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Résumé

Titre : Activité transcriptionnelle du chromosome X chez l’humain, des premiers stades

embryonnaires à la cellule somatique adulte

Chez les mammifères, les chromosomes sexuels sont hétéromorphes, les mâles possédant la

paire XY et les femelles XX. De ce fait, il existe un déséquilibre entre les deux sexes quant au

nombre de gènes susceptibles d'être exprimés sur le chromosome X. Ce déséquilibre est

compensé par l'inactivation aléatoire d'un des deux chromosomes X chez la femelle. Cette

inactivation du chromosome X est mise en place tôt au cours du développement suite à

l'expression du long ARN non-codant (IncRNA) XIST qui est capable de recouvrir le

chromosome X en cis et d'induire l'inactivation transcriptionnelle de la quasi-totalité des

gènes situés sur ce chromosome. L'état inactif est ensuite hérité de façon clonale et

maintenu au cours des divisions cellulaires tout au long de la vie. Cependant, environ 25-30%

des gènes du chromosome X inactif (Xi) restent exprimés (dans tous les tissus et tous les

individus) ou sont ré-exprimés dans certains contextes (dans certains tissus ou types

cellulaires, au cours du vieillissement ou chez certains individus). Ceci suggère une

dynamique de l’inactivation du chromosome X dans les cellules somatiques. En particulier,

des changements se produisent au niveau du Xi dans le système hématopoïétique, où un

statut atypique de l’inactivation du chromosome X a été observé, caractérisé par une perte

d’accumulation de XIST sur le Xi et une perte d’enrichissement en marques d’histones

répressives.

Mon sujet de thèse porte donc sur la dynamique de l'activité transcriptionnelle du

chromosome X chez l'humain, depuis les premiers stades embryonnaires jusqu'à la cellule

somatique adulte. Je me suis particulièrement intéressé au développement précoce chez la

femelle où s'initie l'inactivation transcriptionnelle aléatoire de l'un des deux chromosomes X,

en caractérisant les modèles de cellules souches embryonnaires humaines développés dans

le laboratoire. Dans ce contexte, j'ai étudié le rôle de potentiels régulateurs de l'activité du X,

tel un long ARN non codant, découvert par l'équipe et appelé XACT (X active coating
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transcript). Les travaux réalisés dans ce but montrent qu'une délétion de la région 5' de XACT

n'est pas suffisante pour moduler l'activité du chromosome X.

Dans un second temps, je me suis intéressé à la dynamique de l'activité du chromosome X

dans des cellules somatiques, en particulier, dans le lignage hématopoïétique. Des analyses

montrent une surexpression de gènes liés au chromosome X chez la femelle dans les types

cellulaires où un statut atypique de l'inactivation du chromosome X est observé. Enfin, une

dernière partie de ma thèse concerne l'influence du vieillissement dans le maintien de

l'inactivation du chromosome X, démontrant une augmentation de l'activité

transcriptionnelle de la région distale du bras long du chromosome X (Xq28) chez les

femelles au cours du vieillissement. Toutes ces études ont été réalisées à partir d'une

approche bio-informatique d'analyse de données transcriptomiques, en particulier

d'analyses alléliques de transcriptomes en cellules uniques.

Mots clés : inactivation du chromosome X, XACT, scRNA-seq, cellules souches

embryonnaires humaines, lignage hématopoïétique
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Abstract

Title : X chromosome transcriptional activity in humans, from early embryonic stages to

adult somatic cells

In mammals, the sex chromosomes are heteromorphic, with males having the XY pair and

females XX. As a result, there is an imbalance between the two sexes in the number of genes

that can be expressed on the X chromosome. This is compensated for by the random

inactivation of one X in females. This inactivation is initiated early in development following

the expression of the long non-coding RNA (IncRNA) XIST which is able to coat the X

chromosome in cis and induces transcriptional inactivation of almost all the genes located on

this chromosome. The inactive state is then inherited clonally and maintained during cell

divisions throughout life. However, about 25-30% of the X-linked genes escape X

chromosome inactivation either constitutively (in all tissues and individuals) or variably,

suggesting X chromosome inactivation dynamics in somatic cells. In particular, changes occur

on the inactive X in the haematopoietic system, where an atypical X chromosome

inactivation status was observed, characterized by the loss of XIST accumulation on the Xi

and the loss of repressive histone marks enrichment.

My thesis topic therefore focuses on the dynamics of X chromosome transcriptional activity

in humans, from early embryonic stages to adult somatic cells. I was particularly interested in

the early development in females where random transcriptional inactivation of one of the

two X chromosomes is initiated, by characterising the human embryonic stem cell model

generated in the laboratory. In this context, I studied the role of potential regulators of X

activity, such as a long non-coding RNA, discovered by the team and called XACT (X active

coating transcript). The work carried out for this purpose shows that a deletion of the 5'

region XACT is not sufficient to modulate X chromosome activity. In a second step, I was

interested in the dynamics of X chromosome activity in somatic cells, in particular, in the

hematopoietic lineage. Analyses show an over-expression of X-linked genes in females in cell

types where an atypical X chromosome inactivation status is observed. Finally, a last part of

my thesis concerns the influence of ageing in the maintenance of X chromosome
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inactivation, demonstrating an increased activity of the distal region of the long arm of the X

chromosome (Xq28) in females during ageing. All these studies were carried out using a

bioinformatics approach to analyse transcriptomic data, in particular allelic analyses of single

cell transcriptomes.

Keywords : X chromosome inactivation, XACT, scRNA-seq, human embryonic stem cells,

haematopoietic lineage
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Xi : chromosome X inactif

Xe : chromosome X érodé

XIST : X inactive specific transcript

XACT : X active coating transcript
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Préambule

Chez les organismes diploïdes, les gènes sont théoriquement exprimés de manière

bi-allélique. Dans certains cas cependant, un seul allèle est exprimé. L’un des mécanismes

expliquant ce phénomène est que l’expression des gènes au cours du temps dans une cellule

est transitoire (Q. Deng et al. 2014; Borel et al. 2015). Elle conduit à une expression

mono-allélique stochastique dynamique de gènes présents pourtant en deux copies. Elle

n’est pas rare et concerne jusqu’à 85% des gènes, tel ce qui est observé dans des

lymphocytes T humains adultes (Reinius et al. 2016). Par ailleurs, certains gènes autosomaux

sont exprimés de manière mono-allélique, de manière constitutive ou type cellulaire

spécifique, cette expression étant mitotiquement héritable. Ils peuvent être soumis à

l’empreinte parentale (Surani, Barton, et Norris 1984), hérités de l’allèle d’un des deux

parents, ou non (expression mono-allélique stochastique clonale) (Gimelbrant et al. 2007).

L’expression mono-allélique stochastique clonale concerne jusqu’à 15% des gènes liés aux

autosomes dans des cellules lymphoblastoïdes humaines (Gimelbrant et al. 2007), tandis

qu’on estime à au moins 100 le nombre de gènes soumis à empreinte chez l’humain. Mais

l’exemple le plus marquant d’expression mono-allélique est l’inactivation du chromosome X

(S. Ohno, Kaplan, et Kinosita 1959; Lyon 1961), puisqu’il concerne un chromosome entier et

se maintient au cours des divisions cellulaires. Ce mode particulier d’expression

mono-allélique assure un équilibre de dose pour les gènes du chromosome X entre femelles

et mâles. Elle est mise en place tôt au cours du développement embryonnaire et maintenue

tout au long de la vie d’un individu. Alors que l’état inactif du chromosome X était considéré

comme stable, de nombreux indices montrent une variabilité de l’activité transcriptionnelle

du chromosome X inactif au cours du temps, entre tissus, types cellulaires et individus. Il est

estimé qu’environ 25-30% des gènes liés à ce chromosome échappent à l’inactivation du

chromosome X (Tukiainen et al. 2017). La compensation de dose des transcrits du

chromosome X n’est donc pas effective à 100% et conduit à des différences d’expression de

gènes du X entre mâles et femelles, favorisant l’apparition de différences physiologiques

entre les deux sexes, appelées dimorphisme sexuel. Chez l’humain, les mécanismes

permettant l’inactivation du chromosome X et son maintien restent à l’heure actuelle

obscures. De même, le lien entre activité transcriptionnelle du chromosome X et différences
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sexuelles n’est pas encore totalement compris. Cette thèse porte donc sur ce mode

particulier d’expression mono-allélique qu’est l’inactivation du chromosome X, sur la

dynamique de l’activité transcriptionnelle des gènes de ce chromosome depuis les stades

«pré-inactivation du chromosome X», les cellules embryonnaires pré-implantatoires

humaines, jusqu'aux cellules somatiques adultes. En particulier, la dynamique de

l’inactivation du chromosome X a été étudiée dans les cellules hématopoïétiques, soumises

à des différences sexuelles majeures. De même, l’influence du vieillissement dans le

maintien de l’inactivation du chromosome X est questionnée dans cette thèse.
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Chapitre 1

Mise en place de l’inactivation du chromosome X

1.1 Structure évolutive du chromosome X

Chez les mammifères, les chromosomes sexuels sont hétéromorphes. Les femelles

possèdent deux chromosomes X tandis que les mâles ont un X et un Y. Ils sont le résultat de

300 millions d’années d’évolution (Lahn et Page 1999; Ross et al. 2005; Cortez et al. 2014;

Bellott et al. 2014) d’une paire d’autosomes (Ohno 1967), appelés proto-chromosomes

sexuels. Ils ont évolué de manière séquentielle via des inversions de régions entières du

chromosome Y, empêchant les recombinaisons entre chromosomes X et Y et favorisant la

divergence en termes de séquences des gènes homologues du X et du Y. Cette évolution

indépendante des gènes du X et du Y a conduit à l’apparition du gène de la détermination du

sexe, localisé sur le chromosome Y, Sry/SRY (Sex determining Region on Y), homologue de

Sox3/SOX3 sur le chromosome X (Sinclair et al. 1990). Les régions ainsi inversées sont

appelées strata et sont au nombre de 5 (Hughes et al. 2012) (Figure 1). À ceux-ci s’ajoutent 2

régions PAR (Pseudoautosomal region), localisées aux extrémités 5’ et 3’ du chromosome X

et n’ayant pas subi d'événement d’inversion. Les strata sont classifiés en fonction de leur

apparition au cours de l’évolution. L’inversion du stratum 1 s’est produite il y a 300 millions

d’années chez l'ancêtre commun des euthériens, tandis que le dernier événement

d’inversion s’est produit chez l'ancêtre commun des hominidés (25 millions d’années)

(Hughes et al. 2012). Les strata les plus anciens sont localisés sur le bras long du

chromosome X, les plus jeunes étant sur le bras court et voisins de la région PAR1.
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Figure 1 Histoire évolutive des chromosomes sexuels chez les mammifères. Les chromosomes X et Y ont divergé

suite à l’apparition de SRY/Sry et à cinq événements d’inversions chez les mammifères. Ces évènements ont

conduit à un défaut de recombinaison entre X et Y, à une perte d’homologies entre les deux chromosomes et

enfin à une dégradation du chromosome Y. Les régions distales du X et du Y, appelées PAR (Pseudo-Autosomal

Region) peuvent se recombiner et sont identiques. Les autres régions sont divisées en strata (S1-S5), ordonnés

en fonction de l’apparition d’événements d’inversion. Les strata les plus récents (S4-S5) conservent des

gamétologues alors que les plus anciens (S1-S3) ont divergé. Les zones grisées sur les schémas de

chromosomes représentent les centromères.

Ces inversions séquentielles ont contribué à la perte de la majorité des gènes du

chromosome Y, celui-ci ayant dégénéré au cours de l’évolution, limitant sa fonction à la

détermination du sexe mâle via le gène Sry/SRY (Sinclair et al. 1990) et à la transcription de

gènes uniquement exprimés dans les testicules et contribuant à la production des

spermatozoïdes (Hughes et al. 2012; Bellott et al. 2014). Cette histoire évolutive des

chromosomes sexuels est caractérisée par une perte d’homologies entre le X et le Y,
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exacerbée pour les strata les plus anciens. Par conséquent, la partie euchromatique du

chromosome X est six fois plus grande que celle du chromosome Y (Ross et al. 2005), les

gènes actifs du chromosome Y étant en petit nombre. En effet, le chromosome Y ne contient

que 70 gènes alors que le chromosome X en porte plus de 1000. Étant donné que les strata

les plus récents sont localisés sur le bras court du chromosome X, il existe un plus grand

nombre de gènes localisés dans cette région comportant des homologies avec le

chromosome Y, tels DDX3X/DDX3Y, EIF1AX/EIF1AY ou ZFX/ZFY. Seuls 54 gènes codant pour

des protéines comportent des homologues actifs sur le chromosome Y (Ross et al. 2005),

dont 29 sont localisés dans les régions PAR. Parmi les 25 gènes restants, 17 sont localisés sur

le bras court du chromosome X, dans les régions ayant divergé le plus récemment.

Un déséquilibre entre mâles et femelles quant au nombre de gènes des chromosomes

sexuels susceptibles de s’exprimer est finalement le résultat d’inversions séquentielles de

régions du chromosome Y, de la dégradation graduelle du Y et donc de la perte d’homologies

entre X et Y. En absence d’inactivation du chromosome X chez la femelle, il existe de fait un

déséquilibre de dose entre les deux sexes. Les femelles ont théoriquement la possibilité

d’exprimer deux allèles de chaque gène lié au X, alors que les mâles 1 seul. Pour compenser

ce déséquilibre mâles/femelles, l’un des deux chromosomes X est inactivé chez la femelle,

les gènes ayant un homologue actif sur le Y étant exprimés depuis le deux chromosomes X,

le X actif (Xa) et le X inactif (Xi) (Balaton, Cotton, et Brown 2015). Ces gènes sont décrits

comme échappant à l’inactivation du chromosome X.

Les gènes soumis à l’inactivation du chromosome X sont donc exprimés depuis 1 allèle que

ce soit chez le mâle et chez la femelle. Les gènes liés aux autosomes sont quant à eux

exprimés depuis 2 allèles. Il existe donc un autre déséquilibre de dose, entre le chromosome

X et les autosomes, chez le mâle et la femelle. Ce dernier est compensé par un doublement

d’expression des gènes liés aux chromosomes X actifs, tel que proposé par l’hypothèse

d’Ohno (Ohno 1967). Cette hypothèse résume à elle seule l’histoire évolutive de la

compensation de dose des chromosomes sexuels (Figure 2). La dégénérescence du

chromosome Y a provoqué un déséquilibre de dose chez le mâle conduisant à la

sur-expression du chromosome X dans les deux sexes, l’inactivation d’un chromosome X chez
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la femelle a par la suite rétablit la dose en gènes liés aux chromosomes sexuels entre mâles

et femelles (Figure 2).

Figure 2 Évolution des chromosomes sexuels et compensation de dose. Les chromosomes X et Y dérivent de

proto-chromosomes sexuels. La dégénérescence du chromosome Y a provoqué un déséquilibre de dose entre X

et autosomes, mais aussi entre mâles et femelles. La première étape de l’hypothèse d’Ohno est la

sur-expression des chromosomes X compensant le déséquilibre X:A chez le mâle. L’inactivation d’un des deux X

chez la femelle (deuxième étape de l’hypothèse d’Ohno) équilibre toutes les doses X:A et femelles versus

mâles. Figure inspirée de Pessia, Engelstädter, et Marais 2014.

1.2 Mise en place de l’inactivation du chromosome X au cours du

développement embryonnaire murin

Tôt au cours du développement chez les mammifères, l’un des deux chromosomes X est

inactivé de manière aléatoire chez la femelle. Ce processus d’inactivation se met en place

dans les quelques jours avant ou après l’implantation de l’embryon. Il est particulièrement

bien décrit dans le modèle murin.

Chez la souris, il existe deux vagues d’inactivation du chromosome X au cours du

développement pré/péri-implantatoire. La première vague, au stade 4-8 cellules, permet

l’inactivation du chromosome X paternel et est donc soumise à empreinte. La seconde, au

stade péri-implantatoire, permet quant à elle une inactivation aléatoire de l’un des deux

chromosomes X. La seconde vague d’inactivation du chromosome X a été bien caractérisée
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et est celle qui est détaillée dans la suite de ce paragraphe. Avant l’inactivation du

chromosome X, l’ARN polymérase II et les marques d’histones activatrices H3K4me2/3 sont

présentes sur les deux chromosomes X et les histones H3 et H4 sont acétylées. L’inactivation

du chromosome X est ensuite mise en place suite à l’expression de manière mono-allélique

de l’acteur majeur de l’inactivation du chromosome X, Xist (X inactive specific transcript)

depuis le chromosome X qui sera inactivé. Celui-ci est capable de recouvrir en cis le futur Xi.

XIST est un long ARN non-codant dont le gène est localisé sur le chromosome X, dans une

région appelée centre d’inactivation du chromosome X (CIX). Le CIX a été décrit comme la

région minimale permettant d’induire l’inactivation du chromosome X. Elle est enrichie en

gènes produisant des long ARN non codants tels Ftx (Furlan et al. 2018), Jpx (Tian, Sun, et

Lee 2010; Carmona et al. 2018; Rosspopoff et al. 2019), Tsix (J. Lee, Davidow, et Warshawsky

1999; Debrand et al. 1999) et Xert (Gjaltema et al. 2021), identifiés comme régulateurs

positifs ou négatifs de l’expression de Xist et donc de l’inactivation du chromosome X dans le

modèle murin.

XIST induit, via l'interaction avec des effecteurs de l’inactivation du chromosome X, une

cascade d’événements qui vont conduire à la répression transcriptionnelle de la

quasi-totalité des gènes situés sur ce chromosome (Figure 3). Cette cascade commence par

l’exclusion de l’ARN polymérase II du futur Xi formant un compartiment

transcriptionnellement silencieux au sein du noyau (Chaumeil et al. 2006) et par la

dé-acétylation des histones H3 et H4. Ces deux événements sont contrôlés par la protéine

SPEN qui interagit avec XIST et permet le recrutement du complexe NuRD pour l’exclusion de

l’ARN polymérase II (Dossin et al. 2020) et de SMRT qui active HDAC3 et permet la

dé-acétylation des histones H3 et H4 (Żylicz et al. 2019; Dossin et al. 2020). Par la suite, les

marques actives d’histones H3K4me2/3 sont perdues tandis que des marques répressives

d’histones H2AK119Ub et H3K27me3 sont déposées sur le chromosome X à inactiver (Plath

et al. 2003; J. Silva et al. 2003; Napoles et al. 2004; Żylicz et al. 2019), via le recrutement des

complexes PRC1 (Pintacuda et al. 2017; Bousard et al. 2019) et PRC2 (Almeida et al. 2017).

Finalement, les îlots CpG localisés au niveau des promoteurs des gènes soumis à

l’inactivation du chromosome X sont méthylés par l’ADN méthyltransférase DNMT3B

(Gendrel et al. 2012). Plus tard, les variants d’histones macro H2A sont incorporés au niveau
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de la chromatine du Xi (Rasmussen et al. 2000; Doyen et al. 2006). Enfin, l’ensemble du

chromosome X inactif est relocalisé à la périphérie du noyau, au niveau de la lamina via

l’interaction entre XIST et le récepteur de la lamine B (LBR) (McHugh et al. 2015; C.-K. Chen

et al. 2016).

Figure 3 Mise en place de l’inactivation du chromosome X chez la souris. XIST, par son action, induit

une cascade d’évènements. La première étape consiste en l’exclusion de l’ARN polymérase II et la

désacétylation des histones H3 et H4. La répression se réalise via le dépôt de marques d’histones

répressives, H3K27me3 et H2A119Ub. La méthylation des îlots CpG au niveau de promoteurs permet

d’achever la répression transcriptionnelle des gènes. Le Xi est ensuite re-localisé au niveau de la

lamina et forme un compartiment transcriptionnellement silencieux.

1.3 Mise en place de l’inactivation du chromosome X et structure 3D de la

chromatine

Enfin, l’expression de Xist permet un changement de la structure chromosomique du Xi. Pour

plus de clarté, la structure 3D des chromosomes au sein du noyau est organisée en une

alternance de deux types de compartiments chromosomiques (Bickmore et van Steensel

2013), les compartiments A se composant en régions transcriptionnellement actives et

riches en gènes et les compartiments B, en régions inactives et pauvres en gènes. Ces

compartiments sont divisés en domaines topologiques (TADs : Topological Associated

27

https://www.zotero.org/google-docs/?MbUDML
https://www.zotero.org/google-docs/?zeN0uS
https://www.zotero.org/google-docs/?zeN0uS
https://www.zotero.org/google-docs/?bxEhTs
https://www.zotero.org/google-docs/?bxEhTs


Chauvière Louis - Thèse de doctorat - 2021

Domains) (Dixon et al. 2012; Nora et al. 2012), caractérisés par des boucles au niveau de la

chromatine. Cette organisation en TADs va permettre des interactions chromatiniennes à

longue distance (jusqu’à 1Mb) et est dépendante de la cohésine et de la protéine CTCF (Rao

et al. 2014) qui va contraindre la possibilité d’interactions au sein d’un TAD unique.

L’organisation 3D de la chromatine a été définie ces dernières décennies par le

développement de technologies permettant de caractériser les contacts entre régions de la

chromatine (Hi-C, ChIA-PET, 3C, 4C et 5C).

Pour revenir au sujet principal de cette thèse, les chromosomes X ont une conformation 3D

similaire aux autosomes dans les cellules «pré-inactivation du chromosome X». Une fois

l’inactivation du chromosome X mise en place, l’architecture du Xi est complètement

remodelée. Le Xi a la particularité de n’être plus organisé, ni en TADs (mise à part les régions

du chromosome X non soumises à l’inactivation du chromosome X), ni en compartiments A

et B. Sa structure est simplement organisée en deux méga domaines (Rao et al. 2014;

Minajigi et al. 2015; Giorgetti et al. 2016). Ce changement d’organisation semble être médié

par XIST qui permet le recrutement de la protéine SMCHD1, celle-ci empêchant la formation

de TADs et la compartimentalisation du Xi (C.-Y. Wang et al. 2018; Gdula et al. 2019).

1.4 Mise en place de l’inactivation du chromosome X chez l’humain

Chez l’humain, la mise en place de l’inactivation du chromosome X semble très différente de

ce qui est observé chez la souris. L’inactivation aléatoire de l’un des deux chromosomes X est

bien sûr initiée tôt au cours du développement, dans les quelques jours autour de

l’implantation, mais aucune inactivation du chromosome X soumise à l’empreinte n’est

observée antérieurement. De même, alors que l’accumulation de XIST et l’inactivation du

chromosome X sont couplées chez la souris, ceci n’est pas le cas pour l’ensemble des

mammifères euthériens. Fait marquant du développement préimplantatoire humain, XIST

s’accumule sur les chromosomes X actifs que ce soit dans les cellules femelles et mâles

(Vallot et al. 2017), avant que l’inactivation du chromosome X ne soit mise en place

(Okamoto et al. 2011; Petropoulos et al. 2016) (Figure 4). À ce stade, aucun enrichissement

en marques chromatiniennes répressives normalement associées à l’accumulation de XIST
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n’est observé. Après l’implantation, XIST est exprimé de manière mono-allélique et l’un des

deux chromosomes X est inactif. Chez l’humain, le stade précis auquel se met en place

l’inactivation du chromosome X reste encore inconnu. Des analyses alléliques de cellules

uniques d’embryons humains pré-implantatoires semblent indiquer qu’elle commence à

s'initier dans les blastocystes aux jours 6-7 du développement (Vallot et al. 2017; Moreira de

Mello et al. 2017).

Figure 4 Activité du chromosome X au cours du développement. XIST commence à être exprimé à

partir du stade 8 cellules (vert). Il s’accumule sur les chromosomes X actifs avant l’inactivation du

chromosome X, mais les nuages de XIST observés par RNA-FISH sont décondensés en comparaison

de ce qui est observé après l’inactivation du chromosome X. Après l’implantation, l’inactivation du

chromosome X est mise en place (jaune) et XIST ne s’accumule plus que sur le chromosome X inactif

de manière condensée. L’expression globale des gènes du X (bleu) diminue avant l’implantation,

grâce à une initiation de l’inactivation du chromosome X ou une atténuation de l’expression des deux

chromosomes X. L’expression du X ré-augmente, suite à la sur-expression du X actif. Figure inspirée

de Moscatelli et Rougeulle 2021.

1.5 Activité du chromosome X dans l’embryon pré-implantatoire humain : une

atténuation de l’expression globale des deux chromosomes X?

Ce découplage entre accumulation de XIST et mise en place de l’inactivation du chromosome
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X laisse supposer que des mécanismes de compensation de dose puissent se produire avant

l’inactivation du chromosome X elle-même. L’existence d’une atténuation globale et

transitoire de l’expression des deux chromosomes X actifs a été proposée (Petropoulos et al.

2016). Dans l’embryon, au jour 4 du développement, au stade morula, l’expression globale

du chromosome X est deux fois plus importante chez le mâle que chez la femelle. Cette

différence d’expression tend à se réduire par la suite pour s’égaliser au jour 7 du

développement, dans le blastocyste pré-implantatoire. Pour Petropoulos et al. 2016, cette

égalisation d’expression globale du chromosome X entre mâles et femelles ne peut pas être

corrélée avec une initiation de l’inactivation du chromosome X. La proportion de positions

bi-alléliques ne change pas au cours du développement, entre les jours 3 et 7 de

l’embryogenèse. Le mécanisme proposé est donc une baisse d’expression globale des deux

chromosomes X avant l’initiation de l’inactivation du chromosome X (Figure 5).

