induite (Figure 38), nous permettant ainsi d’observer quelles sont les
caractéristiques de fixation de nos protéines d’intérét exclusivement sur le X inactif. Les
cellules ES males sauvages, quant a elles, en particulier en cours de différenciation,

permettent d’étudier la fixation de CTCF sur le X actif (ou sur le promoteur inactif de Xist).
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Figure 38 : Expression de Xist au sein des différentes lignées cellulaires étudiées. Ces
résultats ont été générés suite a la réverse-transcription des ARNs suivie d’une analyse par PCR-
quantitative. Tous les résultats ont été normalisés par rapport a I’expression du géne Arpo. En bleu les
cellules ES indifférenciées et en orange, aprés 4 jours de différenciation. LF2 : cellules ES femelles
sauvages, CK35 : cellules ES maéles sauvages.

La fixation de CTCF et YY1 dans les cellules ES males controles MalL (contenant
simplement un site Lox, correspondant au site d’excision du « sfop » transcriptionnel) est
identique a celle des cellules ES males CK35 (Figure 39A et B). De plus, nous pouvons
remarquer que cette fixation est abolie des le quatrieme jour de différenciation. Ainsi, le
détachement définitif des protéines a lieu dans une fenétre de temps qui correspond a celle de
I’initiation de I’inactivation chez les femelles. A 1’inverse, chez les cellules mutantes (ici
Ma2L) en cours de différenciation, on observe un maintien, voire une augmentation, de la
fixation des deux protéines au site en aval de P1 (Figure 39C et D). Ces résultats nous
indiquent que la fixation de CTCF et YY1 en aval de P1 se fait de maniere allelique en cours
de différenciation cellulaire, et que cette fixation allélique correle a une surexpression de Xist,
le Xa perdant la fixation des protéines, tandis que le Xi qui surexprime Xist, la conserve.
L’expression de Tsix ne semble pas avoir d’effet sur la fixation de ces protéines puisqu’a
I’état indifférencié, CTCF et YY1 sont fixés autour du promoteur P2 indépendamment de
I’expression de 7six (et quelque soit le mutant observé). Il est important de noter que nous
observons, ici encore, a un décalage du pic de YY1 sur le (futur) Xi en cours de
différenciation (Figure 39D), nous renfor¢ant dans I’idée d’une utilisation différentielle des 3

sites de fixation en cours de différenciation et peut-€tre lors de 1’acitvation de Xist.
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Une fois de plus, la fixation des deux protéines sur le reste du locus Xis#/Tsix n’est pas
montrée ici, aucune des 3 mutations ne modifiant quoique ce soit au reste du profil.

Cependant, j’aimerais signaler la particularité que seules les cellules Ma2L a jour 0 subissent
une augmentation notable de Xist par rapport aux cellules controles (Figure 38), bien que les
trois mutations aient pour conséquence de diminuer I’expression de Tsix, censé €tre un
répresseur post-traductionnel de Xist (Navarro et al., 2006). Cela nous permet de suggérer que
la région DxPas34 (délétée dans ADxPas34 et A65 mais pas dans Ma2l) pourrait avoir un
role dans la surexpression de Xist (d’une manicre post-traductionnelle étant donné qu’il n’y a
pas de recrutement du PIC a P1 chez ses mutants) dans les cellules ES indifférenciées lorsque
la transcription de Tsix est inhibée. Ce role semble disparaitre en cours de différenciation
puisque les taux d’expression de Xist sont trés similaires entre Ma2LL et ADxPas34 a jour 4
d’induction par ajout d’acide rétinoique. Une autre possibilité est que I’insertion de la
séquence d’arrét transcriptionnel entourée de deux sites Lox pourrait contribuer a la
perturbation d’un élément impliqué dans la répression de Xist, cette hypothése paraissant bien
moins probable de par la petite taille de I’insertion ainsi que I’inexistence d’éléments

régulateurs de quelque espece que ce soit autour de la région dans laquelle elle se trouve.

Une fois une corrélation indéniable établie entre la fixation des protéines CTCF et YY1
autour du promoteur P2 de Xist et la surexpression de celui-ci, nous avons souhaité nous
intéresser aux autres pics de CTCF le long du locus Xis#/Tsix, notamment en cherchant a leur
attribuer une fonction, leur fixation se rapportant plutdét au développement cellulaire qu’a

I’expression de Xist ou de son anti-sense.

iv.  Un role pour les autres pics de CTCF ?

Etant donné la distribution des pics de CTCF le long du locus Xist/Tsix et les nombreux
articles impliquant cette protéine dans la structuration tridimensionnelle de la chromatine,
aussi bien lors d’interactions intra- (Li et al., 2008) qu’interchromosomiques (Ling et al.,
2006), il semblait fort concevable qu’elle ait un rdle similaire a cet endroit. De plus, il a
dernierement été prouvé que CTCF et la cohésine interagissent a de nombreux sites a travers
le génome, ce complexe protéique étant présent dans 55 a 80% des cas aux sites CTCF
(Parelho et al., 2008, Wendt et al., 2008).

Afin de tester cette hypothese, nous avons examinéla distribution de la sous-unité Rad21/Sccl

de la cohésine au niveau du locus Xis#/Tsix dans nos différents modeles cellulaires.
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Figure 39 : Fixation de CTCF et de YY1 a la région promotrice sur le Xa ou le Xi en
cours de différenciation. Fixation de (A) CTCF et (B) YY1 dans les cellules ES males sauvages
MalL, au stade indifférencié (bleu) ou aprés 4 jours de différenciation a I’acide rétinoique (orange).
Etude identique de (C) CTCF et (D) YY1 dans les cellules ES males Ma2L tronquées pour Tsix. En
cours de différenciation le chromosome X est inactivé chez Ma2L, tandis qu’il reste actif chez MalL.

Deux pics majeurs de Rad21 sont observables sur I’ensemble du locus Xis#/Tsix dans les
cellules ES femelles (Figure 41A) qui corrélent tous deux avec des pics CTCF : un premier en
amont de P1 et un second en amont du promoteur majoritaire de 7six. Ce résultat nous
suggere que ces deux pics de CTCF/Rad21 pourraient étre impliqués dans un mécanisme
visant a modifier la structure tridimensionnelle du locus. Un pic de trés faible intensité est

aussi identifiable, sa localisation correspondant justement a celle du pic de CTCF a P2.
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Le profil de fixation de Rad21dans des MEFs femelles rejoint clairement celui de CTCF, le
pic en amont de Xist étant ubiquitaire, le pic en amont de Tsix disparaissant totalement une
fois la différenciation cellulaire terminée comme le fait également le petit pic a P2 (Figure
40B). Cependant, de maniere étrange, on assiste a la naissance d’autres petits pics qui étaient
majoritairement inexistants dans les ES. On ignore comment s’opére la fixation de ces petits

pics, CTCF ayant totalement abandonné ces régions apres différenciation.
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Figure 40 : Etude de la fixation de Rad21 le long du locus Xist/Tsix dans des cellules ES
et fibroblastiques femelles. (A) Fixation de Rad21 le long du locus Xis#/Tsix dans les cellules ES
femelles indifférenciées. (B) Fixation de Rad21 le long du locus Xist/Tsix dans les cellules
fibroblastiques femelles.

Au sein des cellules males, le profil est sensiblement similaire a celui des femelles (Figure
41). Dans les cellules ES, les différences majeures se situent autour du promoteur de Xistz. En
effet, le pic en amont de P1 est plut6t faible comparé a celui chez la femme, tandis que le petit

pic a P2 semble mieux défini et plus grand (Figure 41A). Il est possible que ces changements
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reflétent une différence allélique de marquage par Rad21, ceci n’ayant pas été¢ observé pour
CTCF. Tandis que dans les MEFs males, le méme schéma se met en place que chez les
cellules somatiques femelles : maintien du pic en 5’ de Xist et disparition de celui en 5’ de
Tsix (Figure 41fB). Cependant, les petits pics n’apparaissent plus ici, indiquant soit leur
origine artéfactuelle, soit le fait qu’ils se trouvent surement enrichis en I’absence de fixation
de CTCF et uniquement sur le Xi, ce qui parait peu probable. Le fait que la fixation de CTCF
et Rad21 n’ait plus lieu en 5’ de Tsix dans les cellules somatiques nous renseigne sur sa
fenétre temporelle d’action et nous indique qu’elle n’est pas nécessaire a une expression

maintenue de Xist au cours de la vie cellulaire.
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Figure 41 : Etude de la fixation de Rad21 le long du locus Xist/Tsix dans des cellules ES
et fibroblastiques males. (A) Fixation de Rad21 le long du locus Xist/Tsix dans les cellules ES
males indifférenciées. On peut remarquer une baisse de la fixation en amont du promoteur P1 de Xist
par rapport a chez les femelles. (B) Fixation de Rad21 le long du locus Xist/Tsix dans les cellules
fibroblastiques méales. Comme dans les cellules fibroblastiques femelles, la fixation en amont de Tsix

disparait dans les cellules somatiques, parallélement a une augmentation importante du pic en amont
de Xist.
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Nous avons ensuite étudié¢ la fixation de Rad21 dans des cellules portant des mutations de
Tsix afin d’observer si I’absence de transcription de 1’antisens ou bien la délétion du site de
fixation de CTCF/Rad21 en 5° de T7six (dans les cellules A65), nous apporteraient des
informations sur une nécessité quelconque de la cohésine dans 1’inactivation ou bien sur une
¢ventuelle interaction entre les deux pics.

Les profils observés entre MalL et Ma2L sont trés similaires a ce qui avait été observé chez
les ES (Figures 42A et B). L’accentuation de I’intensité du pic de Rad21 en amont de P1 chez
Ma2L par rapport a MalL nous fournit un début d’explication quant a la différence observée
entre les ES males et femelles. La méme chose est observée pour les cellules A65 et
ADxpas34 par rapport aux cellules contrdles CK35 (données non montrées).

Cette similitude nous permet donc une précision concernant le role du pic en amont de 7Tsix :
cette fixation se fait de maniere identique sur les deux alleles quelque soit le type cellulaire
¢tudié. Cependant la fixation de CTCF et Rad21 a ce site disparait totalement au sein des
cellules somatiques, ce qui pourrait correspondre avec un effet éventuel de 1’expression de
Tsix, bien qu’a jour 4 I’expresion de celui-ci a déja considérablement diminué alors que nous
n’observons aucun changement de la fixation des protéines au site le plus proche de son
promoteur.

Quelque soit la lignée cellulaire étudi€e, il semblerait que la fixation de Rad21 dans les ES se
fasse de maniere plus importante sur le futur alléle inactif que sur le futur actif. Et en
regardant les graphiques de la Figure 42A et B, on ne peut s’empécher de se demander si les
différences d’intensités de fixation observées entre MalL et Ma2L sont significatives,
reflétant peut-€tre une activité de structuration tridimensionnelle plus importante sur le futur
X 1inactif, bien qu'on ne les observe pas en ¢tudiant la fixation de CTCF (données non

montrées).
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Figure 42 : Fixation de Rad21 le long du locus Xist/Tsix sur le Xa ou le Xi en cours de
différenciation. (A) Fixation de Rad2l dans les cellules ES males sauvages MalL, au stade
indifférencié (bleu) ou aprés 4 jours de différenciation a 1’acide rétinoique (orange). (B) Etude
identique de Rad21 dans les cellules ES males Ma2L tronquées pour Tsix. En cours de différenciation
le chromosome X est inactivé chez Ma2L, tandis qu’il reste actif chez MalL.

A travers ce profilage des sites de fixation de CTCF, YY1 et Rad21 & travers le locus
Xist/Tsix, nous sommes parvenus a montrer une colocalisation de CTCF et YY1 dans la
région promotrice de Xist, leur présence en cours de différenciation étant corrélée avec une
surexpression de celui-ci. Nous avons aussi décrit deux nouveaux sites de fixation pour la
cohésine, qui colocalise avec CTCF de maniére ubiquitaire en amont de Xist (surtout sur le
futur Xi), mais seulement dans les cellules non différenciées ou en cours de différenciation en
amont de Tsix. Ces résultats renforcent 1’idée grandissante que CTCF peut jouer des roles

différents en fonction des sites concernés et des protéines qu’elle y recrute. Ceci serait médié

par la séquence nucléotidique autour du site de fixation ainsi que par le contexte
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chromatinien, qui lui permettraient d’engendrer de nombreuses interactions, orchestrées avec

précision, grace a ses divers domaines, notamment les 11 doigts de zinc.

v.  Conservation des fixations de CTCF, YY1 et Rad21 chez ’homme
Un des moyens d’aborder le role de CTCF, YY1 et Rad21 dans la régulation de Xist d’un
point de vue fonctionnelle, est d’étudier la conservation de la fixation de ces protéines dans la
région promotrice de Xist dans d’autres especes.
Les protéines CTCF (Filippova et al., 1996, Klenova et al., 1998, Burke et al., 2002,
Pugacheva et al., 2006) (Figure 43), YY1 (Inouye & Seto, 1994, Kim ef al., 2006) et Rad21
sont fortement conservées a travers I’évolution, surtout entre la souris et ’homme (CTCEF :

98%, YY1 : 99%, Rad21 : 97%).

A
| Il I |
M-terrminal domain Zine finger domain C-terminal domain
B
Human CTCF i H 4 H

Mouse CTCF [H— 4 bobe
Cattla CTCF H—F—H—H+—1H
Opossum CTCF H———F—HH—1
Chicken CTCF HH—H—H—H

Green Ancle CTCF IHH=HH-—
Zatralish CTCF

Figure 43 : Structure et conservation du géne CTCF. (A) Sont représentés les 3 domaines
structuraux de CTCF : les 11 doigts de zinc, entourés d’un domaine N- et C-terminal. (B) Tous le
orthologues de CTCF chez les vertébrés possédent 10 exons. Les frontiéres intron-exons sont
conservées au sein de la zone grisée entre tous les orthologues de CTCF. (D’aprés Hore et al., 2008)

Grace a ses expériences menées au laboratoire, et aux nombreuses données générées par
ChIP-seq dans différentes lignées cellulaires humaines, la doctorante Mélanie Makhlouf,
spécialiste du laboratoire en culture de cellules ES humaines, a pu établir un profil de fixation
pour nos protéines d’intérét dans plusieurs lignées. Par soucis de briéveté , du fait que ma
participation a ce projet se cantonne a 1’analyse des données de ChIP-seq et que ces résultats
sont plutot préliminaires, je me contenterai de ne montrer que les résultats obtenus par analyse
de cellules fibroblastiques : MRC-5 pour les males, et IMR-90 pour les femelles.

Ainsi, nous avons pu comparer le profil de fixation des protéines CTCF, RAD21 et YY1 dans

la région promotrice de XIST dans les cellules humaines a celui obtenu chez la souris.
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Figure 44 : Fixation de CTCF, YY1 et Rad21 au sein de la région promotrice du XIST
humain dans des cellules fibroblastiques males et femelles. Expériences de ChIP (n=3)
mesurées par PCR-quantitative a 21 positions différentes le long de la région promotrice du XIST
humain. L’enrichissement est présenté en tant que ratio par rapport au bruit de fond, une fois
normalisé par ’input (Figure 35A). Fixation de (A) CTCF, (B) YY1 et (C) Rad21 dans des cellules
fibroblastiques méles (pointillés) et femelles (trait plein).

De maniere spectaculaire, les 3 protéines se fixent de fagon quasi-identique dans la région
promotrice du XIST humain que ce qui est observé chez la souris (Figures 44A, B, et C ; 34C ;
35B; 36B et C; 40B et 41B). En effet, CTCF se fixe aussi bien en amont qu’en aval du
promoteur dans les cellules somatiques femelles, mais uniquement en amont dans les cellules
males (Figure 44A). Les distances de fixation des protéines par rapport aux promoteurs sont
différentes de chez la souris, mais cela est attendu compte tenu de 1’évolution des séquences

(le géne Xist étant plus long chez I’homme que chez la souris, voir le chapitre : « Xist », p5S1).
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YY1 se fixe aussi en aval du promoteur et, similairement a CTCF, uniquement chez les
femelles (Figure 44B). Ce profil de fixation a cet endroit semble indiquer que les protéines
¢tudiées ne se fixent que sur ’allele inactif du chromosome X a ce stade du développement.
Cependant, concernant YY1, on peut observer quelques différences par rapport a la situation
murine : d’une part le pic majeur est tres large, faisant donc état de plusieurs sites occupés par
cette protéine (sachant qu’il existe 8 séquences consensus de fixation a cette région, Kim et
al., 2006) ; et il sera intéressant, dans I’avenir, de comparer ce profil a celui existant dans les
cellules ES humaines pour voir si, comme chez la souris, il serait possible que différents sites
soient utilisés lors de différentes situations. D’autre part, nous pouvons remarquer un pic
mineur, juste en amont du promoteur, qui pourrait correspondre a 1’observation faite par
Hendrich et al. qu’il existe une fixation différentielle de YY1 a ce site corrélant avec
I’expression de XIST dans les cellules somatiques (Hendrich et al., 1997).

Enfin, RAD21 colocalise parfaitement avec CTCF au site en 5’ de XIS7, étant présent aussi
bien chez les males que chez les femelles (Figure 44C). Nous pouvons aussi nous apercevoir
qu’il semblerait que la fixation de RAD21 a la région promotrice de XIST soit 1égerement plus
intense chez la femelle que chez le male, phénomene aussi observé chez les cellules
somatiques murines femelles ou chez le mutant Ma2L en cours de différenciation. Cette
divergence pourrait étre le symbole d’une activité d’interaction tridimensionnelle plus
importante au sein de la région promotrice de XIS7/Xist sur le X inactif.

Il semblerait donc que non seulement le réseau d’activation transcriptionnel géré par CTCF et
YY1 soit conservé chez ’homme, mais aussi que la fixation de CTCF et RAD21 en amont du
promoteur de XIST semble avoir une véritable importance de par sa conservation, bien que

nous ne connaissions pas encore sa fonction.

Afin de voir I’étendue de cette conservation, j’ai entrepris d’effectuer une recherche in silico
de sites de fixation potentiels de CTCF, YY1 et Rad21 dans la région promotrice de Xist de 8
especes euthériennes grace aux sites consensus préalablement obtenus par d’autres
laboratoires (Kim ef al., 2007, Kim et al., 2009, Parelho et al., 2009) (Figure 45).

Ceci nous permet de visualiser I’importance indéniable de la conservation des sites de fixation
de ces protéines a la région promotrice de Xist. Bien entendu, cette étude basée uniquement
sur des séquences consensus, ne prouve en rien la fixation réelle de ces protéines. Cependant,
une séquence consensus n’étant valable, pour révéler un véritable site de fixation, que dans

une certaine fraction des cas, il est assez remarquable d’observer une telle conservation de ces
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séquences, d’autant plus qu’elles fixent ces protéines chez la souris et I’homme, nous laissant
croire qu’il y ait de fortes chances pour qu’elles fassent de méme chez les autres especes.
Cependant, nous pouvons remarquer que seule la souris possede un site consensus pour CTCF
en aval du promoteur de Xist et que par la méme occasion, on y observe aussi un site pour
Rad21, malgré une tres faible fixation in vivo. De plus, a part le chat et en partie le cheval, le
rat est la seule espece a ne pas présenter de site consensus pour CTCF et Rad21 en amont de
Xist, et ce malgré la proximité évolutive importante par rapport a la souris.

Mais le fait le plus marquant, est que des sites consensus de YY1 (oscillant entre 3 et 8 selon
I’espece) en aval du promoteur sont présents chez toutes les especes (a part 1’¢léphant et
éventuellement le chat). Cette donnée suggére fortement que YY1 soit le véritable activateur
de Xist en cours de différenciation, CTCF a ce site, a peut-€tre une fonction différente ou
redondante par rapport a YY1 ou un rdle différent selon les especes, la régulation de Xist
pouvant posséder des particularités propres a chacune d’entre elles.

Le fait que nous n’observions pas de fixation de YY1 chez le chat est sans doute dii & un
manque de recouvrement du séquengage, un segment conséquent de la région 5° de Xist
n’étant pas représenté, de méme que pour le site CTCF/Rad21 chez I’éléphant. Par contre,
concernant le pic chez le rat, le chat et le cheval, il se pourrait que le site ne soit pas conservé
ou bien que la séquence de fixation ait légerement vari¢ avec 1’évolution, celle-ci divergeant

donc trop de la s€quence consensus pour €tre reconnue par le logiciel.
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Figure 45 : Conservation des sites consensus de fixation pour CTCF, YY1 et Rad21 dans
la région promotrice de Xist chez les euthériens. Représentation schématique des sites
consensus de CTCF (en bleu), YY1 (en rouge) et Rad21 (en vert) chez 8 espéces de mamiféres
placentaires. Les analyses ont été réalisées grace au logiciel VectorNTI sur les séquences fournies par
le site UCSC (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway). Les consensus utilisés sont les suivants,
CTCF : CCDSYAGRKGDHR, YY1 : CGCCATNTT, et Rad21 : CCWSYDGRKGKM. Les blocs
violets représentent des zones dont la séquence n’est pas disponible.

d. Discussion

Dans le but de caractériser le réseau transcriptionnel de Xis¢, notamment de ses activateurs, au
cours de I’inactivation du chromosome X, nous avons entrepris une étude a moyenne échelle
(sur 50kb) du profil de fixations de CTCF et YY1, deux candidates préalablement soupgonnés
d’agir positivement sur I’expression de Xist. A travers cette étude, nous avons pu voir que la
protéine a doigts de zinc CTCF se lie a de multiples sites le long du locus Xis#/Tsix. Au niveau
du promoteur P2 de Xist, la fixation de CTCF corréle parfaitement avec la surexpression du
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gene non-codant au cours de la différenciation : présent sur le Xi, absent sur le Xa. Il se
trouve que YY1 se fixe également a un (ou plusieurs) site(s) situé(s) tres pres de P2 et aussi
de maniere corrélative a ’expression de Xist lors de I’initiation de I’inactivation. Cela, nous
permet de soumettre I’hypothése que CTCF et YY1 pourraient bien €tre les activateurs
transcriptionnels de Xist tant recherchés.

Grace a la découverte par d’autres laboratoires d’une interaction fréquente de CTCF, a travers
tout le génome, avec le complexe de la cohésine, nous avons pu lier deux autres sites de
fixation CTCF a une interaction avec la sous-unit¢ Rad21 de ce complexe. De maniere
intéressante, ces deux sites se trouvent chacun de part et d’autre du locus Xist/Tsix, nous
amenant a supposer qu’ils pourraient avoir un role dans sa régulation. Cependant, au vu des
différentes modifications de leur profils de fixation au cours de la différenciation cellulaire, il
semblerait que la fonction de chaque pic se fasse indépendamment 1’un de I’autre. Cette
découverte nous permet d’envisager un nouveau type de régulation du locus Xis#/Tsix qui
s’établierait a travers des structures tridimensionnelles grace a des interactions entre CTCF et

la cohésine.

i.  Nos données sont corrélées par la littérature

- Les sites d’hypersensibilité a la DNase

Par le passé, plusieurs équipes de recherche ont cherché des sites d’hypersensibilité¢ a la
DNase (ou DHS pour « DNase Hypersensitve Site ») a travers le locus Xist/Tsix (Figure 46)
(Sheardown et al., 1997, Sado et al., 2005, Tsai et al., 2008). Au cours de ces études,
plusieurs sites se sont avérés corréler avec 1’expression de Xist mais sans que 1’on connaisse
I’1dentité de la ou des protéines responsables de cette hypersensibilité.

Ainsi, en comparant nos données a ces DHS, on remarque que les sites 3/HS3/2a et HS5/2¢
(Figure 46) correspondent a notre pic ubiquitaire de CTCF en amont de Xist et a notre site
CTCF/YY1 au promoteur P2 de Xist, respectivement. Cette corrélation est aussi bien valable
au niveau de la localisation que de la régulation en cours de différenciation de ces sites.

