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Abréviations

2

2D : Deux dimensions

3

3C: Chromosome Conformation Capture
3D : Trois dimensions

4

4C : Circular Chromosome Conformation Capture

A

ADN : Acide désoxyribonucléique

ADNCc : ADN complémentaire

Amhcl : Atrial Myosin Heavy Chain 1. Chaine
lourde de myosine atriale de poulet

ANP : Hormone peptide natriurétique auriculaire.
Codée par le géne NPPA

ARN : Acide ribonucléique

ARN pol Il : ARN polymérase Il

ATAC-Seq
chromatin using sequencing

: Assay for transposase-accessible

B

BAF60c : Sous-unité cardiaque du complexe
SWI/SNF. Codée par le gene SMARCD3

BMP : Bone Morphogenetic Protein ou protéines
morphogénétiques osseuses. Molécule de
signalisation

Bmp10
Molécule de signalisation

Bone Morphogenetic Protein 10.

BMP4 : Bone Morphogenetic Protein 4. Molécule
de signalisation

C

Cerl: Cerberus 1. Molécule de signalisation
ChlP-Seq
Sequencing

Chromatin  Immunoprecipitation

c-Myc : MYC Proto-Oncogene. Facteur de
transcription
Co-IP : Co-immunoprécipitation

CRISPR-Cas9 : Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats associated with
CRISPR-associated protein 9. Technologie
d'édition génétique

CTCF : CCCTC-Binding Factor. Facteur de
transcription et insulateur protéique

Cx30.2 : Connexine 30.2 de jonctions gap. Codée
par le géne GJC3

Cx40 : Connexine 40 de jonctions gap. Codée par
le géne GJA5

Cx43 : Connexine 43 de jonctions gap. Codée par
le géne GJA1

Cx45 : Connexine 45 de jonctions gap. Codée par
le géne GJC1

D

DH5a : Bactéries E. coli thermocompétentes

Dkk-1: Dickkopf WNT Signaling Pathway Inhibitor
1. Molécule de signalisation

DMSO : Diméthylsulfoxyde

DSIF : DRB-sensitivity inducing factor. Impliqué
dans la pause de I'ARN polymerase I

E

EED : Embryonic Ectoderm Development. Sous-
unité du complexe répresseur Polycomb 2

EGF : Epidermal Growth Factor. Molécule de
signalisation

EOMES : Eomesdermin. Facteur de transcription

EZH1 : Enhancer Of Zeste 1. Sous-unité du
complexe répresseur Polycomb 2

EZH2 : Enhancer Of Zeste 2. Sous-unité du
complexe répresseur Polycomb 2

F

FGF2 : Fibroblast Growth Factor 2. Molécule de
signalisation

FRET : Fluorescence resonance energy transfer.
Technique d'imagerie pour I'étude

d'interactions protéiques



G

GATA : Famille des facteurs de transcription GATA

GATA4 : GATA Binding Protein 4. Facteur de
transcription

GATAS : GATA Binding Protein 5. Facteur de
transcription

GJA1 : Gap Junction Protein Alpha 1. Géne codant
la connexine 43 (Cx43)

GJAS : Gap Junction Protein Alpha 5. Géne codant
la connexine 40 (Cx40)

GJC1 : Géne codant la connexine 45 (Cx45)

GJC3 : Géne codant la connexine 30.2 (Cx30.2)

GRN : Gene Regulatory Network. Réseau de
régulation de genes

GWAS : Genome Wide Association Study

H

H1 : protéine histone H1

H2A : protéine histone H2A

H2B : protéine histone H2B

H3 : protéine histone H3

H3K122Ac : Acétylation de la lysine 122 de
I'histone H3. Marque épigénétique

H3K14Ac : Acétylation de la lysine 14 de I'histone
H3. Marque épigénétique

H3K18Ac : Acétylation de la lysine 18 de I'histone
H3. Marque épigénétique

H3K27Ac : Acétylation de la lysine 27 de I'histone
H3. Marque épigénétique

H3K27Me3 : Triméthylation de la lysine 27 de
I'histone H3. Marque épigénétique

H3K36Me3 : Triméthylation de la lysine 36 de
I'histone H3. Marque épigénétique

H3K4Mel : Monométhylation de la lysine 4 de
I'histone H3. Marque épigénétique

H3K4Me3 :
I'histone H3. Marque épigénétique

H3K64Ac : Acétylation de la lysine 64 de I'histone
H3. Marque épigénétique

H3K79Me2 : Diméthylation de la lysine 79 de
I'histone H3. Marque épigénétique

H3K8Ac : Acétylation de la lysine 8 de I'histone H3.
Marque épigénétique

H3K9Ac : Acétylation de la lysine 9 de I'histone H3.
Marque épigénétique

Triméthylation de la lysine 4 de

H3K9Me2 : Diméthylation de la lysine 9 de
I'histone H3. Marque épigénétique
H3K9Me3 : Triméthylation de la lysine 9 de

I'histone H3. Marque épigénétique

H4 : protéine histone H4

HAND1 : Heart And Neural Crest Derivatives
Expressed 1. Facteur de transcription

HAND2 : Heart And Neural Crest Derivatives
Expressed 2. Facteur de transcription

HCN4 : Hyperpolarization Activated Cyclic
Nucleotide Gated Potassium Channel 4. Canal
potassique permettant I'automaticité dans le
systéme de conduction cardiaque

HDAC : Histone désacétylase

HEK293 : Human embryonic kidney 293 cells.
Lignée cellulaire

hESCs : Human Embryonic Stem Cells. Cellules
souches embryonnaires humaines

Hi-C : high-throughput chromatin conformation
capture.  Technique d'analyse de la
conformation de la chromatine

HP1 : Heterochromatin Protein 1. Protéine de

I'hétérochromatine 1

ID2 : Inhibitor Of DNA Binding 2. Inhibiteur
transcriptionnel

Inr : Human initiator core promoter element.
Séquence ADN du core promoter favorisant
l'initiation de la transcription

iPS : Induced pluripotent stem cell. Cellules
souches pluripotentes induites

iPS-CFs : Induced pluripotent stem cell derived
cardiac fibroblasts. Fibroblastes cardiaques
dérivés d’iPS

iPS-CMs
souches pluripotentes induites (iPS)

Cardiomyocytes dérivés de cellules

Iro-C : Locus Iroquois chez la Drosophile

IRX : Famille des facteurs de transcription IRX
(Iroquois homeobox)

IRX1 : Iroquois Homeobox 1. Facteur de
transcription

IRX2 : lIroquois Homeobox 2. Facteur de
transcription

IRX3 : Iroquois Homeobox 3. Facteur de
transcription
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IRX4 : lIroquois Homeobox 4. Facteur de
transcription

IRX5 : lIroquois Homeobox 5. Facteur de
transcription

IRX5-HA : Lignée iPS exprimant IRX5 couplé a un
tag HA

IRX5KC : Lignée iPS KO pour IRX5

IRX6 : Iroquois Homeobox 6. Facteur de
transcription

IrxA : Cluster A de genes Iroquois chez les
mammiféres

IrxB : Cluster B de génes Iroquois chez les
mammiferes

ISL1 : ISL LIM Homeobox 1. Facteur de
transcription

K

KChIP2 : Potassium Channel Interacting Protein 2.
Sous unité accessoire de canaux potassiques
voltage-dépendants

Kend2 : Potassium Voltage-Gated Channel
Subfamily D Member 2. Géne codant le canal
Kv4.2

KI : Knock-in ou insertion génétique

KLD : Traitement Kinase, Ligase et enzyme de
restriction Dpnl

KIf4 : Kruppel Like Factor 4. Facteur de
transcription

KO : Knock-out ou invalidation de l'expression
d'un géne

Kv4.2 : Canal potassique voltage-dépendant

Kva4.3 : Canal potassique voltage-dépendant

L

LADs : Lamina-associated domain. Domaines
associés a la lamina nucléaire

Lefty 1 :
Molécule de signalisation

Left-Right Determination Factor 1.

M

MEF-2 : Famille des facteurs de transcription
Mef2 ( Myocyte Enhancer Factor)

MEIS2 : Meis Homeobox 2. Facteur de
transcription

MESP1 : Mesoderm Posterior BHLH Transcription
Factor 1. Facteur de transcription

N

Navl.5 : Canal sodique voltage-dépendant. Codé
par le géne SCN5A

NELF : Negative Elongation Factor. Impliqué dans
la pause de I'ARN polymerase I, : Negative
Elongation Factor. Impliqué dans la pause de
I'ARN polymerase Il

NKX : Famille des facteurs de transcription NKX
(NK2 Homeobox)

NKX2-5 NK2 Homeobox 5. Facteur de
transcription

Notch : Famille de récepteurs membranaire
impliquée de la voie de signalisation Notch

Notchl
signalisation

NPPA : Natriuretic Peptide A. Gene codant le
peptide natriurétique auriculaire (ANP)

Notch Receptor 1. Molécule de

o

OCT4 : Octamer-binding transcription factor 4.
Facteur de transcription. Codé par le géne
POUS5F1

OGA : O-GIcNAcase. Enzyme

P

PAM : Protospacer Adjacent Motif. Motif reconnu
par I'enzyme Cas9 du complexe CRISPR-Cas9
PBS : Phosphate Buffered Saline. Tampon
phosphate salin

PCA : Principal Component Analysis. Analyse de
réduction de dimensionnalité en composants
principales

PCR : Polymerase Chain Reaction. Réaction en
chaine de la polymérase

PIC : Pre-initiation complex. Complexe de pré-
initiation de la transcription

PITX2 : Paired Like Homeodomain 2. Facteur de
transcription

POUSF1 : POU Class 5 Homeobox 1. Géne codant
le facteur de transcription OCT4

Q
gPCR : PCR quantitative



R

RBBP4 : RB Binding Protein 4. Sous-unité du
complexe répresseur Polycomb 2

RBBP7 : RB Binding Protein 7. Sous-unité du
complexe répresseur Polycomb 2

RNA-Seq : RNA-Sequencing. Technique d'analyse
transcriptomique

RPMI : Roswell Park Memorial Institute medium.
Milieu de culture cellulaire

RYR2 : Ryanodine Receptor 2. Géne codant le
récepteur a la ryanodine de type 2 (cardiaque)

S

SCN5A : Sodium Voltage-Gated Channel Alpha
Subunit 5. Géne codant le canal sodique
Navl.5

SERCA2
ATPase du réticulum

: Pompe sarco/endoplasmique Ca2+

Shox2 : Short Stature Homeobox 2. Facteur de
transcription
SNPs  :Single
Polymorphismes d’un nucléotide

nucleotide  polymorphisms.

SOX2 : SRY (sex determining region Y)-box 2.
Facteur de transcription

SUZ12 : Suppressor Of Zeste 12. Sous-unité du
complexe répresseur Polycomb 2

SVF : Sérum de veau feetal

SWI/SNF SWitch/Sucrose Non-Fermentable.
Complexe remodeleur de chromatine

T

T3 : Triiodothyronine. Hormone thyroidienne

TADs : Topologically Associating Domains

Tag HA : Séquence de I'hémagglutinine grippale
humaine

TALE : Three Amino-acid Loop Extension. Classe
d'homéodomaines protéiques

TBX : Famille des facteurs de transcription TBX (T-
Box Transcription Factor)

TBX1 : T-Box Transcription Factor 1. Facteur de
transcription

TBX18 : T-Box Transcription Factor 18. Facteur de
transcription

TBX2 : T-Box Transcription Factor 2. Facteur de
transcription

TBX20 : T-Box Transcription Factor 20. Facteur de
transcription

TBX3 : T-Box Transcription Factor 3. Facteur de
transcription

TBX5 : T-Box Transcription Factor 5. Facteur de
transcription

TBXT : T-Box Transcription Factor T. Facteur de
transcription. Alias : Brachyuryou T

TFIIA : Transcription factor lIA. Responsable de
I'initiation de la transcription

TFIIB : Transcription factor IIB. Responsable de
I'initiation de la transcription

TFID : Transcription factor IID. Responsable de
I'initiation de la transcription

TFIE : Transcription factor IIE. Responsable de
l'initiation de la transcription

TFIF : Transcription factor IIF. Responsable de
l'initiation de la transcription

TFIIH : Transcription factor IIH. Responsable de
l'initiation de la transcription

TGF-B : Transforming growth factor B, ou facteur
de croissance transformant 3

Tn5 : Transposase Tn5 ou Tagmentase

TNNI1 : Troponin 11, Slow Skeletal Type. Géne
codant la troponine 11

TNNI3 : Troponin I3, Cardiac Type. Gene codant la
troponine I3

TSS : Transcription Start Site. Point de départ de
la transcription

v

Vmhcl :
Chaine lourde de myosine ventriculaire du

Ventricular Myosin Heavy Chain 1.

poulet
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Contexte de recherche

Cette thése a été réalisée au sein de l'unité de recherche de l'institut du thorax
(INSERM UMR1087 - CNRS UMRG6291, directeur : Richard Redon), dont les axes de recherche

principaux portent sur I’étude des maladies cardiovasculaires, métaboliques et respiratoires.

Ce projet a été conduit dans I'équipe Il — Canaux ioniques et cardiopathies, dirigée par
Flavien Charpentier et Michel De Waard, dans le sous-groupe composé de Patricia
Lemarchand, Nathalie Gaborit et Guillaume Lamirault. Les objectifs d’étude de ce sous-groupe
sont de mieux comprendre I'implication des facteurs de transcription dans le développement
cardiaque et |'établissement de pathologies, plus particulierement des troubles du rythme

cardiaque, par l'utilisation de cellules souches pluripotentes induites (iPS) humaines.

Cette thése a été dirigée par Patricia Lemarchand et co-encadrée par Nathalie Gaborit
et Jeremie Poschmann.

Patricia Lemarchand, Professeure des universités - Praticien hospitalier (Nantes
Université), et Nathalie Gaborit, Chargée de recherche (CNRS), ont participé au
développement au sein de l'institut du thorax, du modeéle iPS et particulierement de leur
différenciation cardiaque et de leur utilisation pour modéliser des pathologies cardiaques. En
partant des travaux précédemment réalisés par Nathalie Gaborit sur les facteurs de
transcription lroquois, les projets de I’équipe se sont focalisés sur I'’étude de ces facteurs de
transcription dans I’établissement de troubles du rythme cardiaque, en utilisant le modele iPS,
qui a fait I'objet de plusieurs publications.

La poursuite de I'étude du role de ces facteurs de transcription dans le développement
cardiaque pour la mise en place de ce projet de thése, a ensuite nécessité I'utilisation
d’analyses épigénétiques grace a une collaboration avec Jeremie Poschmann, chargé de
recherche (INSERM) au sein du Center for Research in Transplantation and Translational

Immunology (UMR1064), expert dans cette thématique.
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I.1. Physiologie cardiaque

La contraction du coeur résulte d’un influx électrique généré dans le nceud sinusal, au
niveau de l'oreillette droite, qui va enclencher la contraction des oreillettes lors de sa
propagation jusqu’au nceud atrioventriculaire, a la jonction des oreillettes et des ventricules.
La vitesse de conduction y est ralentie, avant le passage de I'influx électrique respectivement
dans le faisceau de His, les branches droites et gauches du faisceau de His (le tout situé dans
le septum interventriculaire) et le réseau ventriculaire de fibres de Purkinje, pour permettre
une synchronisation entre la relaxation des oreillettes et la contraction des ventricules

(Miquerol, 2018).

Membrane plasmique @ @

" — | M
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Myofilaments  H'
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Figure 1 : Couplage excitation-contraction dans un cardiomyocyte

Un influx électrique ou potentiel d’action vient activer les canaux calciques voltage-dépendants dans les tubules
T, provoquant une entrée de calcium dans la cellule. L’entrée de calcium extracellulaire va provoquer la
libération du calcium du réticulum sarcoplasmique (RS) par I'intermédiaire du récepteur a la ryanodine de type
2 (RyR). Cette augmentation de calcium est nécessaire au coulissement des myofilaments, induisant la
contraction. Le calcium est ensuite re-stocké dans le réticulum par la pompe SERCA2, elle-méme régulée par le
phospholamban (PLB), puis extrudé de la cellule par I'échangeur Na*/Ca?* (NCX) et d’autres échangeurs
ATPasiques (ATP). Adapté de Bers, 2002.

La contraction cardiaque est sous le controle d’'un couplage excitation-contraction
s’établissant a I’échelle cellulaire (Figure 1) (Bers, 2002). Ce couplage débute lors du passage
de l'influx électrique, correspondant a un potentiel d’action, généré par une association
complexe d’entrée et sortie d’ions a travers la membrane plasmique des cardiomyocytes
(Nerbonne and Kass, 2005). Le potentiel d’action est composé de cing phases: (0) une
dépolarisation rapide de la membrane par le courant sodique Ina, suivie (1) d’'une phase de

repolarisation précoce liée a I'activation du courant potassique lw, puis (2) une phase de
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plateau associée principalement au courant calcique Icai, avant (3) une phase de repolarisation
médiée par plusieurs courants potassiques (lks, lkr) et (4) une phase diastolique, associée soit
au courant lf permettant 'automaticité de la génération des potentiels d’action dans les
cardiomyocytes nodaux, soit au courant lk:1 stabilisant le potentiel de repos dans les
cardiomyocytes atriaux et ventriculaires. Par ailleurs, des différences de courants ioniques
sont observées dans les différents types de cardiomyocytes (nodaux, atriaux et ventriculaires)
ou en fonction de la région cardiaque, provoquant des différences de la forme de leur
potentiel d’action spécifique (Figure 2) (Harvey and Grant, 2018; Lane and Tinker, 2017). Ainsi,
dans I"épaisseur de la paroi des ventricules sont retrouvées des formes différentes de
potentiels d’action, associées a la présence ou non du courant lo (Figure 2). Cette
hétérogénéité physiologique permet I'établissement du gradient ventriculaire transmural du
potentiel d’action et permet une repolarisation appropriée des ventricules (Antzelevitch,

2005).
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Figure 2 : Potentiels d’action et courants ioniques cardiaques
A. lllustration des différents potentiels d’action générés dans le cceur et leur intégration au sein du tracé typique
d’électrocardiogramme (ECG). B. Différents courants ioniques sont impliqués dans les différences de potentiels
d’action. Adapté de Bers, 2002, Harvey and Grant, 2018, Lane and Tinker, 2017, Nerbonne and Kass, 2005.

L'intégration de I'ensemble des différents potentiels d’action a chaque contraction
peut étre observée sur |'électrocardiogramme, ol I'onde P correspond a la dépolarisation des
oreillettes qui reflete leur contraction, ou le complexe QRS correspond ensuite a une
combinaison entre la repolarisation des oreillettes et la dépolarisation des ventricules et ou
I'onde T refléte la repolarisation des ventricules (Figure 2). La transmission du potentiel
d’action entre les cardiomyocytes s’effectue a I'aide de connexines (Cx) formant des pores

entre les cellules, dans des régions spécialisées des cardiomyocytes, les disques intercalaires,
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et qui entrainent 'activation des canaux sodiques voltage-dépendants (Ina) (Kleber and Saffitz,
2014). Cette dépolarisation membranaire au niveau des tubules transverses ou tubules T
(invaginations de la membrane plasmique) des cardiomyocytes atriaux et ventriculaires induit
une augmentation du calcium cytosolique par I'activation de canaux calciques voltage-
dépendants de type L (lcal) et par le relargage de calcium du réticulum sarcoplasmique par
I'intermédiaire du récepteur a la ryanodine (Bers, 2002). Le calcium se fixe ensuite a la
troponine entrainant la contraction par coulissement des filaments épais de myosine et fins
d’actine. Ensuite au cours de la phase de repolarisation membranaire, le calcium cytosolique
est re-stocké dans réticulum sarcoplasmique par I'intermédiaire de la pompe SERCA2 (pompe
sarco/endoplasmique Ca?* ATPase du réticulum) et est en paralléle éjecté de la cellule
principalement par I’échangeur sodium-calcium NCX (Eisner et al., 2017).

En plus de I'hétérogénéité des cardiomyocytes, qui ne correspondent qu’a 35% environ
des cellules présentes dans le coeur (Tucker et al., 2020), d’autres types cellulaires sont
présents. Cette complexité cellulaire a récemment été mise en évidence lors de la création
d’atlas cellulaires du cceur, basés sur des données en cellule unique : parallelement aux
cardiomyocytes, on trouve principalement des fibroblastes, mais aussi des cellules
musculaires lisses, des cellules endothéliales, des cellules immunitaires (lymphocytes,
monocytes, macrophages, ...) et des neurones (Litvifiukovd et al., 2020). Les fibroblastes
cardiaques (environ 32% des cellules du cceur; Tucker et al.,, 2020) sont des cellules
importantes dans la communication entre les différents types cellulaires présents dans le
ceceur et ils ont notamment des interactions proches avec les cardiomyocytes (Nicin et al.,
2022). Par leur action régulatrice de la balance production/dégradation de matrice
extracellulaire, ils sont des acteurs centraux des mécanismes de fibrose cardiaque (Hall et al.,
2021). En effet, lors d’évenements conduisant a la mort de cardiomyocytes (ex : infarctus du
myocarde), la capacité de régénération du coeur adulte étant tres faible (Bergmann et al.,
2009, 2015; Nguyen et al., 2021), des mécanismes de remodelage se mettent en place pour
tenter de réparer la région touchée, notamment par la production de matrice extracellulaire
non contractile, correspondant a la fibrose, afin de prévenir la rupture du myocarde
(Frangogiannis, 2021). Le processus lésionnel provoque une transdifférenciation des
fibroblastes quiescents en fibroblastes activés, ou myofibroblastes (a-SMA*), qui vont

produire de la matrice extracellulaire (principalement du collagene) et bien qu'initialement
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bénéfiques pour le maintien de la fonction cardiaque, les effets a long terme d'une fibrose

excessive sont néfastes (Hall et al., 2021).

1.2. Développement cardiaque

Le cceur est le premier organe de I'embryon humain a se former pour permettre un
apport de nutriments aux cellules et une captation des déchets, et ainsi de poursuivre le
développement multicellulaire, puis multi-organe de I'’embryon. Dans cette section seront
présentées les différentes étapes clés de la formation d’un cceur fonctionnel et plus
particulierement des ventricules. Les données obtenues chez I’lhumain seront présentées
préférentiellement et complétées, en cas d’absence, par des données obtenues dans d’autres
organismes. Une attention particuliére sera portée aux role des facteurs de transcription, qui

représentent le coeur du sujet de ce travail.

.2.A. Développement pré-cardiaque: de la pluripotence au

mésoderme cardiogénique

1.2.A.q. Pluripotence

Le développement humain débute par la fécondation et la formation d’un zygote
unicellulaire totipotent qui va rapidement se diviser de maniere exponentielle (Condic, 2014;
Zhai et al., 2022). Ces divisions successives vont conduire, 5 jours aprés la fécondation, a la
formation d’un blastocyste primitif composé: (1) d’'une enveloppe cellulaire externe, le
trophectoderme, qui formera le placenta, (2) d’'une masse cellulaire interne, constituée de
cellules souches pluripotentes, a partir desquelles sera formé le foetus entier, et (3) d’'une
cavité remplie de liquide, le blastoccele (Figure 3) (Davidson et al., 2015). Les cellules
pluripotentes de la masse cellulaire interne sont actuellement utilisées comme modele de
cellules souches embryonnaires humaines (hESCs ; Vazin and Freed, 2010). La masse cellulaire
interne, sous l'influence de la signalisation TGF-B va ensuite, au 7¢™ jour aprés la fécondation,
se diviser (1) en épiblaste, correspondant aux cellules pluripotentes précurseurs de tous les
tissus et (2) en endoderme primitif, qui formera les sacs vitellins (primaire et secondaire)

permettant, entre autre, I"apport de nutriments a I'embryon (Avila-Gonzalez et al., 2021).
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Figure 3 : Développement pré-cardiaque humain

Le nombre de jours post fécondation (jpf) chez I'numain et le stade embryonnaire (E) équivalent chez la souris
sont indiqués pour chaque étape. Les axes proximal-distal (Prox./Dist.) et antéro-postérieur (Ant./Post.) sont
également indiqués. MCl : Masse cellulaire interne. La ligne pointillée a 14 jpf indique le sens de déplacement de
la ligne primitive lors de la gastrulation. Adapté de Chapitre 5 - Carlson, 2018.

Cet état de pluripotence qui est transitoire in vivo ou pouvant étre stabilisé in vitro, est
régi par trois facteurs de transcription spécifiques : OCT41, SOX2 et NANOG (Li and Belmonte,
2018). lIs fonctionnent ensemble pour réguler positivement leurs propres promoteurs
(formant une boucle autorégulatrice interconnectée) ainsi que ceux d’autres geénes
permettant le maintien du caractére souche des cellules. lls inhibent en parallele I’expression
de génes associés a la différenciation dans d’autres lignages cellulaires (Young, 2011). Ce
groupe de facteurs de transcription fonctionne en coopération fonctionnelle avec d’autres
facteurs de transcription tel que c-Myc. En effet, il est suggéré que la triade
OCT4/SOX2/NANOG cible spécifiquement les géenes de la pluripotence en se fixant a leurs
promoteurs pour recruter ’ARN polymérase, alors que c-Myc, sur ces mémes promoteurs,
agit en interrompant la pause de la polymérase pour déclencher la transcription (Yeo and Ng,
2013). La déstabilisation de cette triade par des facteurs extrinseéques va provoquer le passage
progressif d’un état de pluripotence a celui de différenciation vers différents types cellulaires.

Entre le 78 et le 10°™¢ jour aprés la fécondation, I'embryon va s’implanter dans la
mugqueuse utérine, les cellules pluripotentes de I'épiblaste vont passer d’un état naif a
« amorcé » et vont différer sur plusieurs aspects comme I'expression spécifique de génes
marqueurs, ou la méthylation globale de I’ADN (Davidson et al., 2015). Les cellules amorcées

sont plus enclines a la différenciation contrairement aux cellules naives qui sont fortement

1. Par nomenclature, les symboles des génes sont en écrits en italique et ceux des protéines en
texte droit. Les symboles des génes et protéines chez ’humain sont écrits en majuscule, et ceux des
génes et protéines chez la souris sont écrits en minuscule.
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ancrées dans la pluripotence et, de maniere concordante in vitro les hESCs amorcées sont
capables de bien se différencier en cardiomyocytes battants contrairement aux hESCs naives
(Warrier et al., 2017). La différence entre les états naif et amorcé est bien décrite chez la
souris, mais il manque des modeles adéquats pour décrire dans le détail ces différences chez
I’lhumain (Huang et al., 2014). C’est enfin environ au 11°™¢ jour aprés la fécondation, que
I’épiblaste et 'endoderme primitif vont respectivement former la cavité amniotique et le sac

vitellin, par cavitation (Figure 3) (Wamaitha and Niakan, 2018).

1.2.A.b.  Gastrulation

Au 14®™e jour aprés la fécondation, 'embryon entre dans I'étape de gastrulation
(Figure 4), qui va aboutir a la formation des trois feuillets embryonnaires : (1) I'endoderme,
qui donnera notamment les hépatocytes, les cellules pulmonaires et intestinales, (2) le
mésoderme, d’ou dérivent notamment les cardiomyocytes, les cellules musculaires lisses et
endothéliales et, (3) I'ectoderme, qui est la source des progéniteurs neuronaux et des cellules
de I'’épiderme par exemple (Williams et al., 2012). La gastrulation débute par la formation de
la ligne primitive (ou primitive streak en anglais), dans la région postérieure de I'épiblaste
(Figure 4A) (Ghimire et al., 2021). La ligne primitive se crée par un détachement de cellules de
I'épiblaste qui subissent une transition épithélio-mésenchymateuse (Thiery et al., 2009), et

elle se propage linéairement vers la région antérieure de I'embryon. La ligne primitive sert de
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C Mésoderme deE plaque latérale
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4 Mésoderme intermédiaire

Mésoderme de la plaque latérale

Post.

'!1

Figure 4 : Gastrulation et formation du mésoderme humain

A. Vue dorsale du disque embryonnaire de I'embryon en gastrulation. L'axe antéro-postérieur est indiqué
(Ant./Post.). B. Section sagittale de I'embryon. C. Vue antérieure d’une coupe transversale du disque
embryonnaire. Adapté de Chapitre 5 - Carlson, 2018 et Chapitre 5 - Sadler and Langman, 2012.
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Mésoderme extra-embryonnaire
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point d’entrée pour la colonisation, par des cellules de I'épiblaste, de I'invagination qui se crée
entre I'épiblaste et I'endoderme primitif (Ghimire et al., 2021).

D’un point de vue moléculaire, la signalisation BMP semble centrale pour la
gastrulation et la formation de la ligne primitive chez la souris, ou la principale source de BMP
est I'ectoderme extraembryonnaire, dérivé du trophectoderme. Chez ’humain il n’existe pas
d’équivalent clair a cette région embryonnaire, cependant chez le macaque I'épithélium de la
cavité amniotique est connu pour agir comme un centre de régulation de I'activité BMP. Cette
région pourrait donc étre la source de la signalisation BMP chez I’humain (Avila-Gonzélez et
al., 2021; Rossant and Tam, 2022). Des données chez la souris indiquent que cette signalisation
est complétée par I'activation des voies de signalisation Wnt (Wnt3) et Nodal (membre de la
famille du TGF-B) dans la région postérieure de I'épiblaste et provoque I'apparition et la
formation de la ligne primitive. En parallele, la stabilisation de 'endoderme viscéral antérieur
correspondant a I'endoderme primitif situé sous la région antérieure de I'épiblaste (Figure
4B), va engendrer la production d’inhibiteurs de Nodal (Cerl et Lefty 1) et Wnt (Dkk-1)
empéchant la propagation de la ligne primitive dans la région antérieure de I'embryon et
provoquant I'apparition du nceud primitif (Chapitre 5 - Carlson, 2018). L’association des
signalisations Wnt/Nodal est connue chez la souris pour activer I'expression de facteurs de
transcription au sein de la ligne primitive, comme TbxT dont I'activité est nécessaire au
déplacement des futures cellules du mésoderme qui vont franchir la ligne primitive (Chapitre
5 - Carlson, 2018; Chapitre 3 - Schoenwolf et al., 2014), ou comme Eomes, marqueur pan-

mésodermique (Probst and Arnold, 2017).

1.2.A.c. Meésoderme cardiogénique

Les cellules colonisant la région sous I'épiblaste vont, d’une part, remplacer les cellules
de I'endoderme primitif pour former I'’endoderme définitif et, d’autre part, se différencier en
cellules du mésoderme pour former les mésodermes paraxial , intermédiaire et de la plaque
latérale (Chapitre 5 - Sadler and Langman, 2012). Le mésoderme de la plaque latérale va se
diviser en deux couches (Figure 4C) : (1) une couche pariétale ou somatique qui donnera les
cellules du derme de la peau, des membres et des os et (2) une couche viscérale ou
splanchnique permettant la formation des progéniteurs cardiaques notamment (Chapitre 6 -
Carlson, 2018; Chapitre 13 - Sadler and Langman, 2012). Au 16°™ jour environ aprés la
fécondation, les cellules de la couche viscérale du mésoderme de la plaque latérale exprimant

le gene codant le facteur de transcription Mesp1 (Chiapparo et al., 2016), activé par Eomes
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(De Bono et al., 2018; Van den Ameele et al., 2012), vont ensuite rapidement migrer vers la
région antérieure de I'embryon. Cette migration s’effectue sous I'influence de la balance de
signalisation : activation BMP/inhibition Wnt (Chapitre 12 - Schoenwolf et al., 2014) et former
le mésoderme cardiogénique (Lescroart and Meilhac, 2012; Meilhac and Buckingham, 2018;

Chapitre 12 - Schoenwolf et al., 2014).

1.2.B. Du croissant cardiaque a la formation du tube linéaire cardiaque

1.2.B.a. Champs cardiaques

Entre le 16°™ et le 19°™¢ jour aprés la fécondation, le mésoderme cardiogénique va
progressivement, tout au long de la migration des progéniteurs vers la région antérieure de
I'embryon, prendre une forme en arc appelée « croissant cardiaque » (Figure 5 — 19 jpf)
(Chapitre 6 - Carlson, 2018). Le croissant cardiaque est une structure épithéliale
correspondant a la premiére structure reconnaissable du cceur en développement (Meilhac
et al., 2014). Il correspond également au premier champ cardiaque (ou First Heart Field en
anglais) composé de progéniteurs exprimant des facteurs de transcription centraux dans le
développement cardiaque, comme Nkx2-5, les facteurs de transcription de la famille Gata
(Gata4/5), Tbx5 ou Hand1. Ces progéniteurs aboutiront quasi-exclusivement a la formation de
cardiomyocytes dans le ventricule gauche et une partie des oreillettes (Chapitre 17 - Carlson,
2018; Meilhac and Buckingham, 2018; Schoenwolf et al., 2014).

Il existe également un second champ cardiaque (ou Second Heart Field en anglais),
situé en position plus médiane et ventrale que le premier, qui est composé de progéniteurs
cardiovasculaires multipotents exprimant spécifiquement les facteurs de transcription Isl1 et
Tbx1. Ces progéniteurs aboutiront a la production (1) des cardiomyocytes dans le ventricule
droit, ainsi que dans les oreillettes et la chambre de chasse (ou outflow tract en anglais) du
cceur en développement, notamment sous I'impulsion de I'acide rétinoique et des facteurs de
transcription Hox (Bertrand et al., 2011; Stefanovic and Zaffran, 2017). lls aboutiront
également a la production (2) des cellules musculaires lisses et endocardiques (De Bono et al.,
2018; Glinthel et al., 2018; Kelly et al., 2014). Les cellules du second champ cardiaque vont
aussi former le proépicarde (Figure 5 — 21 jpf), correspondant a un pool cellulaire qui
engendrera notamment la production (1) de fibroblastes cardiaques, constituant la majorité
des cellules interstitielles du coeur et (2) de la couche cellulaire externe du cceur, I'épicarde

(Chapitre 17 - Carlson, 2018; Krenning et al., 2010; Moore-Morris et al., 2016). Une étude chez

27



28

Premier champ cardiaque (croissant cardiaque)

Second champ cardiaque Chambre de chasse Pole artériel

Ventricule
primitif

Ventricule

Cellules endocardiques Pole artériel droit

Ligne médiane Ventricule

gauche

—_—

Oreillette
gauche

Wes (/4

W Pole veineux
) Oreillette
Proépicarde droite Sinus veineux
Chambre d’entrée Pole veineux
Humain : 19 jpf 21 jpf 23 jpf
Souris: E7 E7.5 E8

Oreillette
gauche

Oreillette
droite

Endocarde

‘> Pole artériel

Chambre
de chasse

Noeud
sinoatrial

Ventricule - i |
droit ) NP a8 Noeud

) atrioventriculaire
Ventricule
gauche

—

Faisceau de His

Oreillette

droite Ventricule

Oreillette droit

gauche Ventricule

et gauche
M c)tan_‘eltrabecule
Pdle veineux v compact Fibres de Purkinje
Humain: 23 jpf 32 jpf 50 jpf a adulte
Souris : E8 E10.5 E15 a adulte

Figure 5 : Développement cardiaque humain du croissant cardiaque au cceur adulte

A partir de 21 jpfles zones beiges correspondent au myocarde primaire et les zones rouges et bleues au myocarde
des chambres cardiaques. Le nombre de jours post fécondation (jpf) chez I'hnumain et le stade embryonnaire (E)
équivalent chez la souris sont indiqués. Adapté de Buijtendijk et al., 2020, Chapitre 5 et 17 - Carlson, 2018 et
Sylva et al., 2014.

la souris indique que des la gastrulation, différentes sous-populations Mespl*
temporellement et spatialement distinctes existent et correspondent a des progéniteurs
cardiaques engagés dans les différentes régions du coeur (Lescroart et al., 2018). Par exemple,
les cellules du premier champ cardiaque dérivent de progéniteurs Mespl* « précoces » au
début de la ligne primitive, alors les cellules du second champ cardiaque dérivent de
progéniteurs Mespl* plus tardifs (Lescroart et al., 2014).
1.2.B.b. Tube linéaire cardiaque

Entre le 19%™¢ et le 21°™¢ jour aprés la fécondation, les cardiomyocytes primitifs en

différenciation provenant du premier champ cardiaque vont progressivement fusionner au

niveau de la ligne médiane. Ce processus va former le tube linéaire cardiaque renfermant une
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couche de cellules endocardiques et une couche de cellules myocardiques séparées par une
région matricielle acellulaire, la gelée cardiaque (Glinthel et al., 2018). La fusion progressive
des cellules du premier champ cardiaque va provoquer la création du péricarde, une cavité
remplie de plasma permettant la protection et la lubrification du coeur en développement
(Chapitre 17 - Carlson, 2018; Jaworska-Wilczynska et al., 2016). Le tube linéaire cardiaque
posséde un pole veineux du coté de la chambre d’entrée du tube (ou inflow tract en anglais)
et un pole artériel du c6té de la chambre de chasse du tube (Figure 5 —21 jpf). Le pOle veineux,
proche des régions progénitrices des oreillettes, est la source d’un pool de cellules qui
aboutira a la formation (1) de la région de confluence des veines au niveau de l'oreillette
droite, appelée sinus veineux et (2) d’une partie des cellules composant le futur nosud
sinoatrial, responsable de la génération de I'influx électrique cardiaque (van Wijk et al., 2018).
La chambre de chasse va également étre colonisée par une autre population cellulaire (non
présentée ici), les cellules de la créte neurale (Yamagishi, 2021). Une fois le tube
complétement formé, les premieres contractions cardiaques vont apparaitre du coté du pole

veineux (Buijtendijk et al., 2020).

1.2.C. Formation des chambres cardiaques : focus sur I’hétérogénéité

ventriculaire transmurale

1.2.C.a. Formation de la boucle ou « looping » cardiaque

Entre le 22°™e et le 23%™¢ jour aprés la fécondation, le tube linéaire cardiaque va
commencer a se densifier en cellules, non pas par division des cardiomyocytes primitifs du
premier champ cardiaque, mais par I'incorporation de cellules du second champ cardiaque au
niveau des deux extrémités du tube (Chapitre 17 - Carlson, 2018; Sylva et al., 2014). En
parallele, le tube cardiaque entre dans une étape de formation d’une boucle (ou looping en
anglais) et va se déformer, provoquant la formation de la premiere structure cardiaque
asymétrique visible, en passant d’une forme linéaire a une forme en C puisen S (Figure 5—-23
jpf) (Buijtendijk et al., 2020; Dees and Baldwin, 2018). Le looping permet une réorganisation
spatiale des différentes régions du tube et va induire le bon positionnement des futurs
ventricules et oreillettes. Différents facteurs de transcription ont été décrits comme impliqués
dans le looping cardiaque, comme Pitx2, qui est responsable de I'asymétrie droite-gauche
pendant la formation du croissant cardiaque sous I'impulsion de la signalisation Nodal, et qui

induit la rotation de la chambre de chasse pendant le looping (Campione et al.,, 2018).
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Cependant, I'implication de Pitx2 ne semble pas indispensable, car sa délétion spécifique dans
les cardiomyocytes n’induit pas de défaut de looping (Desgrange et al., 2018). Les facteurs de
transcription Nkx2-5, Mef-2, Hand1 et Hand2 ont aussi été impliqués dans le looping, car le
knock-out (KO) de ces genes bloque le développement cardiaque a ce stade (Chapitre 17 -
Carlson, 2018). Les valves cardiagues vont commencer a se développer (non présenté ici),
juste aprés le looping, entre le 31 et e 35%™¢ jour aprés la fécondation (O’Donnell and

Yutzey, 2020).

1.2.C.b. Ballooning et apparition des chambres cardiaques

Une étape de gonflement (ou ballooning en anglais) va étre enclenchée avant la fin du
looping du tube cardiaque, par une nouvelle vague de prolifération et de différenciation des
cardiomyocytes spécifiqguement localisés dans le tube pour permettre la création des futures
chambres cardiaques (Glinthel et al., 2018; Sylva et al., 2014). On distingue ensuite deux types
de myocarde : le myocarde primaire et le myocarde des chambres cardiaques. Le myocarde
primaire est présent dans le tube cardiaque et son développement est guidé par le facteur de
transcription Tbx2. Il est composé de cardiomyocytes dotés d’une activité électrique
spontanée, avec de faibles capacités de contraction et de croissance, et d’'une vitesse lente de
conduction de l'influx électrique. Le myocarde des chambres cardiaques est retrouvé dans les
oreillettes et les ventricules et son développement est guidé par le facteur de transcription
Tbx5. Il est constitué de cardiomyocytes présentant une organisation sarcomérique bien
établie, leur permettant de se contracter fortement, ainsi que de hautes vitesses de
conduction de l'influx électrique et de hautes capacités prolifératives, mais sans activité
électrique spontanée (Chapitre 17 - Carlson, 2018; Paige et al., 2015). GATA4, TBX5 et NKX2-
5 constituent un groupe majeur de facteurs de transcription agissant en coopération dans la
régulation de la formation des chambres cardiaques (Moorman and Christoffels, 2003; Paige
et al., 2015; Tan and Lewandowski, 2020). Tbx20 est aussi fortement impliqué dans
I’établissement des chambres cardiaques, d’'une part, en interagissant avec ces facteurs de
transcription centraux pour activer I'expression de génes spécifiques du myocarde des
chambres, comme Nppa, Gjal/5 ou Id2 (Moorman et al., 2010; Sylva et al., 2014). D’autre
part, il inhibe I'activité de facteurs de transcription comme Tbx2 et Tbx3 dont la fonction est
d’empécher I'établissement des programmes d’expression génique des chambres cardiaques
(Paige et al., 2015). La suppression de l'expression du facteur de transcription Mef2c,

majoritairement activé par Isll dans le second champ cardiaque, induit des défauts séveres
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de développement du ventricule droit et de la chambre de chasse, révélant son role
fondamental dans la formation de ces structures (Dodou et al., 2004). Les facteurs de
transcription Hand1 et Hand2 ont aussi été impliqués dans la mise en place des ventricules
(George and Firulli, 2019). Plus spécifiquement, Hand1 est majoritairement exprimé par les
cellules du premier champ cardiaque et son activité est principalement concentrée dans le
ventricule gauche, alors que Hand2 est majoritairement exprimé dans le second champ
cardiaque sous I'impulsion de I'activation par Isl1 et I'invalidation de son expression va induire
des défauts majeurs du développement du ventricule droit (Chapitre 17 - Carlson, 2018; Ren
et al,, 2021).

Le facteur de transcription Iroquois homeobox Irx4 est également impliqué dans la
spécification des chambres et plus particulierement des ventricules. Par son expression quiy
est exclusive, il permet leur spécification en inhibant les genes impliqués dans la mise en place
des oreillettes (Bruneau et al., 2000, 2001).

Entre le 27°™¢ et le 37°™¢ jour aprés la fécondation, les deux ventricules vont é&tre
progressivement de plus en plus délimités par I'apparition du septum interventriculaire,
correspondant a une protubérance du myocarde ventriculaire qui commence de I'apex du
ventricule primitif et s’étend dans la cavité ventriculaire (Figure 5 —32 jpf) (Dees and Baldwin,
2018; Chapitre 13 - Sadler and Langman, 2012). En paralléle, la septation interatriale s’effectue

pour séparer les deux oreillettes (Chapitre 17 - Carlson, 2018).

1.2.Cc. Développement myocardique des ventricules

La croissance des chambres cardiaques en particulier dans le ventricule, implique
I’expansion de sa surface, mais aussi en parallele, de I'épaississement de la paroi myocardique
ou paroi du ventricule. Sur la partie interne de la paroi ventriculaire, appelée myocarde
trabéculé, se forment entre le 23°™¢ et le 26°™¢ jour aprés la fécondation, des trabéculations
(petites excroissances) vers la lumiére des ventricules en formation. Ces trabéculations
deviennent ensuite de plus grandes crétes reconnaissables (trabécules) entre le 28 et le
328™e jour aprés la fécondation (Meilhac, 2018). Les trabécules sont constituées d’endocarde,
de gelée cardiaque acellulaire et de myocarde, respectivement de I'intérieur vers I'extérieur
de la paroi du ventricule. Il y a ensuite, dans la partie plus externe de la paroi ventriculaire, le
myocarde compact recouvert d’'une couche de cellules épicardiques (Figure 5 — 32 jpf).

L’'origine cellulaire commune entre le myocarde trabéculé et compact suppose qu’il

existe des signaux locaux responsables de leurs spécificités et de leur différenciation
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ultérieure (Moorman et al., 2010). L’interaction endocarde/myocarde permet |'apparition des
trabécules. La voie de signalisation associée a Notchl, exprimé dans I'’endocarde, permet la
régulation spécifique du myocarde par effet paracrine en induisant I'activation de genes
comme Bmpl0 par exemple (D’Amato et al., 2018; Giinthel et al., 2018). Le myocarde
trabéculé engendrera par la suite une partie du systéme de conduction ventriculaire. Ainsi,
des genes associés a |'activité électrique cardiaque sont aussi exprimés dans les trabécules,
comme les genes codant les connexines 40 et 43, ainsi que le canal sodique Nav1.5, ou encore
des facteurs de transcription impliqués dans la régulation de I'activité électrigue comme ceux
de la famille Iroquois Homeobox, Irx3 et Irx5 (Gaborit et al., 2012; Glinthel et al., 2018;
Moorman and Christoffels, 2003; Zhang et al., 2011).

Dans le cadre de la formation du myocarde compact, c’est linteraction
épicarde/myocarde qui entre en jeu, en induisant la prolifération et la croissance des
cardiomyocytes pour permettre la formation de la paroi compacte du ventricule (Moorman
et al., 2010). Des cellules multipotentes de |'épicarde viennent coloniser le myocarde et se
différencient notamment en fibroblastes cardiaques qui constituent des cellules de soutien
du tissu et permettent la sécrétion paracrine de facteurs de croissance induisant un
épaississement de la paroi ventriculaire (Glnthel et al., 2018; Meilhac, 2018).

Le myocarde va ensuite se compacter de plus en plus, aboutissant a une diminution du
nombre de trabécules a partir du 44-48°™ jour aprés la fécondation et va provoquer un
épaississement de la paroi ventriculaire (D’Amato et al., 2018). Savoir si cette compaction
résulte de la fusion des trabécules ou la croissance du myocarde compact reste encore a étre
déterminée (Meilhac, 2018). La production de cardiomyocytes est tout de méme impliquée
dans I'augmentation de I'épaisseur de la paroi, qui devient environ 7,5 fois plus épais pendant
la période du 37-42°™ jour au 56-60°™¢ jour aprés la fécondation (Figure 5 — 50 jpf) (Giinthel
et al., 2018).

1.2.D. Systeme de conduction électrique cardiaque et facteurs de

transcription

Une fois la formation des chambres effectuée, les cardiomyocytes n’ont plus d’activité
électrique spontanée, contrairement aux cardiomyocytes du myocarde primaire du tube
cardiaque. Le développement de tissus conducteurs spécialisés (faible capacité de contraction

et automaticité électrique) est donc nécessaire pour la génération et la transmission de I'influx
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électrique et pour permettre la contraction cardiaque du myocarde des chambres (Figure 5 —
50 jpf) (Chapitre 17 - Carlson, 2018). Les différents facteurs de transcription, qui sont

essentiels a la formation du tissu conducteur, seront présentés.

1.2.D.a.  Nceud sinoatrial

Le nceud sinoatrial, situé sous la jonction de l'oreillette droite et de la veine cave
supérieure, est le pacemaker cardiaque permettant la genése de l'influx électrique dans le
ceceur. Il est dérivé du myocarde primaire et provient d’'un pool de cellules progénitrices
exprimant le marqueur du second champ cardiaque, Isl1, et le marqueur des progéniteurs du
sinus veineux, Tbx18 (Mommersteeg et al., 2010). Isl1 permet I'activation du facteur de
transcription Tbx3 qui est un répresseur du programme d’expression du myocarde contractile
et est impliqué dans le maintien de l'intégrité du systéeme de conduction (Miquerol, 2018).
Tbx18 permet d’exprimer les génes associés a l'activité de pacemaker comme Hcn4,
responsable du courant dépolarisant permettant I'automaticité, ou des connexines
spécifiques, Cx45 et Cx30.2. Les facteurs de transcription majeurs Thx5 et Nkx2-5 ont des roles
opposés dans I'établissement du programme génique spécifique du nceud sinoatrial, Tbx5
induit I'expression de Tbx3 en faveur de I'établissement du nceud et Nkx2-5 active I'expression
de génes spécifiques des chambres comme Gjal, Gja5, Scn5a et Nppa (Park and Fishman,
2017; van Weerd and Christoffels, 2016). Le facteur de transcription Shox2 est central dans le
développement du nceud et le maintien de I'activité pacemaker par répression de Nkx2-5 (Ye

et al.,, 2015).

1.2.D.b.  Nceud atrioventriculaire

L'influx électrique généré dans le nceud sinoatrial va ensuite traverser les oreillettes
par les branches de Bachmann, qui assurent la communication interatriale (Van Campenhout
et al., 2013). Ensuite, les oreillettes et les ventricules étant séparés par un tissu fibreux isolant,
I'influx est contraint de rejoindre le noeud atrioventriculaire, notamment par I'intermédiaire
de voies préférentielles (Christoffels et al., 2010; Yi et al., 2012). Le nceud atrioventriculaire
est dérivé de cellules du canal atrioventriculaire embryonnaire et a pour fonction de ralentir
I'influx électrique provenant des oreillettes pour permettre de séparer leur contraction de
celle des ventricules et assurer ainsi un pompage efficace du sang (Bakker et al., 2010). La
balance de facteurs de transcription Nkx2-5/Tbx2-Tbhx3 est nécessaire pour le maintien d’un
équilibre entre la production de progéniteurs et la spécification et le maintien de I'intégrité

du tissu de conduction. Les mémes genes que ceux associés a I'activité de pacemaker du nceud
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sinoatrial (Hcn4 et les Cx45 et Cx30.2 associées a la conduction lente) y sont également
exprimés (Miquerol, 2018). La triade de facteurs de transcription Gata4, Nkx2-5, Tbx5 permet
de réguler la balance entre génération de tissu contractile ou conducteur en agissant sur des
programmes d’expression géniques spécifiques (Bhattacharyya and Munshi, 2020; Park and

Fishman, 2017).

1.2.D.c. Systeme de conduction ventriculaire

L'influx électrique passe ensuite, a vitesse croissante, dans le systeme de conduction
ventriculaire composé respectivement du faisceau de His puis des branches droite et gauche
du faisceau de His et enfin, du réseau complexe de fibres de Purkinje. Le systeme de
conduction ventriculaire ne dérive pas d’'un champ cardiaque spécifique (Miquerol et al.,
2013). Le faisceau de His est situé a la jonction entre les ventricules gauche et droit
(respectivement issus du premier et du second champ cardiaque), et dérive de cellules des
deux champs cardiaques. Le réseau de Purkinje du ventricule droit provient de progéniteurs
du second champ cardiaque, alors que la branche gauche du faisceau et le réseau de Purkinje
du ventricule gauche sont issus du premier champ cardiague (Mohan et al., 2018). La branche
droite du faisceau de His est issue des deux types de progéniteurs du premier et deuxieme
champ cardiaque (Choquet et al., 2021). La balance entre les facteurs de transcription Thx5 et
Tbx3 est impliquée dans la mise en place de ce systeme de conduction ventriculaire. En effet,
alors que Thx3 inhibe I'expression de génes spécifiques du myocarde contractile (Nppa, Gjal,
...), Tbx5 a l'inverse, induit I'expression des genes associés a la conduction rapide de I'influx
électrique : Gja5, Scn5a, ... (van Weerd and Christoffels, 2016). Le facteur de transcription
Iroquois homeobox Irx3 est également impliqué dans la régulation de I'expression des
connexines spécifiques de la conduction rapide au sein des branches du faisceau de His (voir
partie 1.4.B Les facteurs de transcription Iroquois homeobox) (Zhang et al., 2011). Les fibres
de Purkinje sont quant a elles issues du ventricule trabéculé et le complexe de facteurs de
transcription Irx3/Nkx2-5/Tbx5 y a été décrit comme impliqué dans leur maturation (Kim et
al., 2016; Miquerol, 2018; Park and Fishman, 2017). Au 54-56°™¢ jour aprés la fécondation, le

systéeme de conduction est définitivement dissocié du myocarde contractile.
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1.2.E. Impact de la naissance sur les cardiomyocytes

Afin de subvenir aux besoins croissants du foetus en développement, le coeur doit
croitre et adapter sa fonction de contraction a I'approche de la naissance. Les modifications

cardiomyocytaires présentées ci-aprées ont lieu en paralléle in vivo et sont interdépendantes.

1.2.E.a. Maturation du couplage excitation/contraction cardiomyocytaire
Au cours du développement tardif pré- et post-natal, les cardiomyocytes vont subir
des maturations associées a leur activité électrique. D’une part, par 'laugmentation de
I’expression de génes codant des canaux ioniques, comme par exemple ceux impliqués dans
I’'homéostasie calcique (ex: RYR2, CACNAIC, ..). D’autre part, par des modifications
structurelles, comme |'apparition des tubules T, I'augmentation de la taille du réticulum
sarcoplasmique ou la formation de disques intercalaires entre les cardiomyocytes (Guo and
Pu, 2020). Les cardiomyocytes vont également subir des maturations du systéme contractile,
par accumulation de protéines sarcomériques (Meilhac, 2018), augmentant I'efficacité de la
contraction, ainsi que par des changements d’isoformes : par exemple la troponine 11 (TNN/1)
exprimée dans le coeur feetal est remplacée par la troponine 13 (TNNI3) spécifique des
cardiomyocytes du coeur adulte (Sheng and Jin, 2014).
1.2.E.b. Switch métabolique
Apres la naissance, la disponibilité en oxygéne va provoquer un switch métabolique
des cardiomyocytes (Figure 6) : la glycolyse anaérobie, avec le glucose ou le lactate comme
source d’énergie (nécessaire a la prolifération des cardiomyocytes embryonnaires), est
remplacée par la phosphorylation oxydative mitochondriale, avec la B-oxydation des acides
gras comme nouvelle source énergétique. L'apparition d’un stress oxydatif suite a
I"augmentation de l'activité mitochondriale aprés la naissance contribue a I'arrét du cycle
cellulaire et a I'hypertrophie cardiomyocytaire (Meilhac, 2018; Piquereau and Ventura-
Clapier, 2018).
1.2.E.c. Inversion de la balance prolifération/hypertrophie des cardiomyocytes
Entre la fin du développement prénatal et les premiéres années de vie apres la
naissance, la prolifération des cardiomyocytes diminue progressivement et I'hypertrophie
physiologique des cardiomyocytes entre en jeu (Figure 6) (Tan and Lewandowski, 2020). Chez
la souris, la relocalisation nucléaire du facteur de transcription Meis2 aprés la naissance va

induire une inhibition du cycle cellulaire et donc réprimer la prolifération des cardiomyocytes
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(Muralidhar and Sadek, 2016). L'hypertrophie des cardiomyocytes se fait par la suite par
division cellulaire mitotique sans séparation cytoplasmique, ce qui entraine la formation de
cellules myocardiques binucléées pour favoriser la croissance du myocarde (Tan and
Lewandowski, 2020). Ainsi, au cours des premiers mois de la vie, le volume des cellules

myocardiques est augmenté de 30 fois environ chez I'humain.
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Figure 6 : Modifications du métabolisme cardiomyocytaire associées a la naissance
Adapté de Piquereau and Ventura-Clapier, 2018 et Tan and Lewandowski, 2020.

Acides gras

1.3. Structuration de la chromatine et régulation transcriptionnelle

Il apparait aujourd’hui clairement que la chromatine n’assure pas uniquement le
stockage de I’ADN, mais est aussi tres impliquée dans la régulation de I’expression des génes
(Even-Faitelson et al., 2016; Moore-Morris et al., 2018). Dans cette section seront présentées
les différentes caractéristiques structurelles et fonctionnelles de la chromatine et leurs

implications dans la régulation de la transcription.

1.3.A. Organisation de la chromatine

1.3.A.a.  Composition de la chromatine
Si I'on déroulait les trois milliards de paires de bases environ qui composent I’ADN
humain, on obtiendrait une molécule de plus de deux métres, qui est stockée dans un noyau
cellulaire d’une taille inférieure a 10um de diameétre. Ainsi, pour pouvoir entrer dans le volume
du noyau, I’ADN est compacté sous forme de chromatine (Dogan and Liu, 2018; McGinty and

Tan, 2015). La chromatine est une ribonucléoprotéine correspondant a I'assemblage de
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molécules d’ADN enroulées autour de groupes protéiques, les octameres d’histones. Ces
octameres composés de paires d’histones H2A, H2B, H3 et H4 respectivement, sont entourés
de 145-147pb d’ADN, formant ainsi une structure appelée nucleosome core particle (Figure 7)
(Flaus, 2011; Luger, 2006). La séquence ADN reliant deux nucleosome core particles adjacents
est appelée ADN linker. Sur cet ADN linker, une autre protéine histone est fixée, appelée
histone linker, correspondant généralement a I'histone H1 (présente dans les régions
compactes du génome), elle permet une stabilisation du complexe nucleosome core
particle/ADN (Felsenfeld and Groudine, 2003). L’association du nucleosome core particle et de
I’histone linker correspond au chromatosome (Figure 7). Le nucléosome correspond ainsi a
I’ensemble nucleosome core particle et ADN linker (fixé ou non par I'histone linker).
Cependant, malgré ces définitions, le nucleosome core particle est généralement identifié
comme étant le nucléosome (McGinty and Tan, 2015). Les histones sont globalement chargées
positivement, contrairement a I’ADN qui est chargée négativement. Cependant, il existe une
zone en surface du nucleosome core particle, ou la disposition tridimensionnelle des histones
H2A et H2B provoque un regroupement dans I'espace d’acides aminés chargés négativement
(acides aspartique et glutamique), formant une poche ou patch acide (acidic patch en anglais),

qui est impliquée dans les interactions inter-nucléosomes (Paul, 2021).

