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> Uinactivation du chromosome X (ICX) constitue
un excellent modéle d’étude de la mise en place
de marques épigénétiques au cours du dévelop-
pement embryonnaire. C’est un processus essen-
tiel chez les mammiferes femelles car il permet la
« compensation » du dosage des génes liés a I’X
entre les deux sexes. Chez la souris, I’inactivation
de I’X survient en deux phases : 'une soumise a
empreinte paternelle durant la période préim-
plantatoire ; 'autre aléatoire intervenant dans
les cellules du futur embryon. Plusieurs résul-
tats vont dans le sens d’une empreinte mater-
nelle conférant au chromosome maternel une
résistance a I'inactivation. <

Uinactivation du chromosome X (ICX) constitue un
modele intéressant pour I’étude des modifications épi-
génétiques intervenant apres la fécondation, au cours
du développement préimplantatoire chez les mammi-
feres. Ce mécanisme dit de « compensation de dose »
permet d’égaliser la quantité de produits codés par les
genes du chromosome X chez la femelle XX et chez le
mdle XY, via I'inactivation d’un des deux chromosomes
X dans ’embryon femelle [1]. Un des deux chromo-
somes X passe, durant le développement embryonnaire
précoce, d’un état euchromatique actif a un état
hétérochromatique inactif, connu sous le nom de cor-
puscule de Barr. La mise en place de ce mécanisme a
été particulierement bien étudiée chez la souris ou le
processus d’inactivation du chromosome X se divise en
deux phases au cours du développement embryonnaire.
La premiere phase dite « soumise a empreinte » a lieu
au cours du développement embryonnaire préimplanta-
toire et aboutit a I'inactivation du chromosome X d’ori-
gine paternelle (Xp) exclusivement. Cette inactivation
est maintenue dans les cellules extraembryonnaires.
Dans cette revue, nous nous intéresserons en particu-
lier aux mécanismes moléculaires mis en place durant
cette étape. Puis, nous aborderons plus brievement
la deuxieme phase d’inactivation dite « inactivation
aléatoire » qui aboutit a I'inactivation, soit du Xp, soit
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(Xm). Cette seconde vague est mise
en place dans les cellules de I’embryon propre, a I'exclusion des cel-
lules des annexes extraembryonnaires [1-3].

Inactivation du chromosome X soumise a empreinte

Initiation de ’inactivation de I’X aprés la fécondation

Le déclenchement de 'inactivation de I’X est contrdlé par le centre
d’inactivation du chromosome X (Xic) ol se trouve le géne Xist. Au
moment de I’activation du génome embryonnaire! au stade 2 cellules,
seul I'allele paternel de Xist est exprimé, et code pour un ARN non
codant qui s’accumule en cis sur le chromosome X paternel a partir du
stade 4 cellules. Les processus permettant a "ARN Xist de s’accumuler
en cis sur le chromosome X ne sont pas encore bien compris. L'organi-
sation nucléaire, et notamment la présence des protéines se liant aux
régions S/MAR (scaffold/matrix attachment regions) de ’ADN comme
hnRNPU (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U), SAF-A (scaffold
attachment factor A) ou SATB1 (special AT-rich binding protein 1) [4],
seraient impliquées dans ce processus.

€n réponse a I’accumulation de Xist en cis sur le Xp, une série de chan-
gements chromatiniens s’enchaine [3]. Citons notamment la perte de
I’acétylation de la lysine 9 (K9) et de la méthylation de la lysine 4 (K4)
de I’histone H3 (H3) dés le stade § cellules, marques qui sont normale-
ment associées a une chromatine dite permissive pour la transcription.

