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RÉSUMÉ

L’inactivation du chromosome X (ICX) est un processus permettant de compenser, chez les
mammifères, le déséquilibre de dose pour les gènes du chromosome X entre le mâle (XY) et
la femelle (XX). Ce processus consiste en l’inactivation transcriptionnelle d’un des deux
chromosomes X, chez la femelle. Cette inactivation est sous le contrôle d’une région du
chromosome X : le centre d’inactivation du chromosome X (Xic). Au sein de cette région se
trouve un gène indispensable à l’inactivation du chromosome X : Xist (X inactive specific
transcript). Ce gène, qui ne s’exprime que chez les femelles et uniquement à partir d’un des
deux chromosomes X, produit un ARN non-codant qui recouvre le chromosome à partir
duquel il est transcrit et induit son extinction transcriptionnelle. Comprendre la régulation de
Xist est donc essentiel pour comprendre la mise en place et la régulation de l’inactivation.
Nous savons déjà que Tsix, un transcrit antisens à Xist est impliqué, et que des facteurs
associés à la pluripotence jouent également un rôle important dans la répression de Xist.

Des données obtenues au laboratoire ainsi que dans d’autres équipes indiquent également que
les protéines CTCF et YY1 seraient impliquées dans la régulation de Xist. Plusieurs sites de
fixation de chacune de ces protéines ont été identifiés in silico et expérimentalement au
niveau de la région promotrice de Xist.

Ce mémoire se concentre sur la mise en place de l’étude du rôle de CTCF et YY1 au niveau
des différents sites présents au promoteur de Xist sur l’expression de celui-ci et plus
généralement sur l’inactivation du chromosome X. Pour ce faire, nous avons choisi une
approche de délétion/complémentation. Comme modèle d’étude, nous utilisons les cellules
souches embryonnaires de souris femelles ayant deux chromosomes X actifs.

MOTS-CLÉS

Epigénétique. Inactivation du chromosome X. Cellules souches embryonnaires murines.   
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INTRODUCTION

1. L’épigénétique

1.1. Historique et définition

Le terme « épigénétique » a été introduit par Conrad Waddington, en 1942 (Waddington C. H., 1942),

afin de répondre à des questions auxquelles la génétique seule ne pouvait pas répondre. Conrad

Waddington tire ce terme de l’épigénèse d’Aristote (XIXème siècle) qui explique qu’un embryon se

développe au cours du temps en devenant de plus en plus complexe. En effet, au cours du

développement embryonnaire, les cellules vont suivre des chemins différents, ce qui va définir leur

destin cellulaire. Elles possèdent toutes le même ADN, mais vont exprimer des gènes différents.

Conrad Waddington définit alors l’épigénétique comme la branche de la biologie qui étudie les

relations de cause à effet entre les gènes et leurs produits, faisant apparaître le phénotype. Etant donné

que la génétique est la science de l’hérédité c'est-à-dire l’étude des caractères héréditaires des

individus, leur transmission et leurs variations au fil des générations, Conrad Waddington trouve que

cette discipline s’est uniquement focalisée sur l’ADN avec une énumération de gènes et leur

localisation chromosomique. Il déduit de son expérience que la génétique n’explique pas la variabilité

d’expression des gènes étant donné que chaque individu provient d’une seule cellule initiale. L’idée de

Conrad Waddington est illustrée par la sphère qui représente la cellule œuf qui va passer par différents

points de passage modifiant son destin cellulaire.

Le terme épigénétique, bien qu’ayant évolué au cours du temps, se définit aujourd’hui comme l’étude

des modifications transmissibles et réversibles de l'expression des gènes ne s'accompagnant pas de

changements des séquences nucléotidiques de l’ADN. Ces modifications sont gouvernées par

l’environnement chromatinien.

1.2. La chromatine

Chez les eucaryotes, la chromatine est essentiellement composée de l’association entre ADN et des

protéines appelées histones. Cette association est la base des différents degrés d’organisation de

l’ADN. L’ADN avec les histones forment un nucléosome, plusieurs nucléosomes donnent le

nucléofilament et le nucléofilament aboutit à un chromosome.
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1.2.1. Les histones

Les histones sont des protéines basiques qui s’organisent en un octamère constitué d’un tétramère H3-

H4 (la particule cœur) sur lequel vient se greffer deux dimères H2A-H2B. 146 paires de bases (pb)

d’ADN s’enroulent autour de ce complexe et l’ensemble forme un nucléosome. Deux nucléosomes

adjacents sont ensuite rapprochés spatialement par liaison avec l’histone « linker » H1.

1.2.2. Les états de compaction de la chromatine

Il existe deux états de condensation de la chromatine. L’euchromatine, qui est un état décondensé de la

chromatine permettant l’accessibilité à la machinerie transcriptionnelle et donc l’expression des gènes

associés. Le second état de condensation est l’hétérochromatine. Sous cette forme, la chromatine est

très condensée bloquant l’accessibilité à la machinerie transcriptionnelle.

