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XX versus XY : un X de trop

Chez les mammiféres, la présence de
chromosomes sexuels hétéromorphes X
et Y induit un déséquilibre génique entre
le mdle et la femelle : le chromosome
X est présent en double copie chez la
femelle mais en unique exemplaire chez
le mdle. Pour compenser cette diffé-
rence, un chromosome X est inactivé
chez la femelle, la transcription y est
réprimée. Cette régulation différentielle
de deux chromosomes homologues est
un modele de mécanisme épigénétique,
c’est-a-dire qui influe sur I’expression
des genes sans modifier la séquence
génomique. Linactivation du chromo-

some X est un processus qui se met en
place trés tot au cours du développe-
ment embryonnaire. L'essentiel de nos
connaissances concernant 'inactivation
et sa mise en place lors des étapes
précoces du développement vient de
I’étude du modele murin et, en particu-
lier, des cellules souches embryonnaires
de souris [1, 2] (Figure 1). ’ARN non
codant Xist est I"acteur principal de
ce processus. Son expression induit le
début de I'inactivation et sa propaga-
tion sur I’'un des chromosomes X chez
la femelle. Xist est exprimé a partir du
futur X inactif, ce qui entraine la répres-
sion transcriptionnelle du chromosome,
puis I'acquisition de marques épigéné-
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tiques répressives sur la chromatine [3].
Si cette inactivation est dans I’ensemble
conservée chez tous les mammiferes
euthériens, des différences importantes
existent, notamment chez I"humain.
Chez ’lhomme, les stades précoces de
inactivation du X n'ont été que tres
peu caractérisés, mais une étude sur des
embryons humains surnuméraires issus
de fécondation in vitro (FIV) a montré
que chacun des deux chromosomes X
était recouvert par I’ARN de X/ST et
pourtant toujours actif [4] (Figure 1).
Ces résultats indiquent que le proces-
sus d’inactivation n’est pas stricte-
ment dépendant de XIST chez I’humain,
contrairement a ce qui a été montré
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de Uinactivation du chro-
mosome X chez la sou-
ris et chez humain. Les
deux chromosomes X sont
représentés par des formes
en pointillés : le X actif est
dénommé Xa et le X inactif
Xi. Le processus d’inacti-
vation présente plusieurs
différences entre la souris
et I'homme : il est déja
partiellement mis en place
dans les cellules souches

embryonnaires humaines,

alors que dans les cellules souches murines les deux X sont actifs. Par ailleurs, XIST est exprimé dans les blastocystes humains, alors qu’a ce stade

de développement Xist n’est pas exprimé chez la souris.
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Figure 2. XACT et XIST, la balance de 'inactivation dans les cellules pluripotentes humaines. A.

Les images montrent une expérience d’ARN-FISH révélant le profil d’expression de XACT dans des

cellules souches embryonnaires humaines (CSEH) et des fibroblastes. B. Le schéma illustre les

profils d’expression de XACT et XIST a I’état pluripotent, ol 'inactivation est métastable et ’ARN
de XIST peut étre perdu (*), et & I'état différencié.

chez la souris, et laissent ainsi supposer
I’existence d’acteurs et de mécanismes
de régulation de Iinactivation propres
a ’homme.

Les cellules souches
embryonnaires : outil pour
comprendre ’inactivation
du X chez ’humain

Les cellules souches embryonnaires
humaines (CSEH) constituent un outil
plus accessible que les embryons
humains per se pour étudier les stades
précoces du développement humain,
et offrent notamment une fenétre sur
les étapes initiales de I’inactivation du
chromosome X. Les premiéres études sur
les CSEH ont révélé que, si le processus
d’inactivation peut débuter dans ces
cellules, il n’en est qu’a ses balbu-
tiements et reste tres instable. Dans
la majeure partie des cellules, un des
deux X est inactivé, mais il se réactive
fréquemment en culture [5, 6]. Linac-
tivation semble donc incomplete et
pas totalement verrouillée (Figure 1).
Ce phénomene d’instabilité n’est pas
retrouvé chez la souris et les CSEH
constituent ainsi un modéle unique
pour appréhender la complexité de la
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mise en place de I'inactivation de I’X
chez "humain.