Nucleosome Core Particle Octamére d’histone

( J: (H2A, H2B, H3, H4)
ADN
Chromatosome Histone linker
{ W "
Nucléosome
( ) @N ucléosome adjacent
T ADNJinker

Figure 7 : Structure de la chromatine
Adapté de Flaus, 2011

Le terme de « positionnement des nucléosomes » (ou nucleosome positionning en
anglais) indique la séquence d’ADN qui les entoure et qui permet d’identifier leur localisation
exacte sur le génome. Le positionnement des nucléosomes peut étre divisé en deux parties :

(1) le positionnement rotationnel, décrivant le coté de I'hélice d'ADN qui fait face aux histones
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et (2) le positionnement translationnel, déterminant le point médian du nucléosome par
rapport a la séquence d'ADN de 145-147pb qui I’entoure (Flaus, 2011; Liu et al., 2018a). Ce
positionnement n’est pas fixe pour tous les nucléosomes, mais peut varier, permettant ainsi
la compaction ou I'ouverture de régions spécifiques de I’ADN.

On attribue trois fonctions principales au nucléosome : (1) il permet individuellement
le premier niveau de compaction de la chromatine, (2) il sert de base a la fixation d’enzymes
et est cible de modifications post-traductionnelles (voir partie 1.3.E.b Marques d’histones)
participant a la régulation de la chromatine et (3) il permet un niveau de compaction
supplémentaire de la chromatine par assemblage avec d’autres nucléosomes (Zhu and Li,

2016).

1.3.A.b.  Euchromatine et hétérochromatine

Dans le noyau cellulaire, la chromatine est disposée de maniere a ce que chaque
chromosome occupe un volume distinct ou territoire chromosomique (Figure 8). Ces
territoires sont spécifiques des tissus et des types cellulaires, mais leur fonction reste encore
peu claire (Misteli, 2020). Vers le centre du noyau, l'euchromatine aussi appelée
compartiment A, correspond a une chromatine relachée, ou les genes sont actifs. C'est sous
cette forme que I'ADN va étre transcrit et permettre |'établissement d’un programme
d’expression génique spécifique des tissus et des types cellulaires (Morrison and Thakur,
2021). L'euchromatine présente des grandes régions sans nucléosome qui forment ainsi une
barriere permettant I'arrét de I'expansion de I’hétérochromatine et évitant I'inhibition de
génes importants (Allshire and Madhani, 2017). Vers la périphérie du noyau, la chromatine est
compactée et les genes sont inactifs, c’est I’'hétérochromatine ou compartiment B. Différentes
fonctions de I’hétérochromatine ont été identifiées, comme (1) un rdle dans la spécification
des types cellulaires en empéchant I'expression de genes inadaptés, ou (2) un réle de
protection de l'intégrité de 'ADN en empéchant la survenue de mutations associées a des

déplacements de transposons (Allshire and Madhani, 2017).

L’hétérochromatine localisée dans la périphérie du noyau va interagir avec la lamina
nucléaire dans ce qu’on appelle des domaines associés a la lamina (Figure 8) (lamina-
associated domain en anglais) ou LADs, qui ont une taille comprise entre 100 kilobases et 10
mégabases (Guelen et al., 2008). Les LADs sont fortement associés a des régions non

transcrites et avec une faible densité en genes. A l'inverse, entre les LADs, il existe des régions
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actives du génome ou inter-LADs. Les LADs d’un méme chromosome sont fixés a la lamina
nucléaire, alors que les régions inter-LADs d’'un méme chromosome sont regroupées
ensemble vers le centre du noyau (Misteli, 2020). Le rbéle du compartiment longeant
I’enveloppe nucléaire dans la régulation de la chromatine a été confirmé par différentes
expériences complémentaires : (1) des expériences de relocalisation artificielle d’'une région
interne (active) du noyau vers la périphérie ont montré une répression des genes de cette
région suite a la relocalisation (Reddy et al.,, 2008) et (2) I'absence de lamina nucléaire
provoque une désorganisation des LADs, qui se retrouvent dans une région plus centrale du

noyau, avec un impact sur la transcription (Zheng et al., 2018).

Compartiments A et B

Territoires
chromosomiques

Echelle nucléaire
3
O
w
anbiwosog|onu-esdns 3|jay23

Boucles de
chromatine

Nucléosomes et
clusters de nucléosomes

Echelle nucléosomique

Figure 8 : Différentes échelles d’organisation de la chromatine
LADs : lamina-associated domain, TADs : Topologically Associating Domains. Adapté de Dogan
and Liu, 2018.
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Pour mieux appréhender le fait que les régions d’ADN ouvertes (euchromatine) ou
fermées (hétérochromatine) vont former des structures distinctes (sans membrane), une
théorie reposant sur le principe de séparation de phases a été développée (Strom et al., 2017).
La base de la séparation de phases est la démixtion de populations de protéines distinctes
lorsqu'elles sont présentes au-dessus d'un seuil de saturation, provoquant la formation de
phases liquide-liquide distinctes et dynamiques (Misteli, 2020; Shin and Brangwynne, 2017).
La protéine de I’'hétérochromatine, HP1, pourrait étre impliquée dans ce phénomeéne de
démixtion liquide-liquide (Figure 9). En effet, la mise en place de multiples interactions
hydrophobes entre protéines HP1 pourrait permettre la formation de gouttelettes (sans
membrane) correspondant aux domaines occupés par I’hétérochromatine, qui ne se
mélangeront pas avec I’euchromatine (Sanulli et al., 2019). La phosphorylation de HP1 induit
une démixtion plus efficace, suggérant un mécanisme potentiel de régulation in vivo (Allshire
and Madhani, 2017). Il est également supposé que I'acces a ces domaines d’hétérochromatine
est régulé par des protéines de transport ou des modifications post-traductionnelles (Strom

et al., 2017).

Formation de I’hétérochromatine

<5% protéines HP1 immobiles 10% protéines HP1 immobiles 30-50% protéines HP1 immobiles
% (% YO

Chromatine Hétérochromatine HP1 mobiles HP1 immobiles

Figure 9 : Modéle de séparation de phase pour la formation de I'hétérochromatine
L’accumulation de la protéine HP1 et la compaction de la chromatine sont favorables a la séparation liquide-
liguide induisant la formation de structures d’hétérochromatine sans membranes, inaccessibles a des sondes
inertes. Adapté de Strom et al., 2017.
1.3.A.c. Topologically Associating Domains (TADs)
A une échelle plus réduite au sein de I'euchromatine et de I’hétérochromatine se

trouvent des domaines structurels et fonctionnels du génome appelés Topologically

Associating Domains ou TADs (Figure 8) (Razin et al., 2016). Les TADs correspondent a des
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régions de la chromatine, de taille allant de quelques kilobases a plusieurs milliers, qui sont
fortement repliées sur elles-mémes, permettant de nombreuses interactions de chromatine
en leur sein (Figure 10A) (Razin and Ulianov, 2017). Le modéle actuel de la formation des TADs
est un modele de boucle-extrusion (Fudenberg et al., 2016) : une boucle d’ADN se forme au
travers d’un anneau de cohésine induisant le rapprochement de deux sites de fixation d’un
facteur de transcription insulateur (généralement CTCF), qui vont provoquer 'arrét de la
formation de la boucle, une fois arrivés au niveau de I'anneau (Figure 10B). |l existe au sein
méme des TADs, d’autres niveaux de repliements, appelés sous-TADs (Hsieh et al., 2020;
Schmitt et al., 2016), qui constituent des regroupements hétérogénes de boucles transitoires
de la chromatine qui interagissent extensivement (Misteli, 2020). Ces différents niveaux de
repliements permettent de mettre en contact des éléments de I’ADN dont les séquences sont
trés éloignées, rendant possible la régulation de I'expression de génes spécifiques, méme a
distance (Gonzalez-Sandoval and Gasser, 2016). Les TADs sont globalement bien conservés
entre les types cellulaires (Dixon et al., 2012), et en fonction de leur activation ou inhibition,
ils permettent I'expression tissu-spécifique de génes (Ulianov et al., 2016).

Les TADs sont séparés les uns des autres par des régions frontieres, qui vont empécher
les interactions de la chromatine entre les TADs adjacents (Kim et al., 2015). Le facteur de
transcription CTCF est connu pour jouer le role d’insulateur entre les TADs et empécher les
interactions inter-TADs. Certaines régions frontieres sont des régions ouvertes (non
compactées) et transcriptionnellement actives qui contiennent des genes de ménage, dont la
transcription est forte et n’a pas besoin d’étre autant régulée que celle des genes tissus-
spécifiques (Razin and Ulianov, 2017; van Steensel and Furlong, 2019; Ulianov et al., 2016).

Il existe différents exemples de mutations ou variations structurelles de la chromatine
conduisant a des défauts de formation de TADs spécifiques (Ibrahim and Mundlos, 2020;
Lupiaiiez et al., 2015). Ces défauts peuvent étre dus notamment a la perte d’'une frontiere
entre les TADs, suite a la mutation d’un site CTCF, provoquant une fusion entre deux TADs qui
pourra conduire a des expressions ectopiques de génes et le développement de pathologies
(Figure 10A, C) (Fudenberg et al., 2016).

Bien que la dérégulation de la structure des TADs ait été impliquée dans des
pathologies, les effets de variations structurelles sur I'expression de génes sont ponctuels
(Tena and Santos-Pereira, 2021). En effet, différentes études ont montré que la perte de

cohésine ou de CTCF induisait une perturbation de la formation des boucles et frontiéres des
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TADs, mais sans modification globale de I'organisation des compartiments A et B, et sans
modification profonde de I'expression des génes (Figure 10C) (Ghavi-Helm et al., 2019; Nora
et al., 2017; Schwarzer et al., 2017). Par ailleurs, des exemples de régulations longue-distance
entre différents TADs, qui ne tiennent pas compte des frontiéres, ont été mis en évidence
(Galupa et al., 2020; Groff et al., 2018). Ces observations montrent les limites de notre
compréhension de la régulation transcriptionnelle par les TADs et suggérent que d’autres

mécanismes de régulation sont impliqués.
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SAES =
-= ‘ -

TAD1 TAD2

TAD3
(Réprimé)

Suppression de !afmntiére desTADs A

TAD1

L4
TADs fusionnés

§  Enhancer inactif o Anneau de cohésine
8 8 £nhancers actifs o ) Site defixation CTCF
@ 0D I Genes actifs © Frontitre de TAD ) Sens de mouvement de 'ADN
C
Avec CTCF

~— > "B~ >
2%

Compartiment A

Chromatine  Chargement de la machine Début de Fin de I'extrusion aux sites CTCF
d’extrusion I’extrusion La boucle entre les frontiéres
est stabilisée

Sans CTCF

L'extrusion se poursuit au-dela g P y .
des limites CTCF Perte de l'intégrité des TADs Compartiments génomiques

Perte da la boucle entre les frontiéres RICSeINES

Figure 10 : Formation et structure des TADs
Adapté de Nora et al., 2017, Razin et al., 2016 et Razin and Ulianov, 2017
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1.3.B. Résumé des étapes de la transcription des ARNm

Chez les eucaryotes, la transcription des ARNm se fait par I'intermédiaire de I’ARN
polymerase Il (ARN pol Il ; Girbig et al., 2022). L'ARN pol Il est une multiprotéine composée de
12 sous-unités qui a besoin du recrutement d’autres partenaires protéiques pour lancer la
transcription. L'initiation de la transcription correspond au recrutement, sur le promoteur du
geéne a transcrire, de I’ARN pol Il ainsi que des facteurs d’initiation (aussi connus sous le nom
de facteurs de transcription généraux) TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIE, TFIIF, TFIIH et le complexe
médiateur, I'ensemble formant le complexe de pré-initiation de la transcription (Figure 11)

(PIC; Muniz et al., 2021).

INITIATION
 Recrutement de 'ARN pol 11 Mediteu

* Assemblage du PIC ﬁ“D Polll
Nt

PAUSE AU PROMOTEUR PROXIMAL
o |nitiation de la pause
o Libération de I’ARN pol II

ELONGATION
® Production de ’ARNm
o Epissage de 'ARN

ARNm
5’ o [ - 3’ @mz

TERMINAISON
* Reconnaissance du site de polyadénylation

¢ Clivage de ’ARNm néo-synthétisé
 Dégradation du fragment ARN restant % ]/\ ]
\ 1

Figure 11 : Etapes du cycle de transcription des ARN messagers

Les facteurs d’initiation de la transcription TFIl sont indiqués respectivement IIA, 11B, 1ID, IIE, IIF et IIH, Pol Il : ARN
polymérase Il, PIC: complexe de pré-initiation de la transcription, NELF et DSIF : facteurs de pause de la
polymérase, SF : facteur d’épissage, EF : facteur d’élongation, An : queue polyadénylée. Adapté de Muniz et al.,
2021.

Le complexe médiateur permet de relier dans un contexte tridimensionnel les
éléments régulateurs (ex : enhancers) pour favoriser la formation du PIC. Rapidement apres
le début de la transcription, a environ 20-50pb en aval du point de départ de la transcription
(TSS), 'ARN pol Il rentre en pause, stabilisée par les facteurs NELF et DSIF. L’apport de facteurs

d’élongation, par I'intermédiaire d’autres facteurs de transcription, va entrainer le relargage
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de NELF et la conversion de DSIF d’inhibiteur a activateur de I'élongation, entrainant la sortie
de la pause de la polymérase puis le début de la phase d’élongation (Figure 11) (Muniz et al.,
2021). Lors de cette phase I’ARN pol Il doit pouvoir transcrire ’ADN enroulé autour des
nucléosomes disposés tout au long du gene. Pour cela, a son arrivée au niveau d’un
nucléosome, I’ARN pol Il va recruter des facteurs d’élongation et des facteurs remodeleurs de
chromatine pour rendre I’ADN accessible et permettre la poursuite de la transcription (Girbig
et al., 2022). La majorité des ARNm posséde une queue poly-A, ainsi, la terminaison de la
transcription se fait par I'intermédiaire du complexe de clivage et de polyadénylation, qui
permet la libération de ’ARNm néo-synthétisé. L’exonucléase Xrn2 dégrade ensuite I’ARN

synthétisé aprés la queue poly-A au sein de I’ARN pol Il (Figure 11) (Eaton and West, 2020).

1.3.C. Lien entre la transcription et la conformation 3D de la chromatine

Il existe des interconnections diverses entre la transcription et la conformation 3D de
la chromatine. D’un c6té I'activité transcriptionnelle induit des modifications de structuration
de la chromatine, par exemple lors de la différenciation des cellules hESCs en cellules
spécialisées au cours du développement, I'établissement d’expressions spécifiques de genes
va étre nécessaire. Les cellules souches, par leur capacité de pluripotence, expriment un grand
nombre de génes, bien qu’a bas niveau d’expression, ce qui a comme implication sur la
structuration de la chromatine la présence d’une grande proportion de régions ouvertes et
peu d’hétérochromatine. Lors de la différenciation, ne doivent étre exprimés que les genes
spécifiques a la fonction de la cellule en devenir, provoquant ainsi des changements de
structuration des TADs et des domaines d’hétérochromatine notamment (Misteli, 2020). Un
autre lien entre I'activité transcriptionnelle et la structuration de la chromatine, est la
compaction moins importante des TADs présentant une chromatine transcriptionnellement
active, comparée aux TADs completements inactifs, du fait de la présence de la machinerie de
transcription (van Steensel and Furlong, 2019; Ulianov et al., 2016).

A l'inverse, bien qu’elle régule la probabilité d’interaction entre des éléments régulateurs et
I'accessibilité des promoteurs de genes pour la fixation de facteurs de transcription, la
conformation 3D de la chromatine ne permet pas de déterminer, a elle seule, I'activité
transcriptionnelle de tous les génes de maniére binaire (actif/inactif ; Misteli, 2020). Par
exemple, la déstabilisation des TADs n’impacte I’expression que d’une petite partie des genes,

mais pas le génome entier, suggérant que la structuration en TADs ne permet pas de



Introduction

déterminer a elle seule [l'activité transcriptionnelle sous-jacente (voir partie |.3.A.c
Topologically Associating Domains (TADs)) (Tena and Santos-Pereira, 2021). De plus, Chen et
al. montrent que la proximité facilitée dans I'espace, entre deux éléments cis régulateurs,

n'est pas suffisante pour assurer la transcription (Chen et al., 2018).

1.3.D. Eléments cis régulateurs

Les éléments cis régulateurs correspondent a des séquences généralement non-
codantes de I’ADN, qui sont impliquées dans la régulation de la probabilité d’initiation de la
transcription de genes proches ou a distance. Pour cela, les régions régulatrices peuvent étre
occupées par des facteurs de transcription (Bolt and Duboule, 2020; Wang et al., 2019). Les
éléments cis régulateurs fonctionnent conjointement a des éléments trans régulateurs, qui
sont différents de la séquence d’ADN (comme des facteurs de transcription par exemple) et

impliqués dans la régulation de la transcription (Wittkopp and Kalay, 2012).

L’'ensemble de ces éléments régulateurs partage une fonction commune qui est la
régulation de la transcription des geénes (voir partie |.3.B Résumé des étapes de la transcription
des ARNm). Un découpage entre les différentes fonctions que peut avoir une région cis
régulatrice est réalisé ci-aprés pour une meilleure compréhension, mais est artificiel car une

méme région peut présenter en parallele des caractéeres de plusieurs catégories (Tableau 1).

1.3.D.a.  Promoteurs

Les promoteurs de genes sont des régions d’ADN situées en 5 en amont de genes
codants et non-codants pour des protéines. lls servent de base pour la fixation de I’ARN pol Il
dans le cas de la transcription d’ARNm (Morrison and Thakur, 2021). Plus précisément, I’ARN
pol Il va se fixer sur une région particuliere du promoteur, le core promoter, qui correspond a
la séquence minimale permettant la fixation puis l'initiation de la machinerie de transcription
(Spitz and Furlong, 2012). Le core promoter, d’une taille d’environ 80pb autour du TSS des
genes, n'est pas identique pour tous les genes, par exemple on estime que 46% des
promoteurs possédent une séquence Inr, et 24% possedent une séquence TATA-box, qui
permettent la fixation de I'ARN pol Il (Core and Adelman, 2019; Girbig et al., 2022). Le
positionnement des nucléosomes situés dans les promoteurs est bien conservé entre les
génes exprimés. En effet, I'extrémité 5 du premier nucléosome en aval du TSS, appelé

« nucléosome +1 », est positionné a environ 40-50pb apres le TSS des génes exprimés (contre
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seulement 10pb pour les genes non exprimés) et est impliqué dans la pause de I’ARN
polymérase (Schones et al., 2008; Weber et al., 2014). Le nucléosome -1, est situé a environ
150-180pb en amont des TSS, et son positionnement induit la formation d’une région sans
nucléosome (ou nucleosome-free region en anglais), qui contient le core promoter, et qui est
favorable a la fixation de la machinerie de transcription et a la régulation par des facteurs de

transcription (Girbig et al., 2022; Hesson et al., 2014; Radman-Livaja and Rando, 2010).

Tableau 1 : Caractéristiques des principaux éléments régulateurs du génome

Accessibilité de la chromatine +++ +++ +
Activité a distance + +4++ -
Association avec CTCF + + +++
Association avec la cohésine + + +++
Effet insulateur + ? 4+
|
Ubiquitaires +++ + 4+
Tissu-spécifiques + +++ ?
Association avec le PIC +++ + -
|
Unidirectionnelle +++ - -
Bidirectionnelle + + -

PIC : Complexe de pré-initiation de la transcription. Adapté de Oudelaar and Higgs, 2021.

1.3.D.b.  Enhancers

Les enhancers sont de courtes régions d'ADN contenant des motifs de facteurs de
transcription qui permettent d’activer la transcription du ou des génes qu'ils régulent,
indépendamment de leur position, de leur distance ou de leur orientation par rapport au
promoteur de leur(s) géne(s) cible(s) (Tableau 1) (Oudelaar and Higgs, 2021). En effet, la
distance entre un enhancer et un géne n’est pas obligatoirement prédictive du lien fonctionnel
entre les deux éléments, notamment car l'interaction enhancer-promoteur peut s’effectuer
par l'intermédiaire de larges boucles de chromatine (voir partie 1.3.A.c Topologically
Associating Domains (TADs)) (Hamamoto and Fukaya, 2022). De plus, il a été montré que la
modification de I'orientation d’un enhancer n’a pas d’effet sur sa fonction activatrice (Agrawal
et al., 2018). Les enhancers sont des régions bien conservées entre les espéces pour un certain
nombre d’entre-elles (Kathiriya et al., 2015), cependant elles ne sont pas ubiquitaires au sein

d’un individu, mais spécifiques des tissus (Oudelaar and Higgs, 2021).
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Différents modeles ont été établis pour décrire les modes d’action supposés des
enhancers (Figure 12) (Junion et al., 2012; Spitz and Furlong, 2012) :

e Tout d’abord le modele d’enhanceosome, qui proposait que I'enhancer soit composé
de différents motifs de facteurs de transcription organisés et orientés de maniere
stricte, permettant la fixation coopérative de différents facteurs de transcription.

e Puis le billboard model qui suggére que I'organisation des motifs de facteurs de
transcription (espacement et orientation) n’a que peu d’importance, ainsi chaque
facteur de transcription est recruté indépendamment via son motif spécifique.

e Enfin le modeéle de collectif de facteurs de transcription combine des idées des autres
modeles en proposant une coopération de fixation entre les facteurs de transcription
sans organisation stricte des leurs motifs. Dans ce modeéle I'absence d’un seul facteur
de transcription empéche la fixation des autres permettant une régulation fine de

I’activité de I’enhancer.

Modele d’enhanceosome Billboard model Modele de collectif de facteurs de transcription
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Figure 12 : Modéles de fonctionnement des enhancers
Adapté de Spitz and Furlong, 2012

De nombreux promoteurs de génes ont été montrés comme étant impliqués dans des
interactions enhancer-promoteur impliquant plusieurs enhancers en paralléle (Dunham et al.,
2012). Ce type de régulation suggére une redondance d’activation entre différents enhancers,
rendant ainsi I'activation du gene moins sensible aux mutations perte-de-fonction, comparée

a l'activation médiée par un seul enhancer (Oudelaar and Higgs, 2021). Il existe aussi des
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regroupements physiques de plusieurs enhancers, appelés super-enhancers, qui vont
également réguler différents genes a distance, indépendamment de leur orientation. Ces
super-enhancers permettent notamment la régulation de génes majeurs de l'identité des
cellules, comme par exemple le géne Nanog, qui est impliqué dans la régulation de la
pluripotence dans le développement embryonnaire et dont I’expression est régulée par trois
super-enhancers différents (Agrawal et al., 2018).

Malgré I'accumulation de résultats décrivant des exemples d’interactions enhancer-
promoter, les mécanismes associés a la spécificité de ces interactions restent encore peu clairs
(Galouzis and Furlong, 2022). En effet, un enhancer peut préférentiellement activer des génes
a plusieurs milliers de paires de bases de distance, plutét que des genes voisins proches (Chua
et al., 2022). Pour tenter d’expliquer ce type d’interaction, Bergman et al. proposent un
modele ou la majorité des enhancers activent de la méme maniere tous les promoteurs de
génes adjacents et ou les activités intrinséques des enhancers et promoteurs (qui sont
associées aux motifs de facteurs de transcription présents) se multiplient pour déterminer
I'impact sur la transcription (Bergman et al., 2022). Enfin, des exemples de régulation longue-
distance, sans interaction physique entre enhancers et promoteurs ont été décrits. Ces
régulations suggérent qu’il existe d’autres mécanismes indépendants de la formation de
boucles de chromatine et de l'interaction physique d’éléments distants, pour la régulation de

I’expression de genes par les enhancers (Alexander et al., 2019; Benabdallah et al., 2019).

La vision globale de la régulation de I'expression génique se complexifie quand on
s’'intéresse spécifiquement a la dichotomie entre les promoteurs et enhancers. En effet, ces
deux types d’éléments régulateurs partagent des caractéristiques communes (Tableau 1),
comme la présence d’'une nucleosome-free region, la possibilité de recruter des facteurs de
transcription et/ou le complexe de pré-initiation de la transcription (Andersson and Sandelin,
2020). Bien qu'’il soit décrit que les enhancers vont recruter généralement des facteurs de
transcription tissu-spécifiques et agir a distance des génes, alors que les promoteurs recrutent
généralement des facteurs de transcription plus ubiquitaires et sont situés proche des TSS,
des promoteurs peuvent servir d’enhancers pour d’autres genes et des enhancers peuvent
également déclencher la transcription de génes (Oudelaar and Higgs, 2021). La combinaison

des fonctions des promoteurs et enhancers permet la création de paysages de régulation
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génique (ou gene regulatory landscapes en anglais) qui contrélent les mécanismes complexes

et flexibles de I'activité transcriptionnelle (Bolt and Duboule, 2020; Robson et al., 2019).

1.3.D.c.  Silencers et insulateurs

Les silencers sont des régions du génome aux caractéristiques proches de celles des
enhancers, a la différence majeure que leur fonction est d’induire une inhibition de
I'expression des genes. L'inhibition est effectuée par l'intermédiaire de facteurs de
transcription intrinsequement inhibiteurs ou s’associant a des cofacteurs inhibiteurs (Maston
et al., 2006; Pang and Snyder, 2020).

Les régions insulatrices du génome, appelées également régions frontieres, sont
occupées par des facteurs de transcription insulateurs (comme CTCF) et ont pour fonction
d’empécher les interactions physiques et fonctionnelles entre des régions du génome (Maston
et al., 2006). Les insulateurs participent a la régulation transcriptionnelle en induisant le
découpage du génome en domaines de régulations (correspondant a des boucles de
chromatine ou des TADs a plus grande échelle) et empéchent ainsi les interactions enhancer-

promoteur inappropriées (voir partie |.3.A.c Topologically Associating Domains (TADs)).

1.3.E. Marques épigénétiques

1.3.E.a. Définition(s) d’épigénétique

Le terme d’épigénétique provient de la combinaison du préfixe « épi » signifiant « sur »
ou « au-dessus » et du mot « génétique » faisant référence aux génes et la séquence d’ADN
(Jablonka and Lamb, 2002). Ce terme désigne donc littéralement les évenements qui se situent
« au-dela » ou « au-dessus » des genes et de la séquence d’ADN.

La définition d’épigénétique a évolué de nombreuses fois depuis sa premiére
utilisation et ses différentes variantes ont été bien détaillées par Deans and Maggert, 2015.
Le terme épigénétique est défini la premiere fois en 1942 par Conrad Waddington
(embryologiste) qui s’intéresse particulierement aux mécanismes qui controlent la
différenciation cellulaire (Goldberg et al., 2007). Selon Waddington |'épigénétique correspond
a « la branche de la biologie qui étudie les interactions causales entre les génes et leurs
produits qui donnent naissance au phénotype » (Waddington, 2012).

En 1958, David Nanney propose I’hypothése suivante, les mécanismes épigénétiques seraient
des mécanismes auxiliaires des composants génétiques. Selon Nanney, les composants

génétiques sont responsables du maintien et de la perpétuation de groupes de génes
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exprimés et non exprimés par le mécanisme de réplication de I'ADN et, les composants
épigénétiques permettent le contréle type-cellulaire spécifique de I'expression des genes
(Deans and Maggert, 2015; Nanney, 1958). Nanney inclut aussi I'idée de la persistance des
schémas d’expression type-cellulaire spécifiques au cours des divisions cellulaires, intégrant
progressivement la notion d’héritabilité dans la définition d’épigénétique.

En 1994, Robin Holliday va plus loin que Waddington et Nanney dans sa définition de
I’épigénétique en y incluant (1) le caractere indispensable de la notion d’héritabilité et (2) la
notion que cette héritabilité n’est pas basée sur des modifications de la séquence d’ADN
(Holliday, 1994). Cette définition de Holliday va apporter une ambiguité et des utilisations
diverses du terme d’épigénétique dans la communauté scientifique. D’'un c6té |'utilisation de
la définition de Waddington, associée a l'interconnexion entre les éléments du cytoplasme et
les éléments génétiques pour produire un phénotype, va étre utilisée principalement pour
décrire les liens environnement-phénotype. D’un autre c6té la définition de Holliday, associée
a I'héritabilité et les aspects chromosomiques sera utilisée dans le cas d’études plus
moléculaires, comme celles liées a la méthylation de ’ADN ou I'état d’activité de la chromatine
(Deans and Maggert, 2015).

En 2007, Adrian Bird prend I'exemple du mécanisme épigénétique de la stabilité des neurones,
qui perdure dans la durée sans transmission aux cellules filles (car les neurones ne se divisent
pas), pour pondérer la notion d’héritabilité en retirant son aspect obligatoire. Il propose la
définition suivante : « I’épigénétique correspond a I'adaptation structurelle des régions
chromosomiques de maniére a enregistrer, signaler ou perpétuer des états d’activités
modifiés » (Allshire and Madhani, 2017; Bird, 2007).

La définition d’épigénétique la plus utilisée actuellement correspond aux mécanismes
modifiant I'expression des genes sans modification de la séquence d’ADN et pouvant
également étre transmis aux cellules filles lors de divisions cellulaires (Deichmann, 2020; Lind
and Spagopoulou, 2018). Cette définition fait principalement référence a la méthylation de
I’ADN (qui ne sera pas présentée ici) et aux marques d’histones (voir partie I.3.E.b Marques
d’histones).

I.3.E.b. Marques d’histones

Dans le cadre de la régulation transcriptionnelle, les différents composants de la

chromatine vont chacun avoir un réle important, ainsi, en plus de séquences spécifiques

d’ADN (voir partie 1.3.D Eléments cis régulateurs), les protéines histones vont permettre un
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autre niveau de contrdle. Chacune des histones possédent une queue protéique, composée
d’acides aminés chargés positivement (principalement des lysines) (Figure 13), qui vont étre
la cible de modifications post-traductionnelles (ex: acétylation, méthylation,
phosphorylation, ... ; Albini et al., 2019; Strahl and Allis, 2000). Ces modifications, également
appelées marques d’histones ou marques épigénétiques, vont étre localisées sur des acides
aminés spécifiques des queues d’histones et vont renseigner de la conformation
tridimensionnelle de la chromatine et de I'activité transcriptionnelle sous-jacente, formant
ainsi le code histone (Tableau 2) (Allis and Jenuwein, 2016).

Les marques d’histones ne vont pas simplement servir de marqueur de I'état de la
chromatine ou de la transcription, mais elles vont avoir un role direct sur la conformation
tridimensionnelle de la chromatine et sur le recrutement de protéines spécifiques. Les
marques d’histones et les protéines qui leurs sont associées vont intervenir a chaque étape

de la transcription pour permettre sa régulation (Gates et al., 2017; Morgan and Shilatifard,

2020).
Nucléosome non acétylé Nucléosome acétylé
d\Queue d’histone d'
™ Patch acide
Contact Pas de contact

X B_B x
< b <o

Gene inhibé Genes actifs Gene inhibé

Figure 13 : Impact de la charge des nucléosomes sur la structuration de la chromatine
Adapté de Razin et al., 2016

Par exemple dans le cas de I'acétylation, un groupement acétyle va étre positionné sur une
lysine d’'une queue d’histone, ce qui va provoquer la perte d’'une charge positive (Figure 13).
La neutralisation de cette charge va ainsi entrainer la déstabilisation du complexe entre la

queue d’histone chargée positivement et la poche acide du nucléosome adjacent chargé
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négativement, induisant une ouverture de la chromatine favorable a la fixation de la
machinerie de transcription (Gibson et al., 2019; Razin et al., 2016). Les marques d’acétylation
d’histones sont donc largement considérées comme des marques associées a 'activation de
la transcription. A I'inverse, les marques de méthylation d’histones peuvent étre associées a
la fois a une transcription active ou inactive en fonction du nombre de groupes méthyles et
des positions des acides aminés ciblés (Tableau 2). Des expériences de marquage isotopique
par impulsion ont permis d’évaluer la durée de demi-vie des différentes marques qui peut
varier de quelques minutes a plusieurs jours en fonction des marques (Barth and Imhof, 2010).

Les marques d’histones sont déposées par des protéines appelées writers comme les
histones méthyltransférases ou acétyltransférases (Hyun et al., 2017). Bien que les marques
d’histones soient liées de maniére covalente a I'acide aminé cible, elles peuvent étre retirées
par l'intermédiaire de protéines erasers, comme les histones désacétylases (HDAC) par
exemple (McKinsey, 2012). Enfin, un troisieme type de protéines peut reconnaitre et se fixer
spécifiguement sur certaines marques d’histones, elles sont appelées readers (Atlasi and
Stunnenberg, 2017) et présentent un bromodomaine ou un chromodomaine, respectivement
pour la fixation spécifique sur des marques d’acétylation ou de méthylation (Barth and Imhof,
2010).

Certaines protéines peuvent présenter simultanément les fonctions de reader et
writer, comme les complexes répresseurs Polycomb 1 et 2 (Golbabapour et al., 2013; Luna-
Zurita and Bruneau, 2013). Le complexe multiprotéique Polycomb 2, composé notamment des
protéines EZH1/2, SUZ12, EED et RBBP4/7, va agir en tant que writer, pour ajouter des
marques d’histones associées a la transcription inactive, comme la triméthylation de la lysine
27 de I'histone H3 (H3K27Me3). Le complexe Polycomb 1 va agir en tant que reader en se
fixant sur ces méthylations pour faciliter la condensation de la chromatine (Goldberg et al.,
2007; Schuettengruber et al., 2017). Pour contrebalancer les actions répressives des
complexes Polycomb, les complexes Trithorax vont avoir des fonctions inverses en ajoutant
des marques associées a la transcription active, comme des marques d’acétylation ou de
méthylation spécifiques (Schuettengruber et al., 2011).

Les facteurs de transcription peuvent influencer le paysage épigénétique, par le
recrutement de protéines writer, reader ou eraser, et ainsi avoir un impact localisé sur la

structuration de la chromatine et la transcription.
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Tableau 2 : Descriptif des principales marques épigénétiques de I'histone H3
Marques Etat transcriptionnel | Localisation sur le
épigénétiques associé génome

Références

Albini et al., 2019; Atlasi and
Stunnenberg, 2017; Creyghton

Promoteurs + .
et al., 2010; Igolkina et al.,

H3K27Ac Activation Enhancers
2019; Wamstad et al., 2012;
Zhang et al., 2022, 2021
Promoteurs + Albini et al., 2019; Igolkina et
H3K9Ac Activation Enhancers al., 2019; Karmodiya et al.,
2012; Zhang et al., 2022, 2021
Activation
(en parallele de
marques
d’activation) Bannister and Kouzarides,
H3K14Ac + Enhancers 2011; Karmodiya et al., 2012;
« Poised » Regadas et al., 2021
(en parallele de
marques
d’activation)
Albini et al., 2019; Bannister
H3K18Ac Activation Promoteurs and Kouzarides, 2011; Luo et
al., 2019
H3K8Ac Activation Promoteurs Zhu et al., 2013
Promoteurs Atlasi and Stunnenberg, 2017;
H3K64Ac Activation (majoritairement) Di Cerbo et al., 2014; Pradeepa
+ Enhancers et al., 2016; Zhang et al., 2022
Promoteurs Atlasi and Stunnenberg, 2017;
H3K122Ac Activation (majoritairement) Pradeepa et al., 2016; Zhang et
+ Enhancers al., 2022
Activation
(enrzzrrzlﬁs de Albini et al., 2019; Atlasi and
dactivation) Stunnenberg, 2017; Bae and
Lesch, 2020; Bannister and
H3K4Mel + Enhancers .
« Poised » Kouzarides, 2011; Creyghton
(en parallele de et al., 2010; Kang et al., 2021;
Zhang et al., 2022, 2021
marques

d’activation)

Albini et al., 2019; Atlasi and
Stunnenberg, 2017; Bae and
Lesch, 2020; Bannister and
H3K4Me3 Activati P t ! !
€ ctivation romoteurs Kouzarides, 2011; Igolkina et
al., 2019; Karmodiya et al.,
2012; Zhang et al., 2021

R R Albini et al., 2019; Cattaneo et
H3K79Me2 Activation Sur tout le géne al., 2016; Zhang et al., 2021
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Albini et al., 2019; Bannister
Controversé and Kouzarides, 2011; Barral
(Activation, et al., 2022; Chantalat et al.,
« Poised », 2011; Sun et al., 2020; Wagner
Inactivation) and Carpenter, 2012; Zhang et
al., 2021
Albini et al., 2019; Atlasi and
Stunnenberg, 2017; Bannister
and Kouzarides, 2011; Bogliotti
H3K27Me3 Inactivation Promoteurs and Ross, 2012; Cai et al.,
2021; Igolkina et al., 2019; Kim
and Kim, 2012; Zhang et al.,
2021
Albini et al., 2019; Atlasi and
Stunnenberg, 2017; Bannister
H3K9Me3 Inactivation Promoteurs and Kouzarides, 2011; Igolkina
et al., 2019; Kim and Kim,
2012; Zhang et al., 2021
Atlasi and Stunnenberg, 2017;
Bannister and Kouzarides,
2011; Zhang et al., 2021

H3K36Me3 Sur tout le géne

Sur tout le gene +

H3K9Me2 Inactivation
Enhancer

H3K## : correspond a la position des acides aminés lysine sur la queue de I'histone H3 qui vont subir la
modification post-traductionnelle indiquée juste apres. Ac : acétylation ; Me1,2,3 : mono-, di- et triméthylation
respectivement. « Poised » : Etat de la chromatine en « attente », qui pourra étre activée plus rapidement que
lorsqu’elle est compactée et inactive.

I.4. Les facteurs de transcription

Les facteurs de transcription sont bien connus pour étre des protéines se fixant sur des
séquences spécifiques de I’ADN et pouvant contrOler positivement ou négativement la
transcription de genes cibles, médiée par I’ARN polymérase (Klemm et al., 2019; Zabet, 2012).
Dans cette section seront présentés les différents mécanismes d’action des facteurs de
transcription, puis une attention particuliére sera portée au role des facteurs de transcription
Iroquois homeobox dans le coeur et enfin, les principaux modeéles et stratégies d’étude des

facteurs de transcription cardiaques seront abordés.

.4.A. Mécanisme d’action

1.4.A.a.  Modele réductionniste
Dans le but de mieux comprendre comment les facteurs de transcription peuvent
activer ou inhiber I'expression de genes spécifiques, des modéles d’action réductionnistes ont
d’abord été établis. Historiquement, les facteurs de transcription ont été décrits comme

possédant deux caractéristiques principales : (1) la capacité de se lier a I’ADN grace a des
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domaines protéiques spécifiques et (2) la capacité de recruter et stabiliser la machinerie de
transcription au promoteur de genes grace a un autre domaine, appelé domaine activateur
(Latchman, 1997).

Différents domaines protéiques bien conservés au cours de I’évolution permettant aux
facteurs de transcription de se fixer spécifiqguement a I’ADN ont alors été décrits : comme les
homéodomaines, les domaines « POU », « ETS » ou en doigt de zinc par exemple (Cheatle
Jarvela and Hinman, 2015).

Enfin, lors de I'activation de la transcription par des facteurs de transcription, il avait
été proposé que ces derniers se fixent a proximité de geénes cibles (notamment aux
promoteurs des génes) par leur domaine de fixation a I’ADN, pour ensuite permettre la mise

en place et la stabilisation du PIC, grace a leur domaine activateur (Latchman, 1997; Ma, 2011).

1.4.A.b. Modele intégré
Bien que ces modeles réductionnistes soient valables, ils restent largement incomplets
et n’integrent pas toute la complexité des mécanismes pouvant réguler la transcription
comme la structuration tridimensionnelle de la chromatine, les actions combinées de

plusieurs facteurs de transcription ou encore les marques épigénétiques.

Les facteurs de transcription ne se fixent pas uniquement aux promoteurs de leurs
génes cibles, mais également au niveau d’autres éléments cis régulateurs (voir partie 1.3.D
Eléments cis régulateurs), pour occuper des centaines voire des milliers de régions
génomiques au sein d’'un méme type-cellulaire. En effet, ce sont les facteurs de transcription
qui vont conférer aux éléments cis régulateurs une activité régulatrice de la transcription, en
permettant la stabilisation ou le blocage de la mise en place du PIC et de la transcription par
I’ARN polymérase (Kathiriya et al., 2015). Par exemple, les facteurs de transcription vont se
fixer sur des enhancers distants de leurs génes cibles et réguler la mise en place du PIC par la
formation de boucles de chromatine (voir partie |.3.A.c Topologically Associating Domains
(TADs)). lls constituent donc le lien central des interactions distantes enhancer/promoteur
(Panigrahi and O’Malley, 2021). Différents modeéles d’interactions enhancer/promoteur
incluant les facteurs de transcription ont été décrits (Figure 14) (Karr et al., 2022) :
e Le modele de contact stable, correspondant au modele classiquement présenté

d’interaction entre enhancers et promoteurs, qui consiste a la formation d’'une boucle
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de chromatine assurée par des contacts stables entre des facteurs de transcription et
I’ADN.
e Le modele de « kiss-and-run », décrit des situations ou le facteur de transcription n’est
présent aux abords du promoteur que lors d’un court contact enhancer/promoteur.
e Le modele de communication par diffusion propose que la communication entre
enhancers et promoteurs s’établisse dans un contexte de proximité, mais sans
interaction physique, par diffusion au promoteur d’un facteur de transcription activé

par une enzyme recrutée au niveau de I’enhancer.

Les deux premiers modeéles proposent des mécanismes faisant intervenir des interactions
physiques entre enhancer et promoteur, a l'inverse, le modele de communication par
diffusion pourrait expliquer comment des régulations « longue distance » sans interaction
physique entre enhancers et promoteurs, peuvent avoir lieu (Alexander et al.,, 2019;

Benabdallah et al., 2019).

b ;w%
Promoteur
Modele de contact stable Modeéle de « kiss-and-run » Modeéle de communication par diffusion

Figure 14 : Différents modéles d’action des facteurs de transcription dans les interactions enhancer/promoteur
Le promoteur est occupé par la machinerie de transcription (beige) et 'enhancer par un coactivateur (vert), qui
peut étre un autre facteur de transcription ou une enzyme (modeéle par diffusion). MPT : modification post-
traductionnelle, FT : facteur de transcription. Adapté de Karr et al., 2022.

Les facteurs de transcription vont se fixer spécifiquement aux enhancers et promoteurs
par reconnaissance de petits motifs de fixation spécifiques sur I’ADN (binding sites ou binding
motifs en anglais), d’une taille allant de 6 a 12pb environ (Lambert et al., 2018). |l a été montré
gue la fonctionnalité des motifs est corrélée a leur conservation au cours de I'évolution (les
motifs fonctionnels sont plus conservés que ceux dont la fonctionnalité n’a pas été prouvée)
et que les motifs associés a I'activation de genes sont localisés plus proches des TSS que ceux
associés a l'inhibition des génes (Whitfield et al., 2012). Les motifs décrits de facteurs de
transcription correspondent a des séquences consensus (séquences surreprésentées de

maniére générale sur ’ADN), mais peuvent présenter des variations mineures de séquence in
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vivo, entrainant des changements d’affinité du facteur de transcription pour le motif (Boeva,
2016). D’une part, des variations génétiques rares ou fréquentes d’un nucléotide, appelées
SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms en anglais), peuvent étre présents dans ces motifs et
altérer la régulation de la transcription, aboutissant a des modifications phénotypiques
pouvant étre pathologiques (Altshuler et al., 2010; Sachidanandam et al., 2001). Les SNPs
associés a des modifications d’expression de genes correspondent a des régions eQTL
(expression Quantitative Trait Loci en anglais, Nica and Dermitzakis, 2013). D’autre part, il
existe des sites de fixation de facteurs de transcription de faible affinité, aussi appelés motifs
fantémes. Ils n’ont pas la capacité de maintenir, a eux seuls, une fixation assez longue des
facteurs de transcription pour provoquer I'activation ou l'inhibition de la transcription de
génes (Boeva, 2016). Dans certains contextes tridimensionnels de la chromatine, des
regroupements dans l'espace de ces sites fantdbmes de faible affinité permettent la
concentration de nombreux facteurs de transcription dans des régions spécifiques de I’ADN.
Cette concentration de facteurs de transcription favorise le phénomeéne de séparation de
phase (voir partie I.3.A.b Euchromatine et hétérochromatine) (Boija et al., 2018), créant ainsi
des hubs ou condensats de facteurs de transcription qui vont pouvoir réguler I'expression des
génes de maniére spécifique (Figure 15) (dépendant du nombre et de la diversité des motifs ;

Crocker et al., 2016; Kribelbauer et al., 2019).

Condensat transcriptionnel

Effet de séparation

Emmm Gene de phase

I  rnhancer

" Facteur de
transcription

. Coactivateur

Figure 15 : Structuration d’un condensat transcriptionnel

Le positionnement 3D de différents enhancers provoque le regroupement de nombreux facteurs de
transcription, favorisant I'effet de séparation de phase qui stabilise ces interactions et permet I'activation
spécifique de géenes. Adapté de Boija et al., 2018.
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Les éléments cis régulateurs, en particulier les enhancers, sont composés de plusieurs motifs
de facteurs de transcription différents (voir partie 1.3.D.b Enhancers). Cette diversité de motifs
confére aux enhancers (1) une spécificité d’action dans le cas ou tous les facteurs de
transcription recrutés sont indispensables (pas de redondance fonctionnelle entre eux), ou (2)
une tolérance aux mutations génétiques dans le cas ou la fonction des facteurs de

transcription recrutés est partiellement redondante (Figure 16) (Spivakov, 2014).

Pour stabiliser les boucles de chromatine entre enhancers et promoteurs, et exercer
des fonctions spécifiques, les facteurs de transcription ne vont pas agir de maniére isolée, mais
vont s’associer a différents partenaires protéiques.

Chez les eucaryotes, de nombreux facteurs de transcription ne peuvent pas se fixer
seuls a I’ADN et forment donc des homodimeéres pour pallier ce probléme (comme c’est
généralement le cas sur des motifs palindromiques, Mitsis et al., 2020). De plus, la formation
de complexes multiprotéiques entre facteurs de transcription est nécessaire dans les régions
composées de sites de fixation de faible affinité, pour un renforcement mutuel de leur fixation
par coopération (Spitz and Furlong, 2012). Différents facteurs de transcription peuvent
également étre recrutés de maniéere séquentielle et dynamique sur un site donné (alternant
entre les états fixés et non-fixés) et ils semblent donc co-résidents du site, si on tient compte
de leur occupation moyennée au sein d’une population cellulaire (Voss and Hager, 2014). Des
effets synergiques sur la transcription peuvent étre observés au sein des complexes

multiprotéiques de facteurs de transcription, du fait d’actions combinées des membres du

A B (&)
“Dose d'activation” Sites de fixation non-redondants Sites de fixation partiellement redondants
/a e y e N
Site FTA Site FTB  Site FTC  Promoteur Site FTA Site FTB  Site FTC  Promoteur Site FTA SiteFTB  Site FTC  Promoteur
I Site FTA M SiteFTA
= M Site FTB = M Site FTB
'§ M Site FTC g Il SiteFTC
§ e Dose tolérable §
o d’activation P
g U o R Dose tolérable
8 3 d’activation
Controle Site FTA Contrdle Site FTA
muté muté

Figure 16 : Notion de « dose d’activation » de génes par I’action des facteurs de transcription

A. La présence de différents motifs de facteur de transcription (Site FT) dans les enhancers suggére une activation
cumulative (« dose d’activation ») sur le promoteur de genes cibles, suite a la fixation des facteurs de
transcription. B-C. Dans le cas ou tous les facteurs de transcription doivent étre fixés, I'activation est tres
spécifique, mais n’est pas tolérante aux mutations génétiques, contrairement aux sites de fixation partiellement
redondants. Adapté de Spivakov, 2014.
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complexe a différentes étapes de la transcription (voir partie 1.3.B Résumé des étapes de la
transcription des ARNm) (Ma, 2011). Un exemple bien décrit de complexe de facteurs de
transcription, est celui impliquant GATA4, NKX2-5 et TBX5 dans le cceur en développement
(Kathiriya et al., 2015; Luna-Zurita et al., 2016; McCulley and Black, 2012).

Les facteurs de transcription peuvent aussi s’associer physiquement a d’autres
cofacteurs, comme notamment dans le cadre de la stabilisation du PIC (Figure 15). En effet,
bien que certains facteurs de transcription soient capables de fixer directement le facteur
TFIID pour favoriser la fixation du PIC au promoteur, la stabilisation des boucles
enhancer/promoteur nécessite généralement des interactions avec des cofacteurs, comme le
complexe médiateur par exemple (Chen and Pugh, 2021). Les facteurs de transcription
peuvent agir a la fois comme activateur et comme répresseur en fonction du contexte et des
cofacteurs associés (Ma, 2011). Les cofacteurs sont ainsi appelés coactivateurs ou
corépresseurs et contiennent généralement des domaines impliqués dans (1) la liaison a la
chromatine, (2) le positionnement des nucléosomes et/ou (3) la modification covalente des
histones ou d’autres protéines, comme des facteurs de transcription ou I’ARN polymérase
(Lambert et al., 2018; Mitsis et al., 2020). Il existe de nombreux cofacteurs de facteurs de
transcription impliqués dans la régulation de la transcription, par exemple, plus de 400
protéines impliquées dans les modifications post-traductionnelles des histones ont été

décrites (Lambert et al., 2018).

Les facteurs de transcription ne se fixent pas de maniére covalente a I’ADN, mais ont
des fixations dynamiques et transitoires sur la chromatine. Des expériences de suivi
moléculaire unique (ou « single-molecule tracking ») ont démontré qu'un facteur de
transcription passe généralement plus de 95% de son temps dans un état non fixé a la
chromatine ou engagé dans des interactions non spécifiques, avec des temps de fixation de
I'ordre de plusieurs centaines de millisecondes. Seule une petite fraction d'un facteur de
transcription donné est liée a des sites spécifiques avec des temps de fixation de I'ordre de
quelques dizaines de secondes (Azpeitia and Wagner, 2020; Misteli, 2020). Bien que ces
évenements de fixation soient transitoires, les états de la chromatine qui en résultent sont
stables en raison du remplacement continu des protéines qui se dissocient (Misteli, 2020).
Cependant, Gurdon et al. ont décrit des temps de fixation bien plus importants (de I'ordre de

plusieurs heures ou jours) pour certains facteurs de transcription et ils suggérent qu'il existe
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deux modes de fixation des facteurs de transcription : (1) une fixation a court terme dans les
cellules en division et en prolifération et (2) une fixation a long terme dans les cellules qui ne
se divisent pas (comme les cellules adultes par exemple) pour garantir I'expression génique

dans le temps et I'état différencié des cellules (Gurdon et al., 2020).

Le processus de transcription n’est pas continu mais oscille entre des états « on » et
« off », générant des salves de transcription (ou « transcriptional bursting »), comme les
expériences de transcriptomique sur cellules uniques ont également pu mettre en évidence
(Misteli, 2020; Voss and Hager, 2014). Un mécanisme important pour controler le nombre de
transcrits produits, est de réguler le temps de la fenétre de transcription, qui se traduit dans
le cas d’un facteur de transcription activateur, par une augmentation de la probabilité de
déclenchement des salves plutét que par une augmentation de la quantité de transcrits
produits par salve (Ma, 2011). Pour que ces salves soient obtenues il faut (1) tout d’abord
mettre en place le PIC et initier la transcription, notamment par des liaison d’activateurs, des
boucles enhancer/promoteur et/ou le remodelage de la chromatine et des nucléosomes. Il
faut ensuite (2) que le promoteur soit dans un état « ouvert » et (3) que cet état permissif soit
maintenu dans le temps, car plusieurs ARN polymérases peuvent étre chargées pendant une
méme salve. En effet, des salves recrutant jusqu’a 200 ARN polymérase ont été décrites chez
les eucaryotes. Les salves sont de durée limitée indiquant que le promoteur passe d’un état
actif a inactif (Rodriguez and Larson, 2020). Les facteurs de transcription sont donc des

régulateurs majeurs du déclenchement des salves de transcription.

1.4.A.c. Lien entre le contexte épigénétique et Iactivité des facteurs de
transcription

Il existe un impact fonctionnel de la structuration de la chromatine associée aux
marques épigénétiques sur 'activité des facteurs de transcription, et inversement (Kathiriya
et al.,, 2015).

La position des nucléosomes va avoir un impact sur le positionnement des facteurs de
transcription sur la chromatine dii a un encombrement stérique au site de fixation du facteur
de transcription (Spitz and Furlong, 2012). Les facteurs de transcription vont donc
préférentiellement se fixer dans des régions ouvertes, sans nucléosome : le génome
accessible correspond a environ 2-3% de la séquence totale d’ADN, mais capture plus de 90%

des régions liées par les facteurs de transcription (Klemm et al., 2019). La présence de marques
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épigénétiques sur les nucléosomes va aussi avoir un impact direct sur la structuration de la
chromatine et la fixation des facteurs de transcription (voir partie I.3.E.b Marques d’histones).
Par exemple, la présence de marques d’acétylation (ex : H3K27Ac) est associée a I'ouverture
de la chromatine augmentant la probabilité de fixation des facteurs de transcription, et a
I'inverse, certaines marques de méthylation (ex : H3K27Me3) sont associées a une chromatine
inactive et fermée, empéchant la fixation des facteurs de transcription. Il est donc possible de
prédire I'affinité de fixation des facteurs de transcription en fonction des marques
épigénétiques présentes (Liu et al., 2015). Dans le sens opposé, il est aussi possible de prédire
les marques épigénétiques par la présence de motifs de facteurs de transcription. En effet
Benveniste et al., ont utilisé la base de données ENCODE, référencant les positions
génomiques de nombreuses marques épigénétiques et facteurs de transcription, pour
construire un modele prédictif de la présence de certaines marques épigénétiques en fonction

du motif de facteur de transcription présent (Benveniste et al., 2014).
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Figure 17 : Modeéles d’accessibilité des facteurs de transcription a la chromatine
FT : facteur de transcription, RC : remodeleur de chromatine, PA : protéine architecturelle de la chromatine, FS
et FT' : facteurs de transcription secondaires. Adapté de Klemm et al., 2019.

Il existe des facteurs de transcription, appelés pionniers (ou « pioneer transcription
factor »), qui peuvent interagir directement avec la chromatine fermée et créer une ouverture
permettant la fixation d’autres facteurs de transcription par la suite (Balsalobre and Drouin,
2022; Voss and Hager, 2014). Le terme « pionnier » fait plus référence a une fonction que peut
avoir un facteur de transcription, plutét qu’a une famille spécifique de facteurs de

transcription : par exemple, le facteur de transcription GATA4 a été montré comme étant
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pionnier (He et al., 2014; Valimaki and Ruskoaho, 2020). Une fois fixés a la chromatine fermée,
les facteurs de transcription pionniers peuvent recruter des partenaires protéiques, comme
des cofacteurs modificateurs de marques d’histones (Mitsis et al., 2020), ou des cofacteurs
remodeleurs de chromatine, pour induire I'éviction de nucléosomes et rendre la fixation
d’autres facteurs de transcription possible (Figure 17) (Bevilacqua et al., 2014; Kathiriya et al.,
2015). Ainsi, le complexe multiprotéique SWI/SNF est un complexe remodeleur de
chromatine, dont la sous-unité spécifique du cceur, BAF60c, peut interagir avec les facteurs
de transcription GATA4, NKX2-5 et TBX5 pour induire I'expression de genes (Takeuchi and
Bruneau, 2009). L’éviction d’un nucléosome réduit ainsi 'encombrement permettant la
fixation de facteurs de transcription, qui une fois fixés, empéchent le repositionnement du
nucléosome (Figure 17) (Klemm et al., 2019; Spitz and Furlong, 2012). Les facteurs de
transcription pionniers peuvent également recruter des complexes répresseurs pour avoir une
action opposée et garantir la stabilité de régions réprimées et compactes du génome. La
fixation d’un facteur de transcription sur 'ADN va donc avoir des impacts variés sur la
structuration de la chromatine environnante, dus notamment au recrutement de cofacteurs
spécifiques.
1.4.A.d. Gene regulatory networks ou réseaux de régulation de génes

Si un facteur de transcription se fixe sur une région régulatrice d’'un géne codant un
autre facteur de transcription et contréle son expression, cette relation établit un réseau de
régulation (ou gene regulatory network, GRN, en anglais) entre les facteurs de transcription
(Kathiriya et al., 2015; Thompson et al., 2015). Ces réseaux d’activation et d’inhibition entre
les facteurs de transcription sont spécifiques des types cellulaires et sont indispensables pour
permettre I'expression coordonnée de genes, notamment au cours du temps, dans le cas de
processus développementaux ou de différenciation cellulaire (Neph et al., 2012; Potier et al.,
2014a). L'étude de ces réseaux est donc importante, car des dérégulations vont entrainer le
développement de processus pathologiques (Atkins et al., 2016). Dans le développement
cardiaque, différents GRN ont été décrits de maniére non exhaustive, mais il manque une
vision globale reliant fonctionnellement I'’ensemble de ces sous-réseaux identifiés (Bruneau,

2013; Kathiriya et al., 2021; Moore-Morris et al., 2018; Olson, 2006; Srivastava, 2006).
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1.4.B. Les facteurs de transcription Iroquois homeobox

Les génes Iroquois homeobox ou IRX ont été découverts pour la premiere fois chez la
drosophile dans le cadre d’études des organes sensoriels (Dambly-Chaudiére and Leyns,
1992), ol trois génes y ont été identifiés : araucan, caupolican et mirror (Gomez-Skarmeta et
al., 1996; McNeill et al., 1997). Des mutations dans le locus iroquois (ou Iro-C) provoquent la
perte des soies des régions latérales du thorax dorsal des drosophiles, ne laissant apparaitre
gu’une bande médiane de soies, rappelant les crétes de cheveux des tribus Iroquoises
d’Amérique dont est inspiré le nom du locus (Leyns et al., 1996). Des déficiences de ce locus
ont aussi été associées a des défauts du développement cardiaque (Mirzoyan and Pandur,
2013). Des geénes iroquois orthologues ont été retrouvés dans différentes espéces comme le
nématode (Caenorhabditis elegans), le zebrafish, le xénope ou le poulet (Garriock et al., 2001;
Kerner et al., 2009; Ogura et al., 2001; Tan et al., 1999). Chez les mammiferes, six genes IRX
sont retrouvés disposés dans deux clusters, formés par duplication d’un cluster ancestral de
trois genes : (1) le cluster IrxA, composé des génes IRX1, IRX2 et IRX4, situé sur le chromosome
5 chez I'humain et (2) le cluster IrxB, composé des genes IRX3, IRX5 et IRX6, situé sur le

chromosome 16 chez I’'humain (Figure 18) (Kerner et al., 2009; Kim et al., 2012).
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Figure 18 : Organisation génomique et structure des facteurs de transcription Iroquois homeobox

A. Organisation des genes Iroquois sur I’ADN, en un seul cluster (/ro-C) de trois genes chez la drosophile (Dm) et
en deux clusters (IrxA et IrxB) chez la souris (Mm) et I’humain (Hs). B. Structure protéique commune entre les
facteurs de transcription Iroquois. TALE: Three Amino-acid Loop Extension, H1-H3: hélices alpha de
I’'hnoméodomaine. C. Organisation des soies du thorax dorsal chez les drosophiles contrdles et mutées dans le
locus Iro-C (Iro-CM“t), Adapté de Dambly-Chaudiére and Leyns, 1992 et Kim et al., 2012.