L’expression d’un gène donné va être dépendante de l’état de compaction de la chromatine. Cet état de

compaction est modulé par des marques épigénétiques. Il existe deux classes majeures de marques

épigénétiques : la modification post-traductionnelle des histones et la méthylation de l’ADN.

1.3. Les marques épigénétiques

1.3.1. La modification post-traductionnelle des histones

Lorsque l’on observe la structure du nucléosome, les queues N-terminale des histones sont à

l’extérieur du complexe et sont facilement accessibles à diverses enzymes qui peuvent réaliser des

modifications post-traductionnelles. Ces modifications chimiques (méthylation, acétylation,

phosphorylation) touchent différents résidus. Au cours de ces dernières années, beaucoup de

modifications ont été caractérisées et associées à des états particuliers de compaction de la chromatine.

Par exemple, les lysines (K) peuvent être méthylées (me) ou acétylées (Ac) et, en règle générale,

lorsque la majorité des lysines des H2A, H2B, H3 et H4 sont hyperacétylées et que H3K4 et H3K79

sont hyperméthylées, la chromatine est décondensée (Schübeler D. et al., 2004). En revanche, quand

les H3K9, H3K27, H4K20 (en majorité) sont hyperméthylées la chromatine est condensée (Strahl B.

D. and Allis C. D., 2000).

Ces marques d’histones ne sont pas seules responsables de la variation de l’état de compaction de la

chromatine et de l’expression des gènes, la méthylation de l’ADN est tout aussi essentielle.
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1.3.2. La méthylation de l’ADN

La méthylation de l’ADN est la marque épigénétique majeure, souvent associée à l’inactivation de

l’expression des gènes. Lorsqu’une cytosine déjà positionnée est suivie d’une guanine (« CpG »), elle

peut-être méthylée grâce à des ADN-méthyltransférases (DNMT).

Il existe deux types de DNMT. La DNMT1 est dite de maintenance (Goll M. G. and Bestor T. H.,

2005) car elle maintient les profils de méthylation au cours des réplications cellulaires en agissant au

moment de la réplication de l’ADN. Le second type de DNMT est composé des DNMTs de novo

(DNMT 3a et 3b - Okano M. et al., 1998) qui ajoutent des groupements -CH3 sur les deux brins

d’ADN et sont essentielles lors de la mise en place des profils de méthylation du génome aux stades

post-implantatoires de l’embryon.

Les régions promotrices des gènes sont généralement riches en CpG et peuvent êtres hypométhylées

ou hyperméthylées. Lorsqu’elles sont hyperméthylées, le gène lié est rarement transcrit, c’est pourquoi

cette marque épigénétique est dite répressive. Plus précisément, certains facteurs de transcription

reconnaissent le groupement -CH3 induisant une compaction plus importante de la chromatine par

d’autres acteurs. La méthylation de l’ADN agit indirectement sur l’association entre ADN et

activateurs transcriptionnels.

La modification post-traductionnelle des histones et la méthylation de l’ADN modifient l’état de

compaction de la chromatine et influent donc indirectement sur l’expression des gènes. Chez les

mammifères, un des phénomènes épigénétiques le plus marquant impliquant l’ensemble des marques

épigénétiques est l’inactivation du chromosome X (ICX).

2. L’inactivation du chromosome X

2.1. Historique et définitions

L’inactivation du chromosome X est le paradigme de ce qu’est une régulation épigénétique. Car au

sein d’un même noyau, deux chromosomes identiques sont traités de manière différente. Ce

phénomène est un mécanisme de compensation de dose qui a été mis en place chez les mammifères.

Ces derniers présentent des chromosomes sexuels hétéromorphes (X et Y), les femelles possèdent les

gonosomes X et X, alors que les mâles possèdent les gonosomes X et Y. De ce fait, le transcriptome

peut se retrouver modifié puisque, chez les femelles, les gonosomes sont homologues et les gènes

présents sur ces chromosomes sexuels devraient se trouver deux fois plus exprimés que chez les mâles.

Ainsi, un mécanisme d’inactivation d’un des deux chromosomes X est réalisé au cours du
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développement embryonnaire d’un individu femelle et permet de palier à cette différence de quantité

de transcrits. C’est ce paradigme de la régulation épigénétique que le laboratoire de Claire Rougeulle

étudie.

Les premières études sur ce sujet datent de 1949 par le Dr. Murray Llewellyn Barr qui observe un

corps noir (le corpuscule de Barr) dans les noyaux colorés de neurones de chats et ce, uniquement chez

les femelles (Barr M. L. and Bertram E. G., 1949). Suite à cela, Susumu Onho démontre dans des

cellules diploïdes trisomiques pour le chromosome X ou non, que le corpuscule de Barr est un

chromosome X condensé (Ohno S. et al., 1959).

En 1961, Mary Lyon propose que ce chromosome X condensé est inactif, et les hypothèses qu’elle

énonce constituent les fondements des recherches sur l’inactivation du chromosome X (M. F. Lyon et

al., 1961). Elle propose que l’ICX est aléatoire, se produit tôt au cours du développement

embryonnaire, qu’elle est complète, stable et, une fois établie, est propagée de manière clonale.

