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T six et Xist, antisens et sens : 
du verlan dans l'inactivation du chromosome X 

de la souris 

Chez les mammifères, la compensa
tion de dose, nécessaire compte tenu 
de l 'existence d'un seul chromosome 
X chez le mâle, s'effectue grâce au 
processus d ' inactivation du chromo
some X [ 1 ]  (m/s 1 996, no 3, p. 409; 
1 997, n o  5, p. 723; 1 998, no 10, p. 1 142 
et 1 999, n o  1 1, p. 12 77), c'est-à-dire 
par l 'extinction transcriptionnelle de 
la plupart des gènes d 'un seul des 
deux chromosomes X de chaque cel
lule de l 'embryon femelle. L'un ou 
l 'autre des deux X peut être choisi 
aléatoirement dans chaque cellule 
femelle, selon un mécanisme encore 
mystérieux. Le fai t  que ce processus 
ne soi t pas initié dans les cellules de 
l 'embryon mâle, qui ne comportent 
qu'un seul chromosome X, suggère 
l ' ex i s t ence  d ' u n  mécan i sme  d e  
comptage qui perçoit l e  nombre de 
c h romosomes  X. Ces é tapes  d e  
l ' inactivation sont assurées par une 
région du chromosome X appelée 
centre d ' inactivation (Xie), au sein de 
laquelle le gène Xist a été identifié. 
Ce gène exprime un long transcrit 
( 1 5  kilobases chez la souris) qui reste 
nucléaire et ne code pas pour une 
protéine. Dans les cellules femelles 
adultes, l 'ARN Xist est exprimé uni
quement depuis le chromosome X 
inactif, il est particulièrement stable 
(demi-vie de 24 heures) et, par ARN
FISH (hybridation in situ en fluores
cence )  reste assoc ié  au domaine 
nucléaire occupé par le chromosome 
X inactif. En revanche, dans les cel
lules embryonnaires avant la mise en 
place de l ' inactivation, l 'ARN de Xist 
est aussi exprimé depuis le chromo
some X actif, mais il est instable et 
n 'est détecté, par ARN-FISH, qu'asso
cié au site primaire de transcription. 
Des expériences d ' invalidation ont 
démon tré l e  rôle d ' effecteur  de  

l ' inactivation en  cis joué par Xist, 
mais  i l  e s t  c l a i r  que c e  dern ier  
n'assure pas à lui seul toutes les fonc
tions du Xie. L'idée que la transcrip
tion antisens, récemment mise en évi
dence dans et autour du gène Xist 
[2-4] , pourrait participer à certaines 
des fonctions du Xie a donc tout 
nature l l e m e n t  é té évoquée .  La 
région d'antitranscription s'étend sur 
40 kilo bases (kb) [2] , ou plus ( 45 kb) 
[ 4] . L 'extrémi té 3' d 'un transcrit 
antisens a été identifiée 1 ,4 kb en 
amont  de  Xist par u n e  ana lyse 
3 'RACE [3] , mais l 'anti-transcription 
reste détec table jusqu ' à  5 kb en  
amont de  Xist par ARN-FISH et par 
RT-PCR spécifique de brin [2 ] , ce 
qui pourrait être expliqué par l 'exis
tence de p lus ieurs ant i transcrits ,  
puisque la visualisation, technique
ment ardue, d 'un transcrit de très 
grande taille n 'a  pas été réalisée. Au 
cours de la mise en place de l ' inacti
vation, l 'étude de l 'expression de Xist 
et de son antitranscrit Tsix devrait 
permettre d ' évaluer  la possib i l i té 
d 'une régulation croisée. L'absence 
de détection par RT-PCR de l 'expres
s ion  de Tsix dans  l e s  embryons  
murins de 5 ,5  jours post-coitum [3 ] , 
stade légèrement postérieur à la mise 
en place de l ' inactivation, s 'accorde
rait bien avec un rôle répresseur ou 
déstabilisateur de Tsix sur Xist, dont 
la levée permettrait l ' in i ti ation de 
l ' inactivation . Le modèle de différen
ciation des cellules ES femelles, qui 
permet d 'é tudier  l ' inac tivation in 
vitro, a également été util isé pour 
aborder cette question par ARN
FISH. Il montre que la disparition du 
signal ARN-FISH de Tsix détecté par 
une sonde in terne à Xist précède 
l 'apparition des domaines recouverts 
d 'ARN Xist qui signent l ' initiation de 