Tous les membres de la famille des Iroquois homeobox possédent une région bien
décrite pour permettre I'interaction avec I’ADN, ’lhoméodomaine (Holland et al., 2007; Hu et
al., 2018; Kim et al., 2012). L'homéodomaine des protéines IRX fait partie de la classe des
homéodomaines TALE (Three Amino-acid Loop Extension). Il est composé de trois hélices alpha
et a une taille de 63 acides aminés, contre 60 acides aminés pour les autres classes

d’homéodomaines, du fait de la présence de trois acides aminés supplémentaires entre les
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hélices 1 et 2 (Figure 18) (Burglin, 1997). Plus précisément, les hélices 2 et 3 ont été
caractérisées comme importantes pour la conformation 3D de ’'homéodomaine et la fixation
a I’ADN respectivement (Birglin, 2011). Il n’existe pas de motif ADN consensus clair pour la
fixation des protéines IRX, mais différentes études proposent des motifs associés aux
séquences « ACA » et « TGT » (Anderson et al., 2012; Berger et al., 2008; Bilioni et al., 2005;
Noyes et al., 2008).

Une autre séquence, de 14 acides aminés, appelée IRO-box (Burglin, 1997), est
présente et conservée entre les différents membres de la famille IRX (Figure 18). L'/RO-box a
été peu étudiée, mais deux études suggérent qu’elle est impliquée dans les interactions
protéine-protéine des IRX (Barrios and Campuzano, 2016; Cavodeassi et al., 2001). L'une
suggere une interaction avec la cycline E dans le cycle cellulaire chez la drosophile, et I'autre
suggere un réle dans les interactions protéine-protéine, car sa séquence est trés proche de
celle de la partie centrale de séquences EGF (Epidermal Growth Factor) répétées du récepteur

Notch.

Les facteurs de transcription IRX sont impliqués dans des processus développementaux
de différents organes comme le systeme nerveux (Cavodeassi et al., 2001; Lecaudey et al.,
2005), les poumons (Doi et al., 2011; Van Tuyl et al., 2006), la rétine (Cheng et al., 2005), les
gonades (Jorgensen and Gao, 2005), les membres (Li et al., 2014a) ou le tissu adipeux (Bjune
et al., 2020). Du fait de leur implication dans le cycle cellulaire, ils sont aussi associés a des

processus cancéreux (Barrios et al., 2015).

Les six genes Iroquois sont exprimés dans le cceur (Figure 19) et y ont des implications

spécifiques et chevauchantes (Kim et al., 2012).
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Figure 19 : Expression cardiaque des facteurs de transcription Iroquois
OD : oreillette droite, OG : oreillette gauche, CC: chambre de chasse, VD : ventricule droit, VG : ventricule
gauche, AO : artere aorte, AP : artéere pulmonaire. Adapté de Kim et al., 2012.
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1.4.B.a. Cluster IrxA dans le coeur

IRX1

Le facteur de transcription Irx1 a une expression cardiaque trés similaire a celle d’Irx2,
localisée a E10.5 chez la souris dans le myocarde trabéculé du septum interventriculaire. Entre
E15.5 et E17.5, son expression est principalement retrouvée du c6té gauche du septum, dans
le faisceau de His et les branches du faisceau (Figure 19). Cette expression suggere qu'il
pourrait avoir un réle dans le développement du septum interventriculaire et du systeme de
conduction ventriculaire (Christoffels et al., 2000). En effet, chez le varan (Varanidae), Irx1
(comme Irx2) est retrouvé dans les septa partiels du ventricule, équivalents au septum
interventriculaire des mammiféeres (Hanemaaijer et al., 2019), alors que "orthologue d’Irx1
dans le zebrafish (Irx1b) est exprimé dans le systéme de conduction en développement, méme
sile zebrafish ne posséde pas de septum ventriculaire (Joseph, 2004). Des participations d’Irx1
dans les mécanismes de remodelage et d’inhibition de la fibrose cardiaque, ont aussi été
suggérés dans un modele de rat insuffisant cardiaque (Zeng et al., 2019). Chez I’humain, bien
qgue trois variants génétiques d’IRX1 aient été retrouvés chez des patients atteints de
cardiopathies congénitales structurelles (avec des défauts de septation atriale ou
ventriculaire, une transposition des grandes artéres ou un retour veineux pulmonaire
anormal, Guo et al., 2017), des informations sont encore manquantes sur ses implications au
cours du développement cardiaque et dans le coeur adulte humain.

IRX2

L'expression cardiaque d’lrx2 est concomitante a celle d’Irxl dans le septum
interventriculaire (Kim et al., 2012). La souris Irx2-KO est viable et fertile, sans défaut
morphologique du cceur ni de la fonction cardiovasculaire, suggérant I'établissement de
mécanismes de compensation d’autres facteurs de transcription Iroquois pour la perte d’Irx2
(Lebel et al., 2003). A l'inverse, la surexpression d’Irx2 dans le cceur des souris Irx4-KO suggéere
qu’il exerce un effet partiellement compensateur pour la perte d’Irx4 (Bruneau et al., 2001).
Bien qu’il soit possible qu’un phénotype pathologique apparaisse avec I'age chez la souris Irx2-
KO (non investigué), lI'absence d’anomalies cardiaques démontre qu’lrx2 n’est pas

indispensable au développement cardiaque.
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IRX4
Irx4 est exprimé a partir de E7.5 dans le croissant cardiaque de souris (dans le premier
et le second champ cardiaque), puis dans le tube linéaire cardiaque et lors du looping, ou il est
exclusivement exprimé dans les régions progénitrices des ventricules (Figure 19). L’expression
d’Irx4 est maintenue jusqu’au stade adulte et est toujours exclusive aux ventricules (Bruneau
et al., 2000; Nelson et al., 2014). Il est d’ailleurs utilisé comme marqueur de sélection des
cardiomyocytes ventriculaires dans des protocoles de différenciation cardiaque de cellules
souches embryonnaires de souris (Ban et al., 2015; Nelson et al.,, 2016). La diminution
d’expression d’Irx4 dans les ventricules des souris Nkx2-5-KO et Hand2-KO suggére que ces
deux facteurs de transcription participent a I'activation de son expression (Bruneau et al.,
2000). Irx4 permet la spécification des ventricules en inhibant I'expression de génes des
oreillettes et en activant des génes des ventricules (Figure 20). Par exemple, Irx4 active
I’expression de la chaine lourde de myosine ventriculaire (Vmhcl) et inhibe I'expression de la
chaine lourde de myosine atriale (Amhc1) dans les ventricules, chez le poulet (Bao et al., 1999;
Wang et al., 2001).

Surexpression Inhibition
Contréle d’Irx4 d’Irx4

Geénes atriaux
(ex : AMIHC)

Génes ventriculaires
(ex : VMHC)
Figure 20 : Actions activatrices et inhibitrices d’Irx4 dans le cceur
Impact d’une surexpression ou de I'inhibition d’Irx4 sur I'expression des génes atriaux (orange) et ventriculaires
(bleu). Une couleur foncée indique une expression forte et inversement. Adapté de Kim et al., 2012.

Chez la souris, le KO d’Irx4 n’induit pas de défauts structuraux du coeur au cours des
stades embryonnaires (mécanismes de compensation suggérés notamment par Irx2), mais
une expression ectopique de genes atriaux dans les ventricules est observée, comme Nppa
par exemple (Bruneau et al., 2001). Aprés 6 mois de vie, la souris Irx4-KO développe
spontanément une cardiomyopathie avec une diminution de la fraction d’éjection et une
hypertrophie cardiaque (Kim et al., 2012). Ces données chez la souris suggérent qu’lrx4 n’est

pas indispensable au développement ventriculaire, mais y est nécessaire a I'établissement
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d’un programme spécifique de génes (Bruneau et al.,, 2001). Chez I’'humain, deux variants
génétiques associés a une perte de fonction d’IRX4 ont été identifiés chez des patients
présentant des défauts de septation ventriculaire, confirmant son importance dans le coeur

(Cheng et al., 2011).
1.4.B.b. Cluster IrxB dans le coeur

IRX3

Irx3 est exprimé a partir de E9.5 chez la souris, dans le myocarde ventriculaire
trabéculé, mais pas dans le myocarde compact, ni les cellules endocardiques longeant les
trabécules (Figure 19) (Christoffels et al., 2000). Irx3 est nécessaire au développement du
systeme de conduction ventriculaire, car il y inhibe de maniére directe I'expression de la Cx43
(associée a la conduction plus lente de l'influx électrique) en ayant un réle antagoniste de
Nkx2-5. En parallele, il active I'expression de la Cx40 (associée a la conduction rapide), de
maniére indirecte, probablement en inhibant I'expression d’un répresseur (Figure 21) (Zhang
et al., 2011). La souris Irx3-KO est viable et sans défaut morphologique du coeur, mais apres
deux semaines apres la naissance : (1) un allongement du QRS est observé chez ces souris,
reflétant un ralentissement de la conduction ventriculaire, (2) ainsi qu’un bloc de la branche
droite du faisceau de His, qui induit un défaut d’activation du ventricule droit (Zhang et al.,
2011). La Cx43 présente une expression ectopique dans les branches du faisceau de His, du

fait de I'absence d’Irx3, induisant une réduction de la vitesse de conduction par rapport aux
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Figure 21 : Réles d’Irx3 dans I’établissement et la maturation du systéme de conduction ventriculaire

Le KO d’Irx3 (Irx37") chez la souris provoque une expression ectopique de Cx43, ralentissant la conduction

ventriculaire dans les branches du faisceau de His. Le complexe de facteur de transcription Irx3/Nkx2-5/Tbx5 est

impliqué dans la maturation postnatale du systéme de conduction ventriculaire. Adapté de Kim et al., 2012, 2016.
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souris sauvages. Ces défauts électriques chez la souris Irx3-KO induisent un risque accru de
développement d’arythmies (Zhang et al.,, 2011). La souris Irx3-KO présente des niveaux
d’expression diminués de Cx40, tout comme la souris Gja5-KO, et pourtant un phénotype
électrique cardiaque moins sévere est retrouvé chez la Gja5-KO, suggérant qu’lrx3 a d’autres
effets sur le systéme de conduction ventriculaire que la régulation des Cx. En effet, (1) le KO
d’Irx3 a aussi un impact sur le systeme His-Purkinje qui se détériore progressivement apres la
naissance, suggérant un réle d’Irx3 dans le maintien de I'intégrité du systeme de conduction
ventriculaire. De plus, (2) Irx3 coopere avec Nkx2-5 et Tbx5 dans la régulation du cycle
cellulaire pour permettre une maturation du systeme de conduction ventriculaire (Figure 21)
(Kim et al., 2016). Irx3 est donc impliqué dans le développement, la maturation et le maintien
du systeme de conduction ventriculaire chez la souris. Chez I'humain, deux variants
génétiques d’IRX3 ont été identifiés chez des patients avec des fibrillations ventriculaires
idiopathiques, confirmant le lien observé chez la souris entre des altérations d’IRX3 et le
développement d’arythmies cardiaques (Koizumi et al., 2016). Deux études ont également
suggéré une implication d’Irx3 dans un syndrome cardiaque complexe associé a des risques
d’arythmies ventriculaires et de mort subite, le syndrome de Brugada (Barc et al., 2022;

Kimura et al., 2016).

IRX5

Chez la souris, Irx5 a une premiére expression détectée a E9, dans la partie ventrale du
tube cardiaque en looping. Puis a E9.5, Irx5 est exprimé dans I'’endocarde longeant les
oreillettes et ventricules en formation, mais pas celui du canal atrioventriculaire ou la chambre
de chasse (Figure 19) (Christoffels et al., 2000). Dans le coeur adulte, Irx5 est exprimé au sein
du myocarde ventriculaire, dans un gradient décroissant au sein de la paroi ventriculaire : du
myocarde sous-endocardique vers le myocarde sous-épicardique, ainsi que dans le faisceau
de His et les branches du faisceau (Figure 22A) (Christoffels et al., 2000; Gaborit et al., 2012).

Une cible d’Irx5 a été identifiée chez la souris, le gene Kcnd2, codant la sous-unité a
du canal potassique Kv4.2 responsable du courant Iy (rapide) repolarisant. Au sein de la paroi
ventriculaire Kcnd2 a lui aussi une expression en gradient mais qui est inverse par rapport a
celle d’Irx5. En accord avec ces données, il a été montré qu’lrx5 inhibe I'expression de Kcnd2
a l'aide d’un cofacteur, mBop, qui recrute a son tour I'enzyme HDAC, pour réprimer
épigénétiquement la région du géne Kcnd2 et empécher son expression (Costantini et al.,

2005). Irx5 peut agir comme répresseur (avec mBop) ou activateur en fonction du contexte,



Introduction

car dans un modele de surexpression non cardiomyocytaire, Irx5 active I'expression de Kncd2
(Costantini et al., 2005). Une autre étude suggere que ce mécanisme d’inhibition d’Irx5 passe
par l'interaction avec Irx4 et non avec mBop (Figure 22B) (He et al., 2009). Ces résultats
différents indiquent la nécessité d’études supplémentaires pour mieux comprendre ce
processus. La souris Irx5-KO est viable et sans défaut structurel majeur, mais présente une
susceptibilité accrue aux arythmies. Cette susceptibilité a été attribuée a la perte du gradient
transmural du potentiel d’action dans le ventricule qui est associée a la survenue de
tachycardies ventriculaires. La perte d’Irx5 induit une expression ectopique de Kcnd2 dans le
myocarde sous-endocardique induisant un raccourcissement de la durée du potentiel d’action
dans cette région, provoquant des défauts de la repolarisation ventriculaire (Figure 22A)
(Costantini et al., 2005). En plus de ce défaut électrique, les souris Irx5-KO ont une contractilité
cardiaque réduite, dont I'origine serait associée a 'activation transcriptionnelle anormale de
Kcnd2, car le double KO Irx5/Kv4.2 restaure la fonction contractile (Kim et al., 2022). Chez
I’humain, I'expression en gradient d’/RX5 au sein de la paroi ventriculaire est également
retrouvée, tout comme le gradient inverse du courant li. Par contre, ce courant Iy, est chez
I’humain, principalement médié par le canal Kv4.3 (contrairement a Kv4.2 chez la souris), en
lien avec la sous-unité accessoire KChIP2 (Gaborit et al., 2010). Du fait de son expression en
gradient (inversé par rapport a IRX5) dans de la paroi ventriculaire, KChIP2 (codé par KCNIP2)
est supposé étre responsable du gradient transmural d’ls, chez I’humain.

Une précédente étude de I'équipe a par ailleurs permis de montrer un réle clé pour

IRX5 dans la régulation de la dépolarisation ventriculaire et de la conduction électrique

ENDO EPI ENDO EPI

Irx5 Cardiomyocytes Non-cardiomyocytes
[ @ | o

Irx4 | mBop

¢ ¢ YAV VY 2y

Kcnd2 (K4.2) Kcnd2 (K\4.2)

Phénotype Susceptibilité aux arythmies
sain accrue

Figure 22 : Réle d’Irx5 dans le maintien de I’hétérogénéité transmurale du potentiel d’action

A. Expression du facteur de transcription Irx5 et du canal potassique Kv4.2 (responsable du courant liw) au sein
de la paroi ventriculaire, entre les myocardes sous-endocardique (ENDO) et sous-épicardique (EPI), ainsi que les
potentiels d’action et phénotypes électriques associés chez la souris. B. Modele d’action d’Irx5 dans les
cardiomyocytes avec ses partenaires spécifiques et dans des cellules non-cardiomyocytes, sur I'expression du
gene Kend2. Adapté de Kim et al., 2012.
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cardiaque chez I'lhumain, a travers notamment I'activation de SCN5A (codant le canal Nav1.5)
par IRX5, en cohérence avec le gradient transmural d’expression de SCN5A qui est similaire a
celui d’/RX5 (Al Sayed et al., 2021a).

De maniere intéressante, Irx3 et Irx5 sont exprimés de maniére concomitante,
potentiellement grace a des enhancers communs proches (Calle-Mustienes et al., 2005; Chua
et al., 2022; Tena et al.,, 2011) et ont des implications en coopération et redondance
fonctionnelle dans différents organes (Fu et al., 2018; Li et al., 2014a; Son et al., 2021). La
souris Irx5-KO étant viable, fertile et ne présentant pas de défauts morphologiques cardiaques
majeurs, montre qu’lrx5 n’est pas indispensable au développement et au maintien de
I'intégrité cardiaque, et suggére que son réle dans ces fonctions est masqué par la redondance
fonctionnelle avec d’autres facteurs de transcription Iroquois (Gaborit et al., 2012). De la
méme maniére, la souris Irx3-KO est viable, fertile et sans défaut morphologique cardiaque
majeur, suggérant également un effet compensateur d’autres facteurs de transcription
Iroquois (Zhang et al., 2011). L’étude du double KO pour IRX3 et IRX5 chez la souris, létale au
stade embryonnaire a E14.5 avec des défauts cardiaques structuraux majeurs, a permis de
démontrer gu’effectivement ces deux facteurs de transcription ont des fonctions redondantes

et méme coopératives (Gaborit et al., 2012).
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Figure 23 : Patients atteints du syndrome d’Hamamy et présentant des mutations perte-de-fonction d’IRX5

A-B. Arbres généalogiques, photos et électrocardiogrammes des patients Hamamy des deux familles décrites
dans Bonnard et al., 2012. C. Localisation génomique et protéique des mutations Hamamy A150P et N166K. HD :
homéodomaine TALE (Three Amino-acid Loop Extension). D. Altérations cardiaques retrouvées chez les patients
Hamamy décrits. N.I : non investigué. Adapté de Bonnard et al., 2012 et Birglin, 1997.
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Chez I'humain, deux mutations localisées dans 'lhoméodomaine d’IRX5 (A150P et
N166K) et provoquant une perte de fonction de la protéine, ont été identifiées pour la
premiere fois en 2012, chez des patients de deux familles différentes (Figure 23A-C) (Bonnard
et al., 2012). Les patients de ces familles sont atteints du syndrome d’Hamamy, décrit pour la
premiere fois en 2007 (Hamamy et al., 2007). lls présentent un phénotype trés sévére incluant
des altérations multiorganes (défauts craniofaciaux, des os et des membres, ...), dont des
défauts cardiaques: principalement un ralentissement de la conduction ventriculaire,
commun a tous ces patients (Figure 23D). Le phénotype des patients est plus sévere que le
phénotype des souris Irx5-KO, suggérant que les mutations Hamamy pourraient avoir des
effets dominants négatifs. De plus, le ralentissement de conduction ventriculaire observé chez
les patients rappelle le phénotype des souris Irx3-KO et IRX3/IRX5-KO, suggérant que I'impact
des mutations Hamamy pourrait passer par des altérations du couple IRX5/IRX3.

IRX6

Irx6 a une expression cardiaque plus faible que celle des autres Irx et est localisé dans

les mémes régions qu’IRX5, a partir de E10.5 chez la souris (Figure 19) (Mummenhoff et al.,

2001). Sa fonction n’a pas encore été étudiée dans le cceur (Hu et al., 2018).

1.4.C. Stratégies d’étude des facteurs de transcription cardiaques

Dans cette partie sont énoncés les principaux modeles utilisés pour I'étude des
facteurs de transcription cardiaques, avec une attention particuliere pour les modeles basés
sur les cellules souches. Les principales techniques de référence et leur intérét dans I'étude

des facteurs de transcription cardiaques sont ensuite abordés.

14.C.a. Modéles animaux

Différents modeéles animaux sont utilisés pour I'étude des facteurs de transcription
cardiaques et prennent généralement place dans le contexte plus large de I'étude du
développement cardiaque (Taylor et al., 2021; Zaffran and Frasch, 2002). Ces modeéles
permettent de pallier le manque d’échantillons du développement cardiaque humain, qui
sont rares et difficiles a obtenir.

Les petits animaux ont été et sont toujours utilisés pour I'étude des facteurs de
transcription, comme la drosophile (Drosophila melanogaster) qui permet de modéliser le
développement cardiaque (Piazza and Wessells, 2011). Ce modéle a permis par exemple

I'identification de la famille des facteurs de transcription Iroquois (Leyns et al., 1996). Le
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poisson-zébre ou zebrafish (Danio rerio), ainsi que le xénope (Xenopus laevis) ont été
notamment utilisés pour I'étude des familles de facteurs transcription GATA, TBX et NKX
(Garfinkel and Khokha, 2017; Heicklen-Klein et al., 2005). Le poulet (Gallus gallus) a également
été montré comme étant un bon modele d’étude du développement cardiaque (Wittig and
Minsterberg, 2020). Enfin, la souris (Mus musculus) correspond au principal modéle animal
utilisé pour I’étude du développement cardiaque et des facteurs de transcription (Akerberg et
al.,, 2019; Krishnan et al., 2014). Le développement cardiaque et plus particulierement les
réseaux de régulation moléculaires, sont biens conservés entre ces différents modeles et
I’humain (Xia et al., 2020). lls correspondent a des modeles intégrés, ou le cceur peut étre
étudié au sein d’organismes entiers et non de maniére isolée et artificielle. Ces modeéles sont
facilement modifiables génétiquement et permettent également la réalisation de techniques
d’analyse globale a haut débit ou « omiques ». Cependant, notamment pour le modéle de
souris, il existe des différences dans le développement et la physiologie cardiaque par rapport
a I’humain, suggérant que des mécanismes spécifiques des espéces s’établissent, nécessitant
ainsi 'utilisation d’autres modéles pour s’approcher du contexte humain (Anzai et al., 2020;

Rossant and Tam, 2017).

1.4.C.b. Cardiomyocytes dérivés de cellules souches humaines

Afin d’étudier le développement cardiaque et les facteurs de transcription dans un
contexte humain, des modeles de différenciation cardiaque de cellules souches ont été mis
au point.

Au cours du développement pré-cardiaque humain, environ 5 jours apres la
fécondation, des cellules pluripotentes apparaissent au sein de la masse cellulaire interne du
blastocyste (voir partie 1.2.A.a Pluripotence). En 1998 et 2000, deux équipes ont extrait la
masse cellulaire interne d’embryons humains aprés fécondation in vitro, pour isoler des
lignées de cellules souches embryonnaires pluripotentes, hESCs (Reubinoff et al., 2000;
Thomson et al., 1998; Vazin and Freed, 2010). Ces lignées de cellules souches pluripotentes
ont des capacités d’autorenouvelement et de différenciation dans I'ensemble des types
cellulaires dérivés des trois feuillets embryonnaires, et ont été notamment utilisé pour
générer des cellules cardiaques (Kehat et al.,, 2001; Mummery et al., 2003). Ce modéle de
différenciation, qui est une source illimitée de cellules cardiaques humaines et notamment de
cardiomyocytes (Acimovic et al., 2014), a permis d’ouvrir de nombreuses perspectives

d’utilisation dans le contexte de I'étude du développement cardiaque (et du réle des facteurs
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de transcription cardiaques), de la thérapie cellulaire cardiaque ou d’études
pharmacologiques (Anderson et al., 2018; Liu et al., 2018b; Williams et al., 2021). Cependant,
la rareté et la difficulté d’obtention d’embryons humains, ainsi que les restrictions éthiques
associées, sont des limites a I'étude de lignées hESCs issus de patients dans le cadre de
stratégies de médecine personnalisée. En effet, bien que des stratégies d’édition génétique
soient réalisables sur les hESCs, pour créer des modeles isogéniques (qui ont pour seule
différence génétique la modification artificiellement induite), elles ne permettent pas
d’étudier les cas ou la causalité de la pathologie n’a pas été associée a un variant génétique

précis.

En 2006, la premiére génération de cellules souches pluripotentes induites, ou iPS, a
été obtenue par surexpression des facteurs de transcription Oct4, Sox2, KIf4 et c-Myc dans
des fibroblastes de souris (Takahashi and Yamanaka, 2006). Un an aprés, deux équipes
différentes ont montré la possibilité de reprogrammer des fibroblastes humains en cellules
iPS (Takahashi et al., 2007; Yu et al., 2007). Ces cellules iPS humaines sont trés similaires aux
hESCs, notamment du point de vue de leur morphologie, de leur capacité de prolifération et
de pluripotence ou de leur profil global d’expression de génes (Choi et al., 2015; Parrotta et
al., 2020). Toutefois, différentes études ont montré I'existence de légéres différences entre
ces deux types de cellules souches notamment en terme de contenu en acide nucléique ou
d’expression de sous-groupes de genes (Chin et al., 2009; Parrotta et al.,, 2017, 2019). Les
cellules iPS présentent un avantage considérable d’accessibilité comparées aux hESCs, car
elles peuvent étre reprogrammées a partir de cellules provenant d’échantillons biologiques
facilement accessibles, notamment des cellules de sang, de peau ou d’urine (Afzal et al., 2017;
Agu et al., 2015; Jouni et al., 2015; Li et al., 2016). Par cette possibilité d’obtention facilitée,
sans dégradation d’embryons humains, I'utilisation des iPS humaines est ainsi sujette a des

contraintes éthiques moins lourdes comparées a celles des hESCs.

Tout comme pour les hESCs, les iPS humaines ont ensuite été utilisées comme source
illimitée pour la génération de cellules cardiaques, notamment des cardiomyocytes (iPS-CMs).
Il existe différents protocoles, principalement basés sur I'induction de la différenciation des
iPS en cellules du mésoderme puis en progéniteurs cardiaques, par I'utilisation de petites
molécules (ex: CHIR99021) ou de cytokines (ex: Activine A, BMP4, ..). Ces différents

protocoles vont généralement aboutir a la production d’'une population mixte de cellules, (1)
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a la fois des cardiomyocytes et des cellules non cardiomyocytaires (de type fibroblaste par
exemple) et (2) différents sous-types de cardiomyocytes (atriaux, nodaux et ventriculaires,
Protze et al., 2019). Des étapes de déplétion en glucose ont été mises au point afin d’enrichir
en cardiomyocytes les populations en fin de différenciation. Des protocoles visant a générer
plus spécifiquement des cardiomyocytes ventriculaires (généralement le sous-type
majoritaire obtenu), nodaux (par régulation de la balance BMP/acide rétinoique et la
surexpression de TBX3) ou atriaux (par I'ajout d’acide rétinoique) ont également été mis au

point (Bekhite and Schulze, 2021; Protze et al., 2019; Swedlund and Lescroart, 2020).

Les modeéles dérivés d’iPS permettent I'étude de pathologies et de mutations
génétiques cardiaques par reprogrammation de cellules de patients en cellules pluripotentes,
qui conservent I’ensemble de leurs spécificités génétiques (Al Sayed et al., 2021b; Yoshida and
Yamanaka, 2017). Il est également possible d’éditer génétiqguement les cellules iPS, par
CRISPR-Cas9 par exemple (Chun et al., 2018). Dans le cadre de I'étude du role de facteurs de
transcription dans la différenciation cardiaque, la technologie CRISPR-Cas9 a été utilisée pour
I'induction de KO (homo ou hétérozygotes) ou pour l'insertion de mutations génétiques de
ces génes observées chez des patients (Ang et al., 2016; Kathiriya et al., 2021). Des études
pharmacologiques, ainsi que le développement de nouvelles stratégies de thérapie cellulaire
cardiaque sont réalisables avec le modéle de cellules iPS (Lemoine and Christ, 2021; Magdy et

al., 2018; Parrotta et al., 2020).

Pour I'étude des facteurs de transcription cardiaques, il est nécessaire de tenir compte
des deux principales limites de ces modéles de différenciation cardiaque de cellulesiPS: (1) le
phénotype immature des cardiomyocytes obtenus en fin de différenciation (Figure 24) et (2)
la réalisation de cultures en deux dimensions (2D) qui est éloignée du format 3D de I'organe.
Comparés a des cardiomyocytes adultes, les cardiomyocytes dérivés d’iPS n’atteignent pas le
méme niveau de maturité et semblent étre plus similaires a des cardiomyocytes foetaux (Wu
et al.,, 2021a). En effet, les cardiomyocytes dérivés d’iPS ont une forme arrondie
(contrairement aux cardiomyocytes adultes qui ont une forme en batonnet), sont
généralement mononucléés, n’ont pas de tubules T, ont un profil électrophysiologique feetal
(avec des contractions spontanées), présentent un métabolisme énergétique majoritairement
glycolytique (et non associé aux acides gras) et enfin, ont une ultrastructure myofibrillaire

désorganisée (Bekhite and Schulze, 2021; Karbassi et al., 2020; Wu et al., 2021a).
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Figure 24 : Différences entre les iPS-CMs et les cardiomyocytes adultes

Différences d’organisation générale (A), morphologiques (B), électrophysiologiques (C), du cycle calcique (D), de
la contractilité, métaboliques et du cycle cellulaire, entre les iPS-CM et les cardiomyocytes adultes. RYR2 :
récepteur a la ryanodine de type 2, Cx43 : connexine 43, NCX : échangeur Na*/Ca?*, SERCA2a : pompe calcique
du réticulum sarcoplasmique, mtDNA : ADN mitochondrial, b-Ox : béta-oxydation des acides gras, CPT1-CPT2 :
carnitine palmitoyltransferases 1 et 2, FA-CoA : fatty-acyl-CoA esters, n : ploidie. Adapté de Karbassi et al., 2020.

La différenciation cardiaque des iPS en 2D correspond aussi a une limite du modele, car cette
situation est peu physiologique et ne rend pas compte de I'architecture tissulaire, des
communications entre les différents types cellulaires et des contraintes physiques
(notamment du flux sanguin) auxquels les cardiomyocytes sont normalement soumis pendant
le développement cardiaque (Ahmed et al., 2020; Liu et al., 2022). Ces limites peuvent avoir
un impact sur les mécanismes moléculaires observés et sont donc a prendre en compte dans
les observations faites au cours et en fin de la différenciation cardiaque des iPS.

Différentes stratégies ont été mises en place pour tenter de faire progresser les
cardiomyocytes dérivés d’iPS vers un stade de différenciation plus proche des cardiomyocytes

adultes : la culture longue des cardiomyocytes, la stimulation électrique, I'application d’un
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stress mécanique ou encore I'ajout d’hormone thyroidienne (T3) dans le milieu de culture
(Ahmed et al., 2020; Wu et al., 2021a) ont été testés. Bien que ces stratégies apportent
chacune des améliorations phénotypiques, elles n’aboutissent pas a la production de
cardiomyocytes de type adulte. La génération de modeles de différenciation 3D, en plein essor
actuellement, permettrait de maturer le phénotype des cardiomyocytes en fin de
différenciation et également de s’affranchir des limites liées a la culture 2D (Arslan et al., 2022;
Liu et al., 2022). Les différents modéles 3D tels que les engineered heart tissue (Ronaldson-
Bouchard et al., 2018), les organoides cardiaques ou cardioides (Cho et al., 2022), ou encore
les modeles de « heart-on-chip » (Andrysiak et al., 2021) correspondent a des modeles plus
intégrés, constitués de plusieurs types cellulaires et pourraient constituer des outils d’étude

pertinents du développement et des facteurs de transcription cardiaques.
1.4.C.c. Techniques d’analyse

Création de modeéles par édition génétique

Dans le but d’étudier le role de facteurs de transcription cardiaques, notamment au
cours du développement, la stratégie classique est la génération de modéles KO (homo ou
hétérozygote) pour pouvoir identifier les génes et voies biologiques impactés par la perte
spécifique du facteur de transcription délété (Kathiriya et al., 2015, 2021). Des insertions

génétiques ou knock-in (KI) sont aussi utilisées, notamment pour la génération de modeles
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Figure 25 : Génération de KO et Kl par la technologie CRISPR-Cas9

La fixation spécifique de I'enzyme Cas9 se fait a I'aide d’'un ARN guide, ciblant précisément une zone proche
d’une séquence PAM (Protospacer Adjacent Motif), généralement de type « NGG ». La PAM va étre reconnue
par la Cas9 pour induire une coupure double brin. Le systeme de réparation va tenter de réparer la coupure par
NHEJ (Non-Homologous End-Joining) mais peut faire des erreurs provoquant par exemple, un changement de
cadre de lecture d’un gene dans le cas d’un KO. L'apport d’un fragment d’ADN simple brin (ssODN, single-
stranded oligodeoxynucleotides) contenant des bras d’homologies entourant une séquence d’intérét, peut
provoquer une recombinaison homologue au site de coupure, induisant l'insertion d’'une séquence d’intérét
dans le génome (KI). Adapté de Tian et al., 2017.
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isogéniques associés a des mutations génétiques spécifiques de patients ou pour I'ajout d’'une
séquence tag a un facteur de transcription (Ang et al., 2016). La technique d’édition génétique
la plus utilisée actuellement est la technologie CRISPR-Cas9 qui permet le ciblage de régions
spécifiques du génome, par I'intermédiaire d’'un ARN guide, puis le clivage de I’ADN, grace a
I’enzyme Cas9, qui va reconnaitre une séquence spécifique sur I’ADN, appelée séquence PAM
(Figure 25) (Protospacer Adjacent Motif, De Masi et al., 2020; Tian et al., 2017). La principale
limite au CRISPR-Cas9, comme pour les autres techniques d’édition du génome, est liée au
risque d’induire des modifications supplémentaires dans des régions non spécifiques (ou off-

target en anglais ; Fu et al., 2013).

Analyse de I'impact des facteurs de transcription sur le transcriptome

La fonction principale des facteurs de transcription est la régulation de I’expression des
génes. Ainsi, quantifier les niveaux d’expression génique dans des modeéles adaptés est
nécessaire pour identifier le réle des facteurs de transcription. L’analyse de I'expression des
geénes est principalement conduite par I'étude du transcriptome, qui peut étre réalisée dans
des modeles KO pour des facteurs de transcription par exemple, afin d’identifier des génes
dont I'expression est impactée par les facteurs de transcription étudiés. Actuellement, il existe
différentes techniques d’analyse globale du transcriptome qui sont principalement dérivées
du RNA-Seq (Lowe et al., 2017). Le RNA-Seq combine des étapes de fragmentation,
rétrotranscription et séquencage d’ARN suivi de I'alignement des fragments séquencés (ou
reads) sur un génome de référence, pour générer de maniére bioinformatique une
quantification de chaque ARN de I’échantillon. Il existe (1) des techniques transcriptomiques
dites en « bulk » qui correspondent a la quantification des ARN issus d’un échantillon composé
de plusieurs milliers de cellules (et parfois plusieurs type cellulaires) et (2) des techniques en
cellules uniques ou « single-cell », qui permettent la quantification des ARN de chaque cellule
contenue dans un échantillon de plusieurs centaines ou milliers de cellules (Figure 26A) (Asp
et al., 2019; GTEx Consortium, 2013). Ces deux types de techniques ont leurs avantages et
inconvénients spécifiques : le bulk permet la détection et I'étude de variations d’expression
d’un grand nombre de génes, mais constitue un signal moyenné d’expression entre différents
types cellulaires (Altschuler and Wu, 2010; Rassek and Izykowska, 2020) ; le single-cell permet
I’étude de I'expression de genes dans différents types cellulaires, mais a cause du phénoméne
d’expression des génes en salve au sein d’une cellule (voir partie I.4.A.b Modele intégré), il est

généralement retrouvé un grand nombre de niveaux d’expression de génes a 0, pouvant poser
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probléme dans les analyses bioinformatiques par la suite (Léhnemann et al., 2020). Ces deux
types d’étude transcriptomique peuvent donc étre complémentaires pour I'analyse de

I'impact des facteurs de transcription cardiaques.

Analyse des sites de fixation des facteurs de transcription sur le génome

Pour avoir un effet sur la transcription de certains genes, les facteurs de transcription
vont se fixer dans des régions spécifiques du génome. L'investigation de ces régions permet
d’identifier les génes qui sont des cibles directes de facteurs de transcription spécifiques et de
mieux comprendre leur mode de fonctionnement (Anderson et al., 2018; Ang et al., 2016). La
technique de référence pour l'identification des positions génomiques occupées par les
facteurs de transcription est le ChIP-Seq (Chromatin Immunoprecipitation Sequencing). Le
ChIP-Seq consiste : (1) a fragmenter la chromatine, puis (2) immunoprécipiter a l'aide
d’anticorps spécifiques d’un facteur de transcription les complexes facteur de transcription-
chromatine et (3) séquencer les fragments d’ADN obtenus, avant (4) I'analyse bioinformatique
et alignement sur un génome de référence, pour obtenir des pics de reads correspondant aux
régions ADN fixées par le facteur de transcription étudié (Figure 26B) (Johnson et al., 2007).
Les principaux avantages de cette technique sont de pouvoir identifier tous les sites de fixation
de facteurs de transcription sur le génome et aussi leurs motifs de fixation, dont
I'identification est utile dans I’étude des GRN (Potier et al., 2014b). La qualité des résultats
obtenus est sous-tendue par la qualité de I'anticorps utilisé, en effet, la principale limite du
ChIP-Seq est l'utilisation d’anticorps qui doivent étre trés spécifiques des facteurs de
transcription d’intéréts pour identifier un maximum de régions génomiques occupées, sans
faux-positifs ou faux-négatifs (Park, 2009).

Afin de valider biologiquement la fixation d’un facteur de transcription sur un site précis du
génome et d’analyser I'impact biologique de cette fixation, les techniques d’essais de
luciférase dans des lignées cellulaires (ex : HEK293) sont couramment utilisées (Avila-Flores et
al., 2019). Le géne codant I'enzyme luciférase, qui va générer un signal de bioluminescence
guantifiable, est sous controle d’une région d’intérét de I’ADN. La transfection de lignées
cellulaires avec le plasmide luciférase et des plasmides d’expression de facteurs de
transcription permet d’identifier I'impact fonctionnel de ces facteurs de transcription sur la
région ADN d’intérét. Cette technique permet une validation biologique, mais offre une vision
incompléete du phénomene de régulation, car les facteurs de transcription sont étudiés dans

un contexte de surexpression sans la présence de tous leurs cofacteurs, sur une portion d’ADN
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réduite, qui s’affranchit de I'impact potentiel d’autres éléments cis régulateurs du génome
(Hirschenberger et al., 2021).

Analyses complémentaires du contexte épigénétique

Afin de mieux comprendre dans quel contexte les facteurs de transcription se fixent
sur I’ADN et I'impact qu’ils peuvent avoir sur le paysage épigénétique, des expériences de
ChIP-Seq appliquées aux marques épigénétiques sont possibles (Figure 26B) (Ernst and Kellis,
2017). La technique est similaire a celle appliquée sur les facteurs de transcription, mais cible
les régions génomiques ol les marques sont déposées, permettant ainsi d’identifier des
éléments cis régulateurs dans des régions d’intéréts et de caractériser leur état d’ouverture
et d’activité (Tableau 2). De plus, pour les marques d’histones il existe des anticorps tres
spécifiques et généralement validés pour le ChIP-Seq, permettant de pallier la principale limite

du ChIP-Seq de facteur de transcription. Cette spécificité d’anticorps rend également possible
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Figure 26 : Techniques « omiques » pour I’étude de facteurs de transcription

A. Comparaison des deux modalités d’analyse transcriptomique par RNA-Seq : en bulk ou en single-cell. B.
Principales étapes d’analyse de ChIP-Seq. Par [l'utilisation d’anticorps spécifiques, toutes les positions
génomiques présentant certaines marques épigénétiques ou étant occupées par un facteur de transcription,
peuvent étre identifiées. Ces régions sont représentées sous la forme de pics de reads (fragments ADN
séquencés). C. Analyse des régions génomiques ouvertes par ATAC-Seq, identifiées en fin d’analyse sous la forme
de pics de reads également. D. Analyse des contacts physiques de chromatine par Hi-C. Adapté de Bolt and
Duboule, 2020, Klemm et al., 2019, Lieberman-Aiden et al., 2009, Rassek and Izykowska, 2020.
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la réalisation de ChIP-Seq en single-cell, qui permet I'étude du paysage épigénétique
spécifiguement au sein de chaque cellule ou type-cellulaire d’'un échantillon (Grosselin et al.,
2019).

De maniere complémentaire au ChIP-Seq de marques épigénétiques, la réalisation
d’expériences d’ATAC-Seq (Assay for transposase-accessible chromatin using sequencing)
permet I'identification de I'ensemble des régions de chromatine ouverte sur le génome, en
bulk ou en single-cell (Galang et al., 2020; Wang et al., 2020). En amont du séquencage et de
I’analyse bioinformatique, des transposases hyperactives (Tn5) sont utilisées pour cliver la
chromatine et insérer en paralléle des adaptateurs de séquencage lllumina, mais uniquement
dans les régions accessibles (non compactées) du génome (Figure 26C) (Klemm et al., 2019).
Avec cette technique, des analyses « d’empreintes » de facteurs de transcription (ou
footprinting en anglais) sont réalisables dans les régions ouvertes de chromatine, ol peuvent
se fixer les facteurs de transcription (Bentsen et al., 2020). Le séquencage des quelques paires
de bases occupées par un facteur de transcription est moins efficace, provoquant ainsi une
légere dépression dans le pic d’ATAC-Seq associé a cette région génomique ouverte. En
comparant l'intensité des dépressions de ces pics obtenus dans des échantillons controles et
KO pour un facteur de transcription, il est possible d’identifier des régions plus ou moins
occupées par certains facteurs de transcription, du fait du KO du facteur de transcription
d’intérét. Ces données permettent de générer des hypotheses sur de potentiels mécanismes
de remodelage, comme par exemple: l'augmentation de la fixation d’un facteur de
transcription « B » dans des échantillons KO pour le facteur de transcription « A », peut
suggérer un mécanisme de compensation de « B» pour pallier I'absence de « A». La
principale limite de cette étude de footprinting est qu’elle est basée sur les motifs consensus
connus de facteurs de transcription et ne permet donc pas d’observer les variations de fixation
des facteurs de transcription pour lesquels les motifs ne sont pas clairement identifiés.

L'architecture 3D de la chromatine et les contacts physiques entre des régions
distantes de 'ADN peuvent étre identifiés par la technique de Hi-C qui est un dérivé des
techniques de « chromosome conformation capture » ou 3C (Oudelaar and Higgs, 2021).
L'ADN est d’abord crosslinké, puis digéré avec des enzymes de restriction, avant que les
extrémités des fragments d’ADN soient marquées avec de la biotine et liguées ensemble. Les
produits de ligation sont ainsi (1) constitués de fragments d’ADN qui étaient a |'origine trés

proches dans I'espace au sein du noyau et (2) marqués par la biotine. La fragmentation de
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I’ADN suivi d’un enrichissement utilisant des billes de streptavidine et enfin d’un séquencage
profond, permet la création de cartes de contacts entre les différentes régions de I’ADN
(Figure 26D) (Lieberman-Aiden et al., 2009). Contrairement aux autres techniques de
« chromosome conformation capture » (3C, 4C ou Capture-C), la technique de Hi-C permet

d’étudier I'ensemble des contacts de chromatine qui s’établissent.

Analyse des partenaires protéigues des facteurs de transcription

La technique de référence pour l'identification d’interactions physiques entre des
facteurs de transcription et des protéines partenaires est la technique de co-
immunoprécipitation (Co-IP). Elle consiste a utiliser un anticorps spécifique pour
immunoprécipiter un facteur de transcription d’intérét et d’analyser ensuite les partenaires
interagissant physiquement avec lui. L'analyse des cofacteurs peut se faire : (1) soit de
manieére ciblée, par dénaturation des complexes puis analyse par western-blot, mais nécessite
de présupposer des partenaires protéiques potentiels car des anticorps spécifiques de ces
partenaires sont nécessaires lors du western-blot; (2) soit de maniere non biaisée, en
couplant la Co-IP a des techniques de spectrométrie de masse (Gonzalez-Teran et al., 2022;
Kathiriya et al., 2015).

Il existe également des techniques d’imagerie qui ont pour avantage d’étudier les
dynamiques des facteurs de transcription dans des cellules vivantes (Liu and Tjian, 2018). Par
exemple, la technique de FRET (fluorescence resonance energy transfer) permet d’analyser
des interactions entre deux protéines d’intérét de maniere continue dans des cellules vivantes
et de localiser précisément le lieu de rencontre de ces protéines dans la cellule (Cui et al.,
2019). La technique est basée sur un transfert d’énergie d’un fluorophore « donneur », ajouté
a 'une des protéines d’intérét, vers un fluorophore « accepteur », ajouté a I'autre protéine
d’intérét, générant un signal de fluorescence uniquement lorsque les deux protéines
interagissent physiquement. Différentes limites du FRET, notamment la faible efficacité de la
réaction, ont conduit au développement de nouvelles techniques comme le Proximity ligation

assay ou PLA (Alam, 2018; Broussard et al., 2013; Cui et al., 2019).

Intégration des données multi-omiques

Les techniques omiques permettent I'étude de différentes modalités (génome,
épigénome, transcriptome, ...) sans apriori, mais il est cependant nécessaire de les intégrer
ensemble pour obtenir une vision compléte des phénomeénes étudiés (Leon-Mimila et al.,

2019). Lorsqu’elles sont analysées sans apriori et combinées ensuite, ces différentes modalités
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permettent des validations croisées de phénomeénes biologiques observés (Andersson et al.,
2019). Par exemple, I'intégration des données d’épigénétique et/ou de conformation de la
chromatine, avec des données de transcriptomique est pertinente. En effet, les observations
épigénétiques peuvent renseigner sur les mécanismes de régulation de la transcription mais
ne permettent pas une prédiction fiable de I'expression de génes sous-jacente (voir partie
I.3.C Lien entre la transcription et la conformation 3D de la chromatine), d’ou la nécessité
d’ajouter les informations de variation d’expression de genes, fournies par I|’analyse
transcriptomique (VanOudenhove et al., 2020).

Pour comprendre les mécanismes de régulation de |I'expression des génes, parmi lesquels les
facteurs de transcription ont une place prépondérante, il faudrait idéalement intégrer les
différentes couches d’informations omiques (génomique, épigénomique, transcriptomique,
protéomique, ...) au sein d’un systeme biologique complexe, car, bien qu’elles jouent des roles
indépendants, elles sont toutes biologiquement liées au sein de la cellule (Jung et al., 2020;

Leon-Mimila et al., 2019).
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Les facteurs de transcription sont des éléments majeurs du développement cardiaque,
puisqu’en interagissant avec I’ADN et en induisant un remodelage de la chromatine, ils
gouvernent la mise en place d'un programme d’expression spécifique de genes.
L’enchainement chronologique des étapes de ce programme requiert I’expression successive
de genes codant des facteurs de transcription, eux-mémes activés par d’autres facteurs de
transcription, formant ainsi un réseau de régulation de facteurs de transcription. Bien que
différents sous-réseaux soient connus, il manque une vision globale du réseau de régulation
des facteurs de transcription cardiaques. Plus spécifiguement, certains facteurs de
transcription, comme ceux de la famille lroquois qui ont pourtant été montrés comme
importants dans le coeur, nont pas ou peu été analysés dans des réseaux avec d’autres

facteurs de transcription cardiaques.

Le premier projet de cette thése était donc d’identifier un réseau de régulation global
entre les facteurs de transcription cardiaques au cours du développement, afin d’identifier,

dans un contexte intégré, les roles de la famille de facteurs de transcription Iroquois.

Les différents membres de la famille des facteurs de transcription Iroquois ont été
montrés comme ayant des fonctions spécifiques mais aussi des fonctions chevauchantes, en
fonctionnant en redondance fonctionnelle et en coopération. Plus spécifiquement, du fait de
leur expression similaire et des impacts de leur simple ou double KO chez la souris, les facteurs
de transcription IRX3 et IRX5 semblent avoir ce mode de fonctionnement redondant et

coopératif.

Le second projet de cette thése était donc d’identifier sans a priori, les fonctions
spécifiques et les fonctions redondantes d’IRX3 et d’IRX5 dans un contexte cardiaque

humain.
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l1l.1. Méthodes spécifiques au projet 1
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Figure 27 : Vue d’ensemble et organisation des méthodes utilisées pour le projet 1

Les méthodes pour ce projet sont détaillées dans la partie Materials and Methods de

I'article 1 (IV.1.A - Article 1).
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l1l.2. Méthodes spécifiques au projet 2
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Figure 28 : Vue d’ensemble et organisation des méthodes utilisées pour le projet 2
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11.2.A. Etude des domaines d’interaction d’IRX5

l.2.A.a. Mutagenése dirigée

La réalisation des protéines IRX5 tronquées a été faite en utilisant le kit de mutagenese
dirigée Q5° Site-Directed Mutagenesis Kit (New England BioLabs) et le plasmide IRX5 contrdle
(Tableau 3). Brievement, le plasmide IRX5 controle a été amplifié par PCR ([98°C, 30sec, 1
cycle] ; [98°C, 10sec + T°a, 30sec + 72°C, 4min, 25 cycles] ; [72°C, 2min, 1 cycle]) en utilisant
des primers spécifiques des régions a retirer et le Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix.
Les produits de PCR ont ensuite été traités pendant 5min a température ambiante avec le 10X
KLD Enzyme Mix (Kinase, Ligase, Dpnl). Des bactéries thermocompétentes DH5a. ont ensuite
été transformées avec le produit du traitement KLD, avant amplification. Enfin, les plasmides
amplifiés ont ensuite été purifiés avec le kit QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit (QIAGEN), avant
d’étre validés par séquencage.

Tableau 3 : Primers de mutagenése dirigée
Construction plasmidique Primers de PCR pour mutageneése T°a

For : 5'-CACCGCAAGAACCCCTAC-3' o
IRXS AR1 Rev : 5 -TGTGGCGTTCTTCCGGTA-3' 67c

IRXS AH2 For : 5-ACCAAGATGACCCTCACC-3 64°C

Rev : 5'-GGTGGGGTAGGGGTTCTT-3'
For : 5’-GAGAATAAAATGACGTGGAC-3' o
IRXS AH3 Rev : 5'-GGTCATCTTGGTGATGATG-3' >9°C
For : 5'-GTGCTCGCCAAGCCCAAA-3'
Rev : 5-ATTCTCTTTCTTGAGGCGCC-3'
For : 5'-ACGCGTACGCGGCCGCTC-3'

IRXS C-ter Rev : 5'-GGCGATCTCTGCCAAAGACCACAGTTTG-3' rec

IRX5 Mid 66°C

l.2.A.b.  Culture et transfection des HEK293
Le protocole de culture et de transfection des HEK293 en vue d’expériences de co-

immunoprécipitation, est similaire a celui détaillé dans 'article 1 (IV.1.A - Article 1).

ll.2.A.c. Co-immunoprécipitation
Le protocole de co-immunoprécipitation, ainsi que les anticorps utilisés pour les

résultats complémentaires sont détaillés dans I'article 1 (I1V.1.A - Article 1).
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111.2.B. Etude de la localisation d’IRX5 sur le génome

I.2.B.a. Reprogrammation et culture des lignées iPS

Les lignées iPS issues de deux individus contréles, utilisées pour I'expérience 1 de ChlP-
Seq, ont été précédemment reprogrammées (H166Wt dans Al Sayed et al., 2021 (voir
Annexes) ; C2a dans Si-Tayeb et al., 2010) par surexpression de facteurs de transcription de
pluripotence par virus Sendai ou par lentivirus respectivement. Les lignées hiPSC ont été
maintenues a 37°C, 5% C0O2, 21% 02 dans le milieu StemMACS™ iPS Brew XF (Miltenyi Biotec)
dans des plaques de culture recouvertes de Matrigel® hESC-Qualified Matrix (0,05mg/mL,
Corning). A 75% de confluence, les cellules ont été changées de plaque avec du Gentle Cell

Dissociation Reagent (STEMCELL™ Technologies).

I1l.2.B.b.  Différenciation cardiaque des iPS

Les différenciations cardiaques des iPS ont été réalisées a I'aide de la méthode de
« sandwich » de matrigel (Es-Salah-Lamoureux et al., 2016). Brievement, a 90% de confluence
des iPS, une couche de Growth Factor Reduced Matrigel (0,033mg/ml, BD Corning) a été
ajoutée sur les cellules (Jour -1). Les différenciations ont ensuite été débutées 24h plus tard
(Jour 0), en cultivant les cellules avec de I’Activine A (100ng/mL, Miltenyi Biotec) et du FGF2
(10ng/mL, Miltenyi Biotec) pendant 24 heures, dans le milieu RPMI1640 (Life Technologies)
supplémenté en B27 sans insuline (Life Technologies), L-glutamine (2mM, Life Technologies),
acides aminés non essentiels (1%, Life Technologies) et Pénicilline/Streptomycine (1X, Life
Technologies). Le lendemain, le milieu a été changé par du RPMI1640 supplémenté en B27
sans insuline, BMP4 (10ng/mL, Miltenyi Biotec), FGF2 (5ng/mL), L-glutamine (2mM), acides
aminés non essentiels (1%) et Pénicilline/Streptomycine (1X), pendant 4 jours. A partir du jour
5, les cellules ont été cultivées dans un milieu RPMI1640 supplémenté en B27 complet (Life
Technologies), L-glutamine (2mM), acides aminés non essentiels (1%) et
Pénicilline/Streptomycine (1X), qui a été changé tous les deux jours jusqu'au jour 30.
Les zones battantes de cardiomyocytes en fin de différenciation ont été dissociées
mécaniquement a l'aiguille (23 gauges) et congelées a -80°C dans une solution de PBS (1X) +

SVF (20%) + DMSO (10%), avant leur utilisation pour I’expérience 1 de ChIP-Seq.
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I.2.B.c. Chromatin Immunoprecipitation Sequencing (ChlP-Seq) — Expérience 1

Expérimentation

Les échantillons de zones battantes de cardiomyocytes en fin de différenciation
préalablement prélevés, ont été lysés par incubation (20min, 4°C) dans une solution de lyse
(Tris-HCI 50mM, NaCl 150mM, Triton X-100 1%, Sodium deoxycholate 0.1%, CaCl2 5mM,
Inhibiteurs de protéases 1X (Sigma-Aldrich)) et I’ADN a été fragmentée par digestion MNase
(300U, New England BioLabs) 10min a 37°C. La réaction de lyse a ensuite été stoppée par ajout
d’une solution de dilution (Tris-HCI 50mM, NaCl 150mM, Triton X-100 1%, Sodium
deoxycholate 0.1%, EGTA 50mM, EDTA 1mM, Inhibiteurs de protéases 1X).

Le contréle négatif d'immunoprécipitation (échantillon Input) a été créé par le mélange de 2%
de chaque échantillon. Les échantillons ont ensuite été incubés avec 2ug d’anticorps anti-IRX5
(WH0010265M1, Sigma-Aldrich) sur la nuit a 4°C. Puis ils ont été incubés 4h a 4°C avec des
billes de protéine G (Invitrogen Dynabeads™ Protein G, Thermo Fisher Scientific), avant 2
lavages avec la solution A (HEPES-KOH (pH 7.5) 50mM, NaCl 150mM, Triton X-100 1%, Sodium
deoxycholate 0.1%, EDTA 2mM, SDS 0.1%), 2 lavages avec la solution B (HEPES-KOH (pH 7.5)
50mM, NaCl 300mM, Triton X-100 1%, Sodium deoxycholate 0.1%, EDTA 2mM, SDS 0.1%), 2
lavage avec la solution C (Tris-HCI (pH 8) 10mM, LiCl 0.25M, EDTA 1mM, NP40 0.5%, Sodium
deoxycholate 0.5%) et 1 lavage avec la solution D (Tris-HCl (pH 8) 10mM, EDTA 1mM). L’ADN
a été élué par incubation dans un tampon d’élution (Tris-HCI (pH 7.5) 50mM, EDTA 10mM,
SDS 1%) pendant 30min a 63°C, suivie d’une incubation d’1h a 63°C en présence de protéinase
K (1X, Eurobio). L'ADN a ensuite été extrait au phénol chloroforme avec le kit MaXtract High
Density (Qiagen), avant purification par précipitation a I’éthanol 100%.