De maniere intéressante, les DHS observés par Sado et al. au sein de leurs cellules mutantes
X (des cellules somatiques males, invalidées pour Tsix) dans le méme article récapitulent le
schéma de fixation de CTCF et YY1 que I’on observe dans MalL et Ma2L, c’est-a-dire leur

présence ectopique post-différenciation chez les males mutés.
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De plus, Tsai et al., dont 1’étude se focalise sur une région plus étendue, trouvent aussi des
DHS dans I’exon 1 de Xist (ou nous avons un pic CTCF, surtout apres différenciation), dans
I’intron 1 de Xist (correspondant au site de fixation pour Oct4/Nanog et Sox2) mais aussi a
I’exon 8 de Xist (pic de CTCF) et en amont de 7six (pic de CTCF et Rad21), corroborant ainsi
nos résultats sur le reste du locus. Par contre cette analyse ne semble pas trouver de DHS au
niveau des petits exons 2, 3, 4 et 5 ou nous observons un fort attachement de CTCF (surtout
dans les ES).

De plus, les trois études observent un (ou deux dans le cas de Sheardown et al.) sites
d’hypersensibilité a la DNase, au niveau du promoteur P1 de Xisz. Ce site (1/HS1/2b) (Figure
46) est ubiquitaire dans les cellules femelles mais est perdu lors de la différenciation chez les
males. Il pourrait correspondre a la fixation basale de la machinerie de transcription, qui serait
recrutée de maniere bien plus importante en cours de différenciation, mais uniquement sur
’allele inactif chez les femelles.

Le pic 2 de Sheardown et al. est quelque peu mystérieux, dans le sens ou il n’a pas été
identifié par les autres équipes (peut-€tre dii a un manque de définition de 1’analyse en raison
des plus grandes régions €tudiées) et de par sa présence restreinte aux cellules ES. Cette
caractéristique de fixation pourrait nous laisser croire a 1’existence d’un facteur répressif autre
qu’Oct4/Nanog/Sox2 qui se fixerait en amont de P1 afin de réprimer Xist
transcriptionnellement. Ce facteur serait sans doute aussi régulé¢ de maniére dévelopmentale
de par son absence dans les cellules somatiques. Sheardown et al. confirment bien la fixation
d’une protéine d’identité¢ inconnue a ce site par des expériences de retard sur gel (Sheardown

et al., 1997).
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Figure 46: Les sites d’hypersensibilit¢ a la DNase le long du locus Xist/Tsix.
Représentation schématique des différents sites d’hypersensilité a la DNase tel que décrits par (A)
Sheardown et al., 1997, dans les cellules ES et fibroblastiques males et femelles ; (B) Sado et al.,
2005, avec en noir les sites spécifiques a 1’X inactif et en gris le site ubiquitaire et (C) Tsai ef al.,
2008, avec en gris les sites constitutifs et en vert les sites spécifiques des cellules ES.

- Tests luciférase

Différents tests a la luciférase semblent corroborer notre hypothese que la fixation de CTCF et
YY1 a P2 est responsable de la surexpression de Xist au cours de I’initiation de 1’inactivation.

Sun et al ainsi que Kim et al. ont réalis¢ des constructions comprenant des régions
promotrices de Xist différentes suivies d’un geéne codant pour la luciférase (Sun et al., 2006,
Kim et al., 2006). Leurs deux constructions minimales (-540/+9 et -1143/+956pb par rapport
a P1) ne contiennent pas les sites de fixation de CTCF et YY1 autour de P2, I’expression de la
luciférase y étant trés faible, méme plus faible que I’expression de la luciférase en absence de
promoteur (Figure 47). Bien que dans 1’expérience de Sun et al. cette expression soit

augmentée en cours de différenciation, elle est loin d’atteindre les valeurs attendues dans ce
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genre de contexte. Il semblerait donc qu’il manque quelque chose a la capacité du promoteur
a étre surexprimé. Et c’est en étudiant une autre construction contenant cette fois-ci 1814pb
en aval de P1 (et donc les sites de fixation pour YY1 et CTCF ainsi que P2) que Kim ef al.
obtiennent une surexpression de la luciférase (le fait que par la suite ils retrouvent une
expression faible du géne rapporteur suite a des mutations individuelles des sites YY1 semble
indiquer que ce n’est pas le promoteur P2, en tant que tel, qui est responsable de la
surexpression) (Figure 47). Cette expérience semble bien confirmer la fonction de YY1 dans
la surexpression de Xist dans un contexte dépourvu des répresseurs principaux (7six et

Oct4/Nanog/Sox2).
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Figure 47 : Activité transcriptionnelle d’un groupe de sites YY1 au promoteur P2 de
Xist. L’implication transcriptionnelle du groupe de sites YY1 a été testé en insérant la région
promotrice endogeéne de Xist devant le géne sans promoteur de la luciférase. Cinq constructions et un
témoin négatif (pGL4) ont été analysés. Chaque contruction a été analysée plus de trois dans le type
cellulaire entre parenthéses (cellules somatiques). La mutation des sites YY1 est: CATTATNTT au
lieu de CGCCATNTT. Les séquences des fragments de promoteurs utilisés correspondent a:
construction P1 (AJ421479; 105154-107233), construction P1P2 (AJ421479; 105154-108089).
(D’apres Kim et al., 2006)

ii.  Situation dans les cellules ES non-différenciées
Bien que I’association de CTCF et de YY1 au promoteur de Xist dans des cellules en
différenciation semble garantir une surexpression de celui-ci, paradoxalement, leur présence
aux mémes sites dans les cellules ES indifférenciées ne semble pas fournir la méme certitude.

En effet, nous avons observé la présence de CTCF et YY1 au promoteur P2 dans tous les
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types cellulaires sauvages pluripotents étudiés, alors que I’expression de Xist dans ces cellules
est basale.

L’explication la plus simple a ce paradoxe est que les facteurs responsables de la répression
de Xist, a savoir Oct4/Nanog/Sox2 et Tsix, empéchent CTCF et YY1 de jouer leur rdle, que ce
soit par modification de conformation tridimensionnelle de la région (bloquant ainsi des
interactions nécessaires a leur bon fonctionnement) ou tout simplement en exercant une
répression plus intense que ne 1’est la surexpression exercée par nos activateurs.

Pour s’en assurer, on pourrait effectuer un test de luciférase dans des cellules ES. En effet, en
ne mettant que la région promotrice de Xist (comprenant, bien siir, les sites de YY1 et CTCF)
devant le géne de la luciférase, le promoteur ne serait plus sous le contréle des deux systemes
répresseurs démontrés a ce jour. L’expression du gene rapporteur dans un contexte au sein
duquel son promoteur est généralement réprimé, montrerait bien que 1’absence d’effet de
CTCF et YY1 dans les cellules ES ne serait due qu’a un effet dominant exercé par les
mécanismes répresseurs. Le fait d’effectuer cette expérience dans des cellules pluripotentes
nous permettrait aussi de vérifier deux autres possibilités qui pourraient expliquer 1’absence
d’expression de Xist malgré la présence des ses activateurs dans un contexte sauvage :

- les activateurs ne sont peut-étre pas fonctionnels dans les cellules pluripotentes de par la
présence ou I’absence d’une modification post-traductionnelle inhibant leur fonction a ce
stade cellulaire

- la fonction des activateurs passe potentiellement par le recrutement d’autres protéines
effectrices, celles-ci n’étant peut-Etre pas exprimées a ce stade.

Une autre possibilité venant s’ajouter a un effet dominant des facteurs de pluripotence et de
I’antisens, pourrait étre 1’absence d’une quantité suffisante de Rnfl12, qui semble aussi €tre
réprimée au sein des cellules ES par les facteurs de pluripotence (Figure 48 et le chapitre :
« Régulation en trans par divers facteurs», p92). Cette protéine, qui lorsqu’elle est
surexprimée dans les cellules ES males, arrive a engendrer I’initiation de 1’inactivation du
chromosome X, pourrait étre responsable d’une capacité de Xist a étre surexprimé en cours de
différenciation (Jonkers et al., 2009). La maniére dont Rnf12 arrive a contourner les différents
types de répression dans les cellules ES est encore inconnue, mais une analyse par ChIP de
Rnfl2 au sein du locus Xist/Tsix serait sans doute trés bénéfique a une meilleure
compréhension du phénomene. Le fait qu’une surexpression de Rnfl2 dans les ES males
suffise a surexprimer Xist a conduit les auteurs de I’article a stipuler que: « En outre,
l'activation de I’inactivation du chromosome X dans des cellules males transgéniques pour

Rnf12 ne peut pas €tre expliqué par un effet de Rnf12 sur la différenciation. Il est donc plus
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probable que les cellules ES transgéniques pour Rnf12 restent indifférenciées, ce qui implique
que tous les autres facteurs nécessaires a l'initiation de 1’inactivation sont d¢ja présents dans
les cellules ES indifférenciées, bien que le niveau de ces autres facteurs peuvt augmenter lors
de la différenciation. Nos résultats suggerent également que la répression de Xist peut étre
surmonté par une expression accrue de RNF12, méme dans les cellules ES indifférenciées. »,
corroborant la possibilité que CTCF et YY1 puissent étre actifs au sein de cellules ES non-

différenciées lorsque 1’on leur en donne 1’occasion.
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Figure 48 : Fixation de multiples facteurs de transcription au promoteur de Rnfl12 dans
les cellules ES de souris. Données de ChIP-CHIP obtenues par Kim et al., 2008, analysées grace au

site UCSC Genome Browser. Les résultats sont obtenus lors de 1’utilisation des données ChIP-seq de
Chen et al., 2008.

iii.  Différents mutants de Tsix ont différents effets sur 'expression de Xist

Je pense qu’il est intéressant de revenir sur la différence d’expression de Xist observée entre
les différents mutants de 7six (Figure 38) préalablement évoquée au cours de ’analyse de ces
résultats.

Tandis que Xist est surexprimé d’environ un facteur 100 entre MalL et Ma2L ou entre CK35
et AAV dans les cellules ES males indifférenciées, ce facteur n’est plus que d’environ 3 ou 4
entre les CK35 et les A65/ADxPas34 ou encore entre les E3.4 et les D102/c5.1 (Figure 38 ;
Morey et al., 2001, 2004 ; Vigneau et al., 2006). 1l semblerait donc il y ait autre chose en jeu
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que simplement la répression post-transcriptionnelle décrite par Navarro ef al. (Navarro ef al.,
2005), qui ne saurait expliquer les différences conséquentes observées, sachant que
I’expression de Tsix est abolie dans I’ensemble des mutants (a part ADxPas34 chez qui il reste
de 10 a 15% d’expression).

En considérant précisément la nature des différentes mutations, on remarque que 1’on peut
distinguer deux catégories différentes : la premiere €tant constituée de mutations ne touchant
uniquement a Tsix (Ma2L et AAv) et la seconde regroupant les mutations de plusieurs
dizaines de kb (D102, c5.1, A65, D102 étant aussi une délétion de 65kb mais engendrée dans
une lignée femelle), ADxPas34 étant un cas a part, sa faible surexpression de Xist étant sans
doute due a la transcription résiduelle de 1’antisens.

Tout ceci me permet de suggérer qu’il existe un €lément au sein d’une région de 50kb en aval
de Tsix (par rapport au sens de la transcription de Xisf) qui aurait un effet activateur sur
I’expression de Xist. Cependant, nous ne pouvons pas déterminer, dans 1’état actuel de nos
connaissances, s’il s’agit d’un effet médi¢ par un contact a travers une interaction a longue
distance nécessitant une structuration tridimensionnelle particuliere ou s’il est effectué grace a
un élément codant pour une protéine, un microARN (bien qu’aucun microARN n’ait été
détecté dans cette région) ou autre. Cet effet est d’ailleurs encore plus remarquable a jour 4 de
différenciation a I’acide rétinoique ou I’expression de Xist est 3 fois plus élevée dans les
Ma2L/AAv (et méme ADxPas34) que dans les A65 (Figure 38, Morey et al., 2004, Vigneau et
al., 2006).

Indépendamment, nous pouvons aussi remarquer que 1’expression de Xist chez les mutants
males n’arrive jamais a atteindre le niveau que 1’on mesure chez les femelles, tout du moins
apres quatre jours de différenciation. Il est possible que cela soit dii au manque de Rnf12 chez
les males, les femelles bénéficiant d’une expression biallelique dont la production devrait, au
final, se fixer sur un seul all¢le d’apres la théorie de brisure de symétrie (Nicodemi & Prisco,

2007).

iv.  Interaction entre CTCF & YY1 ?
D’apres les résultats que nous avons obtenus, il semblerait que CTCF et YY1 soient
impliquées dans la surexpression de Xist. Bien que CTCF se fixe en plusieurs endroits le long
du geéne Xist, seule sa fixation prés du promoteur de P2 semble requise a sa fonction
potentielle d’activateur. YY1, quant a lui, ne se fixe a Xist qu’en amont de P2 mais possede 3
sites a cet endroit, ceux-ci étant séparés au maximum d’environ 220pb. Les distances entre le

site CTCF et les sites YY1 a P2 sont comprises entre 36 et 245pb. Ces faibles distances, ainsi
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que la description d’une hétérodimerisation possible des deux protéines (Donohoe et al.,
2007) nous amene a nous demander si, a ce locus, CTCF et YY1 fonctionnent en
collaboration ou indépendamment.

Curieusement, I’article qui propose cette interaction observe des cinétiques de recrutement
différentes pour ces protéines a plusieurs sites autour du microsatllite DxPas34, remettant en
cause un lien direct entre-elles, tout du moins concernant leur recrutement a ces sites la. De
plus, d’apres des données de ChlP-seq, il semblerait que ces deux protéines ne colocalisent
pas particulierement au niveau du génome entier (communication personnelle avec J.J.
Miranda et al., 2010).

Cependant, d’aprés Donohoe et al., CTCF se lierait a YY1 grace a son domaine N-terminal,
celui-ci ayant aussi été reconnu comme essentiel a la capacité de CTCF a activer
transcriptionnellement 1’expression du géne APP (pour « Amyloid Precursor Protein ») dans
les cellules HeLa (Vostrov et al., 2002). 11 serait donc intéressant de regarder si YY1 se fixe
aussi a la région contrdlant 1’activité de ce gene, d’autant plus qu’a ce jour, YY1 est la seule
protéine décrite comme se fixant a ce domaine de CTCF. La fonction activatrice de CTCF a
ce locus passerait donc éventuellement par le recrutement de YY1 et non pas un effet direct.
En définitive, la seule maniere de savoir si une des deux protéines recrute 1’autre sera de
déléter au locus endogene I’un de leur sites et de voir ce que cela engendre vis-a-vis de la

fixation de 1’autre protéine au site voisin.

v.  De quelle maniere 'activation de Xist est-elle obtenue ?

Nous n’avons pas encore abordé la maniere dont CTCF et YY1 effectuent la surexpression de
Xist. Bien que les deux protéines soient capables de recruter directement I’ARN polymérase 11
afin d’initier une activation transcriptionnelle, plusieurs autres mécanismes sont envisageables
afin d’obtenir une conclusion similaire.

Le mécanisme le plus simple a envisager, a part le recrutement de I’ARN polll, est la
génération d’une structure chromatinienne euchromatique au promoteur de Xist par
interaction avec des modificateurs d’histones (comme CIITA pour CTCF, ou p300 et GenS
pour YY1 par exemple) (voir les chapitres: « CTCF », pl06 et « YY1 », pl14), cette
structure euchromatique permettant ainsi la fixation par le PIC une fois les mécanismes
répressifs éteints.

Ou bien, on pourrait tout simplement envisager 1’existence d’un recrutement indirect du PIC
au promoteur de Xist. Des protéines interactrices avec CTCF ou YY1 seraient, elles,

responsables de recruter la machinerie de transcription (par exemple Spl pour YY1) (voir le
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chapitre : « YY1 », pl114). Mais le seul moyen de savoir si une certaine protéine est impliquée
dans la régulation effectuée par CTCF ou YY1 a ce locus est de tester sa présence par ChIP
puis d’empécher sa fixation afin de voir son effet sur le mécanisme.

Dans notre cas, la fixation de CTCF et de YY1 a P2 n’engendre ni le recrutement de
I’ARNpolll, ni ’euchromatinisation de la région au sein des cellules ES non-différenciées

mais ces rdles sont toutefois envisageables lorsque la différenciation s’initie.

vi. CTCF et YY1 impliquées dans la méthylation de TADN du promoteur de Xist ?
Les protéines CTCF et YY1 sont toutes deux connues comme ayant une fixation sensible a la
méthylation, ¢’est-a-dire qu’elles sont incapables de se fixer a de I’ADN méthylé. Cependant,
des équipes ont récemment mis en évidence leur capacit¢ a influer sur cette méme
méthylation a travers le génome. Tandis que YY1 serait en partie responsable de la
méthylation de 1’Tlot CpG de Xist au cours de 1’oogénése et de la maintenance d’une absence
de cette derniere durant la spermiogénese (Kim et al., 2009, voir le chapitre : « Régulation en
trans de Xist par divers facteurs », p92), CTCF serait capable de recruter et d’activer Parp-1
qui a son tour est capable d’inhiber I’action de I’ADN méthyltransférase de maintenance
Dnmtl (Guastafierro ef al., 2008, Reale et al., 2005, Engel et al., 2006).

Il s’avere justement que les sites de fixation de CTCF et YY1 liés a la surexpression de Xist
sont localisés en bordure de I’ilot CpG de son promoteur (Figure 49).

Le promoteur de Xist est mosaiquement méthylé sur les deux alleles dans les cellules ES
femelles indifférenciées (tandis que légeérement hyperméthylé chez les males) (Norris et al.,
1994, Sun et al., 2006, Sado et al., 2006, Rougeulle non publi¢). Par contre, en cours de
différenciation cet flot CpG va subir une méthylation intense de son ADN sur le X actif tandis
que le promoteur du X inactif restera déméthylé afin de pouvoir exprimer Xist

convenablement (Norris ef al., 1994, Sado et al., 2004).
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Figure 49 : Analyse de la méthylation de I’ADN au sein de la région promotrice dans
MalL et Ma2L en cours de différenciation. (A) Expérience de Me-DIP (pour « Methyl-DNA
ImmunoPrecipitation ») menée par Claire Rougeulle dans la région promotrice de Xist aux mémes
positions que le Figure 36A. On peut observer une différence dés le stade ES indifférencié entre futur
Xa (Bleu marine) et futur Xi (rouge) qui est accentuée en cours de différenciation. (B) Représentation
de I’ensemble des dinucléotides CpG (traits bleus) dans la région promotrice de Xist. Sont aussi
représentés les différents sites de fixation de CTCF (rond vert) et YY1 (rond jaune) ainsi que le
promoteur P2 (croix rouge), le promoteur P1 étant placé a I’abscisse 0.

Des données récentes, publiées par le laboratoire d’Adrian Bird, confirment une fois de plus
I’observation d’une méthylation différentielle entre les deux alleles dans des cellules
somatiques. De plus ils ont pu identifier des protéines se fixant a cet ilot Cpg en fonction de
son ¢état de méthylation : MeCp2 et Cfpl (Thomson et al., 2010, Skene et al., 2010), MeCp2
se fixant sur I’allele méthylé et Cfpl sur le déméthylé. Le role de Cfpl n’est pas encore clair
mais il semblerait capable de recruter la méthyltransférase H3K4 Setd1, favorisant ainsi la
mise en place d’une structure euchromatinienne. A I’inverse, MeCp2 recruterait des histones

déacétylases de maniere a organiser un domaine répressif autour de son site de fixation.

Au vu de I’interaction de CTCF avec Parpl et leur influence sur la répression de Dnmt1 (voir
le chapitre : « CTCF », p108), il semblerait fort crédible que CTCF serve a la maintenance de
I’état déméthylé du promoteur de Xist sur 1’alléle inactif du chromosome X (allele actif de
Xist) dans les cellules somatiques. Ce role pourrait s’effectuer soit en parallele de celui
d’activateur transcriptionnel, soit dans un rdle exclusivement li¢ au blocage la méthylation de

I’ADN (permettant ainsi la fixation de YY1). Cependant la question dans cette situation est de
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savoir si I’absence de CTCF est la cause ou la conséquence de la méthylation de cet ilot CpG.
Une fois de plus, le seul moyen d’obtenir une réponse serait de muter le site de fixation de
CTCF mais dans les cellules Ma2L par exemple. Ainsi si I’on observe une absence de fixation
de YY1 a P2 en cours de différenciation, on devrait surement aussi observer une absence de
surexpression de Xist ainsi qu’une forte méthylation de I’ilot CpG, tendant a prouver que c’est
bien CTCF ou YY1 qui est responsable du profil de méthylation (reste a découvrir la raison
pour laquelle elle ne se trouve plus fixée a I’allele actif dans les cellules femelles
différenciées). Dans le cas contraire, cela signifierait que c’est la méthylation qui est
responsable de ’éviction de CTCF et de YY1 a P2 du Xa; reste a savoir comment cette
méthylation se retrouve empéchée sur le Xi. Cependant, ceci parait peu probable, de par
I’observation de Sado et al. qu’en absence de méthylation de la 1’ADN (double-mutant
Dnmt3a et 3b” "), la surexpression de Xist s’effectue tout de méme de maniere monoallelique
(Sado et al., 2004), nous laissant supposer que cette absence de méthylation a son promoteur

ne permet pas le maintien biallelique de YY1 et de CTCF (ce qui reste a étre vérifié).

vii. Recrutement de Rad21

CTCEF possede un pic de fixation, de part et d’autre du locus Xist/Tsix. 1l se trouve que Rad21
colocalise avec ces derniers au sein des cellules ES (bien que plutét faiblement chez les
males). Par contre aprés I’induction de la différenciation, celui se trouvant en amont de Xist se
maintient tandis que celui fixé en amont de 7’six disparait.

A travers des études se servant de ChIP-seq afin de cartographier la fixation de ces protéines a
I’échelle du génome entier (Parelho et al., 2008, Wendt et al., 2008, Stedman et al., 2008),
différents groupes ont remarqué que CTCF et la sous-unité de la cohésine Rad21 colocalisent
en de trés nombreuses circonstances (voir le chapitre : « CTCF », p108). De plus, ils se sont
apercus que leur présence mutuelle a un méme site de fixation renforgait leur stabilité, la
fixation de CTCF étant considérablement réduite dans des cellules déplétées pour Rad21
(Parelho et al., 2008, Wendt et al., 2008, Hou ef al., 2010), tandis que la présence de CTCF
est, la plupart du temps, nécessaire a celle de Rad21 (Rubio et al., 2008, Wendt et al., 2008,
Parelho ef al., 2008). On ignore encore comment s’effectue la fixation de la cohésine a I’ADN
lors d’une interaction avec CTCEF : il pourrait aussi bien s’agir d’une interaction protéine-
protéine ou CTCF est seule attachée a I’ADN, ou alors, cette derniére pourrait moduler
I’ ADN afin que la cohésine puisse aussi s’y accrocher.

Par contre, curieusement, CTCF et Rad21 ont une séquence consensus quasiment identique,

nous indiquant que les deux protéines se fixent exactement au méme endroit sur I’ADN. On
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pourrait ainsi se demander si le nombre de sites auxquels se fixe la cohésine indépendamment
de CTCF (comme lors de sa fonction telle qu’initialement décrite : dans 1’appariement des
chromatides sceurs) est suffisamment élevé pour que ce consensus soit vraiment le reflet de sa
véritable séquence de fixation ou si le fait que CTCF et Rad21 colocalisent a autant de sites a
travers le génome, fasse que le consensus de Rad21 soit en fait celui de la protéine qui la

recrute.

viii.  Interactions 3D ?