Figure 5 Activité du chromosome X dans l’embryon pré-implantatoire. Une diminution de l’expression

des chromosomes X est observée dans le blastocyste. Deux hypothèses ont été avancées :

l’atténuation de l’expression des deux chromosomes X (en haut) ou un début d’inactivation du futur X

inactif (en bas).
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Le modèle proposé reste malgré tout très controversé. En ré-analysant le jeu de données

scRNA-seq de cellules d’embryons humains aux jours 3 à 7 du développement (Petropoulos

et al. 2016), une conclusion opposée a été formulée (Moreira de Mello et al. 2017),

suggérant une baisse d’expression globale du chromosome X liée à l’initiation de

l’inactivation du chromosome X dans le blastocyste pré-implantatoire tardif, à partir du jour

6 du développement. De même, des analyses alléliques montrent une baisse de la

proportion de positions bi-alléliques sur le chromosome X entre les jours 5 et 6 (Vallot et al.

2017). Ces observations opposées sont expliquées par l’utilisation de paramètres différents

et plus particulièrement par le choix des polymorphismes informatifs à utiliser. Selon ces

observations, il n’existerait pas d’atténuation globale et transitoire de l’expression des deux

X, mais seulement du futur X inactif. Il en résulterait une asymétrie d’expression des deux X.

La problématique de l’existence de la baisse d’expression des deux chromosomes X est donc

liée à la technologie et au choix de paramètres lors de l’analyse bio-informatique. Elle sera

discutée et détaillée plus profondément dans le quatrième chapitre de l’introduction de

cette thèse concernant les enjeux technologiques et bio-informatiques pour l’étude de

l’activité du chromosome X.

1.6 Les cellules souches embryonnaires humaines amorcées et naïves

L’hypothèse proposée par Petropoulos et al. 2016 est à l’heure actuelle difficile à confirmer,

l’utilisation d’embryons humains pour la recherche étant limitée en raison de multiples

questions éthiques. De plus, les législations actuelles définissent mal les possibilités

d’utilisation d’embryons humains pour la recherche, ce qui est actuellement en cours de

correction dans de nombreux pays. En France, le projet de loi bioéthique, adopté en

deuxième lecture par l’Assemblée Nationale, limitera la culture d’embryons à 14 jours (article

14 du projet de loi bioéthique), le sillon primitif apparaissant au jour 15 du développement,

déterminant l’axe longitudinal des embryons et à l’origine de la formation des trois feuillets

embryonnaires, le mésoderme, l’ectoderme et l’endoderme. Cette limite est globalement

acceptée par la communauté internationale, 17 pays ayant légiféré pour une limite de 14

jours. De même, la modification du génome d’embryons est très réglementée et limite leur
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utilisation à des fins de recherche (projet de loi bioéthique). Au niveau international, la

convention d’Oviedo, entrée en vigueur en 1999, interdit toute intervention conduisant à la

modification du génome humain qui puisse être conservée de façon héréditaire.

Figure 6 Statut du chromosome X dans les CSE humaines. Les deux chromosomes X sont actifs

dans les cellules de la masse interne des blastocystes précoces. Ceux-ci sont recouverts par un

nuage de XIST dispersé. Les CSEh sont dérivées de ces cellules de la masse interne des

blastocystes, mais présentent un Xi recouvert par un nuage condensé de XIST. L’expression de XIST

peut être perdue au cours des passages en cultures, résultant en une réexpression de gènes du Xi.

Les CSEh amorcées peuvent être reprogrammées en cellules naïves où les deux X sont actifs. XIST

recouvre l’un des deux X de manière dispersée dans la majorité des CSEh naïves, tandis que les

deux X sont recouverts dans les autres CSEh naïves.

L’utilisation d’embryons humains étant limitée, des modèles cellulaires ont été développés

via la dérivation de cellules de la masse interne de blastocystes (Thomson et al. 1998) (Figure

6). Ces cellules sont appelées cellules souches embryonnaires humaines (CSEh). Elles sont

pluripotentes, c’est-à-dire pouvant générer tous les types cellulaires humains. La plupart des

CSEh sont dans un état de pluripotence dit amorcé ; leur transcriptome ne reflète pas celui

de cellules d’un embryon préimplantatoire, mais ressemble à des épiblastes tardifs

(Nakamura et al. 2016). Elles n’expriment pas les marqueurs de cellules embryonnaires

humaines naïves tels KLF4, KLF5, TFCP2L1 ou DPPA5. De même, ces cellules ne modélisent

pas l’état « pré-inactivation du X » observé dans l'embryon, l’un des deux chromosomes X
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étant inactivé (J. Silva et al. 2003; Guo et al. 2009). De plus, lors de la culture prolongée de

ces cellules, l’expression de XIST est perdue et est accompagnée de la perte d’enrichissement

en marques répressives d’histones H3K27me3 et de la ré-activation de gènes localisés dans

les régions où H3K27me3 était enrichi (Vallot et al. 2015). Ce phénomène est appelé érosion

du chromosome X et semble être un artefact de culture.

Table 1 Caractéristiques du statut de l’inactivation du chromosome X dans les blastocystes pré-implantatoires,

les CSEh amorcées et les CSEh naïves générées à partir des milieux de reprogrammation décrits dans la

littérature

Blastocyste
CSEh

amorcées
Gafni et
al., 2013

Takashima et
al., 2014

Theunissen et
al., 2016

Guo et al.,
2017

Milieu de
reprogrammation - - NHSM t2iLGö 5iLA PXGL

Expression des
gènes du X Bi-allélique

Mono-allé
lique

Mono-all
élique Bi-allélique

Mono/Bi-alléliq
ue Bi-allélique

Accumulation de
XIST 2 Xa Xi

Absent/1
Xa

Majoritaireme
nt 1Xa

Majoritaireme
nt 1Xa

Majoritairemen
t 1Xa

Ce modèle de CSEh amorcées ne reflète donc pas un état «pré-inactivation du chromosome

X». Pour le reproduire, les cellules amorcées peuvent être reprogrammées chimiquement en

CSEh naïves (Gafni et al. 2013; Chan et al. 2013; Takashima et al. 2014; Theunissen et al.

2016; Bredenkamp et al. 2019). Plusieurs protocoles de reprogrammation des CSEh

amorcées en CSEh naïves ont été développés au cours des dix dernières années. Les milieux

de reprogrammation contiennent des cocktails d’inhibiteurs chimiques et de facteurs de

croissance. Les principaux utilisés actuellement sont le 5iLA (Theunissen et al. 2016) et le

t2iLGö (Takashima et al. 2014). Par exemple, le t2iLGö contient des inhibiteurs des voies de

signalisation ERK et glycogène synthase kinase-3, des facteurs inhibiteurs de leucémies (LIF)

et un inhibiteur de la protéine kinase C, Gö6983. Les cellules ainsi obtenues ont des

caractéristiques transcriptomiques de cellules d’épiblaste pré-implantatoire. En particulier,

elles expriment les principaux marqueurs de cellules naïves, tels KLF4, KLF5, TFCP2L1 ou

DDPA5. En ce qui concerne le chromosome X, son statut diffère d’un milieu à l’autre (Table 1)

: les deux chromosomes sont actifs avec la plupart des protocoles de reprogrammation

(t2iLGö, 5iLA) (Takashima et al. 2014; Theunissen et al. 2016), mais pas pour le milieu NHSM
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(Gafni et al. 2013). Aussi, tandis que XIST s’accumule au niveau des deux chromosomes X

dans les cellules d’embryons pré-implantatoires, il n’est observé que sur l’un des deux

chromosomes X dans la majorité des cellules naïves (Sahakyan et al. 2017). Le domaine de la

génération de cellules naïves évolue très rapidement et de nouveaux protocoles de

reprogrammation sont proposés régulièrement, tel le PXGL, qui, par l’inhibition de la voie

Wnt (Guo et al. 2017; Bredenkamp et al. 2019), permet la stabilisation de l’état naïf des

CSEh.

Encore plus récemment, deux populations de cellules ont été observées après

reprogrammation de CSEh amorcées avec le protocole 5iLa (An et al. 2020), caractérisées par

un statut allélique des chromosomes X différent (Figure 7). Grâce à la présence de gènes

rapporteurs GFP sur le Xa et de tdTomato sur le Xi des CSEh amorcées, insérés dans la phase

de lecture du gène MECP2, une asymétrie d’expression des deux chromosomes X a été

observée dans seulement une partie de la population des CSEh reprogrammées. L’ajout

d’inhibiteurs de récepteurs de FGF (SU5402) permet d’homogénéiser la population de

cellules naïves, de corriger l’asymétrie d’expression des chromosomes X et d’augmenter la

proportion de cellules où XIST est accumulé sur les deux chromosomes. De plus, la

reprogrammation de ces CSEh naïves aboutit à l'inactivation aléatoire du X, ce qui n’est pas

le cas pour les autres milieux de reprogrammation. Cet ajout d’un inhibiteur de récepteurs

de FGF est à l’heure actuelle une piste sérieuse pour obtenir des cellules naïves dont le

statut du chromosome X mime celui de cellules d’embryons avec un statut «pré-inactivation

du chromosome X».
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Figure 7 La reprogrammation des CSEh amorcées aboutit à plusieurs populations de CSEh naïves.

L’ajout de gènes rapporteurs GFP (vert) sur le Xa et tdTomato (rouge) sur le Xi des CSEh amorcées

permet de suivre l’expression depuis chacun des chromosomes X pendant le processus de

reprogrammation avec le protocole 5iLA. Deux populations cellulaires ont ainsi été identifiées, l’une

exprimant fortement tdTomato (CSEh naïves HT) et l’autre faiblement (CSEh naïves LT), suggérant

une ré-activation incomplète du chromosome X. Ces dernières ont la particularité de produire du

FGF2 de manière autocrine. L’ajout d’inhibiteurs de récepteurs au FGF aboutit à une

homogénéisation de la population cellulaire naïve. Figure inspirée de An et al. 2020.
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1.7 Atténuation de l’expression des deux chromosomes X dans les CSEh naïves ?

Avec la majorité des protocoles de reprogrammation, les CSEh naïves femelles présentent

deux chromosomes X actifs, XIST restant exprimé de manière mono-allélique dans la

majorité des cellules. La question se pose alors si ces CSEh naïves peuvent être considérées

comme de bons modèles pour caractériser l’activité transcriptionnelle du chromosome X

dans des cellules d’embryons humains pré-implantatoires dans un état «pré-inactivation du

chromosome X». En tous les cas, l’étude de l’activité du chromosome X dans ces cellules a

relancé la concept de l’atténuation de l’expression globale du chromosome X (Sahakyan et al.

2017) déjà discuté dans les cellules d’embryons pré-implantatoires tardifs (Petropoulos et al.

2016; Vallot et al. 2017; Moreira de Mello et al. 2017). À partir de deux lignées de CSEh

amorcées femelles (deux réplicats pour chaque lignée) n’exprimant pas XIST (XIST-négatives),

la reprogrammation via le protocole 5iLA permet la réactivation du chromosome X inactif,

accompagnée par la ré-expression de XIST. La comparaison des transcriptomes de cellules

naïves précoces XIST-négatives et de CSEh naïves XIST-positives montre une diminution

globale de l’expression des chromosomes X, mais pas des autosomes (Figure 8). Comme

dans les blastocystes, la diminution de l’expression du X est couplée à une expression et une

accumulation de XIST, indiquant un rôle potentiel de XIST dans l’atténuation de l’expression

du X. Cette observation est modérée par le fait qu’elle est liée au processus de

reprogrammation et potentiellement à une mémoire épigénétique du Xi des cellules

amorcées. Mais, de même, la différenciation de CSEh amorcées en cellules germinales

primordiales montre une expression des deux chromosomes X atténuée de manière

dépendante du niveau d’expression de XIST (Chitiashvili et al. 2020).
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Figure 8 Atténuation de l’expression des gènes liés au chromosome X en présence d’un nuage de

XIST. Des cellules amorcées érodées ont été reprogrammées avec le protocole 5iLA en CSEh naïves.

Pendant le processus de reprogrammation, les deux X deviennent actifs avant l’accumulation de XIST

sur le(s) X. Une fois XIST accumulé, l’expression des gènes du X est diminuée (barre bleue),

suggérant que le même processus observé dans des cellules d’embryons humain se passe dans des

CSEh naïves (Sahakyan et al. 2017).

Telle l’hypothèse proposée par Petropoulos et al. 2016, l’atténuation de l’expression du X

dépendante de XIST dans les cellules naïves est controversée. En effet, à partir du même jeu

de données, en comparant des cellules naïves présentant une expression mono- et

bi-allélique de XIST, aucune différence d’expression du chromosome X n’est observée

(Mandal et al. 2020). Cette baisse d’expression des chromosomes X serait liée à une

réactivation seulement partielle du chromosome X inactif en parallèle d’une diminution de la

sur-expression du X actif et non d’une atténuation liée à l’expression de XIST. De même, les

analyses alléliques d’un nombre restreint de gènes réalisées par Sahakyan et al. 2017

montrent un biais d’expression entre les deux X en faveur du X actif des cellules amorcées.

1.8 XACT, un acteur de l’inactivation du chromosome X ?

Chez la souris, des long ARN non codants issus de gènes localisés au niveau du CIX, tels Tsix,

régulent négativement l’expression de Xist et donc l’inactivation du chromosome X (J. Lee,

Davidow, et Warshawsky 1999; Debrand et al. 1999). Au contraire, chez l’humain, à l’heure

actuelle, aucun gène du CIX n’a été identifié comme répresseur de l’expression ou de l’action
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de XIST. Mais, le fait que les deux chromosomes X restent actifs malgré l’accumulation de

XIST dans les cellules d’embryons pré-implantatoires suggère que des facteurs répriment ou

diminuent (si l’atténuation de l’expression des deux chromosomes X est admise) son action

avant la mise en place de l’inactivation du chromosome X. À ce stade, les deux chromosomes

X sont actifs malgré la présence d’un nuage de XIST sur les deux X, observé par RNA-FISH.

Fait marquant, les nuages de XIST sont beaucoup plus dispersés dans les cellules

pré-implantatoires que dans les cellules somatiques (Vallot et al. 2017). Plusieurs hypothèses

peuvent expliquer cette dispersion de XIST : (i) les chromosomes X par eux mêmes sont

décondensés, (ii) le manque de facteurs impliqués dans l’association du XIST aux

chromosomes X, (iii) la présence d’antagonistes de l’action de XIST. Malgré cela, le

découplage entre l’accumulation de XIST et l’inactivation du chromosome X reste intriguant

et pourrait s’expliquer par l’absence d’expression ou de la capacité d'interaction avec XIST

des effecteurs de l’inactivation du chromosome X (Figure 9). De même, des facteurs

pourraient empêcher l’action des effecteurs de l’inactivation du chromosome X directement

sur le X. Une autre hypothèse implique, d’une part, la présence de répresseurs de l’action de

XIST sur l’inactivation du chromosome X et d’autre part, de répresseurs de l’accumulation de

XIST sur les chromosomes X (Figure 9). Dans le premier cas, la présence de XIST n’aurait

aucun effet sur l’activité transcriptionnelle du chromosome X. Dans le second, le nombre de

molécules de XIST accumulées sur les chromosomes X actifs serait insuffisant pour initier

l'inactivation du chromosome X, mais suffisant pour atténuer l’expression des deux X actifs.
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Figure 9 Le découplage entre accumulation de XIST et inactivation du chromosome X suggère la

présence de répresseurs de l’action de XIST. Plusieurs hypothèses sont proposées : (i) l’absence ou

la non fonctionnalité des effecteurs de XIST, (ii) l’action des effecteurs de XIST pourrait être diminuée

par la présence de facteurs antagonistes interagissant avec le chromosome X, (iii) un facteur

répresseur empêche directement XIST de jouer son rôle, (iv) l’accumulation d’un autre facteur

empêche celle de XIST. Figure inspirée de Patrat, Ouimette, et Rougeulle 2020.

Récemment, dans le laboratoire, un long ARN non codant appelé XACT (X-active coating

transcript) a été identifié et proposé comme possible antagoniste de l’action de XIST (Vallot

et al. 2013; 2017). Son gène, spécifique des hominoïdes, d’une longueur supérieure à 250

kb, est localisé sur le chromosome X (hg38: chrX:113,616,301-113,991,975), dans une

région intergénique de 1.7 Mb située entre les gènes AMOT et HTR2C (Figure 10). Cette

dernière région est localisée à plus de 40 Mb du CIX. La forme découverte par le laboratoire

est composée de 2 exons, le premier d’une longueur de 259 pb et le second supérieur à 200

kb, le site de terminaison de la transcription n’étant pas bien défini (Figure 10). XACT est

localisé dans une région riche en séquences répétées (68% du locus de XACT est composé de

séquences répétées), son promoteur étant lui-même dérivé d’un LTR (Long Terminal Repeat).

En amont de XACT, un autre gène, appelé T113.3 a été découvert par le laboratoire (Vallot et
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al. 2013). Au contraire de XACT, son transcrit semble pouvoir coder pour une protéine, tel

prédit par des outils calculant le potentiel codant des gènes (Casanova et al. 2019)

Ce long ARN non-codant qu’est XACT a la particularité d’être exprimé dans les cellules

pluripotentes. Son transcrit a été détecté dans un premier temps dans les CSEh amorcées et

naïves mâles et femelles (Vallot et al. 2013; 2017), T113.3 n’étant exprimé que dans les CSEh

amorcées. De même, dans les cellules d’embryons humains, XACT est exprimé à partir du

jour 4 du développement (Petropoulos et al. 2016; Vallot et al. 2017), au même moment où

XIST commence à être exprimé, les niveaux d’expression de XACT et de XIST étant corrélés au

cours des premiers stades du développement embryonnaire (Vallot et al. 2017). L’expression

de XACT est maintenue dans les cellules épiblastiques et de l’endoderme primitif et de

manière variable d’une cellule à l’autre dans le trophectoderme (Petropoulos et al. 2016;

Vallot et al. 2017). Son transcrit est par ailleurs détecté aussi bien chez les femelles que chez

les mâles. La quantification du niveau d’expression de XACT en scRNA-seq a tout de même

révélé une plus grande quantité de transcrits chez les femelles (Petropoulos et al. 2016).

Toutes ces données indiquent finalement que l’expression de XACT pourrait être régulée

spécifiquement dans un contexte de pluripotence et en particulier dans un contexte où les

cellules n’ont pas encore initié l’inactivation du chromosome X. La compréhension de la

régulation de l’expression de XACT dans ce contexte est finalement un paramètre critique

pour comprendre une possible fonction de XACT spécifiquement dans les cellules

pluripotentes.

Or, par des expériences de RNA-FISH, il a été montré que XACT s’accumule sur les X actifs, en

même temps que XIST, au cours des premiers stades du développement embryonnaire

(Vallot et al. 2017). Comme dans les cellules d’embryons humains, les CSEh naïves femelles

présentent deux nuages de XACT sur les chromosomes X actifs (Vallot et al. 2013; 2017). Par

ailleurs, les nuages que forment XIST et XACT occupent deux territoires distincts (Vallot et al.

2017), XACT étant localisé au niveaux des régions transcriptionnellement actives du

chromosome X (montré par RNA X-paint, données non publiées, K.Mahadik). Ceci suggère

que XACT puisse jouer un rôle protecteur de l’inactivation du chromosome X à ces stades du

développement embryonnaire en empêchant l’action de XIST sur les régions

transcriptionnellement actives. Il est de même intéressant d’observer un nuage de XACT sur
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le Xa dans les CSEh amorcées, malgré le fait que l’inactivation du chromosome X a été mise

en place à ce stade. Cette accumulation de XACT pourrait de même protéger le chromosome

X actif d’une inactivation transcriptionnelle. Il est en effet surprenant d’observer un nuage de

XIST dispersé lorsque XACT et XIST occupent les mêmes chromosomes X (CSEh naïves), alors

que le nuage de XIST devient compact en absence de XACT (CSEh amorcées). Enfin, le

chromosome X inactif des CSEh amorcées peut s’éroder suite à une répression de

l’expression de XIST. Dans ces cellules, XACT recouvre de nouveau les deux chromosomes X

(Vallot et al. 2015). Par ailleurs, les chromosomes X actifs ne sont plus recouverts par XACT

suite à la différenciation des CSEh amorcées (Vallot et al. 2013). Enfin, un dernier argument

en faveur d’un rôle de XACT en tant qu’antagoniste de XIST est une expérience réalisée dans

le modèle murin (Vallot et al. 2017). L’insertion, dans des cellules souches embryonnaires

murines, d’un transgène de XACT sur un des deux chromosomes X conduit à un biais

d’accumulation de XIST et d’inactivation du X en faveur du chromosome X où le transgène

n’a pas été inséré.

Malgré tous ces arguments forts, le rôle du long ARN non-codant XACT dans la modulation

de l’activité du chromosome X, et donc comme antagoniste de XIST, dans un contexte de

pluripotence, n’a jamais été complètement démontré. Plusieurs hypothèses peuvent être

émises quant à son rôle dans ce contexte. Il pourrait contrecarrer l’action de XIST en

l’empêchant de s’accumuler pleinement sur le chromosome X. Or, nous savons que XACT et

XIST occupent deux territoires distincts dans les CSEh naïves. XACT pourrait alors empêcher

la fixation de XIST aux territoires transcriptionnellement actifs du chromosome X,

simplement par encombrement des régions où XIST pourrait se lier à la chromatine ou en

empêchant la diffusion de XIST le long du chromosome X.

Mais, aussi, il pourrait contrecarrer l’action des effecteurs de XIST, d’une part en empêchant

les effecteurs de l’inactivation du chromosome X de se lier à XIST et d’autre part en

réprimant leur action. Ainsi, même en présence de XIST, l’inactivation du chromosome X ne

pourrait pas s’initier. Lors de la mise en place de l’inactivation du chromosome X, XACT ne

s’accumule plus sur le Xi, ce qui permettrait à XIST d’enclencher la cascade d’évènements

aboutissant à l’inactivation de ce chromosome.
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Il serait par ailleurs envisageable que XACT puisse ne pas être entièrement suffisant pour

empêcher XIST d’inactiver complètement le chromosome X. Son action pourrait se limiter à

réduire la capacité de XIST à inactiver le chromosome X. Le nuage de XIST étant dispersé

dans les cellules «pré-inactivation du chromosome X», XIST pourrait ne pas être en quantité

suffisante pour inactiver pleinement le chromosome X. De même, les effecteurs de

l’inactivation du chromosome X pourraient ne pas être en quantité suffisante ou

suffisamment actifs. Le résultat de ce couplage entre accumulation de XACT et réduction de

la capacité de XIST ou de ses effecteurs à inactiver le chromosome X serait alors une

atténuation de l’expression des gènes liés aux deux chromosomes X, en supposant que cet

événement existe chez l’humain.

Alors que l’expression de XACT est abolie lors de la différenciation des CSEh pluripotentes,

elle est observée dans certains types cellulaires somatiques adultes, dans le côlon (J. C. Lee

et al. 2017) et des progéniteurs de cellules hématopoïétiques myéloïdes (Moscatelli 2020).

Comme dans les cellules pluripotentes, XACT est exprimé chez les mâles et les femelles et

recouvre le chromosome X actif. Il existe toutefois une différence majeure. L’isoforme

exprimé dans les cellules pluripotentes n’a jamais été identifié dans des cellules somatiques.

Dans les cellules hématopoïétiques et les cellules du côlon, une autre isoforme est exprimée,

celle-ci s’initiant depuis un autre promoteur, en amont du gène T113.3 (Moscatelli 2020).

Comme dans les cellules pluripotentes, il n’existe pas de preuve que XACT puisse agir comme

antagoniste de XIST pour le maintien de l’inactivation du chromosome X, mais l’expression

d’une isoforme différente de XACT suggère un rôle différent de ce long ARN non codant dans

les cellules pluripotentes et les cellules somatiques. La fonction de XACT n’est finalement, à

l’heure actuelle, que très peu connue que ce soit en lien avec l’initiation, le maintien de

l’inactivation du chromosome X ou non. Il semblerait tout de même que la délétion de tout

le locus de XACT et T113.3 puisse affecter la différenciation neuronale (Motosugi et al. 2021).
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Figure 10 Locus de XACT : profil d’expression dans les CSEh amorcées. XACT est localisé sur le

bras long du chromosome X à environ 1.7 Mb de XIST. Il est situé dans une région intergénique entre

les gènes AMOT et HTR2C. XACT (rouge) est exprimé dans les CSEh amorcées et se compose de

deux exons. En amont, sur le brin positif, est exprimé T113.3 (bleu). L’ensemble du locus est

particulièrement enrichi en éléments répétés.
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Chapitre 2

Activité transcriptionnelle du chromosome X dans les cellules

somatiques humaines

2.1 L’inactivation du chromosome X est maintenue tout au long de la vie

Une fois l’inactivation du chromosome X mise en place, l’extinction des gènes du Xi est

épigénétiquement maintenue au cours des divisions cellulaires et tout au long de la vie

depuis les cellules différenciées in utero jusqu’aux cellules somatiques adultes. Cette

inactivation du chromosome X dans les cellules somatiques adultes se caractérise par le

maintien de la méthylation de l’ADN, l’enrichissement en marques d’histones répressives,

l'appauvrissement en marques d’histones actives et l’accumulation de XIST sur le

chromosome X inactif (Csankovszki, Nagy, et Jaenisch 2001; Jonkers et al. 2008).

Malgré le fait que l’inactivation du chromosome X est maintenue au cours des divisions

cellulaires pour une grande majorité des gènes liés au chromosome X, il est estimé que

20-30% des gènes échappent à l’inactivation du chromosome X chez l’humain (Carrel et al.