! Chez les mammiféres aprés la fécondation le génome de I’embryon est d’abord transcriptionnellement
inactif, et son développement dépend uniquement des transcrits et protéines maternels présents dans
I’ovocyte. U'activation du génome embryonnaire, qui désigne le démarrage de la transcription propre de
I’embryon, est déclenchée ultérieurement, G un moment qui varie selon les especes.
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Ensuite, au stade morula, les protéines du groupe Polycomb 2 (comme
€€D [embryonic ectoderm development] et €ZH2 [enhancer of zeste
homolog 2]) s’accumulent sur le Xp, entrainant I’hyperméthylation de
la lysine 27 (K27me3) de I’histone H3. Ces changements sont associés
a une chromatine réfractaire a I’expression génique. Plus tardive-
ment, d’autres marques liées a la répression transcriptionnelle sont
aussi ajoutées : par exemple, au stade blastocyste, la lysine 9 (K9) de
I’histone H3 est méthylée et le variant d’histone macroH2A apparalt
sur le chromosome Xp. Ainsi, au moment de I"implantation, au stade
blastocyste, plus de 90 % des cellules du trophectoderme (extraem-
bryonnaire) ont acquis de fagon stable ces diverses marques hétéro-
chromatiques, et les génes du chromosome X paternel sont devenus
silencieux dans leur grande majorité.

Il semble également que le Xp est traité différemment dans ses
régions géniques et non géniques (LINE et SINEZ) au stade embryon-
naire précoce [5]. Au stade embryonnaire 2 cellules, le chromosome
X paternel est transcriptionnellement actif. €n effet, la majorité des
génes liés a I’X sont exprimés de fagon biallélique [6] au moment
de I'activation du génome embryonnaire. A ce stade, les séquences
répétées du Xp formeraient un compartiment silencieux, proche du
nucléole, et ceci de fagon indépendante de Xist. Ce compartiment
silencieux serait caractérisé par 'exclusion de Cotl® et de I’ARN
polymérase Il, formant ainsi la premiere marque de transformation
du Xp apres la fécondation. On ne sait pas en revanche si les élé-
ments répétés sont transmis déja sous une forme inactive par le
spermatozoide, ou si leur silence s’installe apres la fécondation mais
précede le silence transcriptionnel génique. On peut imaginer que la
contribution des éléments répétés serait de faciliter la progression
de I’ARN Xist sur le Xp et ainsi I"extinction génique, comme cela a
été démontré dans des modéles de cellules souches embryonnaires
in vitro [7]. Les premiers signes de silence transcriptionnel de
novo sont observés dés le stade 4 cellules, par I’exclusion de I’ARN
polymérase Il au niveau du Xp et I"absence de transcrits primaires
dés le stade 8 cellules [8]. La fenétre de début de I'inactivation
varie cependant selon les genes, allant du stade 8 cellules jusqu’au
stade blastocyste [4]. Si la majorité des génes sont silencieux a ce
stade, certains échappent a ce processus, soit partiellement, soit
totalement.

Nature de la (ou des) marque(s) dictant le choix

du chromosome X paternel au cours du développement murin
Jusqu’a ce jour, la nature de I’empreinte parentale mise en jeu dans
I"inactivation soumise a empreinte n’est pas connue, mais il semblerait
qu'un mécanisme empéchant 'activation de 'allele maternel de Xist
et/ou une prédilection pour I"activation de I'allele paternel de Xist
soit mis en jeu.

2 SINE (short interspersed repeated sequence) et LINE (long interspersed repeted sequence) sont des
éléments transposables qui se répliquent via une rétrotranscription. Présents chez tous les eucaryotes, ils
représentent au moins 30 % du génome humain.

¥ La fraction dite COT 1 du génome humain comprend les séquences répétitives distribuées dans tout le
génome (IRS, interspersed repetitive sequences).
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Résistance de ’alléle maternel a I’inactivation

La létalité précoce d’embryons disomiques pour le
X maternel (possédant deux Xm) ou héritant d’une
délétion paternelle de Xist, probablement due a une
déficience de compensation de dose, plaide pour une
résistance du chromosome maternel a 'inactivation
[9-11]. De méme, des transgénes autosomiques por-
tant la région Xic peuvent reproduire I"expression de
Xist lorsqu’ils sont transmis a partir de la lignée germi-
nale male alors qu’ils ne peuvent le faire lorsqu’ils sont
transmis & partir de la lignée germinale femelle [8].
Cette empreinte maternelle, qui serait mise en place
durant Povogenese [12], pourrait se situer au niveau
du geéne Xist ou agir par I'intermédiaire de Tsix, répres-
seur antisens de Xist de 40 kb environ [13]. Elle est
également indépendante de la méthylation de novo qui
survient durant la croissance ovocytaire [14].