Par la suite, la communauté scientifique a défini qu’au cours de l’ICX il y avait un processus de

comptage du nombre de X par rapport au nombre d’autosomes. Ce comptage induit l’étape du choix

du chromosome X à inactiver. Une séquence de contrôle Xce (X controling element) a pu être définie

génétiquement chez la souris (Cattanach B. M. and Williams C. E., 1972), mais les bases moléculaires

de ces éléments restent à élucider.

Le centre de l’inactivation du chromosome X (Xic) contrôle l’ensemble des étapes de l’ICX

(comptage, choix du chromosome X à inactiver et propagation en cis du signal de l’ICX le long du

chromosome X entier). Il a été identifié en 1983 grâce à l’étude de remaniements chromosomiques

entre chromosome X et autosomes (Rastan S., 1983).

L’élément clef de ce phénomène épigénétique est le gène Xist  (X inactive specific transcript), localisé

au sein du Xic, qui produit un ARN non codant. Chez la souris, Xist fut découvert en 1991 (Borsani G.

et al., 1991 – Brockdorff  N. et al., 1991). Au cours de l’ICX, Xist est transcrit en grande quantité et va

recouvrir le chromosome X à partir duquel il est produit pour induire l’extinction transcriptionnelle et

l’hétérochromatinisation de son propre chromosome X.

2.2. L’inactivation du chromosome X chez la souris

Les informations apportées dans la suite de ce mémoire proviennent d’études chez la souris, car ce

modèle est plus aisé pour l’étude et la compréhension de l’ICX. A noter aussi que la majorité de ces

études ont été réalisées dans des cellules mES du fait qu’elles sont dérivées de la masse cellulaire

interne du blastocyste. Les mES femelles possédent leurs deux chromosomes X actifs et, lorsqu’elles

sont différenciées in vitro, un des deux chromosomes X est inactivé.
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2.2.1. Le centre de l’inactivation du chromosome X : Xic

Les étapes essentielles à la mise en place de l’ICX sont le comptage des chromosomes X, le choix du

chromosome X à inactiver et l’inactivation en elle-même. Le Xic contient l’ensemble des gènes

nécessaires au bon déroulement de l’inactivation

2.2.2. Xist et Tsix, les clefs de l’inactivation

Au cours du développement précoce de l’embryon, le gène Xist produit un ARN non codant. Son

expression aboutit à l’inactivation transcriptionnelle du chromosome X à partir duquel il est transcrit

(en cis). Avant cette étape de surexpression de l’ARN de Xist, son anti-sens Tsix produit un ARN non

codant qui va avoir un rôle indirect sur la répression de la transcription de Xist (Sado T. et al., 2005).

Chez la souris, l’expression de Xist et de Tsix est dynamique au cours du développement embryonnaire

et cette dynamique induit les trois étapes de l’ICX : initiation, propagation et maintien de l’IXC.

2.2.3. Le déroulement de l’ICX au cours du développement embryonnaire murin

Au cours du développement embryonnaire précoce de l’embryon murin, il existe deux types

d’inactivation. L’ICX soumise à l’empreinte suivie de l’ICX aléatoire.

Chez la souris, pour un zygote femelle, a partir du stade quatre cellules jusqu’au stade morula, le

chromosome X paternel (Xp) est rendu inactif par l’ARN de Xist, (Mak W., 2004 - Huynh K. D. and

Lee J. T., 2003). Il s’agit de l’ICX soumise à l’empreinte. Cette inactivation sera maintenue dans les

tissus extra-embryonnaires (trophectoderme et placenta) mais est perdue dans la masse cellulaire

interne de l’embryon (ICM) ou les deux chromosomes X (Xm – X maternel et Xp – X paternel)

deviennent actifs au stade blastocyste précoce (Takagi N. and Sasaki M., 1975). L’hypothèse la plus

probable est que la réactivation du Xp se fait par une sur-activation de Tsix (Navarro P. et al., 2010).

L’ARN de Tsix va effacer les marques chromatiniennes sur le Xp afin d’avoir une équivalence au

niveau des marques répressives et permissives entre le Xm et le Xp, permettant ainsi le choix aléatoire

du chromosome X à inactiver. Au stade blastocyste, le Xp et le Xm sont actifs (XaXa), dans l’ICM,

grâce à une répression de Xist via des facteurs de pluripotence.

Lorsque le blastocyste est au stade tardif, un des deux chromosomes X va être inactivé de manière

aléatoire, soit le Xm, soit le Xp. En théorie, une moitié des cellules de l’ICM auront leur Xm inactivé

et l’autre moitié aura leur Xp inactivé. Suite à des études dans les cellules ES de souris, il se peut que

cette inactivation soit initiée par le rapprochement des deux chromosomes X induisant le comptage du

nombre d’autosomes et de gonosomes suivie du choix du chromosome X à inactiver et enfin

l’inactivation en cis par Xist (Augui S. et al., 2007). Une fois mise en place, l’inactivation est

maintenue de manière clonale au cours des divisions cellulaires. En revanche, au sein des cellules
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germinales primordiales (PGC), le chromosome X inactif (Xi) est réactivé afin d’effacer les marques

de l’ICX pour une future fécondation.