1999; Cotton et al. 2013; Balaton, Cotton, et Brown 2015; Tukiainen et al. 2017; Balaton et

al. 2021) et seulement 3-7% chez la souris (F. Yang et al. 2010; Berletch et al. 2015). Cette

estimation est principalement basée sur des analyses alléliques de données de

transcriptomes en cellules uniques ou de populations de cellules où le X inactif est toujours

le même et sur un différentiel d’expression des gènes du chromosome X entre mâles et

femelles.

Ces gènes, non soumis à l’inactivation du chromosome X, peuvent être classés en deux

groupes, les gènes qui ne sont jamais inactivés et qui échappent à l'inactivation du
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chromosome X de manière constitutive et ceux qui sont ré-activés de manière tissu ou type

cellulaire spécifique et qui échappent donc à l’inactivation du chromosome X de manière

variable. Dix à quinze pour cent des gènes du chromosome X échappent à l’inactivation du

chromosome X de manière constitutive, c'est-à-dire dans tous les tissus, tous les types

cellulaires, tous les individus et à tout âge. De manière remarquable, ces gènes sont pour la

plupart regroupés en blocs contenant 15 gènes ou plus. Chez la souris, ces blocs

chevauchent généralement des domaines topologiques qui les isolent des régions de gènes

soumis à l’inactivation du chromosome X (Giorgetti et al. 2016). En cohérence avec cette

observation, la protéine CTCF est localisée aux frontières de ces régions (Marks et al. 2015)

et les isolent des gènes voisins soumis à l’inactivation du chromosome X (Calabrese et al.

2012; Loda et al. 2017; Bonora et al. 2018). D’un point de vue structurel, les gènes non

soumis à l’inactivation du chromosome X sont souvent localisés à la périphérie du territoire

du Xi et en dehors de la région soumise à l’inactivation du chromosome X (Chaumeil et al.

2006; Clemson et al. 1996). De même, l’accumulation de XIST ne semble pas se produire

dans les territoires constitués de gènes échappant à l’inactivation du chromosome X de

manière constitutive (Engreitz et al. 2013; Simon et al. 2013).

Parmi les 99 gènes échappant de manière constitutive à l’inactivation du chromosome X

identifiés par Tukiainen et al. 2017 (Figure 11), 74 sont localisés sur le bras court du

chromosome X, les 25 autres étant sur le bras long. De plus, 30 de ces gènes forment un

cluster comprenant la région PAR1 et les strata 5 et 6, ces derniers étant les segments ayant

divergé le plus récemment du chromosome Y. La présence d’homologues proches entre les

chromosomes sexuels ne nécessiterait pas une compensation de la dose chez la femelle du

fait d’une expression depuis le Xi. Il est intéressant de noter que les gènes de la région PAR1

sont plus exprimés chez le mâle que chez la femelle (Tukiainen et al. 2017; Oliva et al. 2020),

alors que les deux sexes possèdent un même nombre de copies de ces gènes. Cette

observation indique que les gènes échappant à l’inactivation du chromosome X ont

tendance à être moins exprimés depuis le Xi en comparaison du Xa. Cette tendance de

déséquilibre d’expression entre les deux chromosomes pourrait être expliquée, soit par une

sur-expression depuis le Xa, soit par une ré-expression non totale depuis le Xi.

Par ailleurs, dix à quinze pour cent des gènes du chromosome X échappent de manière
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variable à l’inactivation du chromosome X (Balaton, Cotton, et Brown 2015; Tukiainen et al.

2017; Balaton et al. 2021). Ils sont localisés de manière uniforme tout le long du

chromosome X (Figure 11), et ne sont pas regroupés en blocs de gènes échappant à

l’inactivation chromosome X. Il est tout de même remarquable d’observer une concentration

de ces gènes en bordure des clusters de gènes échappant de manière constitutive à

l’inactivation du chromosome X (Tukiainen et al. 2017). Cette observation suggère que la

taille de ces clusters est modulable en fonction des types cellulaires, des tissus ou des

individus. La localisation de ces gènes le long du chromosome X ne permet donc pas de

prédire qu’un gène puisse être sujet à une ré-activation depuis le Xi. Des études ont donc été

réalisées pour identifier une signature épigénétique permettant de prédire qu’un gène

échappe à l’inactivation du chromosome X (Barros de Andrade E Sousa et al. 2019; Balaton

et al. 2021). L’analyse de données ChIP-seq dans des tissus humains a montré que les gènes

qui échappent à l’inactivation du chromosome X sont en moyenne moins enrichis en

marques hétérochromatiques (H3K9me3, H3K27me3) en comparaison des gènes inactivés

(Balaton et al. 2021). Il n'existe par ailleurs que peu de similitudes entre ces gènes, la

manière d’échapper à l’inactivation du chromosome X étant indépendante d’un gène à

l’autre. Le contrôle de l’expression des gènes depuis le chromosome X inactif est régulé

différemment pour chaque gène. Il existerait donc des mécanismes épigénétiques différents

permettant le contrôle de l’expression de ces gènes depuis le Xi, de manière tissu ou type

cellulaire spécifique.

Figure 11 Répartition des gènes le long du chromosome X en fonction de leur activité sur le Xi

(Tukiainen et al. 2017). La localisation de ces gènes est comparée aux strata du chromosome X,

définis par l’histoire évolutive des chromosomes sexuels. Les gènes soumis à l’inactivation du

chromosome X sont représentés en vert, ceux échappant de manière constitutive en rouge et les

variables en bleu.
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2.2 Un rôle pour XIST dans le maintien de l’inactivation du chromosome X ?

La contribution de XIST au maintien de l’inactivation du chromosome X est dépendante du

contexte cellulaire. Chez la souris, l’insertion d’un transgène de Xist dans des CSEm,

permettant une expression inductible de Xist a montré que la répression transcriptionnelle

médiée par XIST est réversible et dépend d’une expression continue de Xist (Wutz et

Jaenisch 2000). Au contraire, après 72h de différenciation de ces mêmes cellules, la

répression transcriptionnelle devient irréversible et indépendante de XIST. De même, dans

les cellules somatiques murines, la délétion de Xist n’a pas de conséquence globale sur

l’inactivation des gènes du chromosome Xi dans le rein où les cellules épithéliales (L. Yang et

al. 2020), suggérant un maintien de l’inactivation du chromosome X indépendante de XIST.

En revanche, dans l’intestin, une accélération du développement tumoral est observée en

l’absence de Xist et en condition de stress chronique, suggérant un rôle protecteur de Xist

dans ce contexte spécifique. De même, le KO conditionnel de Xist dans des cellules souches

hématopoïétiques (CSH) murines à E10.5 conduit à la prolifération de tout le lignage

hématopoïétique et au développement de cancers sévères, tels le néoplasme

myéloprolifératif et le syndrome myélodysplasique (Yildirim et al. 2013). Seulement 10% des

souris femelles restent en vie à l’âge de 2 ans, alors que 100% des souris mâles ΔXist/Y

restent vivantes et en bonne santé à ce même âge. Par ailleurs, le lien entre délétion de Xist

dans le lignage hématopoïétique et réactivation du Xi n’a pas été prouvé. Or, le fait que le

chromosome X soit enrichi en gènes liés à l’immunité pourrait expliquer les phénotypes,

exclusifs à la femelle, observés spécifiquement dans le lignage hématopoïétique.

2.3 Un statut atypique de l’inactivation du chromosome X dans les cellules

hématopoïétiques

Comme présenté au début de ce chapitre, le statut classique de l’inactivation du

chromosome X est caractérisé par la présence d’un nuage de XIST et d’un enrichissement en

marques d’histones répressives. Il est observé dans tous les types cellulaires ou tissus

étudiés, à une exception connue, le système hématopoïétique où XIST peut être délocalisé et
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l’enrichissement en marques répressives d’histones perdu.

Le système hématopoïétique se compose de l’ensemble des cellules sanguines dérivées des

cellules souches hématopoïétiques (CSH), cellules multipotentes capables

d’auto-renouvellement (Ema et al. 2005; Osawa et al. 1996; Wagers et al. 2002) (Figure 12).

Dans le modèle le plus simplifié, le système hématopoïétique est représenté sous la forme

d’un arbre dont la racine est composée des CSH et les branches, de progéniteurs qui se

différencient en cellules matures unipotentes. Le premier embranchement ségrége d’un côté

les cellules avec un potentiel lymphoïde (cellules B, T et tueuses naturelles (NK)) et de

l’autre, les cellules myéloïdes, les érythrocytes et les mégacaryocytes. Cette vision binaire de

la différenciation hématopoïétique est aujourd’hui remise en question par les nouvelles

technologies de séquençage en cellules uniques. Le premier embranchement de l'arbre

hématopoïétique ne consisterait pas à une division entre les deux lignées myéloïde et

lymphoïde. Certaines cellules multipotentes lymphoïdes, les progéniteurs lymphoïdes

multipotents primaires (LMPP), ont toujours la capacité de produire des types cellulaires

myéloïdes tels les macrophages ou les cellules dendritiques (Doulatov et al. 2010; Goardon

et al. 2011) (Figure 12).

Les cellules hématopoïétiques matures sont responsables de la réponse immunitaire.

L’immunité innée permet la lyse des cellules infectées via la production de cytokines. Les

cellules de l’immunité innée incluent les cellules tueuses naturelles (cellules NK), les

neutrophiles et les macrophages. Les lymphocytes B et T sont, quant à eux, responsables de

l’immunité adaptative, ciblant directement les cellules étrangères. Les cellules dendritiques

ont un rôle intermédiaire entre les immunités innées et adaptatives (Martin-Gayo et Yu

2019). Ce sont des cellules présentatrices d’antigènes qui induisent la réponse immunitaire

via les cellules B et T. Elles ont par ailleurs la capacité d’activer les cellules tueuses naturelles

(NK).
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Figure 12 Différenciation des cellules du système hématopoïétique. Représentation schématique de

l’arbre hématopoïétiques. Les cellules de ce compartiment dérivent toutes de cellules souches

hématopoïétiques, cellules multipotentes ayant une capacité d’auto-renouvellement. La différenciation

des CSH se divise en deux lignages majeurs, myéloïde (à gauche) et lymphoïde (à droite).

L’hématopoïèse est un processus qui se déroule d’abord à l’extérieur de l’embryon à partir

du jour 21 du développement, dans le sac vitellin. À ce stade, elle est appelée hématopoïèse

primitive et n’est pas l’origine des CSH adultes. À partir du premier mois du développement

embryonnaire, des CSH apparaissent dans la région méso-aortique, à l’origine de

l’hématopoïèse définitive. Ces CSH colonisent ensuite séquentiellement le foie fœtal

(deuxième mois) et la rate (troisième mois) pour s’installer définitivement dans la moelle
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osseuse à partir du quatrième mois (Galloway et Zon 2003; Cumano et Godin 2007; Dzierzak

et Speck 2008). Pendant ce processus, les CSH deviennent progressivement quiescentes. Au

stade embryonnaire, les CSH ne produisent que des cellules érythroïdes et deviennent

multipotentes dans le foie fœtal. Dans la moelle osseuse, les CSH restent multipotentes tout

au long de la vie d’un individu, mais ont tendance à favoriser de plus en plus le lignage

myéloïde au cours du vieillissement (Kowalczyk et al. 2015). La capacité des CSH à se

différencier dans tous les lignages évolue donc au cours de la vie d’un individu, suggérant

que des mécanismes changent le programme de différenciation des CSH.

La différenciation des CSH en cellules hématopoïétiques matures implique une

réorganisation de la chromatine, une modulation de la structure du génome et du

transcriptome. Dans les cellules myéloïdes, le noyau se déforme pendant le processus de

différenciation par l’action du cytosquelette et en particulier des microtubules (Khatau et al.

2009; Buxboim et al. 2014) (Figure 13). Cette déformation induit un remodelage de la

chromatine (Versaevel, Grevesse, et Gabriele 2012; Makhija, Jokhun, et Shivashankar 2016)

et un déplacement des facteurs de transcription (Miralles et al. 2003; Dupont et al. 2011) .

Ce remodelage de la chromatine se produit au niveau des régions d’hétérochromatine

localisées à la périphérie des noyaux et associées aux lamines (Solovei et al. 2009; Wilson et

Berk 2010; Politz, Scalzo, et Groudine 2013; van Steensel et Belmont 2017). Il se caractérise

en particulier par une perte des marques répressives d’histones H3K27me3 et H3K9me3 en

périphérie du noyau (Biedzinski et al. 2020) (Figure 13). Le chromosome X inactif est

lui-même associé à la lamina nucléaire (C.-K. Chen et al. 2016). L’invagination du noyau

pourrait donc causer une perte d’enrichissement en marques répressives d’histones sur le Xi

et une ré-activation de certains de ses gènes, cette hypothèse n’ayant jamais été testée. La

déformation du noyau médiée par le cytosquelette et la perte de marques répressives

d’histones ont été principalement observées au cours de la différenciation des CSH

humaines en progéniteurs des cellules myéloïdes et dans une moindre mesure, en

progéniteurs des cellules lymphoïdes (Biedzinski et al. 2020).
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Figure 13 La différenciation vers le lignage myéloïde provoque une déformation du noyau et une

délocalisation de l’hétérochromatine. La déformation du noyau apparaît dès les progéniteurs

myéloïdes. Elle est médiée par les microtubules et provoque une perte de lamine B au niveau des

invaginations. En conséquence, une partie de l’hétérochromatine localisée à la périphérie du noyau

est délocalisée, provoquant une perte d’enrichissement en marques répressives d’histones telles

H3K27me3 et H3K9me3. Figure inspirée de Biedzinski et al. 2020.

Cette perte de marques d’hétérochromatine H3K27me3 est l’une des caractéristiques d’un

statut atypique du chromosome X inactif identifié dans le système hématopoïétique humain

et murin. Dans les CSH, XIST est accumulé sur le Xi qui est lui-même enrichi en marques

d'histones répressives, caractéristique d’un état «typique» de l’inactivation du chromosome

X. En effet, en RNA-FISH, XIST forme un nuage condensé sur le Xi dans plus de 80% des CSH

murines (Syrett et al. 2017). Au cours de la différenciation vers le lignage lymphoïde B et T, ce

statut devient atypique avec une délocalisation de XIST et une perte de l’enrichissement en

marques H3K27me3 et H2AK119Ub (Savarese et al. 2006; Syrett et al. 2017; Syrett, Paneru,

et al. 2019) (Figure 14). Chez la souris, le nuage de XIST sur le Xi est absent dans les cellules

pro-B. Il est diffus dans 30% des cellules et absent dans le reste des cellules pré-B et B

immatures (Syrett et al. 2017). En ce qui concerne la marque H3K27me3, des études par

immunofluorescence montrent que cette marque est enrichie sur le Xi dans 80% des noyaux
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des cellules pro-B. Cet enrichissement est graduellement perdu pour être présent seulement

dans 20% des cellules B immatures (Syrett et al. 2017). Dans ces cellules, Xist/XIST reste

exprimé (Syrett et al. 2017). Ce statut atypique de l’inactivation du chromosome X est

conservé dans les cellules B et T matures naïves. Une fois ces dernières cellules activées, le Xi

est de nouveau enrichi en marques H3K27me3 et H2AK119Ub et XIST se retrouve de

nouveau localisé au niveau du Xi (dans 80% des cellules B activées 24h après stimulation des

cellules B naïves) (Jianle Wang et al. 2016; Syrett et al. 2017; Pyfrom et al. 2021) (Figure 14).

Pour les cellules progénitrices et matures naïves, le statut atypique s’accompagne d’une

expression bi-allélique de gènes du chromosome X liés à l’immunité tels CXCR3, CD40LG et

TLR7 (Jianle Wang et al. 2016), observée par RNA-FISH dans des cellules T humaines. Cette

expression bi-allélique n’est tout de même observée que dans une minorité de cellules (20%,

14% et 12% respectivement pour CXCR3, CD40LG et TLR7) (Jianle Wang et al. 2016; Pyfrom

et al. 2021). Des analyses alléliques de transcriptomes de cellules B à l’échelle de la cellule

unique montrent de même que la ré-activation du Xi n’est pas globale et est limitée à des

gènes marqueurs de ces cellules (Pyfrom et al. 2021), des gènes liés à l’immunité. Comme

pour les trois gènes cités ci-dessus, ils n’échappent à l’inactivation du chromosome X que

dans une minorité de cellules. Par conséquent, ce statut particulier n’implique pas une

réexpression globale du X inactif, mais seulement de quelques gènes, marqueurs des cellules

impliquées.

Ce statut atypique du chromosome X inactif a été également observé dans d’autres types

cellulaires, tels les cellules tueuses naturelles (NK) et les cellules dendritiques myéloïdes

(Syrett, Sindhava, et al. 2019). Il a aussi été détecté dans une moindre mesure dans les

macrophages, plus de 50% des cellules présentant un nuage de XIST sur le Xi et un

enrichissement en marques H3K27me3. Par ailleurs, XIST n’est pas exprimé dans les cellules

dendritiques plasmacytoïdes (Syrett, Sindhava, et al. 2019). Le statut de l’inactivation du

chromosome X est donc différent d’un type cellulaire à l’autre et dynamique au cours de la

différenciation, suggérant une plasticité de l’inactivation du chromosome X dans les cellules

hématopoïétiques. Cette dynamique serait donc liée à la diversité et non au nombre de

gènes susceptibles de se ré-exprimer. La connaissance du statut de l’inactivation du

chromosome X dans le système hématopoïétique reste à ce jour limitée, certains types
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cellulaires myéloïdes n’ayant pas été analysés. De même, ce statut atypique de l’inactivation

du chromosome X n’a, à ce jour, jamais été observé dans d’autres tissus ou types cellulaires

somatiques sains. Par ailleurs, dans un contexte pathologique, tel le cancer du sein, une

instabilité épigénétique sur le Xi a été observée, caractérisée par une distribution aberrante

des marques répressives (H3K27me3 et méthylation de l’ADN) sur le Xi (Chaligné et al. 2015).

En parallèle, dans ces mêmes cellules de cancer du sein, de nombreux gènes sont réactivés

depuis le Xi.

Figure 14 Statut de l’inactivation du chromosome X dans la lignée lymphoïde. La différenciation des

cellules souches hématopoïétiques vers le lignage lymphoïde se caractérise par une perte de

l’accumulation de XIST sur le Xi (vert foncé), malgré une expression constante de XIST (vert).

L’enrichissement en marques répressives d’histones H3K27me3 (bleu) et H2AK119Ub (violet) est de

même perdu au cours de la différenciation. Le statut de l’inactivation du chromosome X s’inverse

après activation des lymphocytes B et T matures. CSH : Cellule Souche Hématopoïétique ; PLC :

Progéniteur Lymphoïde Commun ; Imm B : Lymphocyte B Immature ; Circul B : Lymphocyte B

circulant. Figure inspirée de Moscatelli et Rougeulle 2021.

Finalement, ce statut atypique de l’inactivation du chromosome X, observé dans les

lymphocytes B et T, s’accompagne d’un état permissif de l'inactivation du chromosome X. En
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effet, chez la souris, XIST a la capacité d’induire l’inactivation du chromosome X (Savarese et

al. 2006). Ce n’est pas sans rappeler ce qui est observé dans les CSEm (Wutz et Jaenisch

2000). Cet état permissif de l’inactivation du chromosome X n’a quant à lui jamais été

observé dans d’autres contextes cellulaires et pourrait expliquer le fait que le statut de

l’inactivation du chromosome X redevienne classique dans les cellules B et T matures

activées.

2.4 Une plasticité de l’inactivation du chromosome X au cours du vieillissement

L’implication du vieillissement dans le maintien de l’inactivation du chromosome X a été très

peu étudiée chez l’humain. Mais, encore une fois, le modèle murin suggère une attrition de

l’inactivation du chromosome X au cours du vieillissement dans des CSH (Grigoryan et al.

2021). Alors que le Xi est associé à la lamina nucléaire dans des CSHs de souris femelles

jeunes (2-4 mois), il tend à s’écarter de la périphérie du noyau dans les CSH de femelles

âgées (20-26 mois). Cette observation, combinée à une diminution de l’expression de Xist et

à une augmentation de l’accessibilité de la chromatine, suggère une érosion du Xi au cours

du vieillissement.

Chez l’humain, peu de données montrent une potentielle corrélation entre l'âge et une

modulation du maintien de l’inactivation du chromosome X, les analyses des génomes et des

épigenomes s’étant concentrées sur les autosomes. Les études de cohortes par GWAS

(Genome-Wide Association Study) et EWAS (Epigenome-wide association study) écartent de

façon systématique les chromosomes sexuels, étant plus difficiles à analyser. Malgré cela,

l’analyse du méthylome des autosomes est informative pour prédire l’âge épigénétique des

individus, fortement corrélé à l’âge chronologique. Au cours du vieillissement, l’exposition

prolongée à différents facteurs environnementaux fait subir au méthylome de nombreux

changements au niveau des îlots CpG permettant de définir une horloge épigénétique

(Horvath 2013; Hannum et al. 2013), démontrant que les niveaux de méthylation de l’ADN

sont de bons marqueurs pour définir l’âge biologique des individus et/ou identifier une

accélération du vieillissement lié à de multiples maladies.
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Nous avons vu que le méthylome évolue au cours du vieillissement via l’exposition à des

facteurs environnementaux. Le niveau de méthylation au niveau des promoteurs de gènes

du X étant important pour le maintien de l’inactivation du chromosome X, une hypothèse

serait une réexpression de gènes depuis le Xi au cours du vieillissement. Cette hypothèse a

été testée chez l’humain, par analyses des methylomes (données Illumina Infinium Human

Methylation 450 BeadChip) de cellules sanguines d’individus âgés de 30 à 75 ans (Cotton et

al. 2013). Cette analyse globale des niveaux de méthylation au niveau des TSS ne montrent

pas de corrélation entre méthylation sur le chromosome X et vieillissement chez la femelle.

De même, le niveau de méthylation au niveau du promoteur de XIST ne change pas avec

l’âge chez la femelle. Plus récemment, les niveaux de méthylation ont été étudiés sur des

échantillons de leucocytes sanguins d’individus âgés de 55 à 80 ans (S. Li et al. 2020). Chez la

femelle, les îlots CpG des gènes échappant à l’inactivation du chromosome X sont de plus en

plus dé-méthylés au cours du vieillissement. Au contraire, les îlots CpG hyper-méthylés des

gènes sujets à l’inactivation du chromosome X le sont encore plus avec l’âge. Ces données

observées chez l’humain sont en contradiction avec les études réalisées chez la souris et

suggèrent, de manière surprenante, une stabilisation accrue de l’inactivation du

chromosome X au cours du vieillissement.

Pourtant, au cours de sa vie, un individu accumule de nombreuses mutations du génome.

L’expression mono-allélique des gènes du chromosome X pourrait accroître la prédisposition

à développer des maladies. Afin de ne pas être impacté par l’apparition de mutations

délétères sur le chromosome X, deux stratégies pourraient exister, la première étant

d’exprimer de manière bi-allélique les gènes du X lorsque la mutation est localisée sur le Xa.

Mais, les analyses du méthylome nous indiquent que l’inactivation du chromosome X est

maintenue avec l’âge. Une autre option serait un biais d’inactivation du chromosome X au

cours du vieillissement. Alors que l’inactivation du chromosome X est mosaïque chez les

individus femelles jeunes, elle semble être de plus en plus biaisée vers un seul chromosome

X au cours du vieillissement (Knudsen et al. 2007; Gentilini et al. 2012; Mossner et al. 2013).

L’apparition de mutations délétères sur un chromosome X permet la sélection clonale des

cellules où le chromosome muté est le X inactif.
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D’un point de vue général, il existe une dynamique de l’activité transcriptionnelle du Xi dans

différents tissus ou types cellulaires et potentiellement au cours de la vie d’un individu. Elle

est à l’origine de différences d’expression de gènes liés au chromosome X entre mâles et

femelles. Ces différences peuvent provoquer des dimorphismes sexuels, des différences

phénotypiques entre sexes. En particulier, certains gènes échappent à l’inactivation du

chromosome X et sont donc plus exprimés chez la femelle en comparaison du mâle. Ce

différentiel d’expression des gènes du X entre mâles et femelles pourrait être l’une des

explications de prévalences pour le développement de maladies dans l’un des deux sexes.

Ces différences sexuelles sont détaillées dans le chapitre suivant.
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Chapitre 3

L’activité du chromosome X à l’origine

de différences sexuelles ?

Il existe, de manière évidente, un grand nombre de différences phénotypiques entre mâles

et femelles chez les mammifères. Ces dimorphismes sexuels comprennent des différences

physiologiques, anatomiques et de comportements. Ils sont la conséquence de multiples

facteurs tels la production d’hormones gonadiques, l’environnement et l’hétéromorphisme

des chromosomes sexuels.

3.1 Un dimorphisme sexuel lié à la production d’hormones gonadiques

Les dimorphismes sexuels les plus évidents sont bien sûr expliqués par les gènes permettant

le déterminisme sexuel, et notamment SRY, localisé sur le chromosome Y et à l’origine du

développement des gonades masculines (Sinclair et al. 1990), de la production d’hormones

sexuelles et donc de l’apparition de différences anatomiques et physiologiques. La

production de ces hormones évolue au cours de la vie des individus, en particulier au

moment de la puberté. La puberté permet une augmentation de la production de ces

hormones mais ne se déroule pas au même moment entre les deux sexes pendant

l’adolescence. De même, à partir de 50 ans, les hormones sexuelles féminines cessent d’être

produites lors de la ménopause alors que les hormones masculines diminuent

graduellement avec l’âge. Un exemple remarquable de différences sexuelles liées à la

dynamique de production des hormones au cours de la vie est la prévalence pour l’asthme

(Fuseini et Newcomb 2017; Zein et Erzurum 2015). Les mâles ont un plus grand risque de

développer de l’asthme avant la puberté, alors que la prévalence s’inverse ensuite. Elle
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augmente chez les femelles à partir de l’adolescence et reste stable chez les mâles (Motika et

al. 2011), indiquant un lien entre production des hormones gonadiques et prévalence pour

l’asthme. Au contraire, après la ménopause, les femelles sont moins sévèrement affectées.