La librairie de séquencage a ensuite été créée en 5 étapes successives, pour tous les
échantillons et 200ng d’Input :

1. Etape de réparation des fragments (End repair) : Incubation de chaque échantillon
20min a 12°C, puis 15min a 37°C dans une solution de T4 DNA Ligase Buffer (1X, New
England Biolabs), dNTP (0.4mM), T4 DNA Polymerase (60U/mL, Enzymatics), T4
Polynucléotide kinase (200U/mL, Enzymatics) et DNA Pol | Klenow fragment (20U/mlL,
Enzymatics). 'ADN a ensuite été purifié a I'aide de billes Ampure SRPI (BECKMAN
COULTER) et d’éthanol 70%, puis élué au Tris-HCI (pH 8) 10mM, avant le passage a

I’étape suivante.
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2. Etape d’addition de base A : Incubation de chaque échantillon 30min a 37°C dans une
solution de NEBuffer 2 (1X, New England BiolLabs), dATP (2mM) et I'enzyme Klenow
Fragment (3'>5' exo-) (100U/mL, New England BioLabs). L’ADN a ensuite été purifié a
I'aide de billes Ampure SRPI et d’éthanol 70%, puis élué au Tris-HCl (pH 8) 10mM, avant
le passage a I'étape suivante.

3. Etape de ligation des adaptateurs de séquencage : Incubation de chaque échantillon
15min a 25°C dans une solution d’adaptateurs DNA Adaptors SP (20nM), 2X Rapid
Ligation Buffer (1X, Enzymatics) et T4 DNA Ligase (12 000U/mL, Enzymatics). L'ADN a
ensuite été purifié a I'aide de billes Ampure SRPI et d’éthanol 70%, puis élué au Tris-
HCl (pH 8) 10mM, avant le passage a I'étape suivante.

4. Etape d’enrichissement PCR : Les échantillons ont ensuite été amplifiés et indexés de
maniére unique (une séquence index unique par échantillon) par PCR ([98°C, 30sec, 1
cycle] ; [98°C, 10sec + 63°C, 30sec + 72°C, 30sec, 15 cycles] ; [72°C, 5min, 1 cycle]), avec
le Phusion High-Fidelity PCR Master Mix with HF Buffer (Thermo Fisher Scientific).

5. Etape de sélection des fragments d’ADN selon la taille (Size Selection) : Des billes
Ampure SRPI ont été utilisées pour réaliser une sélection négative afin de retirer les
fragments d’ADN non digérés, suivie d’une sélection positive des fragments d’intérét
d’environ 300pb.

Les échantillons ont ensuite été regroupés et séquencés en single-end par la plateforme

GenoBiRD de Nantes, sur HiSeq 2000 (Rapid Run).

Analyse

Les échantillons ont été démultiplexés par la plateforme GenoBiRD de Nantes pour
obtenir des fichiers fastq. Les reads ont ensuite été alignés sur le génome de référence humain
(hg19) avec l'outil bowtie2 (Langmead and Salzberg, 2012), puis ceux avec une qualité
d’alighement < 30 et les duplicats ont été retirés avant la création d’un fichier BAM par
échantillon. La complexité de la librairie a été évaluée selon les normes définies par le
consortium ENCODE (score de fraction non redondante, NRF et les scores PCR bottleneck 1 et
2, PCB1 et PCB2, Dunham et al., 2012). Le génome de référence a été partitionné en fenétres
de 10pb avec la fonction bedtools makewindows (Quinlan and Hall, 2010), afin de pouvoir
obtenir le nombre de reads dans chaque fenétre pour chaque échantillon avec la fonction
bedtools coverage, qui a permis I'obtention d’un fichier BED par échantillon. Les 6 réplicats

biologiques ont ensuite été combinés pour améliorer le rapport signal/bruit en utilisant I'outil
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NGS-Integrator sur les BED (Wen et al.,, 2020). Le peak calling a été réalisé sur le fichier
bedGraph de sortie de NGS-Integrator, avec I'outil MACS2 (fonction bdgpeakcall, Zhang et al.,
2008). Les fichiers bedGraph ont été convertis en fichiers bigWig avec la fonction
bedGraphToBigWig, pour visualisation sur le UCSC Genome Browser. Les pics IRX5 identifiés
ont ensuite été associés aux génes les plus proches avec le logiciel GREAT (McLean et al.,
2010), sur le génome hgl9 et les parametres par défauts des regles d'association Basal plus
extension. Une analyse d’annotation fonctionnelle des génes associés, a été réalisée par
GREAT également.

Des données déja publiées de ChIP-Seq dans des cardiomyocytes dérivés de cellules souches
pour GATA4 et TBX5 (Ang et al., 2016), ainsi que pour NKX2-5 (Anderson et al., 2018), ont été
utilisées. Les pics obtenus dans ces différentes études ont été associés aux genes les plus
proches également par GREAT, avec les mémes parametres que précédemment. L’analyse
d’annotation fonctionnelle (base de donnée : Reactome Pathway) des génes occupés par IRX5,
GATA4, TBX5 et NKX2-5 a été réalisé avec le logiciel WebGestalt (Liao et al., 2019), par

comparaison au génome entier ou a une liste restreinte de génes d’intérét.

.2.C. Génération du nouveau modeéle d’étude iPS IRX5XC

I.2.C.a.  Edition génique par CRISPR-Cas3 et validation des clones isogéniques
La stratégie et le protocole d’édition génétique qui ont été utilisés pour générer les
lighées iPS IRX5XC et IRX5-HA, ainsi que leur validation, sont détaillés dans I'article 2 (1V.2.B -
Article 2).

I.2.C.b.  Différenciation cardiaque des iPS avec déplétion métabolique

Le protocole de différenciation cardiaque avec déplétion métabolique, qui a été utilisé
pour l'approche multi-omique du projet 2, était identique a celui sans déplétion détaillé
précédemment jusqu’au jour 10 (lIl.2.B.b Différenciation cardiaque des iPS). En effet, au jour
10 le milieu a été remplacé par un milieu de déplétion : milieu RPMI1640 sans glucose (Life
Technologies) supplémenté en B27 complet et Pénicilline/Streptomycine (1X) pendant 3 jours.
Les cellules ont ensuite été dissociées (jour 13) avec une solution de trypsine TrypLE (10X, Life
Technologies) et passées dans un milieu RPMI1640 supplémenté en B27 complet, L-glutamine
(2mM), acides aminés non essentiels (1%), Pénicilline/Streptomycine (1X) et I'inhibiteur de

Rho-kinase Y-27632 (STEMCELL™ Technologies). Au jour 14, le milieu a été remplacé par du
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milieu de déplétion pendant 3 jours. A partir du jour 17, les cellules ont été maintenues dans
le milieu RPMI1640 supplémenté en B27 complet, L-glutamine (2mM), acides aminés non
essentiels (1%) et Pénicilline/Streptomycine (1X), et a été changé tous les deux jours jusqu'au
jour 30.

Des cardiomyocytes (entre 8 et 25 millions) ont été dissociés au TrypLE (10X), puis congelés a
-80°C dans une solution de PBS (1X) + SVF (20%) + DMSO (10%), avant leur utilisation pour

I’expérience 2 de ChlIP-Seq.

1.2.D. Approche multi-omique pour I’étude d’IRX5

IIl.2.D.a. Extraction d’ARN et RT-qPCR
Les ARN totaux ont été extraits avec le kit NucleoSpin RNA (MACHEREYNAGEL) et
rétrotranscrits avec le kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). Le
protocole utilisé pour la validation PCR des nouveaux clones iPS IRX5XC et IRX5-HA est détaillé
dans l'article 2 (1V.2.B - Article 2). Dans le cadre des résultats complémentaires, I'amplification
en PCR quantitative a été réalisée avec des sondes TagMan (IRX5 : Hs00373920, KCNIP2 :
Hs01552688) marquées au FAM (Applied Biosystems).

11.2.D.b.  3’seq-RNA Profiling (3’SRP)

Expérimentation

Des échantillons d’ARN a J-1 (iPS), J12, J20 et J30 de différenciations cardiaques (avec
déplétion métabolique) d’iPS contrdles et IRX5XC ont été prélevés. Puis une librairie de
séquencage de 3’'SRP a été préparée par la plateforme GenoBiRD de Nantes, selon leur

protocole publié (Charpentier et al., 2021).

Analyse

Les échantillons ont été démultiplexés par la plateforme GenoBiRD de Nantes pour
obtenir des fichiers fastq et I'analyse primaire a été faite avec leur pipeline Snakemake
(Charpentier et al., 2021). Brievement, apres alignement sur le génome hg38 et le controle
qualité de séquencage des échantillons, les matrices de comptage normalisées ont été
générées par le package R DESeq2 (Love et al., 2014). L’analyse des génes différentiels entre
les échantillons contréles et IRX5%C pour chaque jour respectivement, a été réalisée avec
DESeq2 également. Les clustering heatmap et les analyses en composantes principales (PCA)

pour chaque jour ont été générés par le pipeline Snakemake.
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La PCA globale sur tous les échantillons a été réalisée avec le package R FactoMineR (Lé et al.,
2008), sur la matrice de comptage entiere, centrée sur la moyenne et transformée en
logarithme.

L’analyse d’annotation fonctionnelle a été réalisée avec le package R ClusterProfiler (Wu et al.,
2021b), sur la base des termes de processus biologiques (GO Biological Process) provenant de
la base de données org.Hs.eg.db (v3.14.0). Les processus biologiques significativement
enrichis (p-value corrigée par Bonferroni < 0.05), par rapport au transcriptome de référence,

ont été regroupés par similarité sémantique avec le logiciel REVIGO (Supek et al., 2011).

I.2.D.c.  Chromatin Immunoprecipitation Sequencing (ChIP-Seq) — Expérience 2

Expérimentation

L'expérience 2 de ChlIP-Seq a été réalisée en suivant un protocole similaire a
I’expérience 1 (Il.2.B.c Chromatin Immunoprecipitation Sequencing (ChIP-Seq) — Expérience

1), mais avec les spécificités décrites ci-apres.

Des cardiomyocytes a J12 et a J30, issus de différenciations cardiaques controles et
IRX5XC réalisées avec déplétion métabolique, ont été utilisés pour le ChIP-Seq d’IRX3, d’IRX5
et de H3K27Ac. La fragmentation de ’ADN a été réalisée avec 400U de MNase pour chaque
échantillon J12 et J30, en présence de sodium butyrate (5mM). Un échantillon /Input composé
de 5% de 5 échantillons pris au hasard a été créé par jour étudié respectivement.
L'immunoprécipitation a été réalisée avec 10ug d’anticorps anti-IRX5 (5ug WH0010265M1,
Sigma-Aldrich + 5ug sc-81102, Santa Cruz) ou 10ug d’anticorps anti-IRX3 (sc-166877, Santa
Cruz) ou 2ug d’anticorps anti-H3K27Ac (39133, Active Motif), par échantillon. Les lavages des
complexes associés aux billes de protéine G ont été réalisés de la méme maniére que pour
I’expérience 1 dans le cas des échantillons H3K27Ac, ou uniquement avec les solutions A et D
pour les échantillons IRX3 et IRX5.

Les échantillons ont ensuite été regroupés et séquencés en paired-end sur un NovaSeq 6000.

Analyse

Les échantillons ont été démultiplexés par la plateforme GenoBiRD de Nantes pour
obtenir des fichiers fastg et I'analyse primaire a été faite avec le pipeline d’analyse FULL-
ChipSeq (https://gitlab.univ-nantes.fr/foucal-a/full-chipseq). Les reads ont été alignés sur le

génome de référence humain (hgl9) avec l'outil bowtie2, puis ceux avec une qualité
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d’alignement < 30 et les duplicats ont été retirés avant la création d’un fichier BAM par
échantillon. La complexité de la librairie a été évaluée selon les normes définies par le
consortium ENCODE (score de fraction non redondante, NRF et les scores PCR bottleneck 1 et
2, PCB1 et PCB2). Le peak calling a été réalisé par comparaison entre les échantillons et I'Input
correspondant, avec |'outil MACS2 (fonction callpeak, g-value : 0.05). Les échantillons IRX3 et
IRX5 a J12 et a J30 n’ont pas passés les controles qualité basés notamment sur le nombre de
pics obtenus par MACS2 et I'enrichissement au TSS des genes obtenus avec I'outil deepTools
(Ramirez et al., 2016). Pour visualiser les données sur le UCSC Genome Browser, les fichiers
d’alignement BAM ont été convertis en fichiers bigWig avec deepTools (fonction
bamCoverage) et les fichiers BED de coordonnées des pics (sortie de MACS2) ont été convertis
en fichiers bigBed avec la fonction bedToBigBed. Dans le cas des échantillons H3K27Ac, les
pics identifiés ont été associés aux genes les plus proches avec le logiciel GREAT, pour réaliser

des comparaisons avec les génes exprimés dans les expériences de 3'SRP.

I11.2.D.d.  Assay for transposase-accessible chromatin using sequencing (ATAC-Seq)

Expérimentation

Des échantillons de 50 000 cardiomyocytes ont été prélevés a J12 et a J30 de
différenciations cardiaques (avec déplétion métabolique) d’iPS contréles et IRX5%C. La
perméabilisation des cellules par la digitonine et la tagmentation des régions ouvertes d’ADN
ont été réalisées avec le kit //lumina Tagment DNA TDE1 Enzyme and Buffer (lllumina) par
incubation 30min a 37°C. L'ADN a ensuite été purifié avec le kit DNA Clean & Concentrator-5
(Zymo Research). La création de la librairie a consisté en (1) I'ajout d’adaptateurs de
séquencage pour chaque échantillon avec le kit Nextera Index Kit (lllumina), suivi (2) d’'une
amplification PCR ([72°C, 3min, 1 cycle] ; [98°C, 30sec, 1 cycle] ; [98°C, 10sec + 63°C, 30sec +
72°C, 3min, 11 cycles]) avec le kit Nextera DNA library Prep Kit (lllumina), et (3) d’'une double
sélection des fragments d’ADN selon la taille avec des billes Ampure XP (BECKMAN COULTER).
La qualité de la librairie a été évaluée par TapeStation, avant quantification avec le kit NEBNext
Library Quant Kit for lllumina (New England BiolLabs). La librairie a ensuite été séquencée en

paired-end sur un NovaSeq 6000.

Analyse

Le trimming et le démultiplexage des échantillons ont été effectués a I'aide de I'outil

bcl2fastg2 (lllumina). L'alignement des reads sur le génome de référence humain (hg19) a été
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fait avec l'outil bowtie2. Les reads correctement alignés et non dupliqués ont ensuite été
stockés dans des fichiers BAM, avant la conversion au format BEDPE par deepTools. Tous les
échantillons ont été combinés pour obtenir un seul échantillon par jour de différenciation
cardiaque étudié (J12 et J30) et par condition (contrdle et IRX5%C). La complexité de la librairie
a été évaluée selon les normes définies par le consortium ENCODE (scores identiques a ceux
utilisés pour I'analyse du ChIP-Seq) et le peak calling a été réalisé avec MACS2, sur les
échantillons regroupés.

Pour la visualisation sur le UCSC Genome Browser, les fichiers d’alignement BAM ont été
convertis en fichiers bigWig et les fichiers BED de localisation des pics ont été convertis en
fichiers bigBed, comme précisé pour I'analyse du ChIP-Seq.

L'analyse de footprinting (identification des cinétiques de fixation des facteurs de
transcription sur leur motif entre les conditions contrdle et IRX5%C) a été réalisé avec I'outil
TOBIAS (Bentsen et al., 2020), en utilisant les seuils suivants : -log10(pval) : 125 ; Score de
fixation : 0.1. Seuls les facteurs de transcription avec une expression détectée en 3’SRP

(expression > 1 UPM) ont été conservés dans les résultats.

111.2.E. Analyse des mécanismes de fibrose cardiaque

ll.2.E.a. Différenciation des iPS en fibroblastes cardiaques

Les fibroblastes cardiaques dérivés d’iPS (iPS-CFs) ont été générés en suivant le
protocole de Zhang et al. (Zhang et al., 2019). Brievement, la différenciation a été lancée (JO)
a 90% de confluence des iPS, en cultivant les cellules dans le milieu RPMI1640 supplémenté
en B27 sans insuline, CHIR99021 (6uM, Miltenyi Biotec), L-glutamine (2mM), acides aminés
non essentiels (1%) et Pénicilline/Streptomycine (1X), pendant 2 jours. A J2, le milieu a été
remplacé sans le CHIR99021, pendant 24h. Puis a J3, le milieu a été changé par du RPMI1640
supplémenté en B27 sans insuline, IWR-1 (5uM, Sigma-Aldrich), L-glutamine (2mM), acides
aminés non essentiels (1%) et Pénicilline/Streptomycine (1X), pendant 2 jours. A J5 les cellules
ont été dissociées a I'accutase (Sigma-Aldrich) et remise en culture a raison de 20 000
cellules/cm?, dans le milieu Advanced DMEM medium (Life Technologies), CHIR99021 (5uM),
acide rétinoique (2uM, Sigma-Aldrich) et I'inhibiteur de Rho-kinase Y-27632, pendant 24h. Le
lendemain, le milieu a été remplacé sans inhibiteurs de Rho-kinase, pendant 2 jours. A J§, le
milieu a été changé par de I'’Advanced DMEM medium seul, pendant 4 jours. AJ12, les cellules

ont été dissociées a 'accutase et remise en culture (dilution au 1/3) dans le milieu Fibroblast
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growth medium 3 (Promocell), FGF2 (15ng/mL) et SB431542 (10uM, Sigma-Aldrich), pendant
6 jours. A J18, le protocole est terminé et les fibroblastes ont été utilisés pour différentes

applications soit directement (passage 0), soit ultérieurement jusqu’au passage 4 maximum.

lll.2.E.a. Immunofluorescence
Les expériences d'immunofluorescences sur les iPS-CFs en fin de différenciation (J18),
ont été réalisées selon le protocole présenté dans I’article 2 (1V.2.B - Article 2), avec I'anticorps
primaire anti-Vimentine (1/250, ref : 5741, Cell Signalling) et I’anticorps secondaire anti-rabbit
conjugué Alexa Fluor 488 (1/1000, ref: A-21206, Thermo Fisher Scientific). Les
immunomarquages ont ensuite été examinés par microscopie inversée a fluorescence

(ZeissTM Axiovert 200 M).

ll.2.E.b.  Western blot
Les expériences de western blot sur les iPS-CFs en fin de différenciation (J18), ont été
réalisées selon le protocole présenté dans I'article 2 (IV.2.B - Article 2), en utilisant 20ug de
protéine et les anticorps primaire anti-Vimentine (1/250, ref : 5741, Cell Signalling), anti-TBX5
(1/250, sc-515536, Santa Cruz) et anti-IRX5 (1/250, sc-81102, Santa Cruz), ainsi que les
anticorps secondaires anti-rabbit HRP (1/10000, ref : 7074, Cell Signaling) et anti-mouse HRP
(1/10000, ref : 7076, Cell Signaling).

l.2.E.c.  Cytométrie en flux
Les iPS-CFs en fin de différenciation ont été fixés au paraformaldéhyde 4% pendant
10min a température ambiante, avant perméabilisation avec du PBS 1% Saponine, 10min a
température ambiante. Les cellules ont ensuite été incubées avec I'anticorps primaire anti-a-
SMA (1ug/mL, ref : A5228, Sigma-Aldrich) dilué dans du PBS 0.1% BSA 0.1% Saponine, 30min
a température ambiante, puis avec I'anticorps secondaire anti-mouse conjugué Alexa Fluor
647 (1ug/mL, ref : A-31571, Thermo Fisher Scientific). L'acquisition et I'analyse des données

ont été réalisées avec la logiciel FACSDiva™ et le cytomeétre LSR Il (Becton Dickinson, BD).
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IV.1. Projet 1 : Réseau global des facteurs de transcription du
développement cardiaque et famille Iroquois homeobox

Article 1

Deciphering transcriptional networks during human cardiac development

Robin Canac”, Bastien Cimarosti#, Aurore Girardeau, Virginie Forest, Pierre Olchesqui,
Jeremie Poschmann, Richard Redon, Patricia Lemarchand, Nathalie Gaborit*, Guillaume
Lamirault*

# : Co-premiers auteurs
* . Co-derniers auteurs

DOI: 10.1101/2022.08.11.503560

Article soumis a publication dans le journal Developmental Cell

e Analyse transcriptomique en cinétique a chaque jour de la différenciation
cardiaque de cellules iPS contréles

e Construction d’un réseau global d’activation et d’inhibition entre les facteurs de
transcription impliqués dans la différenciation cardiaque

e |dentification d’un réseau d’activation entre les facteurs de transcription IRX3,
IRX5 et les facteurs de transcription cardiaques majeurs GATA4, NKX2-5 et TBX5

e Validation biologique d’un fonctionnement en complexe multiprotéique de ces

cing facteurs de transcription, pour I’activation de I'expression du géne SCN5A
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Contexte de la construction et la réalisation de cette étude :

La réalisation de ce travail a été faite en collaboration avec Bastien Cimarosti (autre
doctorant de I’équipe). Des résultats obtenus au cours de nos deux projets de thése ont
été combinés pour aboutir a ce travail en co-premiers auteurs. Nous avons chacun pris
en charge des parties respectives, ainsi que travaillé en collaboration sur d’autres,
comme expliqué ci-apres :

- La reflexion sur les problématiques scientifiques qui sont développées et sur
I'intégration des résultats, ainsi que la construction des figures et I'écriture de
I'article ont été réalisées en collaboration.

- Les données de transcriptomique en cinétique (bulk), I'analyse transcriptomique
pour l'identification des vagues d’expression, et la génération et I'analyse du
single-cell de validation de la différenciation cardiaque a été prise en charge par
Bastien.

- Nous avons effectué ensemble la construction, la validation et I'analyse des
réseaux de facteurs de transcription.

- L'ensemble du travail focalisé sur I’étude des facteurs de transcription Iroquois,
comprenant les validations luciférase et co-immunoprécipitation correspond a la

partie que j’ai prise en charge.
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Summary

Human heart development is governed by transcription factor (TF) networks controlling
dynamic and temporal gene expression alterations. Therefore, to comprehensively
characterize these transcriptional regulations, day-to-day transcriptomic profiles were
generated throughout the directed cardiac differentiation, starting from three distinct human
induced pluripotent stem cell lines from healthy donors (32 days). We applied an expression-
based correlation score to the chronological expression profiles of the TF genes, and clustered
them into 12 sequential gene expression waves. We then identified a regulatory network of
more than 23 000 activation and inhibition links between 216 TFs. Within this network, we
observed previously unknown inferred transcriptional activations linking IRX3 and IRX5 TFs to
three master cardiac TFs: GATA4, NKX2-5 and TBX5. Luciferase and co-immunoprecipitation
assays demonstrated that these 5 TFs could (1) activate each other’s expression, (2) interact
physically as multiprotein complexes and (3) together, finely regulate the expression of
SCN5A, encoding the major cardiac sodium channel. Altogether, these results unveiled
thousands of interactions between TFs, generating multiple robust hypotheses governing

human cardiac development.

Keywords
Stem cell differentiation, Human induced pluripotent stem cells, Heart development,
Transcription factor, Gene regulatory networks, Transcriptomics, Transcription factor

complexes, Iroquois transcription factors
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Introduction

Heart formation is a complex process that requires spatio-temporal interplay between
distinct and interdependent cell types through specific signaling and transcriptional pathways,
leading to their differentiation and specification (Meilhac and Buckingham, 2018; Vincent and
Buckingham, 2010). Defects in this developmental process result in congenital heart disease
as well asin a number of inherited cardiac disorders in adults (Postma et al., 2011). The specific
gene expression program, governing the formation of a functional heart, needs precise
regulation, in a time-, cell- and space-dependent manner (Asp et al., 2019). This program is
mediated by transcription factors (TFs) regulating the expression of other TF-encoding genes
and establish specific TF networks, such as between GATA4, NKX2-5 and TBX5 (Bruneau, 2013;
Luna-Zurita et al., 2016). These networks control and permanently remodel over time the

transcriptional expression program that govern heart development.

A thorough understanding of these networks is crucial to gain knowledge on the
transcriptional regulations and dysregulations that govern normal and pathological cardiac
development, respectively. However, full knowledge of the global TF regulatory network of
cardiac development is still missing. For instance, while several studies on Iroquois homeobox
TF family (IRX) have shown their key roles on the regulation of adult cardiac electrical
conduction (Al Sayed et al., 2021; Bruneau et al., 2001; Costantini et al., 2005; Gaborit et al.,
2012; Zhang et al., 2011), their function during human cardiac development has not been
investigated yet. Cellular models derived from human induced Pluripotent Stem Cells (hiPSCs)
offer a unigue opportunity to address these challenges, as they reproduce the cellular
differentiation processes which lead stem cells to acquire a cardiac cell phenotype, carrying

the genome of either healthy subjects or patients with inherited cardiac diseases.

In the present study, we first validated hiPSC cardiac differentiation model as a
relevant tool to unravel the global TF regulatory network governing human cardiac
development, identifying a network of 216 TFs with time-dependent activations and
inactivations. Among these, we identified and biologically validated an undescribed TF
regulatory network involving IRX3, IRX5 and three main cardiac TFs, GATA4, NKX2-5 and TBX5.
Furthermore, we generated new hypotheses on the potential mechanisms leading to the
cooperative effect of these TFs that could form a functional multiprotein complex activating

the promoter of SCN5A, encoding the main cardiac sodium channel.
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Results

Directed cardiac differentiation robustly generates functional cardiac cells

Cardiac differentiation of three hiPSC lines reprogrammed from three healthy donors
was used as a cellular model of cardiac development (Figure 1A). After directed cardiac
differentiation, all three hiPSC lines expressed cardiac-specific troponin | (Figure 1B), and
displayed spontaneous contractions (Figure 1C), demonstrating their capability to form

functional cardiomyocytes.

Based on single-cell transcriptomic data from 14 520 cells obtained at the end of
directed cardiac differentiation (Figure 1D and Supplementary Figure S1), about 95% of the
cells could be successfully annotated to one of the 15 cell types described in the developing
human fetal heart (Asp et al., 2019), including 34% cardiomyocytes, 21% epicardial cells, and
15% fibroblast-like cells. This distribution was similar to previous findings in the adult human
heart (Litvinukova et al., 2020). These data indicate that directed cardiac hiPSC differentiation
generated the cellular diversity observed in human fetal heart, known to be not only necessary
for cardiac function, but also required for the establishment of cardiomyocytes (Meilhac,

2018).

To investigate how gene expression variations are orchestrated throughout cardiac
differentiation, we then generated daily transcriptomic data, from hiPSC stage (D-1) to day 30
(D30), for three independent cardiac differentiations of each of the three hiPSC lines (Figure
2A). Directed cardiac differentiation was associated to gradual temporal transcriptomic
changes, represented on the first principal component (PC1) of the principal component
analysis (Figure 2B). PC1 was significantly correlated with time from the onset of cardiac
differentiation (spearman correlation coefficient rho=0.87, p-value < 2.2.10%°). Cardiac
differentiation evolution, represented by PC1 (Figure 2C), showed that 85% of transcriptomic
variations were achieved by D14 (Figure 2D). Altogether, these data demonstrate that the first
14 days of hiPSC cardiac differentiation represent the ideal time window to investigate the

molecular processes that lead to functional cardiac cells.



86  Transcriptomic kinetics of hiPSC cardiac differentiation unveiled biological processes
87 involved during cardiac development
88 Focusing on gene expression changes related to hiPSC cardiac differentiation, the 3
89 000 genes with the most significant expression variation during directed cardiac
90 differentiation (differentially expressed genes; DEG) were identified and grouped into 12
91  clusters, chronologically ordered based on the time point when their expression level changes
92 the most, showing distinct temporal gene expression profiles (Figure 3A). The average
93  temporal expression pattern of each cluster was then compared to transcriptomic data
94  obtained for the same genes from an in vivo reference model of murine cardiac development
95  (Li et al., 2014; Figure 3B). As cardiac cells derived from hiPSCs are usually described as
96 reaching an equivalent of, at the most, E18.5 stage in murine embryonic development
97  (Delaughter et al., 2016), we restricted the comparison of the hiPSC dataset to murine
98 developmental transcriptomic data obtained between murine embryonic stem cells and E18.5
99  stage. Apart from cluster D, all clusters displayed strikingly similar expression patterns
100 between hiPSC cardiac differentiation and murine cardiac development. Nevertheless, genes
101  of cluster D were associated with gastrulation biological processes (Figure 3B — Cluster D
102  middle panel) which is completed before E7.5. As no data was available between the mESC
103  and E7.5 stages in the murine experiments, relevant gene expression changes associated to
104  this process were likely to be absent in the murine transcriptomic dataset but remained
105 detectable in the daily hiPSCs cardiac differentiation dataset. For all other 11 clusters, hiPSC
106 cardiac differentiation could be confidently matched to sequential gene expression waves that
107  occur during murine cardiac development. Altogether, these clusters recapitulate key steps of
108 cardiac development, including (1) expression decrease of genes related to pluripotency and
109 stemness maintenance (Figure 3B — Cluster A to C), followed by the transient expression of
110  genes related (2) to gastrulation and mesoderm formation (Figure 3B — Cluster D) and (3) to
111  early cardiac development (Figure 3B — Cluster E). These specific patterns were then followed
112 by the successive implementation and persistence over time of gene expression waves that
113  set up the sequential establishment of the functional cardiac phenotype (Figure 3B — Cluster
114  FtoL). To confirm these results, similar analyses were conducted on the top 3 000 DEG during
115 murine cardiac development from mouse embryonic stem cells (mESCs) to E18.5
116  (Supplementary Figure S2). This again revealed consistency of gene expression changes during

117  hiPSC cardiac differentiation and during murine cardiac development. Collectively, these
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analyses demonstrate that hiPSC cardiac differentiation precisely recapitulates transcriptomic

processes related to human and mouse cardiac development.

Prediction of gene regulatory networks governing hiPSC cardiac differentiation

TFs are known to be key players of developmental processes (Luna-Zurita et al., 2016;
Ng et al., 2021). Therefore, to elucidate gene regulatory networks that underlie human cardiac
development, gene expression analysis was then focused on all 216 TFs that were found to be
differentially expressed during the time-course of cardiac differentiation (Figure A4A;
Supplementary Table 1). Overall, 69% of these TFs have been already linked to cardiac
(patho)physiological phenotypes (Supplementary Table 1). We chose to adapt an expression
correlation score involving time delay (LEAP method, see Methods) to capture gene
associations that are hidden by time lags (i.e. time delay between the mRNA expression of the
source gene and the mRNA expression of its target gene). Using this method on the 216 TFs,
we predicted interactions that activated or inhibited the expression of target TFs by source
TFs, building a regulatory network. This gene expression-based network included 11 467
activating interactions and 11 539 inhibitory interactions (Figure 4B left panel; Supplementary
Table 2). We then evaluated the biological relevance of these TF interactions, using the STRING
protein-protein interaction (PPl) database to generate an undirected PPl-based network
restricted to the 216 TFs (Figure 4B right panel). Interestingly, 182 TFs (84%) were found to
share at least one known PPl interaction. This included interactions between TFs belonging to
the same gene cluster but also, interactions between TFs from different gene clusters,

suggesting coordination between TFs to regulate the successive gene expression waves.

Comparing both networks, the gene expression-based network (LEAP-based)
contained a greater amount of information than the PPl-based network (STRING-based)
(Figure 4B). Indeed, although both networks were generated using the same TF query list, the
density (i.e. normalized averaged number of neighbors) of the gene expression-based network
was 5.5 fold higher, as compared to the PPl-based network. Deeper analysis showed that
about 100% of the nodes and 80% of the links found in the PPIl-based network were also found
in the gene expression-based network (Figure 4C-D). Moreover, focusing on links between
successive expression clusters, more than 76% of those found in PPI-based network were also

found in the gene expression-based network (Figure 4E). Further confirming the accuracy of



148  gene expression-based strategy, sub-networks that have been well-described in the literature
149  were also present in both networks: (1) the network composed of the main actors of
150 pluripotency (e.g POU5F1) and early phases of cardiac development (e.g EOMES, MESP1;
151  Figure 4F), and (2) the TF network implicated in cardiogenesis (e.g ISL1, MEF2C; Figure 4G).
152  This validated the relevance of such expression correlation score approach taking into account
153 time delay to comprehensively analyze TFs and their interactions throughout cardiac
154  differentiation. Altogether, while the gene expression-based network confirmed already
155 known and validated interactions, it also inferred 21 530 new interactions unveiling numerous

156  new hypotheses on TF networks potentially critical for cardiac development.

157 IRX3 and IRX5 are involved in triggering expression of GATA4, NKX2-5, TBX5 cardiac

158  transcription factor network

159 Leveraging this new gene expression-based network to uncover new regulation
160 mechanisms, and based on our previous focus of interest (Al Sayed et al., 2021; Gaborit et al.,
161  2012) we evaluated IRX TF family involvement in the establishment of cardiac developmental
162  processes. Expression levels of the 6 different IRX TF genes was analyzed during cardiac
163  differentiation in the three hiPSC lines (Figure 5A). Expression of /RX6 was undetectable and
164  expression of /RX1 and IRX2 did not vary over time. Only IRX3, IRX4 and IRX5 expression
165 increased significantly between D-1 and D30 of cardiac differentiation. Interestingly, based on
166  their expression profiles, IRX3 and IRX5 ranged from the earliest cardiac-specific gene cluster
167  with an expression level that was maintained until the end of cardiac hiPSC differentiation
168  (cluster F). This suggested a potential role for IRX3 and IRX5 in the early establishment of gene
169 regulatory networks essential for cardiac fate, and beyond. In contrast, IRX4 expression was
170 detected in one of the latest clusters (cluster K). Therefore, we then focused on both IRX3 and

171  IRXS5 TFs.

172 In order to investigate the role of IRX3 and IRX5 in cardiac differentiation progression,
173  all their potential TF targets in the subsequent G to L clusters were extracted from the gene
174  expression-based network (Figure 5B). Interestingly, the master cardiac TF genes GATA4
175  (cluster G), NKX2-5 (cluster 1) and TBX5 (cluster L) were individually found to be potential
176  targets of both IRX3 and IRX5. It is well established that GATA4 acts in a multiprotein complex
177  with NKX2-5 (cluster 1) and TBX5 (cluster L) cardiac TFs (Ang et al., 2016; Durocher et al., 1997;
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Luna-Zurita et al., 2016). To further explore potential new interactions, we then focused on
the gene expression-based sub-network involving IRX3, IRX5, GATA4, NKX2-5 and TBX5,
referred later as IGNiTe sub-network (Figure 5C). In the IGNiTe sub-network, IRX3 and IRX5
were inferred as activators of GATA4, NKX2-5 and TBX5, and confirming the literature
(Bruneau, 2013; McCulley and Black, 2012; Nemer and Nemer, 2010; Waardenberg et al.,
2014), GATA4 was inferred as activator of NKX2-5 and both GATA4 and NKX2-5 were activators

of TBX5 expression.

In order to investigate the biological relevance of these inferred interactions, luciferase
assays were conducted on GATA4, NKX2-5 and TBX5 core promoters (Figure 5D). IRX3 and
IRX5 proteins were, separately (fold changes 4.2 and 1.5 respectively) or together (fold change
4.5), able to bind the promoter of GATA4 and to activate luciferase expression. A slight
tendency towards potentiation of both activating effects is observable when IRX3 and IRX5
were present but was not statistically significant. On the NKX2-5 promoter, IRX5 alone was
able to activate luciferase expression (1.3-fold change), but not IRX3, suggesting that the
inferred activation of NKX2-5 by IRX3 found in the IGNiTe sub-network was due to IRX5, and
that the high similarity between /IRX3 and IRX5 expression profiles caused the false-positive
link to appear. Together, IRX3 and IRX5 were able to activate NKX2-5 promoter, with a
tendency towards potentiation too (fold change 1.2 between IRX5 alone and IRX3/IRX5
conditions; p>0.05). According to the order of appearance of TFs in IGNiTe sub-network, NKX2-
5 promoter activation was assessed in the combined presence of IRX3, IRX5 and GATA4, which
showed an activator effect (1.8-fold change). Although a potentiation tendency was observed
when GATA4 was present in addition with IRX3 and IRX5, this effect was not statistically
significant. On TBX5 promoter, IRX3 and IRX5 were able to bind and activate gene expression
either individually (2.7- and 1.2-fold change, respectively) or together (3.6-fold change).
Potentiation of both activator effects was clearly observable and statistically significant when
IRX3 and IRX5 were together on the TBX5 promoter. Finally, considering the joint expression
of IRX3, IRX5, GATA4 and NKX2-5 from D10, we proved the activator effect of these TFs on
TBX5 promoter (6.6-fold change), which is statistically increase from the IRX3/IRX5 condition
(1.8-fold change). Collectively, these results biologically validated the new interactions

inferred with the gene expression-based network and illustrated the progressive temporal



208  activation of the major TFs GATA4, NKX2-5 and TBX5, by IRX3 and IRX5 during cardiac cell

209 lineage establishment.
210 IRX3 and IRX5 physically interact with GATA4, NKX2-5 and TBX5 to control SCN5A expression

211 As the expression of the IGNiTe sub-network members was maintained until D30 of
212 hiPSC cardiac differentiation (Figure 6A), the functional role of IRX3, IRX5, GATA4, NKX2-5, and
213 TBX5 as a multiprotein complex was evaluated using co-immunoprecipitation and luciferase
214  assays in heterologous expression systems. Luciferase assays were conducted on the
215  promoter of SCN5A, a known target of these TFs (Al Sayed et al., 2021; Arnolds et al., 2012;
216  Briggs et al., 2008; Koizumi et al., 2016; Tarradas et al., 2017). According to the chronological
217  order of expression of these five TFs along cardiac differentiation of hiPSCs (Figure 6A), we
218 first investigated the role of IRX3 and IRX5. As previously described (He et al., 2009), IRX3 and
219  IRX5 physically interacted (Figure 6B top panel and Supplementary Figure S3) and could
220 cooperatively activate the SCN5A promoter (Figure 6B bottom panel). While IRX3 alone
221  activated the SCN5A promoter (2.3-fold change), IRX5 potentiated its effect with a 1.5-fold
222  change. GATA4 was able to physically interact with IRX5 but not with IRX3 (Figure 6C top
223 panels) and when the three TFs were co-transfected, only GATA4 and IRX5 interacted,
224  suggesting a competitive effect between IRX3 and GATA4 to bind IRX5 (Figure 6C bottom left
225  panel). Also, the addition of GATA4 potentiated (1.5-fold change) the activity of the IRX3/IRX5
226  couple on SCN5A promoter (Figure 6C bottom right panel). NKX2-5 interacted with both IRX3
227  and IRX5 individually (Figure 6D left panels), but again, when the four TFs were co-transfected
228 we only observed an interaction between IRX5, GATA4, and NKX2-5, suggesting again a
229  competition between IRX3 and IRX5, in favor of IRX5, in these interactions (Figure 6D central
230 panel). NKX2-5 amplified (8.0-fold change) the effect of the IRX3/IRX5/GATA4 trio on the
231  SCN5A promoter (Figure 6D right panels). Finally, when IRX3, IRX5, GATA4, NKX2-5 and TBX5
232  were co-transfected a global protein complex could be formed between IRX5, GATA4, NKX2-
233 5and TBX5, but not with IRX3, even if IRX3 alone was able to interact with TBX5 (Figure 6E left
234  and central panels). However here, TBX5 slightly reduced (-1.6-fold change) the effect of the
235  IRX3/IRX5/GATA4/NKX2-5 quartet on SCN5A promoter (Figure 6E right panel) suggesting a
236  down-regulating role of TBX5 in this global complex. Collectively, we showed that following

237  IRX3, IRX5, GATA4, NKX2-5 and TBX5 gene expression increase during cardiac differentiation,
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the direct activation of SCN5A expression is under the control of a time-changing multi-TFs

complex that controls the temporal expression profile of SCN5A.

Discussion

In this study, based on a transcriptomic kinetics study on cardiac differentiation of
hiPSCs, we identified the global TF regulatory network that is required for heart development.
We notably identified novel time-dependent TF-gene regulations that connect /RX3 and IRX5
to the core cardiac GATA4, NKX2-5 and TBX5 TFs. We also found that these five TFs form
protein complexes to regulate target gene expression, such as SCN5A. Altogether, this time-
course bulk transcriptomic data provided a dynamic model relevant to identify new roles for

TFs in developmental processes.

In vitro modeling of time in cardiac development

This study demonstrates that hiPSC cardiac differentiation is a relevant model to study
the successive steps leading to the establishment of the gene expression program during
human cardiac development. To date, most studies contributing to the knowledge on heart
development and TF regulation have been conducted in animal models, mainly in mice
(Krishnan et al., 2014), as access to human embryonic cardiac tissue, is indeed very limited. If
regulatory mechanisms of development are overall highly evolutionary conserved, some are
human-specific (Anzai et al., 2020; Olson and Srivastava, 1996). Therefore, investigation of
human cardiac development also requires suitable human models. HiPSC cardiac
differentiation models have proved to generate functional cardiac cells and suggested that
punctual time points during this differentiation might reflect some key developmental stages
(Al Sayed et al., 2021; Kathiriya et al., 2021; Wamstad et al., 2012). However, fully assessing
the relevance of hiPSC cardiac differentiation model to study human cardiac development,
requires demonstrating that it thoroughly and accurately reproduces human cardiac
development in a temporally coordinated fashion. All phenotypic changes that occur during
cardiogenesis are known to be embodied by dynamic alterations in cellular transcriptome. Yet,
although the ideal situation would be to compare transcriptomic changes along hiPSC
differentiation to the ones occurring during human cardiac development, no public human

transcriptomic dataset studying well-distributed stages across the entire cardiac development



267 s available. In the present study, we therefore used murine cardiac transcriptomic data
268 generated from specific stages that appropriately rang from conception to birth (Li et al.,
269  2014), to compare with hiPSC cardiac differentiation data. Their high level of consistency
270  confirmed that our hiPSC cardiac differentiation model accurately reproduces cardiogenesis.
271  Animportant added value of the present data is that it filled a gap of knowledge on the global
272  gene expression changes that occur daily, between these developmental stages in human

273 cells.

274 A major limitation of hiPSC-derived models is immaturity: cardiac cells produced by
275 current hiPSC differentiation protocols have a fetal-like phenotype far from adult cells
276  (Yoshida and Yamanaka, 2017). Although this limitation does not affect the study of prenatal
277  stages of cardiac development, obtaining mature cardiac cells would broaden the scope of

278 these models to study later stages of development as well as aging processes.
279  Invitro modeling of cardiac development-associated cellular diversity

280 Cardiomyocytes require substantial cell diversity to support both the proper execution
281  oftheir biological functions and their differentiation, since many signaling pathways regulating
282  their formation are sourced from other cell types (Litviiukova et al., 2020; Meilhac, 2018). In
283  this study, we confirmed that hiPSC cardiac differentiation generates the cellular diversity
284  typically reported in the human fetal heart and thus provides the opportunity to investigate
285  regulatory mechanisms occurring between these different cardiac cell types. However, hiPSC
286  cardiac differentiation in two dimensions does not reproduce the spatial organization of the
287  cell types as observed in the context of a heart. The emergence of more integrated hiPSC-
288  derived models such as cardioids (Hofbauer et al., 2021), will therefore undoubtedly enhance

289  ourinsights into transcriptional regulation between cardiac cell types.
290 Uncovering new regulatory networks using a gene expression kinetics-based strategy

291 An original aspect of this study was the identification of expression regulations
292  occurring between TFs in a temporal manner. For that we chose to adapt the LEAP
293  bioinformatic tool designed for single-cell data to kinetic transcriptomic bulk data (Specht and
294  Li, 2017). Importantly, with this tool, these gene regulations are oriented, indicating not only

295 theinteraction but also which partner is expected to be the target/source. This higher level of
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information is important to design more efficiently confirmation experiment, and cannot be
obtain in traditionally-used protein-protein interaction databases, such as STRING (Szklarczyk
et al., 2019). Moreover, our strategy allowed to biologically link genes in a time-dependent
manner during cardiac differentiation, and thus provided important new insights on cardiac
gene regulatory networks (Wang et al., 2020). Of note, one cannot exclude that some of the
inferred links may not reflect biological interactions (e.g. TF does not directly bind to an
inferred target gene). Other studies embarked in different strategies to study cardiac gene
regulation. For instance, Gonzalez-Teran et al. combined, PPI data associated with GATA4 and
TBX5 TFs, and genetic data generated on patients presenting congenital heart diseases (CHD)
to identify CHD candidate genes (Gonzalez-Teran et al., 2022). This integrated strategy of PPI
data and CHD-associated genetic data could be a relevant complementary approach of our
chronological gene expression-based strategy in order to identify new CHD-associated TF
regulatory networks and to offer a better understanding of cardiac disease underlying

mechanisms.

Activation cascade of GATA4, NKX2-5, TBX5 genes triggered by IRX3 and IRX5

It is well established that cardiac transcription factors regulate the expression of other
TF-coding genes. For instance, GATA4 activates NKX2-5 expression and both GATA4 and NKX2-
5 activates TBX5 expression (Bruneau, 2013; McCulley and Black, 2012; Nemer and Nemer,
2010; Waardenberg et al., 2014). However, the precise molecular bases of these regulations
were still to be uncovered. Using daily-generated transcriptomic data, we characterized the
course of expression of these major cardiac TFs showing that, in accordance with the
functional data, they are successively launched, starting with GATA4 around day 5, followed
by NKX2-5 two days later and finally by TBX5 two days later too. Obviously, this raised the
guestion of how GATA4 expression is, in the first place, launched. Using gene expression-
based network we identified IRX3 and IRX5 TFs as potential activators of GATA4 expression.
Accordingly, the expression of these TFs was launched simultaneously about 1 day prior to
GATA4 expression. These TFs are of growing interest as, while most studies were performed
in knockout mice showing that they play redundant roles in cardiac development leading to
embryonic lethality, and in postnatal electrophysiological function, their role in human cardiac

function now also emerges (Al Sayed et al., 2021; Bonnard et al., 2012). In this context, the



326 present study therefore further explored and specified the role of IRX TFs in the course of

327  human cardiac development.
328  Exploring the functional interplay between IRX3/IRX5 and GATA4, NKX2-5, TBX5

329 It is has been shown that GATA4, NKX2-5 and TBX5 act as multiprotein complex to
330 regulate cardiac gene expression (McCulley and Black, 2012). Here, we completed this
331 knowledge by showing that IRX3 and IRX5 can also physically bind to this TF regulatory
332  complex. Furthermore, all five TFs could physically and functionally interact on the promoter
333  of SCN5A that encodes the major cardiac sodium ion channel. Accordingly, SCN5A expression
334  gradually increases during hiPSC cardiac differentiation, paralleling the progressive expression
335 establishment of the five TFs. Some of the interactions between IRX TFs and GATA4, NKX2-5
336 or TBX5 have previously been published. For instance, physical and functional interactions
337  between Irx3, Nkx2-5 and Thx5 have been shown in mice to regulate genes implicated in
338 ventricular conduction system establishment and maturation (Kimura et al., 2016).
339  Furthermore, our group has previously demonstrated physical and functional interactions
340 between IRX5 and GATA4 on SCN5A promoter (Al Sayed et al., 2021). In this study we further
341  detailed the complexity of the interactions between IRX3, IRX5, GATA4, NKX2-5 and TBX5, and

342  how these TF complex compositions impact the expression of a target gene.
343  Perspectives

344 Altogether, this study provides a comprehensive dynamic blueprint of transcription
345  factors that control transcriptional regulation during human cardiac development as well as a
346 new methodological approach that may be applied to other research fields. These insights
347  may help to further understand both pathological cardiac development leading to CHD, as
348 well as physiological cardiac development, which is a prerequisite to emerging cardiac
349 regenerative therapy strategies (Rowton et al., 2021). Moreover, in recent years, transcription
350 factor regulation of cardiac functions was widely supported by GWAS, linking numerous
351 common genetic variations at loci harboring TF genes to cardiac diseases (Barc et al., 2022;
352  Roselli et al., 2018; Supplementary Table 1). Confronting the present knowledge to the one
353  obtained from cardiac differentiation of hiPSCs reprogrammed from patients carrying such

354  genetic variants may provide important information regarding their impact on cardiac
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development and therefore may lead to new targets for treatment and clinical management

improvement.
Limitations of study

We have identified several limitations in our study. First, the kinetic transcriptomic
analysis has been performed using bulk-based strategy, however, the use of single-cell
analysis instead would have provided us with a better overview of the cellular transcriptomic
diversity. Second, the limited sample size that has been used prevented us from identifying
the impact of the gender and ethnicity on transcriptomic regulation. Therefore, further studies
will have to investigate if the identified TF networks (1) are activated in a cell-specific manner,

and (2) whether they are specific to gender and/or ethnicity.
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Figure 1 — Transcriptomic and functional characterization of cardiac cells derived from
hiPSCs.

(A) Diagram illustrating the experimental design involving three distinct cardiac
differentiations of three hiPSC lines reprogrammed from healthy donors. (B)
Immunocytochemistry staining of troponin | (red) and DAPI (blue) at D30 of cardiac
differentiation for all 3 hiPSC lines. (C) Representative contraction patterns captured by
MUSCLEMOTION software on movies at D30 of cardiac differentiation for the 3 hiPSC lines.
(D) UMAP displaying single-cell RNA-seq data at D30 of cardiac differentiation of hiPSC-A line.
The color code indicates the different cell types identified. Cell population fractions are listed

on the right. See also Figure S1.
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Figure 2 — Transcriptomic time-course analysis of hiPSC cardiac differentiation.

(A) Methodological workflow. Steps are represented in white rectangle and outputs in red
rectangles. (B) Global transcriptomic variations displayed with the first two components of the
Principal Component Analysis. Three cardiac differentiations were studied for each of the
three hiPSC lines. For each cardiac differentiation, a line connects the time-points in
chronological order. (C) Boxplots displaying the distribution of PC1 coordinates of each
replicates at each day (median +/- quartile). (D) Histogram comparing distribution of PC1

coordinates at the beginning (D-1), the middle (D14) and the end (D30) of hiPSC cardiac

differentiations (Mean +/- SEM; Wilcoxon matched-pairs signed rank test).
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Figure 3 — Expression profile and functional annotation of the top 3 000 differentially
expressed genes (DEGs) during hiPSC cardiac differentiation, and comparison with murine
cardiac development gene expression dataset.



421  (A) Heatmap displaying DEG expression levels. The entire data set was used to aggregate the
422  genes into 12 clusters and the mean expression level of 9 replicates is represented. (B) For
423  each cluster, average gene expression level during hiPSC cardiac differentiation (left panel for
424  each cluster) and of their orthologs during murine cardiac development (mESCs to E18.5 stage,
425  right panel for each cluster) are shown. Replicate gene expression levels were averaged for
426  each hiPSC line (n=3 per hiPSC line and per timepoint) and for murine data (n=3 to n=6 per
427  timepoint, depending on the stage). The 15 most significantly related GO terms are displayed

428  for each cluster on the middle panel. See also Figure S2.
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Figure 4 — Inferred TF regulatory network governing hiPSC cardiac differentiation.
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(A) Normalized gene expression of the 216 TFs (identified within the top 3 000 differentially
expressed genes during hiPSC cardiac differentiation) were quantified and averaged in each

gene cluster. UPM: UMI per million. The number in () indicates the TF number per cluster. (B)



433  Graphical representation of gene expression-based network and protein-protein interaction-
434  based network (LEAP- and STRING- based method, respectively) of the same TFs as in A.
435 Interactions between TFs of successive clusters are shown using bold lines. (C-E) Comparative
436  quantitative analysis between both networks. (F-G) Examples of two literature-based sub-
437  networks. Interactions uncovered in gene expression-based network are shown in blue, in PPI-
438  based network, in yellow, and by literature curation, in black. Node colors correspond to the
439  one of their corresponding gene cluster (as in A). Paper PMID associated with literature-based
440 links: [A] 33803261; [B] 23417899; [C] 34901033; [D] 15253934, [E] 17011492; [F] 21632880;
441  [G] 22402664; [H] 22438573.
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Figure 5 — Exploration of the inferred IIGNT sub-network.

(A) Table of TF selection criteria for the IRX genes family. Timecourse expression rank is the
output of the timecourse package and illustrates the variation in gene expression during
directed cardiac differentiation (a lower number indicating a higher variation). The Expression
cluster column refers at the expression cluster in which each TF ranged as in Figure 4A.
Selection and exclusion criteria are indicated in green and red respectively. (B) Potential target
TFs of IRX3 and/or IRX5 identified in the G-to-L clusters based on the gene expression-based
network. (C) Gene expression-based network of IRX3, IRX5, GATA4, NKX2-5 and TBX5 TFs.
Node colors represent their corresponding clusters as in Figure 4A: IRX3 and IRX5 — cluster F;
GATA4 — cluster G; NKX2-5 — cluster I; TBX5 — cluster L. Lag is shown in days. References to
literature-based links: [A] Book chapter DOI: 10.1016/B978-0-12-381332-9.00027-X.; [B]
PMID: 23457256; [C] PMID: 22449847, [D] PMID: 32450132; [E] PMID: 25280899. (D) Graphs
displaying activity levels of luciferase that is under the control of GATA4 (-1800_TSS_+200),



Résultats

455  NKX2-5 (-2000bp_Start codon) and TBX5 (-1800_TSS_+200) promoter constructs. Mean +/-
456  SD; * and **: p <0.05 and p < 0.01, respectively (Mann-Whitney test).
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Figure 6 — Physical and functional interactions of IRX3/IRX5/GATA4/NKX2-5/TBX5

multiprotein complex.

(A) Normalized mean expression level overtime of IRX3, IRX5, GATA4, NKX2-5, TBX5 and of

SCN5A ion channel genes. UPM: UMI per million. (B-E) Co-immunoprecipitation and luciferase

results associated to the transfection of (B) IRX3 and/or IRX5, (C) IRX3, IRX5 and/or GATAA4, (D)

IRX3, IRX5, GATA4 and/or NKX2-5, (E) IRX3, IRX5, GATA4, NKX2-5 and/or TBX5. Immunoblots

representative of the various co-immunoprecipitations and the schematic illustration of the



464  results. Graphs display activity levels of luciferase that is under the control of the -2109/+1072
465  region of human SCN5A promoter, in the various transfection conditions. Mean +/- SEM; *

466 and **:p <0.05 and p <0.0001, respectively (Mann-Whitney test). See also Figure S3.
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Materials and Methods

Reprogramming and maintenance of hiPSCs

All cell lines, from 3 healthy donors, were previously characterized. The hiPSC-A (C2a
in Si-Tayeb et al., 2010) line was generated using lentivirus method while hiPSC-B (IRX5-Wt in
Canac et al., 2022; RRID:CVCL_B5QD) and hiPSC-C (WT8288 in Girardeau et al., 2021;
RRID:CVCL_B5Q5) lines were generated using Sendai virus method. hiPSC lines were
maintained at 37°C, 5% CO2, 21% 02 in StemMACSTM iPS Brew XF Medium (Miltenyi Biotec)
on culture plates coated with Matrigel® hESC-Qualified Matrix (0.05 mg/mL, Corning). At 75%
confluency, cells were passaged using Gentle Cell Dissociation Reagent (STEMCELL™

Technologies).
Cardiac differentiation of hiPSCs

Directed cardiac differentiations of hiPSCs were performed using the established
matrix sandwich method (Figure 1A; Es-Salah-Lamoureux et al., 2016). Briefly, when hiPSCs
reached 90% confluency, an overlay of Growth Factor Reduced Matrigel (0.033 mg/ml, BD
Corning) was added. Differentiation was initiated 24h later by culturing the cells in RPMI1640
medium (Life Technologies) supplemented with B27 (without insulin, Life Technologies), 2 mM
L-glutamine (Life Technologies), 1% NEAA (Life Technologies), 100 ng/mL Activin A (Miltenyi
Biotec), 1X Pen/Strep (Life Technologies) and 10 ng/mL FGF2 for 24 hours. On the next day,
the medium was replaced by RPMI1640 medium supplemented with B27 without insulin, 2
mM L-glutamine, 1% NEAA, 10 ng/mL BMP4 (Miltenyi Biotec), 1X Pen/Strep and 5 ng/mL FGF2
for 4 days. By day 5, cells were cultured in RPMI1640 medium supplemented with B27
complete (Life Technologies), 2 mM L-glutamine, 1X Pen/Strep and 1% NEAA and changed
every two days until day 30. Specifically, for video analysis and immunofluorescence staining,
glucose starvation was performed to obtain purified cardiomyocyte population: at day 10 the
medium was replaced by Depletion medium (RPMI 1640 medium without glucose (Life
Technologies) supplemented with B27 complete, and 1X Pen/Strep) for 3 days. Cells were
dissociated at day 13 with 10X TrypLE solution (Life Technologies) and replated in CMs
medium (RPMI1640 medium supplemented with B27 complete, 2 mM L-glutamine, 1X
Pen/Strep, 1% NEAA) supplemented with Y-27632 Rho-kinase inhibitor (STEMCELL™



496 Technologies). On day 14, the medium was replaced by Depletion medium for 3 days. From

497  day 17, cells were maintained in CMs medium.
498  Bulk transcriptomics

499 RNA extraction and sequencing

500 For each hiPSC line, samples were harvested daily from D-1 to D30 of the cardiac
501 differentiation protocol from three independent cardiac differentiations. Total RNA were
502  extracted using the NucleoSpin RNA kit (MACHEREY-NAGEL) and their quality assessed by
503 NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). From D-1 to D14 samples,
504 all cells were collected while, from D15 to D30, to obtain samples enriched with
505 cardiomyocytes, only spontaneously beating cell clusters were collected following mechanical
506 isolation using a needle. 3’RNA libraries were prepared by GenoBiRD core facility according to
507 their published method (Charpentier et al., 2021) and sequenced on 8 individual runs on a

508 NovaSeq 6000 or HiSeq 2500 Sequencing System (Illumina).

509 Primary analysis of bulk transcriptomic data

510 Demultiplexing, alignment on GRCh38 reference genome and counting steps were
511 conducted on each sequencing run with the Snakemake pipeline developed by the GenoBiRD
512  core facility (Charpentier et al., 2021). Normalized and log-transformed expression matrices
513  were generated using the multiplates function correcting potential batch effects by treating

514  cardiac differentiation time points as replicates.