2.2.4. Les cellules souches embryonnaires murines

Les cellules souches embryonnaires murines (mES) sont pluripotentes (cellules ayant la capacité à

s’autorenouveler et à se différencier en tous les types cellulaires des trois feuillets embryonnaires) et

dérivent de la masse cellulaire interne du blastocyste à 3,5 jours après la fécondation (Evans M. J. and

Kaufman M. H., 1981 – Martin G. R., 1981). Elles peuvent se multiplier de manière illimitée sans

perdre leur propriété de pluripotence. Lorsque des cellules mES femelles sont maintenues au stade

indifférencié, elles possèdent leurs deux chromosomes X actifs. En cours de différenciation in vitro,

l’ICX aléatoire se met en place. C’est donc un excellent outil pour l’étude de l’ICX aléatoire.

Lorsque les cellules mES sont indifférenciées, Xist et Tsix sont transcrits à faible dose. En cours de

différenciation, sur le futur Xi,  Xist est surexprimé et son ARN recouvre entièrement le chromosome

X à partir duquel il est transcrit. L’ARN de Tsix n’est plus observable par cette technique car son

niveau d’expression est réprimé sur le Xa. Du fait que l’ICX aléatoire a été mise en place, Tsix n’est

plus directement impliqué dans le maintien de l’ICX car l’expression de Xist est régulée par d’autres

mécanismes répresseurs (tel que la méthylation de l’ADN) qui bloquent la transcription de Xist à partir

du Xa. De plus, ce changement d’état du chromosome X actif à inactif laisse apparaitre de nombreuses

modifications épigénétiques sur le locus Xist/Tsix.

2.2.5. Les modifications épigénétiques sur Xist/Tsix lors de la différenciation des mES femelles

Au cours de l’ICX, beaucoup de changements épigénétiques se produisent sur le locus Xist/Tsix. Au

stade indifférencié, au niveau du promoteur de Xist, des marques répressives (telles H3K9me3 et la

méthylation de l’ADN) sont retrouvées. Aux environs du promoteur de Tsix, des marques

chromatiniennes permissives H3K4me2/3 et H3K9Ac sont présentes. Après la différenciation des

cellules mES, des marques répressives (H3K9me3 et méthylation de l’ADN) sont retrouvées sur le

locus du promoteur de Xist du Xa. Il en est de même pour le promoteur de Tsix que ce soit sur le Xa ou

sur le Xi (marque répressive : H3K27me3). Sur le Xi, on retrouve logiquement des marques

permissives au niveau du promoteur actif de Xist (H3K4me2/3 et H3K9Ac).

A l’heure actuelle, on ne sait pas si ces marques sont la cause ou la conséquence de l’ICX. En plus de

ces marques épigénétiques, plusieurs facteurs  (RNF12, Jpx, OCT4, SOX2, NANOG, Prdm14)

agissent sur les niveaux d’expression des gènes Xist et Tsix.
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2.2.6. Le transcrit spécifique du chromosome X inactif : Xist

Le gène Xist fait 15kb et est composé de sept exons. Son ARN est polyadénylé, épissé, coiffé et est

uniquement nucléaire (Brockdorff N. et al., 1992). Une étude a démontré la nécessité de Xist dans

l’ICX, en réalisant une délétion du gène sur un des deux chromosomes X. Le chromosome X porteur

de la délétion ne devient jamais le Xi (Penny G. D. et al., 1996). De plus, lorsque le gène Xist est

ajouté à un autosome, l’autosome est inactivé (Wutz A. and Jaenisch R., 2000).

Plusieurs régions répétées sont présentes dans la séquence de Xist dont deux sont essentielles à l’ICX.

La région repeat A est responsable de la fonction de répression transcriptionnelle de l’ARN de Xist sur

le Xi (Wutz A. et al., 2002) et le repeat C est impliqué dans la localisation de l’ARN de Xist sur le

chromosome X en cis (Beletskii A. et al., 2001), probablement via une protéine de matrice hnRNPU

(Hasegawa Y. et al., 2010). Les séquences répétées B, D et E semblent jouer un rôle dans l’association

de l’ARN de Xist sur le chromosome X. Quant à la région repeat F, aucun rôle clair n’a été démontré.

La transcription de Xist avant l’initiation de l’ICX est réprimée, de manière indirecte, par son anti-sens

Tsix car en mutant le promoteur de Tsix, le chromosome X muté devient toujours le Xi (Clerc P. and

Avner P., 1998 – Lee J. T. and Lu N., 1999). Après la mise en place de l’inactivation, dans les cellules

somatiques, on sait que si Xist est supprimé sur l’un des deux chromosomes X, alors le chromosome X

muté ne sera pas réactivé. Cela démontre que l’ICX, une fois mise en place, est maintenue au cours du

développement et donc des divisions cellulaires.