La maniere dont sont placés les deux pics de CTCF liant aussi la cohésine dans les cellules
ES, nous laisse, a premicre vue, supposer une interaction directe entre les deux loci, la
distance minimale de 10kb pour réunir deux régions étant largement atteinte (Gondor &
Ohlsson, 2009). Cependant, le pic en amont de Xist est a peu pres ubiquitaire (sa fixation étant
faible dans les cellules ES males sauvages) tandis que celui en 5’ de Tsix n’est pas maintenu
dans les cellules somatiques, indiquant une forte probabilité qu’ils ne soient pas associ€s
fonctionnellement. De plus, le ChIP dans les cellules A65, au sein desquelles le pic en amont
de Tsix est délété, ne témoigne d’aucune modification de la fixation ce CTCF ou Rad21 en 5’
de Xist (données non montrées), ce qui en soi n’est pas étonnant, mais le cas contraire aurait
pu étre indicatif.

La présence de sites de fixation multiples de CTCF tout le long du locus Xist/Tsix demeure
encore mystérieuse. Ces pics situés a des positions clés de la s€équence de Xist, ne sont encore
associés a rien de connu mais pourraient trés bien €tre associé€s entre eux afin de former une

structure tri-dimensionnelle nécessaire a la régulation de Xist et Tsix dans les ES.

La technique vraisemblablement la plus utile pour étudier d’éventuelles interactions
tridimensionnelles entre diverses séquences est le 3C (pour « Chromatin Conformation
Capture ») (Dekker et al., 2002). Le laboratoire de Jeannie Lee ayant effectué¢ des analyses en
3C sur toute la région, nous avons maintenant une premiere idée d’interactions possibles de
nos sites in vivo (Tsai et al., 2008). Méme s’il manque plusieurs controles afin de s’assurer de
I’exactitude des interactions observées et que d’apres les spécialistes, il est difficile d’étre str
d’une interaction si elle est composée de deux points distancés de moins de 30kb, il
semblerait que ces données puissent €tre majoritairement reproduites en utilisant des
conditions bien plus sires (Elphege Nora, communication orale ef al., 2010).

Tsai et al. semblent observer deux domaines d’interactions : un premier qui comprend du

promoteur de Jpx a I’exon 8 de Xist, tandis que le deuxiéme irait de 1’exon huit de Xist a Xite,
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et ce de manicre similaire qu’il s’agisse de cellules ES males ou femelles, les cellules
différenciées males montrant par la suite de plus faibles interactions que les femelles.
Cependant, en se servant de la région promotrice de Xist (comprenant le pic CTCF/Rad21)

2°M¢ site

comme amorce, on peut apercevoir une interaction avec la région correspondant au
CTCF/Rad21, cette interaction n’étant pas visible dans les segments de 7six avoisinants
(Figure 50). I1 est donc possible que malgré 1’existence supposée de deux blocs interagissants
de maniere maximale dans les ES, il pourrait y avoir une interaction entre les 2 sites fixant
CTCEF et Rad21.

Le fait que cet article propose la formation de deux domaines d’interactions

tridimensionnelles distincts, séparés au niveau de 1’exon huit, pourrait impliquer

fonctionnellement la fixation de CTCF a ce site dans ce phénomene.
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Figure 50 : Interactions tridimensionnelles d’un fragment du XIC avec la région
promotrice de Xist. Analyse par 3C (Annexe 3, 270) des interactions d’une partie du XIC dans des
cellules ES et différentiées en corps embryonnaires males (J1) et femelles (EL16.7) en utilisant les
enzymes de restriction Bg/ll et BamHI et un site d’ancrage contenant le promoteur de Xist (région
grisée et fleche rouge). La fin du domaine Xist est indiqué par les traits rouges. Les triangles gris
représentent des produits PCR spécifiques. La présence de bandes multiples dans certaines colonnes
est due a une digestion incompléte de I’ADN. (D’aprés Tsai ef al., 2008)

Ce genre d’expérience est trés utile pour mettre en évidence des interactions
tridimensionnelles agissantes en cis a relativement courte distance, que 1’on appelle aussi

intrachromosomiques. Par contre, 1’é¢tude a grande échelle pour observer notamment des
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interactions en trans ou interchromosomiques, nécessite d’autres techniques telles que le 4C
(pour « circular 3C ») ou le 5C (pour « 3C carbon copy ») (Simonis et al., 2007, Fullwood &
Ruan, 2009). Et au vu de la capacité de CTCF a orchestrer ce genre d’interaction (Ling et al.,
2006), il sera essentiel d’effectuer ces expériences afin de connaitre les partenaires et
éventuellement la fonction de ces pics.

S’il semble donc qu’il existe bien une structure tridimensionnelle complexe au locus
Xist/Tsix, nous manquons aujourd’hui de preuves pour affirmer que ce réseau interactif est
bien I’ceuvre (tout du moins en partie) des multiples sites de fixation de CTCF et de la
cohésine que nous avons découverts. La répétition de ces expériences dans des cellules
déplétées pour CTCF ou pour la cohésine pourrait étre trés intéressante, de méme que dans

des cellules mutées au niveaux des sites de fixation.

Le fait que la fixation de Rad21 en amont du promoteur du P1 de Xis¢ soit plus faible sur le
futur X actif que sur le futur X inactif (Figure 42) pourrait étre représentatif d’un role plus
important ou d’un état de compaction différentiel du locus au sein des cellules indifférenciées,
le Xi possédant donc potentiellement une compaction plus importante que le futur Xa au
promoteur de Xist. Une hypothése intéressente consisterait a se demander si ce phénomene
pourrait étre relié a I’observation récente par Mlynarczyk-Evans et al. de 1’existence du
chromosome X dans les cellules ES femelles sous deux formes de compaction différentes
(Mlynarczyk-Evans ef al., 2006).

En étudiant des cellules ES femelles par FISH avec une sonde dirigée le XIC, cette équipe a
observé que chaque chromosome X pouvait émettre un signal simple ou en doublon. Puis en
analysant des cellules hétérozygotes pour Xist ou Tsix, ils se sont apergus que le type de signal
dépend du devenir du chromosome : le futur Xa montrant un doublet, le futur Xi un point
unique. Dans les cellules sauvages, ces simplets/doublets peuvent aussi représenter le devenir
transcriptionnel du X. Cependant ces états distincts fluctuent d’un chromosome a 1’autre, ne
se fixant définitivement que lorsque la différenciation est engagée.

Ce phénomene pourrait s’expliquer par des forces différentes de cohésion entre les
chromatides sceurs apres la réplication de I’ADN, mais il tendrait surtout a prouver que le
devenir de chaque X est fixé avant I’initiation de I’inactivation, bien qu’il fluctue entre les
deux Xs au cours de la participation des cellules a I’épiblaste. Et il est aussi possible qu’au
sein des cellules hétérozygotes pour Xist/Tsix, les différences de transcription de ces genes

(les deux sont exprimées dans les cellules ES, méme si Xist ’est tres faiblement, Lee et al.,
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1999) engendrées par les mutations soient suffisantes pour indiquer la probabilité d’un état
futur.

Ceci étant, cette théorie n’explique pas pourquoi cette disparité d’intensité des pics de fixation
disparait en cours de différenciation, ni pourquoi cette fixation est maintenue suite a
I’inactivation si elle est responsable du choix du chromosome X a inactiver. De plus,
I’intensité de fixation de CTCF au méme site ne variant que trés peu entre les différentes

lignées cellulaires nous ammeéne a €tre trés prudents par rapports aux conclusions tirées.

ix.  Un role dans le kissing ?
Au cours des premiers jours (entre 1,5 et 2 jours) de la différenciation de cellules ES femelles,
il est possible d’observer un phénomene de transvection des deux chromosomes X (Bacher et
al., 2006, Xu et al., 2006) (voir le chapitre : « Le choix », p15). Il semblerait que ce
phénomene soit orchestré par deux régions distinctes, 1’une étant Xpr (située environ 200kb
en amont de Xist) (Augui et al., 2007), I’autre étant un segment d’environ 15kb de la région
Tsix/Xite mais dont de petits sous-fragments de 1 a 2kb peuvent récapituler le phénomene de
transvection (Xu et al., 2006 et al., 2007).
Plusieurs études ont maintenant mis en cause CTCF dans ce phénoméne (Xu et al., 2007,
Donohoe et al., 2009), la déplétion de cette protéine inhibant le rapprochement en cours de
différenciation chez la femelle. Il semblerait que chaque sous-fragment, malgré une absence
de similarité de séquence entre eux, soit capable d’induire le « kissing » lorsque introduit
ectopiquement dans des cellules males. D’apreés les auteurs cela serait di au fait qu’il
contiendrait un site de fixation pour CTCF. Cependant méme un fragment ne contenant pas de
site CTCF y parvient aussi.
La possibilit¢ que CTCF joue un rdle dans la transvection médiée par Xpr est aussi
envisageable, le BAC 5 utilisé par Augui et al. recouvrant cette région contient 3 sites
consensus pour CTCF (2 en amont du promoteur de Xpct et un au sein de son premier intron).
De plus, un autre BAC (le BAC 8) utilis¢ par cette équipe au cours de cette €¢tude, contient
une large région dont font partie Xist et Tsix, et il apparait que, corrélant en partie les données
de I’équipe Lee, on observe une quantité¢ importante de cellules dont les chromosomes X sont
a proximité, aussi bien a jour 2 que, étonnament, a jour 4.
D’aprés nos résultats, CTCF et la cohésine colocalisent de part et d’autre de Xist et de Tsix
tout au long de cette période, et leur role avéré dans les interactions interchromosomiques font

de ces sites des candidats intéressants pour expliquer une sorte de dialogue entre les deux
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chromosomes avant [’initiation de D’inactivation afin d’établir le choix et peut-étre le
comptage.

De plus, Augui et al. démontrent que cette proximité des deux Xics a surtout lieu au cours de
la phase S du cycle cellulaire, phase qui justement, se trouve étre celle ou I’on observe le
maximum d’interactions entre CTCF et la cohésine (Figure 51).

Etudier la transvection des chromosomes X dans des cellules déplétées pour la cohésine
pourrait fournir une premicre réponse a la participation potentielle de nos pics CTCF/Rad21 a
ce phénomene, 1’autre solution étant, encore une fois, de muter les sites de fixation endogenes
sur un des deux chromosomes et d’observer s’il y a rapprochement des deux X en cours de
différenciation, ainsi que d’analyser le choix et le comptage dans ces cellules afin de s’assurer
que les mutations n’induisent pas de biais.

CTCEF a par ailleurs été proposée comme responsable de la transvection périnucléolaire des
alleles du géne CCND1 chez ’homme dans des cellules de lymphome de manteau (Liu ef al.,
2008). Les acteurs de cette découverte proposent d’ailleurs que CTCF remplisse ce rdle en
collaboration avec la nucléophosmine, celle-ci ayant ét€¢ reconnue comme une interactrice
majeure de CTCF. Elle fonctionnerait en joignant des promoteurs a des séquences
régulatrices, a I’origine tres éloignées, a la périphérie nucléolaire (Yusufzai & Felsenfeld,
2004). Ce genre de phénoméne favoriserait non pas une interaction interchromosomique
directe entre les sites CTCF mais un rapprochement nucléaire considérable en fixant les

chromosomes de maniere proche au nucléole ou bien a la matrice nucléaire.

x.  Unrole pour le pic CTCF/Cohésine situé en amont de T'six

Comme nous 1’avions évoqué au début de la partie Résultats et comme nous venons de le
revoir dans la partie précédente, CTCF a la capacité d’interagir avec la nucléophosmine et les
lamines afin d’attacher des séquences régulatrices ou insulatrices a des S/MARs (pour
« Scaffold/Matrix-Attachment-Region ») (Kurukuti et al., 2006, Yusufzai & Felsenfeld, 2004
mol cell) (Figure 52).

Par chance, Tsai et al. avaient fait une analyse bioinformatique du locus Xist/Tsix a la
recherche de séquences ayant des caractéristiques de MARs (Tsai et al., 2008).

En comparant nos données obtenues en ChIP pour CTCF, YY1 et Rad21 et en réalisant nous
méme 1’analyse bioinformatique grace au programme MAR-Wiz, nous avons pu nous

apercevoir que le pic CTCF/Rad21 situé en amont de 7six, colocalise parfaitement avec une
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région soupgonnée d’étre associée a la matrice nucléaire et qui, d’apres Tsai ef al., serait

conservée chez les humains (Figure 53).
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Figure 51: Modele de la fixation cycle-cellulaire dépendante de la cohésine a la
chromatine. (A) Différents modes d’interaction entre la cohésine et la chromatine. En G1, une
fraction de la cohésine se fixe dynamiquement a la chromatine avec un temps de résidence réduit, se
dissociant au taux élevé de kol. En G2, une fraction additionnelle de cohésine se fixe a la chromatine
avec persistence, se dissociant avec un taux faible de k2. De par le fait que les chromosomes
métaphasiques contiennent exclusivment une cohésine stablement fixée, les auteurs spéculent que la
fraction de complexes stablement fixés sont responsables du maintien de la liaison des chromatides
sceurs  jusqu’a rupture protéolytique au début de la ségrégation. (B) Quantités relatives de
cohésinenucléaire durant le cycle cellulaire. La cohésine fixée de mani¢re dynamique est présente sur
la chromatine tout au long de I’interphase mais sur les chromosomes mitotiques. La cohésine attaché
de maniére stable apparait post-réplication et persiste sur la chromatine mitotique jusqu’a 1’anaphase.
La cohésine est dégradée immédiatement avant I’amorcage de la ségégation et est absent des
chrhomosomes en anaphase.(D’aprés Gerlich et al., 2006)
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Figure 52: Les insulateurs comme organisateurs de domaines de chromatine
indépendants au sein du noyau. (A) et (B) Les interactions entre les éléments frontiéres (roses et
vertes) ou leur interaction avec un substrat nucléaire fixé (rouge), forment les insulateurs qui peuvent
participer dans la répartition structurale de la chromatine en domaines topologiques indépendants.
L’indépendance fonctionnelle des domaines chromatiniens créés peut venir de la séparation physique
d’éléments régulateurs localisés dans des domaines individuels, de 1’association d’insulateurs avec des
des signaux activateurs ou répréssifs au sein du noyau, ou du blocage de la propagation de la tension
topologique. (C) Modé¢le de CTCF attachant une région insulatrice a la périphérie nucléolaire. CTCF
s’attache a la partie externe du nucléole et fixe ’insulateur séparant ainsi 1’amplificateur € des
promoteurs (P). Seuls les promoteurs verts peuvent interagir avec I’amplificateur. (D aprés Capelson
& Corces 2004, et Yusufzai et al., 2004)

De maniere surprenante, il semblerait que le site de fixation pour Oct4/Nanog/Sox2 dans
I’intron 1 soit aussi associé a la matrice nucléaire (et lui aussi conservé chez ’homme). 11
serait intéressant de savoir si en cours de différenciation, ce site est encore associé a la
matrice, sachant qu’une fois les facteurs de pluripotence détachés, il n’aurait a priori, plus
aucune raison de se trouver ainsi localisé.

Enfin, il existerait un 3°™ MAR situé environ 4,5kb en amont de Xist, pour lequel nous ne
possédons aucune indication quant aux protéines qui pourraient s’y fixer.

Ces 3 MARs espacés le long de Xist/Tsix pourraient donc étre responsables de la formation de
boucles chromatiniennes afin de rapprocher certaines séquences géniques ou régulatrices
entre elles. Curieusement, seul le MAR situé en 5’ de 7six semble étre 1i¢ par CTCF et

Rad21, lui conférant peut-étre des caractéristiques particulieres par rapport aux deux autres.
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Figure 53 : Corrélation entre la présence de séquences potentielles de MARs et la
fixation de CTCF au locus Xist/Tsix. (A) Prédiction de MARs le long de Xist/Tsix d’aprés le
logiciel MAR-Wiz, qui tient compte, entre autre, des origines de réplication, la proportion de
dinucléotides AT et TG, la courbure de I’ADN et la reconnaissance de la topoisomérase II. Largeur de
fenétre = 300, slide distance = 50, run length = 3. (B) Récapitulation des données obtenues concernant
la fixation de CTCF, YY1 et Rad21 le long du locus Xist/Tsix dans des cellules ES femelles
indifférenciées.

Une des protéines remarquée pour son role important dans la régulation des geénes au niveau
des MARs est SatB1 (Alvarez et al., 2000, Banan et al., 1997, Kohwi-Shigematsu et al.,
1997). Cette protéine serait impliquée dans I’attachement de la partie basale de la boucle
chromatinienne engendrée par la fixation des MARs a la matrice (Figure 54). Comme vu au
cours de I’introduction (voir le chapitre : « ’ARN non-codant Xist », p25), SatB1l et son
paralogue SatB2 sont aussi impliqués dans 1’inactivation du chromosome X. Cette implication
est visible lors de leur expression les 3 premiers jours apres I’induction de la différenciation
cellulaire, en tant que facteurs permettant I’initiation de I’inactivation et permettant le
rétablissement d’un contexte embryonnaire quant a 1’extinction génique par Xist dans les

cellules somatiques (Agrelo & Wutz et al., 2009). 1l serait donc remarquable d’arriver a relier
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I’expression de SatB1, permettant [’acquisition d’une fenétre de temps afin que Xist initie
I’inactivation, a un réle dans 1’attachement du locus Xis#/Tsix a la matrice nucléaire dans le
but de réguler ses génes (CTCF ayant déja ét€¢ impliquée comme nécessaire dans la régulation
génique de SatB1 pour certains geénes, Ribeiro De almeida et al., 2009). Ou bien que ce type
d’interactions permette un traitement particulier de I’ARN Xis¢ lui fournissant la capacité a

inactiver transcriptionnellement les genes du chromosome X.
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Figure 54 : L’implication de SatB1 la régulation épigénétique des génes. (Haut) La
protéine architecte du noyou SatB1 est clé dans plusieurs aspects de 1’organisation nucléaire ainsi que
dans plusieurs autres fonctions. SatB1 est localisé a des régions spécifiques du noyau en dehors de
I’hétérochromatine et a la base des boucles formant des domaines chromatiniens. (1) et (2) Elle est
aussi nécessaire pour 1’ancrage de génes a un endroit spécifique. La localisation de ces génes corréle
avec leur régulation correcte. (3) SatB1 affecte aussi 1’état des modifications d’histones a leur site de
fixation et aux génes alentour. Ces modifications peuvent aussi bien avoir un effet activateur que
répresseur. Cependant, il n’a pas encore été déterminé si les modifications chromatiniennes sont dues a
SatB1-méme ou a la localisation des régions a la base des boucles chromatiniennes. (Bas) SatB1
forme une cage tridimensionnelle au sein du noyau (a gauche) qui se fixe a des régions d’ADN
spécifiques au sein de génes puis réorganise la chromatine et recrute des enzymes régulatrices de la
transcription (droite). (D’aprés Shannon, 2003 et http://www.sciencedaily.com)
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xi.  Conservation

Il apparait clairement que, d’apres les données générées par Mélanie Makhlouf, la fixation de
CTCF, YY1 et Rad21 est conservée chez I’homme. Cependant, nous ne savons pas si le reste
des pics CTCF fixés le long du gene Xist¢, mais surtout le pic CTCF/Rad21 en amont de Tsix,
sont conservés. En effet, la séquence, ainsi semble-t-il que la fonction de I’antisens, sont tres
mal conservées entre la souris et ’homme (Migeon et al., 2001). Qui plus est, les données de
Chip-seq disponibles, concernant CTCF et RAD21 ne proviennent que de cellules
somatiques, dans lesquelles nous ne nous attendons pas a voir ce pic s’il y a bien
conservation. Cribler tout le locus de XIS7/TSIX manuellement serait trop couteux en temps et
en main d’oeuvre. Toutefois, d’apreés nos observations effectuées chez la souris, il ne semble
pas que cette fixation soit reliée a la régulation de Tsix. De plus, Tsai et al. observent la
conservation chez I’homme du MAR colocalisant avec le pic CTCF/Rad21 en 5’ de Tsix chez
la souris, nous fournissant ainsi une indication pour rechercher ce site, s’il est bel et bien
conserve.

Dans tous les cas, la conservation des sites de fixation de YY1 et du pic CTCF/Rad21 en 5’
de Xist chez autant d’especes différentes, nous fournit des raisons de privéligier YY1 comme
activateur transcriptionnel majeur de Xist et nous indique que quel qu’il soit, le réle de cette

fixation de CTCF/Rad21 est d’une importance capitale.

xii.  Conclusion

Toutes les informations obtenues concernant le réseau régulatoire du géne Xist au cours de ces
4 dernieres années nous ont permis de proposer un modele (Figure 55) au sein duquel de
nombreux ¢éléments restent a confirmer ou a découvrir, mais qui fournit les bases pour une
caractérisation des mécanismes permettant la régulation de Xist (plus particulierement sa
surexpression) au cours de différentes étapes du développement embryonnaire post-

implantatoire.
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Figure 55 : Modele schématique représentant les différents phénomeénes au sein du locus
Xist/ Tsix influant sur la régulation de Xist. (A) Au sein des cellules ES indifférenciées, les deux
chromosomes sont identiques quant aux caractéristiques représentés ici (a part un recrutement moins
important de Rad21 sur le futur Xi), d’ou la représentation d’un chromosome X unique. Dans ces
cellules, Xist est réprimé par une alliance entre Tsix (post-transcriptionnellement et en médiant un
domaine hétérochromatique a son promoteur, en violet) et les facteurs de pluripotence (répression
transcriptionnelle, étoile orange). On observe la fixation de CTCF (diamant jaune) et YY1 (sablier
bleu) (activateurs transcriptionnels supposés) en aval du promoteur de Xist de maniére anticipée, préts
a jouer leur réle dés I’initiation de la différenciation et la disparition des mécanismes répréssifs. Le site
CTCF et Rad21 (rond rose) en amont de 7six correspond potentiellement a un MAR et pourrait donc
potentiellment &étre impliqué dans la localisation nucléaire du locus ainsi que dans sa régulation
(éventuellement en collaboration avec deux autres MARs : un a I’intron 1, I’autre en amont de Xist).
Pour I’instant nous ignorons le réle du pic en amont de Xist. (B) Aprés quatre jours de différenciation
cellulaire des cellules ES femelles a 1’acide rétinoique, on assiste a une disparition de 1’expression de
Tsix (Iégérement maintenue sur le Xa) ainsi que de la fixation des facteurs de pluripotence de maniére
biall¢lique (bien que la cinétique exacte des phénoménes a chaque alléle pourrait jouer un role
déterminant dans le choix du chromosome X a inactiver). Ceci engendre 1’apparition d’un domaine
euchromatique (vert foncé) au promoteur de Xist, ainsi que sa surexpression médiée par CTCF et
surtout YY1, ces phénoménes n’étant observables que sur le chromosome ayant été choisi comme
inactif. Le chromosome actif maintient sa structure hétérochromatique au promoteur de Xist et n’est
plus fixé par CTCF et YY1 dii a un mécanisme encore inconnu. Apres quatre jours de différenciation,
les pics CTCF/Rad21 sont toujours présents de part et d’autre du locus Xist/Tsix. Cependant au sein
des cellules somatiques, on observe la disparition de celui se trouvant en amont de Tsix, nous
indiquant que son rdle est cantonné a une fenétre de temps paralléle a celle de la mise en place de
I’inactivation du chromosome X.