l ' inactivation [5 ] . Toujours dans le 
modèle des cellules ES différenciées, 
l ' u ti l i sat ion d ' une sonde dans la  
région 5 '  de Tsix permet d'observer 
l 'apparition de domaines recouverts 
d 'ARN de Xist avant la disparition du 
signal de T'six [ 4] . Les régions analy
sées dans ces deux études pourraient 
donc ne pas avoir la même significa
tion fonctionnelle. 
Une approche mutationnelle détaillée 
était donc nécessaire à l 'élucidation 
du rôle de Tsix. Trois mutants relatifs 
à T'six, obtenus dans des cellules ES, 
ont à ce jour été décrits (figure lA) : une 
délétion cre/ loxP de 65 kb située en 
3' de Xist [6] , une délétion de 3,7 kb 
de la région initiatrice de Tsix [5] , et 
une délétion de 3,0 kb portée par un 
YAC (yeast artificial chromosome) trans
génique de 460 kb intégré sur un 
autosome [ 4] . Comme attendu, par 
ARN-FISH, aucune antiu-anscription 
n 'est plus détectée depuis les chro
mosomes délétés pour le site d'initia
tion de Tsix [ 4, 5] . Quant à l '  expres
sion de la transcription Xist sens, elle 
est totalement réprimée depuis le 
YAC transgénique porteur de la délé
tion de 3,0 kb [ 4] et partiellement 
réprimée depuis le chromosome X 
porteur de la délétion cre/ loxP [6] , 
alors que cet effet n 'a  pas été rap
porté pour la délétion de 3, 7 kb [5 ] . 
La différence des phénotypes des 
délétions de 3,0 et de 3,7 kb suggère 
que l 'effet de séquences d'ADN régu
latrices pourrai t se  superposer à 
l 'action de Tsix sur la régulation de 
Xist. Cependant, après différencia
tion des cellules ES porteuses d'un 
Xie muté et d'un Xie non muté, les 
t ro i s  c h romosomes  X m u ta n ts 
conservent tous la capacité d'amor
cer le processus d'inactivation et de 
c o n d u i re à la fo rmat ion d ' u n  
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Fig u re 1 .  A. Carte des régions géniques Xist sens et Tsix antisens. La région 
d'antitranscription est figurée en pointillés en raison d'incertitudes concer
nant ses frontières et sa continuité (voir texte). L 'étendue des trois mutations 
publiées concernant Tsix figure sous la carte [ 1-3]. B. Effet des délétions de 
Tsix sur l'inactivation du chromosome X. En haut à gauche, illustration de 
l 'inactivation aléatoire dans les cellules femelles sauvages. L 'un ou l 'autre 
des chromosomes X peut être choisi pour être inactivé. Il sera alors recouvert 
par /'ARN de Xist (figuré par le halo gris) tandis que Tsix s 'éteint sur les deux 
allèles et que le gène Xist s 'éteint sur le chromosome actif. En haut à droite, 
absence d'inactivation dans les cellules mâles sauvages. En bas à gauche, 
dans les cellules femelles, les mutants pourTsix inactivent systématiquement 
le chromosome X porteur de la mutation, jamais plus le chromosome X non
muté. En bas à droite : dans une cellule mâle, le chromosome X L13, 7 kb se 
comporte comme un chromosome X non muté, alors que le chromosome X 
L165 kb est capable de s 'inactiver même s 'il est seul dans la cellule. 

domaine recouvert de transcrit Xist 
stable. Les mécanismes régulateurs 
du gène Xist avant et après la mise en 
place de l ' inactivation diffèrent donc 
fondamentalement. Mais l 'observa
tion la plus surprenante est  que 
l ' induction de l ' inactivation du chro
mosome X porteur du Xie sauvage 
n 'est plus jamais observée (figure lB). 
La conclusion minimale est que Tsix, 
ou les régions génomiques délétées, 
participent directement ou indirecte
ment au choix du chromosome X à 
inactiver. Mais qu'en est-il du proces-
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sus de comptage qui empêche l ' inac
tivation lorsqu'une cellule n'a qu'un 
seu l  chromosome X ?  Dans  ce 
contexte « solitaire >> , les délétions de 
3,7 kb [5] et de 65 kb [6] ont des 
effets différents. Le chromosome X 
porteur de la délétion de 3, 7 kb reste 
actif après différenciation des cel
lules ES [5] : Je comptage reste donc 
opérant sur ce chromosome. Toute
fois, le chromosome X porteur de la 
délétion de 65 kb n 'est plus sensible 
au comptage : i l  peut déclencher un 
processus d ' inac tivation apparem-

ment normal même en l ' absence 
d'un autre Xie dans la cellule [6] . 
L ' interprétation la plus simple est 
que T'six n 'est pas directement impli
qué dans le processus de comptage 
qui nécessiterait des élémen ts plus 
distaux. 
La question du choix lors de la com
pensation de dose chez les mammi
fères pourrait donc trouver une solu
tion dans l 'étude de la transcription 
antisens au locus Xist. Comme pour 
certains gènes soumis à empreinte 
(pour revue, voir [7] ) ,  l 'antitranscrip
t ion  s ' affi c h e  e n  régula teur  d e  
J 'expression génique chez les mam
mifères, et pourrait agir par régula
tion de la structure chromatinienne, 
par compétition entre promoteurs, et 
par interaction moléculaire directe 
des transcrits sens et antisens. 
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