De plus, trois facteurs essentiels à la pluripotence (OCT 3/4, SOX2, NANOG) se fixent sur l’intron 1

de Xist et sont associés à un faible niveau d’expression de Xist (Navarro P. et al., 2008). Ces facteurs

OCT 3/4, SOX2 et NANOG sont liés à Xist dans les mES femelles indifférenciées et ne sont plus

retrouvés après différenciation. Il existe alors un lien direct entre pluripotence et ICX.

Des acteurs présents au sein du Xic agissent sur l’augmentation du niveau d’expression de Xist. Il

s’agit de deux ARN non codants : Ftx (Chureau C. et al., 2011), Jpx (Tian D. et al., 2010) et de la

protéine RNF12. RNF12 a clairement été démontrée comme essentielle à l’expression de Xist lors de

l’initiation de l’ICX (Jonkers I. et al., 2009).

2.2.7. Le transcrit anti-sens de Xist : Tsix

Le gène Tsix fait 53kb et est composé de 4 exons. Son ARN est polyadénylé, épissé, coiffé  et est

exclusivement nucléaire (Lee J. T. et al., 1999). Tsix est initialement transcrit à partir des deux

chromosomes X des cellules pluripotentes et est réprimé sur le futur Xi avant l’inactivation mais reste

exprimé beaucoup plus longuement sur le Xa. Des études ont démontré que Tsix est probablement

impliqué dans le phénomène de choix du chromosome X à inactiver (Lee J. T. and Lu N., 1999) du

fait que son expression sur le futur Xa est retrouvée en début d’ICX. Il a été démontré que l’ARN de

Tsix joue un rôle dans l’accessibilité de la machinerie transcriptionnelle à Xist puisque l’ARN de Tsix
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est présent au niveau de la partie promotrice de Xist dans des cellules indifférenciées mais non dans

des cellules différenciées. Tsix induit aussi la méthylation d’H3K4 (marque permissive) sur le locus

Xist/Tsix (Navarro P. et al., 2005). Cette étape semble être essentielle pour réaliser la transition entre

inactivation soumise à l’empreinte et inactivation aléatoire.

Comme pour Xist, un facteur de pluripotence REX1 est retrouvé au niveau de la partie promotrice de

Tsix (plus précisément : DXPas34) ainsi que deux autres facteurs KLF4 et C-MYC et cette fixation

induit l’activation de Tsix (Navarro P. et al., 2010). A noter que REX1 n’est pas essentiel pour

l’initiation de la transcription de Tsix mais pour son élongation.

Il y a donc beaucoup de modes de régulation de l’expression de Xist et de Tsix, que ce soit des ARN

non codants, des facteurs de transcription (dont des facteurs de la pluripotence) ou des marques

épigénétiques. Et tous ces mécanismes sont complémentaires pour la mise en place et le maintien de

l’ICX. Il reste encore beaucoup de questions à élucider afin de connaître l’ensemble des points de

l’ICX.

Récemment, des sites de fixation pour deux facteurs transcriptionnels ont été découverts le long du

locus de Xist/Tsix et sont répartis de manière uniforme. Ces facteurs sont CTCF (CCCTC-binding

factor) et YY1 (Yin Yang 1). Ils ont déjà été étudiés dans plusieurs mécanismes et possèdent différents

modes d’action. Dans ce contexte, nous pouvons nous attendre à ce que CTCF et YY1 soient

impliqués dans le mécanisme de l’ICX via Xist et Tsix.

3. Les facteurs transcriptionnels CTCF et YY1

3.1. CTCF

3.1.1. Description et modes d’action de CTCF

Le facteur transcriptionnel CCCTC-binding factor (CTCF) est une protéine très conservée entre les

espèces, codée par le chromosome 8 de la souris. Elle est composée de 727 acides aminés (Aa) et de

trois principaux domaines : un domaine N-terminal, un C-terminal et entre les deux, 11 doigts de zinc.

La séquence consensus du site de fixation de CTCF a été clairement définie en 2007 et est retrouvée

fréquemment sur le génome (Kim T. H. et al., 2007).

CTCF est ubiquitaire et a pour particularité d’être retrouvée uniquement dans le noyau cellulaire. Il

utilise des combinaisons de ses onze doigts de zinc (Ohlsson R. et al., 2001) lui permettant de

reconnaitre et de se lier à une grande variété de séquences d’ADN ce qui l’implique dans beaucoup de

mécanismes tels que l’activation ou la répression transcriptionelle, le blocage d’activateurs

transcriptionels, l’ICX et l’empreinte parentale.
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Ce facteur transcriptionnel peut aussi agir comme un insulateur. Il n’agit pas directement sur

l’expression d’un gène mais dans la modification de la structure chromatinienne proche du gène. En

effet, il peut former une conformation tige-boucle ce qui peut pertuber la structure entre le promoteur

et ses activateurs ou répresseurs, CTCF bloque l’action que pourraient avoir ces acteurs sur

l’expression du gène (Dunn K. L. et al., 2003).