Une autre hypothése implique la protéine RNF12 (ring fin-
ger protein 12) : en effet, son absence dans des embryons
femelles empéche toute mise en place de I'inactivation
de I’X soumise a empreinte en raison d’un défaut d’ex-
pression de I’alléle paternel de Xist [15]. RNF12 serait un
élément déterminant pour Iexpression de Xist en trans,
méme si le role exact de cette protéine n’est pas bien
compris. De maniere plus générale, un contenu riche en
ARN et en protéines d’origine maternelle est hérité apres
la fécondation de I'ovocyte (voir note 1) et pourrait donc
étre impliqué, au moins pendant les premieres divisions
mitotiques, dans I'expression de I’allele paternel Xist.
En effet, des expériences de clonage somatique ont
démontré que ce géne pouvait étre activé a partir des
deux copies d’une cellule d’origine maternelle ou bien a
partir de la copie unique d’une cellule male (XY) [16].
Ceci démontre que les activateurs de Xist sont présents
par défaut des la fécondation.

Prédisposition de I’Xp a I’inactivation : état de I’X

au cours de la spermatogenése

A P'inverse, le Xp pourrait étre également prédisposé a
I’inactivation du fait d’'une marque ou d’une mémoire
épigénétique associée a une constitution chromati-
nienne particuliere qu’il porterait depuis son passage
dans la lignée germinale male et qui ne serait exprimée
qu’'apres la fécondation.

- Inactivation des chromosomes X et Y dans

le spermatocyte primaire

Au cours de la spermatogenese, et plus précisément
au stade pachyténe du spermatocyte primaire, les
chromosomes X et Y s’apparient grace a leurs régions
pseudoautosomiques pour former la vésicule sexuelle,
ce qui engendre leur inactivation aussi appelée MSCI
(meiotic sex chromosome inactivation). Ce processus
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Théorie de la transmission du chromosome Xp dans un état pré-inactif
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Figure 1. Inactivation des chromosomes sexuels au cours de la gamétogenése et de

I’embryogenése précoce dans le sexe féminin. Au stade pachy-

tene du spermatocyte primaire, les chromosomes X et Y s’apparient grace a leurs régions pseudo-autosomiques pour former la vésicule sexuelle, ce

qui engendre leur inactivation appelée MSCI (meiotic sex chromosome inactivation). U'état inactif du Xp (X paternel) persiste au stade spermatide

sous forme d’une structure chromatinienne appelée PMSC (post meiotic sex chromatin). |l existe ensuite une réactivation du Xp dans les cellules

postméiotiques de la lignée germinale mdle avant la fécondation de sorte que le Xp est transmis dans un état actif. Dans "embryon de sexe fémi-

nin, 'inactivation du chromosome X soumise a empreinte intervient secondairement a I"accumulation de Xist sur le Xp, entrafnant son extinction

transcriptionnelle dés le stade 4 cellules. La nature de 'empreinte a 'origine de I'i

nactivation du Xp est inconnue. |l semble que le chromosome X

maternel (Xm) soit porteur d’'une marque apposée au cours de I’ovogenése, empéchant I’inactivation du Xm aux stades précoces du développe-

ment. La protéine RNF12 d’origine maternelle pourrait agir en trans et activer "expression de Xist a partir de I’alléle paternel. Le Xp conserverait

aussi des traits chromatiniens d’hétérochromatine, expliquant I'inactivation de I'a

est indépendant de Xist (Figure 1). On observe alors en hybridation
in situ grdce a des sondes d’acides nucléiques fluorescentes (RNA-
FISH) Iabsence de signaux de Cot-1 (qui démontre I"absence de
transcrits répétés naissants, voir note 3) [17] et, en immunofluores-
cence, I’exclusion de la forme phosphorylée (active) de ’ARN poly-
mérase 1l [17]. Ces deux observations montrent de fagon concor-
dante une absence de transcription de ces chromosomes, comme
en témoigne aussi le silence transcriptionnel de la quasi totalité
des 360 genes liés a I’X étudiés en microarray [17]. On note aussi
la présence de certaines modifications d’histones caractéristiques
d’une chromatine transcriptionnellement inactive, comme I’hypoa-
cétylation des histones H3 et H4 ou la méthylation sur H3K9. Cet
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llele paternel.