A travers la recherche de roles pour ces différentes protéines au sein du locus Xist/Tsix, il
m’apparait comme de plus en plus évident qu’il est trés difficile de cantonner des protéines

telles que CTCF ou YY1 a un role précis, tel qu’insulateur ou répresseur transcriptionnel,
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respectivement. La multitude d’interactions dont elles bénéficient en fonction de la séquence
nucléotidique, du contexte cellulaire et épigénétique, ainsi que de leurs propres modifications
post-traductionnelles, font de ces protéines de véritables couteaux suisses (a lames de zinc).
Et c’est dans cet état d’esprit que je trouve la proposition de ’existence d’un « code CTCF »

par Ohlsson, Lobanenkov et Klenova particulierement judicieuse (Ohlsson ef al., 2010).
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II. La caractérisation fonctionnelle des sites de fixation pour les
protéines CTCF et YY1 dans la région promotrice de Xist chez la

souris
a. Introduction

Il semblerait donc que le maintien en cours de différenciation de la fixation de CTCF et YY'1
a un site situé environ 1,5kb en aval du promoteur P1 de Xist soit nécessaire a 1’activation
transcriptionnelle de ce dernier. Curieusement, ces deux protéines ont déja été impliquées
dans un role similaire dans la régulation de 1’expression de 1’antisens 7six (Chao et al., 2002,
Donohoe et al., 2007). En effet, comme nous I’avons vu au cours de I’Introduction (voir le
chapitre : « DxPas34 », p59), CTCF et YY1 pourraient agir en hétérodimere lors de leur
recrutement a la région répétée DxPas34. Ceci semble en effet plutot paradoxal considérant
que cette région répétée a été décrite comme €tant un « enhancer » de Tsix, signifiant qu’elle
est partiellement responsable de 1’activation transcriptionnelle de ce gene (Vigneau et al.,
2006, Cohen et al., 2007). CTCF et YY1 posséderaient donc une fonction activatrice de Tsix
dans les cellules ES (ainsi qu’en début de différenciation sur le X actif) mais aussi sur Xist,
qui est censé étre réprimé par son anti-sens (Navarro et al., 2005).

Lors d’expériences d’ARNi (un type d’expérience classiquement utilisé pour observer I’effet
de I’absence de fixation d’une protéine a un certain locus) la diminution intracellulaire des
protéines visées influe sur leur fixation a tous leurs sites. Dans notre cas, cela signifie qu’en
déplétant la cellule de CTCF ou de YY1, on empéche leur fixation aussi bien dans la région
promotrice de Xist qu’a celle de Tsix, rendant donc impossible le fait de départager leur
fonction a ces deux sites. Théoriquement, en déplétant ces protéines dans des cellules ES on
devrait assister a une répression de 7six engendrant une surexpression de Xist (similaire a
celle observée dans les lignées cellulaires Ma2Ll., ADxpas34, ou A65, Vigneau et al., 2006,
Morey et al., 2004). Cependant, la déplétion de CTCF ou de YY1 engendre aussi leur absence
au promoteur de Xist, I’incapacitant potentiellement a étre surexprimé. Et c’est ce qui est
observé expérimentalement par le laboratoire de Jeannie Lee, que ce soit en utilisant des
siRNA anti-YY1 ou anti-CTCF on encore en générant des souris YYIrt- (Donohoe et al.,
2007).

Lors des expériences de siRNA au sein de cellules ES males, Donohoe et al. observent
effectivement une diminution de I’expression de Tsix (d’un facteur 2 a 3 par interférence mais

de 12,5 par mutation) ainsi qu’une augmentation minime de 1’expression de Xist (d’un facteur
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3 a 7). Cette faible surexpression de Xist pourrait €tre due a deux phénomenes non exclusifs :
soit la quantité de transcription antisense est encore trop €levée, soit I’absence de CTCF et de
YY1 au promoteur de Xist ne lui permet pas d’étre surexprimé (indépendamment des facteurs
de pluripotence qui sont aussi présent dans Ma2L par exemple, mais ou I’on observe une
surexpression d’un facteur 100).

Les expériences ayant été menées par Vigneau et al. peuvent éventuellment nous apporter un
éclaircissement (Vigneau et al., 2006). L’effet des mutants ADxpas34 de Vigneau et al. sur
I’expression de Xist (augmentation d’un facteur 7) et de 7six (diminution d’un facteur 10)
dans les cellules males indifférenciées est comparable a celui observé dans les mutants YY1 o
bien qu’au sein de ces cellules CTCF et YY1 sont encore fixés au promoteur de Xist (Figure
56). Ceci tendrait a favoriser I’hypotheése d’une transcription résiduelle encore trop élevée
dans les expériences de Donohoe ef al. pour expliquer la faible surexpression de Xist et nous
indique donc que les 10% de transcrits résiduels sont suffisants pour empécher le passage de
la surexpression de Xist d’un facteur 7 a un facteur 100.

Par contre en cours de différenciation, bien que les systémes censés réprimer Xist
disparaissent graduellement dans tous les types de mutants, Vigneau et al. observent une
surexpression de Xist permettant méme d’obtenir des domaines de transcrits ectopiques (dans
une faible proportion de cellules), tandis que Donohoe ef al. observent une extinction totale de
I’expression de Xist dans leurs mutants YY/"" malgré I’absence de ’antisens et des facteurs de
pluripotence, soulignant ainsi I’importance de YY1 dans la surexpression de Xist en cours de
différenciation.

Ces résultats ajoutés aux notres (présentés au chapitre précédent) et a ceux obtenus par Kim et
al. lors d’un test a la luciférase (Kim et al., 2006, voir le chapitre : « Les activateurs », p94)
(Figure 47), nous permettent donc d’envisager avec une grande confiance 1’importance
capitale de YY1 dans la régulation transcriptionnelle de Xist. Toutefois, afin de s’en assurer
définitivement, nous avons choisi d’entreprendre la seule étude permettant de véritablement
démontrer ce lien ainsi que de nous fournir une idée des roles joués par CTCF et la cohésine
au sein de la région promotrice de Xist : la mutation ponctuelle de leurs sites endogenes.

Pour réaliser ce projet, nous avons, notamment grace a I’expertise du Dr. Philippe Clerc dans
le domaine de la biologie moléculaire, entrepris d’utiliser une méthode appelée R.M.C.E.
(pour « Recombinase-Mediated Cassette Exchange ») (Bouhassira et al., 1997) (Figure 57).
Le principe de cette technique consiste a échanger une région d’intérét par une version mutée

grace a I’utilisation du phénoméne de recombinase Lox-Cre (pour « Causes REcombination »)
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(Sauer, 1987). En I’occurrence, nous avons choisi comme région d’étude 1’exon 4 de Tsix

(correspondant a la région promotrice de Xist).
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Figure 56 : Effet d’une réduction partielle de I’expression de 7six sur celle de Xisz. (Haut)
Analyse de RT-PCR quantitative de I’expression de Xist et Tsix dans des clones ES males YY" ou
YYI'" par amplification en temps réel (Biorad). Les cellules ES ont été différenciées entre 0 et 6 jours,
tel qu’indiqué. (Bas) La délétion de DxPas34 engendre une surexpression ectopique de Xistdans les
cellules males. (A) Analyse par qRT-PCR de I’expression de Xist normalisée a celle d’Arpo dans des
cellules différentiées a 1’acide rétinoique. L’expression d’Oct4 a aussi été analysée de manicre
similaire pour contréler la différenciation cellulaire. (B) ARN-FISH de Xist (en vert) sur des noyaux
colorés au DAPI (en bleu) apres 3 jours de différenciation cellulaire. Des domaines ectopiques de Xist
sont présents dans 15% des cellules délétées pour DxPas34 mais n’ont jamais été observés dans les
cellules sauvages. (C) Analyse par qRT-PCR des transcrits Tsix épicés normalisés par rapport a Arpo
au sein de cellules ES différenciées a 1’acide rétinoique. (D aprés Donohoe ef al., 2007 et Vigneau et
al., 2006)

Dans un premier temps, il est nécessaire d’intégrer une cassette de sélection entourée de sites
Lox au locus que ’on souhaite étudier. Ceci est réalis€¢ par la transfection d’un vecteur
plasmidique contenant des bras d’homologie et des sites Lox de part et d’autre de la cassette
de sélection. Ensuite, une fois la recombinaison homologue validée, il est ais¢ d’échanger la
cassette de sélection par une version modifiée de la région promotrice. Cela permet
d’observer I’effet des modifications apportées a son locus endogeéne, dans un contexte
cellulaire, grace aux sites Lox. Lors de la construction de notre plasmide, nous avons choisi
d’insérer ces sites Lox en sens inverse l'un par rapport a l’autre afin de favoriser les

interactions entre les sites insérés au génome et ceux du plasmide, plutot que de les laisser
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dans le méme sens, ce qui aurait favoris¢ 1’excision de la séquence contenue entre les deux
sites insérés dans le génome.

Notre avons aussi choisi d’employer une cassette de sélection contenant des génes qui nous
permettrons d’effectuer une sélection négative (Thymidine Kinase, rendant les cellules
sensibles au Gancyclovir) mais aussi une sélection positive (par la Puromycine). La sélection
positive est nécessaire au cours de I’étape de sé€lection de clones recombinants apres la
recombinaison homologue initiale. La sélection négative servira lors de la réinsertion d’une
séquence modifiée, pour s’assurer que 1’on a bien remplacé la cassette de sélection par la
région promotrice de Xist mutée. De plus, des sites FRT (pour « Flippase Recognition
Target ») ont aussi €té ajoutés de part et d’autre de la cassette de séléction afin de pouvoir
I’exciser et ainsi étudier I’effet de la délétion de la séquence promotrice de Xist (ou I’exon 4

de Tsix).
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Figure 57 : Stratégie générale de Recombinase-Mediated Cassette Exchange. Cette stratégie
permet le remplacement d’un géne par sa copie modifiée en 2 étapes: une premicre étape de
recombinaison homologue afin d’insérer les sites (généralement Lox ou FRT) qui serviront aux
recombinaisons suivantes ainsi qu’une cassette de sélection. Et une recombinaison "facilitée" médiée
par les sites préalablement insérés permettant 1’insertion de la version modifiée de son géne. (D’apres
Oumard et al., 2006)
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Une fois la recombinaison homologue effectuée, il est donc ais¢é d’échanger la région
promotrice de Xist par une autre version de celle-ci contenant des mutations des sites de
fixation des protéines, et ceci, simplement en transfectant cette nouvelle version du promoteur
ainsi qu’en induisant 1’expression de la recombinase : la Cre. Comme vu lors de la définition
du projet de these, I'objectif de cette expérience est de muter individuellement ou
collectivement les sites des protéines CTCF et YY1 dans la région promotrice de Xist et ainsi
pouvoir visualiser leur véritable effet fonctionnel sur son expression mais aussi sur le role de
CTCEF et la cohésine dans la structure chromatinienne tridimensionnelle du locus Xist/Tsix.

Afin de pouvoir étudier un effet de ces mutations sur ’inactivation tout en observant les
variations de fixation des protéines de maniére allelique, il a été¢ décidé d’effectuer la
recombinaison homologue du vecteur plasmidique dans des cellules ES femelles de la lignée
PGK]. Ces cellules sont originellement de la lignée /29 mais ont la particularité¢ de posséder
un X/C d’origine PGK1a (I’autre all¢le étant donc 729) permettant ainsi une étude allélique de
la fixation des protéines ainsi que de I’expression des genes grace a de nombreux
polymorphismes existant entre les deux fonds génétiques. Puis, cette lignée cellulaire étant
particulierement résistante a la recombinaison homologue, nous avons tent¢ d’induire ce
phénomene dans des cellules EL16.7 généreusement fournies par Jeannie Lee, contenant un
chromosome X d’origine /29 et un d’origine Castaneus, cette lignée étant censée étre plus

facile a recombiner.

b. Le vecteur

La partie centrale du vecteur est composée des deux genes de sélection, ceux-ci étant entourés
des sites Lox en sens inversés et FRT dans le méme sens 1’un par rapport a 1’autre (Figure 58).
Cependant, je tiens a signaler ici, que bien que j’ai intégralement réalisé la conception de cette
construction moléculaire (avec 1’aide du Dr. Philippe Clerc), Sylvain Maenner (du laboratoire
de Maturation des ARNs de la Faculté des Sciences et Techniques de Nancy) a entamé la
construction de cette partie du plasmide en rajoutant les sites Lox et FRT de part et d’autre des
cassettes, elles-mémes obtenues a partir d’un autre plasmide qui nous a aimablement été
fourni par Sharaghim Tajbakhsh de 1’Institut Pasteur. Une fois la cassette de double-sélection
entourée des sites de recombinaison grace a une amplification par PCR, cette construction fut
clonée au sein du plasmide pCR2.1 de chez invitrogen. J’ai ensuite entrepris d’insérer les bras
d’homologie par digestion/ligation, le bras gauche mesurant approximativement 4,7kb et le
bras droit 8kb, ceux-ci ayant été amplifiés par PCR a partir du BAC 399K20 (Chureau ef al.,
2002) provenant d’un fond génétique /29.
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Figure 58 : Schéma du vecteur servant a introduire les sites de recombinaison au locus
endogéne. Les séquences LoxP servant a la réinsertion du géne muté sont représentés en rouge. Les
sites FRT servant a I’étude d’un délétant de la région promotrice de Xist sont en bleu. En jaune, la
double-cassette de séléction. En noir épais les bras d’homologie et en noir fin la séquence originelle du
plasmide.

Ce clonage, réalis¢ en plusieurs étapes, a nécessité le criblage d’un nombre important de
clones a chacune d’entre elles sans doute a cause de la taille importante des fragments a
insérer. En effet, le plasmide de base mesurait 3,9kb et en définitive avoisine les 18,5kb, ce
qui approche de la limite maximale pour la taille d’'un plasmide que 1’on peut aisément
manipuler. Cependant au cours de I’analyse par profils de digestions, il s’est avéré que tous
les clones ayant correctement inséré les deux bras d’homologie contenaient une délétion
d’environ 1 a 1,5kb correspondant a une partie du Repeat-C (présent dans le bras droit).
Toutefois, nous avions construit en paralléle un autre plasmide identique au précédent (mis a
part le bras gauche qui mesurait 400pb de plus), nous permettant ainsi de mettre au point les
conditions de criblage des clones recombinés par PCR. Et il s’est avéré que non seulement ces
clones ne contenaient pas de délétion dans le bras droit mais de plus, il existait des sites de
digestion capables d’engendrer un bras gauche plus court (d’environ 1kb donc mesurant
environ 4kb au final) (Figure 59) qui pourrait servir a la recombinaison homologue. Et c’est
donc avec ce vecteur la que nous avons entamé¢ une série d’électroporations en espérant

obtenir des cellules ES ayant incorpor¢ la cassette a 1’endroit désire.
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Figure 59 : Schéma des régions du locus Xis#/Tsix impliquées dans la construction. En
vert sont représentés les bras d’homologie servant a la recombinaison homologue. En rouge, on
distingue la région délétée, remplacée dans un premier temps par la cassette de séléction, puis par sa
version modifiée. En bleu, la séquence correspondant a la sonde utilisée pour le criblage par Southern-
blot. En violet, sont représentés les fragments d’ADN pouvant étre hybridés par la sonde suite a une
digestion de ’ADN génomique par I’enzyme de restriction Sphl.

c. L’électoporation

Dans le dessein d’obtenir un clone correctement recombiné plusieurs méthodes
d’¢lectroporation ont été utilisées (Figure 60).

Méthodes d'électroporation Protocole 1 | Protocole 2 | Protocole 3 | Protocole 4
Nombre de cellules 1.10’ 1,5.10’ 2.10’ 1,25.107
Quantité de plasmide linéarisé (ug/ul) 15 20 20 15
Appareil utilisé Biorad Biorad BTX BTX
Voltage (V) 200 240 700 700
Durée (ms) 37 12 0,125 0,125
Capacitance (pF) 1500 800 - -
Nombre de colonies obtenues + +4++ +4++ ++

Figure 60 : Tableau récapitulant les différents protocoles d’électroporation utilisés.

Les protocoles 1 et 2 m’ont été conseillés par des collegues de I’Institut Pasteur (D.
Rocancourt et P. Clerc, respectivement), le protocole 3 correspond a un protocole utilisé par
I’Institut Sanger a Cambridge modifi¢ et le protocole 4 représente le protocole exact de

I’Institut Sanger (1’¢électroporation doit aussi €tre faite dans du PBS et non de I’eau).
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d. Le criblage

Suite a 1’électroporation, il est nécessaire d’effectuer une sélection grace a 1’ajout d’un
antibiotique (ici, la puromycine, utilisée a 1pug/ml), nous permettant de discriminer entre les
cellules ayant ou n’ayant pas intégré les cassettes de sélection entourées des sites de
recombinaison au sein de leur génome. Cependant, nous n’avons rajouté la puromycine
qu’entre 30 et 40h apres la transfection afin de laisser les cellules adhérer correctement et
commencer a croitre dans un environnement non stressant.

Apres 8 jours de culture en présence de milieu de sélection, les clones sont d’une taille
suffisamment grande pour étre repiqués.

Notre approche de criblage a été basée sur un test PCR, en employant des amorces qui se
fixent d’une part en amont du bras d’homologie gauche et d’autre part au sein de la cassette
de sélection, nous fournissant ainsi une premicre idée de si la recombinaison homologue a eu
lieu au bon locus. Pour ce faire, dans un premier temps, nous avons entrepris d’utiliser une
méthode de regroupement (« pooling ») des clones : prenant un aliquot des cellules et le
mélangeant a 7 autres clones, tout en les repiquant individuellement dans des plaques 96
puits. Une PCR de criblage est ensuite réalisée sur le pool de cellules directement issues du
clone. Cette méthode a I’avantage de réduire le nombre d’échantillons a tester (grace a la
technique de regroupement) et permet également d’obtenir une premiere réponse quant a la
validité des clones avant méme de les expandre ou de les congeler. Cependant 1I’inconvénient
majeur de cette approche est que 1’on ignore si on teste véritablement tous les clones,
’utilisation d’un témoin positif de PCR (I’amplification d’une région ¢loignée de la zone
supposée de recombinaison) nous indiquant seulement si parmi les 8 clones présents dans le
pool, au moins 1’un d’entre eux est amplifiable. Afin d’améliorer notre sensibilité de détection
et donc de s’assurer que nous ne rations pas de clones positifs parmi les pools, nous avons
ensuite transféré les résultats de PCR sur une membrane de nitrocellulose afin de 1’hybrider a
I’aide d’une sonde radioactive (de 450kb, située entre I’amorce 5’ de criblage et le début du
bras d’homologie gauche) censée s’accrocher aux amplicons PCR correspondant a un clone
présentant une recombinaison correcte.

L’ensemble des clones du pool montrant un marquage par hybridation d’un produit
correspondant approximativement a la taille attendue est ensuite cultivé de maniére a obtenir
suffisamment de cellules pour effectuer de nouveau les mémes tests (criblage PCR suivi
d’une hybridation radioactive) sur les clones individuels, nous permettant d’identifier le clone
positif parmi tous ceux du pool et de confirmer sa validité. Suite a cette deuxieme étape, les

clones suspectés comme étant bons sont cultivés en grande quantité, rendant ainsi possible
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I’extraction d’une quantité suffisante d’ADN pour effectuer un troisieme type de criblage : le
« Southern-blot ». L’enzyme employée pour digérer I’ADN génomique des clones suspectés
comme étant positifs est Sphl. La révélation de ’hybridation de la sonde radioactive, suite au
transfert de I’ADN génomique digéré sur une membrane de nitrocellulose, devrait montrer un
fragment a une distance de migration correspondant a 7,4kb en cas de clone positif et a 10,2kb
en cas de clone négatif (Figure 59).

Toutefois, au fur et & mesure des électroporations et des criblages, nous avons opté pour une
méthode nous assurant du criblage de chaque clone individuel en passant par une étape
d’expansion, puis de congélation pour tous les clones. Pendant que les cellules étaient
congelées nous avions donc le temps de tester chaque clone par PCR, a I’aide des amorces de
criblage mais aussi avec des amorces constituant un témoin positif afin de s’assurer de bien
pouvoir amplifier ’ADN extrait a partir de chacun d’entre eux. Cette méthode nécessite

beaucoup plus de temps et de travail, mais en contrepartie est bien plus fiable.

e. Lebilan
Finalement, apreés 6 électroporations utilisant diverses méthodes et prés de 2700 clones
criblés, nous n’avons jamais été en mesure de valider un clone positif.
Ce résultat peut paraitre surprenant si 1’on considére que le taux de réussite d’une
recombinaison homologue chez la souris doit se situer, en moyenne, entre 0,5 et 5%.
Cependant je pense qu’il existe plusieurs facteurs pouvant expliquer ce manque de réussite :
- Tout d’abord, le criblage par regroupement de clones ne me semble pas €tre une
méthode tres fiable. Bien que nous ayons réalisé des tests de « dilutions-limites »
d’ADN matrice et comparé les résultats obtenus a la proportion de plasmide intégré
par rapport a la quantité d’ADN génomique totale contenue dans une cellule afin de
vérifier la robustesse des amorces utilisées, il est impossible de s’assurer de la capacité
d’amplification de ’ADN de tous les clones mis en commun au sein d’un méme pool.
Par contre, en testant individuellement chaque clone, on est siir de savoir s’il est positif
ou négatif. Malheureusement, le test individuel des clones n’a été mis en place que
pour la deuxieéme moiti¢ des clones criblés.
- Ensuite, le choix du programme d’électroporation constitue un point plus
contreversé. Comme je I’ai présenté précédemment (Figure 60), nous avons utilisé 3
programmes différents, tout en variant aussi le nombre de cellules et la quantité
d’ADN plasmidique linéarisé. L’inconvénient de cette méthode est que chaque

personne I’ayant déja employée, préconise 1’utilisation de son programme "fétiche",
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celui-ci ayant donné des résultats probants lors de son emploi dans des conditions bien
particulieres, mais en définitive, il n’existe aucune ¢tude scientifique (2 ma
connaissance) portant sur les conséquences de différentes modifications d’un
programme d’électroporation sur la capacité a induire une recombinaison homologue
correcte. Une question intéressante se pose a ce sujet : la présence d’un faible nombre
de clones suite a 1’¢lectroporation est-elle un signe positif de la réussite de la
recombinaison ? Car on pourrait s’imaginer que plus la mortalit¢ cellulaire est
importante et plus la recombinaison a été difficile a réaliser, nous donnant donc a
penser que parmi les clones ayant survécu, on a une forte chance d’en trouver des
positifs. D’autant plus que 1’on favorise la possibilité d’une recombinaison homologue
au locus souhaité a travers la présence de longs bras d’homologie. Mais I’inverse peut
aussi €tre vrai, si ’on estime que plus le nombre de clones ayant subi une intégration
de la cassette de sélection a son génome est important, plus on a de chances pour que
parmi ces clones, quelques-uns ’aient intégré au bon endroit.

- Et enfin, une derniére source de probléme pourrait se situer au niveau du choix de la
lignée cellulaire utilisée. En effet, pour des raisons que 1’on ignore, il semblerait que
certaines lignées soient plus résistantes a la recombinaison homologue que d’autres.
La lignée majoritairement utilisée au cours des expériences a été la lignée PGK1. Cette
méme lignée a déja été¢ utilisée par le laboratoire de Neil Brockdorff lors de la
construction du délétant AXist (Penny et al., 1996). La différence majeure par rapport
a notre expérience est la taille des bras d’homologie, qui sont bien plus petits (1,8 et
2,7kb). Cependant le programme d’électroporation ainsi que les quantités de cellules et
d’ADN sont similaires (1,5.107 cellules, 15ug d’ADN, 500V, Biorad). Et d’aprés
’article dans lequel ces données ont été publiées, un seul clone recombinant au bon
locus sur 2588 criblés aurait été obtenu, indiquant donc la résistance particuliere de ces
cellules a la recombinaison homologue. Et c’est dans 1’objectif d’améliorer ce
rendement que nous avons ensuite changé de lignée cellulaire (pour les 600 derniers
clones) en utilisant la lignée de cellules ES femelles EL16.7 (associées au protocole 2,
Figure 60), composées d’un allele du chromosome X de la lignée 129 et d’un alléle
Castaneus (de Mus castaneus), nous permettant ainsi de conserver [’approche
d’analyse a I’aide de polymorphismes (Xu et al., 2006 ; Stavropoulos et al., 2005 ;
Lee, 2005 ; Shibata & Lee, 2004 ; Ogawa & Lee, 2003 ; Lee et al., 1999). Bien que
dans ses articles, Jeannie Lee n’indique que trés rarement le rendement des

recombinaisons homologues, dans 1’un d’entre eux (Lee et al., 1999), elle affirme
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avoir obtenu 3 clones positifs sur 150 criblés lors d’une recombinaison homologue
cherchant & déléter la région 5° de Tsix (Tsix"“P%). Et ce, en utilisant un protocole trés
similaire a notre protocole n°2 : un programme d’électroporation similaire (240V,
500uF, Biorad), une solution proportionnellement proche (3.107 cellules, 40pg
d’ADN), et des bras d’homologie de tailles semblables (2 et 7,7kb).