CTCF est aussi lié à la méthylation de l’ADN, d’une part parce qu’il ne peut pas se fixer sur ses

séquences cibles lorsqu’elles sont méthylées, et d’autre part, CTCF, une fois fixé, empêche la

propagation de la méthylation sur l’ADN en maintenant des séquences libres de méthylation

(Filippova G. N., 2008) permettant l’accès à d’autres facteurs transcriptionnels.

Du fait de ces différents rôles et sachant qu’il peut aussi interagir avec beaucoup de partenaires, CTCF

est un acteur essentiel dans bon nombre de mécanismes nécessaires au bon développement

embryonnaire notamment l’inactivation du chromosome X.

3.1.2. Implication de CTCF dans l’ICX

Il a été démontré que CTCF joue un rôle majoritaire dans l’inactivation. Il semble avoir un rôle dans

l’appariement des chromosomes homologues au cours du processus de comptage et de choix lors de

l’ICX aléatoire. De plus, au cours de l’ICX aléatoire, CTCF se fixe sur la région promotrice de Tsix

activant son expression et, indirectement, la répression de Xist (Chao W. et al., 2002 – Donohoe M. E.

et al., 2007). De plus CTCF possède deux sites de fixation entourant la partie promotrice de Xist

(Navarro P. et al., 2006) et chez l’homme, il a été prouvé que CTCF active XIST (Pugacheva E. M. et

al., 2005). Sachant qu’à ce locus les sites sont conservés chez la souris, nous pouvons penser que

CTCF pourrait également avoir pour fonction d’activateur transcriptionnel de Xist.

3.2. YY1

3.2.1. Description et modes d’action de YY1

La protéine Yin Yang 1 (YY1) codée par le chromosome 12 de la souris est composée de 414 Aa. Ce

facteur transcriptionnel est ubiquitaire, très conservé chez les mammifères et contient trois domaines

distincts.

Un premier domaine riche en histidine en N-terminal (en vert), souvent montré comme domaine

activateur de la transcription, est suivi d’un second riche en glycine (en jaune) impliqué dans le rôle de

YY1 en tant que répresseur transcriptionnel. En C-terminal, un domaine responsable de la répression

transcriptionnelle (en violet) contient 4 doigts de zinc. Dans la littérature, les actions de YY1

impliquant ces différents domaines ne sont pas toutes clairement définies (Shi Y. et al., 1996 –
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Thomas M. J. and Seto E., 1999 – Nguyen N. et al., 2004 – Gordon S. et al., 2006) mais il est certain

que YY1 peut être activateur ou répresseur de l’expression transcriptionnelle (d’où son nom : Yin

Yang). Ce facteur ubiquitaire est essentiel au développement embryonnaire puisque la mutation

homozygote pour YY1 entraine la létalité de l’embryon murin (Donohoe M. E. et al., 1999).

3.2.2. Implication de YY1 dans l’ICX

Il a été démontré que dans des cellules différenciées, YY1 est un activateur de Xist (Kim J. D. et al.,

2006) et qu’il peut se fixer sur la partie promotrice de Xist du Xi, uniquement lorsque ses sites ne sont

pas méthylés. De plus, YY1 est retrouvé comme co-facteur de CTCF et parait comme impliqué dans

l’expression de Xist et Tsix (Donohoe M. E. et al., 2006).

La séquence consensus du site de fixation de YY1 à l’ADN a été déterminé comme étant

CGCCATNNTT (Kim J. D. et al., 2007). Un regroupement de ces sites est présent en 3’ du promoteur

de Tsix (à noter que dans ce locus, la séquence des sites de YY1 est très différente de celle du

consensus) et trois sites ont été retrouvés en 3’ du promoteur de Xist (à ce locus les séquences

concordent avec la séquence consensus).

3.3. Le lien entre CTCF, YY1 et l’inactivation

En 2007, une étude de l’équipe de Jeannie Lee a démontré que les sites de YY1 en 3’ du promoteur de

Tsix sont regroupés avec des sites de fixation de CTCF (Donohoe M. E. et al., 2007). Dans cet article

est démontré que YY1 est un cofacteur de CTCF induisant l’expression de Tsix dans des cellules mES.

Sachant que CTCF et YY1 sont activateurs ou répresseurs transcriptionnels et que CTCF possède deux

sites de fixation sur la partie promotrice de Xist et YY1 trois sites, on peut s’attendre à ce que ces

derniers aient un effet sur l’expression de Xist.