515 PCA

516 Principal Component Analysis (PCA) was performed with the R package FactoMineR

517 (Lé etal., 2008; RRID:SCR_014602) on the entire mean-centered and log-transformed matrix.

518 Time-course gene expression analysis

519 Genes with significant expression variation between the different cardiac
520 differentiation time-points (indicated as Differentially Expressed Genes; DEG) were identified
521 by multivariate empirical Bayes statistics using the R package timecourse (Tai, 2022;

522  RRID:SCR_000077) applied to the entire log-transformed matrix. We selected the top 3 000

131



523
524
525
526
527

528

529
530
531

532

533
534
535
536
537
538
539

540

541
542
543
544
545
546
547
548
549
550

132

DEG based on their highest Hotelling T?statistics. The same method was used to select genes
with significant expression variation during murine cardiac development from a published
transcriptomic dataset (Li et al., 2014). When necessary, human and murine orthologous gene
names were identified using the R package biomaRt (Durinck et al., 2009; RRID:SCR_019214)

and Ensembl databases.

Clustering and heatmap

DEG were grouped into clusters, based on their expression level variation across the
288 samples, using the R function k-means set on 2 000 iterations, and visualized with the R

package ComplexHeatmap (Gu et al., 2016; RRID:SCR_017270).

Gene Ontology analyses

Gene Ontology (GO) analysis was performed using the R package ClusterProfiler (Wu
et al., 2021; RRID:SCR_016884), based on GO Biological Process terms from
org.Hs.eg.db_3.14.0 and org.Mm.eg.db_3.14.0 databases for human and mouse annotations,
as appropriate. Significantly enriched (bonferroni-corrected p-value < 0.05) biological
processes, as compared to reference transcriptome, and with a Gene Set Size (GSSize)
between 10 and 500, were considered for further analysis. The 15 GO terms with the lowest

corrected p-value were visualized with treeplot.

Network construction and analysis

For each hiPSC line, the gene regulatory network was inferred using the R package
LEAP (Lag-based Expression Association for Pseudotime-series; Specht and Li, 2017), based on
the average from the log-transform data of triplicate cardiac differentiations. Cardiac
differentiation time points were used to rank samples as required by the LEAP tool. The
max_lag_prop parameter was set to 1/10, meaning that, at most, 3-day windows were used
to calculate the maximum absolute correlation (MAC) score. Only links with a significant MAC
score (determined by a permutation test; p-value < 0.05) and related to a non-null time delay
were considered. Links with a positive correlation score were interpreted as activation
relationships and those with a negative correlation score as repression relationships. STRING

software (Szklarczyk et al., 2019) was used to obtain information on physical and functional



551 interactions between proteins of interest, with a minimum required interaction score of 0.4.
552  Nodes without any interaction were excluded. STRING-based or LEAP-based interactions were
553  processed using Cytoscape 3.9.1 for network reconstruction (Shannon et al.,, 2003;

554  RRID:SCR_003032). Networks parameters were obtained using the Analyze network function.
555  Single-cell transcriptomic

556 Single-cell RNA-seq data generation

557 Cells at D30 of hiPSC-A cardiac differentiation were harvested from three distinct
558  beating wells, dissociated, using the Multi Tissue Dissociation Kit 3 (Miltenyi Biotec), and
559  pooled. This experiment was performed in duplicates. Cell suspensions were filtered on a 40
560 pum Flowmi® Cell Strainer, counted and cell viability was assessed (viability was 92% for the
561 first experiment and 94% for the second). For each replicate, single-cell droplet libraries were
562 generated from 16 000 cells with the Chromium Single Cell 3' GEM, Library & Gel Bead Kit v3
563 (10X Genomics). After qPCR quantification, libraries were pooled and sequenced on a single
564  run, on a NovaSeq 6000 Sequencing System (lllumina), providing a read depth of >20,000 read

565  pairs per cell, according to manufacturer’s instructions.

566 Primary analysis of single-cell transcriptomic data

567 Data were processed using cellranger 4.0.0 (10X Genomics). First, demultiplexing of
568 raw base call files into FASTQ files was accomplished using cellranger mkfastq function.
569 Second, alignment on GRCh38 reference genome, filtering and counting steps were
570 performed separately on each replicate with cellranger count function. Lastly, aggregation

571  with normalization of duplicates was performed using cellranger aggr function.

572 Secondary analysis of single-cell transcriptomic data

573 The gene expression matrix was analyzed using the R package Seurat (Stuart et al.,
574  2019; RRID:SCR_016341). Doublets were identified and removed using the R package
575  DoubletFinder (McGinnis et al., 2019; RRID:SCR_018771), assuming a 7.5% doublet formation
576 rate. Also, only cells with 200 to 5 000 detected features and with <25% reads aligned to
577  mitochondrial genes were selected for further analysis. After normalization, unwanted

578  sources of intercellular variations such as number of detected genes or differences between
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cell cycle phases were regressed using the ScaleData function. A principal component analysis
was then performed wusing the 2 000 most variable genes according to the
FindVariableFeatures function and the first 10 components were used to calculate the UMAP.
Cell-type labelling was performed using published single-cell RNA-seq data from a human fetal
heart as a reference (Asp et al., 2019). Cell-type labels from reference were automatically
transferred after cell-to-cell matching at the individual cell level using the R package CelllD

(Cortal et al., 2021).

Musclemotion

hiPSC-CMs were filmed after glucose starvation at D30 in routine culture condition
(37°C, 5% C0O2), without electrical stimulation, using Nikon A1 RSI confocal microscope with
X20 Dry N.A 0.75 objective. MUSCLEMOTION software (Gaussian Blur: No; Speed Window: 5;
Noise Reduction: Yes; Automatic Reference Frame Detection: Yes; Transient analysis: Yes; Sala
et al., 2018) was used to obtain contraction traces from 120fps videos. Contraction profiles

were analyzed using homemade R pipeline.

HEK293 cell culture and transfection

HEK293 cells were maintained at 37°C, 5% CO2, in DMEM media with 10% FBS, 5% L-
Glutamine and 5% Pen/Strep. Cells were plated in 24-well plate or 6-well plate and transfected
next day using FUGENE® 6 (Promega, E2691). For luciferase assay, cells were transfected with
a total of 2ug of plasmid including: (1) pGL2-Renilla plasmid, (2) plasmid containing Firefly
luciferase gene upstream promoter of interest and (3) expression plasmids coding for proteins
of interest (Table 1). DNA quantities were equalized in each condition using empty pcDNA3.1
plasmid. Media was changed 24h post transfection, and cell lyses performed 48h post
transfection. For co-immunoprecipitation, cells were transfected only with expression

plasmids prior lysis 24h post transfection.

Co-immunoprecipitation

Protein sample extraction and quantification

Previously transfected HEK293 cells were lysed (4°C, 15min, with rotation) in lysis

buffer: 1% TritonX-100, 100mM NaCl, 50mM Tris-HCI, ImM EGTA, 1mM Na3V04, 50mM NaF,



607 1mM phenylmethylsulfonyl fluoride, protease inhibitors cocktail (Sigma-Aldrich, P8340), and
608 centrifuged at 15 000g (4°C, 15 min). Protein quantification was carried out using Pierce™ BCA
609  Protein Assay Kit (Thermo Fisher, 23225).

610 Bead-antibody complexes preparation

611 Co-Immunoprecipitation was performed using Dynabeads® Protein G (Invitrogen,
612 10004D) and DynaMag™-2 Magnet (Invitrogen, 12321D). First, 12.5uL of beads were
613  conjugated (Room temperature (RT), 40min, with rotation) with 2ug of antibody (Table 1). The
614  bead-antibody complexes were cross-linked (RT, 30min, with rotation) using 5,4mg/ml
615 dimethyl pimelimidate (ThermoScientific, 21667). The cross-linking was quenched with 50mM
616  Tris pH7.5 (RT, 15min, with rotation). Beads were washed using (1) PBS 1X, (2) 0.1M citrate
617 pH3.1, (3) Na-phosphate solutions, then incubated in PBS 0.5% NaDOC (RT, 15min, with

618 rotation) and were finally washed with lysis buffer.

619 Immunoprecipitation and western blotting analysis

620 Bead-antibody complexes were incubated with 1mg protein samples (4°C, 2h, with
621  rotation). Supernatant was then discarded and beads were washed 3 times with lysis buffer.
622  Beads-protein complexes were then heated (50°C, 10min) in NuPAGE™ LDS Sample Buffer (4X)
623  (Invitrogen, NPO0OO8). Samples were magnetized prior supernatants collection and incubated
624  (70°C, 10min) in NuPAGE® Sample Reducing Agent 10X (Invitrogen, NP0009). Finally, samples
625 were loaded onto a 4-15% precast polyacrylamide gel (Biorad, 4568083) together with 10ug
626  of total protein used as control. Revelation was performed using corresponding antibody
627 (Table 1) with ECL Clarity Max (Biorad, 1705062). Images were acquired with ChemiDoc

628 camera (Biorad) and analysed using Image Lab Software (Biorad).

629 Table 1. Plasmids and antibodies references
Plasmid Name Sequence/Reference Supplier
Nkx2.5 promoter - FireflyLuc |-2000bp_Start codon | Vectorbuilder
GATAA4 promoter - FireflyLuc |-1800_TSS_+200 Vectorbuilder
Tbx5 promoter - FireflyLuc -1800_TSS_+200 Vectorbuilder
SCN5A promoter - FireflyLuc |-2109 TSS_+1072 Adapted from Al Sayed et al., 2021
pGL2 Renilla luciferase Promega
IRX5 RG234228 Origene
IRX3 RG205722 Origene
GATA4 RC210945 Origene
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Tbx5 SC120046 Origene
Nkx2.5 SC122678 Origene
pcDNA3.1 Invitrogen

Antibody Reference RRID Supplier
anti-GFP TA150041 AB_2622256 |Origene
anti-Myc Tag 05-724 AB_309938 Merck Millipore
anti-IRX5 sc-81102 AB_1124818 |Santa Cruz
anti-IRX3 sc-166877 AB_10609525 | Santa Cruz
anti-GATA4 sc-25310 AB_627667 |Santa Cruz
anti-Thx5 sc-515536 Santa Cruz
anti-Nkx2.5 sc-8697 AB_650280 Santa Cruz
anti-Troponin | sc-15368 AB_793465 Santa Cruz
Mouse IgG Isotype Control 02-6502 AB_2532951 |Thermo Fisher Scientific

Luciferase assay

Cells were lysed according to the manufacturer recommendations and luciferase
activity was measured using Dual Luciferase reporter assay system (Promega, E1910) with
Varioskan™ LUX microplate reader (Thermofisher). Mann-Whitney statistical tests were

performed with Prism software (v8.0.1).

Immunofluorescence

Cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 15min at room temperature (RT) in
Matrigel®-coated p-Slide 8 Well (IBIDI) prior permeabilization with 0.1% PBS-BSA 1% Saponin
(RT, 15min) and blocking with 3% PBS-BSA (RT, 30min). Cells were then incubated with primary
antibodies (dilution 1/250) in PBS 0.1% BSA 0.1% Saponin solution (4°C, overnight). Finally,
cells were washed and incubated with secondary antibodies and DAPI (RT, 1h) and stored in
0.5% paraformaldehyde (4°C). Images were acquired using an inverted epifluorescence

microscope (Zeiss Axiovert 200 M).

TF and cardiac phenotypes association

The association between cardiac phenotypes and transcription factors was performed
using the DisGeNET (v7.0; Pifero et al., 2020) and NHGRI-EBI GWAS Catalog (Buniello et al.,

2019) databases, filtering on cardiovascular traits, which were then manually validated.
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647  Figure S1 - Transcriptomic signatures of cell types generated by hiPSC cardiac
648 differentiation.

649  Heatmap displaying expression levels of the top 5 markers of each cell population found in
650  Figure 1D. Markers were identified using the FindAllIMarkers function from the R package
651  Seurat.

137



652
653
654
655
656
657
658
659
660

138

Murine cardiac Biological hiPSC cardiac Murine cardiac Biological hiPSC cardiac
development processes differentiation development processes differentiation
i N : GO:0055002
P 0 | ; 00010027 Myt
o @ . et gamzanon | |
- 5 4 ey o © 5 H GO:0045214 A
% :’ H 5 Endo ‘g g l = 2 on | v
35 ! RS 1550520 | Response to LIF 53 |
Oy D . H : oY - ) s
b o o e vy v | j| gg ‘3342725 developn ent oy
P - G0:0072175 e
GO:0035148 "\I‘ 88382‘532% Angiogenesis |
8 P gg 885633; o g H GO:0003007 vV |
E 101 : 300003007
~ g $ Coo00s Tube formation ‘ . - $ 500036293  Response to N
B e
oD o G0:0014020 Al o O 4 7
o E 2 "@coousossz! 3}}‘ % © 7
= { 3 F 28 S ™ f
= - blih =10 I t
Oy h{ 61458 | Reproductive. O B L
o |—;—| GO:00 !456?5 development c
i I e bt | ] o =
:D‘«Jf I f
o = g i [ A
o I Q 40 Y
™ C ©0 C i - 5 Lipid oxidation o
= O = - O G0:0030258 A
2o 2. O gggg;gg; Acid catabolic [
&% s GO:0034660 o 5 G0:004639 | rocess
= G0:0034470 P
o o gggg(‘;ggéf L’?gcAeéQCRNA A o n
= GO:! 0042254 c
0 Lipoproteil v |
Q = ‘ organization o i
< € o c
=9 . 5 O 500060047 ‘cola\{mcnon
7] R 2
g5 R oo stz £ h ¥ SRSk i | |
|
_—— GOODO?SEB _— A 4
0 G0:0003002 Epeclflcallon ¥ 0 L 1
] G0:0009952 I
B B = -
'_ g BI==T= S|
o @ GO:007213
GO omna Mesenchyme ¢ 3
) G0:0048762 | development ® p
Q GO:006048: . Tl
g 07503 e g No significant A
B -
R 55 associated GO
g - .
25 o @ terms for these
=™ H GO0:0003205 sw
O o a0y |heart agenesis ) ol genes
c l G0:0060411 c
£ ® GO:0003170 [Heart s
o 'o “ °: o o 0.\ - Cardiac Q ) IR - Cardiac >3
&Q,‘-:o QYL @,{t«:\h o ~differentiation day © & &&o Q}” Qg’ \W \“@’@ o ™ differentiation day © &
. . . . . i i Number of genes p.adjust
hiPSC lines hiPSC-A — hiPSCB — hipsc-c ~ CGOBiclogical : .
Low « o @High Low [ High

Figure S2 — Expression profile and functional annotation of the top 3 000 differentially

expressed genes during murine cardiac development, and comparison with hiPSC cardiac

differentiation gene expression dataset.

For each cluster, average gene expression level during murine cardiac development (left panel

for each cluster) and their human orthologs during hiPSC cardiac differentiation (right panel

for each cluster) are shown. Replicates of gene expression levels were averaged for murine

data (n=3 to n=6 per timepoint, depending on the stage) and hiPSC cardiac differentiation (n=3

per hiPSC line and per timepoint). The 15 most significantly related GO terms are displayed on

the middle panel for each cluster.
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661  Figure S3 — Original western blots related to Figure 6.
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IV.2. Projet 2 : Fonctions cardiaques spécifiques et redondantes
d’IRX3 et d’IRX5

IV.2.A. Contexte

Les six facteurs de transcription de la famille Iroquois homeobox sont tous exprimés
dans le coeur et y ont des actions spécifiques, mais également communes. La forte homologie
de séquence entre les différents membres est en accord avec cette redondance fonctionnelle
(Kim et al., 2012). Des études des roles individuels et conjoints de membres de cette famille
ont été réalisées pour les facteurs de transcription Irx3 et Irx5, chez la souris. Elles ont
démontré, qu’ils agissent dans des compartiments tissulaires cardiaques communs, en
coopération et en redondance fonctionnelle (Gaborit et al., 2012). En effet, la souris Irx5-KO
est viable, fertile et ne présente qu’une susceptibilité accrue aux arythmies due a la
déstabilisation du gradient ventriculaire transmural du potentiel d’action (Costantini et al.,
2005). De la méme maniére, la souris Irx3-KO est viable, fertile et ne présente qu’un
ralentissement de la conduction ventriculaire (Zhang et al., 2011). Cependant, la double
délétion d’IRX3 et IRX5 est létale au stade embryonnaire (E14.5), et les souris présentent des
défauts cardiaques structuraux majeurs, liés a la perte des compensations de l'un envers
I'autre, retrouvées chez les souris simple KO. Chez I’humain, les réles d’IRX3 et IRX5 seuls ou
en couple coopératif et fonctionnellement redondant, n"ont que peu été étudiés.

Le but du second projet de cette thése a été d’identifier sans a priori, les fonctions
spécifiques et les fonctions redondantes d’IRX3 et d’IRX5 dans un contexte cardiaque

humain.

Etat d’avancement : Ce projet a débuté par la création et la publication de nouvelles lignées

de cellules iPS pour I’étude d’IRX5. Le travail a ensuite principalement porté sur I'identification
de I'ensemble des fonctions cardiomyocytaires d’IRX5, avec un focus sur deux d’entre elles (la
repolarisation cardiaque et la fibrose). Des approfondissements de certaines analyses et la
réalisation d’un travail similaire sur des modeles simple KO pour IRX3 et double KO pour IRX3
et IRX5 seront nécessaires pour finaliser le projet (voir partie IV.2.D Perspectives pour la

poursuite du projet 2).
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(IRX5K0)

e Génération et validation d’'une nouvelle lignée de cellules iPS exprimant la
protéine IRX5 couplée a un tag HA (IRX5-HA)

e Validation du contréle isogénique associé a ces deux lignées génétiguement
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ABSTRACT

Studies on animal models have shown that Irx5 is an important regulator of cardiac development and that it regulates ventricular electrical repolarization gradient in
the adult heart. Mutations in IRX5 have also been linked in humans to cardiac conduction defects. In order to fully characterize the role of IRX5 during cardiac
development and in cardiomyocyte function, we generated three genetically-modified human induced pluripotent stem cell lines: two knockout lines (heterozygous
and homozygous) and a knockin HA-tagged line (homozygous).
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1. Resource table (continued)
Unique stem cell lines identifier 1. ITXi002-A
Unique stem cell lines identifier 1. ITXi002-A 2. ITXi002-A-1
2. ITXi002-A-1 3. ITXi002-A-2
3. ITXi002-A-2 4. 1TXi002-A-3
4. ITXi002-A-3 Method of reprogramming Sendai virus (OCT4, KLF4, SOX2 and c-
Alternative name(s) of stem cell lines 1. IRX5-Wt (ITXi002-A) MYC)
2. IRX5-Het (ITXi002-A-1) Clonality Clonal
3. IRX5-KO (ITXi002-A-2) Evidence of the reprogramming RT/q-PCR

Institution

Contact information of the reported cell
line distributor

Type of cell lines

Origin

Additional origin info (applicable for
human ESC or iPSC)

Cell Source

4. IRX5-KI (ITXi002-A-3)
I'institut du thorax (INSERM UMR1087,
CNRS UMR6291)

Nathalie Gaborit, nathalie.
gaborit@univ-nantes.fr
iPSC

Human

IRX5-Wt (ITXi002-A)

e Age: 15

e Male

Skin Fibroblasts

(continued on next column)

transgene loss (including genomic
copy if applicable)
Cell culture system used

Type of Genetic Modification

Associated disease

Gene/locus

Method of modification/site-specific
nuclease used

Site-specific nuclease (SSN) delivery
method

StemMACS™ iPS Brew XF Medium on
Matrigel® hESC-Qualified Matrix
CRISPR/Cas9

N/A

IRX5/16q12.2

CRISPR/Cas9

Electroporation of RNP

(continued on next page)
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(continued)

Unique stem cell lines identifier 1. ITXi002-A
2. ITXi002-A-1
3. ITXi002-A-2
4. ITXi002-A-3

All genetic material introduced into the ~ TRX5-KI: single-stranded oligo DNA
cells nucleotide (ssODN)

Analysis of the nuclease-targeted allele Sequencing of the targeted alleles
status

Method of the off-target nuclease N/A
activity surveillance

Name of transgene N/A

Eukaryotic selective agent resistance N/A
(including inducible/gene expressing
cell-specific)

Inducible/constitutive system details N/A

IRX5-Wt: 04-05-2013
IRXS5-Wt: https://hpscreg.eu/cell-line/

Date archived/stock date
Cell line repository/bank

ITXi002-A

IRX5-Het: https://hpscreg.eu/cell-line
1TXi002-A-1

IRX5-KO: https://hpscreg.eu/cell-line
TTXi002-A-2

IRX5-KI: https://hpscreg.eu/cell-line/IT
Xi002-A-3

Ethical/GMO work approvals A signed informed consent has been
received. Authorization MESRI
Authorization IE 2009-505(1) has been
obtained from competent ethics review
board and approval authority (French
Health Ministry and French ethical
committee) allowing the generation of

these lines.
Addgene/public access repository N/A
recombi DNA sources’ disclai
(if applicable)

2. Resource utility

The three generated hiPSC lines provide a (1) heterozygous or (2)
homozygous deletion of IRX5 gene and (3) an HA-tagged IRX5 protein
which are a useful resource to investigate IRX5 transcription factor
function in any human cell type, including mature and differentiating
cardiomyocytes.

3. Resource details

IRX5 transcription factor (TF) of the Iroquois homeobox family has
been described to participate to murine cardiac development and car-
diomyocyte functions, especially the regulation of cardiac ventricular
electrical repolarization gradient (Costantini et al., 2005; Gaborit et al.,
2012; Kim et al., 2012). Several mutations in IRX5 have been found in
patients with Hamamy syndrome presenting a severe clinical phenotype,
with cardiac structural and electrical defects (Bonnard et al., 2012; Al
Sayed et al., 2021).

We previously generated a control human induced pluripotent stem
cell (hiPSC) line, IRX5-Wt, from skin fibroblasts collected from a healthy
control individual (Al Sayed et al., 2021), that we used to perform
various genetic modifications of IRX5 gene. Using CRISPR-Cas9 tech-
nology we first generated two knockout hiPSC lines: heterozygous
(IRX5-Het) and homozygous (IRX5-KO). For that, we electroporated the
IRX5-Wt hiPSC line with ribonucleoproteins (RNP) that combined the
Cas9 protein, a fluorescent transactivator-ATTO488, the gRNA1 and
gRNA2 (targeting respectively IRX5 first and third exons), in order to
delete the entire gene. Dissociated fluorescent hiPS cells were FACS-

Résultats
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sorted, replated by wells to allow clonal expansion and genotyped to
validate the IRX5 deletions (Fig. 1A). IRX5 being more expressed in
cardiomyocytes than in hiPSCs, using western-blot on cardiomyocytes
derived from IRX5-Wt, IRX5-Het and IRX5-KO hiPSC lines, we
confirmed the reduction or complete absence of IRX5 protein expression
(Fig. 1B). Second, to generate the hiPSC line expressing HA-tagged IRX5
protein (IRX5-KI) IRX5-Wt cells were transfected with an RNP
combining Cas9 protein, a fluorescent transactivator-ATTO488 and the
gRNA2, together with a fluorescent ssODN-Alexa660 that carried the HA
tag sequence. The double fluorescent hiPSC clones sorted by FACS and
genotyped by PCR, were sequenced to confirm HA tag insertion
(Fig. 1C). The four isogenic hiPSC lines were cultured on Matrigel®-
coated plates with StemMACS™ iPS-Brew XF medium. They were tested
negative for mycoplasma contamination by luminescence analysis
(Supplementary Fig. 1E). They all showed typical colony morphology
assessed by brightfield microscopy (Fig. 1D-Left panels). They also
expressed pluripotency markers OCT3/4 and TRA-1-60 as evaluated by
immunofluorescence experiments (Fig. 1D-right panels). Pluripotency
status of all four cell lines was also quantitatively assessed by RT-qPCR
on NANOG and POU5F1 markers (Fig. 1E). Regarding specifically the
control line, IRX5-Wt, the absence of Sendai virus persistence following
reprogramming process was proved (Fig. 1F). We then validated the
ability of the three genetically modified cell lines and their isogenic
control to differenciate into derivatives of the three germ layers by RT-
qPCR analysis after 20 days of spontaneously differentiating embryoid
bodies (Fig. 1G). Furthermore, no major chromosomal aberrations were
found between the IRX5-Wt isogenic control and (1) its corresponding
parental fibroblasts (Supplemental Figure 2A) and (2) its CRISPR-Cas9
resulting cell lines, IRX5-Het, IRX5-KO and IRX5-KI (Fig. 1H-J).
Finally, evidence of genetic identity between the control parental fi-
broblasts and the four hiPSC lines was shown by single nucleotide
polymorphism (SNP) analysis (Supplementary Fig. 2B). Detailed in-
formations for all lines are provided in Table 1 and Table2.

4. Materials and methods
4.1. hiPSC generation and culture

Following Sendai virus reprogramming and CRISPR-based editing,
hiPSC isogenic lines were maintained at 37 °C, 5% CO3, 21% O3 in
StemMACS™ iPS Brew XF Medium (Miltenyi Biotec) on Matrigel®
hESC-Qualified Matrix (0.05 mg/mL, Corning). At 75% confluency, cells
were passaged as clumps using Gentle Cell Dissociation Reagent
(STEMCELL Technologies).

4.2. CRISPR-Cas9 genome editing

Two gRNAs were used to delete IRX5 gene in IRX5-Wt hiPSC line to
generated IRX5-Het and IRX5-KO lines. Regarding IRX5-KI, one gRNA
and a fluorescent HA-tag ssODN-Alexa660 were used to introduce HA-
tag before IRX5 STOP codon. Cas9/gRNA/transactivator/+ssODN
were delivered by electroporation with P3 Primary Cell 4D-Nucleo-
fector™ X kit, CA137 pulse program (Lonza). Cells were FACS-sorted 48
h post-electroporation (BD FACSMelodyTM cell sorter). Simple or dou-
ble positive cells were replated as single-cells and maintained in iPS
Brew medium until they reached 80% confluency, prior duplication for
genotyping and banking.

4.3. Immunofluorescence analysis

Cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 15 min at room
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Résultats
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Table 1

Characterization and validation.
Classification Test Result Data
Morphology Photography Typical morphological aspect of hiPSCs and colonies Fig. 1D, left panels
Pluripotency status evidence for Qualitative lysis (i fluorescence) Assess staining of pluripotency markers: OCT3/4 and TRA- ‘ig. 1D, right panels

the described cell line

Karyotype

Verification of the absence of
random plasmid integration
events

Parental and modified cell line
genetic identity evidence

Mutation analysis

Off-target nuclease analysis-
Specific pathogen-free status

Multilineage differentiation

Quantitative analysis (RT-qPCR)
Molecular karyotyping (SNP array; >300000
markers)

PCR/Southern

CNV analysis

PCR across the edited site and sequencing

Western blot
PCR across top 5/10 predicted top likely off-
target sites, whole genome/exome sequencing
Mycoplasma

Embryoid body formation and differentiation

1-60

Assess transcript expression of pluripotency markers: POUSF1

and NANOG
IRX5-Wt: 46,XY
IRX5-Het: 46,XY
IRX5-KO: 46,XY
IRX5-KI: 46,XY
N/A

SNP array to compare IRX5-Wt to parental fibroblast and
CRISPR-edited lines to IRX5-Wt line. Matching genotypes
confirmed the origins of iPSC lines

169 tested sites

Complete IRX5 deletion validated for IRX5-Het and IRX5-KO

cell lines.

Validated insertion of the HA-tag at the end of IRX5's ORF for

the IRX5-KI cell line.

No IRXS5 protein expression in IRX5-KO cell line
N/A

Mycoplasma testing by lumi 1 No C ion for
all cell lines

Expression of genes in embryoid bodies: Ectoderm (PAX6);

Fig. 1E

Fig. 1H-J and
Supplementary Fig. 2A
N/A

Supplementary Fig. 2B and
archived with the journal
Archived with the journal

Fig. 1A, C and
Supplementary Fig. 1A-D

Fig. 1B
N/A

Supplementary Fig. 1E

Fig. 1G
N/A

N/A
N/A

potential followed by RT-qPCR analysis Mesoderm (HAND1); Endoderm (SOX17)
Donor screening (OPTIONAL) HIV 1 + 2 Hepatitis B, Hepatitis C N/A
Genotype - additional Blood group genotyping N/A

histocompatibility info HLA tissue typing N/A

(OPTIONAL)

temperature (RT) in Matrigel®-coated p-Slide 8 Well (IBIDI) prior per-
meabilisation with 0.5% PBS-Triton (15 min) and blocking with 3% PBS-
BSA (RT, 30 min). Cells were then incubated with primary antibodies
(4 °C, overnight). Finally, cells were washed and incubated with sec-
ondary antibodies and DAPI (RT, 1 h) and conserved in 0.5% para-
formaldehyde (4 °C). Images were acquired by confocal microscopy
(MicroPICell core facility).

4.4. Embryoid bodies (EB) generation

HiPSC colonies were detached with Dispase (STEMCELL Technolo-
gies) and replated in Costar® 6 Well Plate Low Attachment (Corning).
Medium was changed the next day and unsupervised EB differenciation
was started a day after, by incubating cells in EB medium: 78% (v/v)
KnockOut™ DMEM/F-12 (Gibco) + 1% (v/v) GlutaMAX™ Supplement
(Gibco) + 20% (v/v) KnockOut™ Serum Replacement (Gibco) + 1X
MEM Non-Essential Amino Acids Solution + 0.1 mM 2-Mercaptoethanol
(Gibco). The EB medium was changed daily during 21 days before RT-
qPCR analysis.

4.5. SNP and CNV analysis

To confirm isogenic hiPSC line genome integrity we compared their
single nucleotide polymorphisms (SNP). Genomic DNA was extracted
from somatic and hiPSC samples using the QIAGEN QiaAmp kit. 200 ng
of gDNA were outsourced to Integragen Company (Evry, France) for
karyotype analysis using HumanCore-24-vl SNP arrays. Analysis was
performed with GenomeStudio software. Chromosome abnormalities

were visually determined on logR ratios values, comparing parental cells
with hiPSC-derived samples. SNP data were used to compute CNV and
validate cell line parentality.

4.6. RT-gPCR

Total RNAs were extracted using NucleoSpin RNA kit (MACHEREY-
NAGEL) and reverse transcribed using High-Capacity cDNA Reverse
Transcription kit (Applied Biosystems™). PCR amplification was per-
formed using (1) FAM-labeled TagMan probes (Applied Biosystems) for
pluripotency and differentiation potential, and (2) SYBR-green tech-
nology (Applied Biosystems) for SeV loss. Data were normalized to ACTB
or GAPDH.

4.7. Western blot

60 pg proteins were denatured using NuPAGE Sample Reducing
Agent and NuPAGE LDS Sample Buffer and ran in 4-15% precast poly-
acrylamide gel (Bio-Rad). Then, proteins were transferred on nitrocel-
lulose membrane prior blocking (5% milk) and antibodies incubations.
Revelation was performed using chemiluminescence camera (Bio-Rad),
and the Stainfree technology was used as loading control.

4.8. Mycoplasmas test

Mycoplasma contamination was assessed with MycoAlert™ Myco-
plasma Detection Kit (Lonza).
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Table 2
Reagents details.
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Antibodies and stains used for immunocytochemistry/flow-cytometry

Antibody Dilution Company Cat # and RRID
Pluripotency Markers Rat anti-OCT3/4 1:200 Thermo Fisher Scientific Cat# 14-5841-80,
RRID:AB_914299
Mouse anti-TRA-1-60 1:200 Thermo Fisher Scientific Cat# 14-8863-80,
RRID:AB_ 891,612
Nuclear stain DAPI 1ug/mL  Merck Cat# D9564
Secondary antibodies Goat Anti-Mouse IgG (H -+ L) Antibody, Alexa Fluor 568 Conjugated 1:1000 Molecular Probes Cat# A-11004, RRID:
AB_2534072
Goat Anti-Rat IgG (H + L) Antibody, Alexa Fluor 488 Conjugated 1:1000 Molecular Probes Cat# A-11006, RRID:
AB_141373
Goat anti-mouse IgG-HRP antibody 1:10000  Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-2055, RRID:
AB_631738
Mutation analysis - WB Mouse anti-IRX5 1:250 Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-81102, RRID:
AB_1124818

Site-specific nuclease
Nuclease information
Delivery method

Alt-R® S.p. HiFi Cas9 Nuclease V3
Nucleofection

Selection/enrichment strategy
ssODN-associated fluorescence

Primers and Oligonucleotides used in this study

FACS sorting using transactivator-associated fluorescence with (if present)

Integrated DNA Technologies (IDT) Cat# 1,081,061

P3 Primary Cell 4D-NucleofectorTM X, Lonza Cat# V4XP-
3024

Transactivator: Alt-R® CRISPR-Cas9 tracrRNA ATTO™ 488,
IDT ssODN: Single-stranded DNA oligo Alexa Fluor® 660, IDT

Target

Forward/Reverse primer (5'-3)

Sendai Virus Detection SeV
(primer)
House-Keeping Genes (primer) GAPDH

Pluripotency Markers (TagMan ~ NANOG
probe)

Pluripotency Markers (TaqMan ~ POUSF1
probe)

Ectoderm Marker (TagMan PAX6
probe)

Endoderm Marker (TagMan S0X17
probe)

Mesoderm Marker (TagMan HAND1
probe)

House-Keeping Genes (TagMan  ACTB
probe)

IRXS5 gDNA PCR IRX5

Sequencing IRXS5 deletion HA tag sequence insertion

crRNA IRX5-Exonl (gRNA 1) IRX5
crRNA IRX5-Exon3 (gRNA 2) IRXS5
Genomic target sequence IRXS gene
ssODN HA tag IRXS5

Forward: 5'-GGA TCA CTA GGT GAT ATC GAG C-3' Reverse:
5-ACC AGA CAA GAG TTT AAG AGA TAT GTA TC-3'
Forward: 5'-AAT CCC ATC ACC ATC TTC CA-3' Reverse: 5'-
TGG ACT CCA CGA CGT ACT CA-3'

Thermo Fisher Scientific Cat# Hs02387400

Thermo Fisher Scientific Cat# Hs04260367
Thermo Fisher Scientific Cat# Hs01088114
Thermo Fisher Scientific Cat# Hs00751752
Thermo Fisher Scientific Cat# Hs02330376
Thermo Fisher Scientific Cat# Hs01060665

Forl: 5'-ACAAGGCGTCAGAATCCTCA-3' For2: 5'-
GGGCCCTCGGTTATCCATTC-3' ForA: 5'-
TCTATCCCGGCTACACGAAC-3' Revl: 5'-
GTCGGTCCCGGACTTTTCTA-3' RevB: 5'-
TGTCTTAACCAACCGAAAAGAAA-3'

RevB: 5'-TGTCTTAACCAACCGAAAAGAAA-3' ForA: 5'-
TCTATCCCGGCTACACGAAC-3'
5'-GTGCAAAGAGCGAGGGGAAA-3'
5'-GGTATGTCCGACATTTAACG-3

Human, GRCh38.p13, Chr16: 54,930,865-54,934,485

5.
TATGAATTGAAGAAAGGTATGTCCGACATTTACCCATACGA
TGTTCCAGATTACGCTTAACGCGGGCTGCGTCGGTCCCGGA
CTTTTCTAATTTATTAAA-3'
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IvV.2.C. Résultats complémentaires

Les résultats présentés ci-aprés apportent des informations complémentaires sur la
structure protéique d’IRX5, ainsi que sur ses mécanismes d’action sur I’ADN et les fonctions

biologiques qu’il régule dans la différenciation cardiomyocytaire.

L’homéodomaine d’IRX5 est important pour les interactions avec ses partenaires

Dans le but de mieux comprendre le role des différents domaines d’IRX5 dans ses
interactions protéiques avec ses partenaires (identifiés dans I'article 1, IV.1.A - Article 1), des
formes d’IRX5 porteuses des mutations Hamamy (A150P et N166K) ont été utilisées dans des
expériences de transfection suivie de co-immunoprécipitation (Co-IP) sur des cellules
humaines HEK293, pour étudier les interactions entre IRX5 et GATA4, TBX5 et NKX2-5 (Figure
1A-C). Les deux mutations provoquent, de maniére similaire, une diminution ou une perte
totale d’interaction entre IRX5 et ses partenaires précédemment identifiés. Les mutations
étant localisées dans deux hélices o différentes de I'homéodomaine, connu pour son
importance dans les interactions a I’ADN, ces résultats suggérent un role jusque-la non décrit
de ’'homéodomaine dans les interactions protéiques d’IRX5. Afin d’étudier plus précisément
I'impact des différentes hélices de I’'homéodomaine, ainsi que les régions centrale et C-
terminale d’IRX5, différentes formes tronquées de la protéine ont été générées (Figure 1D).
Ces protéines IRX5 tronquées ont ensuite été utilisées dans des expériences de Co-IP apres
transfection de HEK293, pour étudier I'effet des délétions sur les interactions physiques entre
IRX5 et GATA4, TBX5 ou NKX2-5. Bien que les délétions des régions centrale (Mid) et C-
terminale (C-ter) n’induisent qu’une diminution légere de l'interaction entre IRX5 et ses
partenaires, les délétions individuelles de chacune des trois hélices (AH1, AH2, AH3) de
I’'homéodomaine d’IRX5 provoquent une perte totale d’interaction (Figure 1E-G), démontrant

le role majeur de 'homéodomaine d’IRX5 dans ses interactions protéiques.
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Figure 1 : L’homéodomaine d’IRX5 a un réle central dans les interactions protéiques

A-C. Co-immunoprécipitations aprés surexpression des protéines d’intérét dans des cellules HEK293. Un exemple
représentatif de membrane de western-blot est présenté (panels de gauche), ainsi que la quantification associée
(panels de droite). D. Schéma des constructions protéiques d’IRX5 utilisées pour les co-immunoprécipitations
présentées par la suite. E-G. Co-immunoprécipitations des constructions protéiques d’IRX5, aprées surexpression
dans des cellules HEK293. Seules les quantifications sont présentées.

IRX5 se fixe a distance de génes cardiagues dans les cardiomyocytes dérivés d’iPS

Afin d’identifier les régions génomiques occupées par IRX5 dans les cardiomyocytes,
des expériences de ChIP-Seq ont été réalisées sur 6 réplicats biologiques de cardiomyocytes
dérivés d’iPS en fin de différenciation (J30). IRX5 a été localisé dans 2 232 régions du génome
(correspondant aux pics IRX5) et associé a 2 253 genes par le logiciel GREAT (voir partie lll.2.B.c
Chromatin Immunoprecipitation Sequencing (ChIP-Seq) — Expérience 1). IRX5 semble occuper
des régions a distance de ces genes, majoritairement a plus de 50kb en amont ou en aval de
leurs Transcription Start Site ou TSS (Figure 2A). Une analyse d’annotation fonctionnelle a
ensuite permis d’associer les pics IRX5 a des fonctions biologiques spécifiques : celles de
développement et de différenciation cardiaque. Ces résultats suggerent donc qu’IRX5 exerce

des roéles spécifiques dans les processus développementaux cardiaques humains (Figure 2B).

IRX5 semble orienter I"action du complexe GATA4/TBX5/NKX2-5 dans I'activité électrique

cardiomyocytaire

Les résultats présentés précédemment (IV.1.A - Article 1) montrant une interaction
physique et fonctionnelle entre IRX5 et le complexe GATA4/TBX5/NKX2-5, nous avons ensuite
collecté et intégré a nos données, des données publiques de ChlIP-Seq qui avaient été
obtenues pour ces 3 facteurs de transcription dans un contexte cellulaire comparable au
notre : des cellules souches humaines différenciées en cardiomyocytes (Anderson et al., 2018;
Ang et al., 2016). La liste des 2 253 genes occupés par IRX5 a alors été comparée aux listes de
génes occupés respectivement par GATA4, TBX5 et NKX2-5 (Figure 2C). Les membres du
complexe GATA4/TBX5/NKX2-5 occupent des régions génomiques a proximité de 2 990 génes
qui sont, en partie (848 geénes), également occupés par IRX5. L’analyse d’annotation
fonctionnelle globale de ces 2 990 geénes révele un enrichissement de différentes fonctions
biologiques, dont la conduction électrique et la contraction cardiaque (Figure 2D). Afin
d’identifier, parmi ces fonctions retrouvées, celles qui sont spécifiguement enrichies pour les
848 genes également co-occupés par IRX5, une nouvelle analyse d’annotation fonctionnelle a

été réalisée (Figure 2E). De maniére intéressante, la fonction de transport des canaux ioniques
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a ainsi été retrouvée enrichie pour les 848 génes occupés par les quatre facteurs de
transcription, suggérant qu’IRX5 participe a la spécialisation du complexe GATA4/TBX5/NKX2-

5 dans la régulation de I'activité électrique cardiomyocytaire.
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Figure 2 : Etude des régions génomiques occupées par IRX5 dans les cardiomyocytes dérivés d’iPS a J30
A. Distribution des pics ChIP-Seq d’IRX5 par rapport aux Transcription Start Site (TSS) des genes les plus proches
associés par le logiciel GREAT. B. Annotation fonctionnelle des genes associés aux pics ChIP-Seq d’IRX5 par le
logiciel GREAT. C. Comparaison des génes occupés (ayant au moins un pic ChIP-Seq associé par GREAT) par IRX5,
GATA4, TBX5 et NKX2-5 dans des cardiomyocytes en fin de différenciation cardiaque de cellules souches.
Données ChIP-Seq GATA4, TBX5 et NKX2-5 : Ang et al., 2016 ; Anderson et al., 2018. D. Annotation fonctionnelle
des 2990 genes occupés par GATA4, TBX5 et NKX2-5, avec ou sans IRX5. Analyse réalisée avec le logiciel
WebGestalt. Background pour I'analyse : Génome. E. Annotation fonctionnelle des 848 genes occupés par les
quatre facteurs de transcription. Analyse réalisée avec le logiciel WebGestalt. Background pour I'analyse : liste
des 2 990 genes GATA4*, TBX5* et NKX2-5* + IRX5".



Impact de I’absence d’IRX5 sur les profils d’expression de génes au cours de la

différenciation cardiaque

Pour étudier plus spécifiguement les voies moléculaires par lesquelles IRX5 régule des
mécanismes biologiques non seulement dans les cardiomyocytes obtenus en fin de
différenciation mais aussi au cours de la différenciation cardiaque, nous avons mis a profit la
lignée iPS IRX5XC générée précédemment. Des échantillons d’ARN ont ainsi été collectés (1)
au stadeiPS (Jour -1, J-1), (2) au stade cardiomyocyte (Jour 30 ou J30) ainsi (3) qu’a deux stades
cardiomyocytaires intermédiaires de la différenciation cardiaque (Jour 12 ou J12 et Jour 20 ou
J20), et ce, pour quatre différenciations d’iPS humaines contrdles et IRX5XC respectivement
(Figure 3A). Le stade J12 a été sélectionné sur la base des données d’expression d’IRX5 en
cinétique sur lignées controles (IV.1.A - Article 1), car il correspond a une phase du processus
de différenciation ou le niveau d’expression d’IRX5 est le plus élevé (Figure 3B). Le stade J20
a lui été sélectionné afin d’inclure un stade intermédiaire entre J12 et J30 qui assure la
possibilité de pouvoir faire des analyses en cinétique. L’absence effective d’expression d’/RX5
a ces quatre stades étudiés dans les cellules IRX5%C par rapport aux contréles a, comme
attendu, été observée dans les données de 3’SRP et confirmée par gPCR (Figure 3C-D).
L’analyse en composante principale (PCA) de I'ensemble de ces données de transcriptomique
en cinétique, a permis de séparer les échantillons selon le jour de prélevement (par la
Composante 1), ainsi que par la condition contrdle ou IRX5%C (par la Composante 3), suggérant
que I'absence d’IRX5 est associée a une signature transcriptomique particuliere a chaque jour
de différenciation étudié (Figure 3E). La ségrégation entre les échantillons contréle ou IRX5X°
a J-1 sur la PCA suggere que I'absence d’IRX5 au stade iPS provoque déja des variations
d’expression de genes spécifiques, alors que son expression évaluée par 3’SRP dans les
échantillons contréles, semblait étre nulle a J-1. Une analyse par qPCR a donc été réalisée pour
investiguer si I’expression d’IRX5 est effectivement nulle au stade iPS, ou bien trop faible pour
étre détectée par 3’SRP (Figure 3F). Une gamme de quantité d’ADNc a été utilisée sur trois
échantillons J-1 contréles, car en considérant I'aspect exponentiel de la PCR, si IRX5 était
exprimé, le fait de doubler la quantité d’ADNc devait provoquer la perte d’environ un Ct de
gPCR. Dans le cas inverse, si IRX5 n’était pas exprimé, le doublement de la quantité d’ADNc
ne devait pas avoir d’impact sur la valeur de Ct obtenue. Une relation linéaire inverse entre le
nombre de Ct et la quantité d’ADNc a bien été obtenue, démontrant donc qu’IRX5 est exprimé,

bien que faiblement, dés le stade iPS, et que la technique de 3’SRP ne permet pas de détecter
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ce niveau d’expression. |l est intéressant de mentionner qu’il s’agit du premier constat
d’expression d’IRX5 au stade de pluripotence. Il sera intéressant a I'avenir d’investiguer les

voies moléculaires régulées par IRX5 a ce stade.
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Figure 3 : Analyse de I’expression d’IRX5 a J-1, J12, J20 et J30 de la différenciation cardiaque des iPS

A. Représentation schématique des cinétiques d’expression étudiées. B. Niveau d’expression d’/RX5 a chaque
jour de la différenciation cardiaque des iPS contrbles (données de 3’SRP issues de I'Article 1), mettant en
évidence le plateau d’expression maximal d’/RX5 a J12 et sa diminution d’expression a J20, avant la fin de la
différenciation a J30. C. Variations d’expression d’/RX5 aux quatre jours étudiés de la différenciation cardiaque
des iPS Wt et IRX5XC, obtenue par 3’SRP. Unité en Unique Molecular Identifier (UMI) par million. D. Expression
relative d’IRX5 3 J12, J20 et J30 des différenciations Wt et IRX5%C, quantifiée par qPCR. Contrdle positif : ACTB. E.
Analyse en composante principale des données de transcriptomique 3’SRP Wt vs. IRX5%C. Ne sont présentées
que les composantes 1 et 3, séparant le mieux les échantillons Wt et IRX5%. Un échantillon contréle et un
échantillon IRX5C & J12 ont été identifiés et retirés de la suite des analyses lors du contréle qualité de
séquencage, a cause d’'un nombre de reads trop faible. F. Nombre de Ct obtenus par gPCR ciblée sur IRX5, en
fonction de la quantité d’ADNc iPS Wt (J-1) utilisée.

Une analyse d’expression différentielle de génes a été réalisée a chaque jour étudié,
pour identifier les fonctions et mécanismes biologiques régulés par IRX5 (Figure 4). Les
analyses PCA réalisées séparément sur les données transcriptomiques a chacun des jours
étudiés, montrent que les échantillons Wt et IRX5XC se clusterisent séparément (Figure 4A)

comme observé sur la PCA globale (Figure 3E). Des geénes dont |’expression varie



significativement entre les cellules contréles et IRX5XC ont été identifiés a chaque jour étudié
de la différenciation cardiaque des iPS (Figure 4B). De maniere intéressante, plus de génes
différentiels ont été retrouvés a J12 qu’a J20 ou J30, suggérant qu’IRX5 a un impact plus
important dans le développement cardiomyocytaire plutét qu’en fin de différenciation.
L'analyse d’annotation fonctionnelle des genes différentiels a chaque stade a permis de
déterminer les fonctions et mécanismes biologiques impactés par I'absence d’IRX5 (Figure 4C).
Certaines fonctions biologiques sont retrouvées associées aux génes différentiels de plusieurs
jours, comme les fonctions associées au développement et la contraction cardiaque. D’autres
fonctions modulées par IRX5 sont spécifiques de certains jours étudiés, comme la
morphogenese précoce a J-1, la migration cellulaire a J12, ou le métabolisme énergétique a
J20. Les Gene Ontology (GO) catégories associées a |I'organisation de la matrice extracellulaire,
fortement associée aux mécanismes de fibrose, sont retrouvées dés J12 et jusqu’au J30, ou
elles représentent une part importante des annotations, suggérant un réle d’IRX5 dans ces

mécanismes.

La suite du travail s’est focalisée sur deux fonctions biologiques identifiées comme pouvant
étre régulées par IRX5 : la repolarisation électrique (car montrée chez la souris comme étant
régulée par IRX5) et la fibrose cardiaque (identifiée dans nos analyses d’annotation

fonctionnelle comme étant altérée dans les différenciations cardiaques IRX5%?).
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Figure 4 : IRX5 impacte des fonctions biologiques spécifiques et communes de chaque jour étudié

A. Analyses en composantes principales (PCA) des échantillons de transcriptomique 3’SRP a chaque jour étudié
de la différenciation cardiaque des iPS. B. Heatmaps d’expression des genes dont I'expression varie
significativement entre les cellules Wt et IRX5%C, a chaque jour étudié de la cinétique. C. Analyse d’annotation
fonctionnelle réalisée sur les genes différentiels de chaque jour, avec le package R ClusterProfiler. Les listes de
Gene Ontology (GO) catégories identifiées ont ensuite été regroupées (par similarité sémantique) avec le logiciel
REVIGO. Les cadres représentent les GO catégories majoritaires a chaque jour de la cinétique. La taille des
rectangles est inversement proportionnelle a la p-value associée a la GO catégorie.



Investigation du réle d’IRX5 dans la repolarisation électrique

La repolarisation électrique des cardiomyocytes garantit la relaxation cellulaire,
nécessaire a une nouvelle activation des cardiomyocytes. Ces cycles d’activation et de
relaxation électrique des cellules sont a la base de la contraction coordonnée de I'ensemble
des cardiomyocytes (voir partie |.1 Physiologie cardiaque). L'analyse de I’expression de
génique de I'ensemble des canaux potassiques cardiaques repolarisants a été réalisée a J30
entre les cardiomyocytes Wt IRX5XC (non présentée), et de maniére intéressante, la plus forte
variation d’expression observée est associée au géne codant une sous-unité du courant I,
KCNIP2 (augmentation d’environ 12 fois dans les cellules KO). Ce courant potassique li, est a
la base de la premiere phase de repolarisation du potentiel d’action (juste aprés la phase de
dépolarisation rapide). Des anomalies de ce courant et donc de cette phase de repolarisation
sont connues pour étre une source majeure d’hétérogénéité et donc d’induction d’arythmies
séveres. Chez la souris, ce courant est généré par la combinaison de deux sous-unités : une
sous-unité o, Kcnd2 (formant le pore du canal) et une sous-unité régulatrice Kcnip2. Il a
d’ailleurs été précédemment démontré qu’lrx5 impacte Iy, via la régulation négative de Kcnd2
dans la paroi ventriculaire murine (voir Figure 22). Chez I’humain, le courant li, n’est pas
généré par les méme sous-unités, suggérant qu’IRX5 pourrait avoir un role différent chez
I’lhumain dans la régulation de ce courant. C'est la combinaison de la sous-unité o, KCND3 et
de la sous-unité régulatrice KCNIP2 qui génére |y, chez I’lhumain. Nous avons donc analysé le
profil d’expression des genes codant ces sous-unités dans nos données de transcriptomique
en cinétique et par qPCR (Figure 5A-C). De maniére intéressante, la délétion d’IRX5 ne
provoque pas d’altération de I'expression de KCND3, car il ne semble pas exprimé. Cependant,
la délétion d’IRX5 entraine une augmentation significative de I'expression de KCNIP2. Ces
données sont en accord avec des données de la littérature montrant que dans la paroi
ventriculaire du coeur humain (étude sur échantillons tissulaires humains sains), c’est KCNIP2
et non pas KCND3 qui présente un gradient d’expression inverse de celui d’IRX5 (Gaborit et

al., 2010; Rosati et al., 2001).

Enfin, en cohérence avec ce résultat, une fixation d’IRX5 a été retrouvée a environ 7kb en aval
du géne KCNIP2 (Figure 5D), dans une zone ouverte et active (pic d’ATAC-seq encadré de pics
d’H3K27Ac) qui présentent aussi une fixation de TBX5. Cette région correspond également au

promoteur du gene OGA, mais dont I'expression n’est pas modifiée par la délétion d’IRX5. Ceci
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suggere que cette zone pourrait étre une région régulatrice ou enhancer de KCNIP2 dans les

cardiomyocytes humains.
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Figure 5 : IRX5 impacte I'expression de KCNIP2 dans la différenciation cardiaque humaine

A-B. Variations d’expression de KCND3 et KCNIP2 aux quatre jours étudiés de la différenciation cardiaque des iPS
Wt et IRX5"C, obtenue par 3’SRP. C. Expression relative de KCNIP2 a 130 des différenciations Wt et IRX5%C,
quantifiée par qPCR. Controle positif : ACTB. Test statistique : Mann-Whitney. D. Représentation des intensités
de signaux et pics de ChIP-Seq IRX5 (en rouge), TBX5 (en bleu) et H3K27Ac (en vert) dans la région génomique
de KCNIP2. Les régions ouvertes de chromatine sont également indiquées, par les signaux (en noir) et pics
significatifs (rectangles noirs) d’ATAC-Seq Wt a J30.

Investigation du role d’IRX5 dans la fibrose

Dans le but d’élucider le role d’IRX5 dans les mécanismes d’établissement de la fibrose
cardiaque, le modele de fibroblastes cardiaques dérivés d’iPS (iPS-CFs) a été mis en place. Les
fibroblastes cardiaques obtenus en fin de différenciation (18 jours) ont ensuite été validés par
imagerie en fond clair (brightfield) et immunofluorescence, de par leur forme caractéristique
(cellules plates, en forme de fuseau) et la forte expression d’'un marqueur spécifique, la

protéine du cytosquelette vimentine (Figure 6A). Par ailleurs, I'expression protéique forte de
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la vimentine dans les iPS-CFs (Figure 6B) et I'absence d’expression du marqueur
cardiomyocytaire TBX5, ont été validées par western blot (Figure 6C). L'absence d’expression
du marqueur de myofibroblaste, a-SMA, a également été validée par cytométrie en flux
(données non présentées), validant le phénotype quiescent des fibroblastes obtenus. Enfin,
I’expression protéique d’IRX5 semble étre nulle dans les iPS-CFs (Figure 6D), suggérant que les

impacts potentiels d’IRX5 dans les mécanismes fibrotiques passent par les cardiomyocytes.
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Figure 6 : Modéle de fibroblastes cardiaques dérivés d’iPS et expression d’IRX5

A. Image combinée d'immunofluorescence et fond clair de fibroblastes cardiaques dérivés d’iPS (iPS-CFs) en fin
de différenciation. Immunomarquage vimentine (vert) et DAPI (bleu). Echelle : 100um. B. Expression protéique
de la vimentine dans les iPS-CFs en fin de différenciation. Les échantillons de cardiomyocytes dérivés d’iPS (iPS-
CMs, J30) et de cellules souches iPS servent de contrdles négatifs. C. Expression protéique de TBX5 dans les iPS-
CFs en fin de différenciation. Les échantillons iPS-CMs (J30) et iPS servent de contréles positifs et négatifs
respectivement. D. Expression protéique d’IRX5 dans les iPS-CFs en fin de différenciation. Les échantillons iPS-
CMs Wt et IRX5%C (J30) servent de contrdles positifs et négatifs respectivement. La bande d’intérét (haute) est
indiquée par la fleche noire.
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Le modele ayant été mis en place au laboratoire, il pourra a I'avenir étre utilisé dans le
cadre de co-cultures avec des cardiomyocytes Wt ou IRX5C pour identifier un réle potentiel
d’IRX5 dans le processus de fibrose cardiaque (voir IV.2.D Perspectives pour la poursuite du

projet 2).

IRX5 impacte la fixation a ’ADN de GATA4 a J12 mais pas a J30

Afin d’identifier si les différences de profils d’expression de géenes au cours de la
différenciation cardiaque Wt ou IRX5XC étaient d(i a I'implication variable de facteurs de
transcription spécifiques, des expériences d’ATAC-Seq ont été réalisées a J12 et a J30 de deux
différenciations contrdles et trois différenciations IRX5C. Dans I'objectif d’identifier des
variations potentielles d’occupation de motifs de facteurs de transcription dans les régions
ouvertes de chromatine, du fait de I'absence d’IRX5, les échantillons d’ATAC-Seq ont été
bioinformatiquement combinés par jour et par condition (contrdle ou IRX5XC) afin de réaliser
une étude de footprinting (voir partie 1.4.C.c Techniques d’analyse). En cohérence avec le
nombre plus important de genes différentiels a J12 par rapport a J30, des dynamiques de
fixation de facteurs de transcription significativement impactées du fait de I'absence d’IRX5,
ont été retrouvées a J12, mais pas a J30 (Figure 7). En effet a J12, 8 facteurs de transcription
(des familles KLF et SP) ont été retrouvés avec une fixation a I’ADN plus importante dans les
échantillons contréles comparés aux IRX5XC, et a l'inverse, 57 facteurs de transcription
(principalement des familles GATA, FOX, ZNF ou MEF2) ont été retrouvés avec une fixation a
I’ADN plus grande dans les échantillons IRX5XC comparés aux contréles. De maniére
intéressante, GATA4 spécifiquement, se fixe de maniére plus importante a ’ADN dans les
échantillons IRX5C suggérant qu’IRX5 a un impact sur sa fixation a I’ADN. Ces données sont

en relevance directe avec une action d’IRX5 en complexe avec GATA4 (IV.1.A - Article 1).