Cet exemple est expliqué principalement par la production d’hormones gonadiques, mais

l’environnement et l’activité du système immunitaire impactent aussi cette différence

sexuelle (Shah et Newcomb 2018). En effet, l’exposition à des facteurs environnementaux,

tels la prise de médicaments, le régime alimentaire ou la consommation de tabac, peut

altérer l’épigénome et en particulier le méthylome. En ce qui concerne l’asthme, l'épigénome

peut changer in utero (via le mode de vie de la mère, notamment la consommation de tabac)

et peut favoriser le développement de l’asthme au cours de l’enfance (DeVries et Vercelli

2017; Vercelli 2018).

3.2 Le chromosome X à l’origine de différence sexuelles

Comme détaillé dans les chapitres précédents, la compensation de la dose, via l’inactivation

d’un chromosome X chez la femelle, permet d’équilibrer le nombre de transcrits du

chromosome X entre les deux sexes. Malgré cela, des gènes échappent à l’inactivation du

chromosome X, déséquilibrant localement la dose. La transcription des deux allèles d’un

gène lié au chromosome X chez la femelle augmente également la diversité en termes de

séquences. Le mâle, avec son unique chromosome X, est plus vulnérable à l’apparition de

mutations sur ce chromosome, augmentant la prévalence de maladies chez le mâle. Ce

constat est particulièrement remarquable pour les cancers qui montrent une plus forte

incidence chez le mâle, c’est-à-dire, une très large majorité des cancers. Seuls cinq types de

cancers sont plus prévalents chez les femelles (Cook et al. 2009), les cancers du sein, du

péritoine, de la thyroïde, de l’anus et de la vésicule biliaire. La prévalence de nombreux

autres types de cancers chez les mâles a été associée à des mutations provoquant des pertes

de fonction de gènes du chromosome X qui ont la particularité d’échapper à l’inactivation du

chromosome X. Ils ont été appelés EXITS (Escape from X-Inactivation Tumor-Suppressor)

(Dunford et al. 2017). L’analyse GWAS de plus de 4000 tumeurs a permis d’identifier 6 gènes,

tous localisés sur le chromosome X (ATRX, CNKSR2, DDX3X, KDM5C, KDM6A et MAGEC3)
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portant des mutations perte de fonction de manière biaisée chez les mâles. En parallèle, des

analyses alléliques ont montré que ces gènes échappent à l'inactivation du chromosome X

dans les tumeurs impliquées. De plus, les cellules tumorales femelles présentant ces

mutations ont pour la plupart perdu l’un des deux chromosomes X. Ces mutations étant à

priori récessives, elles permettent toujours le développement de cancers chez le mâle,

malgré la présence d’homologues sur le chromosome Y. Au contraire, chez la femelle, à l’état

hétérozygote, elles n’ont aucun effet. La capacité à échapper à l’inactivation du chromosome

X de certains gènes du X aurait alors un rôle protecteur pour le développement de cancers.

Malgré cet exemple, de nombreuses maladies ont un biais de prévalence vers l’un des deux

sexes, bien sûr partiellement expliqués par la production d’hormones gonadiques ou

l’environnement, mais dont la part de l’inactivation du chromosome X dans le

développement de ces maladies n’a jamais été étudiée. En effet, les analyses GWAS ne

prennent que rarement en compte les chromosomes sexuels, du fait de limites statistiques

et ne permettent pas d’identifier des facteurs de prédisposition ou de protection pour des

maladies soumises à des différences sexuelles.

3.3 Des différences sexuelles dans la réponse immunitaire

Le sexe est une variable biologique qui affecte la réponse immunitaire. Les différences entre

les sexes quant à la réponse immunitaire sont globalement conservées dans le règne animal

(Zuk 2009). Une méta analyse portant sur des données biologiques liées à l'immunité (584

critères) de 105 espèces animales a démontré que la réponse immunitaire innée et

adaptative est en moyenne beaucoup plus importante chez la femelle adulte, quelle que soit

l’espèce (Kelly et al. 2018). Ce dimorphisme sexuel est le résultat d’une sélection naturelle

favorisant la reproduction et donc la survie des espèces (Zuk 2009). Le succès de la

reproduction chez les femelles est limité par le nombre d’individus qu’elle peut produire et

élever. Au contraire, pour que le mâle puisse transmettre un grand nombre de fois son

génome à la génération suivante, il doit pouvoir fertiliser le plus de femelles possible.

Finalement, pour que la femelle maximise la transmission de son génome aux générations

suivantes, elle doit survivre plus longtemps que le mâle et donc avoir, entre autres, un
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système immunitaire plus performant.

Il est, par ailleurs, remarquable de noter que ces différences évoluent avec l’âge. Chez

l’humain, l’activité du système immunitaire augmente uniquement chez la femelle à partir de

la puberté et diminue au moment de la ménopause (Castelo-Branco et Soveral 2014),

montrant que l’activité du système immunitaire est corrélée avec la capacité de reproduction

des espèces. La réponse inflammatoire (via une production de cytokines plus importante

chez le mâle pré-pubère) est plus performante chez les mâles avant la puberté (Casimir et al.

2010) et au cours du vieillissement (Huang et al. 2021), alors que cette tendance est inversée

à l’âge adulte (Y. Yang et Kozloski 2011; Furman et al. 2014) (Figure 15).

Chez l’adulte, les différences sexuelles dans la réponse immunitaire se caractérisent par une

activité accrue des interférons de type I (Berghöfer et al. 2006), un plus grand nombre de

lymphocytes T CD4+ (B.-W. Lee et al. 1996; Lisse et al. 1997; Uppal, Verma, et Dhot 2003;

Abdullah et al. 2012; Sankaran-Walters et al. 2013) et une production plus importante

d’anticorps chez la femelle (Teixeira et al. 2011; Abdullah et al. 2012), liés à un nombre accru

de cellules lymphocytaires B (Figure 15). En conséquence, les femelles ont moins de risques

de développer des formes graves de maladies liées à des infections virales, bactériennes ou

parasitaires (Steeg et Klein 2016) et la réponse immunitaire après vaccination est plus

efficace chez celles-ci (Klein, Jedlicka, et Pekosz 2010) (Figure 15). Les pandémies qui ont

affecté la population humaine au cours des derniers siècles sont particulièrement

informatives à ce sujet. L’épidémie de grippe influenza (1918-1919), plus connue sous le nom

de grippe espagnole, a montré un excès de mortalité au sein de la population masculine, non

lié à la première guerre mondiale qui avait lieu en même temps (Viboud et al. 2013). De

même, le sexe masculin est un facteur de risque pour le développement de formes graves de

COVID-19 (Peckham et al. 2020).

En contrepartie, l’activité exacerbée du système immunitaire rend les femelles plus

vulnérables au développement d’une grande majorité de maladies auto-immunes (Figure

15), telles la thyroïdite d’Hashimoto, la maladie de Graves, le syndrome de Sjögren ou le
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lupus systémique érythémateux où plus de 80% des patients touchés sont de sexe féminin

(Whitacre 2001).

Figure 15 Différences sexuelles dans la réponse immunitaire. La réponse inflammatoire est

particulièrement accrue chez les mâles (jaune) avant la naissance et pendant l’enfance. Cette

différence s’inverse à partir de la puberté et une nouvelle fois au cours du vieillissement. La réponse

immunitaire adaptative est aussi soumise à des différences entre les deux sexes. Les mâles ont un

plus grand nombre de lymphocytes T CD8+ et de cellules tueuses naturelles (NK) (vert). Au contraire,

les femelles ont plus de lymphocytes T CD4+ et de cellules B (rouges). Ces disparités quant à la

réponse immunitaire sont la cause d’une prévalence plus importante pour les femelles de développer

des maladies auto-immunes et d’un risque plus élevé de développer des formes graves de maladies

infectieuses.

Les différences sexuelles dans la réponse immunitaire sont la conséquence de multiples

facteurs interconnectés. L’environnement y joue un rôle par le biais de l’alimentation et de la

composition du microbiote (Fransen et al. 2017). Les différences entre mâles et femelles

quant à la réponse immunitaire changent au cours de la vie, et notamment à la puberté,

montrant l’impact des hormones gonadiques. Les cellules lymphoïdes, les macrophages et
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les cellules dendritiques expriment des récepteurs aux œstrogènes (ERα et ERβ) (Phiel et al.

2005). L’activation des voies de signalisation dépendantes de l’œstradiol affectent

l’immunité innée et adaptative par leur impact sur l’expression des TLRs (Toll-like receptors)

(Rettew, Huet, et Marriott 2009) et la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6,

TNF) (Bouman, Heineman, et Faas 2005). Elle agit aussi sur la composition en cellules

hématopoïétiques dans le sang (Robinson et al. 2014) et aide la différenciation de

monocytes en cellules dendritiques (Seillet et al. 2012). Au contraire de l’œstradiol, la

progestérone a un effet anti-inflammatoire (Butts et al. 2007; Jones et al. 2010) et la

testostérone agit comme suppresseur de la réponse immunitaire (Roberts, Walker, et

Alexander 2001).

3.4 Activité du chromosome X et différences sexuelles dans la réponse

immunitaire

Les hormones ont définitivement un impact majeur sur les différences sexuelles dans la

réponse immunitaire. Mais, le nombre de chromosomes X chez un individu influe sur celle-ci

(Figure 16). Il agit en particulier sur le risque de développer des maladies auto-immunes. Des

expériences sur un modèle de souris caractérisé par quatre génotypes différents (XX, XY-,

XXSry et XY-
Sry) (DeVries et Vercelli 2017; Arnold et Burgoyne 2004) permettent de distinguer

l’influence des hormones d’une part et du nombre de chromosome X d’autre part dans les

différences sexuelles. Ce modèle, appelé Four Core Genotype (FCG) utilise un chromosome Y

avec une mutation rendant le gène Sry inactif (Y-) et un transgène de Sry qui peut être inséré

sur le chromosome X ou le chromosome Y. La comparaison entre les femelles XX et XY- ou les

mâles XXSry et XY-
Sry permet donc de connaître l’influence du nombre de chromosomes X

dans l’apparition de différences sexuelles, le paramètre hormonal étant absent. L’induction

d’une encéphalomyélite auto-immune expérimentale par l’ajout d’auto-antigènes montre

que la présence de deux X augmente la susceptibilité de développer cette maladie

auto-immune (Smith-Bouvier et al. 2008).

Chez l’humain, le nombre de chromosomes X a aussi une importance dans l’apparition de
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maladies auto-immunes. Les mâles (XY), mais aussi les patients atteints du syndrome de

Turner (X0) ont moins de risque de développer un lupus systémique érythémateux que les

femelles (XX), les individus atteints du syndrome de Klinefelter (XXY) et de trisomie du X

(XXX) (Invernizzi et al. 2007; Sawalha, Harley, et Scofield 2009; Cooney et al. 2009). De

même, les individus avec les syndrôme de Klinefelter (XXY) présentent un plus grand nombre

de cellules CD4+ et de cellules B que les mâles (Koçar et al. 2000), tandis que les femelles

avec un syndrome de Turner (X0) en ont moins que les femelles normales (Cacciari et al.

1981). Chez les individus avec des chromosomes X surnuméraires, seul un X est actif

(Tüttelmann et Gromoll 2010; Kinjo et al. 2020; Gartler et al. 2006). Ces données suggèrent

donc que l’expression de gènes des chromosomes X inactifs dans les cellules

hématopoïétiques joue un rôle pour augmenter le risque de développer des maladies

auto-immunes et accroître la réponse immunitaire. Il existerait alors un déséquilibre de dose

des gènes échappant à l’inactivation du chromosome X dans le cas de la présence de

chromosomes X surnuméraires.

Figure 16 La dose d’expression des gènes échappant à l’inactivation du chromosome X influe sur la

réponse immunitaire. Dose d’expression des gènes échappant à l’inactivation du X (rouge), sujet à

l’inactivation du X (vert) et de la région PAR (violet) chez les mâles, les femelles et les individus

atteints des syndromes de Turner, de Klinefelter et de trisomie du chromosome X. En fonction de la

dose des gènes échappant à l’inactivation du X, la réponse immunitaire est différente. SLE : Lupus

Systémique Érythémateux.
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L’expression biallélique des gènes liés à l’immunité dans les cellules hématopoïétiques irait

dans le sens d’un rôle de l’activité du chromosome X dans les différences sexuelles au niveau

de la réponse immunitaire. En effet, le chromosome X contient de nombreux gènes

régulateurs de la réponse immunitaire, tels TLR7, CD40LG, CXCR3 ou IL3RA (Ross et al. 2005;

Bianchi et al. 2012). Parmi ces gènes, l’expression allélique de TLR7 a été bien caractérisée

dans les cellules hématopoïétiques. Par des tests PCR allèle-spécifique, il a été montré que

TLR7 est exprimé de manière bi-allélique dans les cellules immunitaires : les cellules B, les

cellules dendritiques plasmacytoïdes et les monocytes (Souyris et al. 2018). Des expériences

de RNA-FISH révèlent en outre que TLR7 est exprimé de manière bi-allèlique dans environ

20% des cellules, ce qui est le cas aussi pour CD40LG et CXCR3 (Jianle Wang et al. 2016). Ces

trois gènes ont la particularité d’être sur-exprimés dans des maladies auto-immunes, telles le

lupus systémique érythémateux (Hewagama et al. 2013; Qianjin Lu et al. 2007). Or, TLR7

joue un rôle critique dans le développement de cette maladie auto-immune. Sa stimulation

permet une augmentation de la production d’IFN-α (Berghöfer et al. 2006) dans les cellules

dendritiques, mais aussi dans les cellules B, responsables d’une suractivation du système

immunitaire. Cette expression bi-allélique de gènes du X liés à l’immunité pourraient être le

résultat du statut atypique de l’inactivation du chromosome X observé dans les mêmes types

cellulaires et détaillé dans le chapitre précédent. La délocalisation de XIST et la perte

d’enrichissement en marques d’histones répressives serait alors l’un des responsables de

différences sexuelles liées à l’activité du système immunitaire.

Malgré de nombreux indices montrant un rôle de l’activité transcriptionnelle du Xi dans les

différences sexuelles liées à l’immunité, les mécanismes impliqués restent encore

énigmatiques. De même, seuls quelques gènes liés au chromosome X et à l’immunité ont été

identifiés comme échappant à l’inactivation du chromosome X dans des cellules du système

hématopoïétique. Le statut atypique de l’inactivation du chromosome X observé dans de

nombreux types cellulaires hématopoïétiques suggérerait une expression accrue de

nombreux gènes du Xi. Le nombre et l’identité des gènes échappant à l’inactivation du

chromosome X dans ce contexte particulier reste à définir. De plus, le statut du chromosome

X inactif est inconnu pour de nombreux types cellulaires du lignage myéloïde, qu’ils soient

des progéniteurs ou des types cellulaires matures. Finalement, le fait que les différences
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entre sexes, quant à la réponse immunitaire, changent avec l’âge est particulièrement

intrigant. Cette dynamique a été partiellement expliquée par l’action des hormones

gonadiques, et particulièrement les œstrogènes. Mais, à l’heure actuelle, rien ne nous

indique que les gènes échappant à l’inactivation du chromosome X ne jouent pas un rôle

dans cette dynamique.

3.5 Différences sexuelles et vieillissement

Il est évident qu’il existe des différences sexuelles en ce qui concerne le vieillissement. En

effet, les femelles vivent en moyenne plus longtemps que les mâles. En France, l’espérance

de vie est de 85.3 ans chez les femelles, alors qu’elle n’est que de seulement 79.2 chez les

mâles. Mais, paradoxalement, les femelles sont plus fragiles et en moins bonne santé que les

mâles à la fin de leurs vies (Austad et Fischer 2016; Gordon et al. 2017). Il existe notamment

une prévalence pour le développement de la maladie d’Alzheimer (S. Li et al. 2020; McCarrey

et al. 2016), de troubles de la vision (Y. Li et al. 2011; Shaqiri et al. 2018) et de maladies

musculaires (Doherty 2003) chez la femelle. De même, des différences sexuelles sont

observées au niveau de l’activité du système immunitaire en lien avec le vieillissement

(Huang et al. 2021). La réponse inflammatoire devient plus efficace chez les mâles, étant liée

à une augmentation de l’expression des gènes pro-inflammatoires (Huang et al. 2021). La

proportion en types cellulaires dans le sang change aussi au cours du vieillissement, la

proportion de cellules T dans le sang diminuant et celle de monocytes augmentant (Huang et

al. 2021). Cette modulation de la composition en types cellulaires circulant finit par accroître

les différences sexuelles liées à l’immunité.

Les mécanismes à l’origine d’un lien entre différences sexuelles et vieillissement sont encore

peu connus. Bien évidemment, elles peuvent être liées à l’environnement et à la baisse

brutale de production d’hormones au moment de la ménopause chez la femelle. Une autre

explication serait la taille des télomères, à priori plus longs chez les femelles (Gardner et al.

2014; Factor-Litvak et al. 2016). À l’heure actuelle, peu d’études se sont intéressées au rôle

du maintien de l’inactivation du chromosome X dans les différences sexuelles au cours de
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vieillissement. Il n’existe donc aucune preuve de lien entre ces deux facteurs à l’heure

actuelle et des études comparatives de transcriptomes entre mâles et femelles âgés et

jeunes pourront apporter des réponses quant à l’ampleur de la ré-activation de gènes du Xi

avec le vieillissement.
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Chapitre 4

Estimer l’activité du chromosome X, un enjeu technologique

et bio-informatique

La dynamique de l’activité transcriptionnelle du chromosome X chez l’humain, depuis les

premiers stades du développement jusqu’à la cellule somatique adulte, est finalement assez

énigmatique. Dans l’embryon, l’état transitoire entre deux chromosomes X actifs et

l’inactivation du chromosome X n’a pas été caractérisé. La chronologie d’événements de

compensations de dose vers un état inactif reste à l’état d’hypothèses. De même, en ce qui

concerne le maintien de l’inactivation du chromosome X, nous savons qu’il existe une

plasticité de l’activité transcriptionnelle du Xi. Certains gènes échappent à l’inactivation du

chromosome X de manière constitutive, d’autres seulement dans quelques tissus, types

cellulaires ou individus. Ces derniers pourraient avoir un lien dans des différences entre les

deux sexes, en augmentant la dose d’expression ou la diversité génétique des gènes liés à l’X.

L’identification de ces gènes dans chaque tissu, chaque type cellulaire ou au cours du

vieillissement vont donner de nouvelles clés pour la compréhension des mécanismes

biologiques menant à ces différences sexuelles. La diversité de ces gènes échappant à

l’inactivation du chromosome X de manière variable laisse supposer de nombreux

mécanismes permettant de contrôler le maintien de l’inactivation du chromosome X en

corrélation ou non avec l’action de XIST. Avoir une vision complète de la dynamique de

l’inactivation du chromosome X dans les cellules somatiques humaines sera alors une

première étape vers l’identification des mécanismes biologiques impliqués.

L’ensemble de ces questionnements revient à savoir quelle est l’activité transcriptionnelle

des chromosomes X à chaque étape de la vie d’un individu. Pour cela, les technologies de

séquençage des transcriptomes apportent des clés de compréhension. Des stratégies pour

estimer l’activité transcriptionnelle du chromosome X ont été développées, chacune étant
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informative, dépendamment des questions posées, mais ayant leur propres limitations. Il

existe trois stratégies principales : (1) l’analyse allélique des transcrits du chromosome X, (2)

la différence d’expression entre mâles et femelles pour l’étude de la compensation de dose

entre les deux sexes et (3) celle entre chromosome X et autosomes,

4.1 Analyse allélique : quelle est la part de gènes du X exprimés de manière

bi-allélique ?

Cette première stratégie permet l’identification de gènes exprimés de manière bi-allélique,

depuis les deux chromosomes X et donc échappant à l’inactivation du chromosome X. Étant

donné que l’inactivation du chromosome X est aléatoire, le X inactivé est différent d’une

cellule à l’autre dans une population cellulaire. À cette échelle, des transcrits provenant des

deux chromosomes X sont donc détectés (Figure 17). Le séquençage en masse de l’ARN ne

permet pas de statuer sur l'activité transcriptionnelle du Xi. En se plaçant à l’échelle d’une

position hétérozygote située sur un gène sujet à l’inactivation du X, la détection des deux

allèles ne signifie pas qu’il est exprimé de manière bi-allélique.

Figure 17 Détection de positions exprimées de manière bi- ou mono-allélique avec des données de

transcriptomes séquencées en masse ou en cellules uniques. Si la population cellulaire est homogène

en terme de X inactivé (à gauche), une position majoritairement exprimée de manière mono-allélique

va être détectée comme telle par séquençage en masse et en cellules uniques. Au contraire, si la

population est hétérogène, l’expression des deux allèles sera détectée et ne permettra pas de

conclure pour une expression mono-allélique.
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Il existe néanmoins des cas particuliers où le séquençage en masse de l’ARN apporte des

informations sur l’activité du Xi. Si les cellules d’une population sont homogènes en termes

de X inactivé, alors le même allèle sera exprimé dans l’ensemble des cellules de l’échantillon.

De même, dans certains tissus ou certains contextes liés au vieillissement, l’inactivation du

chromosome X peut être asymétrique dans la population de cellules, le Xi étant identique

dans toutes les cellules. Dans le contexte d’une inactivation asymétrique du chromosome X,

l’analyse allélique avec du séquençage en masse est informative (Figure 17).

Malgré d’évidentes limitations, les analyses alléliques de données de séquençage en masse

permettent d’identifier des populations cellulaires où l’inactivation du chromosome X n’est

pas aléatoire. En effet, l’expression “allèle-spécifique” est un bon paramètre pour définir une

inactivation du chromosome X biaisée dans une population de cellules. Cette expression

allèle spécifique est calculée de la manière suivante :

𝐴𝑆𝐸 =
𝑛

𝑎𝑙𝑡

𝑛
𝑎𝑙𝑡

 + 𝑛
𝑟𝑒𝑓

où nalt est le nombre de lectures couvrant le variant alternatif (variant différent de celui qui

est majoritaire dans la population humaine) et nref le nombre de lectures couvrant le variant

de référence.

4.2 Analyse allélique à l’échelle de la cellule unique

Le séquençage en masse des transcrits ne permet donc pas de statuer de l’inactivation des

gènes du X dans la plupart des cas. Il est donc indispensable de descendre à l’échelle de la

cellule unique pour détecter des positions exprimées de manière mono- ou bi-allélique

(Figure 17).

4.2.1 Les technologies de séquençage en cellules uniques

Or, depuis un peu plus de dix années, le séquençage du transcriptome d’une cellule est
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possible (F. Tang et al. 2009). Il a révolutionné des pans entiers de la biologie, favorisant

l’identification de populations cellulaires rares, la découverte de réseaux géniques de

régulations et le suivi de trajectoires de différenciation de cellules entre autres. Cette

technologie est en constante évolution, de nombreux protocoles pour isoler les cellules et

préparer les librairies ayant été développés au cours des dernières années (F. Tang et al.

2010; Islam et al. 2011; Hashimshony et al. 2012; 2016; Ramsköld et al. 2012; Picelli et al.

2013; Macosko et al. 2015; Hagemann-Jensen et al. 2020; G. X. Y. Zheng et al. 2017) (Figure

18). Suivant les protocoles, les cellules peuvent être isolées manuellement, par FACS ou par

microfluidique. De même, il existe une diversité de manières de préparer les librairies. Le

séquençage peut se faire sur toute la longueur des transcrits, telles les technologies

Smart-seq (Ramsköld et al. 2012; Picelli et al. 2013; Hagemann-Jensen et al. 2020). Au

contraire, seules les extrémités 5’ ou 3’ de chaque transcrit sont séquencées en STRT-seq

(Islam et al. 2011), Drop-seq (Macosko et al. 2015) ou Chromium 10X Genomics (G. X. Y.

Zheng et al. 2017) (Figure 18). Ces dernières bénéficient de l’ajout d’identifiants moléculaires

uniques (UMI) (Kivioja et al. 2012) et de codes barres uniques pour chaque cellule autorisant

une quantification absolue des molécules d’ARN présentes dans une cellule et séquencées.

Les technologies les plus couramment utilisées sont le Smart-seq2 et le Chromium 10X

Genomics. Elles permettent de répondre à des questions biologiques sensiblement

différentes. En ce qui concerne la technologie Chromium 10X Genomics (G. X. Y. Zheng et al.