En employant deux lignées de cellules mES mâles, une lignée sauvage (WT) et une contenant un

codon STOP dans le gène Tsix, Andrew Oldfield a observé que Xist était surexprimé dans la lignée

mutante en cours de différenciation des mES. Cela confirme le rôle de répresseur qu’a Tsix sur Xist au

cours de l’initiation de l’ICX aléatoire. De plus, il a démontré qu’au niveau du site de fixation de

CTCF en amont du promoteur de Xist, CTCF était maintenu en cours de différenciation aussi bien

pour la lignée mutante que la lignée WT. Au niveau des sites de fixations en aval du promoteur de

Xist, YY1 et CTCF ne sont plus présents après différenciation de la lignée contrôle, contrairement à la

lignée mutante (Oldfield A., 2010). Ce maintien de fixation de YY1 et de CTCF dans la lignée

mutante corrèle avec la surexpression de Xist et donc avec l’initiation de l’ICX aléatoire.

Sachant cela, nous avons entrepris l’étude du rôle de CTCF et de YY1 sur l’expression de Xist, dans

des cellules mES femelles en employant une approche de délétion/complémentation des sites de
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fixation endogènes de CTCF et de YY1 au niveau de la partie promotrice de Xist. La première étape

de l’approche (délétion) fonctionne sur le principe de la recombinaison homologue.

4. La recombinaison homologue

4.1. Le principe de la recombinaison homologue

Le but de la recombinaison homologue est de remplacer ou de supprimer une séquence d’intérêt (gène,

promoteur ou autre) par une autre séquence permettant d’étudier cette séquence d’intérêt. Il s’agit

d’une méthode de mutagénèse dirigée. Pour ce faire, les séquences en 5’ et 3’ entourant le locus

d’intérêt sont insérées dans un vecteur et vont être soit seules si le but est d’invalider le locus, soit vont

entourer la séquence qui doit être intégrée. Ces séquences en 5’ et 3’ sont appelées bras d’homologie.

En effet, par homologie de séquence, ces bras vont s’apparier sur leurs séquences complémentaires

endogènes qui entourent le locus qui doit être modifié. Ensuite, lors de la réplication de l’ADN, la

séquence endogène va être remplacée par la séquence vectorielle.

Généralement, la séquence Y contient un gène permettant la sélection des cellules ayant réalisé la

recombinaison homologue car cet événement n’est pas effectué par toutes les cellules. Cette sélection

peut être réalisée par un gène de résistance à un antibiotique ou un marqueur fluorescent ou autre.

Au cours des avancées dans la mutagénèse dirigée par recombinaison homologue, énormément de

stratégies ont été mises en place employant le système Cre-Lox ou le système Flp-Frt.

4.2. Le système Cre-Lox

La séquence introduite Y peut-être entourée de deux sites Lox. Ces sites Lox sont des palindromes

(ATAACTTCGTATA-GCATACAT-TATACGAAGTTAT), qui, sous l’action de la Cre-recombinase

(dérivée du bactériophage P1) vont pouvoir s’apparier entre eux ou avec d’autres sites Lox apportés

par un vecteur. Dans le premier cas, cela abouti à la perte de la séquence d’intérêt, dans le second cas

cela permet un remplacement similaire à la recombinaison homologue mais avec une efficacité plus

importante.

4.3. Le système Flp-Frt

Ce système est analogue au système Cre-Lox mais est généralement utilisé pour la délétion d’un gène

déjà introduit sur l’ADNg et entouré de séquences Frt. Ces séquences Frt (GAAGTTCCTAT
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TCtctagaaaGtATAGGAACTTC) sont reconnues par la flippase (Flp dérivée du plasmide 2µm

provenant de Saccharomyces cerevisiae) qui va provoquer l’excision de la séquence contenue entre

deux sites Frt.

A noter que ces deux systèmes sont couramment utilisés dans les cellules mES, combinés à une

recombinaison homologue via des bras d’homologie. Que ce soit Cre-Lox ou Flp-Frt, ils peuvent être

utilisés pour une délétion ou un remplacement. Dans le projet présenté ici, le système Flp-Frt est

destiné à la délétion d’une séquence d’intérêt et le système Cre-Lox à la complémentation entre

séquences d’intérêt.
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PROJET DE RECHERCHE

1. La question posée pour ce projet

Mon projet consistait à déterminer l’impact de la fixation de CTCF et YY1 au niveau des différents

sites présents sur la partie promotrice de Xist, sur l’expression de celui-ci et plus généralement sur

l’inactivation du chromosome X. Pour ce faire, nous avons choisi une approche de

délétion/complémentation (Baer A. and Bode J., 2001). Comme modèle d’étude, nous utilisons les

cellules souches embryonnaires de souris femelles qui, en cours de différenciation, récapitulent la

dynamique des processus de l’inactivation aléatoire. Elles présentent en outre l’avantage de pouvoir

être modifiées génétiquement par recombinaison homologue.

Pour étudier le rôle de CTCF et de YY1 sur l’expression du gène Xist, notre stratégie consiste à

remplacer une région d’environ 4 kb contenant le promoteur de Xist et les sites de fixation YY1 et

CTCF sur un des deux chromosomes X des cellules mES femelles, par une cassette de sélection en

employant la recombinaison homologue. La construction utilisée pour la recombinaison homologue

permet d’intégrer des sites Lox qui vont permettre de réinsérer des fragments d’ADN contenant la

région d’origine dans laquelle nous aurons introduit, par mutagénèse dirigée in vitro (Qi D. and

Scholthof K. B., 2008), des mutations ponctuelles au niveau des sites YY1 ou CTCF.