Ces trois arguments sont a mon avis les raisons principales du non-aboutissement de ce projet.
Ceci étant, il est fort possible que la complexité de la région promotrice de Xist, contenant de
nombreuses régions répétées de grande taille (celles-ci étant pour certaines comprises dans les

bras d’homologie, notamment le Repeat-C) contribue aussi a ce manque de réussite.

f. Perspectives

Malheureusement, faute de temps, je n’ai pu prolonger le criblage de clones outre mesure.
Toutefois, Damien Neuillet, assistant-ingénieur au laboratoire Epigénétique du Chromosome
X de ’'UMRT7216, a repris le projet a son compte. En se servant toujours du vecteur initial, qui
a entre-temps, €té intégralement validé par séquengage, il a effectué une électroporation des
cellules EL16.7 suivant le protocole 4 (Figure 60), et a criblé¢ individuellement pres de 600
clones par PCR. Sur I’ensemble des colonies criblées, 6 d’entre elles présentent un produit
PCR de la taille attendue suite a une recombinaison homologue au bon locus. Il est
actuellement dans le processus d’effectuer un criblage par southern-blot pour ces candidats.
Une fois un (ou plusieurs) clone positif identifié, 1’étape suivante sera d’y réinsérer les
versions mutées de la région promotrice de Xist. Ces mutations seront engendrées sous la
forme de micro-délétions d’environ Spb au cceur du site consensus de fixation des protéines
CTCF et YY1 (Kim et al., 2006 ; Kim et al., 2007) grace au procédé « QuikChange Lightning
Site-Directed Mutagenesis Kit » produit par Agilent (Figure 61). Elles seront tout d’abord
réalisées individuellement avant d’ensuite €tre étudiées collectivement. Les sites sur lesquels
nous nous focaliserons sont :

- les sites YY1 en amont du promoteur P2 de Xisz, en délétant d’abord les 3 sites d’un

coup, suivi des 3 individuellement afin de voir si la fixation de cette protéine se

déplace en fonction du contexte cellulaire et donc si cela influe sur son role au niveau

de la régulation transcriptionnelle de Xis¢

- le site de fixation de CTCF au niveau du promoteur P2 de Xist, lui aussi

potentiellement impliqué dans la surexpression de Xist
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- et enfin le site de fixation de CTCF et Rad21 en amont du promoteur P1 de Xisz, dont

la délétion se révélera siirement tres utile a 1’1dentification de sa fonction.

QuikChange® Lightning
Site-Directed Mutagenesis Kit

1. Mutant Strand Synthesis
AJ Perform thermal cycling to:
+ Denature DNA template
+ Anneal mutagenic primers containing

desired mutation
+ Extend and incorporate primars with our
exclusive Pfu-based DNA Polymerase Blend
* Total reaction time: 1 hour*
2. Faster Dpn | Digestion of Template
+ Digest parental methylated and hemimethylated
DNA with NEW Dpn | enzyme
/ « Total reaction time: 5 minutes

3. Transformation
* Transform mutated molecules into competent
cells for nick repair
* Total reaction time: 1.5 hours

QuikChange® Lightning Fast Method

* Based on a 5-kb plasmid; excludes ramping time.

Ficure 1 Overview of the QuikChange Lightning site-directed mutagenesis methed.

Figure 61 : Schéma du protocole utilisé pour générer des mutations spécifiques au sein
des sites de fixation des protéines d’intérét. (Agilent)

Non-seulement ces mutations joueront un role essentiel dans la caractérisation de la fonction
de CTCF, YY1 et Rad21 a ce locus par rapport a I’expression de Xis¢, mais elles permettront
aussi d’observer quelles sont les conditions requises a leur fixation vis-a-vis les unes des
autres. C’est-a-dire que cette étude devrait nous permettre d’observer les recrutements ou les
coopérations entre les protéines, particulierement pour savoir si la fixation de CTCF est bien
nécessaire au recrutement de Rad21 en amont de P1 et surtout si CTCF et YY1 agissent en

hétérodimére a P2, Donohoe et al. n’ayant pas regardé la fixation de ['une lors de
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I’interférence de 1’autre afin de valider leur interaction au sein de DxPas34 (Donohoe ef al.,
2007). Une collaboration avec le laboratoire d’Edith Heard pourra aussi étre envisagée dans
le but d’étudier I’effet de ces mutations sur la structure tridimensionnelle du Xic mais aussi

éventuellement sur le pairing.

En attendant d’obtenir un (ou plusieurs) clone(s) recombiant(s) correcte(s), nous avons
entrepris d’étudier I'utilité des différents sites de fixation de CTCF et YY1 au promoteur de
Xist dans la surexpression transcriptionnelle de ce dernier, sur I’expression de la luciférase.
Cette étude, qui vient d’€tre initiée par Mélanie Makhlouf (avec 1’aide d’Olivier Leroy), se
sert de la méme méthode de mutagénese de sites prévue pour le RMCE mais au sein d’une
¢tude de ’expression de la luciférase, lorsque placée sous le contréle du promoteur de Xisz, ou
plus exactement de la région correspondant a I’exon 4 de Tsix. Cette expérience devrait nous
apporter une premicre indication quant a la nécessité de la présence de ces protéines dans la
surexpression de Xist, d’autant plus que les séquences responsables de sa répression
(I’antisens, I’intron 1de Xist) ne font (a priori, si ce sont bien les seuls répresseurs) par partie
de la région étudiée, ce qui devrait nous permettre d’étudier ce processus aussi bien dans les

cellules ES que les MEFs (males ou femelles).
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III. L’étude du réseau transcriptionnel régulant Xist au sein de cellules
germinales embryonnaires de souris

a. Introduction

Comme nous venons de le voir, et comme nous I’avons vu lors de I’Introduction (voir le
chapitre : « Mode¢les cellulaires », pl9), il semblerait que les mécanismes régulant
I’inactivation du chromosome X divergent entre les cellules germinales primoridiales et les
cellules germinales embryonnaires. Bien que dans les deux cas on assiste a une réactivation
du chromosome X simultanément a un retour a 1’état pluripotent de la cellule, d’une part la
dynamique de la réactivation est différente, celle-ci se faisant progressivement au cours de la
migration le long de la gouttiére uro-génitale pour les PGCs (Sugimoto et al., 2007), tandis
qu’aucun chromosome X inactif n’est observé a partir du moment ou I’on commence a
dériver les PGCs en EGs (peu importe le stade de départ). D’autre part les profils
transcriptionnels entre les deux types cellulaires sont différents, celui des PGCs étant bien
particulier tandis que celui des EGs se rapproche beaucoup de celui des cellules ES ou des iPS
(Mise et al., 2008, Sharova et al., 2007).

Au vu des similitudes entre ES, iPS et EGs, nous serions en droit d’imaginer qu’il existe une
forte similitude entre les mécanismes de réactivation du chromosome X inactif au sein de ces
trois types cellulaires. D’autant plus qu’elle peut s’effectuer de manicre tres rapide, peut-€tre
méme en une division cellulaire (tout du moins dans les ES), contrairement aux PGCs chez
qui la réactivation se fait trés progressivement sur plusieurs jours (Sugimoto et al., 2008, Abe
et al., 2007, de Napoles et al., 2007, Chuva de Sousa Lopes et al., 2008). Cependant, on ne
peut exclure la possibilité de I’existence de divergences entre ces trois types cellulaires,
notamment dues a la nature de I’inactivation du chromosome X avant la réactivation. En effet,
il existe plusieurs différences entre I’X inactivé de maniere empreintée et ’X inactivé de
manicre aléatoire, la dissimilitude la plus flagrante étant I’absence de méthylation de I’ADN
aux promoteurs des génes (Kratzer et al., 1983, Sado et al., 2000), sur le X inactivé de
maniere empreintée. I1 est donc possible que la réactivation du chromosome X inactif dans les
cellules PGCs, EGs et iPS engage des mécanismes plus drastiques afin de pallier a une
"complexité" ou a une robustesse supérieure de I’hétérochromatine de 1I’X inactivé
aléatoirement par rapport au X inactivé de manicre empreintée.

L’étude du réseau transcriptionnel régulant 1’expression de Xist dans les EGs va donc d’abord

nous permettre de découvrir la maniere dont Xist est régulé au sein de ce type cellulaire
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particulier, puis de comparer ce réseau a celui des cellules ES, nous permettant ainsi
d’observer si les deux sortes de réactivation du chromosome X engendrent des différences
quant au maintien de I’activité transcriptionnelle sur les deux X dans des cellules

pluripotentes.

Dans la suite de ce chapitre, je tiens a préciser que tous les résultats sont préliminaires et
nécessitent donc d’étre reproduits plusieurs fois avant que 1’on puisse définitivement conclure

sur leur signification.

b. Résultats

i.  Expression de Xist, Tsix, Oct4 et Nanog dans les EGs

Grace a la générosit¢ du Pr. Stéphane Viville (Laboratoire d’ontogénese des cellules
germinales et primordiales de 'IGBMC de Strasbourg) nous avons pu acquérir plusieurs
lignées de cellules EGs, aussi bien males que femelles, dérivées a partir de PGCs de stades
différents (8,5 ou 9,5jpc). Dans un premier temps, nous n’avons entrepris la caractérisation du
réseau transcriptionnel de Xist que dans deux lignées : Nero7 (cellules femelles, dérivées a
9,5jpc) et Nero8 (cellules males, dérivées a 9,5jpc) (Figure 62A).

Toutefois, nous avons d’abord voulu observer I’expression de plusieurs génes d’intérét afin de
s’assurer de 1’état pluripotent des cellules (Figure 62B, C et D). Comme moyen de
comparaison nous avons rajouté les données obtenues pour des cellules ES femelles (lignée

LF2) avant et en cours de différentiation.

Comme nous pouvons le voir sur la Figure 62B, les niveaux de transcrits Oct4 sont trés
similaires a ceux de cellules ES non différenciées. Par contre, de maniere surprenante, les
niveaux de Nanog sont particulierement bas dans les EGs males et femelles, correspondant
davantage a un niveau habituellement propre a des cellules ES apres 4 jours de différenciation
cellulaire par acide rétinoique. Ceci est surprenant, car malgré le fait que Nanog n’est pas
nécessaire au cours des premieres étapes de 1’établissement de la pluripotence, il joue un role
primordial dans son maintien et dans la formation des cellules germinales (Chambers et al.,
2007). Sa expression est d’ailleurs détectée a partir de 8jpc dans les PGCs (correspondant au
début de migration le long de la gouttiere uro-génitale) (Yamaguchi ef al., 2005) et est décrite

comme active dans EGs (Sharova ef al., 2007 ; Chambers et al., 2003).
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Cependant, malgré une réactivation plutot faible de Nanog, une répression importante de Xist
a bien lieu suite a la dérivation des cellules EGs (Figure 62D), I’expression de Xist étant
encore observée jusqu’a 13,5jpc dans les PGCs (Nestervova et al., 2002). Cette répression
semblerait se faire indépendamment de 1’antisens, car bien que celui-ci soit ré-exprimé par
rapport a son absence dans les PGCs, son taux d’expression se rapproche d’avantage de celui
des cellules ES femelles en cours de différenciation (Figure 62D) que des non-différenciées
(Figure 62C).

En comparant I’expression de ces quatre genes entre EGs males et femelles, nous n’observons
que tres peu de différences. La divergence la plus flagrante semble étre la quantité tres faible
de transcrits Xist chez les males par rapport a chez la femelle, cette différence inter-sexe étant
aussi observée dans les cellules ES, et est sans doute due a 1’expression basale de Xist

provenant d’un ou de deux chromosomes X en fonction du sexe.

1
A Stade de B HOoct4  H Nanog
Lignée |derivation (jpc)| Caryotype 08 1
Nero7 9,5 40 XX 06
Nero8 9,5 40 XY 04 |
02 1
0 -
Nero? Nerod LF2 DD LF2 D4
0,012 0,08
C H Xist M Tsix D H)ist ®Tsix
0,06
0,008 |
0,04
0,004 -
0,02
0 - 0 +—= —
Nero7 Nerog LF2 DO Nero7 Nerog LF2 DO LF2 D4

Figure 62 : Statut transcriptionnel de plusieurs génes clés a notre sujet d’étude au sein
de cellules EGs. (A) Description sommaire des deux lignées étudiées. (B) Analyse de I’expression
d’Oct4 et de Nanog par qRT-PCR suite a une normalisation par Arpo au sein des cellules EGs et
comparaison avec les résultats obtenus dans des cellules ES femelles indifférenciées. (C) et (D) Méme
type d’analyse pour Xist et Tsix. (C) étant un agrandissement de (D) ne concernant que Nero7, Nero8
et LF2DO0.

ii. Meécanisme de répression de Xist dans les EGs
Xist étant correctement réprimé au sein des cellules EGs, et ce, malgré une expression faible
de Nanog et de Tsix, nous avons cherché a comprendre comment s’était effectuée cette

inhibition. Pour cela nous avons entrepris de cartographier la fixation des facteurs de

177



pluripotence Oct4, Nanog et Sox2, connus comme ¢€tant responsables de la répression
transcriptionnelle de Xist au sein des cellules ES (Navarro ef al., 2008).

Dans les cellules EGs femelles Oct4, Nanog et Sox2 se fixent bien a ’intron 1 de Xist de
manicre identique a ce qui est observé dans les ES (Figure 63B), nous indiquant donc qu’il
existe une tres forte probabilité que leur role soit le méme a ce locus dans les deux types
cellulaires. Cette fixation est d’autant plus surprenante tenant compte de la faible expression
de Nanog (plus proche des cellules en cours de différenciation que pluripotentes), mais qui se
fixe de maniere parfaitement claire a I’intron 1 de Xist.

Par la méme occasion, sachant que la fixation des facteurs de pluripotence est identique a
I’intron 1 de Xist entre les EGs et les ES, nous en avons déduit qu’il devrait en étre de méme
pour leur fixation en 5° de Tsix, et avons donc cherché a reproduire les résultats du laboratoire
de Jeannie Lee concernant la localisation d’Oct4 et éventuellement Sox2 autour de DxPas34
(Donohoe et al., 2009) (Figure 63A). Paradoxalement, malgré le fait qu’il semblerait que nous
ayons réussi a reproduire ces résultats (si I’on se base sur un ratio : valeur du pic dans I’intron
1 par rapport a la valeur du pic a DxPas34), il s’avere tout de méme qu’il ne semble pas y
avoir de fixation de ces facteurs autour du minisatellite, aussi bien dans les EGs que dans les

ES (voir I’ Article : Figure supplémentaire 1B,C, p209).

5kb xi
1st
>
Wi .
Tsix
0.8 0.8
A [Nero7 —Nere B [Neror | —erce
— Ot —OCt
Sox Sox
0.6 1 0.6 1
0.4 ! 0.4
Site D Site E
0.2 ‘ \L 1 0.2 1
\,’ ‘ "-"-
0 o |
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Figure 63 : Fixation des facteurs de pluripotence Oct4, Nanog et Sox2 au sein de I’intron
1 et du minisatellite DxPas34 dans les EGs femelles. (A) Etude de la fixation des facteurs de
pluripotence au sein du minisatellite DxPas34 dans les EGs femelles. Sont indiqués par des fléches les
sites ou Donohoe ef al. (Donohoe et al., 2009) prétendent observer une fixation d’Oct4 et
éventuellement de Sox2. (B) Etude de ces mémes facteurs au sein de I’intron 1 de Xist, site décrit par
Navarro ef al. (Navarro et al., 2009).
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iii.  Fixation de CTCF et YY1 le long de Xist/Tsix

Au vu des similitudes, aussi bien transcriptionnelles que mécanistiques, entre EGs et ES, nous
avons subséquemment cherché a établir un profil de fixation des protéines CTCF et YY1 le
long du locus Xist#/Tsix afin de voir si la cellule conserve aussi ses mécanismes préparant a la
surexpression de Xist méme si les cellules a partir desquelles elles sont dérivées (les PGCs)
n’ont aucune utilité pour ce genre de mécanisme (développé dans la discussion).

Que ce soit dans les cellules EGs males ou femelles, nous avons observé un profil de fixation
de CTCF et YY1 quasi-identique a celui des cellules ES le long de Xist et son antisens, que ce
soit au niveau de I’emplacement des pics ou de leur intensité par rapport au bruit de fond
(pour CTCEF, les données pour YY1 n’ayant pas ét¢ normalisées faute d’un nombre suffisant
de points de bruit de fond) (Figure 64). L’aspect mal défini du pic de CTCF en amont de Xist
¢tant sans doute dii a un manque de reproduction de I’expérience, ainsi qu’a de légers
problémes de contamination d’ADN présents au laboratoire lors de la réalisation de cette

expérience.

c. Discussion

Conformément aux données publiées par une autre équipe (Nesterova et al., 2002), nous
avons pu confirmer que Xist est bien réprimé transcriptionnellement au sein des cellules EGs
aussi bien males que femelles. Et bien que 1’état transcriptionnel de Xist ne refléte pas celui
du chromosome X entier a partir duquel il est exprimé, 1’observation que Xist se trouve sous
sa forme réprimée nous rassure par rapport a la réactivation de I’Xi, sachant que ces cellules
ne sont pas mutées et n’auraient donc aucune raison de réprimer Xist si elles n’avaient pas
subi une réactivation du chromosome X inactif suite au retour a la pluripotence.

Une différence majeure entre EGs et PGCs est le fait qu’en examinant les chromosomes X
des EGs, 1’on n’assiste jamais a une réactivation progressive du X inactif corrélant avec le
stade des PGCs a partir desquels ils ont été dérivés, tandis qu’en observant les PGCs on
observe bien une réactivation graduelle, surement passive, au cours de leur migration le long
de la gouttiere uro-génitale. Cependant, une étude récente a démontré que cette réactivation

progressive pouvait étre observée dans les EGs mais au cours des premiers jours de leur

dérivation (Chuva de Sousa Lopes et al., 2008).
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Figure 64 : Fixation de CTCF et YY1 le long du locus Xist/Tsix au sein de cellules EGs.
(A) Analyse de la fixation de CTCF par ChIP suivie de PCR-quantitative le long du locus Xist/Tsix au
sein de cellules EGs males (Nero8, pointillés) et d’EGs femelles (Nero7, trait plein), analysée de la
méme maniére que décrit a la Figure 34. (B) Idem, mais concernant la protéine YY1 ainsi que ces
données n’ont pas €té normalisées par rapport au bruit de fond (faute d’un nombre suffisant de sites a
fixation négatives) mais elles ont tout de méme été normalisées par rapport a I’input.

Ceci laisse entrevoir la possibilité que les mécanismes de réactivation du chromosome X ne
sont pas si différents entre PGCs et EGs, seulement pour le savoir, il faudra pouvoir étudier ce
phénomene au cours de la dérivation et non pas une fois celle-ci terminée. Et cela pourra étre
particulierement utile dans la détermination du role de 7Tsix dans la réactivation du X inactif,
sachant que son expression n’est pas nécessaire a la répression de Xist comme en témoigne ce
processus dans les PGCs. En effet, contrairement aux PGCs, les EGs expriment 7six,
potentiellement de manicre plutdt faible, bien que visible par immunofluorescence (Nesterova
et al., 2002). 1l sera donc intéressant de savoir a quel moment 7six est exprimé lors de la
dérivation des EGs et de comparer cette ré-expression a 1’extinction transcriptionnelle de Xist

afin de savoir si ces processus de réactivation différent entre les deux types cellulaires.
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Le fait que I’expression de Tsix soit aussi basse dans les EGs parait surprenant. Si ces données
sont confirmées, il sera particulierement intéressant de regarder comment se comportent les
facteurs de pluripotence impliqués dans sa régulation (Rex1, KIf4, c-Myc, Spl, CTCF, YY1).
Cependant, une ¢tude menée par Sharova et al. démontre que leur expression parait étre tres
similaire dans les deux types cellulaires, cette similitude €tant aussi observable pour Xist et
Tsix (Sharova et al.,, 2007) (Figure 65), remettant en cause nos résultats (concernant

I’expression de 7six).

4,34155 4,341183333 1,000084462
4,3433 4,3251 1,004207995
3,171633333 2,997983333 1,05792227
2,190883333 2,41755 0,906241167
3,95235 3,867983333 1,021811538
3,991433333 3,95845 1,008332386
4,337183333 4,159616667 1,042688228
4,041416667 4,071666667 0,99257061
4,23895 4,1885 1,012044885
3,2294 3,291133333 0,98124253

Figure 65 : Moyennes des variances de I’expression log-transformée de génes d’intérét a
nos travaux dans différentes lignées de cellules EGs et ES. Ce tableau démontre la non-
variabilité de I’expression des génes majeurs impliqués dans la pluripotence et/ou dans la régulation
du locus Xist/Tsix entre cellules germinales embryonnaires et cellules souches embryonnaires. (Basée
sur les résultats de Sharova ef al., 2007)

Ces données pourraient aussi nous faire pencher vers une théorie de 1’artéfact concernant la
faible expression de Nanog observée au cours de nos expériences. De plus, le fait que Nanog
se lie a ’intron 1 de Xist semblerait signifier que méme si son expression est faible, cela
n’influe pas sur sa capacité a jouer son role de répresseur transcriptionnel de Xist, bien que la

majeure partie de cette fonction semble étre générée par Oct4 (Navarro ef al., 2008).

Le fait que le profil de fixation de CTCF et YY1 soit identique entre cellules ES et EG
engendre aussi de nombreuses questions. Nous pouvons en effet nous demander si la présence
de ces protéines le long de Xist/Tsix correspond vraiment a une réalité biologique reflétant la
situation au sein des PGCs. D’aprés les divergences entre PGCs et EGs il semblerait plus
vraisemblable que ce ne soit pas le cas. Cependant, nos données n’excluent en aucune
maniere la présence d’un profil de fixation similaire dans les PGCs. Toutefois, si notre
hypothese, que CTCF et YY1 sont présentes au niveau du promoteur P2 de Xist dans le but

d’étre prétes a le surexprimer dés que les facteurs répressifs sont partis, est correcte, il
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semblerait curieux qu’elles aient le méme rdle dans les PGCs. En effet, sachant que dans le
cas de cellules germinales males le X est inactivé en cours de méiose par le phénomene de
MSCI (voir le chapitre: « Inactivation méiotique des chromosomes sexuels», pS8)
indépendamment de Xist (Turner, 2002, McCarrey et al., 2002) et que dans le cas de cellules
germinales femelles leur X n’est pas réactivé avant I’inactivation aléatoire dans le futur
embryon, il semblerait curieux que Xist ait besoin d’étre prédisposé a la surexpression. Par
contre, méme si Xist n’est pas nécessaire a I’inactivation du chromosome X dans les cellules
germinales males post-méiotiques (MSCI ou PMSC) celui-ci est tout de méme exprimé
(McCarrey & Dilworth, 1992 ; Salido & Shapiro ef al., 1992). 1l serait donc trés intéressant de
voir si CTCF et YY1 sont fixées au promoteur P2 de Xist dans de telles cellules et de
comparer ces résultats avec ce qui est observé au cours de 1’oogénese, les cellules germinales
femelles n’exprimant jamais Xist et ne devant donc pas montrer un tel profil de fixation. Avec
les avancées considérables constatées dans la perfection de la méthode de ChIP, celle-ci
nécessitant de moins en moins de chromatine pour fournir des résultats fiables, il devrait étre
possible, dans un avenir proche, d’étudier ce genre de phénomene dans des tissus ne
fournissant qu’une quantité trés limitée de cellules (telles que les cellules germinales).