état correspond a la formation de la vésicule sexuelle.
Il semble cependant qu’une partie du chromosome X
échappe a cette inactivation puisque seulement 10
des 77 microARN liés a I’X étudiés sont soumis a la
MSCI [18]. Ces régions qui échappent a I'inactivation
transcriptionnelle coincident probablement avec la
persistance de régions actives du génome, comme en
atteste la mise en évidence de la forme active de la
lysine 4 de I’histone 3 (H3K4me3) dans les spermato-
cytes aux stades pachytene et diploténe, "acétylation
des histones H3 et H4, la sous-méthylation des lysines
9 des histones H3, ou I’apparition de variants d’his-



tone (H3K4me, H3.3, H4A.Z) [18, 19, 22, 23]. Ces microARN pour-
raient avoir un rdle clé, soit dans le processus de la MSCI, soit dans
la régulation post-transcriptionelle des ARNm autosomiques dans
les stages postméiotiques de la spermatogenése. Au stade sper-
matocyte secondaire et dans la spermatide pendant les premieres
étapes de la spermiogenése, le Xp reste majoritairement non trans-
crit malgré la dissolution de ce corps XY. S.H. Namekawa a en effet
observé que 87 % des genes liés a I’X ne sont pas exprimés au stade
spermatide contrairement a la majorité des genes autosomiques
[17]. Cela souligne la persistance de I’état inactif du chromosome X
qui se matérialise alors sous forme d’une structure chromatinienne
remodelée appelée PMSC (post meiotic sex chromatin).

« Réactivation du chromosome Xp dans les cellules postméiotiques

Il existe ensuite une réactivation du chromosome Xp dans les cellules
postméiotiques de la lignée germinale madle avant la fécondation
[19-21]. €n effet, la forme active de ’ARN polymérase Il regagne le
chromosome X au stade spermatide ronde, mettant un terme a son
extinction transcriptionnelle [19]. Dans les spermatides rondes, une
proportion significative de genes liés a I’X, exprimés dans le testicule,
échappent a la répression et deviennent actifs. Selon Mueller et al.
[24], 33 familles de génes en copies multiples, représentant environ
273 genes liés a I’X, sont exprimées dans les cellules postméiotiques a
un niveau similaire a celui qui est observé dans les autosomes. Ainsi,
en fin de spermiogenese, certains genes liés a I’X jusqu’alors silencieux
peuvent tre réexprimés comme le montre I’élévation significative en
RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction) des taux
d’ARNm des genes liés a I’X Ubelx (ubiquitin-like modifier activating
enzyme 1) et Mhréa au stade spermatide ronde par rapport au stade
spermatocyte primaire [20], ou la réactivation mosaique du géne
Ddx3x (DEAD box polypeptide 3, X-linked) observée par RNA FISH [25].
D’autres genes liés a I’X peuvent étre transcrits de novo (exemple Sly
[sycp3-like Y-linked]) [26]. Selon P.J. Wang, la majorité des génes
liés a I’X sont effectivement réactivés a différents degrés aux stades
postméiotiques, mais sans corrélation entre leur position sur le chro-
mosome et le locus Xist [21]. On peut donc facilement imaginer que
les modifications des histones déposées durant la spermiogenese
soient associées aux genes actifs spécifiquement exprimés dans le
testicule. Une étude récente plaide pour cette hypothése : une nou-
velle modification des histones, la crotonylation des lysines (Ker)
[34] (), est associée a un petit groupe de génes liés a I’X et au Y qui
échappent & I'inactivation dans les spermatides [27]. Il se pourrait
cependant que certaines séquences régulatrices

. ST =») Voir ’article de
de Xist conservent les caractéristiques chroma- =)

€. Montellier et al.,

tiniennes qui prévalent au début de la spermio-  pqge 485 de ce numéro

geneése (chromatine inactive) et jouent un rdle
ultérieurement au cours du développement embryonnaire, expliquant
Pinactivation du chromosome X paternel [28].