Nous allons alors générer des lignées de cellules mES hétérozygotes possédant un chromosome X

sauvage et un chromosome X portant des mutations des sites YY1 ou CTCF au niveau de la partie

promotrice de Xist.  Nous pourrons ainsi étudier l’impact des mutations introduites sur l’expression de

Xist et sur l’inactivation, lors de la différenciation de ces cellules. Nous utiliserons pour cela les

techniques suivantes : RT-PCR quantitative, ARN-FISH pour étudier l’expression de Xist  et

l’expression des gènes du chromosome X, et l’immunoprécipitation de chromatine (ChIP) pour

vérifier la perte de fixation de CTCF et de YY1 dans les lignées mutantes.

2. Le locus d’intérêt

Au niveau de la partie promotrice de Xist, deux sites de fixations de CTCF sont présents (un situé à

1kb du promoteur en 5’, et le second à 1,49kb du promoteur en 3’) et trois pour YY1 (en 3’ du

promoteur, à 1,25kb, 1,35kb et 1,46kb). Ce qui a déterminé le choix du locus au niveau de la région

promotrice de Xist à été l’obtention d’amorces de PCR permettant d’amplifier le locus contenant les

sites de fixation CTCF et YY1. Au final, un locus de 4378pb a été déterminé et l’amplification par

PCR va permettre de rajouter un site Lox à chaque extrémité du locus pour ensuite l’intégrer dans le

plasmide qui nous servira pour la seconde étape du projet.
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Le locus est compris entre les positions chromosomiques X : 100676438 et 100680816 et la PCR sera

réalisée à partir d’ADN génomique (ADNg) 129/Sv car les cellules mES qui vont êtres utilisées ont un

fond génétique mixte 129/Sv et Castaneus. Grâce au polymorphisme (notamment les SNP - Single

Nucleotide Polymorphism - Polymorphisme d’un seul nucléotide) présent entre ces deux fonds nous

pouvons réaliser les différentes constructions plasmidiques qui cibleront l’allèle 129/Sv. Cette partie

promotrice de Xist contenant les sites de CTCF (jaune) et de YY1 (rouge) sera donc amplifiée par

PCR avec un couple d’amorces contenant des sites Lox puis l’ensemble sera intégré dans un plasmide

(pGEM-pP Xist). Les sites Lox sont essentiels pour la suite de la stratégie mise en place.

3. La stratégie employée

Le système employé est dénommé RMCE pour « Recombinase Mediated Cassette Exchange »

puisqu’il s’agit d’un échange entre une cassette de sélection (ici la PTK pour : résistance à la

Puromycine – Thymidine Kinase) entourée de sites Lox, et un insert d’intérêt, encadré lui aussi par des

sites Lox. Dans notre cas, l’insert sera la partie promotrice de Xist non modifiée afin de vérifier

l’absence d’effet de l’intégration de sites Lox sur l’expression de Xist et sur l’ICX aléatoire. Si cette

construction n’affecte pas le processus de l’ICX, alors nous pourrons procéder à l’intégration de la

partie promotrice de Xist avec un ou plusieurs sites de CTCF ou de YY1 mutés.

Dans un premier temps il faut pouvoir remplacer la partie promotrice de Xist par la cassette de

sélection PTK grâce à des bras d’homologie identiques aux séquences de l’allèle 129/Sv en 5’ et en 3’

de la partie promotrice de Xist.

Pour ce faire, j’emploierai le plasmide dénommé pCR2-bgcPTK et après cette étape, je suis censé

obtenir un allèle Castaneus sauvage et un allèle 129/Sv contenant la cassette PTK. Le plasmide pCR2-

bgcPTK contient aussi des sites Frt permettant la suppression complète de la partie promotrice de Xist

sous l’action de l’enzyme flippase.

L’étape suivante consiste à réaliser une complémentation entre la cassette PTK précédemment intégrée

et la partie promotrice de Xist non mutée ou mutée pour CTCF et/ou YY1, via les sites Lox et sous

l’action de la Cre-recombinase. A noter que les sites mutés sont obtenus par la technique de

mutagénèse dirigée par PCR sur le plasmide pGEM-pP Xist.

Après la complémentation, nous devrons avoir sur l’allèle 129/Sv la partie promotrice de Xist

contenant les sites CTCF et/ou YY1 mutés ou non et, à ce moment, nous pourrons entamer les études

prévues dans le cadre de ce projet.
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J’ai pris part à ce projet pour le diplôme EPHE Sciences de la Vie et de la Terre au moment de l’étape

de la recombinaison homologue afin d’aboutir à l’étude du rôle de CTCF et YY1 sur l’expression du

gène Xist impliqué dans l’inactivation du chromosome X, chez la souris.
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