2017), jusqu’à 100 000 cellules peuvent être séquencées en une fois, réduisant le coût de

séquençage à 0.05-0.3$ par cellule. En contrepartie, le nombre de lectures par cellule est

faible, empêchant une quantification fiable pour les transcrits les moins exprimés. Son

utilisation concerne principalement l’identification de populations cellulaires au sein d’un

échantillon. De son côté, la technologie Smart-seq2 (Picelli et al. 2013) séquence

individuellement chaque cellule. La profondeur de lecture est plus importante, facilitant la

quantification des transcrits et, de fait, les analyses de différentiels d’expression. Le coût de

séquençage est, quant à lui, beaucoup plus onéreux (15-30$ par cellule), limitant le nombre

de cellules séquencées à quelques centaines. Étant donné ce dernier paramètre, les données

publiquement accessibles de séquençages de transcriptomes en cellules uniques issues de

Chromium 10X Genomics sont beaucoup plus abondantes que celles en Smart-seq2.
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Figure 18 Principales technologies de séquençage en cellules uniques. En haut, nombre de cellules

séquencées en moyenne pour chaque technologie de séquençage en fonction de leur date de

publication. En bas, tableau récapitulatif des caractéristiques des principales technologies de

séquençage en cellules uniques, décrivant les méthodes pour isoler les cellules, la préparation des

librairies et leur sensibilité et précision pour la détection de transcrits. LCM : Laser Microdissection,

FACS : Fluorescence-Activated Cell Sorting. Inspiré de Zhang et al. 2021.

4.2.2 Analyses alléliques en Smart-seq2

Considérant les caractéristiques de chacune des technologies, le Smart-seq2 est le plus

adapté pour des analyses alléliques. En effet, la principale limitation pour la détection d’une

expression bi- ou mono-allélique est le nombre de polymorphismes détectables. Il est estimé

que, pour le génome humain, il existe un SNP hétérozygote tous les kb dans les régions

exoniques. Le séquençage des transcrits sur toute leur longueur maximise donc le nombre

de positions hétérozygotes identifiables. En contrepartie, la préparation des librairies
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Smart-seq2, via de multiples cycles de PCR, conduit à la perte d’environ 60% des molécules

d’ARN d’un échantillon, ce qui conduit à une sous-estimation du nombre de positions

bi-alléliques détectables (Q. Deng et al. 2014).

Le Smart-seq2 est donc la technologie de prime abord la plus adaptée pour connaître

l’activité du Xi dans chaque type cellulaire d’un échantillon de tissu humain. L’analyse

allélique en Smart-seq2 a d’abord été développée avec beaucoup de succès sur des données

murines (Q. Deng et al. 2014). Chez la souris, la stratégie est de séquencer des cellules issues

du croisement de deux sous-espèces ayant des fonds génétiques homogènes (Mus musculus

domesticus et Mus musculus castaneus), dont les génomes sont parfaitement connus. Les

deux chromosomes sont alors phasés (les séquences des deux chromosomes sont connues)

et il est aisé d’assigner les lectures contenant des SNPs à l’un ou l’autre des deux

chromosomes. Chez l’humain, ceci n’est pas possible. Il n’existe pas de référence pour

assigner une lecture à l’une des copies, le génome des parents étant rarement séquencé en

parallèle et les génomes des individus n’étant pas phasés. L’analyse allélique se limite donc

généralement à la découverte de positions mono- ou bi-alléliques en prenant comme

référence le génome des individus ou les variants identifiés dans la population listés dans la

base de données dbSNP (Sherry et al. 2001).

4.2.3 Analyse allélique de cellules d’embryons humains, une controverse…

La première étude montrant une analyse allélique sur des données de transcriptomes en

cellules uniques chez l’humain a été réalisée sur des embryons préimplantatoires

(Petropoulos et al. 2016). Elle a caractérisé l’expression allélique du chromosome X avant

que l’inactivation du chromosome X ne se mette en place, du jour 4 (morula) au jour 7

(blastocyste) du développement, en calculant la proportion de positions bi-alléliques. Cette

dernière ne change pas entre les jours 4 et 7, suggérant que l’inactivation du chromosome X

n’a pas encore été initiée au jour 7. Le même jeu de données a été ré-analysé par la suite

(Vallot et al. 2017), amenant une conclusion opposée, mais finalement complémentaire. La

proportion de positions bi-alléliques semble baisser entre les jours 5 et 6 du développement.

Ces différences s’expliquent par la façon dont les données ont été traitées. La première

méthode concluant à aucun changement de l’expression allélique (Petropoulos et al. 2016)

utilise un seuil d’ASE pour définir une position comme bi-allélique entre 0.1 et 0.9. Pour la
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seconde étude (Vallot et al. 2017), ce seuil est réduit à une intervalle de 0.25 à 0.75. Le choix

de ce paramètre est donc dépendant de la définition que l’on donne à une position exprimée

de manière bi-allélique. Le seuil d’ASE de 0.1-0.9 considère un bi-allélisme même avec un

fort biais d’expression entre les deux allèles. Au contraire, une ASE entre 0.25 et 0.75 montre

un bi-allélisme strict, les deux allèles étant exprimés au même niveau. Cette différence entre

les deux analyses suggère donc que l’initiation de l’inactivation du chromosome X a

commencé, mais que celle-ci n’est pas complète, l’expression d’une partie des allèles du Xi

étant atténuée (Figure 19). Une troisième analyse du même jeu de données (Moreira de

Mello et al. 2017) a aussi conclu à une baisse de l’expression bi-allélique entre les jours 4 et 7

du développement. Les résultats de cette dernière analyse sont tout de même modérés par

le fait que les positions sélectionnées sont couvertes par au moins vingt lectures. Cette

méthode réduit drastiquement le nombre de positions informatives, ces dernières étant

localisées sur les gènes les plus exprimés.

Figure 19 Initiation de l’inactivation du chromosome X au jour 6 du développement embryonnaire? Un

jeu de données d’embryons humains préimplantatoires en cellules uniques à été analysé par deux

groupes (Petropoulos et al. 2016; Vallot et al. 2017). La différence entre les deux études est le seuil

d’ASE. Si les deux allèles sont exprimés de manière équivalente, aucune différence n’est observée

(rouge). Au contraire, un biais d’expression allélique inférieur à 0.25-0.75 est considéré comme

bi-allélique pour Petropoulos et al., 2016 et mono-allélique pour Vallot et al., 2017.
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La baisse de la proportion de positions bi-alléliques a par la suite été discutée (Reinius et

Sandberg 2019) (Figure 20). Elle ne pourrait pas être seulement le symptôme d’une initiation

de l'inactivation d’un chromosome X, mais aussi de biais techniques et biologiques. En effet,

la découverte de positions mono- et bi-alléliques est dépendante des niveaux d’expression

des gènes (Figure 20) et de l’expression mono-allélique transitoire (Q. Deng et al. 2014). Pour

les gènes les moins exprimés, le nombre de positions mono-alléliques détectées est

surestimé (RPKM entre 0 et 25 de la Figure 20). Or, il existe une baisse globale de l’expression

des gènes liés au chromosome X chez les femelles entre les jours 5 et 7 du développement

pouvant conduire à une augmentation du nombre de fausses positions mono-alléliques

détectées. Considérant ces données, il ne serait alors pas possible de conclure à une

initiation de l’inactivation du chromosome X à partir du jour 6 du développement

embryonnaire, ni même à l’absence d’initiation de l’inactivation du chromosome X.

L’idée d’une initiation de l’inactivation du chromosome X au jour 6 est corroborée par un

ratio d’expression des gènes bi-alléliques entre femelles et mâles constant au cours du

développement (Moreira de Mello et al. 2017), alors qu’il baisse en prenant en compte tous

les gènes du X. Encore une fois, cette observation est controversée (Reinius et Sandberg

2019), l’expression des gènes variant au cours du développement de manière indépendante

de la compensation de dose. De fait, sélectionner seulement un petit échantillon de gènes,

ceux qui sont bi-alléliques, augmente la variabilité d’expression médiane entre les différents

stades embryonnaires, l’état du transcriptome évoluant au cours du développement.

Il existe donc, à l’heure actuelle, deux hypothèses qui sont l’atténuation de l’expression des

deux chromosomes X et l'initiation de l’inactivation du chromosome X à partir du jour 6 du

développement de l’embryon. La réalité pourrait se situer entre les deux avec une

atténuation de l’expression du futur X inactif seul. Il n’existe pour l’instant pas d’argument

fort pour conclure en faveur d’une hypothèse, les limites technologiques de l’analyse

allélique en cellules uniques étant trop importantes. Sachant que la limitation concerne la

surestimation du nombre de positions mono-alléliques, cette technologie est tout de même

assez puissante pour détecter individuellement certains gènes exprimés de manière

bi-allélique. De même, la combinaison d’une analyse allélique avec le calcul du ratio des

niveaux d’expression entre mâles et femelles sont complémentaires et permettent de
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conclure sur l’activité du chromosome X inactif (Petropoulos et al. 2016; Moreira de Mello et

al. 2017). En effet, il a été démontré, au niveau de cellules somatiques adultes, que

l’expression bi-allélique de gènes du chromosome X est corrélée à une augmentation

d’expression de ces mêmes gènes chez la femelle (Tukiainen et al. 2017).

Figure 20 Une baisse de l’expression entraîne une diminution de la proportion du nombre de gènes

exprimés de manière bi-allélique détectés (Reinius et Sandberg 2019). La proportion de gènes

bi-alléliques est dépendante du niveau d’expression des gènes (courbe bleue).

4.2.4 Le futur de l’analyse allélique de transcriptomes en cellules uniques

En ce qui concerne les analyses alléliques, les protocoles de préparation des librairies de

séquençage du transcriptome en cellules uniques sont en constante évolution et

permettront sans doute, dans un avenir proche, de trancher pour l’une des hypothèses

avancées par Petropoulos et al. 2016 d’une part et Moreira de Mello et al. 2017 d’autre part.
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En particulier, la technologie Smart-seq3 (Hagemann-Jensen et al. 2020) combine un

séquençage en pleine longueur des transcrits avec une quantification exacte du nombre de

molécules d’ARN par l’ajout d’identificateurs moléculaires uniques (UMI). De même,

l’intégration du séquençage de longues lectures (Nanopore : Jain et al. 2016; PacBio : Eid et

al. 2009) à la technologie Chromium 10X Genomics est prometteuse pour obtenir les

séquences sur toute la longueur des transcrits (Lebrigand et al. 2020; Q. Wang et al. 2021;

Mincarelli et al. 2020). Malgré cela, le taux d’erreurs du séquençage de longues lectures,

estimé à 5%, est encore trop important pour envisager des analyses alléliques.

Une autre stratégie d’analyses alléliques en cellules uniques a émergé ces dernières années,

profitant de la limite de détection des positions bi-alléliques liée à une expression

mono-allélique aléatoire et dynamique observée sur les autosomes (Reinius et Sandberg

2015; Reinius et al. 2016; Larsson, Johnsson, et al. 2019; Larsson et al. 2021). Les cellules

séquencées représentent un état du transcriptome à un temps t et n’est pas représentatif de

la dynamique d’expression des gènes (Figure 21A). Il est ainsi envisageable que cette perte

d’allélisme soit le résultat de la fréquence de burst transcriptionnels (Larsson et al. 2021),

c’est-à-dire de l’expression alternative des gènes au cours du temps. Si la fréquence de burst

est faible, les transcrits issus de l’allèle non exprimé auront le temps de se dégrader et donc

seuls les transcrits de l’allèle exprimé seront présents dans la cellule (Figure 21B). Dans cette

condition, une expression mono-allélique de cette position est observée avec des données

de séquençage en cellules uniques. Au contraire, si la fréquence de burst est élevée, une

expression bi-allélique est observée.
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Figure 21 L’expression mono-allélique aléatoire des autosomes est détectée en séquençage du transcriptome

en cellules uniques. A. À un temps t, toutes les cellules d’un même tissu n’expriment pas le même allèle. Les

cellules peuvent, soit exprimer seulement l’allèle maternel (rouge), soit seulement l’allèle paternel (bleu) ou les

deux (jaune). B. La proportion de chacune de ces configurations est dépendante de la fréquence des bursts

transcriptionnels. Une fréquence faible (en haut) aboutit à une majorité de cellules n’exprimant qu’un seul

allèle. Une augmentation de cette fréquence (en bas) aboutit à un plus grand nombre de cellules où

l’expression est bi-allélique. Figure inspirée de Reinius et Sandberg 2015. mat : allèle maternel; pat : allèle

paternel.
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Or, une variation de la fréquence de bursts transcriptionnels pourrait influer sur le

compensation de dose du chromosome X par rapport aux autosomes. Cette hypothèse a été

testée dans des CSE murines par séquençage de cellules uniques (Larsson, Coucoravas, et al.

2019). La fréquence de bursts transcriptionnels augmente une fois l’inactivation du

chromosome X mise en place, suggérant qu’elle influe sur l’augmentation d’expression du X

actif. La fréquence de bursts sur le chromosome X n’a par ailleurs pas été testée chez

l’humain. Ce mode alternatif d’analyse allélique ouvre donc de nouveaux horizons dans la

compréhension de la mise en place et le maintien de l’inactivation du chromosome X, une

position mono-allélique ne signifiant pas une expression mono-allélique.

4.3 Mesurer l’expression globale du chromosome X

Comme décrit au début de cette thèse, le chromosome X est soumis à une compensation de

dose, équilibrant l’expression des chromosomes sexuels et des autosomes. Un déséquilibre

pourrait être le résultat d’une sur- ou sous-activité du Xa ou de la ré-expression de gènes

depuis le Xi. Pour estimer la dose d’expression entre chromosome X et autosomes, une

stratégie a été mise au point au cours des dix dernières années consistant à calculer un ratio

des niveaux d’expression médians entre chromosome X et autosomes (X:A) (X. Deng et al.

2011). Cette méthode suppose une distribution équivalente des niveaux d’expression des

gènes entre chaque paire de chromosomes. Or, en moyenne, il existe deux fois plus de gènes

non exprimés sur le chromosome X en comparaison des autosomes (X. Deng et al. 2011).

Pour pallier cela, le calcul de ce ratio dépend d’un seuil minimal de couverture, égalisant la

distribution de l’expression des gènes entre X et autosomes. Ce seuil sera discuté plus tard

dans la partie résultats de cette thèse.

Dans tous les cas, le calcul de ce ratio montre une équivalence d’expression médiane des

gènes du chromosome X et des autosomes dans les cellules somatiques adultes (X:A = 1) (X.

Deng et al. 2011; Moreira de Mello et al. 2017), confirmant l’hypothèse d’Ohno (Susumu

Ohno 1967). De même, ce ratio reste égal à 1 dans les cellules d’embryons

pré-implantatoires femelles où les deux X sont actifs (Moreira de Mello et al. 2017), quel que

soit le stade. Chez les mâles, le X:A est de 0.5 et atteint une valeur 1 après l’implantation,

montrant un doublement du niveau d’expression global des gènes liés au chromosome X.
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Par ailleurs, d’autres études utilisent une stratégie différente pour le calcul du X:A, utilisant

un seuil minimal d’expression différent pour analyser la même fraction de gènes entre X et

autosomes et ainsi calculer la médiane (J. Chen et al. 2020). Cette dernière étude réfute

l’idée de l’hypothèse d’Ohno, le ratio X:A étant égal à 0.5 dans toutes les cellules somatiques

adultes mammifères, oubliant de manière certaine qu’il existe deux fois plus de gènes non

exprimés sur le chromosome X que sur les autosomes. De fait, la méthode par fraction

diminue artificiellement le ratio X:A et n’est pas un bon paramètre pour évaluer le niveau

d’expression global du chromosome X par rapport aux autosomes.

Une dernière stratégie est de calculer la somme d’expression des gènes du chromosome X et

des autosomes. Celle-ci est informative, mais biaisée par des différences d’expression des

gènes les plus exprimés, ayant un poids très important dans le calcul de la somme. Ce calcul

révèle donc des changements d’expression de gènes du X qui ne peuvent pas être observés

par le calcul de la médiane. Les deux stratégies de calcul de la médiane et de la somme

d’expression des gènes apportent donc des informations complémentaires.

4.4 Combiner les stratégies est informative pour déterminer l’activité du

chromosome X

L’ensemble des stratégies pour l’étude de l’activité transcriptionnelle du chromosome X

permettent de répondre à différentes questions : l’expression du Xi par analyse allélique et

par la différence entre mâles et femelles, la compensation de dose par le calcul du X:A. Elles

ont de même chacune leurs limites et leurs avantages, qui seront discutés en détail dans la

première partie des résultats de ma thèse. Mais, combinées entre elles, elles peuvent

apporter des résultats complémentaires. Par exemple, la découverte de gènes exprimés de

manière bi-allélique peut être corroborée par une expression plus importante chez la

femelle en comparaison du mâle et inversement. De même, un ratio plus important du X:A

chez la femelle par rapport au mâle suggère une augmentation de l’activité

transcriptionnelle du Xi ou une sur-expression du Xa qui peuvent être validées via des
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analyses alléliques.

De plus, tous les résultats issus d’analyses bioinformatiques de l’activité transcriptionnelle du

chromosome X peuvent être croisés avec des données issues d’expériences in vivo ou ex

vivo. Une expression bi-allélique d’un gène est observable par RNA-FISH ou par

pyroséquençage. Par la même technique de RNA-FISH, le calcul de volumes ou d’intensité de

signal d’un transcrit ou de l’ensemble des transcrits du chromosome X observés dans un

noyau peuvent corroborer une asymétrie d’expression entre deux chromosomes X. L’analyse

bioinformatique pour l’étude de l’activité transcriptionnelle du chromosome X n’est donc

qu’un outil, très puissant et non biaisé par ailleurs, qui doit être considéré comme

complémentaire d’autres stratégies in vivo et ex vivo.
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Projet de recherche

Comme discuté dans l’introduction, la connaissance des mécanismes permettant l’initiation

et le maintien de l’inactivation du chromosome X chez l’humain reste partielle et de

nombreuses questions restent en suspend ou n’ont jamais été explorées. Mon projet de

thèse s’est construit sur ce constat.

Dans un premier temps, je me suis intéressé aux premiers stades du développement

embryonnaire en caractérisant les CSEh naïves générées dans le laboratoire, en terme de

ressemblance avec des cellules d’embryons préimplantatoires, mais aussi de l’activité

transcriptionnelle du chromosome X. L’objectif était de savoir si ces CSEh naïves reproduisent

un état «pré-inactivation du chromosome X» caractérisé par la présence de deux

chromosomes X actifs recouverts par un nuage de XIST décondensé. À partir de données

transcriptomiques, j’ai analysé l’expression globale du chromosome X, mais aussi son

expression allélique, le but étant d’avoir le meilleur modèle cellulaire pour étudier l’existence

ou non de l’atténuation de l’expression globale du X, mais aussi les mécanismes mis en place

aboutissant à l’inactivation aléatoire de l’un des deux X lors de la différenciation des CSEh

naÏves. En particulier, j’ai questionné le rôle du long ARN non-codant XACT en tant

qu’antagoniste de XIST et donc régulateur négatif de l’inactivation du chromosome X. Je me

suis donc intéressé à l’activité transcriptionnelle du chromosome X dans des CSEh naÏves

issues de la reprogrammation de CSEh amorcées où le premier exon et le début du second

exon de XACT ont été délétés par CRISPR-Cas9.

Le second objectif de ma thèse a été de caractériser la plasticité de l’inactivation du

chromosome X dans des cellules somatiques, et en particulier, dans les cellules du système

immunitaire. Mon rôle a donc été d’identifier des gènes candidats pour échapper à

l’inactivation du chromosome X dans chaque type cellulaire hématopoïétique adulte et de

caractériser l’ampleur en termes de nombre de gènes qui échappent à l’inactivation du

chromosome X dans ces cellules. Sachant que les différences sexuelles liées à l’immunité

changent au cours de la vie, je me suis intéressé particulièrement à l’activité

transcriptionnelle du chromosome X dans le système hématopoïétique fœtal en
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comparaison avec celui de l’adulte. Finalement, une dernière question a été de savoir si cette

activité transcriptionnelle change avec le vieillissement. À partir d’une cohorte d’individus

mâles et femelles, jeunes (20-39 ans) et âgés (60-79 ans), j’ai comparé les transcriptomes

dans le but d’identifier des gènes liés au chromosome X qui échapperaient à l’inactivation du

chromosome X au cours du vieillissement.

Pour répondre à toutes les questions posées dans cette thèse, j’ai utilisé l’outil

bioinformatique et développé des stratégies qui m’ont permis de combiner les méthodes

d’analyse du transcriptome décrites dans le dernier chapitre de l’introduction (analyse

allélique, mâle versus femelle, X:A). Ces dernières ont favorisé une meilleure compréhension

des mécanismes liés à l’initiation et au maintien de l’inactivation du chromosome X. Afin de

répondre aux questions posées durant ma thèse, plusieurs jeux de données ont été

nécessaires et sont présentés sur la Table 2.

Table 2 Jeux de donnés analysés et présentés dans la partie résultats de la thèse

Jeu de données Types cellulaires Type de séquençage

Petropoulos et al., 2016 Embryons humains jours 3-5 scRNA-seq Smart-seq2

Messmer et al., 2019 CSEh H9 naïves + amorcées scRNA-seq Smart-seq2

Giustacchini et al., 2017 CSH scRNA-seq Smart-seq2

Ma et al., 2019 CSH cancéreuses scRNA-seq Smart-seq2

Ranzoni et al., 2021 cellules hématopoïétiques fœtales scRNA-seq Smart-seq2

Popescu et al., 2019 cellules hématopoïétiques fœtales scRNA-seq 10X Genomics

Dunham et al., 2012 IMR-90 total RNA-seq

Casero et al., 2015 progéniteurs hématopoïétiques RNA-seq

Laboratoire H9 naïves + amorcées total RNA-seq

GTEx Tissus somatiques humains RNA-seq

Takashima et al., 2014 H9 naïves + amorcées RNA-seq

Theunissen et al., 2016 WIBR2 naïves + amorcées RNA-seq

An et al., 2020 WIBR3 naïves + amorcées RNA-seq

Choi et al., 2019 cellules hématopoïétiques RNA-seq

Lyu et al., 2018 H9 amorcées ChIP-seq OCT4/NANOG

Vandiver et al., 2015 derme exposé au soleil HumanMethylation 450K
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RÉSULTATS
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Chapitre 1

Étudier l’activité du chromosome X : un défi technologique et

bio-informatique

Comme démontré dans le dernier chapitre de l’introduction, étudier l’activité

transcriptionnelle du chromosome X est un véritable enjeu d’un point de vue technologique,

mais aussi bioinformatique. L’étude de l’activité du chromosome X dans des cellules

somatiques suppose de discriminer l’expression provenant du Xa et du Xi. Par conséquent,

une approche idéale serait le calcul du niveau global d’expression des deux X séparément.

Les technologies actuelles ne nous permettent pas de réaliser cette étude directement. Pour

contourner cette limite technologique, plusieurs stratégies sont généralement utilisées : (1)

l’analyse allélique, (2) le rapport d’expression globale entre le chromosome X et les

autosomes et (3) le rapport d’expression globale du chromosome X entre la femelle et le

mâle.

La première stratégie permet d’identifier des gènes qui sont exprimés depuis le chromosome

X inactif et donc échappent à l’inactivation du chromosome X. L’activité transcriptionnelle du

Xi est estimée par l’expression de polymorphismes hétérozygotes localisés dans les régions

géniques du chromosome X. Les deux autres stratégies sont complémentaires. L’une identifie

des gènes liés au chromosome X sur-exprimés chez la femelle en comparaison du mâle et

donc des gènes candidats pour échapper à l’inactivation du chromosome X. La seconde pose

la question de la compensation de dose entre chromosome X et autosomes.

1.1 Analyse allélique

1.1.1 Analyse allélique par séquençage en masse de l’ARN

La littérature nous montre qu’une analyse allélique n’est possible que si la population
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cellulaire est homogène en terme de X inactivé. Ma thèse se basant sur des données de

lignées cellulaires (CSEh H9, WIBR2, WIBR3, IMR-90) et des types cellulaires humains

(cellules hématopoïétiques), j’ai donc identifié celles dont la population de cellules est

homogène favorisant des analyses alléliques du chromosome X. Le calcul de l’ASE (cf formule

dans le chapitre 4 de l’introduction) est un bon paramètre pour la déterminer. J’ai donc

analysé des données transcriptomiques de CSEh H9 amorcées, où l’un des deux X est inactif,

lignée cellulaire principalement étudiée dans le laboratoire. De même, en tant que contrôle,

j’ai analysé des données provenant de la lignée cellulaire IMR-90 (Dunham et al. 2012, 3),

issue de fibroblastes dérivés d’un poumon femelle fœtal. Pour les IMR-90, le calcul de l’ASE

montre une répartition des positions hétérozygotes centrée sur 0.5 (Figure 22A), démontrant

une expression des deux chromosomes X, alors que l’un est inactivé. Cette population de

cellules est donc hétérogène en termes de Xi. Au contraire, peu de positions hétérozygotes

sont observées dans la population cellulaire de CSEh H9 amorcées (Figure 22A). Il n’existe

donc que très peu de gènes exprimés de manière bi-allélique dans cette population,

indiquant une population homogène.

L’analyse allélique est conditionnée à la présence de variants hétérozygotes et donc à la

connaissance du génome d’un individu. Les études réalisées pendant ma thèse se basent

majoritairement sur des données publiques de RNA-seq où le génome des individus n’a pas

été séquencé. L’information génomique étant souvent manquante, une référence doit être

malgré tout utilisée. Celle-ci est la base de données dbSNP (Sherry et al. 2001) qui référence

l’ensemble des variants détectés dans la population humaine. Elle est ainsi utilisée pour

déterminer le maximum de SNPs connus dans la population humaine et couverts dans le

RNA-seq analysé. Il est dès lors possible d’estimer un rapport entre le nombre de positions

détectées comme bi-alléliques et le nombre maximal de positions annotées dans dbSNP et

bien couvertes (> 10 lectures). Par comparaison avec les autosomes, j’ai pu déterminer si une

population cellulaire est homogène ou non (Figure 22B). En effet, peu de positions

bi-alléliques sont observées sur le chromosome X dans les cellules H9 amorcées en

comparaison d’autosomes (chromosomes 1, 7 et 8) (Figure 22B). Au contraire, il existe une

proportion de positions bi-alléliques équivalentes aux autosomes dans les cellules IMR-90

(Figure 22B). Les données indiquent donc que les CSEh H9 amorcées peuvent être utilisées

avec des données de séquençage en masse du transcriptome pour des analyses alléliques,
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mais pas les IMR-90.