Inactivation aléatoire du chromosome X

Au stade tardif de maturation du blastocyste, le chromosome X pater-
nel est réactivé au jour 4,5 dans les cellules de la masse cellulaire
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interne®. Cette réactivation se manifeste d’abord par
la perte de ’ARN Xist qui recouvre le chromosome inac-
tivé, puis par la perte des protéines du groupe Polycomb
(€ED/EZH2), suivie de la disparition des modifications
des histones caractéristiques de I’état inactif (telles
que les triméthylations de H3K27) et, au final, de la
réactivation des génes liés au chromosome X. Une étude
récente suggere méme que la réactivation de certains
genes et des séquences répétées surviendrait avant la
disparition de Xist et de la marque d’hétérochromatine
H3K27me2/3 sur le Xp [29]. Cette réactivation pourrait
étre liée a la répression de Xist par les facteurs de plu-
ripotence Oct4 (octamer-binding transcription factor
4) et Nanog dans les cellules préépiblastiques [30].
Ces facteurs agiraient directement en réprimant Xist
par leur liaison sur le premier intron, et indirectement
en contrélant des activateurs de Xist, comme RNF12 ou
Pantisens Tsix [31, 32, 35]. Aux jours 4,5-5 de gestation,
les deux chromosomes X deviennent actifs. Cependant,
dans I’embryon, ce statut est transitoire et ne dure que
le temps de un a deux cycles cellulaires [3]. Uinacti-
vation aléatoire d’un chromosome X survient immédia-
tement aprés, et représente un mécanisme essentiel
a la survie de la souris femelle. Au jour 6,5, toutes les
cellules embryonnaires ont inactivé un chromosome X
au hasard, ce qui aboutit a I’expression monoallélique
de la majorité des génes qui lui sont liés. L'inactivation
mise en place est extrémement stable dans ’embryon,
probablement a cause de la méthylation de I’ADN. Elle
est ensuite transmise de fagon clonale aux cellules
filles au cours du développement, sauf au niveau des
cellules germinales primordiales ou le chromosome
X inactivé est réactivé. Ce processus de réactivation
est plus passif et plus lent que celui qui survient dans
la masse cellulaire interne du blastocyste. Autant les
données sont claires dans I’ovocyte ol I’'on observe une
réactivation du chromosome Xm au cours de I’ovoge-
nése, autant celles dans le spermatozoide sont plus
incertaines : la transmission du Xp dans un état inactif
ou non a fait 'objet de nombreuses controverses, méme
si actuellement la théorie de I’Xp transmis sous une
forme préinactive est remise en cause.

€n conclusion

Le traitement différentiel des deux chromosomes X au
cours de la fécondation et du développement embryon-
naire précoce et une telle dynamique d’inactivation

* Au stade de blastocyste, la masse interne, ou bouton embryonnaire, regroupe
les cellules qui formeront les tissus embryonnaires, alors que le trophectoderme
externe donnera les dérivés extraembryonnaires.

529



530

soulignent la plasticité des marques épigénétiques au cours de
I’embryogenése précoce. D’autre part, si le modele murin a été par-
ticulierement bien étudié, il semblerait que différentes stratégies
soient utilisées par différents mammiféres pour mettre en place ce
processus [33]. ¢

SUMMARY

The process of X inactivation in the mouse

X chromosome inactivation (XCI) is an excellent model for studying
how epigenetic marks are initiated during early embryogenesis. XCl is
an essential process that takes place in females, leading to dosage
compensation between males and females. In mouse, it occurs in two
waves: the first one is paternally imprinted, during the preimplantation
period and the second one occurs in a random fashion. We provide here
an update of the main molecular steps and hypothesis underlining this
complex process. ¢
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