Il pourrait aussi étre tres intéressant de regarder 1’¢état de la méthylation du promoteur de Xist
dans les EGs car Hajkova et al. montrent que celui-ci est totalement déméthylé dans les
cellules PGC males a partir de 12,5jpc lors de la déméthylation globale du génome et
I’effacement de I’empreinte parentale (Reik ez al., 2001 ; Surani, 2007), mais la répression de
Xist est tout de méme maintenue (Hajkova et al., 2002). Et au vu des différences dans la
méthylation des DMDs entre ES, EGs et PGCs, 1’é¢tude des profils de méthylation dans ces
cellules pourraient fournir des indications sur les mécanismes menant a, ou maintenant, cette
répression. Parallelement a cela, Navarro et Avner supposent que les sites de fixation d’Oct4
et Sox2 a l’intron 1 de Xist sont différentiellement méthylés au cours de la gamétogencse,
empéechant ainsi leur fixation dans les cellules germinales males mais pas femelles expliquant
ainsi 1’expression sexe-spécifique de Xist a ce stade du développement (Nanog étant, dans ce
modele, responsable de 1’effacement de I’empreinte empéchant la fixation d’Oct4 et Sox2 sur

’alleéle maternel au stade morule).

En définitive, nous pourrions supposer que les similitudes observées entre EGs et ES, ainsi
que les divergences entre EGs et PGCs, sont somme toute logiques, si I’on considere le fait
que lors de la dérivation des cellules EG, on oriente les cellules vers un devenir de

pluripotence et d’auto-renouvellement perpétuel pouvant ensuite donner n’importe quel type
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cellulaire, a la différence des PGCs qui, suite a leur migration, rentrent en méiose pour en fin
de compte ne pouvoir produire uniquement des gametes. Il semblerait donc, que
I’environnement cellulaire des PGCs, nécessaire a leur développement en cellules germinales,
produit des signaux différents de ceux fournis par les cellules nourriciéres (ou « feeders ») ou
présents dans le milieu de culture des EGs lors de leur dérivation. Et c’est cette différence de
contexte de développement cellulaire qui pourrait pousser les cellules EGs a se rapprocher
transcriptionnellement et épigénétiquement (& part pour la méthylation des génes soumis a
I’empreinte parentale) des cellules souches embryonnaires, dérivées des cellules de la masse
interne dans des conditions similaires. Par la suite, il sera donc particuliérement intéressant de
dériver des EGs a I’aide d’acide rétinoique, afin de voir si ces correspondances par rapport a
la régulation de Xist entre ES et EGs sont maintenues sont maintenues lors de I’initiation de
I’inactivation. De plus, I’étude de la méthylation de 1’7lot CpG au promoteur de Xist dans ces
différents contextes cellulaires pourra peut-étre nous éclairer par rapport a ce lien de

conservation, semble-t-il unique, existant entre EGs et PGCs.
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IV. Le couplage moléculaire de la régulation de Tsix et de la
pluripotence cellulaire

a. Introduction

Depuis la découverte en 2005 par I’équipe de Claire Rougeulle du fait que Tsix ne régule pas
transcriptionnellement Xist (Navarro et al., 2005) (ultérieurement confirmé par Sun et al.,
2006), une des questions majeures concernant I’initiation de 1’inactivation du chromosome X
était : « comment Xist est-il transcriptionnellement régulé en cours de différenciation ? ». Il
aura fallu attendre 2008, pour que cette méme équipe découvre le mécanisme réprimant
transcriptionnellement Xist dans les cellules ES non différenciées tout en établissant un lien
direct avec la pluripotence cellulaire (Navarro et al., 2008). En effet, les facteurs de
pluripotence Oct4, Nanog et Sox2 se fixent au sein de I’intron de 1 de Xist dans ce type de
cellules (voir le chapitre: « Couplage de la régulation de I’expression de Xist et la
pluripotence », p88), cette découverte majeure ayant permis d’expliquer le lien étroit observé
depuis bon nombre d’années entre 1’initiation de I’inactivation et 1’état du développement de

la cellule.

Cependant, il semblerait que Tsix ait aussi un lien particulier avec la différenciation cellulaire,
son expression diminuant fortement lors de I’induction de celle-ci. De plus, théoriquement, la
répression de 1’expression de Tsix précede la surexpression de Xist sur le X inactif lors de
I’initiation de I’inactivation afin d’établir un biais entre les deux all¢les, permettant ainsi
I’exécution du choix du chromosome X a inactiver. Et sachant que Xist est
transcriptionnellement régulé par des facteurs de pluripotence, il semblerait logique que
I’antisens le soit aussi afin d’obtenir la régulation fine, précise et synchrone, nécessaire a
I’équilibre transcriptionnel entre les deux genes.

Mais jusqu’a présent, la régulation de I’expression de Tsix a été décrite comme étant
principalement dirigée par deux régions: le minisatellite DxPas34 et la région de
transcription intergénique Xite (Stavropoulos ef al., 2005). Au cours des années, le laboratoire
de Jeannie Lee a publié des données concernant des protéines recrutées a ces deux régions et
la maniere dont ils influent sur la transcription de 1’antisens. C’est ainsi que CTCF, YY1,
Oct4 et Sox2 ont chacune été impliquée dans la régulation (surtout la surexpression)
transcriptionnelle de 7six (donohoe et al., 2007, Chao et al., 2002, Donohoe et al., 2009) (voir
les chapitres : « Tsix », p56 ; « DxPas34 », p59 ; et « Xite », p63). Cependant, il faut signaler
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que les expériences de déplétion de ces protéines (notamment CTCF et Sox2) ne semblent pas
corréler avec 1’ensemble de leurs études, la fixation méme de CTCF et YY1 autour de
DxPas34 ne semblant pas non plus clairement refléter 1’activité transcriptionnelle de Tsix lors
de I’initiation de I’inactivation (Donohoe ef al., 2007).

C’est donc dans ce contexte de recherche de liens entre I’initiation de 1’inactivation et la
pluripotence, que Pablo Navarro, avec mon assistance, a entrepris la recherche de facteurs de
pluripotence dans la régulation de ’antisens, certaines é€tudes ayant déja démontré des
corrélations transcriptionnelles entre des marqueurs de la pluripotence (notamment Rex1) et

Tsix (Masui et al., 2008, Silva et al., 2008).

A T’origine de mon implication dans ce projet se trouvait mon désir d’associer mes
découvertes de CTCF et YY1 comme activateurs potentiels de Xist (ou de Tsix, d’apres
Donohoe et al., 2007) et les résultats de Pablo Navarro, concernant la répression de ce geéne
par les facteurs de pluripotence Oct4, Nanog et Sox2. Il s’est avéré que le laboratoire de
Stuart Orkin avait récemment publi¢é un article sur les réseaux d’interactions protéiques
responsables de la pluripotence au sein des cellules souches embryonnaires (Wang et al.,
2006). Au sein de cette étude Wang et al. ont observé des interactions protéine-protéine entre
YY1 et Rex1 ainsi qu’entre Rex1 et Oct4, nous indiquant que Rex1 pouvait étre un lien entre
ces deux groupes de facteurs transcriptionnels. Comme démontré au sein de la Figure 1 de
I’article (voir Figure 1d et e, p205), j’ai pu mettre en évidence une fixation de Rexl au
microsatellite DxPas34 dans les cellules ES males et femelles, engendrant par la suite 1’étude
de son implication, ainsi que celle d’autres facteurs de pluripotence (KIf4 et c-Myc) dans la
régulation de I’antisens 7six.

Dans un second temps, j’ai aussi pu vérifier une hypothése quant au moyen de mobilisation de
KIf4 a DxPas34 en démontrant le recrutement (avec un profil de fixation quasiment
identique) de la protéine Spl a ce méme locus (voir Figure Supplémentaire Sc, p213). Spl
servirait donc d’intermédiaire entre soit YY1 et KIf4 et/ou entre c-Myc et KIf4 étant donné
ses interactions prouvées avec ces 3 autres protéines (Lee et al., 1993 ; Gartel ef al., 2001 ;

Zhang et al., 1998).
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Molecular coupling of Tsix regulation and pluripotency.

Main

The reprogramming of X-chromosome inactivation during the acquisition of
pluripotency in-vivo and in-vitro', is accompanied by the repression of Xis, the trigger
of X-inactivation®, and the upregulation of its antisense counterpart Tsix'. We have
shown that key factors supporting pluripotency —Nanog, Oct4, and Sox2— bind
within Xist intron 1 in undifferentiated embryonic stem (ES) cells to repress Xist
transcription®.

However, the relationship between transcription factors of the pluripotency network
and Tsix regulation has remained unclear™ °. Here, we show that Tsix upregulation in
ES cells depends on the recruitment of the pluripotent marker Rexl, and of the
reprogramming-associated factors Klf4 and c-Myc, by the DXPas34 minisatellite
associated with the 7six promoter. Upon deletion of DXPas34, binding of the three
factors is abrogated and the transcriptional machinery no longer efficiently recruited
to the Tsix promoter. Additional analyses including knock-down experiments further
demonstrate that Rex1 is critically important for efficient transcription elongation of
Tsix. Hence, distinct ES cell-specific complexes couple X-inactivation reprogramming
and pluripotency, with Nanog, Oct4 and Sox2 repressing Xist to facilitate the
reactivation of the inactive X, and Klf4, c-Myc and Rex1 activating 7six to remodel Xist
chromatin’'’ and ensure random X-inactivation upon differentiation'. The holistic
scenario of Xist/Tsix regulation by pluripotent factors that we have identified suggests
a general direct governance of complex epigenetic processes by the machinery

dedicated to pluripotency.

X-inactivation reprogramming in female mice is a paradigm for the epigenetic processes
underlying the acquisition of pluripotency'. The inactivation of the paternal X-chromosome
that characterises the earliest cleavage-stages of development is followed by X-chromosome

reactivation in the pluripotent inner cell mass (ICM) of the blastocyst'" 12,
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Molecular coupling of Tsix regulation and pluripotency.

Following differentiation, X-inactivation is established randomly on either the paternal or the
maternal X-chromosome'. The developmental plasticity of X-inactivation during early
embryogenesis is paralleled by female induced Pluripotent Stem (iPS) cells'®: the inactive X is
reactivated in iPS cells and random X-inactivation de novo established upon loss of
pluripotency'®. Hence, two distinct processes affect X-inactivation during the generation of
pluripotency: the reactivation of the inactive X per se, likely initiated by the repression of
Xist by Nanog, Oct4, and Sox2> '°, and the acquisition by both X-chromosomes of an equal
competence for future random X-inactivation, a process directly controlled by 7six. Indeed,
invalidation of Tsix in ES cells® and embryos'® leads to drastic, stable remodelling of Xist

chromatin in cis’'°

, associated with the systematic upregulation of Xist from the Tsix-null
allele upon differentiation. Thus, maximal 7six activity is required in pluripotent cells to erase
inherited Xist chromatin modifications and provide each X-chromosome with equal
probabilities of Xist upregulation during differentiation'®.

It has been proposed that the high levels of Tsix transcription characterising ES cells
depend on binding of Oct4 and Sox2°, but not Nanog, at DXPas34"" and at Xite's, two
enhancers of Tsix'’. Oct4 and Sox2, by simultaneously controlling Xist and Tsix could be
acting at the top of the X-inactivation regulatory hierarchy in pluripotent cells. Uncertainties
however surround this hypothesis since (i) the reported binding of Oct4 and Sox2 to
DXPas34, the strong ES-specific enhancer of Tsix, is not reproducible (Supplementary Fig. 1),
(1) binding levels at Xite are very low (Supplementary Fig. 1), and (iii) Xite is a weak enhancer
of Tsix'®. It appears likely that Oct4 and Sox2 play a minor role, if any, in the establishment
of Tsix transcription in undifferentiated ES cells. In agreement, 7six remains unaffected after
24h of Oct4 knock-down, whilst Xist upregulation is already established (Supplementary Fig.
1). Thus, additional factors are implicated in controlling 7’six transcription in undifferentiated

ES cells. Three pluripotency factors, Klf4, c-Myc and Rex]1, attracted our attention.
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Molecular coupling of Tsix regulation and pluripotency.

Since Oct4 and Sox2 directly mediate repression of Xist in ES cells, it appeared of
interest to extend our analysis to Klf4 and c-Myc, the two other factors that are commonly
used to generate iPS cells'’. Rex1 is a marker of pluripotency whose deletion is associated
with decreased Tsix expression as revealed by microarray analysis®’. During iPS cells
generation, T’six re-expression temporally correlates with the induction of Rex/*.

We initially determined whether binding activity of Rexl, KIf4 and c-Myc could be
detected at the Xist/Tsix region (Fig. 1a). Binding to the 7T'six 5’ region was found for all three
factors, in both female (Fig.1 d, g, j) and male (Fig.1 e, h, k) ES cells. Only Rex1 displays
binding at both ends of DXPas34, suggesting that Rexl is recruited within DXPas34 itself
whilst KIf4 and c-Myc are bound between DXPas34 and the Tsix promoter. As expected
given its ChIP profile, Rex1 binding is lost upon the targeted deletion of DXPas34 in male ES
cells (APas34 cell line'’, Fig. 1c, f). Strikingly, K1f4 and c-Myc binding is similarly affected in
APas34 (Fig. 1i, 1), suggesting that DXPas34 influences Klf4 and c-Myc recruitment. This
drastic perturbation in transcription factor binding correlates with a 90% reduction in 7six
RNA levels'’, mediated by a strong reduction of RNAPII recruitment at the Tsix promoter
(Supplementary Fig. 2). Thus, DXPas34 orchestrates the recruitment of Rex1, Kif4 and c-
Myec, to activate Tsix transcription in ES cells.

We next silenced Oct4 in ZhbTc4.1 ES cells to induce the loss of pluripotency®” and
the consequent downregulation of Rex1 and Klf4 (Fig. 2a). Tsix was downregulated (Fig. 2a)
by transcriptional mechanisms (Fig. 2b, c¢), and binding of Rex1, KIf4 and c-Myc was reduced
(Fig. 2d, e, f). Similar observations were made in terminally differentiated, Tsix-silenced’,
mouse embryonic fibroblasts (Fig. 2g, h, 1). Rexl, KIf4 and c-Myc are therefore critically
important to couple Tsix regulation to pluripotency. We also analysed Trophectoderm Stem
(TS) cells, which display reduced Tsix transcriptions, and found that only Rex1 is absent from
the Tsix 5’ region (Fig. 2g, h, 1). Although the existence of differentiation-dependent repressors

or additional ES-specific activators cannot be excluded, this suggests that Rexl plays an
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important role in 7six transcription in ES cells. In agreement with this, transient Rex/
interference demonstrates that 7six is a rapid Rex/-responsive gene in ES cells
(Supplementary Fig. 3).

Next, we generated stable Rex/ knock-down lines and confirmed that Rex/
downregulation is accompanied by 7six downregulation (Supplementary Fig. 3). The stably-
interfered clone displaying the highest level of Rex/ knock-down, in which Tsix expression and
Rex1 binding are reduced by half (Fig. 3a, b), was analysed in detail. We observed that neither
KIif4 nor c-Myc are down-regulated (Fig. 3a), nor affected in their binding to the 7T'six 5 region
(Fig. 3b). No drastic effect on RNAPII recruitment at the 7six promoter (Fig. 3c), or on
TFIIB, H3K4Me3, and H3K9Ac levels (Supplementary Fig. 3), was observed. Thus, Rex1 is
not an essential factor for recruiting the transcriptional machinery at the 7six promoter, or for
triggering the accumulation of chromatin marks characteristic of transcription initiation®.
Analysis of RNAPII (Fig. 3c) and H3K36Me3 (Fig. 3d, Supplementary Fig. 3) across the Tsix
transcription unit did however reveal reduced levels in Rex/ knock-down cells, in particular at
the 7six 3' end. Since the amount of 3' end-associated RNAPII at the T7six locus was
previously proven to be a good readout of Tsix transcription’, and H3K36Me3 levels correlate
well with transcriptional activity®, we conclude that Rex| is required for efficient elongation
of Tsix. Statistical analysis of the ChIP profiles provides further support to the reduction of
RNAPII and H3K36Me3 levels (Supplementary Fig. 3).

c-Myc has been shown to be a global regulator of transcription elongation in ES cells®,
and affects in particular 7six (Supplementary Fig. 4). This suggests that Rex1 and c-Myc
functionally interact to bring about efficient 7'six elongation. The fact that c-Myc remains
associated to the Tsix 5’ region in Rex/ knock-down cells indicates that Rex1 acts downstream
of c-Myec. The differential segregation of Rex1/c-Myc from Nanog/Oct4/Sox2 targets®® further
indicates that Rex] might act as a global regulator of transcription elongation in ES cells by

providing developmental specificity to c-Myc function.
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How these factors biochemically interact at the 7'six 5’ region remains unknown. Given
that (i) Yyl (a factor evolutionary related to Rex1?") and Ctcf show positive binding at both
extremities of DXPas34, (i1) Spl binds at the Tsix 5' region, and (iil) interactions between
these factors have been previously reported (Supplementary Fig. 5), we propose that
DXPas34 acts as a DNA platform directly recruiting Rex1, Ctcf, and Yyl, which in turn
facilitate the recruitment of Sp1, Klf4 and c-Myec. If Rex1 and c-Myc regulate 7six elongation,
the parallel recruitment of the RNAPII and KlIf4 at the 7six 5’ region observed in our
experimental conditions leads us to speculate that Klf4 might be critically important to load
the transcriptional machinery at the 7six promoter.

Persistent binding of Nanog, Oct4 and Sox2 to Xist intron 1 in APas34 ES cells
(Supplementary Fig. 6) maintains transcriptional Xist silencing in the absence of Tsix
transcription (Supplementary Fig. 2). Conversely, Nanog and Oct4 inducible mutant ES cells
retain normal regulation of Tsix’. Moreover, Xist upregulation is observed from both wildtype
and Tsix-deleted alleles upon Oct4 knock-down (Supplementary Fig. 1). Based on these
results we propose that two distinct pluripotency-related complexes act independently but in
parallel to specify the reactivation of the inactive X and the resetting of the epigenetic
conditions required for de novo random X-inactivation, through their direct regulation of Xis¢
and Tsix, respectively (Fig. 3e). Whilst Oct4, Sox2 and Klf4 show only low level binding at
Xite (Fig. 3e and Supplementary Fig. 5), inspection of available ChIP-Seq data sets*® indicates
that other genes located within the X-inactivation centre, including Rnf12%, are targets of the
pluripotency-associated machinery. Further complexities of the molecular system coupling
pluripotency and X-inactivation are therefore to be expected. Interestingly, the connection of
pluripotency regulators with Xist and 7Tsix may also apply to other epigenetic phenomena.
Examination of ChIP-Seq data sets shows abundant binding of pluripotent factors at known
imprinting centres including that of the DIkI-Dio3 cluster (Supplementary Fig. 7), which is

inappropriately regulated during iPS cell generation®. Hence, over and above their importance
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for pluripotency and self-renewal, the pluripotent factors may be key components of other,
more specific epigenetic processes occurring in pluripotent cells, notably in the germ line.
Cohorts of pluripotency regulators could be involved, as we previously hypothesized for
Xist"?, in either the erasure and/or the establishment of epigenetic imprints, both at Tsix and at

other imprinted loci.
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Methods Summary.

Cell lines: female ES cells: LF2; male ES cells: CK35; APas34 ES cells: #BH9 and
#BD7; male TS cells: F2; male MEFs: derived from E13,5 embryos.

ChIP and RT-PCR were performed as previously describeds. Chromatin and RNA
preparations were isolated in parallel from the same culture batches.

Transient transfections of Oct4 siRNA (Dharmacon) and the Rex/ shRNA expressing
vectors (a kind gift of Jon Schoorlemmer) were performed using a nucleofector (Lonza) and
the manufacturer’s protocol (program A30). Results were normalised to the RNA levels of
cells nucleofected with non-targeting siRNA (Dharmacon), or with a vector expressing a
shRNA against geminin. Sequences targeting Rex/ and geminin are available upon request from
Jon Schoorlemmer.

Stable integration of shRNA vectors was performed after electroporation of LF2 ES
cells, and selection in hygromycin B for two weeks. Resistant clones were individually
expanded. Clones carrying the shRNA vectors against Rex/ or geminin were generated and
analysed in parallel.

For primer sequences and antibody information see Supplementary Figure 8.

In the figure legends, ‘n’ indicates the number of independent cell cultures analysed to
control for biological variation. When indicated, ‘m’ shows the number of experiments

performed with the ‘n’ independent extracts. All the results are expressed as means + sem.
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Figure Legends.

Figure 1: DXPas34 orchestrates Rex1, Kilf4 and c-Myc recruitment to the 7six 5’ region
in pluripotent ES cells. a, b and ¢, Schematic representation of the sub-regions of the
Xist/Tsix locus analysed by Chromatin immunoprecipitation (ChIP) in female ES cells (a),
male ES cells (b), and male APas34 ES cells (¢). Xist exons are in green, the arrows indicate the
direction of transcription of Xist (top) and Tsix (bottom). DXPas34 is shown in blue. The
location of each primer pair is indicated by a black circle. In (b), the blue circles show the
primer pairs flanking DXPas34 that are absent in APas34 ES cells, whilst in (¢) the red triangle
show the location of the loxP site remaining after DXPas34 deletion, and the new primer pair
designed at the position shown in red. ChIP analysis of Rex1 (d, e, f), KIf4 (g, h, i), and c-
Myc (j, k, 1) in the indicated cell lines. The X-axis shows the genomic coordinates (Kb)
relative to Xist transcription start site. The vertical black bars represent the Xist and Tsix
transcription start sites. The Y-axis shows the average percentage of immunoprecipitation.
The number of biological replicates used was: d: n=2, e: n=3, f: n=6; g: n=3, h: n=3, 1: n=6; j:

n=3, k: n=3, and 1: n=6. All the results are expressed as means + sem.