Analyse préliminaire de ChIP-Seq a J12 et J30

Pour compléter I'étude des mécanismes pouvant expliquer I'obtention d’une plus
grande proportion de génes différentiels entre les cellules contrdles et IRX5%C & J12 par
rapport a J30, une nouvelle analyse de ChIP-Seq d’IRX5, d’IRX3 et de la marque H3K27Ac a été
réalisée. Pour cela, des échantillons a J12 et J30 de deux cinétiques contréles et IRX5XC
respectivement, qui avaient également été utilisées pour I'analyse d’ATAC-Seq, ont été

utilisés.
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Pour identifier les variations de fixation des facteurs de transcription a I’ADN significatives, les seuils suivants ont
été utilisés : -log10(pval) : 125 ; Score de fixation : 0.1.
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Les échantillons de ChIP-Seq IRX3 et IRX5 n’ont cependant pas passé les contrbles
qualités (non présentés), du fait du nombres trés faibles de pics identifiés et d’'un manque de
reproductibilité entre les réplicats. A I'inverse, les échantillons de ChIP-Seq H3K27Ac ont tous
passés les controles qualité, avec un enrichissement typique en double-pic autour des TSS des
génes (qui est associé aux nucléosomes -1 et +1) a J12 et a J30 (Figure 8A-B). De plus, de
maniere cohérente avec les liens connus entre la marque H3K27Ac et I'activation de la
transcription, les comparaisons a J12 et J30 entre les données de transcriptome et les résultats
de ChlIP-Seq H3K27Ac ont bien permis d’observer que la majorité des génes exprimés avait
des marques H3K27Ac associées, et a l'inverse, la majorité des genes non exprimés n’avait pas
de marques H3K27Ac associées que ce soit pour les cardiomyocytes Wt ou IRX5%C (Figure 8C-
D). L'ensemble de ces résultats sur la marque H3K27Ac valide la qualité des échantillons
biologiques de départ, ainsi que l'expérience de ChIP-Seq réalisée. Les modifications
épigénétiques associées a |'action des facteurs de transcription, régulent finement

I'expression des genes. Les données obtenues pour les marques H3K27Ac suggerent de
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Figure 8 : Validation des ChIP-Seq H3K27Ac a J12 et J30 des différenciations cardiaques d’iPS

A-B. TSS-plot représentant la distribution des reads autour du Transcription Start Site (TSS) des genes. Unité en
Reads Per Kilobase per Million mapped reads (RPKM). C-D. Comparaison entre les genes exprimés ou non
exprimés et les génes arborant des marques H3K27Ac dans les échantillons Wt et IRX5%C.



maniére consistante que l'absence d’IRX5 semble étre associée a une diminution du
pourcentage de genes présentant des marques d’acétylation et en cohérence, a une
augmentation du pourcentage de genes non acétylés. Si ces données et tendances
préliminaires sont par la suite confirmées, ces différences globales (a I'échelle du génome)
devront a 'avenir étre investiguées plus finement, d’'une part en les comparant aux variations
transcriptomiques associées a la délétion d’IRX5, et d’autre part, en étudiant la possibilité que
I'absence d’IRX5 ait entrainé des changements de marques épigénétiques (méthylation,

phosphorylation, ...) sur les génes concernés.
IV.2.D. Perspectives pour la poursuite du projet 2

Ce projet avait pour but d’identifier sans a priori, les fonctions spécifiques et
redondantes d’IRX3 et d’IRX5 dans un contexte cardiague humain. Les modéles cellulaires et
résultats générés pour ce projet ont principalement été focalisés sur I’étude d’IRX5 dans un
premier temps. Par conséquent, la réalisation d’un travail similaire sur IRX3 sera nécessaire
pour compléter ce travail. Pour cela, de nouveaux modeles cellulaires KO pour IRX3 et double-
KO IRX3/IRX5 devront étre générés et permettront d’identifier les fonctions spécifiques a IRX3,

ainsi que les celles redondantes entre IRX3 et IRX5.

Dans le cadre de I’étude du role des différents domaines d’IRX5 dans ses interactions
protéiques, I’homéodomaine d’IRX5 a été montré comme spécifiquement impliqué, lui
accordant ainsi une fonction supplémentaire a celle déja connue pour l'interaction a I’ADN
(Kim et al., 2012). Les régions N-terminale et IRO-box sont encore a analyser dans le contexte
des interactions protéiques d’IRX5 et de nouvelles constructions d’IRX5 suivies d’expériences
de Co-IP devront étre réalisées. Les résultats obtenus permettront notamment de confirmer
le role supposé de I'IRO-box dans les interactions protéiques d’IRX5, qui n’a pas encore été
spécifiguement analysé (voir partie 1.4.B Les facteurs de transcription Iroquois homeobox)

(Barrios and Campuzano, 2016; Cavodeassi et al., 2001).

Pour I'étude de la localisation génomique d’IRX5, deux expériences de ChIP-Seq ont
été réalisées. Bien que la premiére expérience de ChlP-Seq ait permis d’identifier 2 232 régions
du génome occupées par IRX5, la seconde a montré des problemes de reproductibilité ne

permettant pas de poursuivre I'analyse. Lutilisation d’anticorps différents pour IRX5 (voir
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partie I11.2.D.c Chromatin Immunoprecipitation Sequencing (ChIP-Seq) — Expérience 2) entre
les deux expériences, bien que tous validés par western blot, est certainement impliquée dans
les différences de résultats obtenus entre les deux expériences. Ce résultat souligne la
nécessité d’utilisation d’anticorps adaptés, constituant la principale limite de la technique de
ChIP-Seq (voir partie 1.4.C.c Techniques d’analyse). L’autre limite étant le niveau assez faible
d’expression d’IRX5. L'obtention de bons résultats de ChIP-Seq H3K27Ac (dont I'anticorps est
bien validé pour cette application), réalisé en paralléle de la seconde expérience de ChIP-Seq
IRX5, a permis la validation de l'intégrité des échantillons et de la qualité du séquencage,
renforcant I’hypothése d’un probléme d’anticorps pour les ChIP-Seq IRX5. Pour pallier ce
probléme de reproductibilité lié aux anticorps IRX5, dans le cas de |la premiére expérience de
ChlP-Seq, les 6 réplicats biologiques ont été intégrés avec I'outil NGS-Integrator, qui est adapté
pour améliorer le rapport signal/bruit de fond, notamment dans le cas d’analyse de ChIP-Seq
(voir partie 111.2.B.c Chromatin Immunoprecipitation Sequencing (ChIP-Seq) — Expérience 1).
De plus, afin de confirmer et approfondir les résultats de ChlIP-Seq obtenus, tout en
s’affranchissant des contraintes liées a la spécificité des anticorps, un modele iPS exprimant
la protéine IRX5 taguée avec la séquence HA a été généré (IV.2.B - Article 2). En tirant parti de
la grande spécificité des anticorps HA et de leur validation dans le cadre d’applications comme
le ChIP-Seq, de nouvelles différenciations cardiaques combinées a des expériences de ChIP-
Seq IRX5-HA devront étre réalisées. La génération d’une autre lignée iPS exprimant la protéine
IRX3 taguée avec une autre séquence permettra également lidentification des régions
génomiques occupées par IRX3, sans les contraintes de spécificité d’anticorps. Enfin,
I"utilisation d’anticorps spécifiques de séquences tag offre également la possibilité de réaliser
des expériences de ChIP-Seq en single-cell, qui permettraient notamment I'étude des régions

occupées par IRX3 et IRX5 dans les différentes sous-populations de cellules cardiaques.

L'analyse des marques épigénétiques dans I'étude des fonctions et mécanismes
d’action d’IRX5 semble pertinente, du fait de son association démontrée chez la souris avec
des partenaires recrutant des modificateurs épigénétiques (mBop recrute HDAC ; Costantini
et al., 2005). Les données de ChIP-Seq H3K27Ac ont permis de valider la qualité des
échantillons et la technique de ChIP-Seq, mais suggérent également un potentiel impact de la
perte d’IRX5 sur le dép6t de marques H3K27Ac dans certaines régions du génome. Ce résultat

est en cohérence avec I'association d’IRX5 avec des régulateurs épigénétiques, mais nécessite



confirmation par des analyses spécifiques des régions présentant différemment la marque
H3K27Ac, entre les cellules Wt et IRX5%C. On peut également faire I'hypothése qu’IRX5
pourrait avoir un impact sur le dépo6t d’autres marques épigénétiques et altérer I'expression
des génes par un mécanisme plus complexe. Ainsi, ces données seront également a compléter
avec celles d’autres marques d’histones, afin d’obtenir une vision compléete du paysage
épigénétique associés aux régions génomiques occupées par IRX5 et celle impactées par sa

délétion.

L’étude de I'impact d’IRX5 sur la dynamique de fixation a ’ADN des autres facteurs de
transcription, réalisée par analyse de footprinting, a permis l'identification d’une fixation plus
importante de GATA4 dans les échantillons IRX5XC. Ce résultat suggére un réle d’IRX5 dans la
fixation de GATA4 a I’ADN, ce qui est concordant avec leur action en complexe multiprotéique
démontrée lors du projet 1. De plus, la fixation accrue de GATA4 a I’ADN pourrait refléter un
mécanisme de compensation pour la perte d’IRX5. Afin de valider I'établissement d’un tel
mécanisme, I'analyse des variations d’intensités de fixation de GATA4 en présence ou non
d’IRX5 sera a effectuer, grace a la génération de données de ChIP-Seq GATA4 au cours de

différenciations cardiaques d’iPS contréles et IRX5X,

La régulation de la production de matrice extracellulaire et I'établissement de la fibrose
cardiaque étant fortement associés aux fibroblastes cardiaques (voir partie 1.1 Physiologie
cardiaque), I'implication d’IRX5 dans ces mécanismes de fibrose sera a poursuivre en utilisant
le modéle iPS-CFs récemment mis en place. IRX5 ne semblant pas étre exprimé dans les
fibroblastes, I'analyse des surnageants de co-cultures directes entre des iPS-CMs controles ou
IRX5C et des iPS-CFs contrdles, permettra d’identifier si des protéines associées aux
mécanismes de fibrose cardiaque (TGF-f3, collagéne, métalloprotéase, ...) sont difféeremment
sécrétées du fait de la délétion d’IRX5 dans les cardiomyocytes, démontrant ainsi I'impact
d’IRX5 dans les mécanismes de fibrose. Pour investiguer plus en détail cet impact potentiel
d’IRX5, les co-cultures pourront étre réalisées dans un contexte stable ou stimulé par un stress
pharmacologique (stimulation adrénergique, a l'angiotensine, ..) et permettre ainsi
I'identification du role d’IRX5 sur les mécanismes de fibrose dans ces différents contextes. Afin
d’analyser par quelles voies les cardiomyocytes et les fibroblastes communiquent entre eux

pour déclencher ces mécanismes fibrotiques potentiellement impactés par IRX5, la
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comparaison des résultats d’expériences de co-cultures directes et indirectes permettrait

d’identifier si les interactions se font par contacts physiques ou par effet paracrine.
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Ce travail de thése, a travers les deux projets principaux qui ont été menés, a permis
d’apporter de nouvelles connaissances sur les facteurs de transcription cardiaques et en
particulier sur les facteurs de transcription lroquois homeobox (Figure 29-Figure 30).

La réalisation d’une étude transcriptomique en cinétique au cours de la différenciation
cardiaque de cellules iPS humaines, a ainsi permis (1) de valider les iPS comme un modéle
pertinent d’étude d’expression génique du développement cardiague humain, et (2)
d’identifier les vagues d’expression de genes qui s’enchainent chronologiquement au cours de
la différenciation (Figure 29). Un focus spécifique sur les facteurs de transcription exprimés
dans ces vagues a ensuite été réalisé, dans le but de mettre a jour le réseau global de
régulation, tenant compte du temps, entre les facteurs de transcription les plus impliqués
dans la différenciation cardiaque (n=216). De nombreuses relations, jusqu’alors inconnues,
d’activation et d’inhibition ont pu étre identifiées entre les facteurs de transcription. Cette
étude nous a permis de positionner les facteurs de transcription IRX3 et IRX5 dans le réseau
global des facteurs de transcription impliqués dans la différenciation cardiaque. De nouveaux
mécanismes de régulation ont alors pu étre découverts et validés biologiquement entre IRX3,
IRX5 et trois facteurs de transcription centraux du développement et de la fonction cardiaque,
GATA4, TBX5 et NKX2-5. D’une part, IRX3 et IRX5 activent successivement leur expression au
cours de la différenciation cardiaque, et d’autre part, ils interagissent physiquement avec eux
sous la forme de complexes multiprotéiques fonctionnels, pour I’activation de I'expression
d’un géne cible, SCN5A.

La réalisation d’'une seconde étude spécifique d’IRX5 a permis d’apporter de nouvelles
informations sur ses domaines d’interaction protéique, en particulier son homéodomaine,
ainsi que sur sa localisation génomique (Figure 30). L’analyse des génes occupés par IRX5 et
par GATA4, TBX5 et NKX2-5 a renforcé le lien fonctionnel d’interaction identifié
précédemment entre ces facteurs de transcription, et a également identifié un role potentiel
d’IRX5 dans l'orientation de I'action régulatrice du complexe GATA4/TBX5/NKX2-5, pour la
régulation de l'activité électrique des cardiomyocytes. Enfin, la réalisation d’'un nouveau
modéle iPS humain IRX5XC a permis I'identification de mécanismes potentiellement régulés
par IRX5, comme ceux associés a I'activité électrique et la fibrose cardiaque. IRX5 ayant un
mécanisme d’action supposé faisant intervenir des modificateurs d’histones (Costantini et al.,

2005), une analyse multi-omique a également été débutée afin d’identifier les impacts de la



tique, ainsi que sur l'activité d’autres facteurs de
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Figure 29 : Récapitulatif des résultats du projet 1
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Figure 30 : Récapitulatif des résultats du projet 2

V.1.A. Intégration de la famille Iroquois dans le réseau global de facteurs

de transcription du développement cardiaque

Les facteurs de transcription de la famille Iroquois homeobox et leurs relations avec
d’autres facteurs de transcription cardiaques n’ont jusqu’a présent été que peu investigués.

Pour IRX3, il a été montré chez la souris, qu’il pouvait coopérer avec les facteurs de

178



transcription Nkx2-5 et Thx5 dans le développement et la maturation du systéme de
conduction ventriculaire (Kim et al., 2016). Pour IRX5, il a été montré qu’il pouvait
potentiellement interagir avec Irx4 dans la régulation du gradient transmural du potentiel
d’action (He et al., 2009). La construction d’un réseau global de facteurs de transcription au
cours de la différenciation cardiaque d’iPS humaines (IV.1.A - Article 1) nous a permis de placer
IRX3 et IRX5 dans un contexte de régulation intégré entre les facteurs de transcription.
L’'expression d’IRX3 et IRX5 dans le premier cluster de genes ayant une expression maintenue
jusqu’a la fin de la différenciation, suggére des réles de ces facteurs de transcription plus
précoces et plus vastes dans le développement cardiaque, que celui démontré jusqu’a présent
dans la littérature sur la régulation de I'activité électrique cardiaque. A I'aide du réseau global
de facteurs de transcription que nous avons construit, nous avons pu investiguer les roles
d’IRX3 et IRX5 sur I'expression de facteurs de transcription majeurs du développement et de
la fonction cardiaque : GATA4, TBX5 et NKX2-5, et avons également mis en évidence qu’ils
pouvaient agir en complexes multiprotéiques pour la régulation de SCN5A (Figure 31). D’autre
cibles potentielles d’IRX3 et IRX5 auraient également pu étre investiguées, comme par
exemple le facteur de transcription FOXP1, impliqué dans la prolifération des cardiomyocytes
et dont le KO provoque une létalité embryonnaire chez la souris due a un amincissement du
myocarde ventriculaire (Golson and Kaestner, 2016). FOXP1 a d’une part, été identifié par
notre analyse globale comme une cible d’IRX3 et IRX5 (IV.1.A - Article 1), et d’autre part, sa
fixation a I’ADN semble modifiée dans les iPS-CMs IRX5XC (données d’ATAC-seq, Projet 2). Ces
résultats suggerent un impact potentiel d’IRX3 et IRX5 dans la prolifération des
cardiomyocytes ventriculaires, en accord avec leur impact supposé dans le cycle cellulaire
(Barrios et al., 2015), qui passerait par la régulation de FOXP1, mais qui reste a démontrer

formellement.

La découverte des effets activateurs d’IRX3 et IRX5 sur I'expression de GATA4, TBX5 et
NKX2-5, qui sont exprimés dés la formation du croissant cardiaque, renforce I'idée d’une
action précoce insoupconnée pour IRX3 et IRX5 dans le développement cardiaque.
L’expression d’Irx5 dans le développement cardiaque de la souris a été montrée comme
débutant a E9 dans le tube cardiaque en looping (Christoffels et al., 2000). Cependant dans
cette étude, I'analyse de I'expression cardiaque d’Irx5 a été réalisée par hybridation in situ,

permettant de marquer des ARN spécifiques dans des coupes de tissus, uniqguement sur des
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échantillons aprées I'établissement du croissant cardiaque. D’autres études, focalisées sur la
neurogenése ont identifié par hybridation in situ, une expression d’Irx3 dés E6.5 pendant la
gastrulation principalement dans des cellules dérivées du trophectoderme (précurseurs du
placenta) puis dans I'ectoderme a E7.5 (Bosse et al., 1997). Une expression d’Irx5 a été
montrée uniquement a partir de E8 sans indication de localisation dans ’'embryon (Cohen et
al., 2000). Ces études n’ont pas analysé spécifiquement les dérivés de I'épiblaste qui
donneront notamment le mésoderme, de plus, la technique d’hybridation in situ basée sur
I'imagerie, a pour limite la difficulté d’identification de génes faiblement exprimés, avec peu
de copies d’ARN (Jensen, 2014). Ces résultats suggérent une expression précoce potentielle
d’IRX3 et IRX5 dans le développement, mais qui n’a pas été démontrée dans les progéniteurs
cardiaques. Nos données sont pourtant en accord avec une expression tres précoce d’IRX3 et
IRX5 dans la différenciation cardiomyocytaire. En effet, I'apparition de I'expression d’IRX3 et
IRX5 est observée dans le modele de différenciation cardiaque d’iPS (IV.1.A - Article 1), aux
alentours des jours 3-4 de la différenciation, un ou deux jours respectivement apres
I’expression des facteurs de transcription EOMES et MESP1 (marqueur des précurseurs du
mésoderme cardiogénique). Plus spécifiqguement pour IRX5, de maniére concordante avec ces
résultats, dans le réseau global de facteurs de transcription que nous avons généré (IV.1.A -
Article 1), IRX5 serait une cible activée par le facteur de transcription ID1 (avec un lag de 1
jour), qui est déja connu pour activer I'expression de MESP1 et spécifier le mésoderme
cardiaque (Cunningham et al., 2017). Par ailleurs, nous avons méme montré par qPCR une
expression (bien que tres faible) d’IRX5 trés précocement dans la différenciation cardiaque
des iPS, des le stade de pluripotence (voir IV.2.C Résultats complémentaires). L'ensemble de
ces résultats suggére ainsi qu’IRX3 et IRX5 pourraient avoir une expression et des impacts plus
précoces dans le développement cardiaque que ceux identifiés chez la souris, potentiellement
des les étapes de gastrulation, dans les progéniteurs mésodermiques avant et pendant la
formation du croissant cardiaque (Figure 31).

L’'expression précoce potentielle des facteurs de transcription IRX3 et IRX5 pose la
guestion de leur interaction fonctionnelle précoce avec d’autres facteurs de transcription
cardiaques. |l est en effet suggéré que les facteurs de transcription des familles HOX (génes
HOX) et TALE (génes MEIS et PBX) pourraient agir en coopération dans le développement
cardiaque, notamment pendant la gastrulation (Lescroart and Zaffran, 2018). De maniére

intéressante, IRX3 et IRX5, qui sont aussi des facteurs de transcription TALE, ont été retrouvés



dans le méme cluster d’expression que des facteurs de transcription HOX (HOXB2, HOXB3 et
HOXB4) dans le réseau global présenté précédemment (1V.1.A - Article 1). Cette co-expression
dans le réseau global de facteurs de transcription suggére la possibilité d’interactions
physiques et/ou fonctionnelles entre IRX3, IRX5 et des facteurs de transcription de la famille
HOX. Il a été montré que les facteurs de transcription HOX sont impliqués dans le
développement craniofacial (Thesleff, 1995; Zaffran et al., 2018). Il serait donc intéressant
d’étudier les interactions potentielles entre IRX et HOX, en lien avec le phénotype des patients
Hamamy qui ont, en plus des défauts cardiaques, des malformations craniofaciales

importantes (Bonnard et al., 2012).

Pour pouvoir valider et approfondir I'étude de I'expression précoce d’'IRX3 et IRX5,
ainsi que leurs roles tout au long du développement cardiaque, la combinaison d’expériences
de lineage tracing et de single-cell RNA-Seq pourrait étre entreprise. Le lineage tracing
désigne un ensemble de méthodes permettant de suivre le destin de cellules individuelles et
des cellules qui en sont issues, avec une perturbation minimale de leur fonction physiologique
(Wu et al., 2019). Dans le cadre de I'étude d’IRX3 et IRX5 dans le développement cardiaque
précoce, le lineage tracing permettrait d’identifier par imagerie, les types cellulaires les
exprimant, ainsi que leur devenir au cours du développement cardiaque embryonnaire. La
combinaison de cette approche, avec des approches de single-cell RNA-Seq permettrait
d’obtenir des informations sur le transcriptome des différents progéniteurs exprimant IRX3 et
IRX5, et ainsi de réaliser un lineage tracing informatique, basé sur I'expression de ces genes
(Kester and van Oudenaarden, 2018). Cette analyse permettrait d’obtenir les transitions
transcriptomiques s’effectuant entre les différents progéniteurs au cours du temps, et ainsi
d’identifier les rbéles et mécanismes d’action spécifiques d’IRX3 et IRX5 au cours de la
cardiogénese. L'utilisation du modéle murin semble adaptée a ces types d’investigation et a
I'emploi de techniques en cinétique au cours du développement embryonnaire, malgré
I’existence de différences entre le développement murin et humain. Afin d’utiliser un modele
humain, I'utilisation de cellules iPS pour générer des gastruloids (modeéle organoide en 3D) qui
reproduisent le développement précoce du coeur, de la génération des précurseurs a la
spécification des champs cardiaques (Rossi et al., 2021), serait également adaptée a ces

approches combinées d’'imagerie et de single-cell RNA-Seq.

181



182

V.1.B. Impact des facteurs de transcription IRX3 et IRX5 dans le gradient

ventriculaire transmural d’expression des génes

Les facteurs de transcription IRX3 et IRX5 ont une expression en gradient au sein de la
paroi ventriculaire, du myocarde sous-endocardique (ou ils sont le plus exprimés) vers le
myocarde sous-épicardique (Gaborit et al., 2010) et IRX5 y a notamment déja été impliqué
dans la régulation de certains génes associés a I'activité électrique (Al Sayed et al., 20213;
Costantini et al., 2005). D’autres génes présentent aussi une expression en gradient au sein
de la paroi ventriculaire, tel que des génes codant des canaux ioniques, garantissant ainsi une
repolarisation correcte des ventricules (Gaborit et al., 2007; Kim et al., 2022; McKinnon and
Rosati, 2016). Ces études, principalement focalisées sur les canaux ioniques, ne présentent
cependant pas l'intégralité des variations transcriptomiques s’établissant au sein de la paroi
ventriculaire, qui reste donc a étudier de maniére non biaisée. L'étude du gradient
d’expression transmural est importante car, son réle étant essentiel dans la repolarisation
cardiaque, des altérations de ce gradient vont participer a la génération d’un substrat
arythmogeéne responsable de troubles électriques (Akar and Rosenbaum, 2003; Boukens et
al.,, 2016). D’autres pathologies semblent aussi étre en partie associées a des défauts du
gradient d’expression ventriculaire transmural, comme 'insuffisance cardiaque par exemple
(Lou et al., 2011). De plus, la présence des cellules M (ou cardiomyocytes du mid-myocarde),
présentant un potentiel d’action plus long que les cardiomyocytes sous-endocardiques et
sous-épicardiques, est toujours controversée (Boukens et al., 2016). Ainsi, il est encore
nécessaire d’approfondir et d’élargir les études sur les gradients d’expression au sein de la
paroi ventriculaire. Dans ce contexte, par leur expression en gradient, identifier comment IRX3
et IRX5 participent plus largement a la mise en place et au maintien du gradient d’expression

ventriculaire transmural, serait particulierement intéressant.

D’autres facteurs de transcription ont aussi une expression en gradient au sein de la
paroi, et pourraient agir en coopération ou en antagonisme avec IRX3 et IRX5 dans cette mise
en place du gradient transmural. D’une part, nous avons montré qu’IRX3 et IRX5 pouvaient
agir en coopération fonctionnelle avec les facteurs de transcription GATA4, NKX2-5 et TBX5,
notamment sous la forme de complexes multiprotéiques. Contrairement a Gata4 et Nkx2-5

(exprimés de maniére homogene dans la paroi ventriculaire), Tbx5 présente une expression



en gradient similaire a IRX3 et IRX5 (Boukens et al., 2009), suggérant qu’IRX3, IRX5 et TBX5
pourraient orienter I'action du complexe dans les cellules ou ils sont co-exprimés, pour
permettre la mise en place de I’expression en gradient de genes cibles. D’autre part, le facteur
de transcription Hey2 a une expression en gradient inverse par rapport a IRX3 et IRX5 dans le
ventricule (Veerman et al., 2017) et nous avons déja montré I'augmentation de son expression
dans des iPS-CMs porteurs de mutations perte-de-fonction Hamamy (Al Sayed et al., 2021a),
suggérant qu’il est normalement inhibé par IRX3 et IRX5, pour permettre I'établissement du
gradient d’expression ventriculaire.

Pour pouvoir étudier en détails ces régulations potentielles, des modéles humains adéquats
sont nécessaires. En effet, bien que nous ayons construit un réseau global de facteurs de
transcription au cours de la différenciation cardiaque, la fonctionnalité des complexes de
facteurs de transcription étant associée a leur co-expression dans les mémes cellules,
I"utilisation d’analyses transcriptomiques en bulk ne permet pas d’obtenir ce niveau
d’information. Des analyses en single-cell sont ainsi a considérer pour pouvoir étudier la mise
en place de réseaux de régulation cellule-spécifiques et pour ainsi mieux comprendre
I’établissement du gradient ventriculaire transmural. De plus, les analyses en single-cell sont
a combiner avec des modeéles reflétant plus fidelement la complexité de la paroi ventriculaire,
et par conséquent les modeles de différenciation d’iPS en 2D sont peu pertinents pour ces
questions (voir partie 1.4.C.b Cardiomyocytes dérivés de cellules souches humaines). A
I'inverse, a I'image des stratégies de création d’atlas cellulaires du cceur (Litvinukova et al.,
2020; Tucker et al., 2020), I'utilisation d’échantillons de paroi ventriculaire de coceurs humains,
combinée a des analyses de single-cell RNA-Seq, permettrait d’étudier la complexité spatiale
des réseaux de régulation des genes et des types cellulaires, associés a IRX3 et IRX5 au niveau
transmural. Afin d’étudier plus spécifiquement la mise en place temporelle du gradient
d’expression transmural, des modeles dérivés d’iPS en 3D sont aussi a considérer, comme les
organoides cardiaques (ou cardioides) par exemple (Cho et al., 2022; Hofbauer et al., 2021).
En effet, ces modeles 3D miment le développement des chambres cardiaques (notamment les
ventricules) et aboutissent a la formation de structure 3D composées de cardiomyocytes sous-
endocardiques et sous-épicardiques, ainsi que de cellules endocardiques et épicardiques. lls
devraient donc permettre I'étude du gradient d’expression transmural, notamment par
I'association avec des techniques transcriptomiques et épigénétiques en single-cell. Par

ailleurs, augmentant encore d’avantage la puissance de ces technologies 3D, elles peuvent
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étre associées a des éditions génétiques (nhotamment par CRISPR-Cas9), rendant ainsi possible

I’étude spécifique de genes d’intérét, comme IRX3 et IRX5, dans ces contextes.

De maniere complémentaire a I’étude des roles d’IRX3 et IRX5 dans I’établissement et
le maintien du gradient transmural d’expression de génes, la question de leur propre
régulation est aussi a développer. En effet, les mécanismes de régulation génique étant
dépendants de la co-expression de facteurs de transcription, l'identification des mécanismes
déclencheurs de I'expression d’IRX3 et IRX5 permettrait de mieux comprendre le
développement et le maintien du gradient ventriculaire transmural, mais aussi des
pathologies associées. Notre étude a permis I'identification d’un réseau global de facteurs de
transcription dans un contexte de différenciation cardiaque et nous avons choisi d’étudier les
cibles d’IRX3 et IRX5 apparaissant plus tardivement dans la différenciation (I1V.1.A - Article 1).
Par une stratégie inverse, nos données peuvent également permettre I'identification des
régulateurs d’IRX3 et IRX5 dans la différenciation cardiaque. Des régions ADN intergéniques
(non codantes) entre Irx3 et Irx5, trés conservées entre les especes, ont déja été identifiées
comme étant des enhancers potentiels de ces genes (Calle-Mustienes et al., 2005; Chua et al.,
2022; Tenaetal., 2011). De maniére concordante, une récente étude de GWAS (Genome Wide
Association Study) comparant les génotypes de 2 820 patients atteint du syndrome de Brugada
a ceux de 10 001 individus contréles, a identifié deux polymorphismes de I’ADN (SNPs)
surreprésentés chez les patients Brugada et localisés dans la région intergénique entre IRX3
et IRX5 (Barc et al., 2022). Les patients avec un syndrome de Brugada, dont |'étiologie n’est
pas connue pour la majorité des cas, présentent une élévation du segment ST sur I'ECG
(caractéristique de la pathologie), associée a un risque accru de mort subite. La découverte de
ces polymorphismes dans des régions identifiées par ailleurs comme étant de potentiels
enhancers d’/[RX3 et IRX5, suggére un rble de ces facteurs de transcription dans le
développement du syndrome de Brugada et souligne I'importance d’étudier leur propre
régulation, en plus de leurs modes d’action et cibles. Cependant, pourquoi ces SNPs
augmentent le risque pathologique, reste encore a étre déterminé. Ces polymorphismes ne
constituent pas des mutations rares et causales a eux seuls mais a I'inverse sont fréquemment
retrouvés dans la population générale (c’est I'association de plusieurs polymorphismes
fréquents qui augmente le risque de déclenchement de la pathologie). Ainsi, pour étudier leur

impact sur la fonction cardiomyocytaire, on peut faire I'hypothése que la modification



spécifique et individuelle de ces SNPs ne sera pas suffisante pour observer un effet sur le
phénotype cellulaire. Par contre, de maniéere intéressante, ils sont localisés dans des régions
non-codantes de quelques centaines de paires de bases dont les caractéristiques
épigénétiques leur conférent un possible caractere de région régulatrice ou enhancer (région
ouverte, ATACseq-positive, et transcriptionnellement active, H3K27Ac-positive). Il parait donc
plus pertinent d’étudier I'impact de la délétion de I'ensemble de la région concernée, afin

d’identifier son potentiel réle d’enhancer participant a la régulation de genes cardiaques.

V.1.C. Implication d’IRX5 dans I’activité électrique cardiaque

Le facteur de transcription IRX5 a été montré initialement chez la souris comme central
dans la régulation de la repolarisation ventriculaire par le maintien du gradient transmural
d’expression du gene Kcnd2 (Costantini et al., 2005). En effet, dans le cadre d’une
repolarisation ventriculaire normale, le potentiel d’action des cardiomyocytes sous-
épicardiques est plus court que celui des cardiomyocytes sous-endocardiques. Cette
variabilité physiologique des potentiels d’action ventriculaires transmuraux permet
d’empécher ainsi la propagation du potentiel d’action dans le sens inverse (du myocarde sous-
épicardique vers le sous-endocardique) qui engendrerait des phénomeénes arythmiques. La
différence de durée entre ces deux types de potentiel d’action est due a la présence du
courant potassique |l dans les cardiomyocytes sous-épicardiques et a son absence dans les
cardiomyocytes sous-endocardiques (voir partie I.1 Physiologie cardiaque). Chez la souris, le
courant Iy, est généré par les sous-unités Kcnd2 (pore) et Kenip2 (régulatrice). En réprimant le
géne Kcnd2 dans les cardiomyocytes sous-endocardiques, Irx5 permet d’assurer le controle
de I’'hétérogénéité physiologique transmurale du potentiel d’action ventriculaire. Chez
I’lhumain, le courant i, est généré par les sous-unités KCND3 (pore) et KCNIP2 (régulatrice) et
le réle d’IRX5 dans sa régulation n’avait jusqu’a présent pas été décrit. Nous avons mis en
évidence une augmentation d’expression de KCNIP2 dans le modéle d’iPS-CMs IRX5XC (voir
IV.2.C Résultats complémentaires), suggérant qu’IRX5 inhibe son expression dans les cellules
contréles. IRX5 semble donc avoir un role dans la régulation de la repolarisation ventriculaire
chez I’humain, en inhibant I'expression de KCNIP2 a I'image de celle de Kcnd2 chez la souris
(Figure 31). Dans le but de valider cette implication d’IRX5 dans la paroi ventriculaire humaine,
le modele de cardioides issus d’iPS (Cho et al., 2022; Hofbauer et al., 2021), qui semble adapté

a I'étude du gradient d’expression ventriculaire transmural, constituerait un outil adéquat.
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L'impact du KO d’IRX5 pourrait ainsi étre étudié en tenant compte de la complexité

transmurale de la paroi ventriculaire, ce qui n’est pas réalisable avec les modeles iPS en 2D.

Une étude précédemment réalisée dans I'’équipe (Al Sayed et al., 2021a, voir Annexe
1) a permis de mettre en évidence I'implication d’IRX5 dans la régulation de la phase de
dépolarisation rapide du potentiel d’action ventriculaire par activation de I'expression des
génes SCN5A et GJA5 (Cx40).
Dans le faisceau de His et les branches droite et gauche du faisceau, la régulation de
I'expression de la Cx40 est importante pour assurer une transmission rapide de l'influx
électrique dans les ventricules. Cette régulation d’expression est en partie réalisée par Irx3
chez la souris (Zhang et al., 2011). Des actions coopératives et redondantes entre Irx3 et Irx5
ayant déja été suggérées, et Irx5 ayant également une expression dans ces compartiments
cardiaques, ces données suggérent I'existence d’une association potentielle entre IRX3 et IRX5
pour la régulation de I'expression de la Cx40 dans le systeme de conduction ventriculaire.
L'impact d’IRX5 dans la régulation de SCN5A, identifié dans I'étude précédente de I'équipe
(voir Annexe 1), a été confirmé et approfondi avec les résultats des deux projets présentés
précédemment. En effet, les résultats obtenus dans le projet 1 ont permis d’établir que cette
régulation de SCN5A pourrait étre médiée par une association d’IRX5 avec d’autres facteurs
de transcription partenaires : IRX3, GATA4, TBX5 et NKX2-5. De plus, ce résultat est en
cohérence avec le réle potentiel d’IRX5 identifié dans le projet 2 : il orienterait I'action
régulatrice du complexe GATA4/TBX5/NKX2-5 dans le cadre de la régulation de I'activité
électrique cardiomyocytaire.
L'ensemble de ces résultats suggere donc des réles d’IRX5 dans la régulation de I'activité
électrique, a la fois dans le systeme de conduction ventriculaire (faisceau de His et branches

du faisceau), ainsi que dans le myocarde ventriculaire.

Nos résultats suggérent également que les mécanismes de régulation de l'activité
électrique par IRX5 soient soumis a des redondances fonctionnelles et des compensations par
d’autres facteurs de transcription. En effet les analyses transcriptomiques réalisées (1) sur des
cardiomyocytes (J30) porteurs de mutations Hamamy dans le géne IRX5 (voir Annexe 1) et (2)
sur des cardiomyocytes (J30) délétés pour IRX5 (voir IV.2.C Résultats complémentaires), n’ont
pas identifié les mémes génes différentiels, ni les mémes catégories d’annotation

fonctionnelle. Le niveau d’expression d’'un nombre de génes plus élévé a été impacté par la



présence des mutations Hamamy (n=745) que par le KO complet d’IRX5 (n=236). Dans le cas
des cardiomyocytes IRX5MYt, 'analyse d’annotation des génes différentiels a de plus permis
I'identification de catégories associées a [I'activité électrique, contrairement aux
cardiomyocytes IRX5%C. Nous pouvons faire I’hypothése que la présence de la protéine IRX5
mutée pourrait avoir des impacts plus larges que son absence totale (IRX5%C), par des actions
dominantes négatives sur |'activité régulatrice de certains de ses partenaires protéiques, tels
que IRX3 ou GATA4. Les mutations pourraient ainsi, en plus d’altérer la fonction d’IRX5 seul,
perturber I'action des complexes protéiques auxquels IRX5 participe et donc altérer la
fonction d’autres facteurs de transcription. Une autre hypothese serait que la différence de
nombre de génes différentiels serait due a la mise en place de mécanismes de compensation
par d’autres facteurs de transcription partenaires dans les cardiomyocytes IRX5%C mais pas
dans les cardiomyocytes IRX5MUt,

L’augmentation de I'expression de KCNI/P2 dans les cardiomyocytes IRX5%C 3 J30 indique que
des potentiels mécanismes de compensation n’ont pas été suffisant pour pallier I'absence
d’IRX5, suggérant qu’IRX5 est un acteur indispensable de la régulation de ce géne. A l'inverse,
la diminution de I'expression de SCN5A dans les cardiomyocytes IRX5MUt (voir Annexe 1), qui
n'a pas été observée dans les cardiomyocytes IRX5C, suggérent qu’IRX5 n’est pas le seul
acteur impliqué dans la régulation de SCN5A. Ce résultat est cohérent avec les conclusions de
I’Article 1 et indique que d’autres partenaires protéiques ont pu compenser |'absence d’IRX5
dans les cardiomyocytes IRX5C pour maintenir I'expression de SCN5A.

L’absence de catégories d’annotation fonctionnelle associées a I'activité électrique dans les
résultats d’analyse transcriptomique des cardiomyocytes IRX5XC suggérent donc que, excepté
pour la régulation de I'expression de KCNIP2, IRX5 participe a la régulation de |'expression
génique associé a l'activité électrique en coopération et redondance fonctionnelle avec
d’autres facteurs de transcription. Ainsi, pour la poursuite de I'investigation du réle d’IRX5
dans la régulation de I'activité électrique cardiaque, il sera nécessaire de tenir compte de ces
mécanismes de compensation. Pour cela, la réalisation de KO ou d’inhibition d’expression
d’autres facteurs de transcription pourra étre entreprise dans les cellules IRX5%C, pour

empécher la mise en place des mécanismes de compensation.
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V.1.D. Implication des facteurs de transcription Iroquois dans les

mécanismes de fibrose cardiaque

L’étude transcriptomique de la différenciation cardiaque d’iPS IRX5C nous a permis de
mettre en évidence le fait que la délétion d’IRX5 impacte des génes associés a la matrice
extracellulaire, qui a une place centrale dans les mécanismes de fibrose cardiaque,
s’établissant dans des contextes de remodelage cardiaque (voir partie I.1 Physiologie

cardiaque).

Le facteur de transcription IRX1 a déja été associé a des mécanismes de remodelage
cardiaque et notamment de fibrose. En effet, Zheng et al., ont montré dans un modele de
constriction aortique chez le rat, qui va déclencher une insuffisance cardiaque et développer
une hypertrophie compensatrice et de la fibrose, que le gene IRX1 était hyperméthylé et avec
une expression diminuée par comparaison aux rats contréles (Zeng et al., 2019).
L’'hypométhylation induite pharmacologiquement par la 5-Aza-2’-deoxycytidine restaure
I’expression d’IRX1 et induit également une diminution de I'insuffisance cardiaque et de la
fibrose cardiaque. lls suggerent également qu’IRX1 pourrait donc servir de cible thérapeutique
contre l'insuffisance cardiaque, notamment pour son effet anti-apoptotique sur les
cardiomyocytes, ainsi que pour son effet anti-fibrotique.

De maniére intéressante, des expériences réalisées sur la souris Irx5-KO et publiées dans une
thése (Kim, 2012, these) ont mis en évidence un lien entre Irx5 et les mécanismes
d’hypertrophie et de fibrose cardiaque. A I'état basal, les souris Irx5-KO ne semblent pas
développer de fibrose ni d’hypertrophie, malgré une fonction contractile réduite (voir partie
I.4.B Les facteurs de transcription Iroquois homeobox). Cependant apres constriction aortique
(modéle d’insuffisance cardiaque), bien que les souris controles développent une
hypertrophie compensatrice et de la fibrose, les souris Irx5-KO ne développent pas
d’hypertrophie et ont une fibrose exacerbée. Ces résultats suggerent qu’lrx5 est impliqué dans
la régulation de [I'hypertrophie compensatrice (effet pro-hypertrophique) et le

développement de fibrose (effet anti-fibrotique), suite a un stress mécanique (Figure 31).

D’apres nos résultats (voir 1V.2.C Résultats complémentaires), la délétion d’IRX5
provoque également des variations de la dynamique du facteur de transcription KLF15, qui a

une fixation a ’ADN plus importante dans les échantillons contrdles comparés a ceux IRX5XC



(données d’ATAC-seq, Projet 2). La souris KIf15-KO ne présente pas de défauts cardiaques
majeurs a I’état basal, mais développe une insuffisance cardiaque plus marquée que les souris
controles, associée a I'activation de voies transcriptionnelles pro-hypertrophiques, suite a une
constriction aortique ou une stimulation pharmacologique a I'angiotensine Il (Fisch et al.,
2007; Prosdocimo et al., 2015). De plus, d’autres expérimentations réalisées chez le rat ont
permis de montrer un réle de KIf15 dans la régulation de la fibrose cardiaque (Yu et al., 2015).
Ces résultats suggerent ainsi que KLF15 est impliqué, comme IRX5, dans la régulation de
I’hypertrophie et de la fibrose cardiaque suite a un stress pathologique. IRX5 et KLF15
pourraient donc avoir des mécanismes conjoints dans ces régulations, qu’il serait intéressant

d’approfondir.

Pour étudier les liens entre IRX5 et la fibrose cardiaque, nous avons mis en place le
modele de fibroblastes cardiaques dérivés d’iPS (iPS-CFs). Comme nous n’avons pas observé
d’expression protéique d’IRX5 dans les iPS-CFs, suggérant que son réle potentiel dans la
fibrose passerait par son action dans les cardiomyocytes, des expériences de co-cultures entre
iPS-CMs et iPS-CFs seront a réaliser (voir IV.2.D Perspectives pour la poursuite du projet 2). Du
fait de I'apparition exacerbée de fibrose uniquement aprés stimulation chez les souris Irx5-
KO, les co-cultures entre iPS-CMs IRX5XC et iPS-CFs contrdles devront probablement étre
réalisées sous stimulation (pharmacologique par exemple), afin de pouvoir étudier la présence
de facteurs profibrotiques excrétés dans les surnageants de co-cultures.

Les modeles de cardioides en 3D, intégrant différents types cellulaires (notamment des
cardiomyocytes et des fibroblastes), constitueraient également un bon modeéle d’étude de la
fibrose (Hofbauer et al., 2021), et permettraient I'étude de I'impact d’IRX5 sur les mécanismes

de fibrose cardiaque.

V.1.E. Importance d’étudier les mécanismes épigénétiques dans le

contexte du développement cardiaque

L’étude transcriptomique que nous avons réalisée tout au long de la différenciation
cardiaque des cellules iPS nous a permis d’identifier des transitions d’expression de génes qui
sont associées a des spécifications vers des lignages cellulaires cardiaques. Pour aller plus loin,
la dissection complete des mécanismes régulant ces transitions géniques, qui est nécessaire a

la compréhension du développement cardiaque sain et pathologique, implique I'étude des
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processus épigénétiques. En effet, les changements dynamiques de modification d’histones
et de structuration de la chromatine vont avoir un impact sur I'établissement des lignages
cellulaires et sont le substrat de pathologies cardiaques (Moore-Morris et al., 2018). De
nombreuses mutations de protéines modificatrices d’histones (agissant en tant que writer ou
reader) ont d’ailleurs été impliquées dans des cardiopathies congénitales (Zaidi et al., 2013;
Zhang and Liu, 2015). De plus, de nombreux impacts environnementaux (facteurs de stress
paternels et maternels) peuvent avoir lieu durant le développement embryonnaire,
impliquant des modifications épigénétiques, et peuvent perturber le développement
cardiaque (Lamberto et al., 2021), renforcant I'intérét d’étudier les mécanismes épigénétiques

dans le contexte du développement cardiaque.

Il est également important d’étudier les mécanismes épigénétiques dans le cadre de
I’étude des facteurs de transcription, car ces derniers peuvent notamment avoir un impact sur
I'expression des genes par le recrutement de partenaires modificateurs d’histones. Par
exemple chez la souris, un mécanisme supposé d’inhibition de I'expression du géne Kcnd2 par
Irx5 passe par le recrutement du cofacteur mBop qui recrute lui-méme le modificateur
d’histones HDAC, dont la fonction est de retirer les marques d’acétylation pour induire une
compaction de la chromatine et une répression de I'expression génique (Costantini et al.,

2005).

L'étude du paysage épigénétique est également importante dans I'annotation du
génome, toujours dans le but de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents a I'action
des facteurs de transcription et I'expression de genes dans le développement cardiaque. En
effet, a I'aide du code histone (voir partie I.3.E.b Marques d’histones) il est possible de prédire
I'activité transcriptionnelle, ainsi que la présence d’éléments cis régulateurs (comme des
enhancers ou super-enhancers), en analysant la composition en marques épigénétiques de
régions génomiques (VanOudenhove et al., 2020).

L'analyse épigénétique que nous avons débutée par I'étude de la marque H3K27Ac, nous
permettra de mieux comprendre les mécanismes d’action d’IRX5 et son action directe
potentielle sur les marques d’histones, ainsi que sa fixation sur des éléments cis régulateurs,
car nous avons montré qu’il semblait se fixer préférentiellement a distance des genes sur

I’ADN (voir I1V.2.C Résultats complémentaires).



Enfin, les génes qui codent des protéines ne représentant qu’environ 2% du génome,
I’'annotation et I'étude des mécanismes de régulation dans les régions non-codantes sont
indispensables, notamment dans la compréhension des régulations géniques impliquées dans
le développement cardiaque (Chahal et al., 2019). De plus, de nombreux variants génétiques
associés a des cardiopathies congénitales ont été retrouvés dans des régions non-codantes du

génome, renforgant I'intérét de I’étude de ces régions (Richter et al., 2020).

Afin d’étudier le contexte épigénétique impliqué dans les mécanismes d’action d’IRX5
dans le développement cardiaque, nous avons choisi d’utiliser le modeéle de différenciation
cardiaque de cellules iPS, mais ce modeéle est-il vraiment adapté a I'’étude des mécanismes
épigénétiques ?

Nous avons tout d’abord montré que ce modele de différenciation cardiaque de
cellules iPS était adapté a I'étude du développement cardiaque humain (IV.1.A - Article 1). Il
est également adapté a la réalisation de techniques permettant I'étude des mécanismes
épigénétiques (ATAC-Seq, ChIP-Seq, ..., voir partie 1.4.C.c Techniques d’analyse). Enfin, ce
modele permet aussi d’étudier les impacts potentiels de variants génétiques ou d’éditions
génomiques d’intérét sur ces mécanismes, par la reprogrammation de cellules de patients ou
I'utilisation de techniques d’édition du génome. Tous ces éléments sont en faveur de I'intérét
du modeéle iPS dans la caractérisation des mécanismes épigénétiques, et il a d’ailleurs déja été
utilisé dans cet objectif dans différentes études (Lamberto et al., 2021; Pozo et al., 2022; Wu
et al.,, 2015).

La principale limite potentielle a [l'utilisation du modele iPS dans les études
épigénétiques est la persistance d’'une mémoire épigénétique de la cellule somatique
d’origine. En effet, une reprogrammation incompléte induit une persistance des marques
épigénétiques de la cellule spécialisée de départ (Cahan and Daley, 2013). Ce sont
principalement des méthylations de I’ADN qui persistent et qui vont étre retirées par un
processus passif et long (Kim et al., 2010). Bien que cette mémoire épigénétique persistante
puisse induire des variations dans les études de différenciation en aval, elle n’a pas
obligatoirement un impact sur I'expression des genes, notamment par manque d’expression
de facteurs de transcription spécifiques des cellules spécialisés de départ, dans les cellules
pluripotentes (Efrat, 2021). Enfin, plusieurs études ont montré que I'expression du facteur de

transcription Nanog était un marqueur d’une reprogrammation compléte, sans conservation
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d’une mémoire épigénétique (Mattout et al., 2011; Okita et al., 2007). Pour les différents
projets présentés précédemment, nous avons testé toutes les lignées iPS utilisées et confirmé
la bonne expression de Nanog, validant leur reprogrammation compléte avant leur utilisation
pour des différenciations cardiaques (au cours desquelles son expression est completement
annulée). Cette validation a par exemple été effectuée dans le cas de la génération des

nouvelles lignées iPS IRX5XC et IRX5-HA (IV.2.B - Article 2).

V.1.F. Intéréts et perspectives de I'étude des réseaux de facteurs de

transcription dans le développement cardiaque

Les facteurs de transcription ont un réle central dans le développement cardiaque, en
régulant finement I'établissement de programmes d’expression génique spécifiques (Luna-
Zurita et al., 2016). De plus, leur étude au cours du développement cardiaque est également
importante pour la compréhension des pathologies apparaissant a I'dge adulte (comme
I'insuffisance cardiaque par exemple), car ces facteurs de transcription peuvent y étre
également exprimés et impliqués dans des altérations d’expression génique, ou encore dans
le cadre du développement de nouvelles stratégies thérapeutiques (Epstein and Parmacek,

2005).

Différentes études sur les facteurs de transcription cardiaques se sont focalisées sur
I'analyse d’un ou de quelques facteurs de transcription en paralléle. Bien que ces analyses
soient importantes pour I'identification de fonctions spécifiques des facteurs de transcription,
pour obtenir une vision plus proche de la complexité biologique, il est nécessaire d’étudier ces
derniers dans un contexte systémique, intégrant 'ensemble des régulations des facteurs de
transcription (qui vont également se réguler entre-eux). En effet, dans le processus de
développement cardiaque, la progression des cellules dans les lignages cardiaques nécessite
I’expression spécifique et chronologique de génes, et est régulée par I'action combinée et
coordonnée de facteurs de transcription (Kathiriya et al., 2015).

Il est donc nécessaire d’étudier les interactions entre les facteurs de transcription cardiaques
sous la forme de réseaux intégrés. Différentes études récentes ont utilisé des approches
combinées de transcriptomique et de ChIP-Seq pour identifier des interactions entre les
facteurs de transcription (Churko et al., 2018; Kathiriya et al., 2021). Dans I'étude de Gonzalez-

Teran et al., des données de transcriptomique et de ChIP-Seq ont été combinées a des



données génétiques, associées a des cardiopathies congénitales, et des approches de
spectrométrie de masse (Gonzalez-Teran et al., 2022). Cependant, ces études ont également
été focalisées sur les réseaux associés a quelques facteurs de transcription uniquement. Dans
le cadre du développement cardiaque, qui est un processus dynamique, la notion de temps
est nécessairement a intégrer dans I'analyse des réseaux de facteurs de transcription. En
tenant compte de ces différents éléments, notre premiére étude a permis l'identification d’'un
réseau global de facteurs de transcription au cours de la différenciation cardiaque. Plus de
11 000 relations d’activation et d’inhibition respectivement, ont été identifiées entre les
facteurs de transcription, en tenant compte du temps, permettant d’obtenir une vision
intégrée et temporelle des régulations entre les facteurs de transcription au cours de la
différenciation cardiaque. Ce réseau global de facteurs de transcription pourrait ensuite servir
a I’étude des mécanismes de régulation impliqués dans des pathologies cardiaques, et de
maniére intéressante, 69% des facteurs de transcription du réseau ont déja été associés a des

phénotypes cardiaques physiopathologiques (IV.1.A - Article 1).

Pour aller plus loin, la validation biologique compléte du réseau global de facteurs de
transcription, et notamment I'identification et I'intégration dans le réseau des mécanismes de
coopération et de compensation s’établissant entre eux, permettrait de rendre le réseau
dynamique et prédictif. En effet, il permettrait de prédire I'effet de I'altération de facteurs de
transcription (par des KO in silico) sur le réseau global associé au développement cardiaque, a
I'image du travail réalisé par Argelaguet et al., dans la différenciation des progéniteurs neuro-
mésodermiques (Argelaguet et al., 2022). Enfin, avec la grande quantité de données publiques
déja disponible, le réseau global actuellement basé sur des données transcriptomiques,
pourrait étre enrichi de nouveaux niveaux de complexité (génomique, épigénétique,
protéomique, métabolomique, ...). L'intégration de I'ensemble de ces données formerait un
réseau in silico complexe, qui pourrait permettre [lidentification de mécanismes
pathologiques et de cibles thérapeutiques potentielles, a partir d'informations spécifiques de
patients (variants rares ou fréquents, données de transcriptomique, ...), a I'image du projet
Connectivity Map (basé sur I’expression de genes, Lamb et al., 2006), mais étendu a I’'ensemble

des couches d’informations omiques.
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V.1.G. Conclusion

Par I'étude transcriptomique réalisée en cinétique au cours de la différenciation
cardiaque de cellules iPS humaines, puis par le focus sur les facteurs de transcription, nous
avons mis en évidence un réseau global de régulation. Cette étude nous a permis de
positionner les facteurs de transcription IRX3 et IRX5 dans le contexte intégré du réseau des
facteurs de transcription impliqués dans la différenciation cardiaque. De nouveaux
mécanismes de régulation ont ainsi pu étre mis en évidence entre IRX3, IRX5 et les facteurs
de transcription cardiaqgue majeurs, GATA4, TBX5 et NKX2-5. L’étude spécifique d’IRX5 a
permis de renforcer le lien fonctionnel d’interaction identifié, et d’apporter des informations
complémentaires sur les fonctions biologiques qu’il régule dans la différenciation
cardiomyocytaire, par différentes approches, notamment multi-omiques. Ainsi, I'ensemble de
ces résultats s’insere dans I'objectif plus large, d’une meilleure compréhension du
développement cardiaque et des régulations moléculaires sous-jacentes. La poursuite des
apports de connaissances robustes dans ce sens, sera indispensable a la compréhension des
dérégulations pathologiques et l'identification des acteurs impliqués, dans le but de

développer et d’apporter de nouvelles solutions thérapeutiques.
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Figure 31 : Proposition de modeéle d'implication d'IRX5 dans le développement cardiaque

Ce modele hypothétique est proposé suite a I'intégration des résultats obtenus au cours de cette thése et
nécessitera approfondissement et validation. Panel du haut : IRX5 serait exprimé des la gastrulation dans les
progéniteurs mésodermiques cardiaques. Ces progéniteurs vont migrer vers la région antérieure de I'embryon
pour former le croissant cardiaque (ou premier champ cardiaque), ou IRX5 en collaboration avec IRX3, va
participer a I’activation de I'expression de GATA4, NKX2-5 et TBX5. Panel du bas : plus tardivement dans le
développement cardiaque, une fois les chambres cardiaques formées, IRX5 participerait a I'établissement d’un
gradient d’expression dans la paroi ventriculaire. D’'une part, il inhiberait I'expression de KCNIP2 dans le
myocarde sous-endocardique pour réguler le gradient ventriculaire transmural du potentiel d’action. D’autre
part, il s’associerait avec IRX3, GATA4, NKX2-5 et TBX5 pour réguler I'expression en gradient de SCN5A dans la
paroi ventriculaire. Enfin, dans le cadre de la survenue d’un stress pathologique post-développemental (ex :
insuffisance cardiaque), IRX5 serait également impliqué dans la régulation du remodelage cardiaque en inhibant
la fibrose.
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Aims Several inherited arrhythmic diseases have been linked to single gene mutations in cardiac ion channels and interact-
ing proteins. However, the mechanisms underlying most arrhythmias, are thought to involve altered regulation of
the expression of multiple effectors. In this study, we aimed to examine the role of a transcription factor (TF) be-
longing to the Iroquois homeobox family, IRXS5, in cardiac electrical function.

Methods Using human cardiac tissues, transcriptomic correlative analyses between IRX5 and genes involved in cardiac elec-

and results trical activity showed that in human ventricular compartment, IRX5 expression strongly correlated to the expres-
sion of major actors of cardiac conduction, including the sodium channel, Nav1.5, and Connexin 40 (Cx40). We
then generated human-induced pluripotent stem cells (hiPSCs) derived from two Hamamy syndrome-affected
patients carrying distinct homozygous loss-of-function mutations in IRX5 gene. Cardiomyocytes derived from these
hiPSCs showed impaired cardiac gene expression programme, including misregulation in the control of Nav1.5 and
Cx40 expression. In accordance with the prolonged QRS interval observed in Hamamy syndrome patients, a slower
ventricular action potential depolarization due to sodium current reduction was observed on electrophysiological
analyses performed on patient-derived cardiomyocytes, confirming the functional role of IRX5 in electrical conduc-
tion. Finally, a cardiac TF complex was newly identified, composed by IRX5 and GATAA4, in which IRX5 potentiated
GATA4-induction of SCN5A expression.

Conclusion Altogether, this work unveils a key role for IRXS5 in the regulation of human ventricular depolarization and cardiac
electrical conduction, providing therefore new insights into our understanding of cardiac diseases.
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1. Introduction

Inherited cardiac arrhythmias account for ~20% of sudden cardiac
deaths. Only a small portion of these arrhythmias are monogenic familial
diseases, having been successfully linked to rare mutations in cardiac ion
channels and related proteins.' However, pathogeny of inherited cardiac
arrhythmias is increasingly thought to be based on complex mechanisms
involving polygenic inheritance and/or altered regulation of the expres-
sion of multiple effectors.? In this context, investigating how dysfunction
of transcriptional regulators participates in the mechanism of these dis-
eases is of major importance.