De même, ma thèse traite du maintien de l’inactivation du chromosome X dans des cellules

hématopoïétiques (troisième chapitre des résultats). La question était donc de savoir si les

données de séquençage en masse du transcriptome de ces types cellulaires apportent des

informations sur l’expression globale du Xi. Comme pour les lignées cellulaires présentées

ci-dessus, la proportion de positions bi-alléliques en comparaison de la base de données

dbSNP a été calculée dans des populations de progéniteurs hématopoïétiques provenant

d’échantillons de moelle osseuse (Casero et al. 2015) (Figure 22C). Chez les femelles, cette

proportion sur le chromosome X est équivalente à celle d’autosomes, ce qui n’est pas le cas

chez le mâle. Cette analyse démontre que la population cellulaire est hétérogène en termes

de Xi. Mais, le calcul de l’ASE apporte plus de précision sur l’hétérogénéité dans chaque type

cellulaire (Figure 22D), les CSH (cellules souches hématopoïétiques), les PML (progéniteurs

multipotents lymphoïdes), les PLC (progéniteurs lymphoïdes communs) et les PCB

(progéniteurs des cellules B). Alors qu’une population cellulaire complètement hétérogène

montre une loi normale centrée sur 0.5 pour les positions bi-alléliques, les courbes sont

décalées vers des ASE plus faibles et plus fortes formant deux pics. Ces données peuvent

indiquer deux hypothèses, une hétérogénéité biaisée vers un Xi ou une expression

importante des gènes du Xi. L’hypothèse la plus probable est la première. Par exemple, les

données de la littérature nous montrent que les CSH présentent un nuage de XIST sur le Xi et

un enrichissement en marques d’hétérochromatine (Syrett et al. 2017), n’allant pas dans le

sens d’une ré-activation globale du Xi. Étudier l’activité transcriptionnelle du Xi dans des

cellules hématopoïétiques est donc difficile à partir de données de séquençage en masse du

transcriptome. Dans ce cas, une autre stratégie est indispensable pour mesurer le niveau

global d’expression des gènes du Xi. Cette dernière est l’analyse allélique en cellules uniques

qui identifie les positions bi-alléliques dans chacune des cellules d’un échantillon.
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Figure 22 Expression allélique du chromosome X en bulk RNA-seq. A. Expression allèle spécifique des positions

hétérozygotes du chromosome X (bleu) et des autosomes (vert) dans les lignées cellulaires, hétérogène en

termes de Xi, IMR-90 (à gauche) et, homogène, H9 XIST+ (à droite). B. Nombre de SNPs bi-alléliques en

comparaison du nombre maximum de positions hétérozygotes couvertes (en référence à la base de données

dbSNP) dans les lignées cellulaires IMR-90 (à gauche) et H9 XIST+ (à droite). C. Proportion de positions

bi-alléliques dans des cellules hématopoïétiques adultes femelles et mâles. D. Expression allèle spécifique dans

des cellules hématopoïétiques adultes femelles des positions liées au chromosome X (bleu) et aux autosomes

(vert). CSH Cellules Souches Hématopoïétiques, PML progéniteurs multipotents lymphoïdes, PLC progéniteurs

lymphoïdes communs, PCB progéniteurs des cellules B.
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1.1.2 Analyse allélique avec des données transcriptomiques en cellules uniques

L’analyse allélique en cellules uniques est la technologie de prime abord idéale pour

connaître l’activité du Xi et estimer l’hétérogénéité dans chaque type cellulaire d’un

échantillon de tissu humain ou chaque lignée cellulaire. Comme montré dans la partie

introductive traitant de ce sujet, chez l’humain, le génome est souvent inconnu ou n’est pas

phasé (séquence des deux chromosomes inconnus). La découverte de positions exprimées

de manière bi-allélique est donc soumise à une référence telles dbSNP (Sherry et al. 2001)

ou les positions hétérozygotes détectées après la fusion des transcriptomes de toutes les

cellules d’un individu. Une autre référence pourrait être la connaissance de la phase, mais

elle est liée à celle des génomes des parents, rarement accessibles en ce qui concerne les

données publiques.

L’activité transcriptionnelle du Xi est donc quantifiable par une analyse allélique de données

de séquençage en cellules uniques, mais cette quantification dépend du choix de nombreux

paramètres. J’ai ainsi développé un pipeline (Figure 23A), la découverte de variants bi- et

mono-alléliques étant conditionnée aux polymorphismes hétérozygotes détectés après

fusion des lectures de l’ensemble des cellules d’un échantillon, ainsi qu’à la base de données

de référence dbSNP. Cette stratégie seule n’est pas suffisante pour déterminer les meilleures

conditions qui maximisent le nombre de positions bi-alléliques vraies. J’ai donc réalisé

plusieurs études comparatives pour identifier, d’une part, les paramètres maximisant la

découverte de positions bi-alléliques et d’autre part, la technologie de séquençage en

cellules uniques la plus adaptée.

Dans un premier temps, j’ai comparé deux technologies, le smart-seq2 et le 10X Genomics.

Deux raisons justifient la comparaison de ces deux technologies. Le 10X Genomics, bien que

ne séquençant pas l’intégralité des transcrits, est la technologie la plus utilisée à l’heure

actuelle. Il existe donc un grand nombre de jeux de données disponibles. Au contraire, le

smart-seq2 semble être la technologie idéale, mais elle est moins utilisée du fait du fort coût

de séquençage. Pour avoir une vision complète des avantages et des limitations de chacune

des technologies, j’ai utilisé des données provenant d’origines biologiques différentes, issues
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de tissus, hématopoïétique adulte (Giustacchini et al. 2017; Ma et al. 2019) et embryonnaire

(Petropoulos et al. 2016), mais aussi de lignées cellulaires CSEh H9 (Messmer et al. 2019).

Les analyses alléliques de données 10X Genomics réalisées pendant la thèse ont montré que

très peu d’informations peuvent être extraites, quelle que soit la version Chromium utilisée.

J’ai réalisé ces analyses à partir des jeux de données mis à disposition par Cellranger et

contenant des données de tissus hématopoïétiques humains (10k PBMCs from a Healthy

Donor (v3 chemistry), https://cf.10xgenomics.com). Celles-ci contiennent 10 000 cellules

avec en moyenne 50 000 lectures par cellule. Les données ne sont pas montrées dans cette

thèse vu l’absence d’information pouvant en être extraite. Des informations peuvent en

revanche être récupérées sur un jeu de données homogène provenant de lignées cellulaires.

En effet, les données provenant de CSEh H9 amorcées, reprogrammées en cellules naïves

indiquent des informations alléliques pour certains gènes liés au chromosome X. Mais, avoir

une vision globale de l’activité du Xi n’est pas possible dans ce contexte. Les résultats se

réduisent à la détection d’un petit nombre de gènes très fortement exprimés tels RBM3 ou

RPS4X. L’analyse allélique de données 10X Genomics n’a donc qu’une plus-value limitée par

rapport à des technologies telles le RNA-FISH qui permet de visualiser individuellement

l’expression mono- ou bi-allélique de gènes liés au chromosome X, bien que l’analyse

allélique de transcriptomes en cellules uniques est une stratégie sans à priori.

La seconde technologie est le Smart-seq2 qui, d’un point de vue conceptuel, semble être

plus adaptée pour réaliser une analyse allélique. Des analyses alléliques ont été réalisées

avec des jeux de données différents provenant de cellules d’embryons humains (Petropoulos

et al. 2016), des cellules souches embryonnaires humaines (Messmer et al. 2019) et des

cellules souches hématopoïétiques saines (Giustacchini et al. 2017) et cancéreuses (Ma et al.

2019). Les données Smart-seq2 permettent d’extraire plus d’informations en comparaison de

de données 10X Genomics. Mais, les analyses comparatives entre différents types cellulaires

d’origines biologiques différentes et types et lignées cellulaires d’une même origine

montrent de grandes différences d’un jeu de données à l’autre.

Dans un premier temps, j’ai identifié les paramètres importants pour maximiser la

découverte de positions bi-alléliques et minimiser le nombre de faux positifs :
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● Un polymorphisme doit dépasser le seuil de qualité de découverte de 30.

● Une position bi-allélique doit être observée dans au moins deux cellules d’un même

type cellulaire pour être considérée.

● Le seuil d’ASE.

● La couverture en nombre de lectures d’une position pour qu’elle soit informative.

La question s’est alors posée de savoir quelle est la définition d’une position exprimée de

manière bi-allélique dans le cas de gènes échappant à l’inactivation du chromosome X. En

effet, pour un autosome, il existe un équilibre d’expression entre les deux allèles et donc une

position est considérée comme bi-allélique si les deux allèles sont en quantité identique

dans une même cellule. Un seuil d’expression allèle spécifique peut donc être déterminé

entre 0,25 et 0,75. De même, comme indiqué dans l’introduction, un seuil entre 0.25 et 0.75

est plus adapté pour des analyses alléliques de cellules d’embryons «pré-inactivation du

chromosome X» (Vallot et al. 2017), étant donné que l’objectif est d’identifier une perte

d’expression bi-allélique stricte. Au contraire, en ce qui concerne les gènes qui échappent à

l’inactivation du chromosome X, ils sont moins exprimés depuis le Xi que depuis le Xa

(Tukiainen et al. 2017; Oliva et al. 2020), créant un biais d’expression entre les deux allèles.

L’intervalle d’ASE peut donc être augmentée entre 0,1 et 0,9 pour l’étude de l’activité

transcriptionnelle du Xi dans des cellules somatiques.

Un dernier paramètre est le seuil de couverture d’une position pour qu’elle soit considérée

comme bi-allélique. Le choix de ce seuil diffère dans les études publiées, de trois lectures

(Petropoulos et al. 2016) à dix lectures (Vallot et al. 2017), voire vingt (Moreira de Mello et

al. 2017). Dans le but de déterminer un seuil de couverture approprié, la proportion de

positions bi-alléliques sur les autosomes et sur le chromosome X a été calculée en fonction

d’un gradient de seuils de couvertures minimales. L’analyse allélique des cellules souches

hématopoïétiques cancéreuses (Ma et al. 2019) montre que peu de positions bi-alléliques

par cellule sont détectables (Figure 23B). Même avec un seuil de couverture de 3 lectures,

seulement 20 positions bi-alléliques sont détectées en moyenne par cellule. Il est aussi

surprenant d’observer un même nombre de positions bi-alléliques sur un autosome, le

chromosome 8 et sur le chromosome X. De même, pour ce jeu de données, la proportion de

positions bi-alléliques est identique entre les autosomes et le chromosome X (Figure 23C).
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De plus, alors que les gènes liés aux autosomes devraient être majoritairement exprimés de

manière bi-allélique, moins de 50% des positions sont détectées de manière bi-allélique

pour des seuils minimums de couverture allant de 3 à 50 lectures. Au-delà de ces seuils, le

nombre de positions hétérozygotes est trop faible pour émettre une conclusion. Ces

résultats suggèrent donc que le nombre de positions bi-alléliques est largement sous-estimé

quel que soit le seuil minimum de couverture.

Dans l’ensemble des échantillons testés, un faible seuil de couverture sous-estime la

proportion de positions bi-alléliques sur les autosomes (Figure 23D). De manière

surprenante, en augmentant ce seuil, cette proportion diffère d’un échantillon à l’autre

(Figure 23D). Il existe une différence importante entre des jeux de données d’embryons

humains (Petropoulos et al. 2016; Messmer et al. 2019) et de cellules somatiques adultes

(Ma et al. 2019; Giustacchini et al. 2017). Pour ces dernières, en augmentant les seuil de

couverture, la proportion de positions autosomiques bi-alléliques reste faible. Au contraire,

cette proportion tend vers 1, même à une faible couverture pour des cellules issues

d’embryons, qu’elles soient des cellules primaires ou issues de lignées cellulaires (CSEh H9).

Cette différence peut bien sûr s’expliquer par les limitations technologiques du smart-seq2,

mais aussi par des différences biologiques entre cellules embryonnaires et cellules

somatiques humaines. Il existe aussi une différence de proportion de positions bi-alléliques

autosomiques entre cellules primaires issues d’embryons humains (Petropoulos et al. 2016)

et cellules issues de la lignée H9 (Messmer et al. 2019), qui pourrait révéler des différences

d’activité du transcriptome entre cellules primaires et lignées cellulaires et ainsi la présence

d’une différence de fréquence de burst d’expression entre les deux.

Ces différences d’expression entre cellules embryonnaires et cellules somatiques peuvent

d’abord s’expliquer par des limites technologiques. Lors de la préparation des librairies, il est

estimé qu’environ 60% des molécules d’ARN sont perdues (Q. Deng et al. 2014), cette

proportion fluctuant d’un échantillon à l’autre. Le nombre de positions bi-alléliques

identifiables est donc largement sous-estimé. La sensibilité de découverte de positions

bi-alléliques est de fait drastiquement réduite avec la technologie Smart-seq2. Cette

première limitation peut être corrigée artificiellement en séquençant un échantillon de

fragments extraits d’un pool de cellules. Cette technique permet de quantifier la perte
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d’allélisme dans l’échantillon. Cette technique est absente pour les jeux de données

analysés. Il n’est donc pas possible d’évaluer ce paramètre qui pourrait expliquer les

différences observées.

Figure 23 Expression allélique du chromosome X avec des transcriptomes de cellules uniques. A. Pipeline pour

la recherche de variants bi-alléliques en scRNA-seq. B. Nombre de positions bi-alléliques détectées par cellule

sur le chromosome X et le chromosome 8 dans des données de Cellules Souches Hématopoïétiques de patients

atteints de leucémies myéloïdes (Ma et al. 2019). C. Proportion de positions bi-alléliques en fonction du seuil

de couverture pour les chromosomes X et 8 et les autosomes, avec le jeu de données Ma et al. 2019. D.

Proportion de positions bi-alléliques liées aux autosomes pour 4 jeux de données (Petropoulos et al. 2016;

Messmer et al. 2019; Ma et al. 2019; Giustacchini et al. 2017) en fonction du seuil minimal de couverture.
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Une limitation non liée à la technologie, donc biologique, est l’expression mono-allélique

stochastique des gènes des autosomes. Elle explique une absence de bi-allélisme

particulièrement importante dans des cellules somatiques adultes, telles les cellules

hématopoïétiques. Il est estimé que 60 à 85% des gènes liés aux autosomes sont exprimés

de manière mono-allélique dans les lymphocytes T (Reinius et al. 2016). En ce qui concerne

les cellules embryonnaires humaines, le nombre de gènes liés aux autosomes exprimés de

manière mono-allélique n’a jamais été calculé. Il semblerait que la proportion de positions

exprimées de manière mono-allélique soit autour de 20% que ce soit dans des cellules issues

d’embryons humains et dans des cellules souches embryonnaires humaines (Figure 23D).

Comme décrit dans l’introduction, la faible proportion de positions bi-alléliques dans les

cellules hématopoïétiques est révélatrice d’une fréquence réduite de bursts

transcriptionnels et donc d’une expression mono-allélique aléatoire et dynamique des gènes

liés aux autosomes. Cette modulation de la fréquence de bursts transcriptionnels sera

discutée plus en détail dans le chapitre 3 de la partie résultats qui traite de l’hématopoïèse.

1.2 Mesurer l’expression globale du chromosome X

En complément de l’analyse allélique de transcriptomes en cellules uniques, d’autres

stratégies peuvent être utilisées pour mesurer l’activité du chromosome X. L’inactivation

d’un chromosome X chez la femelle et la surexpression du chromosome X actif (dans les

deux sexes) permettent une compensation de dose, d’une part pour le chromosome X entre

mâles et femelles, et d’autre part entre chromosome X et autosomes (S. Ohno, Kaplan, et

Kinosita 1959). Des informations peuvent donc être extraites en comparant l’expression

globale du chromosome X à celle des autosomes (X:A), mais aussi l’expression globale des

chromosomes sexuels mâles et femelles.

1.2.1 Chromosome X versus Autosomes

Comme décrit dans le dernier chapitre de l’introduction, comparer l’expression globale du X
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et des autosomes est un bon paramètre pour étudier la dynamique de la compensation de

dose pendant le développement et dans des cellules somatiques adultes. Un changement du

ratio d’expression entre autosomes et chromosome X est ainsi représentatif, soit d’une

réexpression du chromosome X inactif, soit d’une modulation de l’expression du Xa.

Comparer l’expression globale du chromosome X à celle des autosomes pourrait être

considéré comme un problème trivial. Mais, plusieurs questions se posent ici. Peut-on

comparer plusieurs types cellulaires dont le transcriptome est radicalement différent ? Quel

mode de calcul est le plus représentatif du niveau global de l’expression d’un chromosome ?

Dans la littérature (X. Deng et al. 2011; J. Chen et al. 2020; Chitiashvili et al. 2020), plusieurs

méthodes de calcul du X:A ont été proposées, le somme d’expression de l’ensemble des

gènes du X et des autosomes et la médiane. La première méthode est biaisée par les gènes

les plus exprimés qui apportent un poids important dans le calcul du X:A.

La seconde méthode est donc de calculer la médiane d’expression des gènes d’un

chromosome après normalisation par les quantiles. De cette manière, les valeurs extrêmes,

telles les valeurs d’expression des gènes les plus exprimés, ont moins de poids dans le calcul.

Mais, comme la première méthode, celle-ci comporte une limitation. En effet, sachant qu’un

grand nombre de gènes ne sont pas exprimés, et principalement les gènes liés au

chromosome X, la médiane d’expression de tous les gènes est toujours égale à 0. Un seuil

minimal d’expression doit donc être choisi. Par conséquent, des gènes différents dans

chaque échantillon franchissent le seuil d’expression défini. Avec cette méthode, différents

ensembles de gènes sont inclus dans l’analyse de manière dépendante du type cellulaire

utilisé, biaisant la comparaison de la valeur d’expression médiane entre types cellulaires.
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Figure 24 Calcul du X:A en prenant la médiane d’expression des gènes du chromosome X comme paramètre

dans les lignées cellulaires IMR-90 et cellules souches embryonnaires H9 amorcées et naïves générées dans le

laboratoire. A. Médiane d’expression des gènes liés aux autosomes en fonction d’un seuil d’expression (RPKM)

B. Médiane d’expression des gènes liés au chromosome X en fonction d’un seuil d’expression (RPKM) C. X:A en

fonction du seuil d’expression (RPKM).

Le choix du seuil d’expression minimal est, de fait, absolument déterminant. Afin de

déterminer ce seuil, j’ai calculé la médiane de l’expression des gènes liés au chromosome X

ainsi qu’aux autosomes dans des CSEh H9 naïves et amorcées (données du laboratoire), ainsi

que dans la lignée IMR-90. Les cellules H9 amorcées et les IMR-90 présentent un Xi, alors que

les deux chromosomes X sont actifs dans les cellules H9 naïves. Alors que la médiane

d’expression des gènes liés aux autosomes est stable d’un type cellulaire à l’autre (Figure

24A), celle-ci est fluctuante en fonction du seuil minimal d’expression pour le chromosome X

(Figure 24B). Ce seuil d’expression change donc drastiquement les conclusions qui peuvent

être apportées quant à l’expression globale du chromosome X. En calculant le X:A (Figure

24C), avec un seuil de RPKM supérieur à 0,5, aucune différence n’est observée entre les trois

lignées cellulaires. Au contraire, en augmentant ce seuil à 1, le ratio X:A est plus faible dans

les cellules naïves, pouvant indiquer une expression des deux chromosomes X moins forte

que dans les cellules où l’un des deux chromosomes X est inactivé. Cette différence

s’explique par une distribution différente de l’expression des gènes du X d’un type cellulaire à

l’autre.
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Pour résumer, le calcul de l’expression globale du chromosome X est une valeur qui peut

seulement être indicative. La valeur X:A n’est en aucun cas représentative de l’expression

globale absolue du chromosome X ou des autosomes. Elle identifie seulement des

différences d’expression globale du chromosome X très importantes. La somme d’expression

du chromosome X révèle, quant à elle, une augmentation d’expression de marqueurs

cellulaires.

1.2.2 Mâles versus femelles

Une troisième méthode bioinformatique pour l’analyse de la dynamique de l’activité

transcriptionnelle du chromosome X chez la femelle est de comparer les transcriptomes

mâles et femelles. En effet, plus de 20% des gènes liés au chromosome X échappent à

l’inactivation du chromosome X de manière constitutive ou variable (Carrel et al. 1999;

Cotton et al. 2013; Balaton, Cotton, et Brown 2015; Tukiainen et al. 2017; Balaton et al.

2021). Comprendre la dynamique de l’activité du chromosome X signifie donc identifier les

gènes échappant à l’inactivation du chromosome X de manière type cellulaire ou tissu

spécifique.

La première question est de savoir si la différence d’expression entre mâles et femelles est

un bon paramètre pour statuer de l’activité du Xi. La comparaison femelles versus mâles ne

peut être réalisée que dans le contexte d’une grande cohorte, l’effet du génotype des

individus sur le transcriptomes ayant un poids très important si la cohorte est petite. De

cette manière, j’ai appliqué cette méthode d’analyse à la base de données GTEx (Consortium

2020), qui contient des transcriptomes provenant de 44 tissus, de 281 femelles et 557 mâles.

Outre les paramètres de sexes, l’état du transcriptome est influencé par de nombreuses

variables tels l’âge, le temps entre le prélèvement d’un tissu et son séquençage ainsi que le

niveau d’intégrité de l’ARN. J’ai donc réalisé une analyse d’expression différentielle, avec la

méthode décrite par Oliva et al. 2020, en ajustant les variables citées ci-dessus. J’ai réalisé

par la suite une méta-analyse pour corriger les « log fold change » par rapport au nombre
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d’échantillons présents dans chacune des conditions, corrigeant une hétérogénéité en

termes de nombre de gènes différentiellement exprimés d’un tissu à l’autre. Cette analyse a

permis d’identifier les gènes différentiellement exprimés entre femelles et mâles dans

chacun des 44 tissus. Il est intéressant de noter que plus de 90% des gènes

différentiellement exprimés sont liés aux autosomes. Ce qui différencie les autosomes du

chromosome X est le nombre de gènes sur-exprimés chez la femelle de manière constitutive,

dans l’ensemble des tissus (Figure 25A-B). En effet, il n’existe aucun gène autosomal

sur-exprimé chez la femelle de manière constitutive alors que 22 gènes du chromosome X le

sont. Ces gènes ont la particularité d’être majoritairement localisés sur le bras court du

chromosome X (Figure 25C), région ayant la plus récemment divergé du chromosome Y et

possédant donc un plus grand nombre d’homologues avec le chromosome Y. Elle est, par

conséquent, enrichie en gènes échappant à l’inactivation du chromosome X de manière

constitutive. J’ai comparé cette liste de gènes sur-exprimés dans les 44 tissus avec une liste

prédisant les gènes du X échappant à l’inactivation (Tukiainen et al. 2017) démontrant que

ces 22 gènes échappent de manière constitutive à l’inactivation du chromosome X (Figure

25C). Comparer les transcriptomes des femelles et des mâles est donc un bon paramètre

pour identifier des gènes échappant de manière constitutive à l’inactivation du chromosome

X. En revanche, il n’est pas possible avec cette stratégie de distinguer un gène échappant à

l’inactivation du chromosome X d’un gène sur-exprimé sur le chromosome X actif de

manière tissu(s) spécifique(s), étant donné que de nombreux gènes liés aux autosomes sont

aussi sur-exprimés chez la femelle. Dans ce cas, le différentiel d’expression entre mâles et

femelles doit être combiné à une analyse allélique.
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Figure 25 Gènes sur-exprimés chez la femelle dans 44 tissus adultes (données GTEx) (Consortium 2020) A.

Nombre de gènes liés aux autosomes sur-exprimés chez la femelle en fonction du nombre de tissus dans lequel

un gène est observé comme sur-exprimé. B. Idem qu’en A, mais pour les autosomes. C. Cartographie du

chromosome X pour les gènes sur-exprimés chez la femelle. En haut, pour les gènes sur-exprimés dans les 44

tissus. En bas, pour les gènes sur-exprimés dans moins de 10 tissus. Le code couleur du panel de gauche

représente le nombre de tissus. Celui pour le panel de droite est le statut allélique de chaque gène extrait de

Tukiainen et al. 2017.