Figure 2: Developmentally-induced loss of Rex1, KIf4 and c-Myc binding correlates
with 7six repression. a, Relative RNA levels of the indicated genes in undifferentiated (-Tc,
black, set to one) and differentiating (96h Tc treatment, +Tc, red) ZhbTc4.1 cells (n=4). b, c,
d, e, f, ChIP analysis of RNAPII (b), TFIIB (¢), Rex1 (d), KIf4 (e) and c-Myc (f) across the
Tsix 5’ region in the same cellular conditions (n=2). g, h, i, Analysis of Rex1, Klf4 and c-Myc
binding at the 7Tsix 5’ region in ES cells (ES, CK35, black, n=3), TS cells (TS, F2, red, n=3),
and MEFs (green, n=3). The X-axis shows the genomic coordinates (Kb) relative to Xist

transcription start site. All the results are expressed as means + sem.
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Figure 3: Rexl1 is required for efficient elongation of 7six transcription. a, Relative gene
expression of a stable clone (Clone #1a in Supplementary Fig. 3) expressing an shRNA against
RexI (n=4). b, ChIP analysis of Rex1, Klf4 and c-Myc binding at the positions identified as
providing maximal binding in Fig. 1 (labelled Tsix) and at a negative control position (labelled
ctl and corresponding to Tpg, see Supplementary Fig.8) in control (black) and Rex/-interfered
cells (red, n=3). ¢, ChIP analysis of the RNAPII across the Tsix 3’ and 5’ regions in control
and Rex/-interfered cells (n=3, m=5). d, ChIP analysis of H3K36Me3 across the Tsix 3’ and
5’ regions in control and Rex/-interfered cells (n=2, m=3). The X-axis shows the genomic
coordinates (Kb) relative to Xist transcription start site. All the results are expressed as means
+ sem. e, Transcriptional network coupling pluripotency regulators to Xinactivation. In a
previous study we showed that Nanog, Oct4 and Sox2 bind Xist intron 1 to repress Xist
transcription in ES cells. Here we have shown that the pluripotency-associated Rex1 protein,
in conjunction with the reprogramming factors KIf4 and c-Myc, bind to the DXPas34/Tsix 5’
region to confer 7six maximal activity in ES cells. Moreover, Oct4, Sox2 and KIf4 bind to Xite,
a weak enhancer of Tsix. Whilst Nanog, Oct4 and Sox2 suppress Xis¢ transcription, facilitating
the reactivation of the inactive X, Rexl, KIf4 and c-Myc transactivate 7Tsix, which, in turn,
modifies the Xist chromatin structure to render all Xis¢ alleles epigenetically indistinguishable
and permitting random Xis¢ transcription upon differentiation. 7'six may additionally block
Xist RNA accumulation at the post-transcriptional level of regulation. We conclude that the
road to pluripotency and the path of X-inactivation regulation during both development and
in-vitro reprogramming experiments are directly coupled through the stringent control of the

two main non-coding actors by distinct pluripotency-associated regulatory complexes.
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Methods.

RNA Extraction and Random Reverse Transcription

One to 5 million cells were lysed in TRIZOL (Invitrogen) and RNA was then
chlorophorm extracted and isopropanol precipitated. After DNase treatment (Quiagen), RNA
was phenol/chlorophorm re-extracted, ethanol precipitated, resuspended in water and
quantified.

One to 4ug of RNA were used per RT reaction. RNA was denatured in the presence of
1ug of random hexamers (Roche) for 5° at 90°C, and reverse transcribed in a final volume of
20ul with 100U of SuperScriptll (Invitrogen) at 42°C for 60° followed by heat inactivation at
70°C for 15°. Synthesised cDNAs were diluted in 280ul of water and stored at -20°C until

used.

Chromatin Extraction and Chromatin ImmunoPrecipitation

Twenty million cells were resuspended in 3ml of pre-warmed DMEM-FCS10% and
crosslinked with 1% formaldehyde (Sigma) for 10’ at room temperature. The reaction was
quenched with 0.125mM glycine for 5 at room temperature. Cells were spun down for 3’ at
1300rpm at 4°C, and washed twice with cold PBS1X (Invitrogen). Cell pellets were then
vigorously resuspended in 300ul of Sweeling buffer (SmM Pipes pHS, 85 mM KCI) freshly
supplemented with 1X protease inhibitor cocktail (Roche) and 0.5% NP-40. The suspension
was incubated for 20” on ice with occasional gently shaking. One microliter of suspension was
used to check for the completeness of total nuclei extraction under the microscope. Nuclei
were spun down in 15ml conical tubes for 10’ at 1500rpm at 4°C and resuspended in 1,5ml of
TSE150 (0.1% SDS, 1% Triton, 2mM EDTA, 20mM Tris-HCI pHS8, 150mM NacCl) buffer,
freshly supplemented with 1X protease inhibitor cocktail. Samples were sonicated at 4°C in
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15ml conical tubes using a Bioruptor (Diagenode) for 5 cycles of 10’ divided into 30°’ON-
30’OFF subcycles at maximum power. Chromatin was then transferred into 1,5ml tubes and
centrifuged for 30” at 14000rpm at 4°C. Soluble chromatin was aliquoted and stored at -80°C

until use. Twenty microlitres were used for quantity and quality controls of the DNA.

Twenty micrograms of DNA were used for each ChIP. For each experiment, the
required amount of chromatin was defrosted (generally between 40 to 100ug -1 to 5 ChIPsper
sample) and pre-cleared for 1h30 with rotation at 4°C in 1ml of TSE150 with 50ul of pA/pG
sepharose beads (Sigma) 50% slurry, previously blocked with 500ug/ml of molecular grade
BSA (Roche) and 1pg/ml of yeast tRNA (Invitrogen). Pre-cleared chromatin was transferred
into fresh tubes after 1’ centrifugation at 3000rpm and aliquoted accordingly. Twenty
micrograms of diluted chromatin was aliquoted for input DNA extraction and
precipitation. Immunoprecipitation with specific antibodies (1 to 5ug each, see
Supplementary Figure 8) was performed overnight with rotation at 4°C, in a final volume of
500ul. Immunocomplexes were recovered with 50l of blocked pA/pG sepharose beads 50%
slurry for 1h30 with rotation at 4°C. Beads were recovered by 1’ centrifugation at 3000rpm
and washed at room temperature in 1ml of TSE150, TSE500 (0.1% SDS, 1% Triton, 2mM
EDTA, 20mM Tris-HCI pHS, 500mM NacCl), Washing Buffer (10mM Tris-HCI pHS, 0.25M
LiCl, 0.5% NP40, 0.5% Na-Deoxycholate, ImM EDTA), TE (10mM Tris-HCI pH8, ImM
EDTA) and TE. Each wash was performed for 5' with rotation at room temperature. After the
last wash, elution was performed in 100ul of Elution Buffer (1% SDS, 10mM EDTA, 50mM
Tris-HCI pHS) for 15 at 65°C after vigorous vortexing. Eluates were collected after 1°
centrifugation at 14000rpm, and the beads rinsed in 150ul of TE-SDS1%. After 1’
centrifugation at 14000rpm, the supernatant was pooled with the corresponding first eluate.
Crosslinking of ChIP and input fractions was reversed overnight at 65°C, followed by

proteinase K treatment (invitrogen), phenol/chlorophorm extraction and ethanol precipitation.
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DNA pellets corresponding to the input fractions were resuspended in 300ul of water, whilst
those corresponding to the ChIP fraction were resuspended in 100ul in the case of

transcription factors, or in 300ul in the case of histone modifications.

Transient siRNA knock-downs

The medium of subconfluent ES cell cultures was changed 6h before nucleofection.
After cell harvesting, 5 million cells were pelleted in individual tubes, washed with PBS1X
(Invitrogen), and resuspended in 90ul of completed nucleofection solution (Amaxa). This
cellular suspension was mixed with 10ul of siRNA (150nM) or shRNA expressing vectors
(4pg) and transferred into nucleofection cuvettes (Amaxa) that were placed in the
nucleofection device. Program A30, which was used for all experiments, consistently gave
more than 80% efficiency as evaluated by the nucleofection of a GFP expressing vector, with
around 50% immediate mortality. Nucleofected cells were collected using the pipettes
provided by Amaxa into 500ul of prewarmed ES cell medium, and transferred into 25cm2
gelatinised flasks containing 10ml of prewarmed ES cell medium. Twenty four hours later,

cells were collected for analysis and RNA extraction.

Real-Time PCR analysis

Two systems of PCR analysis were exploited. All analyses except those
corresponding to the Rex/ knock-downs were analysed in 96-well plates using a StepOnePlus
PCR machine (Applied Biosystems) and the Power Sybr Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). Rex! knock-down experiments were analysed in 384-wells plates with a 480
LightCycler (Roche) using LightCycler 480 SYBR Green I Master (Roche). All reactions were
performed in duplicate. Five microliters of DNA were used per reaction. Standard curves of all
primers were performed to check for efficient amplification (above 90%). Melting curves were
also performed to verify production of single DNA species
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with each primer pair. All primer sequences are available in Supplementary Figure 8.

Relative levels of expression in each assay were obtained through the AACt
method,using (i) ArpoP0 mRNA levels as a reporter in all experiments except in Rex/
knockdownsin which 7hp was used, and (ii) the appropriate control cell line or cellular state

as thereference sample.

Enrichment levels in ChIP assays are expressed as a percentage of
immunoprecipitation relative to the input. Essentially, the ACt method was used to calculate a
ChIP over input ratio that was corrected by the appropriate dilution factor of each analysed

fraction, and multiplied by 100 to get the percentage of immunoprecipitation.

18/18

204



Navarro et al. Figure 1

—

a—_—.’ﬁ’

. . (:
¥ EFNR BB ¥ LN | e R R .+ L ] a8 BN I+ a (L] L 1] L ]
- - -
d 0z e 02 0z
Rex1 Rex1 Rex1
Femala Male DPas34
ES colis ES cells ES cells
0.1 L 0.1 [ 01
Rl Hlﬁ 1\ A\([ \\1_: i i
F./a .l 1
o T T T T F T T .J?' T T T T T T ﬂ T T T T T T I:I T T T T T
321012 4112 31323334353637 3031323334353637 30313233343536
04 hu,z . 02
g KIF4 KIF4 | ks
Femala Male DPas34
ES calis ES cells ES cells
0z 01 J“ 01
D T T T T lll:lr T T # T T T T T ﬂ n
Fo Al T T T T T T T T T T T
- 221012 4112 31323334353637 303132333435363 30313233343536
04 k-:u,4 I 04
ic-Myc c-Myc c-Myc
Femala Male DOPa=3d
ES calis ES calle calle
02 ] 02 0,2
fﬁ-\,{ =
D T T T T ;-J:r T T ‘f““ T T T T T T D T T T T T T ﬂ T T T T T
324012 4142 31323334353637

3031323334353637

0313233343536

205



13
a 10 Relative mRMNA levels

M Znbtcd
B Znbicd Te-d

3 05 |
ﬂz-
él- {P .f' _I_ﬁ _I_ﬁ 1] 0 T T T T T T
¢ ¢ o’* 4% 42 30 31 32 33 34 35 36 37 30 31 32 33 34 35 36 37
duz eb.ﬂ 02
Rex1 K IT4 c-Myc
— Phited — Zhidtcd — Fhivted
— Zhisted Todd — Zhbicd To! — Zhbted To-dd
04 H 03 XE 01 H
lo \
[ | |l
| | '
I % |
| 1
A V| s
n T T T T T T n T T T T T T I:I T T T T T T
30 31 32 33 34 35 36 37 30 31 32 33 34 35 36 37 30 31 32 33 34 35 36 37
02 hus g 04
g Rex1 KIf4 I c-Myc
— EScells —EScels — EScdls
—TScels —TScalls — TScells
— MEFs — MEFscalls —r.E:sceuT
041 ||_ 03 02
| \I‘ [
f

Navarro et al. Figure 2

C1 TFIE

— Fhisted Tedd |

f

“ T T T
30 31 32 33 34 35 36 37

o

30 31 32 33 34 35 36 37

I:I T T T
30 31 32 33 34 35 36 27

206



Navarro et al. Figure 3

W Control shRNA b Relative binding H Control shRMA

a Relative

mRNA level B shRMA Rex1 B shRMA Rex1

0.5 -

Rex1 KIf4 c-Myc Tsix5" Tsixd'

RNAP|l — Control shRNA ‘ H3K 36Ie3— Control shRNA
— s hRMNA Rex1 ——shRMA Rex1
4 [ 20
| % % A ) ]- 7/
ﬂ T j T T T T n T T j T T T

3 2 1 30 31 32 33 34 35 36 37 3 -2 1 30 31 32 33 34 35 36 37

e

Pluripotency |

b

Hanﬂ Dectd Sox2

Rexi KIfd c-Myc
!

-t—'—'_'_-_-_-_-_-_ ——
Nanog | Octd | Sox? Rex1 | Kif4 | cMyc Octd | Sox2 | KIf4
Xist Intron 1 Dxpas34 / Tsix 5" region Xite

Blocking of X5 RN

accumulsthon

y
X-chromosome inactivation

207



Supplementary Material - Navarro et al. Molecular coupling of Tsix regulation and pluripotency.

Supplementary Information — Navarro et al.

Molecular coupling of 7six regulation and pluripotency.

This file contains:
1/ Supplementary Figures 1 to 8: pages 2 to 9
2/ Legends to Supplementary Figures 1 to 8: pages 10 to 13

3/ Supplementary References: pages 14 and 15

208



Supplementary Material - Navarro et al. Molecular coupling of Tsix regulation and pluripotency.

Navarro et al. Supplementary Figure 1
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Navarro et al. Supplementary Figure 3
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Navarro et al. Supplementary Figure 4
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12,64 XE=x3 castoooctatgtgagactoaaggact cegagtagrgaggacttgaagaga
31,09 cta ggagoctasscotototgts gtgtgtoatagctoaagagyg
32,54 Lpc tastorenacgogtacaatcagaa coogooatgtgattatgotaa
J2,86 Ll acgctitgratatotacctgtaacs citoggragagcagaggtga
G408 cte taaccacctgtasgggacayg aatgottgooagotatgogy
34,486 e ancasggactiogyggoacct tgogatyoggye taaggaga
34 ,68H x11 gegoettyeaggtactttty aagagecttoggtocogoe
24,91 tpi gaccttgtgryagtoacaganan aggoaaatgyyoteaygtt
3b6.21 s tygagetotttoatyttottostt atgaatggyottettgaatttotact

T=ix =itelE COTAGAGATOGTIOOCTAARATHITAC

COCTEATAHTOASTETATROATTC
GEACAMEGEACAGRAGTECTTATITTAL

Hite CAAGOTTGOEAAL AAGETATAT ARG
RTFCR primers
Hamnoy aggatgasytgeasgoygtey tgetyageesttotgaatoagy
et coccaatyeogtygaaytty teageagettyyeaaactgtt
Som2 gacagatycaaccgatyoa getqecotyctgoyagta
Raxl CABCTOCTGCACACAGAL R ACTEATCOECHAACACCTG
E1f4 CAAGTCCCCTCTCTOCATTAT ARG CCACTACGTEGEATTTAAANGTGCCTC
My Lgagoooctagtgotycat Lottgotetioticayaytogot
Thp goggagotyigatygtgaagt coagmaaataatiotyygoioa
9
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Supplementary Figure Legends.

Supplementary Figure 1: Oct4/Sox2 are not the main regulators of 7six in ES cells. a,
In a previous report, Lee and colleagues showed that Oct4 and Sox2 bind to DXPas34 and Xite
to control Tsix transcription in ES cells'. We have shown that Oct4 and Sox2 bind at Xist
intron 1 to silence Xis*. Given that Tsix negatively influences Xist expression, the finding by
Lee et al. suggests that the upregulation of Xis¢t we had observed upon depletion of Oct4 could
be dependent on the regulation of 7six by Oct4. To test this, we knocked-down Oct4 mRNA
levels in female D102 cells®. In these cells, one X-chromosome carries a 65 kb-long deletion
that encompasses the 7Tsix promoter, DXPas34 and Xite. We reasoned that, if the effect of
Oct4 knock-down on Xist were dependent on a downregulation of 7six, then Xist should not be
upregulated from the mutant X-chromosome. After 24h post nucleofection, Oct4 mRNA
levels are greatly reduced and Xist upregulation established from both the wt and mutant X
chromosomes (previously described allelic real-time PCR was used for this assay’). This
demonstrates that 7six is not required for Xist upregulation upon Oct4 knock-down.
Importantly, we could not detect, after 24h of interference, any significant modification of
Tsix expression, which in this cell line is produced by the wt allele only. Thus, we conclude
that Oct4 mediates Xist silencing independently of Tsix. Further, the absence of modification
of Tsix expression by Oct4 knock-down indicates that 7'six is not a primary target of Oct4. b,
¢, Since Tsix expression does not show any major variation upon Oct4 knock-down, and we
were not able in our previous report® to detect Oct4 binding across the Tsix 5’ region, we
wished to try to reproduce the ChIP experiments published by Lee and colleagues. To this

end we used the same primer pairs amplifying DXPas34 and Xite that had been shown by Lee
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and colleagues to be positive in their Oct4 and Sox2 ChIP experiments. Oct4 (b) and Sox2 (c¢)
showed very low levels of binding to Xite but not to DXPas34 (Tsix site D). Since binding to
DXPas34 has similarly not been reported in published ChIP-Seq experiments®, we conclude
that binding at DXPas34, if any, is unlikely to be of biological significance. Low levels of
binding are detected at Xite, which is not, however, a strong enhancer of Tsix. If our results
argue against a major role of Oct4 and Sox2 on the regulation of 7six in undifferentiated ES
cells, the crucial function that Lee and colleagues attributed to them during the early stages of

differentiation’, in particular concerning X-chromosome pairing, is not addressed by our work.

Supplementary Figure 2: Binding of TFIIB and RNAPII at Xist and 7six promoters in
wild-type and APas34 ES cells. ChIP analysis of TFIIB and RNAPII binding to the Xist,
Tsix and Arpo PO promoters in wild-type and APas34 ES cells, demonstrating that in the
absence of DXPas34 the Tsix promoter is repressed (note that the Xist promoter remains

repressed in APas34 ES cells).

Supplementary Figure 3: Additional analyses of RexI knock-down cells. a, Relative gene
expression 24 hours after Rex! knock-down using the independent shRNAIRex1 and
shRNA2Rex1 constructs (n=2). b, Relative Rex/ and Tsix expression levels in 4 independent
clones stably carrying a vector expressing shRNAI1Rex1 and 2 independent clones stably
expressing ShRNA2Rex1, compared to a clone stably expressing a control shRNA against

geminin (set here arbitrarily to one). Clone #1a was retained for further analysis.
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¢, d, e, Analysis of TFIIB (¢, n=2), H3K4Me3 (d, n=2), and H3K9Ac (e, n=2) across the Tsix
5’ region, in control and Rex/-interfered cells (Clone #1a). f, ChIP analysis of H3K36Me3
across Xist intron 1, showing reduced levels of enrichment in Rex/ knock-down cells (Clone
#1a). The position which shows very low levels of enrichment in both control and knockdown
cells corresponds to the region of Nanog, Oct4 and Sox2 binding, where a Dnasel
hypersensitive site has also been shown to be located. g, Boxplots of ChIP data corresponding
to the factor indicated (in this case, ‘n’ refers to the number of positions analysed by ChIP
and used to generate the boxplots). P-values were obtained with a paired t-test in which the
average %IP obtained at each location was compared between control and Rex/ knock-down

cells.

Supplementary Figure 4: c-Myc also controls 7six transcription elongation. ChIP-seq
results of RNAPII binding in control and c-Myc knock-down ES cells® were uploaded to the

UCSC browser (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway ) as custom tracks. The top panel
shows RNAPII distribution across the 7six locus. Note that ChIP-Seq identifies the two
regions of accumulation (corresponding to the 5’ and 3’ ends) that we have identified here and
elsewhere. The bottom panel shows the distribution of RNAPII in c-Myc knock-down cells:
the density of signal across Tsix, in particular at the 3’ end, is reduced as compared to the
control. In contrast, the Tsix promoter remains competent to recruit the RNAPII at high
levels. These results are highly similar to that we report here upon Rex/ knock-down (Figure
3, and Supplementary Fig. 3). Note that the orientations of Xis#/Tsix are the opposite to that

of our figures.
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Supplementary Figure S5: Additional binding activities at DXPas34 suggest a protein
interaction network. a, b, Validation of previously reported binding of Yyl (a) and Ctcf (b)
to DXPas34. Yy1 has been shown to interact with Rex1°, Ctcf’, c-Myc® and Sp1°. Sp1 also
interacts with K1f4'® and c-Myc''. The binding of Sp1 to the Tsix 5’ region that we report
here (¢) supports a protein interaction network in which Yyl and Spl play a fundamental
structural role (d). e, KIf4 binds at Xite (red bar), although at levels lower than to the Tsix 5’

region. Data corresponding to this panel was generated in parallel to that of Fig. 3b.

Supplementary Figure 6: Binding of Nanog, Oct4 and Sox2 to Xist intron 1 in wild type
and APas34 ES cells. ChIP analysis of Nanog (a), Oct4 (b), and Sox2 (¢) binding across Xist
intron 1 in CK35 and APas34 cells.

Supplementary Figure 7: Abundant binding across the imprinted locus on
chromosome 12qF1. ChIP-seq” identified binding sites for Nanog, Oct4, Sox2, K1f4 and Esrrb
were uploaded to the UCSC browser (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway ) as custom
tracks. Known imprinted genes were similarly uploaded. Binding profiles were correlated to
enrichment for H3K4Me2 and H3K9Me3 that mark imprinting centres'?>. Nanog, Oct4 and
Esrrb bind around the upstream region of the non-coding Meg3 gene, where the imprinting

centre of the cluster is located.

Supplementary Figure 8: Primer and antibody information.
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b. Discussion

Le fait de pouvoir relier la pluripotence cellulaire a 1’expression de 7six souligne bien son
importance capitale dans 1’établissement d’un état inhibant I’initiation de 1’inactivation (a
travers son action répréssive sur Xist), tout en assurant un choix non-biais¢ du futur allele
inactif au sein des cellules ES indifférenciées (grace a I’expression de 7six qui établit une
structure chromatinienne identique sur les deux all¢eles).

L’expression de Tsix semble en effet jouer un double rdle par rapport a Xis¢ (voir le chapitre :
« Régulation de Xist par Tsix », p72) : sa transcription a travers le géne Xist induisant des
modifications hétérochromatiques au niveau du promoteur ainsi qu’une répression post-
transcriptionnelle de ce dernier par des mécanismes encore inconnus (Navarro et al., 2005),
tandis qu’elle établit plutdt une structure euchromatinienne le long du locus Xist/Tsix dans le
but d’effacer les différences chromatiniennes induites par une inactivation passée du
chromosomes X (Navarro et al., 2006) (I’inactivation empreintée).

A travers cet article, nous avons démontré le role de plusieurs facteurs de pluripotence dans la
surexpression de 7six au sein des cellules non-différenciées. Il semblerait en effet que dans ce
contexte, Rexl et c-Myc agissent de manicre synergique afin d’obtenir une élongation
particulierement efficace de I’antisens. Comme stipulé dans I’article, il est possible que Rex1
fournisse une spécificité fonctionnelle en fonction du développement cellulaire a c-Myc, étant
donné qu’ils sembleraient tous deux étre impliqués dans la méme fonction a ce locus et que
I’expression de c-Myc n’est pas réprimée en cours de différenciation (Figure 2a, p206). Ou
alors, ces deux protéines pourraient influer indépendamment sur 1’¢longation, leur fixation
cumulative étant nécessaire pour une expression optimale de 7six, Rexl étant ensuite
décrochée en cours de différenciation suite a son extinction transcriptionnelle tandis que la
fixation de c-Myc serait abolie due a une absence de recrutement par d’autres protéines
(comme YY1 ou Spl) (Stojanova et al., 2004, Gartel et al., 2001).

I1 est aussi tres intéressant de noter que Rex1 semble différentiellement exprimée en fonction
de la lignée cellulaire étudiée. En effet, un facteur 10 du nombre de transcrits Rex/ est
observable en comparant son expression au sein de cellules ES 729 et C57BL/6 (Sharova et
al., 2007), ce phénomene étant observable pour plusieurs centaines de genes. Il serait
néanmoins intéressant d’étudier le profil de fixation de Rex1 a DxPas34 dans ces cellules
C57BL/6 afin de voir si cette carence en transcrits (qui a un plus grand effet que les déplétions
que nous avons généré par ARNi) influence la transcription de 7six et donc, potentiellement,

I’initiation de I’inactivation du chromosome X. Dans la méme ligne d’idées, Rex1 ne semble
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pas étre exprimée au sein des EpiSCs (pour « EPIblast Stem Cells ») (Bao et al., 2009), un
stade cellulaire légérement plus différencié que les ES, au sein desquelles 1’inactivation
aléatoire a eu lieu malgré le fait que les facteurs de pluripotence (Oct4/Nanog/Sox2) sont
encore exprimés (Guo et al., 2009). Il serait donc intéressant d’étudier 1’élongation de la
transcription de 7six dans de telles cellules, un mécanisme de répression de 7six pourrait en
partie expliquer I’observation d’X inactifs dans ces lignées cellulaires.