The regulation of cardiac electrical transcriptional programme, includ-
ing ion channels and gap junctions, is a major determinant of proper initi-
ation and propagation of action potential (AP) through the cardiac
muscle. In animal models, several transcription factors (TFs) are impli-
cated in cardiac electrical activity and arrhythmias,” including members
of the Iroquois (IRX) family of TFs.*

Autosomal recessive mutations in IRX5, an IRX homeobox TF, is
linked to Hamamy syndrome (HMMS, OMIM611174), an inherited con-
genital disorder. The patients’ cardiac clinical phenotype combines bra-
dycardia and QRS complex prolongation, reflecting a delayed ventricular
electrical conduction.>® Surprisingly, in mice, deletion of Irx5 leads to a
different phenotype, a ventricular repolarization defect, due to the role
of Irx5 in controlling potassium channel gene expression.” Inversely, an-
other murine member of the Irx family, Irx3, is essential for fine regula-
tion of intercellular coupling within the ventricular conduction system,
through the regulation of connexins expression.®” This suggests that
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gene expression

Impact on
cardiac
conduction

Slower

e Arrhythmia ¢ Hamamy syndrome ¢ Human-induced pluripo-

distinct regulatory pathways govern the differences between human and
animal cardiac electrical physiology.

In this study, our goal was to decipher whether IRX5 controls human
cardiac electrical activity. First, correlative transcriptomic analyses be-
tween IRX5 and cardiac electrophysiology genes in human cardiac tis-
sues, suggested that IRX5 may regulate several major actors of cardiac
conduction. Then, human-induced pluripotent stem cells (hiPSCs) de-
rived from HMMS patients carrying IRX5 mutations were used to eluci-
date the role of IRXS5 in regulating expression of these actors of cardiac
conduction and to uncover a cooperative activity between TFs. This
work reveals how loss-of-function (LOF) mutation in one key TF affects
the expression of multiple effectors of ventricular electrical conduction
and improves our understanding of cardiac disease, paving the way
therefore for more effective therapies.

2. Methods

Ethical statement

The study was conducted according to the principles set forth under the
Declaration of Helsinki (1989) and European guidelines for clinical and
genetic research. Institutional review board approvals of the study were
obtained before the initiation of patient enrolment. Regarding the
patient-derived biological samples, signed informed consent allowing the
experiments to be conducted have been received from all individuals.
Any related health information was collected in compliance with applica-
ble law/regulation and with any applicable policy of the ethics committee
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with jurisdiction over the biological sample collection. All biological sam-
ples and their related health information have been provided in coded
form such that subjects cannot be identified directly. The provisions of
French law, article L1110-4 of the Code de la santé publique, related to
the privacy and confidentiality of information regarding patients, have
been observed. The transfer of the HMMS-affected patient’s biological
samples has complied with all applicable laws as well as legal, regulatory,
and ethical requirements in transferring and obtaining such Material and
the corresponding informed consents (Authorization IE 2009-505(1)).

2.1 Transcriptional analysis of human and
murine tissues

RNA sequencing data in human heart were collected from the GTEx
portal website (http://gtexportalorg). Briefly, transcripts per million
were downloaded for 297 atrial and 303 ventricular available tissue
samples.

Regarding murine samples, all animal experiments obtained local ap-
proval and all animal procedures follow the guidelines from Directive
2010/63/EU of the European Parliament on the protection of animals
used for scientific purposes. Mice were euthanized in their home cage us-
ing CO2 inhalation. Hearts were excised from six 10-week-old C57BL/6
male mice and atria and ventricles were carefully dissected as previously
described.'®

Two-way hierarchical agglomerative clustering was applied to gene-
expression matrices (see Section 2.5.2 below), by centring gene expres-
sion values on the values-median and using average linkage-clustering
with uncentred correlation (Cluster 3.0). GTEx left ventricular tissues
RNA sequencing data of cardiac sodium channels and connexins were
ranked according to ascending expression of IRX5. Genes encoding so-
dium channel subunits and connexins that presented a median GTEx ex-
pression level in left ventricular samples >1 transcripts per million were
selected. Expression correlations were tested using Pearson correlation
package on R software.

2.2 hiPSC generation

Primary dermal fibroblasts were derived from skin biopsies obtained
from donors of two different consanguineous families, previously de-
scribed with HMMS.>® The first diseased donor is a 4-year-old boy, ho-
mozygous carrier of the c.448G>C IRX5 mutation (p.Ala150Pro
annotated as A150P) in whom a QRS prolongation on the ECG was di-
agnosed. The second donor is a 17-year-old boy belonging to another
family harbouring the homozygous c498C>A IRX5 mutation
(p-Asn166Lys annotated as N166K) who presents a prolonged QRS du-
ration on the ECG, in addition to a tiny patent ductus arteriosus. In paral-
lel, fibroblasts from three individuals lacking the IRX5 mutations were
used as controls: hiPSCs were generated from an intra-familial control of
the patient carrying the A150P-RX5 mutation, his unaffected sister.
hiPSCs were also generated from an extra-familial control of the patient
carrying the N166K-IRX5 mutation, who has been chosen because of its
match in terms of age, sex, and ethnicity to the patient. A third control
hiPSC line, which was not related to both HMMS patients, and that had
previously been described, has been also used.'""* hiPSC lines were
generated using Sendai virus method. For each line, two to three hiPSC
clones were selected and expanded on stem cell-qualified Matrigel-
coated plates (0.1 mg/mL; BD Bioscience) with StemMACS™™ iPS Brew
XF medium (Miltenyi Biotec).

2.3 hiPSC characterization

For all clones, genomic DNA was extracted and mutations were verified
by sequencing using primers specific for the genomic regions surround-
ing the A150P and N166K mutations (Supplementary material online,
Table S1). Pluripotency marker gene expression was assessed using
flow cytometry, qRT-PCR, and immunofluorescence as previously de-
scribed."” Single nucleotide polymorphism (SNP) analysis of hiPSCs
compared to their parental skin fibroblast cells was used to confirm ge-
nome integrity after reprogramming. DNA was extracted from somatic
and hiPSC samples using the QIAGEN QiaAmp kit, according to the
manufacturer’s recommendations. The gDNA was quantified using a
nanodrop. About 200ng of gDNA was outsourced to Integragen
Company (Evry, France) for karyotype analysis using HumanCore-24-v1
SNP arrays. This array contains over 300 000 probes distributed
throughout the genome with a median coverage of one probe every
5700 bases. All genomic positions were based on Human Genome Build
37 (hg19). Analysis was performed with GenomeStudio software.
Chromosome abnormalities were determined by visual inspection of
logR ratios and B-allele frequencies (BAF) values and comparing parental
cells and hiPS-derived samples. LogR ratio, the ratio between observed
and expected probe intensity, is informative of copy number variation
(i.e. deletions/duplications), whereas BAF is informative of heterozygos-
ity. SNP data were used to compute copy number variation. In particular,
this type of chips allows detecting loss of heterozygosity (LOH), an im-
portant concern for hiPSC, which is not detectable with classical CGH
arrays.

2.4 Differentiation of hiPSCs into
cardiomyocytes

At 80% of cell confluency, hiPSC lines were passaged using Gentle Cell
Dissociation Reagent (STEMCELL Technologies) and Y-27632 Rho-
kinase inhibitor (STEMCELL Technologies). The matrix sandwich
method was used to generate cardiomyocytes (CMs), as previously de-
scribed.'? From Day 5 of differentiation, cell medium was changed every
other day with RPMI-1640 medium supplemented with B27 (with insulin;
Thermo Fisher Scientific). After 20-28 days following the beginning of
differentiation, spontaneously beating cell clusters were mechanically
isolated using a needle and then used for electrophysiological, biochemi-
cal, and molecular analyses. All experiments have been performed on at
least three independent differentiations for each clone, performed on
different hiPS cell passages. Data obtained from the various clones of the
three control lines have been pooled and averaged and correspond to
the n values provided in the figure legends. For each Hamamy patient,
data obtained from the different clones have been pooled and averaged.

2.5 RNA expression

2.5.1 RNA extraction

Samples of total RNA were obtained using the NucleoSpin RNA kit
(MACHEREY-NAGEL) following the manufacturer’s specifications.

2.5.2 TagMan low-density array

TaqMan low-density array (TLDA) studies were conducted using six
ventricular and six atrial control murine tissues as well as beating clusters
of hiPS-CMs obtained from 12 control and 9 IRX5-mutant CM differen-
tiations. About 1 g of RNA was reverse transcribed into cDNA using
SuperScript IV Vilo Master Mix (Thermo Fisher Scientific). For murine
tissues, three specifically designed 384-well TLDA were used: one con-
taining 4x 96 primers and probes for cardiac ion channels'® and two
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others, each containing a set of 4x 96 primers and probes for cardiac
TFs (Supplementary material online, Table S2A). For hiPS-CMs, TLDA
probe selection covered gene families implicated in cardiac ion channel
expression and regulation, and CM structure (Supplementary material
online, Table S2B). Genes with average Ct > 32 in all compared groups
were considered undetectable and excluded from the analysis (SCN10A
and ABCCS8). Average Ct of remaining genes for each sample was used

for data normalization,'* "¢

2.5.3 3'-sequencing RNA profiling

3’-Sequencing RNA profiling (3'-SRP) protocol was performed accord-
ing to Kilens et al."” Briefly, the libraries were prepared from 10 ng of to-
tal RNA. About 40 RNA samples were extracted from 8 IRX5-mutated
and 13 control hiPSC samples (a duplicate for each clone obtained at dif-
ferent cell passages) and 19 samples of corresponding hiPS-CMs. The
mRNA poly(A) tail was tagged with universal adapters, well-specific
barcodes, and unique molecular identifiers during template-switching re-
verse transcriptase. Barcoded cDNAs from multiple samples were then
pooled, amplified, and tagmented using a transposon-fragmentation ap-
proach which enriches for 3’ ends of cDNA. A library of 350-800 bp
was run on an lllumina HiSeq 2500 using a HiSeq Rapid SBS Kit v2 (50
cycles; FC-402-4022) and a HiSeq Rapid PE Cluster Kit v2 (PE-402-
4002). Read pairs used for analysis matched the following criteria: all 16
bases of the first read had quality scores of at least 10 and the first six
bases correspond exactly to a designed well-specific barcode. The sec-
ond reads were aligned to RefSeq human mRNA sequences (hg19) using
bwa version 0.7.4 4. Reads mapping to several positions into the genome
were filtered out from the analysis. Digital gene expression profiles were
generated by counting the number of unique molecular identifiers asso-
ciated with each RefSeq genes, for each sample. R package DESeq2 was
used to normalize gene expression. Differentially expressed genes were
finally clustered using cluster 3.0 software. Enriched biological pathways
were assigned for differentially expressed genes in IRX5-mutated vs. con-
trol hiPS-CMs. For that, Reactome pathways were attributed to the
most variant genes with P-value <0.05.'®'® However, genes encoding for
ion channels exhibited low expression levels and therefore they were
not taken into consideration for differentially expressed genes analysis.
To overcome this issue, P-values for these genes were calculated based
on TLDA analysis. Babelomics was then used to calculate enrichment of
Reactome pathways for genes differentially expressed in both TLDA and

3'-SRP analyses. Finally, enrichment scores (ES) were calculated.”*?'

2.6 Protein expression and interaction

2.6.1 Protein extraction

IRX5, Nav1.5, Connexin 40 (Cx40), and GATA4 expression were evalu-
ated in human left and right ventricular tissues obtained from three non-
diseased individuals as previously described.”> Corresponding subendo-
cardial (also containing Purkinje cells) and subepicardial tissue slices
were obtained at the cardiac base and snap-frozen in liquid nitrogen.
Protein expressions and interactions were also investigated in beating
hiPS-CMs at Day 28 of differentiation. For protein extraction, cells were
homogenized on ice using lysis buffer containing in mM: 1% Triton X-
100; 100 NaCl; 50 Tris—-HCLl; 1 EGTA; 1 Na3VOy; 50 NaF; 1 phenylme-
thylsulfonyl fluoride; and protease inhibitors cocktail (P8340, Sigma-
Aldrich). Extracted samples were sonicated and centrifuged at 15 000 g
for 15 min at 4°C. Protein quantification was carried out using Pierce™
BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher). Immunoblot was finally done

using the corresponding primary antibodies (Supplementary material on-
line, Table S3).

2.6.2 Subcellular protein fractionation

To unveil the impact of IRX5 mutations on its cellular localization, nu-
clear, and cytosolic proteins were separated. For that, cytoplasmic mem-
branes were disrupted on ice in a hypotonic solution including in mM:
500 HEPES, 500 MgCl,, 500 KCl, 0.1 DTT, and protease inhibitor cock-
tail. Cells nuclei were pelleted by 400 x g centrifugation and the superna-
tant contained the cytosolic fraction. In order to extract nuclear
proteins, a protein extraction buffer was added to pellets followed by
sonication.

2.6.3 Co-immunoprecipitation

Co-immunoprecipitation was performed to investigate protein-to-
protein interactions between IRX5 and GATA4 in hiPS-CMs. A total of
125uL magnetic Dynabeads® Protein G (Thermo Fisher Scientific)
were added to 3pug anti-IRXS antibody (WHO0010265M1, Sigma-
Aldrich) or anti-mouse IgG antibody as control (02-6502, Thermo Fisher
Scientific) and conjugated by incubation for 40 min at room temperature
with rotation. The complex beads-antibody was cross-linked using
27 mg DMP (dimethyl pimelimidate, Thermo Fisher Scientific), and then
incubated for 2 h with 800 g of total lysate at 4°C. The supernatant was
then discarded and the beads were washed with the lysis buffer. Proteins
were eluted in 30 uL of a mixture of NuPAGE® Sample Reducing Agent
(10x) and LDS Sample Buffer (4x) (Invitrogen) and heated at 60°C. The
samples were then loaded onto a 4-15% precast polyacrylamide gel
(Bio-Rad).

2.7 Immunofluorescence

hiPSCs or hiPS-CMs at Day 20 of differentiation were dissociated using
collagenase Il (Gibco) and seeded onto 8-wells iBidi plates (Biovalley)
coated with Matrigel (Corning). Twelve days later, cultured cells were
immunostained using a staining buffer set according to the manufac-
turer’s instructions (00-5523-00, Thermo Fisher Scientific). HiPS-CMs
were labelled by cardiac differentiation markers or TF. Primary antibod-
ies are listed in Supplementary material online, Table S3. DNA was
highlighted using DAPI and pictures were taken using confocal micros-
copy (Nikon; MicroPICell core facility).

2.8 Chromatin immunoprecipitation
2.8.1 IRX5 binding sites
Promoter DNA sequences were found using Ensembl. Consensus

sequences known to mediate IRX TF interaction with DNA?*°

were
screened on gene promoters. Each site was verified for its conservation
among species using rVista 2.0. Primers surrounding the identified con-
served potential binding sites (BS) were designed using Primer 3.
Corresponding primer sequences are detailed in Supplementary material

online, Table $4.

2.8.2 Chromatin immunoprecipitation

At Day 28 of differentiation, beating CM clusters were isolated and
crosslinked.  After  chromatin  sonication, IRX5  antibody
(WHO0010265M1, Sigma-Aldrich) was added followed by the addition of
protein G-coated dynabeads. Following overnight incubation, the chro-
matin was then eluted and reverse-crosslinked. SYBER green qRT-PCR

method was finally performed using the designed primers
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(Supplementary material online, Table $4) to test for enrichment of the
targeted sequences. Results are shown as percentage of input.

To confirm the specificity of IRX5 antibody, HEK293 cells were trans-
fected using plasmids encoding human sequences of WT IRX5, N166K
IRX5, and WT IRX3, as well as an empty pcDNA3 plasmid. Testing the
potential non-specificity of IRX5 antibody towards IRX3 was performed
as IRX3 and IRX5 have been shown to share a high level of transcript
and protein homology,26 strong similarities in their expression patt(-:rn27
and to have coordinated functional roles.”® (i) Confirming the IRX3 pro-
tein expression in all cell samples transfected by IRX3, a band at the
expected size for IRX3 (<100 kDa, as IRX3 was Myc-tagged) was indeed
obtained (Supplementary material online, Figure ST1). (i) When HEK293
cells were transfected by an empty plasmid or IRX3 plasmid, as
expected, on corresponding western blots with IRXS5 antibody, no band
was detected, demonstrating that IRX5 antibody did not bind other pro-
tein than IRXS, including IRX3. (iii) Cells were transfected by IRX5 (left
panel) or IRX5-N166K (right panel) plasmids and a unique band of the
expected size for IRXS (~100kDa, as IRXS was GFP-tagged) was ob-
served, further demonstrating that the antibody specifically bound to the
WT or mutated forms of IRXS protein (Supplementary material online,
Figure S1).

2.9 Cellular electrophysiology

2.9.1 Cell dissociation

hiPS-CMS were enzymatically dissociated into single cells using collage-
nase Il (Gibco) at 37°C for 20 min. Cells were then incubated at RT for
30 min in Kraft-Bruhe solution containing (in mM): 85 KCl; 30 KHPO4;
5 MgSOy; 20 glucose; 20 taurine; 5 Na pyruvate; 5 creatine; 2 K2-ATP; 1
EGTA; pH 7.2 adjusted with KOH. Single cells were then plated at low
density on Matrigel-coated Petri-dishes (Nunc) and recorded 11-14 days
after dissociation.

2.9.2 Data recording and analysis

Stimulation and data recording were performed at 37°C using an
Axopatch 200B amplifier controlled by Axon pClamp 10.6 software
through an A/D converter (Digidata 1440A) (all Molecular Devices).
Data were analyzed using Clampfit 10.6 software. For all cell lines, data
were collected from at least three independent differentiations.
Experimental details regarding solutions composition are described in
Supplementary material online, Table S5.

2.9.3 Current clamp

Action potential recordings were obtained using the amphotericin-B-
perforated patch-clamp technique. Patch pipettes were pulled from bo-
rosilicate glass capillaries (Sutter instruments) to obtain a tip resistance
of 2-3 MQ. APs were recorded in cells that were first allowed to beat
spontaneously and then paced. A stimulus of an amplitude of 30-35 pA/
pF during 1 ms (in order to avoid interference with the upstroke phase
of the AP) was used at various frequencies, in absence of lg; injection
(see below). Cells were classified as either ventricular-like, atrial-like, or
nodal-like, based on several parameters previously described (maximum
upstroke velocity, dV/dt,.,; AP duration, APD; resting membrane poten-
tial, RMP)."" Only ventricular-like cells were selected for further analysis.
l1 current was not observed in hiPS-CMs (not shown), consistent with
the observation of phase-4 depolarization in these cells. Without li4, the
APs RMP was about -60 mV (Figure 5B), which corresponds to immature
ventricular CMs. Thus electronic expression of the inward rectifier po-
tassium current, l, was realized using dynamic patch-clamp.2’*° With

2 pA/pF of in silico .4 injection, hiPS-CM membrane resting potential was
about -80mV, closer to physiological RMP of adult ventricular CMs.
Averaged parameters were obtained from seven consecutive APs. Both
cell stimulation and injection of I, were realized by a custom-made soft-
ware running on RT-Linux and a National Instrument A/D converter (NI
PCI-6221) connected to the current command of the amplifier.

2.9.4 Voltage clamp

Ina and e, recordings were performed in the ruptured whole-cell con-
figuration using voltage clamp protocol as depicted in the figures.
Pipettes (Sutter instruments) with 1.7-2.5 MQ tip resistance were
waxed before use to decrease pipette capacitive currents. I,  and Iy,
recordings were low-pass filtered at, respectively, 3 and 10 kHz. Holding
potentials were, respectively, -80 and -100 mV. The capacitance and se-
ries were compensated using a VE-2 amplifier (Alembic Instrument, Qc,
Canada). Leak current was subtracted. Current densities were calculated
by dividing the current to the membrane capacitance (Cm). Steady-state
activation and inactivation curves were fitted using a Boltzmann equa-
tion: Wl = AI{1.0+exp [(V4-V))/k} with k> O for the activation curve
and k < 0 for the inactivation curve.

2.9.5 Action potential clamp

In order to record specific currents during AP cycles, and especially dur-
ing the depolarization phase, cells membrane potential was clamped
according to voltage-AP-like protocols. Representative APs acquired
from spontaneously beating control hiPS-CMs with (dV/dt,,,.x = 100 V/s;
APDgo = 280 ms; RMP=-83 mV) or without (dV/dtmax = 12 V/s; APDgo =
300 ms; RMP=-57 mV) in silico lx4 injection were selected. Activated so-
dium current during AP was measured by subtracting traces before and
after adding 30 uM tetrodotoxin TTX in Ing-specific intracellular and ex-
tracellular (with 130 mM NaCl concentration) solutions (Supplementary
material online, Table S5). Ic, | was considered as the Nifedipine-
sensitive (4pM) calcium current recorded using lc,  solutions
(Supplementary material online, Table S5).

2.10 Luciferase assay

SCN5A BS2- (from -261 to +613 bp of the TSS) and BS2+ (from -261 to
+1072bp from TSS) Plasmids (150ng), pGL2-Renilla (15ng) with or
without GATA4 expressing vector (150 ng) and with or without either
of the wild-type or mutated forms of IRX5 expressing vectors (150 ng)
were transfected into HEK293 cells using Lipofectamine 2000 (Thermo
Fisher Scientific). DNA quantities were equalized in each condition using
empty pcDNA3.1. Cells were harvested 48 h later and luciferase activity
was measured using Dual Luciferase reporter assay system (Promega).

2.11 Microscale thermophoresis

Microscale thermophoresis (MST) was used to verify protein interaction
with DNA according to Nanotemper instructions. Briefly, HEK293 cells
transfected by IRX5-GFP expressing vector were used to produce fluo-
rescently labelled IRX5 protein. Cell lysates were prepared using a buffer
containing 20mM Tris-HCl, 130mM NaCl, 1% NP40, and protease
inhibitors cocktail. Titration series were performed to obtain varying
concentrations of SCN5A plasmids. Measurements were accomplished in
standard treated capillaries on Monolith NT.115 instrument using 80%
of laser power.
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Figure | IRX5 TF and conduction genes expression in human cardiac tissues. (A) Heatmap displaying expression level of 212 cardiac genes (ion chan-
nels and TFs) in murine atrial and ventricular tissues measured by TLDA (-ACt), and in human atrial and left ventricular samples (GTEx). Murine genes
were clustered using hierarchical ascending method with an uncentred correlation metric and average linkage. Heatmap of the same genes was obtained
in human tissues based on the murine cluster, in a supervised hierarchical manner. Yellow and blue indicate high and low expression levels, respectively.
Representative genes of the ventricular-specific gene cluster are listed in the yellow box. (B) Comparative analysis of the expression pattern of genes
encoding sodium channels and gap junction proteins in human left ventricular tissues, to the IRX5 gene expression pattern (GTEx). Samples were or-
dered according to their IRX5 expression levels (white/purple gradient from the lowest to the highest). Keeping the same sample organization, a white/
purple colour gradient was then similarly applied to selected genes involved in ventricular conduction of electrical influx (the median GTEx expression
level in left ventricular samples is indicated on the left for each gene). Pearson correlation values between each sodium channel or gap junction gene and
IRXS expression profiles are shown using white/pink colour gradients. (C) Representative immunoblots of IRXS, Na, 1.5, and Cx40 levels in human pro-
tein lysates of ventricular subendocardial (Endo) and subepicardial (Epi) samples obtained from three human left (LV) and right ventricles (RV).
Corresponding averaged IRXS5, Na, 1.5, and Cx40 protein expression levels obtained from tissue samples of three individuals, technically replicated one
to three times and normalized to Stain free.
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Figure 2 Characterization of IRX5-mutated hiPS-cardiomyocytes. (A) lllustrative immunostainings of IRX5 (red) and Troponin | (green) in hiPS-CMs,
merged with a nuclear staining using DAPI (blue). To confirm nuclear localization of IRX5, XZ orthogonal planes are illustrated next to each picture. (B)
Representative traces and distribution (as percentage) of nodal-like, atrial-like, and ventricular-like cells, based on the analysis of AP parameters in sponta-
neously beating hiPS-CMs (Ctrl: n = 40; A150: n = 78; N166K: n = 80). (C) IRXS5 mRNA expression level in control and mutated hiPS-CMs at Day 28 of
cardiac differentiation using TagqMan" technique (Ctrl: n = 22; A150P: n = 8; N166K: n = 14). (D) Nuclear expression level of IRXS protein in control and
mutated hiPS-CMs, normalized to Stain free. Representative immunoblot showing IRXS5 expression in the nuclear protein fraction (Ctrl: n = 11; A150P:

n=10;N166K:n=11).

2.12 Statistical analysis

Results are expressed as mean+S.E.M. Comparisons were made using
Student’s t-test, or two-way ANOVA with Bonferroni post hoc test for
repeated measures. Values of P<0.05 were considered statistically sig-
nificant. Statistical analyses were performed with GraphPad Prism
software.

3. Results

3.1 IRX5 TF expression correlates with
conduction genes expression in human
cardiac tissues

Transcriptomic analyses were performed to obtain a systemic view of
IRX5-driven gene regulations and to direct further functional analyses. In
order to identify evolutionary-conserved IRX5-coregulated genes in con-
tractile tissues, expression profiles of cardiac genes including ion chan-
nels and TFs were compared between murine and human tissues.
Overall, the global gene expression contrast profile between atrial and
ventricular murine tissues was conserved in human samples (Figure 1A).
The cluster of genes that are more expressed in ventricular tissues, in-
cluded IRX5 and several genes involved in cardiac conduction, such as
SCN5A, which encodes the main cardiac sodium channel Na,1.5
(Figure 1A). Then, the correlations between IRX5 gene expression level
and those of sodium channels and connexins (Cx), the two main families
of genes implicated in cardiac conduction in humans, were investigated
in the ventricles. Interestingly, SCN5A and GJA5, encoding one of the
main cardiac Cx, Cx40, showed the strongest correlation coefficient
with IRXS5, respectively, 0.62 and 0.60 (Figure 1B). In accordance with

these results and confirming previous reports,”>*' % both Na,1.5 and
Cx40 shared a gradient of protein expression similar to that of IRX5
throughout the human ventricular wall with a higher level in subendocar-
dium, which also includes Purkinje fibres, as compared to subepicardium
(Figure 1C).

Taken together, these analyses shed light on the importance of study-
ing the role of IRX5 in the regulation of cardiac ventricular genes, and
more specifically in the regulation of players of cardiac electrical conduc-
tion in human ventricles. The analysis of the role of IRX5 in humans was
then pursued using hiPSCs obtained from three non-diseased individuals
(shown as averaged) as well as from two patients carrying different LOF
mutations in IRX5 gene associated to a prolonged QRS interval in com-
parison with normal limits in children on the ECG,*® together with a right
bundle branch block®*¢ (Supplementary material online, Figure S2A).

3.2 IRX5-mutated hiPS-CMs derived from
HMMS patients are a relevant model to
study IRXS5 role

Dermal fibroblasts of two Hamamy patients who are homozygous car-
riers of either the A150P- or the N166K-IRX5 mutation® and of three in-
tra- and extra-familial control subjects were reprogrammed into hiPSCs.
Mutations were confirmed by sequencing in hiPSCs (Supplementary ma-
terial online, Figure S2B). Genome integrity was validated using SNP
analysis (data not shown). Expression of pluripotency markers was veri-
fied in hiPSCs (Supplementary material online, Figure S2C-E).

We then investigated whether all hiPSC lines differentiated in a com-
parable manner. Principal component analysis of individual transcrip-
tomic profiles as well as correlation analysis showed that samples mainly
clustered according to their differentiation stage (Supplementary
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Figure 3 Transcriptomic aberrations in IRX5-mutated cardiomyocytes. (A) Heatmap showing hierarchical clustering of expression profiles of the 745
differentially expressed genes obtained by 3'-SRP in control (Ctrl, n = 13) and IRX5-mutated (n = 8) hiPS-CMs at Day 28 of differentiation. About 41%
and 59% genes were upregulated and downregulated in IRX5-mutated hiPS-CMs, respectively. Yellow and blue represent high and low expression levels,
respectively. Relevant genes implicated in the function or regulation of cardiac electrical conduction are highlighted on the right. (B) Histograms showing
expression levels of differentially expressed genes in IRX5-mutated hiPS-CMs (n = 9) identified using TLDA, as compared to control hiPS-CMs (n = 12). *
and **: P < 0.05 and P < 0.01 vs. control, respectively (t-test). (C) Top panel: Functional annotation of differentially expressed genes at Day 28 of differenti-
ation, obtained by 3/-SRP and TagMan. Histograms showing over-represented Reactome pathways. Only pathways with enrichment score >2 and P <
0.05 are shown. Bottom panel: Detailed muscle contraction pathway is represented.

material online, Figure S3A and B). Furthermore, all control and IRX5-mu-
tated hiPS-CMs presented a similar global change in gene expression
compared to that of hiPSCs (Supplementary material online, Figure S3C).
These data showed that all hiPSCs, irrespectively of their genetic back-
ground, differentiated similarly into cardiac cells. Immunostaining analysis

showed that striated troponin | was present in CMs derived from each
hiPSC line (Figure 2A) and a known marker for ventricular electrical activ-
ity, Connexin 43, was present in all lines (Supplementary material online,
Figure S4). Expression of specific markers for atrial and ventricular cells
revealed the presence of both these cell types in the differentiated
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hiPSCs, but not their proportions (Supplementary material online, Figure :  type forming the majority of hiPS-CMs (Figure 2B). Altogether, these data
S5). AP recordings further confirmed the presence of atrial-ike and :  confirmed that control and IRX5-mutated hiPSCs differentiated similarly
ventricular-like cells, but also nodal-like cells, in proportions that were : into CMs, and therefore that hiPS-CMs are a relevant model to investi-
comparable in control and mutated hiPS-CMs, with the ventricular-like :  gate the role of IRX5 in ventricular electrical conduction.
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Figure 5 IRXS loss-of-function leads to a slower upstroke velocity via reduction of In,. (A) Top panel: representative traces of ventricular APs mea-
sured in IRX5-A150P and -N166K mutated and control hiPS-CMs paced at 700-ms cycle length with their corresponding first derivatives of the stimulus
(S) and of the AP upstroke phases (arrows) of the APs. Dashed lines show the part of the APs on which the derivatives have been calculated. Bottom
panel: Box whisker plots of maximum upstroke velocities of ventricular APs when pacing at 700-ms cycle length without in silico lg4 injection. (B) Resting
membrane potentials (RMPs) measured from ventricular APs paced at 700-ms cycle length with or without in silico lx1 injection. Mean and S.E.M. are indi-
cated; n: same as in A and C. (C) Top panel: representative traces of ventricular APs measured in A150P and N166K IRX5-mutated and control hiPS-CMs
paced at 700-ms cycle length with their corresponding first derivatives of AP upstroke (arrows). Bottom panel: Box whisker plots of maximum upstroke
velocities of ventricular APs when pacing at 700-ms cycle length and under dynamic clamp with in silico I injection. * and **P < 0.05 and P < 0.01 vs. con-
trol, respectively (t-test). (D) Representative traces of Iy,-T TX-sensitive and I, -Nifedipine-sensitive in control hiPS-CMs, obtained by subtraction of the
current recorded before and after application of the inhibitors, when applying typical ventricular-like AP voltages, depicted on top. (E) Superimposed rep-
resentative traces of |y, recorded when applying the depicted voltage-clamp protocol, and mean current densities (pA/pF) vs. membrane potential (EM)
recorded in hiPS-CMs. *** and ###P < 0.001 vs. control (n = 27) for, respectively, IRX5-A150P (n = 31) and -N166K hiPS-CMs (n = 30) (Two-way
ANOVA with Bonferroni post hoc test). (F) Superimposed representative traces of I, | recorded when applying the depicted voltage-clamp protocol,
and mean current densities (pA/pF) vs. membrane potential (EM) obtained in hiPS-CMs (Ctrl: n = 15; A150P: n = 14; N166K: n = 23).
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Regarding the impact of IRX5 mutations on its own expression, tran-
scriptional analysis and nuclear protein expression revelation showed
comparable IRX5 expression levels in control and [RX5-mutated hiPS-
CMs (Figure 2C and D). Finally, immunostainings of hiPS-CMs constantly
showed localization of IRX5 in CM nuclei (Figure 2A). These data showed
that A150P and N166K mutations neither alter IRX5 expression nor its
localization in hiPS-CMs.

3.3 Key cardiac electrical conduction gene
expression depends on IRX5

Global transcriptomic analysis in hiPS-CMs, using 3'-SRP, unveiled 745
genes differentially expressed between control and IRX5-mutated cells.
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These include several cardiac electrical conduction genes such as HEY2
and TBX5 TFs, that have been shown to present a gradient of expression
within the ventricular wall opposite to the one of IRX5, suggesting that
they may be negatively regulated by IRXS (Figure 3A)3437 Using high-
throughput real-time RT-PCR (TLDA), we also analyzed a set of 96
genes, including mostly genes with low expression level that could not
be properly detected using 3’-SRP (Figure 3B). Overall, for the genes
detected with both techniques, expression profiles were concordant
(Supplementary material online, Figure S6). Biological pathway enrich-
ment analysis revealed that differentially expressed genes were enriched
in pathways involved in cardiac structure, in the regulation of cardiac
conduction, and in muscle contraction, and more specifically in the car-
diac conduction and phase 0 AP-depolarization functions, mainly linked
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Figure 6 IRXS5 interacts with SCN5A and GJA5 promoters. (A) Schematic representation of potential binding sites for IRX5 (BS, in green; numbers indi-
cate position referring to TSS) on SCN5A promoter identified in silico, and PCR amplification using primers specific for each BS after hiPS-CMs ChIP with
an antibody against IRX5. Results are shown as ratio of the immunoprecipitated (IPed) DNA relative to intergenic region (IR). CP, core promoter; TSS,
transcription starting site. #P < 0.05 vs. IR in control samples (n = 8); ***P < 0.001 vs. control in IRX5-mutated samples; A150P n = 5 and N166K: n = 7 (t-
test). (B) IRXS interaction with GJA5 promoter obtained as in A Ctrl: n = 6; A150P: n = 5; N166K: n = 7. (C) Dissociation constant (Kd) between IRX5 pro-
tein and SCN5A promoter obtained after MST test using constant concentration of IRX5 protein and decreasing concentration of SCN5A promoter plas-
mids (from 650 to 0.0099 nM). Two different plasmids containing parts of SCN5A promoter were used: BS2- plasmid, from -261 to +613 bp, that did not
contain IRX5 BS2, and BS2+ Plasmid, from -261 to 41072 bp, which contained IRX5 BS2. Left panel, fitted curves issued using law of mass action. Right
panel, histograms showing mean and S.EM. Kd (n = 3 per group, from three separated preparations). (D) Luciferase experiments in HEK293 cells cotrans-
fected with BS2+ Plasmid, containing luciferase cDNA under the control of SCN5A promoter region (from -261 to +1072 bp), and with expressing vec-
tors encoding wild-type (WT), A150P, or N166K-mutated IRX5 cDNA. Firefly luciferase activity was normalized to Renilla activity (mean£S.EM., n =3
per group, from three separated preparations) and is shown as ratio vs. condition without IRX5 plasmid.
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to the activity of SCN5A and GJA5 (Figure 3C and Supplementary material
online, Figure S3D). More precisely, analyses of IRX5-A150P and -N166K
hiPS-CMs concordantly showed major mRNA and protein expression
reductions of both SCN5A and GJA5 (Figure 4A and B). In addition, confo-
cal microscopy further confirmed that Na, 1.5 and Cx40 expression was
decreased in troponin T positive IRX5-A150P and -N166K mutated
hiPS-CMs (Figure 4C).

Taken together, hiPS-CMs carrying IRX5 LOF mutations, exhibited al-
tered expression of key genes involved in cardiac electrical conduction,
suggesting a role for IRX5 in the direct transcriptional control of these
genes.

3.4 AP depolarization and Iy, density are
modulated by IRX5

Given the delayed ventricular conduction phenotype observed in
HMMS, a slower AP depolarization in patient-derived hiPS-CMs was
expected. However, the maximal depolarization velocity (dV/dt,.,) of
ventricular APs, was not statistically reduced in IRX5-mutated hiPS-
CMs (Figure 5A). We hypothesized that hiPS-CMs being immature and
lacking Ig4, cellular RMPs (RMPs) of hiPS-CMs were too depolarized
(around -60 mV, as shown in Figure 5B), and may not be suitable for
proper activation of depolarizing currents. To overcome this issue, an
in silico lg4 injection was performed. It brought ventricular RMPs to
about -80 mV (Figure 5B) and induced (i) an increase in dV/dt,, back
to physiological values in control hiPS-CMs and (i) a significant reduc-
tion in dV/dtmax in IRX5-mutated hiPS-CMs (Figure 5C). The contribu-
tion of Ina and Ic,, | to AP depolarization as a function of ls injection
was then investigated. They were measured when ventricular-like AP
voltages, recorded with or without ly4 injection, were applied to con-
trol hiPS-CMs. Without Iy injection, I, | contribution to the depolar-
ization phase was greater than that of /\,, while with Ikq injection, Ina
became the main contributor (Figure 5D). This suggests that the dV/
dt;ax reduction observed in IRX5-mutated hiPS-CMs under Ig4 injec-
tion was due to a functional reduction of Iy, but not of Ic, |.
Confirming this hypothesis, Iy, was reduced by half in IRX5-mutated
hiPS-CMs (Figure 5E and Supplementary material online, Figure S7A)
without any change in the activation and inactivation curves as well as
in the recovery from inactivation kinetics (Supplementary material on-
line, Figure S7B and C and Table $6). In contrast to Iy, reduction, no
modification in I, | density was observed (Figure 5F). Together with
the SCN5A expression alteration, these data suggest that a slower ven-
tricular AP depolarization due to Iy, reduction may participate to the
prolonged QRS observed in HMMS.

3.5 IRXS5 interacts with SCN5A and GJAS5

promoters

Considering the altered transcription of SCN5A and GJA5 induced by
IRX5 LOF, we explored whether IRX5 regulates directly their pro-
moters. An in silico analysis showed that SCN5A promoter region includes
three potential TF-BS for IRX5 (Figure 6A). In accordance with previous
studies on mice,® human GJA5 promoter region was free from any con-
served IRX BS (Figure 6B). Immunoprecipitation of IRX5-associated chro-
matin showed an enrichment of SCN5A-BS2 in control hiPS-CMs,
revealing an interaction with IRX5, but not in IRX5-mutated hiPS-CMs
(Figure 6A). On the other hand, despite the absence of in silico identifica-
tion of conserved IRX-BS on GJAS promoter, an interaction between
IRXS5 and GJAS core promoter was found in control hiPS-CMs, that was
again absent in [RX5-mutated hiPS-CMs (Figure 6B). These data strongly

suggest that IRX5 interacts with SCN5A and GJA5 promoters to regulate
their expression in hiPS-CMs.

To further investigate the direct interaction between SCN5A promoter
and IRX5, their binding affinity was evaluated. Two different DNA con-
structs containing SCN5A promoter were used: BS2+ plasmid, containing
IRX5 BS2 and BS2- plasmid, lacking IRX5 BS2. Interestingly, IRXS protein
did bind to BS2+ plasmid but not to BS2- plasmid, confirming that IRX5
protein binds to SCN5A promoter when BS2 is present (Figure 6C).

Finally, the functional consequences of IRXS binding on SCN5A pro-
moter were further evaluated using luciferase assay with the BS2+ plas-
mid construct. Unexpectedly, neither IRX5 nor its mutated forms
activated the ludiferase reporter gene (Figure 6D), indicating that another
TF may be required to allow IRX5 to regulate SCN5A expression. This
prompted us to investigate the role of potential critical partners for
IRXS, already known to be important for regulation of cardiac develop-
ment and electrical function, such as GATA4. GATAA4, a cardiogenic TF,
has indeed been previously shown to regulate SCN5SA expression®® and
an interaction between Irx5 and another member of the Gata family of
TFs, Gata3, has been unveiled during craniofacial development.®

3.6 IRX5 and GATA4 cooperatively

regulate SCN5A expression in human CMs

Comparably in human cardiac ventricular samples and control hiPS-
CMs, among GATA family members, GATA4 was the most strongly
expressed (Figure 7A). In hiPS-CMs, GATA4 co-
immunoprecipitated with IRX5 and this interaction was not altered in
IRX5-mutated hiPS-CMs (Figure 7B). As SCN5A promoter contains two
sites for GATA4 binding (BSa and BSb),*® chromatin immunoprecipita-
tion (ChIP) experiments using IRX5 antibody showed that IRX5 inter-
acted with GATA4 BSb region in control and IRX5-mutated hiPS-CMs
(Figure 7C). Binding affinity analysis further validated the direct interaction
between SCN5A promoter and the heterodimer IRX5-GATA4, as a
binding was observed when both IRX5 and GATA4 proteins were

control

mixed with BS2- plasmid, in opposition to when IRX5 alone was mixed
with BS2- plasmid (Supplementary material online, Figure S8). Therefore,
IRX5 not only binds directly to BS2 on SCN5A promoter but also binds
the BSb site together with GATAA4. Finally, to further dissect the role of
IRX5 and GATA4 on SCN5A transcription activation, luciferase assays
were performed with plasmids containing either BSb only (BS2- plasmid)
or BSb and BS2 (BS2+ plasmid). Co-transfection of GATA4 expressing
vector with either plasmid triggered a similar increase in luciferase activ-
ity, confirming that GATA4 activated SCN5A promoter through a direct
interaction with BSb (Figure 7D). Interestingly, when IRX5 was added to
these combinations, it potentiated by 1.6 times the effect of GATA4 on
BS2- plasmid, and by 3.9 times the effect of GATA4 on BS2+ plasmid
(Figure 7D). This further demonstrated that the direct binding of IRX5 to
BS2 is important for proper activation of SCN5A expression. Conversely,
no potentiation of GATA4 activation of SCN5A promoter was observed
when A150P- or N166K-mutated IRX5 were added to the various com-
binations (Figure 7D). Interestingly, in contrast to IRX5 and SCN5A, which
shared similarly graded expression patterns, GATA4 was homogeneously
expressed both in atria and ventricles, and throughout the ventricular
wall (Supplementary material online, Figure S?A-D). This suggests that
GATAA4 triggers basal expression of SCN5A throughout cardiac tissues,
while IRX5 is responsible for the establishment of its expression
gradient.
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Figure 7 IRX5 and GATA4 cooperate to regulate SCN5A expression. (A) GATA transcripts expression ratios vs. GATA5 (GATA TF with the lowest ex-
pression). Transcript expression ratios were calculated using GTEx data for human ventricular tissues and using TLDA analysis for control hiPS-CMs.
Data are expressed as mean+S.E.M. (B) Representative western blots of IRX5 and GATA4 in control and IRX5-A150P mutated hiPS-CM lysates immuno-
precipitated with anti-IRX5 antibody. Quantification of the amount of GATA4 co-immunoprecipitated with IRXS5, in control and, IRX5-A150P and -
N166K mutated hiPS-CMs. Results are shown as ratios of the co-immunoprecipitated (IPed) GATA4 normalized to the IPed IRX5 amounts (Ctrl: n = 20;
A150P: n = 11; N166K: n = 8). (C) Schematic representation of IRX5 binding site (BS; green) and GATA4 BS (pink) on SCN5A promoter (numbers indicate
position referring to TSS), and PCR amplification using primers specific for each BS after hiPS-CMs ChIP with an antibody against IRX5. Results are shown
as ratio of the IPed DNA relative to intergenic region (IR). TSS: transcription starting site. #P < 0.05 vs. intergenic region (t-test). Ctrl: n = 7; A150P n = 4
and N166K: n = 6. (D) Luciferase experiments in HEK293 cells cotransfected with BS2- plasmid, containing luciferase cDNA under the control of SCN5A
promoter region (-261 to +613 bp) with GATA4 BSb but not IRX5 BS2 (white bars), or BS2+ plasmid, containing luciferase cDNA under the control of
SCN5A promoter region (-261 to +1072 bp) with GATA4 BSb and IRX5 BS2 (green bars), and with the indicated GATA4 or/and IRX5 expressing plasmids.
Firefly luciferase activity was normalized to Renilla and is shown as ratio to its activity when transfected with SCN5A plasmids only. Results are displayed
for three independent cell preparation and transfection. ****P < 0.0001 vs. condition with no IRX5/GATA4 plasmid; ### and ####P < 0.001 and P <

0.0001 vs. condition with GATA4 plasmid only; $$$P < 0.001 vs. condition with GATA4 + WT-IRXS plasmids (t-test).

4. Discussion

This study demonstrates that IRX5 TF is instrumental for proper control
of electrical activity in human CMs. hiPS-CMs generated from patients
with rare mutations in IRX5 recapitulated their clinical features of ven-
tricular depolarization delay, through an alteration in the regulation of
major sodium channel and connexin-encoding gene expression.

4.1 hiPSCs as a model to study TFs

It is commonly acknowledged that stem cell-derived CMs fail to fully re-
capitulate adult CM features® Accordingly, expression of both
Connexin 40 and Connexin 43 was observed in the hiPS-CMs. While
the adult ventricular myocardium is known to express Connexin 43 but
nearly no Connexin 40, known to be specifically expressed in adult
Purkinje fibres, prenatal ventricular myocardium expresses Connexin 43
and Connexin 40 in an overlapping pattern.*” Thus, the foetal-like

phenotype of ventricular hiPS-CMs may explain why they express not
only Connexin 43 but also Connexin 40. Nevertheless, hiPS-CMs have
been used successfully so far in >35 studies of cardiac arrhythmic dis-
eases and channelopathies.*® Recently, two studies showed the role of
TFs in cellular dysfunction associated to cardiac morphogenetic and elec-
trical defects using hiPS-CMs.*"*? The present work additionally enfor-
ces the use of hiPSCs as a relevant model for studying the role of TF in
the regulation of cardiac electrical conduction. Indeed, with in silico lx4 in-
jection, we revealed cellular phenotypic traits that are consistent with
the patient’s clinical phenotype, e.g. QRS complex prolongation ob-
served on the patient’s ECG.

4.2 Interspecies regulatory pathway
differences

Electrophysiological properties across species are known to be differ-
ent,* suggesting that the roles of cardiac TFs can differ from one species
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to another. Here, in agreement with this postulate, comparably to what
was previously demonstrated for Irx3 and its regulation of fast conduc-
tion in the murine heart,® an induction of GJAS expression by IRX5 has
been found in human iPS-derived CMs. However, Irx5KO mice did not
exhibit conduction delay and murine Irx5 was not shown to regulate the
expression of Cx.*®

Moreover, the patients, unlike Irx5KO mice, do not display ventricular
repolarization abnormalities, but a conduction defect. Indeed, the dele-
tion of Irx5 in mice leads to the abolishment of the T wave on the ECG
due to the loss of the transmural gradient of expression of Kend2, at the
root of one major player of ventricular repolarization in mice, /, but not
in human heart, where KCND3 constitutes the predominant alpha-
subunit generating Im.22 Another argument in favour of interspecies dif-
ferences in gene regulation by IRX TFs is that, due to its transmural gradi-
ent of expression, Irx5 establishes gradients of expression for its target
genes. That is how, in mice, Kend2 ventricular gradient is known to be
established. In human, it is unlikely that IRX5 regulates KCND3 expres-
sion, as, in opposition to IRXS, its expression is uniform across the ven-
tricular wall.”?

Along with this rationale, in this study, using patient-derived CMs, a
role for IRX5 in the regulation of the expression of the major actors of
conduction of the electrical influx, sodium channel subunit, and connexin
was elucidated. These data illustrate interspecies differences in the
mechanism of action of IRX TFs, demonstrating the importance of using
appropriate models to study human diseases.

4.3 Complex regulatory pathway underlies
electrical conduction

Conduction of electrical influx throughout the ventricles is mediated not
only by connexins but also by inward currents responsible for the depo-
larization phase of APs. Here, among these inward currents (I, and Ic,,
1): Ina reduction has been identified as the trigger of the impaired AP up-
stroke velocity in mutated hiPS-CMs. Concordantly, SCN5A mRNA ex-
pression level is significantly reduced by 2.8- and 4.6-folds, in A150P and
N166K hiPS-CMs as compared to control cells, respectively. At the pro-
tein level and as discussed above, Nav1.5 protein expression level is sig-
nificantly reduced by 3- and 3.3-folds, in A150P and N166K hiPS-CMs as
compared to control cells, respectively. And finally, at the functional
level, [N, current density is significantly reduced by 2- and 2.7-folds, in
A150P and N166K hiPS-CMs as compared to control cells, respectively.
In agreement with a direct transcriptional regulation, IRX5 binds to and
activates SCN5A proximal promoter in control hiPS-CMs whereas muta-
tions in IRX5 prevent this interaction. Surprisingly, at the functional level,
luciferase assays showed that IRX5 alone was not able to activate
SCN5A, suggesting that regulation of SCN5A is due to a combinatorial ef-
fect of several factors. In accordance, IRX5 and GATA4 have been found
to interact with each other allowing IRX5 to bind to a previously de-
scribed GATA4 BS on SCN5A promoter and to enhance GATA4 effect on
SCN5A activation. Interestingly, while IRX5 and SCN5A display a compa-
rable gradient of expression through the ventricular wall, as well as be-
tween atria and ventricles, GATA4 has a more uniform pattern of
expression. We thus hypothesized that GATA4 and IRX5 could act co-
operatively where GATA4 may be important for basal expression of
SCN5A in human CMs while IRX5 creates its gradients of expression in
the heart. Genetic expression and/or function abnormalities of SCN5A
together with conduction defects have been previously linked to other
rare arrhythmic diseases, such as Brugada syndrome.**** Thus, the cur-
rent study elaborating the role of IRXS in the control of ventricular

conduction through the regulation of SCN5A presents a framework for
future studies on its potential implication in other complex diseases such
as Brugada syndrome.

4.4 Study limitations

Arrhythmic diseases often present with a wide spectrum of phenotypes,
even among patients belonging to the same family. The individual genetic
background is thought to play a major role in this heterogeneity. In the
context of hiPSC-based disease modelling, the use of isogenic control,
where the genetic variant has been corrected in the patient iPS cell line,
is increasingly employed. The present study aimed at dissecting IRX5 reg-
ulatory mechanisms of human cardiac electrical function by modelling
HMMS. Therefore, we chose to perform a comparative analysis between
control and two hiPSC lines obtained from two HMMS patients belong-
ing to different families and harbouring different LOF mutations in IRX5.
For all studied parameters, similar results have been obtained for both
types of mutated hiPS-CMs as compared to control cells, strongly sup-
porting a specific role for IRX5 in the pathological phenotype and
thereby minimizing the relevance of using isogenic controls.

We suggested the presence of Cx40 and Nav1.5 protein gradients
through human adult ventricular wall (Figure 1C), although the presence
of Purkinje fibres in the endocardial samples likely participate to the ex-
pression differences. Indeed, higher levels of protein and or current have
been observed in Purkinje fibres as compared to endocardial myocytes,
in the adult heart.***/

5. Conclusion

In conclusion, the present data suggest that functional IRXS5 is essential for
regulation of sodium channel- and connexin-gene expression, ensuring
proper conduction of the electrical influx between CMs. Furthermore, a
role for this TF in the orchestration of the gene expression programme
governing ventricular electrical depolarization in human was uncovered,
bringing to light a new potential option for therapeutic intervention.

Supplementary material

Supplementary material is available at Cardiovascular Research online.
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Translational perspective

arrhythmias.

Inherited cardiac arrhythmias account for ~20% of sudden cardiac deaths, of which a small portion are monogenic familial diseases with mutations
in cardiac ion channels. However, pathogeny of inherited cardiac arrhythmias is increasingly thought to result from complex mechanisms involving
altered regulation of multiple effectors expression. Taking advantage of cardiomyocytes derived from HMMS patients, carrying loss-of-function
mutations in IRX5 transcription factor, we uncovered an important role for IRXS5 in the regulation of several major players of ventricular depolariza-
tion conduction and in arrhythmogenesis. Thus, this study supports systematic screening for genetic variants in IRX5 in inherited cardiac
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ABSTRACT

Four human induced pluripotent stem cell (hiPSC) lines have been generated from healthy control European donors, and validated. This resource represents a useful
tool for stem cell-based research, as references for developmental studies and disease modeling linked to any type of human tissue and organ, in an ethnical-, sex- and
age-matched context. They providea reliable in-vitro model for single cell- and tissue-based investigations, and are also a valuable tool for genome editing-based
studies.

1. Resource Table: (continued)
Age: 55
Unique stem cell lines identifier ITXi005-A Sex: Male
ITXi006-A Ethnicity: European
ITXi007-A
ITXi008-A 202CT (ITXi007-A)
Alternative name(s) of stem cell lines MS573 (ITXi005-A) Age: 29
WT8288 (ITXi006-A) Sex: Female
202CT (ITXi007-A) Ethnicity: European
SD378M (ITXi008-A)
Institution L’institut du thorax (INSERM UMR1087, SD378M (ITXi008-A)
CNRS UMR6291) Age: 49
Contact information of distributor Guillaume Lamirault, guillaume. Sex: Female
lamirault@univ-nantes.fr Ethnicity: European
Type of cell lines iPSC Cell Source MS573, WT8288 and SD378M:
Origin Human Peripheral blood mononuclear cells
Additional origin info required MS573 (ITXi005-A) 202CT: Urine progenitor cells
Age: 16 Clonality Clonal (molecular karyotyping)
Sex: Male Method of reprogramming MS573, WT8288 and SD378M:

Ethnicity: European

WT8288 (ITXi006-A)

(continued on next column)

Integration-free Sendai virus expressing
human OCT4, SOX2, KLF4, and ¢-MYC
202CT: Episomal system

(continued on next page)
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(continued)
Genetic Modification No
Type of Genetic Modification N/A
Evidence of the reprogramming RT-qPCR
transgene loss (including genomic
copy if applicable)
Associated disease N/A
Gene/locus N/A

Date archived/stock date

MS573: 09-13-2016

WT8288: 04-16-2015

202CT: 03-14-2018

SD378M: 02-05-2019

MS573: https://hpscreg.eu/cell-line/
ITXi005-A

'WT8288: https://hpscreg.eu/cell-line/
ITXi006-A

202CT: https://hpscreg.eu/cell-line
ITXi007-A

SD378M: https://hpscreg.eu/cell-line/
ITXi008-A

A signed informed consent has been
obtained from all donors..
Authorizations

have been obtained from competent
ethics review board (CPP Ouest
1In°2010-33)

and approval authority (MESR n°DC-
2011-1399) to generate these lines.

Cell line repository/bank

Ethical approval

2. Resource utility

Somatic cells from four healthy control donors, belonging to the
French population, have been reprogrammed into hiPSC lines using non-
integrative methods. They can be used as a reference for disease
modeling, developmental investigations and genetic editing, especially
in the context of ethnical-, sex- and age-matched studies.

3. Resource details

In the field of stem cell research there is a need for ethnical-, sex- and
age-matched control hiPSC lines as a proper experimental reference
(Volpato and Webber, 2020). Therefore, in the present study, we
selected four healthy donors from the French population that varies in
term of age and sex, in order to generate hiPSC lines. European ancestry
of the four individuals was assessed after genotyping on Affymetrix
PMRA array, pruning (r*> < 0.2) and creating an identity-by-state (IBS)
matrix containing (1) the four cell lines, (2) European ancestry samples
and (3) reference populations from the 1000 Genomes Project. Two of
them, MS573 and WT8288, are male subjects of age 16 and 55,
respectively (Belbachir et al., 2019). The other two, 202CT and
SD378M, are female subjects of age 29 and 49, respectively. Further-
more, hiPSC lines have been generated from peripheral blood mono-
nuclear cells (PBMCs) using Sendai virus method for MS573, WT8288
and SD378M, and from urine progenitor cells using episomal system for
202CT.

All cell lines were cultured in StemMACS iPS-Brew XF medium on
Matrigel®-coated plates (Fig. 1A left panels) and were mycoplasma free
(Fig. 1E). Also, loss of Sendai virus expression was verified by RT-qPCR
for the three lines reprogrammed by this technology (Fig. 1B). Proper
expression of OCT3/4 and TRA-1-60 pluripotency proteins was assessed
by immunocytochemistry (Fig. 1A right panels). Furthermore, NANOG,
POUSF1 and SOX2 were highly expressed in all cell lines and more than
90% of the cells were positive for SSEA4 and TRA-1-60 expression
(Fig. 1C and 1D). Differentiation potential into derivatives of the 3
embryonic germ layers was confirmed using spontaneous embryoid
body formation and differentiation followed by RT-qPCR analysis. It
showed upregulation of ectodermal, mesodermal and endodermal
markers, while pluripotency markers were downregulated (Fig. 1G).
Finally, no chromosomal aberrations were revealed with molecular

Table 1

Characterization and validation.
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Classification

Test

Result Data

Morphology

Phenotype

Genotype

Identity

Mutation
analysis (IF
APPLICABLE)

Microbiology
and virology

Photography Bright field

Qualitative analysis
(Immunocytochemistry)

Quantitative analysis
(Flow cytometry and RT-
qPCR)

Molecular karyotyping
(SNP array; greater than
300000 markers)

CNV analysis

Sequencing
Southern Blot OR WGS

Mycoplasma

Normal Fig. 1A left

panels

Assess staining/ Fig. 1A

expression of right

pluripotency panels

markers: OCT3/4,

TRA-1-60

MS573:

o TRA-1-60:
96.2%

* SSEA-4: 94.7%

o Expression of
NANOG,
POUSF1 and
SOx2

WT8288:

o TRA-1-60:
90.0%

o SSEA-4: 90.3%

o Expression of
NANOG,
POUS5F1 and
SOXx2

SD378M:

o TRA-1-60:
89.3%

o SSEA-4: 99.8%

o Expression of
NANOG,
POUSF1 and
SOX2

202CT:

e TRA-1-60:
95.6%

o SSEA-4: 99.8%

o Expression of
NANOG,
POUSF1 and
Sox2

MS573: 46,XY;

Normal

karyotype;

WT8288: 46,XY;

Normal

karyotype;

SD378M: 46,XX;

Normal

karyotype; 202CT:

46,XX; Normal

karyotype

SNP array to Fig. 1IF

compare MS573, and

WT8288, SD378M archived

and 202CT with with the

blood or urine Jjournal

cells. Matching

genotypes confirm

the origins of iPSC

lines

MS573: 66 tested Fig. 1F

sites and

WT8288: 60 archived

tested sites with the

SD378M: 72 journal

tested sites

202CT: 66 tested

sites

N/A N/A

N/A N/A

Fig. 1C
and 1D

Fig. 1H

Mycoplasma
testing by
luminescence:
Negative

Fig. 1E

(continued on next page)
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Table 1 (continued)

Classification Test Result Data

Differentiation Embryoid body formation Expression of Fig. 1G

potential and differentiation genes in embryoid
followed by RT-qPCR bodies: Ectoderm
analysis (PAX6);
Mesoderm
(HAND1);
Endoderm
(SOX17)
List of Expression of markers at o Ectoderm: Fig. 1G
recommended mRNA level (RT-gPCR) PAX6
germ layer e Mesoderm:
markers HAND1
e Endoderm:
SOX17
Donor screening HIV 1 + 2 Hepatitis B, N/A N/A
(OPTIONAL) Hepatitis C
Genotype Blood group genotyping N/A N/A
additional HLA tissue typing N/A N/A
info
(OPTIONAL)

karyotyping (Fig. 1H) and parentality between each hiPSC line and its
corresponding parental somatic cells was confirmed (Fig. 1F). Charac-
terization of the four hiPSC lines is summarized in Table 1 and Table 2.