Bien que cette méthode est limitée à la taille de la cohorte, elle s’avère puissante pour

détecter des gènes sur-exprimés chez la femelle spécifiquement dans un tissu ou de manière

constitutive. Il existe d’ailleurs une forte corrélation entre les gènes qui échappent à

l’inactivation du chromosome X de manière constitutive et ceux qui sont sur-exprimés chez

la femelle dans tous les tissus (Tukiainen et al. 2017; Oliva et al. 2020). Mais, le fait qu’un

gène lié au chromosome X soit sur-exprimé chez la femelle dans un ou quelques tissus ou

types cellulaires ne signifie pas qu’il échappe à l’inactivation du chromosome X. Dans ce

dernier cas, cette méthode ne peut être réalisée qu’en complément d’autres informations

permettant de conclure qu’un gène échappe à l’inactivation du chromosome X, tel le niveau

de méthylation de l’ADN (cf chapitre 4 de la partie résultats, concernant le vieillissement) ou

des analyses alléliques.
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1.3 Combiner les stratégies pour statuer de l’activité du chromosome X

Chacune de ces stratégies bioinformatiques ont bien sûr leurs propres limites, qu’elles soient

liées à des technologies (analyse allélique de transcriptomes en cellules uniques), à la

manière d’analyser les données ou à la biologie. Elles sont par ailleurs complémentaires. Une

expression bi-allélique de gènes du X peut être validée par une sur-expression de ces mêmes

gènes chez la femelle par rapport au mâle et inversement. De même, une sur-expression

globale du X par rapport aux autosomes cumulée à une surexpression chez la femelle par

rapport au mâle suggère une expression accrue de gènes du Xi qui peut être corroborée via

des analyses alléliques. Dans le cas contraire, une augmentation seulement du X:A démontre

une sur-activation du Xa. Toutes ces stratégies s'intègrent avec celles utilisées dans le

laboratoire via des expériences de RNA-FISH qui montrent une expression mono- ou

bi-allélique de gènes individuels du X et de RNA-X-paint pour l’expression globale du X qui

peut être estimé par le volume occupé et l’intensité des signaux dans chaque cellule. De

même, les techniques de pyroséquençage permettent de valider individuellement

l’expression mono- ou bi-allélique de chaque gène.

Ces méthodologies bioinformatiques sont utilisées dans les parties suivantes de la thèse

pour : 1. caractériser l’activité transcriptionnelle du chromosome X dans les CSEh H9 naïves

générées dans le laboratoire; 2. statuer du rôle du lncRNA XACT comme antagoniste de XIST;

3. caractériser l’activité transcriptionnelle de gènes du Xi dans les cellules hématopoïétiques

fœtales et adultes; 4. étudier l’influence du vieillissement dans l’activité transcriptionnelle

du chromosome X.
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Chapitre 2

État du chromosome X « pré-inactivation ».

Compensation de dose au cours des premiers stades du

développement ?

Chez l’humain, l’état du chromosome X «pré-inactivation» est particulier en comparaison de

ce qui a été observé dans le modèle murin. L’accumulation de XIST sur le(s) chromosome(s) X

est décorrélé du processus d’inactivation du chromosome X. Dans les blastocystes, XIST

s’accumule sur les deux chromosomes X, alors qu’ils sont actifs (Okamoto et al. 2011;

Petropoulos et al. 2016). Cette observation suggère que XIST puisse avoir un rôle sur

l’activité transcriptionnelle des deux chromosomes X actifs, avant même que l’inactivation

ne soit complètement mise en place. Or, deux hypothèses ont émergé ces dernières années

sur l’état transcriptionnel du chromosome X dans les blastocystes pré-implantatoires, et par

extrapolation, dans les CSEh naïves. La première suggère une atténuation de l’expression des

deux chromosomes X sans que l’inactivation du chromosome X ne soit initiée (Petropoulos

et al. 2016; Sahakyan et al. 2017). La seconde propose, au contraire, un début d’inactivation

du chromosome X dès le jour 6 du développement (Vallot et al. 2017), sans atténuation de

l’expression des deux chromosomes X (Moreira de Mello et al. 2017). Les deux hypothèses

sont cohérentes, mais les arguments allant pour ou contre l’une des deux sont encore trop

peu nombreux pour émettre une conclusion définitive. Un des moyens pour faire un choix

est d’utiliser des CSEh naïves et d’estimer les niveaux d’expression des allèles du

chromosome X. Cette stratégie suppose que les CSEh naïves soient représentatives de

cellules d’épiblastes pré-implantatoires, notamment en termes d’activité du chromosome X.

Elle demande au préalable une caractérisation des CSEh naïves et notamment celles

générées dans le laboratoire.
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2.1 Caractérisation des cellules H9 naïves générées dans le laboratoire

Les cellules souches embryonnaires humaines sont issues de la masse interne des

blastocystes. Plusieurs lignées cellulaires femelles de CSEh existent (H9, WIBR2, WIBR3,

UCLA2 pour ne citer qu’elles). En ce qui concerne le laboratoire, la lignée cellulaire H9 y est

cultivée comme modèle d’étude de l’activité du chromosome X dans un stade

«pré-inactivation du chromosome X». Dans des conditions de culture standard, elles sont

dans un état dit amorcé. L’un des deux chromosomes X est inactivé et leur transcriptome

n’est pas représentatif de cellules d’embryon «pré-inactivation du chromosome X» (S. S. Silva

et al. 2008; Guo et al. 2009; Nakamura et al. 2016). Les H9 amorcées sont donc

reprogrammées chimiquement afin d’obtenir des cellules dans un état dit naïf où les deux

chromosomes X sont actifs. Plusieurs milieux de culture ont été développés pour

reprogrammer les CSEh amorcées en CSEh naïves. Les principaux milieux de

reprogrammation sont le 5iLA (Theunissen et al. 2016), le t2iLGö (Takashima et al. 2014) et le

PXGL (Bredenkamp et al. 2019). Dans le laboratoire, le milieu utilisé est le NaïveCultTM, milieu

commercial dérivé du t2iLGö, dont la composition n’est pas connue. L’objectif de nos études

est de caractériser l’activité du chromosome X dans un stade «pré-inactivation du

chromosome X» pour ensuite étudier la mise en place de l’inactivation du chromosome X.

Pour s’assurer que ces cellules naïves sont un bon modèle d’étude, j’ai tout d’abord comparé

ces dernières avec des cellules d’embryons humains pré-implantatoires et ensuite caractérisé

l’activité du chromosome X à partir de données transcriptomiques générées par l’équipe.

2.1.1 Les cellules femelles H9 naïves produites par le laboratoire ressemblent à des cellules

embryonnaires aux jours 5-6 du développement

Afin de caractériser les CSEh H9 naïves générées par le laboratoire, j’ai comparé leur

transcriptome à ceux de CSEh naïves et amorcées provenant d’autres études : lignée H9

naïve obtenues avec milieu de reprogrammation t2iLGö (Takashima et al. 2014) et lignée

WIBR2 naïves générées avec milieu de reprogrammation 5iLA (Theunissen et al. 2016). Une
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analyse en composantes principales (Figure 26A) montre une différence de transcriptomes

entre les cellules naïves et amorcées pour tous les échantillons analysés. De plus, les CSEh

naïves se regroupent ensemble et en particulier les cellules H9. Les différences observées

pour la lignée WIBR2 sont liées à une différence génotypique et non au milieu de

reprogrammation 5iLA ; en effet, les CSEh amorcées et naïves WIBR2 diffèrent toutes les

deux des CSEh H9. Une différence similaire entre cellules naïves et amorcées est observée

quelle que soit la lignée cellulaire ou le milieu de reprogrammation. L’utilisation du

NaiveCultTM permet donc de générer des cellules ayant un transcriptome similaire à celui de

cellules naïves générées par d’autres laboratoires.

Ces cellules semblent donc avoir les caractéristiques transcriptomiques observées dans des

CSEh naïves générées dans d’autres laboratoires. Pour savoir si cet état naïf est comparable à

celui d’embryons pré-implantatoires (Petropoulos et al. 2016), j’ai comparé leurs

transcriptomes (Figure 26B). Les deux premières composantes principales ne permettent pas

de statuer définitivement d’une identité de transcriptomes entre CSEh naïves et cellules

d’embryons humains. Après réduction de dimension en UMAP des 15 premières

composantes principales, les CSEh H9 naïves forment un cluster commun avec les cellules

d’embryons aux jours 5-6 du développement, que ce soit celles générées dans le laboratoire

et celles produites par Takashima et al. 2014 (Figure 26B). Ces cellules ont donc un

transcriptome proche de celui d’un embryon pré-implantatoire où l’inactivation du

chromosome X n’a pas été initiée. Pour les cellules amorcées, elles se regroupent avec celles

du jour 7 du développement, mais à la frontière de ce cluster, indiquant qu’elles pourraient

être représentatives d’un stade plus tardif. Deux hypothèses peuvent donc être avancées sur

l’identité des cellules amorcées. Elles peuvent être représentatives d’un stade

post-implantatoire, avec une identité de cellules d’embryons plus tardives par rapport au jeu

de données de Petropoulos et al. 2016. Alternativement, ces cellules pourraient ne pas

ressembler à une condition physiologique de cellules d’embryons.

Pour confirmer les observations en UMAP, j’ai réalisé une déconvolution des transcriptomes

avec l’outil SCDC (Dong et al. 2021), en prenant comme référence les cellules embryonnaires
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pré-implantatoires du jeu de données Petropoulos et al. 2016 (Figure 26C). Une

déconvolution de transcriptomes permet d’identifier la composition cellulaire d’une

population de cellules séquencées en masse. Cette méthode considère que la composition

en types cellulaires est la même entre les deux jeux de données. Même si les deux jeux de

données ont des compositions en types cellulaires différentes, l’outil retournera toujours

une proportion en types cellulaires. La déconvolution montre que les CSEh naïves

correspondent à un stade un peu plus tardif du développement, aux jours 6-7. En ce qui

concerne les cellules amorcées, elles semblent clairement plus tardives. Le transcriptome

des cellules amorcées ressemblerait donc à celui de cellules d’embryons au jour 7 du

développement. N’ayant pas de données pour des stades plus tardifs, il n’est pas possible

d’affirmer une identité parfaite entre cellules amorcées et cellules au jour 7 du

développement embryonnaire. Il serait donc envisageable que le transcriptome des CSEh

amorcées corresponde à un stade plus tardif du développement.

Une caractérisation complète des CSEh H9 naïves implique une analyse de différentiel

d’expression entre cellules naïves et amorcées. Un grand nombre de gènes sont

différentiellement exprimés entre les 2 types cellulaires (Figure 26D). Avec un log fold

change supérieur ou égal à 2 et une p-value inférieure à 0.05, 4845 gènes sont surexprimés

dans les cellules amorcées et 2726 dans les cellules naïves. Le nombre de gènes

différentiellement exprimés représentent environ ⅓ des gènes présents dans le génome

humain et, par conséquent, aucun terme GO n’est particulièrement enrichi. Par conséquent,

la reprogrammation implique un changement global du transcriptome. Parmi ces gènes, les

marqueurs qui distinguent les cellules naïves et amorcées ont été testés (Figure 26E). Les

cellules H9 naïves sur-expriment bien les marqueurs naïfs tels KLF4, TFCP2L1 et NANOG et

sous-expriment les marqueurs des cellules amorcées tels POU5F1, SOX2 et MYC (Figure 26E).

Ces cellules ont donc les caractéristiques transcriptomiques de cellules naïves.
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Figure 26 Transcriptome des CSEh H9 naïves générées dans le laboratoire. A. Comparaison des cellules H9

naïves générées dans le laboratoire avec celles générées par les laboratoires d’Austin-Smith et de Jaenisch par

analyse en composantes principales. B. Comparaison des cellules H9 naïves et amorcées avec les cellules

embryonnaires préimplantatoires séquencées par Petropoulos et al. 2016. En haut, analyse en composantes

principales. En bas, réduction de dimension des composantes principales par UMAP. C. Déconvolution des bulk

RNA-seq de cellules naïves et amorcées par les cellules embryonnaires de Petropoulos et al. 2016. Les couleurs

ont la même signification que sur le panel B. D. Volcano plot montrant les gènes différentiellement exprimés

entre cellules H9 naïves et amorcées. E. Différentiel d’expression des marqueurs des cellules naïves (rouge) et

des cellules amorcées (bleu).
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2.1.2 Activité transcriptionnelle du chromosome X dans les CSEh naïves

La caractérisation des CSEh naïves implique une étude de l’activité transcriptomique globale

du chromosome X, puisque la présence de deux chromosomes X actifs est une

caractéristique de la pluripotence naïve. Les cellules H9 étant homogènes en termes de Xi,

une analyse allélique est donc possible à l’échelle d’une population cellulaire. De plus, le

génome de la lignée H9 est connu. Il est possible de sélectionner les positions hétérozygotes

du chromosome X de manière précise. À partir d’une liste de SNPs hétérozygotes situés sur

les régions exoniques du chromosome X, j’ai identifié les gènes exprimés de manière mono-

et bi-allélique dans les CSEh naïves et amorcées. Dans les cellules amorcées, 90% des gènes

du chromosome X sont exprimés de manière mono-allélique (Figure 27A), confirmant

l’inactivation d’un des deux chromosomes X. Au contraire, dans les cellules naïves, plus de

80% des gènes sont exprimés de manière bi-allélique. La reprogrammation des H9 en milieu

NaiveCultTM s’accompagne donc de la réactivation du chromosome X inactif. Une

cartographie du chromosome X (Figure 27B) montre une répartition des gènes bi-alléliques

tout le long du chromosome X dans les CSEh naïves.

La détection d’une proportion non négligeable (20%) de gènes exprimés de manière

mono-allélique dans les H9 naïves peut s’expliquer par (i) des limites techniques ne

permettant pas d’identifier tous les gènes comme exprimés de manière bi-allélique et/ou (ii)

une réactivation incomplète du XI. En effet, certains gènes restent peu exprimés et, en

conséquence, même avec un seuil de 10 lectures, la couverture pourrait être insuffisante

pour détecter les deux allèles avec une ASE entre 0.25 et 0.75. De même, les allèles de

l’ancien Xi pourraient ne pas être ou seulement partiellement ré-exprimés, et donc pas

classés comme bi-alléliques. De cette manière, ceci indiquerait que la ré-expression du Xi

pendant la reprogrammation ne serait pas complète.
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Figure 27 Activité allélique du chromosome X dans les cellules H9 naïves générées au laboratoire. A. Proportion

des gènes du chromosome X exprimés de manière bi-allélique par rapport à ceux du chromosome 7 dans les

cellules H9 naïves et amorcées. B. Cartographie du chromosome X des gènes exprimés de manière bi-allélique

(orange) et mono-allélique (gris) dans les cellules H9 générées dans le laboratoire. C. Proportion des positions

dont l’allèle majeur correspond à celui exprimé dans les cellules amorcées. D. Expression allèle spécifique dans

les cellules H9 naïves, phasée sur l’expression allélique dans les cellules amorcées. En bleu, l’allèle majoritaire

provient du Xa des cellules amorcées, en gris, du Xi. E. DNA X-paint montrant le nombre de chromosomes X

présents dans chaque cellule naïve, avec les proportions indiquées à droite (Kasturi Mahadik).
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2.1.3 Asymétrie d’expression des chromosomes X dans les CSEh naïves

Afin de savoir si les deux chromosomes X sont également exprimés, les SNPs ont été phasés

en prenant comme référence les allèles majoritaires des cellules amorcées, issus de fait du

chromosome X actif. Avec cette référence, plus de 75% des allèles les plus exprimés dans les

H9 naïves sont issus du chromosome X actif des cellules amorcées (Figure 27C). Le calcul de

l’expression allèle spécifique en phasant les SNPs montre de la même manière que les deux

chromosomes X sont exprimés de manière asymétrique (Figure 27D). Dans les cellules H9

naïves, le chromosome X qui était actif dans les cellules amorcées est donc plus exprimé que

le chromosome X précédemment inactif. Cette asymétrie d’expression peut s’expliquer par

une réactivation incomplète du Xi dans l’ensemble des cellules. Selon une autre hypothèse,

la reprogrammation pourrait conduire à l’obtention d’une population hétérogène composée

de cellules naïves et d’une population où le Xi des cellules amorcées n’a pas été réactivé. Par

ailleurs, des données de DNA-FISH montrent que plus de 10% des cellules sont polyploïdes

pour le chromosome X (K. Mahadik, résultat non publié, Figure 27E). Cette polyploïdie

pourrait également contribuer à l’asymétrie d’expression.

2.1.4 Asymétrie de l’expression de XIST dans les CSEh naïves

La reprogrammation a été réalisée à partir de cellules H9 amorcées exprimant XIST (Figure

28A). Après reprogrammation, l’expression de XIST est maintenue (Figure 28A), bien que

légèrement diminuée. La présence d’un SNP hétérozygote (rs41307246) dans les cellules H9,

localisé sur l’exon 1 de XIST, permet de statuer sur l’expression allélique de XIST (Figure 28B).

XIST est exprimé de manière mono-allélique dans les H9 amorcées, en accord avec l’origine

clonale de ces cellules. Dans les H9 naïves, une asymétrie d’expression est observée, l’allèle

provenant du chromosome X inactif des cellules amorcées étant le plus exprimé dans les

trois clones testés.
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Figure 28 Expression asymétrique des allèles de XIST dans les CSEh H9 naïves générées au laboratoire. A.

Expression de XIST (TPM) dans les cellules naïves et amorcées. B. Expression allèle spécifique du SNP

rs41307246 localisé sur l’exon 1 de XIST. C. Patterns d’expression de XIST (vert) et d’ATRX (rouge) dans les

cellules naïves et amorcées par RNA-FISH (Kasturi Mahadik).

Il est raisonnable de corréler cette asymétrie d’expression de XIST avec une expression

mono-allélique de XIST observée en RNA-FISH dans plus de 90% des CSEh naïves (K. Mahadik

résultats non publiés Figure 28C). Ceci suggère deux hypothèses. La reprogrammation étant

incomplète, la réactivation transcriptionnelle du chromosome X n’est pas complète et XIST

n’est alors exprimé que de manière mono-allélique. D’une autre manière, XIST pourrait

conserver un rôle partiel de répresseur transcriptionnel dans les CSEh naïves. Par

conséquent, dans les cellules où XIST est exprimé de manière bi-allélique, cette différence

d’expression des gènes liés au chromosome X pourrait être réduite sur les deux

chromosomes X. Cette hypothèse a été testée par RNA-FISH en ciblant un gène (ATRX) et le

chromosome X dans son ensemble (RNA X-paint) ; K. Mahadik résultats non montrés et non

publiés. Les RNA-FISH montrent que si XIST est mono-allélique, il existe un biais d’expression

globale des chromosomes X. Le chromosome X où XIST est absent est plus actif que le

second. Cette asymétrie semble réduite lorsque XIST est bi-allélique, mais existe toujours.
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L’expression bi-allélique de XIST n’est donc pas suffisante pour supprimer cette asymétrie,

mais elle tend à la réduire.

Dans le cas des CSEh naïves, XIST garderait alors un rôle dans l’atténuation de l’expression

des gènes du chromosome X, mais il n’a plus la capacité à réprimer totalement ces gènes.

D’une autre manière, non exclusive de la première hypothèse, cette asymétrie d’expression

des gènes liés au chromosome X et de XIST peut être simplement la conséquence d’une

reprogrammation incomplète des CSEh.

En résumé, la caractérisation des CSEh H9 naïves générées dans le laboratoire suggère

qu’elles ressemblent d’un point de vue transcriptomique à des cellules d’embryons humains

aux jours 5-6 du développement. Ces cellules exprimant les marqueurs distinguant les

cellules amorcées et naïves, ont donc des caractéristiques de cellules naïves. De même, une

autre caractéristique - la présence de deux chromosomes X actifs - est observée après

reprogrammation. Bien que ces cellules aient les caractéristiques de CSEh naïves, la

reprogrammation semble anormale ou incomplète. Une asymétrie de l’expression globale

des deux chromosomes X en faveur du Xa des cellules amorcées montre que la réactivation

du Xi n’est pas complète.

2.1.5 Pas d’asymétrie d’expression des chromosomes X dans les cellules H9 générées par

d’autres laboratoires

Afin de déterminer si cette asymétrie d’expression des deux chromosomes X est spécifique

des CSEh naïves générées dans le laboratoire, j’ai analysé des RNA-seq d’autres cellules

naïves. Le premier est issu de cellules H9 naïves générées avec le milieu de reprogrammation

t2iLGö (Takashima et al. 2014 en RNA-seq et Messmer et al. 2019 en scRNA-seq).

Contrairement aux cellules naïves générées dans le laboratoire, la reprogrammation a été

réalisée à partir de cellules amorcées érodées : XIST n’est pas exprimé (Figure 29A et B) et le

pourcentage de gènes bi-alléliques dépasse les 20% dans les cellules H9 amorcées (Figure

29C). Après reprogrammation, XIST n’est pas ré-exprimé dans la majorité des cellules (Figure
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29A), malgré une augmentation significative (p-value = 0.028) de son expression globale. Le

chromosome X inactif, quant à lui, est réactivé (Figure 29C). Il s’avère que plus de gènes sont

exprimés de manière mono-allélique dans les CSEh générées par le laboratoire

d’Austin-Smith en comparaison de celles de l’équipe (Figure 29D). De plus, aucune

information allélique n’est observée pour une large région du bras court du chromosome X

(Figure 29D). Une perte de cette région du chromosome X s’est donc produite dans ces

cellules. Au final, en prenant en compte les gènes bi-alléliques, il n’existe pas d’asymétrie

d’expression des chromosomes X (Figure 29E). Les deux chromosomes X sont donc actifs et

exprimés de la même manière dans les CSEh naïves générées par le laboratoire

d’Austin-Smith. L’asymétrie d’expression des chromosomes X semble donc un problème

spécifique aux CSEh H9 naïves générées dans le laboratoire. Pourtant, les cellules naïves ont

été reprogrammées dans un milieu similaire, le NaiveCultTM, étant la version commerciale du

t2iLGö, sachant que la composition exacte de ce milieu est inconnue. La différence entre les

deux jeux de données pourrait être expliquée par des conditions de cultures différentes,

mais, la différence majeure est l’état d’érosion des cellules amorcées utilisées pour la

reprogrammation. Les cellules amorcées du laboratoire sont XIST-positives, ce qui n’est pas

le cas pour les cellules amorcées du laboratoire d’Austin-Smith. Cette analyse suggère un rôle

de XIST dans la ré-expression du Xi et donc dans la capacité de XIST à diminuer l’expression

du chromosome X, même à l’état naïf. Cette hypothèse pourra être testée en

reprogrammant en parallèles des cellules érodées et XIST-positives. Par RNA-FISH (ATRX et

X-paint), l’asymétrie d’expression pourra alors être challengée dans les deux conditions.
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Figure 29 Activité du chromosome X dans les cellules H9 naïves générées par le laboratoire Austin-Smith : pas

d’asymétrie d’expression des chromosomes X A. Niveau d’expression de XIST (données Messmer et al. 2019,

scRNA-seq) B. Niveau d’expression de XIST en TPM (données Takashima et al. 2014, RNA-seq). C. Proportion de

positions bi-alléliques dans les données Messmer et al. 2019. C. Cartographie des gènes détectés comme

bi-alléliques dans les cellules naïves du laboratoire. Le code couleur montre d'allélisme de ces gènes dans les

cellules naïves Austin-Smith (bleu : pas d’information détectable, orange : bi-allélique, gris : mono-allélique). D.

Répartition de l’expression allèle spécifique dans les cellules naïves (Takashima et al. 2014).
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Plus récemment, An et al. 2020 ont proposé l'existence de plusieurs populations de cellules

issues de la reprogrammation de CSEh amorcées avec le milieu 5iLA, quelle que soit la lignée

cellulaire utilisée (H9, WIBR2 ou WIBR3). Des tags GFP et tdTomato fusionnés au gène

MECP2, lié au chromosome X et soumis à l’inactivation du chromosome X, dans la lignée

WIBR3, ont permis d’identifier deux populations de cellules après reprogrammation. La

population dite HT (High Tomato), correspond à des cellules où tdTomato, localisé sur le

chromosome X initialement inactif, est fortement exprimé. Au contraire, dans la population

dite LT (Low Tomato), tdTomato est faiblement exprimé, suggérant une asymétrie

d’expression des deux chromosomes X (Figure 7). Cependant, des analyses alléliques

montrent que les deux chromosomes X sont également exprimés dans les deux populations

LT et HT (Figure 30A et 30B). Le tag MECP2 n’est donc pas représentatif de l’expression

allélique du chromosome X. Par ailleurs, une caractérisation de ces cellules montre que les

cellules de la population LT n’expriment que très peu les marqueurs liés à l’état de

pluripotence naïve.

Cette étude montre donc que la population cellulaire obtenue après reprogrammation n’est

pas homogène. J’ai donc comparé les cellules HT et LT à celles générées dans le laboratoire.

Par analyse en composantes principales, les cellules naïves générées dans le laboratoire

semblent avoir un transcriptome intermédiaire entre les cellules HT et LT (Figure 30C). Ceci

suggère l’existence d’une population cellulaire hétérogène composée des populations dites

HT et LT. Une autre hypothèse serait que la population est homogène, mais que les cellules

n’atteignent pas les niveaux de «naïvité» des cellules HT. Mais, bien que l’expression de

MECP2 soit asymétrique dans les cellules LT, des analyses alléliques montrent que les deux

chromosomes X sont également exprimés dans les deux populations LT et HT (Figure 30A et

30B). Le tag MECP2 n’est donc pas représentatif de l’expression allélique du chromosome X.

Enfin, l’existence potentielle de deux populations cellulaires n’explique pas l’asymétrie

d’expression des chromosomes X.

De plus, une différence majeure entre les deux populations est l’expression des gènes de la

famille des FGF, et en particulier de FGF2 qui est moins exprimé dans les cellules HT. Pour

homogénéiser la population cellulaire, An et al. 2020 ont proposé l’utilisation d’un inhibiteur
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de récepteurs de FGF (SU5402). En ce qui concerne les H9 naïves générées dans le

laboratoire, FGF2 est très peu exprimé, voire pas exprimé (Figure 30D), ce qui limite l’intérêt

d’utiliser un inhibiteur de récepteurs de FGF pour rendre la reprogrammation plus efficace.