Cependant, ni les mécanismes de la régulation transcriptionnelle de I’antisens, ni le role de la
fixation des divers autres facteurs de transcription CTCF, YY1, Spl, KIf4, Oct4 et Sox2 aux
alentours de la région promotrice de Tsix, ne sont connus. Etant donné que la délétion de
DxPas34 empéche la fixation de ’ensemble de ces protéines (Oct4 et Sox2 non vérifiées)
ainsi que le recrutement de I’ARN polymérase I et TFIIB (Sup. Figure 2, p210 ; Vigneau et
al., 2006), il est tentant d’émettre 1’hypothese qu’au moins I’une de ces protéines pourrait étre
responsable du recrutement du complexe de pré-initiation de transcription au promoteur
majoritaire de Tsix dans les cellules ES.

Comme évoqué et démontré dans cet article, la fixation des facteurs Oct4 et Sox2 a DxPas34
est controversée de par le fait que nous n’avons pas réussi a la reproduire et que leur fixation a
cette position dans le papier original est déja minime (Donohoe ef al., 2009), notamment par
rapport a leur fixation dans I’intron 1 de Xist (Navarro ef al., 2008). De plus, la fixation des
facteurs de CTCF et YY1 ne semble pas corréler a D’expression de Tsix lorsque la
différenciation est induite (Donohoe et al., 2007, données personnelles). Par soustraction,
parmi les facteurs de transcription dont la fixation autour du promoteur de 7Tsix est avérée, il
ne nous reste que Klif4 et Spl comme protéines candidates au recrutement de la machinerie de
transcription. De manicre intéressante, la fixation de Klf4 entre DxPas34 et le promoteur de
Tsix, correle parfaitement avec I’expression de 1’antisens dans tous les tissus étudiés (ES, TS
si elle se fixe majoritairement sur le Xa, MEFs, mutants). Il est connu que KlIf4 et Spl
interagissent et possédent des séquences de fixation trés similaires (Zhang & Bieker, 1998),
agissant méme conjointement au promoteur du gene LAMCI chez le rat dans des roles
d’activateurs transcriptionnels (Higaki ef al., 2002).

KIf4 est connue pour aussi bien pouvoir jouer le réle d’activateur que de répresseur
transcriptionnel en fonction du contexte chromatinien grace a deux domaines distincts (Yet et
al., 1998). Ce role d’activateur pourrait en partie étre médié par son interaction avec les
histone acétyl-transférases p300 et CBP (pour « CREB Binding Protein »), qui en acétylant,
entre autres H3K9Ac (Tjeertes et al., 2009, Hargreaves et al., 2009), au promoteur du gene

cible de Klf4, engendrent I’ouverture locale de la chromatine permettant ainsi a la machinerie
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de transcription de se fixer (Evans et al., 2007). Cette acétylation est d’ailleurs visible dans la
Figure supplémentaire 3e, p211 , et dont le profil correle aussi parfaitement avec celui de Sp1
et Kif4 (de méme que celui de H3K4me3, Figure supplémentaire 3d, p211). D’autres
mécanismes de régulation transcriptionnelle impliquant des partenaires de KlIf4 sont
envisageables, notamment a travers des interactions directes avec des sous-unités de la
machinerie de transcription (résumé dans la Figure 66).

Nous pourrions imaginer que la fixation et les interactions de YY1, Spl et Klf4 autour de
DxPas34, engendreraient la formation d’une structure euchromatinienne (grace a Klf4 et peut-
étre p300 et CBP) qui permettrait a son tour le recrutement de la machinerie de transcription :
d’abord TFIID par Spl, suivi de TFIIB par YY1 et éventuellement par p300 et/ou CBP,
engendrant ainsi une activité transcriptionnelle importante une fois I’ARN polymérase II fixée
et activée. Dans I’avenir, il sera donc particulierement intéressant de chercher une localisation
de p300 et CBP autour de DxPas34 et de Xite (KIf4 s’y fixant aussi plus faiblement, ce qui
pourrait aussi influer sur 1’expression de 7isix), ainsi que de réaliser des déplétions de Klif4 et
de Spl afin de voir si ’on affecte le recrutement des autres protéines a DxPas34 ou celle du

PIC au promoteur de Tsix.

p300

FlIB

H3K9Ac Kif4

YY1 — T
\\-sﬁ1‘///TéS>///
TFHE>:////

CBP

Figure 66 : Réseau d’interactions entre différents facteurs de transcription étant, ou
pouvant étre, impliqués dans la régulation de I’expression de 7six au sein des cellules ES
indifférenciées. Ce réseau schématise les différentes possibilités de recrutement de TFIIB au
promoteur de Tsix afin d’initier la transcription. En régle générale, cette protéine est recrutée aux
promoteurs par TFIID mais il arrive qu’elle soit directement recrutée par une autre protéine faisant
office d’initiatrice de la transcription. Références des interactions : YY1, p300, CBP et TFIIB (Kwok
et al., 1994 ; Lee et al., 1996 ; Usheva et al., 1994). YY1 et TBP (pour « TATA-Binding Protein »)
(Lee et al., 1992). TFIIB, TFIID et Spl (Liu et al., 2009 ; Smale ef al., 1990). Sp1, YY1 et KIf4 (Lee
et al.,, 1993, Zhang & Bieker, 1998). CBP, p300 et H3K9Ac (Tjeertes et al., 2009, Hargreaves et al.,
2009).
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L’expression de Tsix semble donc bien étre liée de maniere étroite a la pluripotence cellulaire,
corrélant ainsi avec I’hypothése que son expression transcriptionnelle, détectable au sein de
cellules dont le chromosome X inactif vient d’étre réactivé (ES, iPS, cellules de 1’épiblaste)
engendre des modifications chromatiniennes le long du locus Xist/Tsix dans le but d’établir
une probabilité égale des deux chromosomes X a étre inactivé lors d’une éventuelle
différenciation cellulaire, tout en réprimant post-transcriptionnellement Xist. Cependant, il
existe une lignée cellulaire pluripotente ou 1’on n’observe pas d’expression de ’antisens : les
cellules germinales primordiales (Sugimoto ef al., 2007). De maniere fascinante, aussi bien
Rex1 (aussi appelée Zfp42) que Klf4 sont tres faiblement exprimées, voir réprimées, dans les
PGC:s par rapport aux cellules ES et EGs ou I’on observe une expression de Tsix (Mise ef al.,
2008), Cette constatation introduit un lien supplémentaire entre ces facteurs de transcription et
I’expression de I’antisens. On pourrait imaginer que la cellule germinale primordiale peut se
passer de la transcription de T7six par rapport a l’expression de Xist, les facteurs de
pluripotence Oct4, Nanog et Sox2 étant réactivés au sein de ces cellules, le réprimant donc
transcriptionnellement. Concernant le role de 7six dans la structure chromatinienne de
Xist/Tsix impliquée dans le choix du chromosome a inactiver, il est possible que I’effacement
des marques restantes de 1’ancien Xi ne soit pas nécessaire dans les PGCs. Ce phenomene
pourrait étre effectué lors de la reprogrammation du génome suite a la déméthylation globale
de ’ADN ainsi qu’a la suppression de I’empreinte parentale (Monk et al., 1987, Hajkova et
al., 2002, Lee et al., 2002), qui sera suivie par 1’établissement de nouvelles marques sexe-
spécifiques impliquées dans 1’inactivation empreintée du chromosome X au cours de la

maturation des gametes.

En l’espace de deux ans Navarro et al. ont donc établi une corrélation directe entre I’état
cellulaire de pluripotence et la régulation des deux acteurs principaux de I’inactivation du
chromosome X : Xist et Tsix.

En étudiant les banques de données de ChIP-CHIP ou de ChIP-seq, on peut s’apercevoir que
les facteurs de pluripotence mis en cause dans la régulation de 1’inactivation semblent aussi
étre liés a la régulation d’autres génes potentiellement liés a ce phénomene, plusieurs d’entre
eux (Klf4, c-Myc, Nanog, Oct4, Rex1, Sox2) se trouvant liés autour du promoteur de Rnf12
(Kim et al., 2008 ; Chen et al., 2008), sirement dans le but d’empécher sa surexpression
avant Dinitiation de la différenciation. La découverte de liens entre pluripotence et
inactivation ne semble donc, a priori, pas terminée. Cependant ce phénoméne de coopération

de facteurs dans la régulation génique ne semble pas €tre restreint aux genes impliqués dans
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I’inactivation, ce type de sites cumulatifs autour de promoteurs étant visibles dans 1’ensemble
du génome, ceci permettant sans doute les multiples différences transcriptionnelles entre

cellules pluripotentes et différenciées.
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Chapitre IV : Epilogue
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Au cours de ce manuscrit, nous avons donc pu nous apercevoir de la multitude de
phénomenes pouvant rentrer en jeu dans la régulation transcriptionnelle d’un geéne. En effet,
que ce soit I’implication de divers facteurs de transcription, les modifications épigénétiques
de la chromatine, les interactions tridimensionnelles entre loci ou encore la localisation
nucléaire du geéne étudié, chacun de ces facteurs joue un réle prépondérant dans la maniére
dont celui-ci est régulé. L’exemple de la régulation du tandem de génes Xist/Tsix est
particuliérement intéressant a ce point de vue de par le fait qu’il allie I’ensemble de ces
phénomeénes.

Au locus Xist/Tsix on a donc pu observer I'implication primordiale des facteurs de
pluripotence, dont la fixation (dans I’intron 1 de Xist et dans DxPas34) semble expliquer en
grande partie la relation étroite entre pluripotence cellulaire et réactivation du X inactif : Oct4,
Nanog et Sox2 réprimant Xist, tandis que Rex1, Klf4 et c-Myc activent Tsix au sein des
cellules souches embryonnaires. Cependant dans les deux cas, des questions demeurent quant
a I’implication exacte de chaque facteur dans la régulation du geéne associ€. Et dans I’avenir, il
sera donc primordial d’étudier le statut de fixation et la répercussion de celle-ci sur
I’expression de Xist/Tsix au sein de cellules permettant une extinction individuelle inductible
(soit par mutagénese, soit par interférence stable) de I’ensemble des facteurs de transcription
impliqués (la délétion des site de fixation de ces facteurs semblant peu recommendable, Oct4,
Nanog et Sox2 se fixant tous dans une méme région trés restreinte, et DxPas34 étant une
région hautement répétée donc qui sera particuliereent difficile a manipuler par des approches
de biologie moléculaire).

De plus, il serait intéressant de savoir quelle est la cinétique d’action (ou plutot de fixation)
des différents facteurs de pluripotence lors de I’initiation de I’inactivation. Car on pourrait
supposer que les protéines régulant 1’expression de Tsix devraient disparaitre en premier (par
rapport a celles régulant Xisf) mais de maniere momentanément monoallelique, afin de
permettre une surexpression de Xist de la méme fagon. Mais la suite de ce projet devra surtout
passer par I’identification des protéines responsables de 1’activation transcriptionnelle de 7six,
celles-ci se fixant (directement ou pas) a DxPas34, le recrutement du PIC ne se faisant pas en

son absence.

La fixation de CTCF a de nombreux sites le long du locus Xist/Tsix semble étre
potentiellement une grande source de diversité mécanistique concernant la régulation de ces
deux genes, ceci étant principalement di aux nombreux roles exercés par cette protéine a

travers diverses interactions protéiques. Bien que nous ayons émis plusieurs hypotheses
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concernant le role de certains sites de fixation de CTCF dans la région controlant la mise en
place de I’inactivation nous sommes encore loin d’avoir découvert 1’intégralité de la panoplie
fonctionnelle de ces fixations dont pourraient faire partie :

- la régulation transcriptionnelle de Xist a P2 en association avec YY1

- I’association a la matrice nucléaire en amont de Tsix

- le role dans la structure tridimensionnelle du locus en amont de Xist et de Tsix, en
association avec la cohésine.

La mutation des sites endogenes de fixation (aussi bien pour CTCF que pour YY1 et la
cohésine) dans la région promotrice de Xist permettra dans un premier temps de valider
certaines hypotheses (notamment le role de CTCF et YY1 dans la surexpression de Xist). Par
la suite, la banalisation des études de la fixation de diverses protéines sur I’ensemble du
génome grace a la méthode de Chip-seq devrait permettre d’apporter des indices précieux
quant au role exact de chaque pic CTCF dés lors ou I’on sait quelle région 1’on tient a
analyser (ce qui, dans notre cas, pourra notamment servir dans 1’élucidation du role de CTCF
au sein de I’exon 1, 5 et 8 de Xist, sites pour lesquels nous n’avons aucune autre information).
Cependant, une question fondamentale a la compréhension des différents mécanismes
d’interactions engendrées par cette protéine a 11 doigts de zinc demeure de savoir ce qui
différentie chaque site de fixation et chaque interaction par rapport aux autres. Il sera en effet
d’un intérét indéniable de découvrir les mécanismes, surement structuraux (variation des
doigts de zinc utilisés) et post-traductionnels (poly-(ADP-ribosyl), la phosphorylation et
sumoylation), gouvernant 1’action précise de CTCF a chacun de ses sites de fixation. Ce
travail impliquera sans doute la mutation des différents doigts de zinc ainsi que I’utilisation
d’inhibiteurs des modifications post-traductionnels tout en corrélant ces modifications aaux

différentes interactions ou fixations de la protéine.

Dans I’avenir immédiat, 1’obtention de clones recombinants permettant la délétion des sites de
fixation des protéines CTCF, YY1 et Rad21 dans la région promotrice de Xist, va nous fournir
un outil précieux qui devrait étre suffisant pour vérifier certaines des hypotheses émises tout
au long de ce manuscrit ainsi que de répondre aux questions que 1’on se pose a leur sujet,
notamment :

- YY1 et CTCF sont-elles les deux activateurs transcriptionnels majeurs de Xist ?

- Comment fonctionnent-elles ?

- Bien que YY1 semble véritablement étre impliquée dans ’activation de Xist (Kim et al.,

2006, Figure 47), qu’en est-il de CTCF ? Est-elle fixée a ce site uniquement pour permettre la
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fixation ou le recrutement de YY1 ou a-t-elle un réle direct dans le recrutement du PIC en
cours de différenciation ?

- La fixation de ces protéines au promoteur P2 de Xist dans les cellules ES indifférenciées
joue-t-elle un réle ?

- Quel est le role de la fixation de CTCF et de la cohésine en amont de Xist ?

Et en attendant I’obtention de ces ligné€es cellulaires mutantes, 1’étude de la mutation des sites
de fixation de ces protéines au sein de la région promotrice de Xist placée en amont du gene
de la luciférase devrait nous permettre d’au moins répondre dans un premier temps a

I’hypothese que CTCF et YY1 sont bien les activateurs transcriptionnels majeurs de Xisz.

Toutefois, comme mentioné précédemment, nous ignorons encore tout de la fonction des sites
CTCEF répartis le long de Xist : en 3 de ’exon 1, sur les petits exons 2, 3, 4, 5 ainsi qu’a
I’exon 8 de Xist. Ces sites, dont la présence semble étre reliée au développement, pourraient
étre liés a 1’établissement d’une structure tridimensionnelle particuliere au sein du locus
Xist/Tsix, étants donc peut-€tre liés a un systeéme de répression de Xist dans les cellules ES.
Néanmoins, concernant cette hypothese, on peut se demander quel serait le mécanisme de
cette structure tridimensionnelle ? Et plus, globalement, CTCF a-t-elle la capacité d’établir de
telles structures en 1’absence d’une coopération avec la cohésine ? Pour répondre a cela, il
faudra envisager des expériences de 3C ou de 4C, expériences que nous ne sommes pas
encore en mesure de réaliser au laboratoire.

Selon toute vraisemblance, CTCF recrute sans doute d’autres protéines a ces positions afin
d’y jouer un rdle précis, sa fixation seule devenant une véritable rareté dans la bibliographie
actuelle. Il est aussi possible qu’au vu de la localisation de ces sites, CTCF fonctionne dans la
régulation de 1’épissage le long du gene Xist, d’une maniere cependant différente d’ ASF/SF2
qui semble jouer son role par I’intermédiaire de sa fixation au Repeat-A (Royce-Tolland et al.,

2010).

L’étude des cellules germinales embryonnaires a surement aussi encore beaucoup de choses a
nous apprendre, notamment en ce qui concerne les mécanismes permettant la réactivation de
I’X inactif. Le fait que I’on observe la conservation de la fixation de toutes les protéines que
nous avons ¢étudié, de maniere identique a ce qui a été vu au sein des cellules ES, nous apporte
une preuve supplémentaire de la ressemblance des deux lignées. Cependant, des données
récentes ont montré que les EGs maintenaient certaines similitudes avec les PGCs (a partir

desquelles elles sont dérivées), particuliecrement concernant la méthylation de I’ADN (dont
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I’état varie en fonction du stade auquel les cellules ont été dérivées), et éventuellement dans
I’expression de certains groupes de microARNs (Tada et al., 1998 ; Durcova-Hills et al.,
2001 ; Petkov et al., 2009 ; Ciaudo et al., 2010). 1l sera donc particulicrement intéressant
d’¢étudier les mécanismes de méthylation de I’ADN au niveau du promoteur de Xist dans ces
cellules (notamment dans des cellules dérivées a différents stades : 7.5, 8.5 et 9.5 jpc), dans le
dessein d’y observer des variations développementalement liées. Et il pourrait aussi étre
intéressant de différencier des cellules EGs afin de vérifier si elles ont bien conservé leur

capacité a inactiver un X de manicre aléatoire.

Au final, nous pouvons donc constater que la régulation de 1’expression de Xist (mais aussi de
son antisens 7six) est un phénomene extrémement complexe qui semble dépendre de
multiples phénomenes plus ou moins indépendants, influants sur plusieurs parameétres dans le
seul but d’obtenir une expression importante et monoallelique de Xist en cours de
différenciation de cellules femelles. Bien qu’au cours de mon doctorat, je n’ai pu qu’effleurer
le potentiel de ce sujet, I’abondance de directions dans lesquelles on pourrait se lancer afin
d’approfondir nos connaissances sur le sujet présage encore de nombreuses découvertes
passionnantes quant a la mise en place de I’inactivation du chromosome X a travers la

surexpression de son acteur principal : Xist.

A la conclusion de ces quatre années de thése, et je pense que c’est le cas pour bon nombre de
doctorants, je ne peux avoir qu’un sentiment mitigé vis-a-vis du travail effectué. L’ impression
dominante d’abandonner un projet extrémement prometteur et loin d’étre fini pour devoir en
commencer un autre est assez troublante et laisse une désagréable sensation d’inachevé.
Cependant, je ne puis m’empécher de ressentir également une certaine fierté lorsque je
regarde le travail accompli, aussi bien au niveau des données produites et des perspectives
prometteuses développées qu’au niveau personnel ou, au cours de la rédaction du manuscrit,
I’on se rend véritablement compte du progrés en termes de connaissances mais aussi de
réflexion qu’on a acquis au cours de ces années de doctorat. De plus, I'idée d’entamer un
nouveau sujet, dans un autre laboratoire, sirement a 1’étranger, est aussi trés excitante, méme
si au fond de moi, je nourris I’espoir de pouvoir retravailler sur I’inactivation du chromosome

X un jour.
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Vue d’ensemble de la stratégie d’i

mmunoprécipitation de chromatine. (A) Résumé de la

méthodologie d’immunoprécipitation de chromatine. (B) Formation de la liaison protéine-ADN par la

foraldéhyde. (C) Exemple d’analyse par gel

d’¢électrophorése de la chromatine avant et aprés sonication. (D)

Résumé de I’enrichissement de fragments d’ADN par ChIP, montrant les différences d’abondance entre les
fragments spécifiques, enrichis par ChIP et les non-spécifiques. (E) Exemple d’analyse de données par PCR-

quantitative (F) ou par CHIP-CHIP ou par Ch

IP-seq. (D’aprés Massie & Mills, 2008)
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Annexe 2 :

Transcription Factor
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Vue d’ensemble de 'immunoprécipitation de chromatine. Les cellules sont cultivées dans des
conditions idéales a I’interaction entre le facteur de transcription (FT) d’intérét et I’ADN. Afin de préserver
I’association ADN-protéine au cours de la lyse cellulaire, de la formaldéhyde est ajoutée, engendrant des liaisons
entre I’ADN et la protéine. Un extrait total de la cellule est préparé, et I’ADN lié est fragmenté par sonication
pour réduire la taille moyenne des fragments d’ADN. Un anticorps qui reconnait la protéine est ajouté et incubé
sur la nuit. Des billes d’agarose protéine A ou protéine G sont ajoutées pour capturer le complexe, puis lavées.
L’anticorps doit étre spécifique et fortement fixé a la protéine en tenant compte des conditions de lavage
utilisées. Enfin, I’inversement de la liaison par chauffage permet 1’obtention et 1’analyse de I’ADN
immunoprécipité. En paralléle, il est nécessaire d’effectuer la méme expérience mais sans [’utilisation
d’anticorps, ce qu’on appelle Input. L’ADN récupéré de I’input servira a normaliser les données.
(http://www.promega.com/paguide/chap11.htm)
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Schéma du protocole de 3C, 4C, 5C. (Simonis et al., 2007)

270









Résumé :

L’inactivation du chromosome X est la réponse trouvée par 1’évolution pour pallier a la
divergence gonosomique entre male (XY) et femelle (XX). Ce phénomene sert donc a mettre
les deux sexes sur un pied d’égalité en limitant la quantité de transcrits provenant des
chromosomes X présents dans les cellules femelles.

Au cours de mon doctorat, j’ai tenté de contribuer a I’étude des mécanismes de régulation
transcriptionnelle, notamment I’activation, des deux acteurs principaux de 1’inactivation: Xist
(pour « X-inactive specific transcript ») et Tsix, son transcrit antisens. Ces deux genes
produisent des transcrits non-codants essentiels a une initiation correcte de ce phénomene
épigénétique. L’ARN Xist "enveloppe" un des deux chromosomes X dans les cellules
femelles pour induire son inactivation, et ce de manicre extrémement liée au développement
de I’embryon précoce.

Pendant ces 4 années, j’ai entrepris de cartographier a moyenne échelle le profil de fixation de
plusieurs protéines le long du locus Xist/Tsix, dans le but d’obtenir une meilleure
compréhension des mécanismes permettant une surexpression de Xist lors de la disparition de
ses facteurs répressifs en cours de différenciation. Cette cartographie a été effectuée dans
plusieurs lignées sauvages ou mutantes de cellules souches embryonnaires de souris (qui ont
comme caractéristique de récapituler I’inactivation du chromosome X ex-vivo).

J’ai donc pu établir un modele de régulation transcriptionnelle de I’ARN non-codant Xist,
impliquant plusieurs protéines connues pour leur role dans la régulation transcriptionnelle
(CTCF et YY1) aussi bien que dans la formation de structures tridimensionnelles (la
cohésine). La pertinence de ce modele est renforcée par nos études montrant que de nombreux
aspects de ce modele sont conservés a travers 1’évolution (notamment chez ’homme).

Jai également pu contribuer a la découverte de nouveaux activateurs de 7six, certains
facteurs de pluripotence se fixant au minisatellite DxPas34 afin de réguler 1’¢élongation de la
transcription de 1’antisens.

Ces résultats apportent donc d’importantes informations concernant les mécanismes régulant
la mise en place du phénoméne d’inactivation du chromosome X au cours du développement

précoce de I’embryon.

Mots clés : Inactivation du chromosome X, épigénétique, régulation transcriptionnelle,

structure tridimensionnelle, ARN non-codant.