4. Materials and methods
4.1. Generation and maintenance of hiPSC lines

Collected blood cells were reprogrammed by the iPSC core facility
(PF-iPSC, Nantes) using Sendai virus method (Cytotune reprogramming
Kit, Life technologies) for MS573, WT8288 and SD378M. Regarding the
202CT hiPSC line, episomal integration-free reprogramming was per-
formed on urine progenitor cells (Epi5™ Episomal iPSC Reprogram-
ming Kit, Life Technologies). hiPSC lines were maintained at 37 °C, 5%
C02, 21% 02 in StemMACS ™ iPS Brew XF Medium (Miltenyi Biotec) on
culture plates coated with Matrigel® hESC-Qualified Matrix (0.05 mg/
mL, Corning). At 75% confluency, cells were passaged using Gentle Cell
Dissociation Reagent (STEMCELL™ Technologies).

4.2. Flow cytometry analysis

A total of 1x10° cells in suspension were washed 3 times with PBS/
BSA 0.1% and then incubated with PE-labelled antibodies for 30 min at
4 °C in the dark. Data acquisition was performed using FACSDiva™
software with LSR II instrument (Becton Dickinson, BD).

4.3. Immunofluorescence

Cells were dissociated and seeded onto 8-well IBIDI plates coated
with Matrigel® (p22-MS573; p27-WT8288; p29-SD378M; p44-202CT).
Cultured cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 15 min, per-
meabilized with 0.5% Triton-X100 for 15 min and blocked with 3% BSA
for 30 min. Immunofluorescence stainings were performed using
appropriate primary antibodies (4 °C; overnight) and their corre-
sponding Alexa conjugated antibodies (room temperature; 1 h). DAPI
was used for nuclear staining. Immunostainings were examined using
inverted epifluorescent microscope (Zeiss™ Axiovert 200 M).

4.4. SNP and CNV analysis

Single nucleotide polymorphism (SNP) analysis of hiPSC lines,
compared to parental somatic cells, was used to confirm genome
integrity. DNA was extracted from somatic and hiPSC samples (p23-
MS573; p40-WT8288; p30-SD378M; p16-202CT) using the QIAGEN
QiaAmp kit. 200 ng of gDNA were outsourced to Integragen Company
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Table 2
Reagents details.

Antibodies used for immunocytochemistry/flow-

cytometry
Antibody Dilution ~ Company RRID
Cat #
Pluripotency Markers Rat anti- 1:200 Thermo AB_914299
Immunocytochemistry ~ OCT3/4 Fisher
Scientific
Cat# 14-
5841-80
Pluripotency Markers Mouse 1:200 Thermo AB_891612
Immunocytochemistry  anti-TRA- Fisher
1-60 Scientific
Cat# 14-
8863-80
Pluripotency Markers SSEA-4-PE 5ul/ Thermo AB_ 11151520
Flow cytometry test Fisher
Scientific
Cat# 12-
8843-42
Pluripotency Markers TRA-1-60- Sul/ Thermo AB_ 891602
Flow cytometry PE test Fisher
Scientific
Cat# 12-
8863-82
Nuclear staining DAPI 1ug/ Merck
mL Cat#
D9564
Secondary antibodies Goat Anti- 1:1000 Molecular AB 2534072
Mouse IgG Probes
(H+1L) Cat# A-
Antibody, 11004
Alexa Fluor
568
Conjugated
Secondary antibodies Goat Anti- 1:1000 Molecular AB_141373
Rat 1gG (H Probes
+1L) Cat# A-
Antibody, 11006
Alexa Fluor
488
Conjugated
Primers
Target Size of Forward/Reverse primer (5'-
band 3)
Pluripotency Markers NANOG 109 bp Thermo Fisher Scientific
(TaqMan probe) Cat# Hs02387400
Pluripotency Markers POUSF1 77 bp Thermo Fisher Scientific
(TagMan probe) Cat# Hs04260367
Pluripotency Markers S0x2 91 bp Thermo Fisher Scientific
(TagMan probe) Cat# Hs01053049
Ectoderm Marker PAX6 86 bp Thermo Fisher Scientific
(TagMan probe) Cat# Hs01088114
Endoderm Marker SOX17 149 bp Thermo Fisher Scientific
(TagMan probe) Cat# Hs00751752
Mesoderm Marker HANDI1 65 bp Thermo Fisher Scientific
(TagMan probe) Cat# Hs02330376
House-Keeping Genes ACTB 63 bp Thermo Fisher Scientific
(TagMan probe) Cat# Hs01060665
House-Keeping Genes GAPDH 81 bp Forward: 5'-AAT CCC ATC
(primer) ACC ATC TTC CA-3
Reverse: 5-TGG ACT CCA
CGA CGT ACT CA-3'
Sendai Virus Detection SeV 181 bp Forward: 5'-GGA TCA CTA
(primer) GGT GAT ATC GAG C-3'
Reverse: 5'-ACC AGA CAA
GAG TTT AAG AGA TAT
GTA TC-3'

(Evry, France) for karyotype analysis using HumanCore-24-v1 SNP ar-
rays. Analysis was performed with GenomeStudio software. Chromo-
some abnormalities were determined by visual inspection of LogR ratio
values by comparing parental cells with hiPSC-derived samples. SNP
data were used to compute CNV and validate cell line parentality.
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4.5. Embryoid body formation

hiPSC colonies were detached (p31-MS573; p67-WT8288; p31-
SD378M; p31-202CT) with dispase (STEMCELL™ Technologies),
washed and replated in 6-well low-attachement plates (Costar®, Corn-
ing). The medium was changed the next day and unsupervised EB dif-
ferentiation was started a day after, by incubating cells (37 °C, 5% CO2,
21% 02) in EB medium: 78% (v/v) KnockOut™ DMEM/F-12 (Gibco™)
+ 1% (v/v) GlutaMAX™ Supplement (Gibco™) + 20% (v/v) Knock-
out™ Serum Replacement (Gibco™) + 1X MEM Non-Essential Amino
Acids Solution + 0.1 mM 2-Mercaptoethanol (Gibco™). EB medium was
changed every day during 21 days before RT-qPCR analysis.

4.6. RT-gPCR

Total RNA samples were isolated using the NucleoSpin RNA kit
(MACHEREY-NAGEL) and their quality assessed by NanoDrop1000. One
ng of total RNA was reverse transcribed using High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™). PCR amplification
was performed using (1) FAM-labeled TagMan probes (Applied Bio-
systems™) for pluripotency and differentiation potential, and (2) SYBR-
green master mix and primers (Applied Biosystems™) for SeV loss (p25-
MS573; p17-WT8288; p25-SD378M). Data were normalized to ACTB or
GAPDH.

4.7. Mycoplasma detection

Mycoplasma contamination was assessed (p34-MS573; p83-
WT8288; p17-SD378M; p34-202CT) with MycoAlert™ Mycoplasma
Detection Kit (Lonza) and was interpreted as negative when < 0.9.
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A consistent arrhythmogenic trait in Brugada syndrome

cellular phenotype

To the Editor:

Brugada syndrome (BrS) is an inherited arrhythmic dis-
ease predisposing to sudden cardiac death (SCD), charac-
terized by a typical electrocardiogram pattern that includes
aJ point elevation with a coved type ST segment.! BrS is a
complex genetic disease in which ~20% of patients carry
rare variants in SCN5A gene, whereas the others remain
genetically unresolved.” Despite this genetic complexity,
we hypothesize that a common cellular phenotypic trait is
at the root of this specific BrS ECG pattern. In this study, we
identified a phenotype that is common to human-induced
pluripotent stem cell-derived ventricular cardiomyocytes
(hiPSC-CMs) generated from six Brugada patients with dif-
ferent genetic backgrounds. Our results unmasked a cellu-
lar arrhythmogenic phenotype combining gene expression
and electrical abnormalities, including an increase in late
sodium current.

Six patients affected by type I BrS (BrS1-6; Figure S1;
Tables S1 and S2) with a familial history of SCD or syn-
cope were selected, among whom two carry SCN5A vari-
ants (marked with a * symbol). An additional individual,
not affected by BrS (non-BrS), carrying the same SCN5A
variant as BrS2*, was also recruited, as well as four control
(Ctrl) subjects. Somatic cells from all studied subjects were
reprogrammed into hiPSC lines and differentiated into car-
diomyocytes (Figure 1).

Transcriptional expression profiling identified 133 dif-
ferentially expressed genes in BrS hiPSC-CMs (Figure 2A).
gene set enrichment analyses showed that transcripts
of transmembrane transporters and channels were sig-
nificantly overrepresented (Figure 2B), including genes
encoding sodium, calcium, and potassium channels (Fig-
ure 2C). High-throughput real-time RT-PCR® on 96 genes
related to cardiac electrical function (Table S3) identified
13 differentially expressed genes in BrS, in comparison
to Ctrl and non-BrS hiPSC-CMs (Figure 2D). Impor-
tantly, the expression of SCN5A, the main BrS culprit
gene identified to date,* remained unchanged, excluding

SCN5A expression levels as a hallmark for BrS hiPSC-CM
phenotype. Conversely, calcium and sodium transporters,
playing important roles in membrane depolarization,
were differentially expressed. Comparative analysis of
hiPSC-CM electrophysiological functions investigated
whether these modifications were a consistent trait of BrS
phenotype at the cellular level.

Whereas decrease in sodium current is considered as
the most frequently associated electrical alteration in BrS
pathophysiology,™° protein expression of Na,1.5, encoded
by SCN5A, was decreased in only two BrS, and the non-BrS
lines (Figure 2E). Concordantly, reduction in Iy, density
was detected in these same lines (Figure 2F-H). This con-
firmed previous results, for BrS5t,” and regarding BrS1%,
which carries an SCN5A rare variant, the reduction was
confirmed using conventional transfection in COS-7 cells
of this variant (Figure S2). Furthermore, the steady-state
activation and inactivation gating properties were not
modified in BrS hiPSC-CMs (Figure S3A; Table S4). There-
fore, Iy, reduction is not a common trait of BrS hiPSC-CMs
and appears to be solely associated with the presence of
variants affecting SCN5A expression or function.

Similarly, reduction in I, ;, channel protein expression
and current density were not a common trait of BrS hiPSC-
CMs (Figure 21-L, Figure S3B; Table S4).

Global cellular electrophysiological phenotype was then
evaluated with action potential (AP) recordings, but no
AP basal parameters specifically segregated BrS hiPSC-
CMs, and spontaneous beating frequencies did not differ
between all cell lines (Figure S4). Noteworthy, ventricular-
like AP analysis revealed an arrhythmic phenotype
present mostly in BrS hiPSC-CMs, irrespective of their
genetic background (Figure 3A). Early afterdepolariza-
tions (EADs) were observed in 39-70% of all six BrS
ventricular-like hiPSC-CMs versus only in 4% and 4.7% of
Ctrl and non-BrS hiPSC-CMs, respectively (Figure 3B, Fig-
ure S5). Thereby, the high EAD occurrence in ventricular-
like hiPSC-CMs was associated with the presence of a BrS

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits use, distribution and reproduction in any medium, provided the

original work is properly cited.
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FIGURE 2 Differential gene expression profiles and variations in Iy, and I, , in BrS hiPSC-CMs as compared to controls. (A) Heatmap
showing hierarchical clustering of expression profiles of 133 differentially expressed genes obtained by 3’SRP in control (Ctrl) and BrS
hiPSC-CMs at day 28 of differentiation. A total of 27% were upregulated, whereas 73% genes were downregulated in BrS hiPSC-CMs. Yellow
and blue represent high and low expression levels, respectively. All clones of each hiPSC line are highlighted. (B) Gene set enrichment
analysis (GSEA) of gene variations obtained by 3'SRP shows gene sets with statistically altered expression patterns. (C) MindMap describing
the transmembrane transporter activity alterations. (D) Expression levels of differentially expressed genes identified using high-throughput
TagMan (TLDA) in BrS hiPSC-CMs (n = 14), compared to control hiPSC-CMs (n = 12), and in non-BrS hiPSC-CMs (n = 4) versus BrS
hiPSC-CMs. p-values: *, **, and *** or a, b, and c: p < .05, p < .01, and p < .001 versus Ctrl or BrS, respectively (t-test). (E) Representative
immunoblots for Na,1.5 and transferrin receptor (TFRC) in hiPSC-CMs (left panel). Ratios of Na, 1.5 expression levels (right panel, Tukey plot,
n = 8). *p < .05 versus control (Mann-Whitney test). Na,1.5 decreases in hiPSC-CMs from three subjects, BrS2* and non-BrS (both carrying a
stop codon in SCN5A), as well as BrS5~, harboring RRAD variant was observed. (F) Representative superimposed Iy, densities (inset:
voltage-clamp protocol). Reduction was detected in BrS2*, BrS5~, and non-BrS, as well as in BrS1* hiPSC-CMs carrying the N1722D-SCN5A
rare variant. (G) Peak Iy, densities measured in control (Ctrl), BrS, and the non-affected carrier of SCN5A mutation (non-BrS) hiPSC-CMs
determined at —20 mV (Tukey plot). ***p < .001 versus control (Mann-Whitney test). (FI) Mean peak I, densities (pA/pF) versus membrane
potential (V,,) recorded in hiPSC-CMs. **** $$$$, ####, and " p < .0001 versus control for BrS1*, BrS2*, BrS5~, and non-BrS, respectively
(two-way ANOVA with Bonferroni post hoc test). (I) Representative immunoblots for Ca,1.2, the main pore-forming subunit of the cardiac
L-type calcium channel, and transferrin receptor (TFRC) in hiPSC-CMs (left panel). Ratios of Ca,1.2 expression levels (right panel, Tukey
plot, n = 8). A decrease in Ca,1.2 expression was solely observed in BrS5~ hiPSC-CMs, carrying an RRAD-variant. *p < .05 versus control
(Mann-Whitney test). (J) Representative superimposed I, densities (inset: voltage protocol). (K) Peak I¢,; densities measured in control
(Ctrl), BrS, and the nonaffected carrier of SCN5A mutation (non-BrS) hiPSC-~CMs determined at 0 mV (Tukey plot). A decrease in I, ; was
observed in BrS2*, BrS4~ and, consistently with a previous description, in BrS5~.7 *p < .05 and **p < .01 versus control (Mann-Whitney test).
(L) Mean peak I, ; densities (pA/pF) versus membrane potential (V,,) recorded in hiPSC-CMs. *, #, and $ p < .05, **, ##, and $$ p < .01, and
ek # and $$$ p < .001 versus control for BrS1*, BrS4~, and BrS5™, respectively (two-way ANOVA with Bonferroni post hoc test)
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FIGURE 3 Increased early after depolarization (EAD) occurrence in all BrS ventricular-like hiPSC-CM lines, linked to an increase in

late sodium current. (A) Representative AP recordings, showing EADs in BrS lines only. Representative ventricular-like AP when paced at
700 ms cycle length and when artificial I, was injected (dynamic current clamp). APs are defined as ventricular-like when

(APD;, — APD,,)/(APD,, — APDy,) > 1.45. (B) Percentage of ventricular-like hiPSC-CMs presenting at least 1 EAD, irrespective of the current
clamp conditions. *p < .05, **p < .01, and ***p < .001 versus control (Fisher’s exact test). (C) Representative Iy, recordings from hiPSC-CMs,
before (black) and after (grey) TTX application (inset: voltage protocol). (D) Iy, ; (TTX-sensitive current) densities at —10 mV. *p < .05 and
**p <001 versus Ctrl (Mann-Whitney test), and “*p < .01 and ***p < .001 versus non-BrS (Mann-Whitney test). (E) Percentage of cells
presenting Iy, density greater than the 97th percentile value of Iy, in the Ctrl hiPSC-CMs. **p < .01 and ***p < .001 versus control (Fisher’s
exact test). Indeed, an increase in Iy, density was defined by values higher than 97th percentile of the Ctrl hiPSC-CMs. (F) Representative
example of Iy, ; current recorded in BrS hiPSC-CMs before (black) and after (red) application with GS-458967 (300 nM), a specific Iy, |
inhibitor (inset: voltage protocol). (G) Representative AP recordings from control and BrS hiPSC-CMs obtained before and after GS-458967
application. (H) Percentage of cells with EADs before and after GS-458967 application. (I) Poincaré plots showing APDg, of each AP (n + 1)
versus APDy, of its preceding one, before and after GS-458967 application

phenotype in the investigated cell lines, but not with the
presence of a variant in SCN5A.

The occurrence of EADs may be linked to an abnormally
high density of depolarizing late sodium current (In,1)
during APs repolarizing phase.® Accordingly, BrS hiPSC-
CMs presented with a higher density of Iy, |, as compared
to Ctrl and non-BrS hiPSC-CMs (Figure 3C,D). Moreover,
an increase in Iy, density was observed only in 6% and
12% of Ctrl and non-BrS hiPSC-CMs respectively, in accor-
dance with their low EAD occurrence, whereas increased
Iy, density was present in 50-85% of all BrS ventricular-
like hiPSC-CMs, reminiscent of the high EAD occurrence
(Figure 3B,E). We then superfused ventricular-like BrS

hiPSC-CMs during AP recording with GS-458967 (6-
(4-(trifluoromethoxy)phenyl)-3-(trifluoromethyl)-[1,2,4]
triazolo[4,3-a]pyridine, which selectively blocks late
sodium current),” causing full inhibition of Iy, (Fig-
ure 3F), and found abolishment of EADs (Figure 3G,H)
and reduced APD90 dispersion (Figure 3I). Altogether,
these data strongly suggested that the abnormal increase
of Iy, 1. in BrS hiPSC-CMs is responsible for EADs.
Further strengthening the role of Iy, 1. in the electrical
cellular phenotype of BrS, when each ECG parameter was
tested for its correlation with either Iy, or Iy, measured
densities, only Iy, density correlated significantly with
one sole parameter, that is, the J point elevation (Table S5).
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FIGURE 4 Applying depolarizing ion current alterations from BrS hiPSC-CMs on an electrogram model to mimic BrS patient’s ECG
features. (A) Top: Right ventricle electrogram model simulates the global electrical activity of a transmural wedge comprising 60
subendocardial, 45 midmyocardial, and 60 subepicardial human ventricular cells. Bottom: Representative electrogram showing the Q-like,
R-like, S-like and T-like waves. (B) Ventricular transmural electrogram mathematical model of Ctrl (black), BrS2* (pink), and non-BrS (blue)
illustrated based on hiPSC-CMs data of the relative variation in ion currents (Iy,, Ic, 1, and Iy, ) mean amplitude as compared to Ctrl lines.
In accordance with patient’s ECGs, applying BrS2* ionic current changes prolonged the QRS-like complex, elevated and widened the ST-like
segment, and inversed the T-like wave; and applying Iy, change identified in non-BrS hiPSC-CMs only prolonged the QRS-like complex,
similar to non-BrS PCCD ECG. (C) Each of the currents Iy,, I, 1, and Iy, (from left to right) were sequentially corrected and the resulting
electrograms are illustrated in green. Ctrl and BrS2* electrograms are presented in black and pink, respectively

To challenge the pathophysiological relevance of the ion
current alterations identified in non-BrS and BrS2* hiPSC-
CMs, we applied them to a mathematical human electro-
gram model that allows visualizing transmural-like elec-
trogram with a QRS-like complex, a ST-like segment, and a
T-like wave (Figure 4A).'° First, in accordance with BrS2*+
patient’s ECG, applying the alterations observed in peak
InasIca . and in Iy, 1 in BrS2* hiPSC-CMs was sufficient to
induce prolongation of the QRS-like complex, ST-like seg-

ment elevation and widening, and T-like wave inversion
(Figure 4B). Then, sequential correction of each altered
current in BrS2* hiPSC-CMs was made (BrS2* . rrected)-
Correction of Iy, density led to QRS-like complex normal-
ization; correction of Ic,, density shortened duration of
the ST-like segment elevation and normalized the T-like
wave orientation; and correction of Iy, density led to
reduction of ST-like segment amplitude toward normaliza-
tion (Figure 4C, left to right). Overall, these results strongly
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suggest that depolarizing current alterations can impact
a multicellular electrogram model, mimicking BrS ECG
phenotype.

In conclusion, in the present study, a particular cellu-
lar electrophysiological phenotype common to six out of
six BrS hiPSC-CM lines with various genetic backgrounds
has been unveiled. We showed that high EAD occur-
rence associates with an abnormal increase of Iy, in all
investigated BrS cell lines, and correlates with the corre-
sponding patients’ J point elevation on ECG. We focused
on the ventricular cell type, at a single-cell level. Imple-
mentation of emerging phenotypic technologies, such as
single-cell transcriptomics and cardiac tissue engineer-
ing, will allow investigation of the potential involvement
of other cardiac cell types in the disease phenotype and
the role of specific cell-to-cell interactions. Altogether, the
obtained results open perspectives to better understand
the ventricular arrhythmia occurrence in BrS and to iden-
tify a dedicated therapeutic approach to prevent the risk
of SCD.
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ABSTRACT

Catecholaminergic Polymorphic Ventricular Tachycardia (CPVT) is an exercise and emotional stress-induced life-threatening inherited heart rhythm disorder,
characterized by an abnormal cellular calcium homeostasis. Most reported cases have been linked to mutations in the gene encoding the type 2 ryanodine receptor
gene, RYR2. We generated induced pluripotent stem cells (hiPSCs) from peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from three CPVT-affected patients, two of them
carrying p.R4959Q mutation and one carrying p.Y2476D mutation. These generated hiPSC lines are a useful model to study pathophysiological consequences of
RYR2 dysfunction in humans and the molecular basis of CPVT.

1. Resource table

(continued)

Unique stem cell lines
identifier

ITXi009-A
ITXi010-A
ITXi011-A

Unique stem cell lines
identifier

ITXi009-A
ITXi010-A
ITXi011-A

Alternative name(s) of stem
cell lines

Institution

Contact information of
distributor

Type of cell lines

Origin

Additional origin info
required

CPVT033 (ITXi011-A)

CPVTO068 (ITXi009-A)

CPVT249 (ITXi010-A)

L’institut du thorax (INSERM UMR1087, CNRS
UMR6291)

Nathalie Gaborit, nathalie.gaborit@univ-nantes.fr

iPSC

Human

CPVTO033 (ITXi011-A)

Age: 46

Sex: female

Ethnicity if known: North-west European
CPVT068 (ITXi009-A)

Age: 27

Sex: female

(continued on next column)

Cell Source

Clonality

Method of reprogramming

Genetic Modification

Type of Genetic Modification

Evidence of the
reprogramming transgene
loss

Associated disease

Gene/locus

Ethnicity if known: North-west European
CPVT249 (ITXi010-A)

Age: 48

Sex: female

Ethnicity if known: North-west European
Peripheral blood mononuclear cells
Clonal

Sendai virus

YES

Spontaneous mutations

RT-qPCR

Catecholaminergic Polymorphic Ventricular
Tachycardia type 1 (OMIM Entry - # 604772)

(continued on next page)
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(continued)
Unique stem cell lines ITXi009-A
identifier ITXi010-A
ITXi011-A

CPVTO033 and CPVT068: RYR2 p.Arg4959Glu,
¢.14876G > A

CPVT249: RYR2 p.Tyr2476Asp, c.7426 T > G
CPVT033: 07-13-2016

CPVT068: 07-21-2016

CPVT249: 09-13-2016

CPVTO033: https://hpscreg.eu/cell-line/ITXi011-A
CPVTO068: https://hpscreg.eu/cell-line/ITXi009-A
CPVT249: https://hpscreg.eu/cell-line/ITXi010-A
For all patients, a signed informed consent has been
received. Authorization MESR n°DC-2011-1399
and Authorization CPP Ouest II n"2010-33 have
been obtained from competent ethics review board
and approval authority (French Health Ministry
and French ethical committee) allowing the
generation of these lines.

Date archived/stock date

Cell line repository/bank

Ethical approval

2. Resource utility

The hiPSC lines generated from patients affected by CPVT represent
an inexhaustible in vitro source of human cardiac cells and therefore an
excellent tool to model and better understand the mechanistic bases of
CPVT, as well as for drug screening investigations.

3. Resource details

CPVT is an inherited cardiac disease exposing afflicted subjects to
high risk of sudden cardiac death (SCD). While patients generally
display normal heart structure and electrocardiogram at rest, life-
threatening cardiac arrhythmias manifest themselves under exercise or
emotional stress (Swan et al., 1999). These arrhythmias are character-
ized by premature ventricular complexes and polymorphic or bidirec-
tional ventricular tachycardia. More than half of CPVT cases have been
linked to mutations located in the gene encoding ryanodine receptor
type 2 (RYR2) (Priori et al., 2002). RYR2 is expressed at the sarco-
plasmic reticulum membrane and mediates calcium release from its
stocks into the cytosol, thus majorly contributing to the cardiac excita-
tion—contraction coupling. In order to provide an inexhaustible source of
cardiomyocytes carrying CPVT mutations in RYR2, three patients with
CPVT were selected: Patients (1) CPVT033 and (2) CPVT068 both
harbour a heterozygous ¢.14876G > A (p.R4959Q) mutation in the re-
gion encoding for the C-terminal domain of RYR2 (hotspot IV for re-
ported CPVT mutations (Xiao et al., 2016); Supplemental Fig. 1A-B).
They belong to the same family whose clinical history has previously
been published (Allouis et al., 2005; Supplemental Fig. 1C). Both pa-
tients were asymptomatic at rest but first degree relatives were victim of
unexplained SCD. Exercise tests revealed bidirectional ventricular
tachycardia without recurrences under beta blocker therapy. Patient (3)
CPVT249 was diagnosed after the occurrence of an unexplained syn-
cope. An implantable cardiac defibrillator was implanted without
recurrence of sustained ventricular tachycardia under beta blocker
therapy. No family history was found for this particular patient (Sup-
plemental Fig. 1C). In line with this observation, the patient was shown
to be affected by a de novo heterozygous ¢.7426 T > G RYR2 mutation
(p.Y2476D) in a sequence that encodes the HD1 domain (hotspot II for
CPVT mutations) of RYR2 (Supplemental Fig. 1A-B). This mutation, has
not been previously described.

hiPSCs harbouring normal morphology were reprogrammed from
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peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) using the Sendai virus
method and maintained on matrigel-coated plates with StemMACS iPS-
Brew XF medium (Fig. 1D). Cultures were free of mycoplasma
contamination (Supplemental Fig. 1D). Genomic sequencing of the
corresponding PBMCs and hiPSCs, compared to unrelated control,
confirmed the heterozygous presence of RYR2 ¢.14876G > A in
CPVTO033 and CPVT068, and of RYR2 ¢.7426 T > G in CPVT249
(Fig. 1A-C), also confirming the purity of the cell lines. Endogenous
expression of OCT3/4 and TRA-1-60 proteins were visualized by
immunocytochemistry (Fig. 1E). Expression upregulation of the
endogenous pluripotent stem cell marker genes SOX2, NANOG and
POUSF1 was validated by gqRT-PCR (Fig. 1F), and the loss of Sendai virus
(SeV) was verified (Fig. 1G). Cytometry analyses showed that > 95 % of
cells of each hiPSC lines were positive for the expression of pluripotency
markers TRA-1-60 and SSEA4 (Fig. 1H and Supplemental Fig. 1F). The
ability of each cell line to differentiate into derivatives of the three germ
layers was demonstrated through embryoid body differentiation
(Fig. 11) and cardiac differentiation (Fig. 1J). Molecular karyotyping by
SNP analysis revealed normal female karyotypes with no aneuploidies
detected (Fig. 1K). The complete characterizations are summarized in
Tables 1 and 2.

4. Materials and methods
4.1. Generation and maintenance of hiPSC lines

Blood cells were reprogrammed by the iPSC core facility (PF-iPSC,
Nantes) using Sendai virus method (Cytotune reprogramming Kit, Life
technologies). hiPSC lines were maintained at 37 °C, 5 %CO,, 21 %0, in
StemMACS™ iPS-Brew XF Medium (Miltenyi Biotec) on Matrigel®-
coated plates (hESC-Qualified Matrix 0.05 mg/mL, Corning). At 75 %
confluency, cells were passaged using Gentle Cell Dissociation Reagent
(STEMCELL™ Technologies).

4.2. Genomic DNA extraction

NucleoSpin Tissue kit (MACHEREY-NAGEL) was used for PBMCs and
hiPSCs (p33-CPVT033; p33-CPVT068; p33-CPVT249). Regions con-
taining RYR2 mutations were PCR-amplified using specific primers and
sequenced (GenoBiRD, Nantes; Eurofins).

4.3. Flow cytometry analyses

A total of 1x10° cells in suspension (p23-CPVT033; p21-CPVT068;
p23-CPVT249), were washed with PBS/BSA 0.1 % and incubated with
PE-labelled antibodies for 30 min, 4 °C, in the dark. Data acquisition was
performed using FACSDiva™ software with LSR II instrument (Becton
Dickinson, BD).

4.4. Immunofluorescence

Cells were dissociated and seeded onto 8-well IBIDI Matrigel-coated
plates (p27-CPVT033; p26-CPVT068; p20-CPVT249). Cultured cells
were fixed with 4 % paraformaldehyde for 15 min, permeabilized with
0.5 % Triton-X100 for 15 min and blocked with 3 % BSA for 30 min.
Immunofluorescence stainings were performed using appropriate pri-
mary antibodies (4 °C; overnight) and their corresponding Alexa-
conjugated antibodies (room temperature; 1 h). DAPI was used for nu-
clear staining. Immunostainings were examined using inverted epi-
fluorescent microscope (ZeissTM Axiovert 200 M).
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Fig. 1. Characterization of hiPSC lines from CPVT-affected patients carrying mutations in RYR2 gene. (A-C) Sanger sequencing of the RYR2 mutations in patients
PBMCs, corresponding hiPSC lines and from an unrelated control, respectively. (D) Brighfield images of each hiPSC line in culture. (E) Inmunfluorescence staining of
pluripotency markers in each hiPSC line. (F) RT-gPCR analysis of pluripotency genes in parental PBMCs (negative control), reference hESC line (positive control) and
each hiPSC line. (G) RT-qPCR analysis of Sendai Virus (SeV) loss in each hiPSC line as compared to a reference line positive for SeV presence. (H) Cytometry analysis
of pluripotency markers in each hiPSC line. (I-J) Validation of differentiation potential of each hiPSC line into the 3 germ layers, using unsupervised EB differen-
tiation (I) and directed cardiac differentiation (J). (K) Molecular karyotyping of the hiPSC lines. Above the schematic representation of each chromosome are
represented the LogR ratio for PBMCs (up) and for hiPSC line (down).
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Table 1
Characterization and validation.
Classification Test Result Data
Morphology Photography Bright field Normal Fig 1D
Phenotype Qualitative analysis (Immunocytochemistry) Assess staining/expression of pluripotency markers: OCT3/4, TRA- Fig 1E
1-60
Quantitative analysis (Flow cytometry and RT- CPVTO033: Fig. IFand H
qPCR) o TRA-1-60: 98.7 %
o SSEA-4:99.9 %
o Expression of SOX2, POU5F1 and NANOG
CPVTO068:
e TRA-1-60: 99.9 %
e SSEA-4: 100 %
o Expression of SOX2, POU5F1 and NANOG
CPVT249:
e TRA-1-60: 94.8 %
e SSEA-4:99.9 %
* Expression of SOX2, POU5F1 and NANOG
Genotype Molecular karyotyping (SNP array; >300000 CPVTO033: 46,XX; Normal karyotype Fig. 1K
markers) CPVTO068: 46,XX; Normal karyotype
CPVT247: 46,XX; Normal karyotype
Identity CNV analysis SNP array to compare CPVT033, CPVT068 and CPVT249 with the Supplemental Fig. 1E and

Mutation analysis (IF Sequencing
APPLICABLE)
Southern Blot OR WGS
Microbiology and Mycoplasma
virology
Differentiation Embryoid body formation and differentiation
potential followed by RT-gPCR and immunofluorescence
analyses
List of ded Exp ion of markers at mRNA level (RT-qPCR)

germ layer markers

Donor screening
(OPTIONAL)

Genotype additional
info (OPTIONAL)

and protein level (immunofluorescence)
HIV 1 + 2 Hepatitis B, Hepatitis C

Blood group genotyping
HLA tissue typing

blood cells. Matching genotypes confirm the origins of iPSC lines
CPVTO033: 74 tested sites

CPVTO068: 70 tested sites

CPVT247: 74 tested sites

hiPSC lines carry the RYR2 mutation present in the corresponding
parental PBMC

N/A

Myc

pl testing by 1 ence: Negative

Expression of genes in embryoid bodies: Ectoderm (PAX6 for
CPVTO033 and CPVT068; SOX1 for CPVT249); Mesoderm (HAND1,
troponin I, troponin T and SERCA2); Endoderm (SOX17)

e Ectoderm: PAX6/SOX1

e Mesoderm: HAND]I, troponin I, troponin T and SERCA2

o Endoderm: SOX17

N/A

N/A
N/A

archived with the journal
Supplemental Fig. 1E and
archived with the journal

Fig. 1A-C

N/A
Supplemental Fig. 1D

Fig. 1I1and J
Fig. 11and J
N/A
N/A
N/A

4.5. SNP and CNV analyses

Single nucleotide polymorphism (SNP) analyses of hiPSC lines
compared to parental PBMCs were used to confirm genome integrity.
200 ng of gDNA were outsourced to Integragen Company (Evry, France)
for karyotype analyses using HumanCore-24-vl SNP arrays. Analyses
were performed with GenomeStudio software. Chromosome abnormal-
ities were determined by visual inspection of LogR ratios values by
comparing parental cells with hiPSC-derived samples. SNP analyses do
not detect translocations or inversions, alterations in chromosome
structure, mosaicism or polyploidy. SNP data were used to compute CNV
and validate cell line parentality.

4.6. Differentiation to three germ layers

Embryonic body formation: hiPSC colonies were detached (p31-
CPVTO033; p22-CPVT068; p34-CPVT249) with dispase (STEMCELL™
Technologies), washed and replated in Costar® 6-well low attachment
plates (Corning). The medium was changed the next day and unsuper-
vised EB differentiation was started a day after, by incubating cells

(37 °C, 5 %CO,, 21 %07) in EB medium: 78 % (v/v) KnockOut™
DMEM/F-12 (Gibco™) + 1 % (v/v) GlutaMAX™ Supplement (Gibco™)
+ 20 % (v/v) KnockOut™ Serum Replacement (Gibco™) + 1X MEM
Non-Essential Amino Acids Solution + 0.1 mM 2-Mercaptoethanol
(Gibco™). EB medium was changed every day during 21 days before
RT-qPCR analysis.

Cardiac differentiation protocol: according to Al Sayed et al. (2021).

4.7. RT-gPCR

Total RNA were isolated using NucleoSpin RNA kit (MACHEREY-
NAGEL) and their quality assessed by NanoDrop1000. One pg RNA was
reverse transcribed using High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems™). PCR amplification was performed using (1)
FAM:-labelled TaqMan probes (Applied Biosystems™) for pluripotency
and differentiation potential, and (2) SYBR-green master mix and
primers (Applied Biosystems™) for SeV loss (p10-CPVT033; p9-
CPVTO068; p10-CPVT249). Data were normalized to ACTB or GAPDH.
hESC (H9) expression data were provided by the iPSC core facility.
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Table 2
Reagents details.
Antibodies used for i y 'y/flow-cytometry
Antibody Dilution Company Cat # RRID
Pluripotency Markers Rat anti-OCT3/4 1:200 Thermo Fisher Scientific Cat# 14- AB 914299
Immunocytochemistry 5841-80
Pluripotency Markers Mouse anti-TRA-1-60 1:200 Thermo Fisher Scientific Cat# 14- AB_891612
Immunocytochemistry 8863-80
Cardiomyocyte (mesoderm) Marker Rabbit anti-Troponin I 1:250 Santa Cruz Cat# sc-15368 AB_793465
Immunocytochemistry
Cardiomyocyte (mesoderm) Marker Mouse anti-Cardiac Troponin T 1:250 Abcam Cat# ab8295 AB_306445
Immunocytochemistry
Cardiomyocyte (mesoderm) Marker Anti-SERCA2 Santa Cruz Cat# sc-8094 AB_2061440
Immunocytochemistry
Pluripotency Markers TRA-1-60-PE 5 ul/test Thermo Fisher Scientific Cat# 12- AB_891602
Flow cytometry 8863-82
Nuclear staining DAPIL 1 pg/mL Merck Cat# D9564
Secondary antibodies Goat anti-Mouse IgG (H + L) Antibody, Alexa Fluor 568 1:1000 Molecular Probes Cat# A-11004 AB_2534072
Conjugated
Secondary antibodies Goat anti-Rat IgG (H + L) Antibody, Alexa Fluor 488 1:1000 Molecular Probes Cat# A-11006 AB_141373
Conjugated
Primers
Target Size of Forward/Reverse primer (5'-3)
band
Pluripotency Markers (TagMan probe) NANOG 109 bp Thermo Fisher Scientific Cat# Hs02387400
Pluripotency Markers (TagMan probe) POUSF1 77 bp Thermo Fisher Scientific Cat# Hs04260367
Pluripotency Markers (TagMan probe) S0x2 91 bp Thermo Fisher Scientific Cat# Hs01053049
Ectoderm Marker (TagMan probe) PAX6 86 bp Thermo Fisher Scientific Cat# Hs01088114
Ectoderm Marker (TaqMan probe) SOX1 96 bp Thermo Fisher Scientific Cat# Hs01057642
Endoderm Marker (TagMan probe) S0X17 149 bp Thermo Fisher Scientific Cat# Hs00751752
Mesoderm Marker (TagMan probe) HAND1 65 bp Thermo Fisher Scientific Cat# Hs02330376
House-Keeping Genes (TagMan probe) ACTB 63 bp Thermo Fisher Scientific Cat# Hs01060665
House-Keeping Genes (primer) GAPDH 81 bp Forward: 5'-AAT CCC ATC ACC ATC TTC CA-3'
Reverse: 5-TGG ACT CCA CGA CGT ACT CA-3'
Sendai Virus Detection (primer) SeV 181 bp Forward: 5'-GGA TCA CTA GGT GAT ATC GAG C-3'
Reverse: 5'-ACC AGA CAA GAG TTT AAG AGA TAT
GTA TC-3'
Mutation sequencing RYR2 p.Y2476D 186 bp Forward: 5'-ACA CAG CCA TTG ACA CCA AA-3'
Reverse: 5'-CGC TCC AAT CTC ACC GTA TC-3'
Mutation sequencing RYR2 p.R4959Q 350 bp Forward: 5'-GCA CAC ACT TTG GGG AAA AT-3'

Reverse: 5-GGC AAT TCA CAA AAT CAG CA-3'

4.8. Mycoplasma detection

Mycoplasma contamination was assessed (p28-CPVT033; p30-
CPVTO068; p29-CPVT249) with MycoAlert™ Mycoplasma Detection
Kit (Lonza).
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ABSTRACT

Catecholamine-induced QT prolongation (CIQTP) is an inherited cardiac disease characterized by a normal baseline ECG and a risk of sudden cardiac death by
ventricular arrhythmia due to a QT prolongation that only appears during catecholergic stimulation, especially mental stress. Induced pluripotent stem cells (hiPSCs)
were generated from peripheral blood mononuclear cells collected from two CIQTP-affected patients from two different families. These two hiPSC lines are a valuable

model to study biological alterations due to CIQTP.

1. Resource table

Unique stem cell lines identifier

ITXi003-A
ITXi004-A

Alternative name(s) of stem cell lines
Institution
Contact information of distributor

Type of cell lines
Origin
Additional origin info required

Cell Source

Clonality

Method of reprogramming

Genetic Modification

Type of Genetic Modification

Evidence of the reprogramming
transgene loss (including genomic
copy if applicable)

MS368 (ITXi003-A)

MS381 (ITXi004-A)

I'institut du thorax (INSERM UMR1087,
CNRS UMR6291)

Guillaume Lamirault, guillaume.
lamirault@univ-nantes.fr

iPSC

Human

MS368 (ITXi003-A)

e Age: 13

e Male

o Ethnicity: European

MS381 (ITXi004-A)

o Age: 46

* Female

o Ethnicity: European
Peripheral blood mononuclear cells
Clonal (molecular karyotyping)
Sendai virus

No

N/A

RT-qPCR

(continued )

Unique stem cell lines identifier

ITXi003-A
ITXi004-A

Associated disease

Gene/locus
Date archived/stock date

Cell line repository/bank

Ethical approval

Catecholamine-induced QT prolongation
(CIQTP)

N/A

MS368: 11-02-2016

MS381: 12-20-2016

MS368: https://hpscreg.eu/cell-line,
ITXi003-A

MS381: https://hpscreg.eu/cell-line,
ITXi004-A

For all patients, a signed informed
consent has been received. Authorization
MESR n°DC-2011-1399 and
Authorization CPP Ouest 11 n°2010-33
have been obtained from competent
ethics review board and approval
authority (French Health Ministry and
French ethical committee) allowing the
generation of these lines.

2. Resource utility

The two generated hiPSC lines, reprogrammed from somatic cells of

(continued on next column) two CIQTP patients, provide a cellular model to decipher biological

* Corresponding author at: I'institut du thorax Inserm UMR 1087, CNRS UMR 6291, IRS-UN, 8 quai Moncousu, 44007 Nantes cedex 1, France.
E-mail address: guillaume.lamirault@univ-nantes.fr (G. Lamirault).
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Table 1
Characterization and validation.

Classification Test Result Data

Fig. 1A left
panels
Assess staining/ Fig. 1A
expression of right
pluripotency panels
markers: OCT3/4,
TRA-1-60
Quantitative analysis MS368: Fig. 1C
(Flow cytometry and RT- o SSEA-1: 0% and 1D
gPCR) e TRA-1-60: 96%
e SSEA-4: 99.8%
o Expression of
S0X2, POUSF1
and NANOG
MS381:
e SSEA-1: 0.1%
o TRA-1-60:
97.5%
® SSEA-4: 99.4%
o Expression of
S0X2, POU5F1
and NANOG
Molecular karyotyping MS368: 46,XY; Fig. 1G
(SNP array; greater Normal
than300000 markers) karyotype;
MS381: 46,XX;
Normal karyotype
SNP array to Fig. 1H
compare MS368 and
and MS381 with archived
the blood cells. with the
Matching journal
genotypes confirm
the origins of iPSC
lines
MS368: 58 tested Fig. 1H
sites; MS381: 58 and
tested sites archived
with the
journal
Sequencing N/A N/A
Southern Blot OR WGS N/A N/A

Morphology Photography Bright field Normal

Phenotype Qualitative analysis
(Immunocytochemistry)

Genotype

Identity CNV analysis

Mutation
analysis (IF
APPLICABLE)

Microbiology
and virology

Mycoplasma Mycoplasma Fig. 1B
testing by

luminescence:

Negative

Differentiation Expression of Fig. 1F

potential

Embryoid body formation
and differentiation genes in embryoid
followed by RT-qPCR bodies: Ectoderm
analysis (PAX6);
Mesoderm
(HAND1);
Endoderm
(S0X17)
List of Expression of markers at e Ectoderm: Fig. 1F
recommended  mRNA level (RT-qPCR) PAX6
germ layer e Mesoderm:
markers HAND1
e Endoderm:
S0X17
HIV 1 + 2 Hepatitis B, N/A N/A
Hepatitis C
Blood group genotyping N/A N/A
HLA tissue typing N/A N/A

Donor screening
(OPTIONAL)

Genotype
additional info
(OPTIONAL)

processes associated with the disease pathophysiology, notably through
their differentiation into cardiac cells.

3. Resource details

Catecholamine-induced QT prolongation (CIQTP) is a recently

Stem Cell Research 59 (2022) 102649

described inherited cardiac arrhythmia characterized by an abnormal
QT interval prolongation on the ECG during catecholergic stimulation,
which has been shown to be responsible for the occurrence of life-
threating ventricular arrhythmias and sudden cardiac death (SCD; Fin-
lay et al., 2016; Huchet et al., 2017). CIQTP is distinguished from long
QT syndrome by a normal ECG at rest but a major and abnormal QT
interval prolongation during catecholergic stimulation, especially
mental stress (Priori et al., 2015, Etienne et al., 2018). While familial
investigations demonstrated the hereditary character of CIQTP, no ge-
netic data is available so far. In order to provide an inexhaustible source
of cardiomyocytes carrying CIQTP genetic backgrounds, two patients
were selected from two families (Huchet et al., 2017). Patient MS368 is
the propositus of the first family. He suffered at age 10, during a
swimming lesson, from a resuscitated SCD. Corrected QT (QTc) mea-
surement at rest was normal (420 ms) but abnormally prolonged under
mental stress test (516 ms), exercise test (510 ms) and epinephrine
challenge (555 ms). Patient MS381 is the twin sister of the second family
propositus who suddenly died at age 30 while jogging. QTc measure-
ment of patient MS381 was considered as normal at rest (420 ms) but
increased to 600 ms during mental stress test but not during exercise test
(epinephrine challenge not performed).

Using the Sendai virus (SeV) method, peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) were reprogrammed into induced pluripotent stem cells
(hiPSCs) at the iPSC core facility of Nantes. hiPSCs were maintained on
Matrigel®-coated plates with StemMACS™ iPS-Brew XF medium
(Fig. 1A left panels). Immunocytochemistry proved expression and
proper cellular localization of pluripotency markers OCT3/4 and TRA-
1-60 (Fig. 1A right panels). No mycoplasma contamination was found in
the hiPSC culture media (Fig. 1B). For each hiPSC line, RT-qPCR showed
expression of pluripotency markers (Fig. 1C) and flow cytometry anal-
ysis showed that more than 95% of cells were positive for TRA-1-60 and
SSEA4 pluripotency markers, while 0% for SSEA1, as expected (Fig. 1D).
Loss of SeV expression was verified by RT-qPCR (Fig. 1E). Single
nucleotide polymorphism (SNP) genotyping confirmed (1) genomic
integrity of both hiPSC lines by molecular karyotyping (Fig. 1G) and (2)
parentality of each line to their corresponding PBMC samples by CNV
analysis (Fig. 1H). Finally, differentiation capacity in derivatives of the 3
germ layers was demonstrated by RT-qPCR on spontaneously differen-
tiated embryoid bodies. It showed increase in expression of specific
differentiation markers and, concordantly, decrease in expression of
pluripotency marker (Fig. 1F). Characterization of hiPSC lines is sum-
marized in Table 1 and Table 2.

4. Materials and methods
4.1. Generation and maintenance of hiPSC lines

Collected blood cells were reprogrammed by the iPSC core facility
(PF-iPSC, Nantes) using Sendai virus method (Cytotune reprogramming
Kit, Life technologies). hiPSC lines were maintained at 37 °C, 5% CO2,
21% 02 in StemMACS™ iPS Brew XF Medium (Miltenyi Biotec) on
culture plates coated with Matrigel® hESC-Qualified Matrix (0.05 mg/
mL, Corning). At 75% confluency, cells were passaged using Gentle Cell
Dissociation Reagent (STEMCELL Technologies).

4.2. Flow cytometry analysis

A total of 1x10° cells in suspension (p22-MS368; p21-MS381) were
washed 3 times with PBS/BSA 0.1% and then incubated with PE-labelled
antibodies for 30 min at 4 °C in the dark. Data acquisition was performed
using FACSDiva software with LSR II instrument (Becton Dickinson,
BD).

4.3. Immunofluorescence

Cells were dissociated and seeded onto 8-well IBIDI plates coated
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Table 2
Reagents details.
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Antibodies used for immunocytochemistry/flow-cytometry

Antibody Dilution Company Cat # RRID
Pluripotency Rat anti-OCT3/4 1:200 Thermo Fisher Scientific Cat# 14- AB 914299
Markersimmunocytochemistry 5841-80
Pluripotency Mouse anti-TRA-1-60 1:200 Thermo Fisher Scientific Cat# 14- AB_ 891,612
Marker ytochemistry 8863-80
Non-pluripotency MarkersFlow cytometry ~ SSEA-1-PE 10 pl/test Miltenyi Biotec Cat#130-117-801 AB_2728020
Pluripotency MarkersFlow cytometry SSEA-4-PE 5 pl/test Thermo Fisher Scientific Cat# 12- AB_11151520
8843-42
Pluripotency MarkersFlow cytometry TRA-1-60-PE 5 pl/test Thermo Fisher Scientific Cat# 12- AB_891602
8863-82
Nuclear staining DAPIL 1 pg/mL Merck Cat# D9564
Secondary antibodies Goat Anti-Mouse IgG (H + L) Antibody, Alexa Fluor 568 1:1000 Molecular Probes Cat# A-11004 AB_2534072
Conjugated
Secondary antibodies Goat Anti-Rat IgG (H + L) Antibody, Alexa Fluor 488 1:1000 Molecular Probes Cat# A-11006 AB_141373
Conjugated
Primers
Target Size of Forward/Reverse primer (5'-3')
band
Pluripotency Markers (TaqMan probe) NANOG 109 bp Thermo Fisher Scientific Cat# Hs02387400
Pluripotency Markers (TagMan probe) POUSF1 77 bp Thermo Fisher Scientific Cat# Hs04260367
Pluripotency Markers (TaqMan probe) S0Xx2 91 bp Thermo Fisher Scientific Cat# Hs01053049
Ectoderm Marker (TagMan probe) PAX6 86 bp Thermo Fisher Scientific Cat# Hs01088114
Endoderm Marker (TagMan probe) SOX17 149 bp Thermo Fisher Scientific Cat# Hs00751752
Mesoderm Marker (TagMan probe) HAND1 65 bp Thermo Fisher Scientific Cat# Hs02330376
House-Keeping Genes (TagMan probe) ACTB 63 bp Thermo Fisher Scientific Cat# Hs01060665
House-Keeping Genes (primer) GAPDH 81 bp Forward: 5'-AAT CCC ATC ACC ATC TTC CA-3'
Reverse: 5'-TGG ACT CCA CGA CGT ACT CA-3'
Sendai Virus Detection (primer) SeV 181 bp Forward: 5'-GGA TCA CTA GGT GAT ATC GAG C-3'
Reverse: 5'-ACC AGA CAA GAG TTT AAG AGA TAT GTA
TC-3'
with Matrigel® (p21-MS368; p22-MS381). Cultured cells were fixed 4.6. RT-qPCR

with 4% paraformaldehyde for 15 min, permeabilized with 0.5% Triton-
X100 for 15 min and blocked with 3% BSA for 30 min. Immunofluo-
rescence stainings were performed using appropriate primary antibodies
(4 °C; overnight) and their corresponding Alexa conjugated antibodies
(room temperature; 1 h). DAPI was used for nuclear staining. Immu-
nostainings were examined using inverted epifluorescent microscope
(Zeiss Axiovert 200 M).

4.4. SNP and CNV analysis

Single nucleotide polymorphism (SNP) analysis of hiPSC lines,
compared to parental blood cells, was used to confirm genome integrity.
DNA was extracted from somatic and hiPSC samples (p19-MS368; p18-
MS381) using the QIAGEN QiaAmp kit. 200 ng of gDNA were out-
sourced to Integragen Company (Evry, France) for karyotype analysis
using HumanCore-24-vl SNP arrays. Analysis was performed with
GenomeStudio software. Chromosome abnormalities were determined
by visual inspection of logR ratios values and comparing parental cells
with hiPSC-derived samples. SNP data were used to compute CNV and
validate cell lines parentality.

4.5. Embryoid body formation

hiPSC colonies were detached (p20-MS368; p19-MS381) with dis-
pase (STEMCELL Technologies), washed and replated in Costar® 6 Well
Plate Low Attachment (Corning). Next day the medium was changed and
the unsupervised EB differentiation was started a day after by incubating
cells (37 °C, 5% CO2, 21% 02) in EB medium: 78% (v/v) KnockOut™
DMEM/F-12 (Gibco) + 1% (v/v) GlutaMAX™ Supplement (Gibco) +
20% (v/v) KnockOut™ Serum Replacement (Gibco) + 1X MEM Non-
Essential Amino Acids Solution + 0.1 mM 2-Mercaptoethanol (Gibco).
EB medium was changed every day during 21 days prior RT-qPCR
analysis.

Total RNA samples were isolated using the NucleoSpin RNA kit
(MACHEREY-NAGEL) and their quality assessed by NanoDrop1000. 1 pg
of tRNA was reverse transcribed using High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems). PCR amplification was per-
formed using (1) FAM-labeled TagMan probes (Applied Biosystems) for
pluripotency and differentiation potential, and (2) SYBR-green master
mix and primers (Applied Biosystems) for SeV loss (p23-MS368; p25-
MS381). Data were normalized to ACTB or GAPDH.

4.7. Mycoplasma detection

Mycoplasma contamination was assessed (p19-MS368; p18-MS381)
with MycoAlertTM Mycoplasma Detection Kit (Lonza).
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Etude du développement cardiaque et ses facteurs de transcription par I'utilisation des cellules

souches pluripotentes induites

Mots clés : Cellules souches pluripotentes induites humaines (iPS), Développement cardiaque, Facteurs de
transcription lroquois (IRX), Réseaux de régulation des génes, Complexes de facteurs de transcription

Les facteurs de transcription sont des éléments clés
du développement cardiaque, gouvernant la mise en
place dun programme d’expression de génes
spécifiques. L’enchainement chronologique des
étapes d’établissement de ce programme est contrélé
par un réseau de régulations dynamiques et
temporelles de facteurs de transcription cardiaques.
Cependant, la vision globale de ce réseau n’a pour
linstant pas été obtenue. De plus, certains facteurs
de transcription, comme ceux de la famille Iroquois,
qui ont pourtant été montrés comme importants dans
le coeur, n'ont pas ou peu été analysés dans le
contexte de réseaux avec d’autres facteurs de
transcription  cardiagues. Par une analyse
transcriptomique de la différenciation cardiaque de
cellules souches pluripotentes induites humaines,
utilisée comme modele de développement cardiaque

humain, nous avons identifié¢ d’'une part, un réseau
global de régulation entre les facteurs de transcription
impliqués dans le processus. D’autre part, nous
avons identifié un réle jusqu’'a présent inconnu des
facteurs de transcription Iroquois, IRX3 et IRX5, dans
la régulation de I'expression et de I'activité de facteurs
de transcription cardiaques majeurs, GATA4, TBX5 et
NKX2-5. Une étude focalisée sur IRX5 a ensuite
permis de mieux comprendre le réle de ses domaines
protéiques, ses mécanismes d’interaction et de
régulation de 'ADN, et les fonctions biologiques qu'’il
régule dans la différenciation cardiomyocytaire.
L’ensemble de ce travail offre ainsi une meilleure
compréhension des mécanismes moléculaires du
développement cardiaque et peut également servir
de base pour l'étude de pathologies ou pour le
développement de nouvelles thérapies.

Study of cardiac development and its transcription factors using induced pluripotent stem cells

Keywords: Human induced pluripotent stem cells (hiPSCs), Cardiac development, Iroquois transcription
factors (IRX), Gene regulatory networks, Transcription factor complexes

Transcription factors are key elements in cardiac
development, governing the establishment of a
specific gene expression program. The chronological
sequence of steps in the establishment of this
program is controlled by a network of dynamic and
temporal regulations of cardiac transcription factors.
However, a global view of this network has not yet
been obtained. Moreover, some transcription factors,
such as those of the Iroquois family, which have been
shown to be important in the heart, have not been
analyzed or only to a limited extent in the context of
networks with other cardiac transcription factors. By a
transcriptomic analysis of the cardiac differentiation of
human induced pluripotent stem cells, used as a
model of human cardiac development, we identified

on one hand, a global regulatory network between the
transcription factors involved in the process. On the
other hand, we identified a previously unknown role of
the Iroquois transcription factors, IRX3 and IRX5, in
the regulation of the expression and activity of major
cardiac transcription factors, GATA4, TBX5 and
NKX2-5. Then, a focused study on IRX5 allowed a
better understanding of the role of its protein domains,
its mechanisms of interaction and regulation of DNA,
and the biological functions it regulates in
cardiomyocyte differentiation. This study offers a
better understanding of the molecular mechanisms of
cardiac development and can also serve as a basis
for the study of pathologies or for the development of
new therapies.