XACT : un long ARN non codant
qui recouvre le X actif

XIST est PPacteur le plus étudié de
I’inactivation, mais d’autres ARN non
codants interviennent dans I'inacti-
vation du X chez la souris, notamment
Tsix et Jpx [7, 8]. Afin d’identifier de
nouveaux ARN potentiellement impli-
qués dans I'inactivation chez I"humain,
nous avons utilisé le séquengage a haut
débit de la totalité des ARN issus des
CSEH. Nous avons ainsi identifié un
nouveau transcrit d’environ 250 kilo-
bases (kb) issu du chromosome X. Ce
transcrit se situe en Xq23 dans une
vaste région de 1,7Mb dépourvue de
genes, riche en séquences répétées et
bordée par les génes AMOT (angiomo-
tin) et HTR2C (5-hydroxytryptamine
receptor 2C). Nous avons étudié le profil
d’expression de ce long transcrit grdce
a la technique d’ARN-FISH (fluorescent
in situ hybridation!) dans des CSEH.

! La technique d’hybridation in situ en fluorescence permet
la détection dans les cellules des molécules ’ADN ou d’ARN
issues d’une séquence cible grace a des sondes fluorescentes.

De maniere surprenante, nous avons
observé que les molécules d’ARN de
XACT s’accumulent dans le noyau pour
former un amas (Figure 24), ce nuage
recouvrant le chromosome X actif. Nous
avons nommé ce transcrit XACT pour
X active coating transcript. 'ARN de
XACT occupe un volume nucléaire simi-
laire a celui occupé par "ARN de XIST,
environ 4 um® des 500 pm?® du noyau.
XACT est le second exemple d’ARN non
codant (aprés XIST) capable de recou-
vrir le chromosome a partir duquel il est
transcrit. XACT est cependant le premier
ARN qui décore un chromosome actif ;
les ARN non codants sont en effet géné-
ralement associés a des processus de
répression génique [9]. Contrairement
a la majorité des longs ARN non codants
répertoriés, XACT n’est pas épissé bien
qu’il s’étende sur plus de 250 kb. XACT
est par ailleurs polyadénylé et princi-
palement nucléaire. Le promoteur de
XACT s’articule autour d’une multitude
de sites d’initiation de la transcription
regroupés sur une centaine de paires
de bases. XACT ne s’exprime que dans
des cellules peu ou pas différenciées.
Nous n’avons en effet pas détecté de
trace de XACT dans des cellules ou tis-
sus adultes. €n jouant sur la pluri-
potence des CSEH par différenciation
et reprogrammation successives, nous
avons établi que XACT ne s’exprime
que dans un contexte cellulaire lié a la
pluripotence. L'expression de XACT est
ainsi restreinte aux stades auxquels
I’inactivation du chromosome X reste
malléable.

XACT et XIST : le Yin et le Yang
de P’inactivation chez I’humain ?

€n détectant simultanément I’ARN de
XIST et celui de XACT dans les CSEH, nous
avons confirmé que XACT est exprimé
en miroir de XIST dans les CSEH avec un
X inactif : le X actif est recouvert par
XACT alors que le X inactif est décoré
par XIST (Figure 2B). Nous avons étudié
le profil d’expression de XACT quand le
processus d’inactivation est perturbé



dans les CSEH. Soumises a des périodes
de culture prolongées, les CSEH dont un
X inactif est initialement recouvert par
XIST ont en effet tendance a perdre I’ex-
pression de XIST. Dans ce cas, XACT est
alors transcrit a partir des deux chro-
mosomes X et les recouvre (Figure 28B).
Reste a déterminer les liens de causalité
entre I"apparition de XACT et la perte
d’expression de X/ST.

Chez la souris, si I'organisation de la

Ainsi, le profil d’expression de XACT, en
miroir de XIST, son lien a la pluripotence,
ainsi que son absence de conservation
chez la souris, suggerent que ce tres
long ARN non codant pourrait jouer un
role dans les étapes précoces de la mise
en place de I'inactivation propres a
Phumain. ¢

X chromosome inactivation in human:
XACT and XIST, a non coding RNA for
each X
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