L’utilisation d’inhibiteurs de récepteurs de FGF dans le laboratoire a montré que dans ces

conditions, les cellules tendent à se différencier spontanément (K. Mahadik, données non

publiées), limitant l’intérêt de cette stratégie pour obtenir des CSEh naïves.

L’étude comparative des données de An et al. 2020, de Takashima et al. 2014 et du

laboratoire montre que l’asymétrie d’expression des deux chromosomes X est bien une

caractéristique spécifique aux cellules générées dans le laboratoire. Cette asymétrie ne peut

pas s’expliquer par la présence des deux populations détectées par An et al. 2020, celles-ci

exprimant les deux chromosomes X de manière symétrique. De même, la présence d’une

large majorité de cellules naïves où seul un X est recouvert par XIST suggère une

homogénéité de la population cellulaire. Par ailleurs, les analyses par RNA-FISH (X-paint)

montrent une asymétrie dans toutes les cellules. Il existe donc de nombreux paramètres

permettant d’expliquer cette anomalie des cellules générées dans le laboratoire. L’une d’elles

est le fait de partir de CSEh amorcées non érodées. La présence de XIST en grande quantité

dans chaque cellule empêcherait alors une ré-expression du Xi. Comme décrit plus haut,

cette hypothèse n’a pas encore été testée. Une explication simple serait par ailleurs le milieu

de culture utilisé. Le NaiveCultTM, bien qu’étant une version commerciale du t2iLGö, pourrait

ne pas être aussi performant pour la reprogrammation des CSEh amorcées. D’autres milieux

de cultures sont actuellement testés dans le laboratoire, tel le PXGL. Le problème pourrait

aussi venir de la lignée cellulaire utilisée. De même, des reprogrammations des lignées

WIBR2 et WIBR3 en parallèle des H9 ont été reprogrammées dans le laboratoire, dans le but,

entre autres, de statuer de la symétrie d’expression des deux chromosomes X.
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Figure 30 L’asymétrie d’expression des deux chromosomes X n’est pas liée à la présence des deux populations

détectées par An et al. 2020. A. Proportion de gènes bi-alléliques dans les cellules amorcées et naïves HIgh

Tomato (HT) et Low Tomato (LT). B. Expression allèle spécifique dans les cellules naïves HT et LT. C. Comparaison

des cellules naïves générées dans le laboratoire et celles par An et al. 2020 par analyse en composantes

principales. D. Expression de FGF2 (TPM) dans les cellules H9 amorcées et naïves générées dans le laboratoire.
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Comme décrit dans l’introduction de ma thèse, le laboratoire a découvert un long ARN

non-codant appelé XACT et décrit comme candidat antagoniste de XIST (Vallot et al. 2013). Il

n’est présent que chez les hominoïdes, localisé sur le chromosome X et son transcrit a la

faculté de recouvrir les chromosomes X actifs dans les cellules pluripotentes. Son locus a la

particularité d’être enrichi en séquences répétées, notamment en éléments transposables

tels les LINE et les LTR/ERV.

Le rôle de XACT dans le contexte de pluripotence n’est pas encore bien défini, que ce soit en

lien ou non avec l’inactivation du chromosome X. Afin de mieux comprendre sa fonction

dans ce contexte précis, l’équipe (en particulier Miguel Casanova et Madeleine Moscatelli) a

réalisé un travail exhaustif sur l’étude des mécanismes régulant sa transcription dans des

CSEh amorcées. J’ai eu l’honneur de participer à la réalisation et à l’aboutissement de ce

projet en réalisant les analyses bioinformatiques présentées dans cet article (Figure 1, Figure

6, Figures supplémentaires 1 et 6).

2.2.1 XACT et T113.3 ont une histoire évolutive similaire dépendante de l’accumulation

d’ERV à leurs promoteurs

Étudier la régulation de XACT suppose une caractérisation de son locus et de l’histoire
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évolutive de celui-ci. Comme indiqué dans l’introduction, XACT est localisé dans une grande

région intergénique, entre les gènes codants pour des protéines AMOT et HTR2C. À environ

50 kb en amont de XACT, un autre gène a été caractérisé par le laboratoire et a été nommé

T113.3. Celui-ci a un faible potentiel codant, signifiant qu’il pourrait agir comme un long ARN

non codant.

Je me suis intéressé à l’histoire évolutive de l’ensemble de ce locus et il s’avère que cette

région entière est globalement conservée de manière synténique. Par ailleurs, XACT et

T113.3 ont une faible identité de séquences entre les primates, et particulièrement dans les

régions promotrices. Cette observation est remarquable pour les espèces les plus éloignées

de l’humain, les mêmes où l’expression de XACT n’est pas détectée. Ces régions promotrices

de XACT et T113.3 sont issues de l’insertion de nombreux LTR/ERV, indiquant une histoire

évolutive similaire. De même, les dynamiques d’expression de XACT et T113.3 sont corrélées,

que ce soit lors de la différenciation des CSEh amorcées (H1 et H9) ou au cours du

développement embryonnaire pré-implantatoire. En particulier, le promoteur de T113.3

contient un LTR7, un membre de la famille des HERV-H connu pour servir de plateforme aux

facteurs de pluripotence et permettre l’expression des gènes voisins (Jichang Wang et al.

2014). Tout ceci nous montre que T113.3 pourrait servir à la régulation de l’expression de

XACT dans un contexte de pluripotence.

2.2.2 L’expression de XACT n’est pas régulée par T113.3

Afin de vérifier cette dernière hypothèse, les membres de l’équipe ont réalisé une

interférence de l’ARN de T113.3 via des LNA-Gapmers dans des CSEh amorcées H1. Celle-ci

n’influe pas sur l’expression de XACT, suggérant que le transcrit de T113.3 n’agit pas sur la

régulation de l’expression de XACT. De même, la délétion de l’ensemble du locus de T113.3

n’a pas pour conséquence une diminution de l’expression de XACT.

Par ailleurs, l’expression de XACT diminue après interférence transcriptionnelle avec l’outil

CRISPRi. Cette technique favorise le recrutement de la marque d’histones répressive

H3K9me3 de manière ciblée, dans une région de 6 kb en amont de la région promotrice de
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T113.3 (observé par immunoprécipitation de la chromatine). Cette observation indique que

des éléments de cette région régulent l’expression de XACT, T113.3 n’étant lui-même pas

directement impliqué.

2.2.3 Un enhancer régule l’expression de XACT et T113.3 dans un contexte de pluripotence

En effet, environ 2kb en amont du TSS de T113.3, nous avons identifié un enhancer. L’analyse

de données de ChIP-seq (R. Zheng et al. 2019) a permis de découvrir que celui-ci est enrichi

en H3K27ac, une marque d’histones activatrice. De même, les facteurs de pluripotence

OCT4, NANOG et SOX2 se lient à cette région. Et, en effet, la délétion des sites de fixation

des facteurs de pluripotence conduit à l’abolition de l’expression de T113.3 et à une

expression moindre de XACT (diminution de 80%). Cette région est donc impliquée dans la

régulation de XACT et T113.3 dans les CSEh H1 amorcées.

Afin de pouvoir lier cette activité d’enhancer avec la pluripotence, les membres de l’équipe

ont réalisé une interférence des ARNs (siRNA) de OCT4, NANOG et SOX2. En ciblant

simultanément SOX2 et OCT4, une diminution de l’expression de XACT et T113.3 a été

observée. Ces données montrent que cet enhancer est connecté à la pluripotence pour

réguler l’expression de XACT et T113.3 dans ce contexte spécifique.

2.2.4 Histoire évolutive de l’enhancer de XACT et T113.3

Afin de mieux comprendre l’évolution de ce locus, nous avons caractérisé cet enhancer. Il a la

particularité d’être issu de l’insertion d’un élément transposable de la famille des ERV1

(LTR48B). Contrairement à XACT et T113.3, cet enhancer LTR48B est présent chez tous les

primates. J’ai recherché la présence de motifs spécifiques aux facteurs de pluripotence OCT4,

SOX2 et NANOG sur les séquences de cet enhancer LTR48B dans plusieurs espèces de

primates. Il est remarquable d’observer que des sites de fixation pour les trois facteurs sont

présents dans l’ensemble des espèces, indiquant que cet enhancer à acquis la capacité à lier

ces facteurs chez l'ancêtre commun des primates, bien avant l’apparition de XACT et T113.3.
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De même, l’analyse ChIP-seq d’iPSC (cellules souches pluripotentes induites) de macaques,

de la marque H3K27ac , montre que cet enhancer est actif chez cette espèce. Cependant, la

faculté à lier ces facteurs de pluripotence n’est pas généralisable à l’ensemble des LTR48B. La

séquence consensus des LTR48B ne comporte aucun site de fixation pour ces facteurs. Et,

l’analyse de données de CHiP-seq de ces facteurs (Lyu, Rowley, et Corces 2018) montre que

peu de LTR48B sont capables de fixer ces facteurs (8/1026 pour OCT4 et 34/1026 pour

NANOG). Cet enhancer a donc évolué indépendamment des autres LTR48B. L'acquisition de

la capacité de cet LTR48B à recruter des facteurs de pluripotence a donc permis la création

d’un enhancer actif dans un contexte de pluripotence chez l'ancêtre commun des primates.

Cette activité d’enhancer a ensuite été co-optée par l’insertion de LTR plus récents,

aboutissant à l’apparition de nouveaux gènes (XACT et T113.3). Plus généralement, cette

étude a mis en évidence des mécanismes qui permettent l’émergence de nouveaux gènes

via la cooptation d’éléments transposables plus anciens.
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Abstract

Transposable elements (TEs) have been proposed to play an important role in driving the

expansion of gene regulatory networks during mammalian evolution, notably by contributing

to the evolution and function of long non-coding RNAs (lncRNAs). XACT is a primate-specific

TE-derived lncRNA that coats active X chromosomes in pluripotent cells and may contribute

to species-specific regulation of X chromosome inactivation. Here, we explore how different

families of TEs have contributed to shaping the XACT locus and coupling its expression to

pluripotency. Through a combination of sequence analysis across primates, transcriptional

interference and genome editing, we identify a critical enhancer for the regulation of the

XACT locus that evolved from an ancestral group of mammalian endogenous retroviruses

(ERVs), prior to the emergence of XACT. This ERV was hijacked by younger hominoid-specific

ERVs that gave rise to the promoter of XACT, thus wiring its expression to the pluripotency

network. This work illustrates how retroviral-derived sequences may intervene in

species-specific regulatory pathways.

Introduction

More than half of the human genome is composed of transposable elements (TEs), which

are mobile genomic DNA elements capable of autonomous and non-autonomous

replication1,2. The vast majority of human TEs are retrotransposons, which can be divided
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into three classes: long interspersed elements (LINEs), short interspersed elements (SINEs)

and endogenous retroviruses (ERVs). Classically seen as junk and parasitic DNA, the last

decades have brought TEs into the limelight as important drivers of genome evolution3–6. TEs

have been a major force for the evolution of genomes, promoting structural variation,

genome size expansion, tridimensional organization, genetic diversity as well as affecting

gene regulation4,7–9. Their recognized role as a source of regulatory innovation stems from

the co-option of TEs by their hosts, either creating or modifying genes (both coding and

non-coding) or by acting as regulatory elements10–12. Indeed, TE-derived regulatory elements,

such as the long terminal repeats (LTRs) flanking ERVs, are abundantly distributed across the

human genome and have the ability to rewire genes into coordinated networks of

transcriptional regulation. For example, certain classes of ERVs, such as HERVK and HERVH,

have been shown to influence the expression of genes in pluripotent contexts13–17. This

occurs through the emergence of novel genes containing the promoter sequence of the ERVs

or by rewiring the expression of existing genes located in the vicinity of an ERV-derived

enhancer. In both cases, the ERVs provide transcription factor binding platforms for master

regulators of pluripotency, such as OCT4, SOX2 and NANOG that wire the expression of these

genes to pluripotency.

However, the uncontrolled transposition of TEs in the genome can potentially have

detrimental effects for its host. Thus, several mechanisms exist that keep TEs in check to

prevent deleterious changes in the host genome18. The delicate balance resulting from this

skirmish between the host and TEs has to ensure that essential biological processes are

conserved while, at the same time, allowing the emergence of novel regulatory mechanisms.

For this reason, the presence of TEs in exonic sequences of protein coding genes is rather

low, likely as a result of counterselection. In contrast, TEs are over-represented in vertebrate

long non-coding RNAs (lncRNAs), with almost all of them containing at least one TE in their

sequence19–21. This led to the proposal that TEs form basic sequence and structural blocks in

lncRNAs that collectively influence their function22. This alliance between TEs and lncRNAs

constitutes an intricate and rich strategy to control biological processes that are tightly linked

to the developmental state. A paradigm of such a process is X-chromosome inactivation

(XCI). In females of all mammalian species, XCI achieves transcriptional shutdown of one X

chromosome, by converting it into facultative heterochromatin. XCI takes place during early
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development and is generally established at the exit of pluripotency23. Its initiation is under

the control of a region on the X chromosome called the X-inactivation center (XIC), and

chromosome silencing is triggered by the accumulation of a lncRNA produced from the XIC,

XIST24,25. Besides XIST, several other lncRNA genes are found within the XIC and have been

shown to play diverse roles in the regulation of XCI26. Interestingly, all of the lncRNAs found

within this region have evolved from the pseudogenization of protein-coding genes driven by

the integration of different TEs27–29.

In human, XIST starts being expressed from the 8-cell stage, concomitantly with zygotic

genome activation, and from all X chromosomes, including in males30–32. Whereas the

accurate timing of human XCI has not yet been firmly documented33,34, in these early stages

of pre-implantation development there is a transient uncoupling between the expression of

XIST and XCI33,34. This raises the question as to how X chromosomes are mechanistically

protected from being silenced in the initial stages when XIST starts being expressed and how

is XCI coupled to a later developmental stage in humans. We have previously identified XACT,

a repeat-rich lncRNA, which has the striking property of coating active X chromosomes in

early human embryonic stages35. Studies in human embryonic stem cells (hESCs) and human

embryos suggest that XACT can affect XIST expression, localization or activity in these

contexts34,36. Thus, XACT could act as a transient XIST antagonist, ensuring that XCI is

established at the right developmental stage. Understanding how this lncRNA evolved in

humans and the mechanisms linking its expression to pluripotent contexts is thus, of the

uttermost importance.

In this study, we explore the contribution of distinct classes of ERVs in the molecular coupling

of XACT expression to pluripotency. Through an analysis of the XACT surrounding region

across primates and using a combination of transcriptional interference and genome editing

approaches in hESCs, we identify a critical genomic element required for XACT expression.

We show that this element, which acts as an enhancer, belongs to a family of ERVs found

across mammalian species. Our findings suggest an exaptation of an ancient ERV by younger

hominoid-specific ERVs that gave rise to XACT and illustrate how retroviral-derived

sequences may intervene in species-specific regulatory pathways.
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Results

ERV elements drove the emergence of XACT and T113.3

In order to explore the emergence and regulation of XACT, we revisited the organization and

evolution of this locus. The XACT gene is located in a large intergenic region on the X

chromosome, between the protein coding-genes AMOT and HTR2C35. Another gene, T113.3,

is found approximately 50 kb upstream of XACT and has been previously characterized as

giving rise to a spliced and cytoplasmic transcript35. Transcript assembly reconstruction using

Scallop37 and cDNA cloning and sequencing of RNA from hESCs, revealed that the T113.3

transcript consists of three exons (Supplementary Fig. 1A). Using CPAT38 we revealed that this

transcript has a low coding-potential and likely acts as a lncRNA (Supplementary Fig. 1A).

Whereas the T113.3 gene is predicted to have a functional potential39, its function is still

unknown.

We analyzed the organization of this region in humans in comparison with five other primate

species (chimpanzee, gorilla, gibbon, rhesus macaque and marmoset) and observed an

overall conservation of the syntenic region extending from the LHFPL1 to the LRCH2 genes

(upstream of AMOT and downstream of HTR2C, respectively) (Fig. 1A). All protein coding

genes (LHFPL1, AMOT, HTR2C and LRCH2) display the same genomic organization,

orientation and high exon sequence identity throughout all primate species. In contrast,

XACT and T113.3 show a limited sequence identity across primates, particularly in species

more distantly related to humans (Fig. 1A). Notably, the sequences corresponding to the

promoter region of XACT and T113.3 are conserved in hominoids, but not in rhesus macaque

or more distant primate species (Fig. 1B). This suggests that the emergence of these two

genes is a recent evolutionary event that occurred concomitantly in the genome of the last

common ancestor of macaque and gibbons some 20 Myr ago (Fig. 1C).

In hESCs, XACT is expressed from the minus strand, whereas T113.3 is expressed from the

opposite strand (Fig. 1D).In hESCs, the transcription start sites (TSS) of XACT and T113.3 are

enriched in H3 Lys4 trimethylation (H3K4me3), suggesting these are the bona fide promoters

of their respective genes (Fig. 1D). In induced pluripotent stem cells (iPSCs) from

chimpanzee, XACT is similarly expressed, but not T113.3, despite its sequence conservation
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(Supplementary Fig. 1B). As expected, no expression is detected from these loci in macaque,

due to the lack of the promoters for both XACT and T113.3 (Fig. 1B, Supplementary Fig. 1B).

Analysis of the repeat composition of XACT and T113.3 promoters revealed that both were

shaped by the insertion of several LTR/HERV elements. The region surrounding the promoter

of XACT is composed of fragments of LTRs belonging to different groups: LTR5_HS, MER83B,

MLT2A1 and LTR49. Rapid amplification of cDNA ends (RACE) has previously shown that the

MLT2A1 element corresponds to the TSS of XACT35. The T113.3 gene derives from the

insertion of a 5.1 kb fragment of a HERVH element, including its 5’ LTR7 promoter, which acts

as the TSS for T113.3. In addition, other parts of the GAG and POL coding regions as well as

other HERVs, such as MER21C and MER4B, constitute the remaining of the gene (Fig. 1D).

Altogether, this indicates that XACT and T113.3 share a similar evolutionary history, which is

mostly dependent on the introduction of hominoid-specific ERVs in the XACT/T113.3 loci.

Correlated expression dynamics of XACT and T113.3

To understand whether the transcription of XACT and T113.3 is controlled by a shared

regulatory network, we first explored the patterns and dynamics of their expression in hESCs

and upon their differentiation. We observed, using RNA-FISH, that XACT and T113.3 are

co-expressed from the active X chromosome (Xa) in both male (H1) and female (H9) hESCs

before differentiation, with a minority of cells expressing either transcript individually (Fig.

2A, Supplementary Fig. 2A). Their expression dynamics is also strongly correlated across a

10-day differentiation time course of male and female hESCs (Fig. 2B, Supplementary Fig.

2B), with both genes being turned off from day 3 onwards.

We further explored the transcriptional dynamics of XACT and T113.3 in human

pre-implantation embryos using public single-cell RNA sequencing datasets33,43–45. Expression

from both loci can be detected concomitantly between the four- and the eight-cell stages,

likely following the major wave of zygotic gene activation (Supplementary Fig. 2C).

Furthermore, the expression detected from the XACT and T113.3 loci is correlated at early

(E3 to early E5) and late (E5 to E7) stages of development in both female and male embryos

(Fig. 2C). A weaker transcriptional correlation between XIST and T113.3 is observed in early

stages of pre-implantation development, but is mostly lost at later stages (Supplementary
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Fig. 2D). These observations confirm that the XACT and T113.3 loci display similar

transcriptional dynamics in different pluripotent contexts, in hESCs and in early embryos,

suggesting that they may be co-regulated.

To corroborate this hypothesis, we analyzed Hi-C datasets46 from H1 hESCs and from human

foreskin fibroblasts (HFF), in which XACT and T113.3 are expressed and silenced,

respectively. In hESCs, the 5’ region of XACT is embedded within a local compartment that

includes T113.3 and expands into the upstream LRCH2 gene, while in fibroblasts this local

compartmentalization is absent (Fig. 2D). This indicates that the regulatory sequences of

XACT and T113.3 belong to the same TAD in cells where both genes are expressed.

Blocking T113.3 transcription impairs XACT expression

To test whether the expression of XACT or of T113.3 are interdependent, we performed

CRISPR interference (CRISPRi), using a catalytically dead Cas9 coupled with a repressive KRAB

domain (dCas9-KRAB) to induce local heterochromatinization of the TSS regions of XACT and

T113.348. Given the similarity of XACT/T113.3 expression dynamics in female and male

pluripotent contexts, we performed all our functional assays in male H1 hESCs. We first

generated H1 hESCs stably expressing the CRISPRi machinery together with gRNAs targeting

the promoter of either XACT or T113.3 (Fig. 3A, top scheme, Supplementary Fig. 3A).

RT-qPCR analysis showed the efficiency of the CRISPRi system, with the levels of XACT and

T113.3 RNAs being strongly reduced when their respective promoter is targeted (Fig. 3A).

While interfering with XACT expression does not affect the expression levels of T113.3,

targeting the T113.3 promoter induces a significant decrease in XACT lncRNA levels (Fig. 3A).

As targeted cells maintain a normal morphology and stable expression of pluripotency

markers (Supplementary Fig. 3B), this effect is unlikely due to an alteration of the pluripotent

state that could have resulted from the transcriptional interference of T113.3. Moreover,

accumulation of the H3K9me3 mark induced by T113.3 CRISPRi spreads only locally, up to 6

kb away from the targeted site, but does not reach the XACT promoter (Fig. 3B), while the

distribution of H3K4me3 and H3K27ac changes only slightly across the loci (Supplementary

Fig. 3C). Altogether, this suggests that the T113.3 locus participates in the regulation of XACT
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expression, either through the T113.3 transcript, the act of transcription or the chromatin

landscape around the LTR7 forming the T113.3 promoter.

T113.3 is dispensable for XACT expression

The LTR7/HERVH class of retrotransposons has been linked to the transcriptional control of

human pluripotency15,17. We thus hypothesized that the LTR7/HERVH defining the T113.3

gene could link the expression of the XACT/T113.3 locus to the pluripotency network. To test

this hypothesis, we developed parallel strategies to independently assess the involvement of

the T113.3 RNA or of the T113.3 locus in the regulation of XACT.

Firstly, we knocked-down (KD) the T113.3 RNA using LNA-gapmers (locked nucleic acid,

antisense oligonucleotides) targeting different intronic or exonic regions (Fig. 4A, upper

panel). As a control, we designed LNA-gapmers for different regions of the XACT transcript.

H1 hESCs transfected with XACT- or T113.3-specific LNA-gapmers show a significant

reduction of their respective target (Fig. 4A), without any morphological alteration or

changes in the expression of pluripotency or differentiation markers (Supplementary Fig.

4A). However, interfering with the levels of either T113.3 or XACT RNAs does not lead to any

changes on the RNA levels of the other transcript (Fig. 4A), indicating that the T113.3

transcript is dispensable for the expression of XACT in hESCs (and vice-versa).

We next tested the role of the T113.3 LTR7/HERVH in the regulation of XACT, by using

CRISPR/Cas9 to delete a 25 kb region encompassing the entire T113.3 gene (including the

whole LTR7/HERVH element at its 5’ end) in H1 hESCs (Supplementary Fig. 4B). We screened

individual colonies by PCR for the presence of a deletion or an inversion of the T113.3 gene

and selected three independent clones of each genotype (WT, deleted and inverted,

Supplementary Fig. 4B) for further analysis. All clones, independently of their genotype,

showed comparable expression levels of X-linked (AMOT, HTR2C, ATRX), pluripotency (OCT4)

and differentiation marker genes (NODAL) (Supplementary Fig. 4C). As expected, T113.3 RNA

could not be detected in clones carrying a deletion of the locus; in addition, the inversion of

the T113.3 gene lead to the complete abrogation of T113.3 transcription (Fig. 4B). However,

none of these mutations affected the expression levels of XACT in hESCs (Fig. 4B). In

addition, the expression dynamics of XACT during undirected differentiation of the T113.3
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mutant hESCs (Fig. 4C) and the global kinetics of the differentiation were unaffected

(Supplementary Fig. 4D). These results clearly show that the LTR7/HERVH defining the

T113.3 gene is dispensable for the expression of XACT in hESCs and for its silencing dynamics

during cellular differentiation.

Identification of a pluripotent-specific enhancer

The analysis of H3K27ac distribution across the locus, a mark of active enhancers, pointed to

a potential regulatory region approximately 2 kb upstream of the T113.3 TSS (Supplementary

Fig. 3C). Examination of ATAC-seq and ChIP-seq datasets from H1 hESCs49 confirmed the

existence of a broad acetylation domain, which is not found in fetal fibroblasts (Fig. 5A,

Supplementary Fig. 5A), suggesting that this region may serve as a pluripotent specific

enhancer. Further inspection of ChIP-seq profiles revealed that this domain encompasses a

CTCF peak and binding sites for several transcription factors, including pluripotency factors

OCT4, SOX2 and NANOG.

In order to test the enhancer activity of this domain and identify which element(s) are

involved in the regulation of XACT and T113.3, we used CRISPR/Cas9 to delete either the

CTCF or the transcription factor binding (TFB) sites (Supplementary Fig. 5B). We selected at

least two independent clones of non-mutated, deleted or inverted genotypes

(Supplementary Fig. 5B). All these clones retain normal expression levels of pluripotent

markers (NANOG, OCT4), indicating that none of these mutations significantly impact

pluripotency (Supplementary Fig. 5C). Deletion or inversion of the CTCF site did not affect

steady-state levels of T113.3 or XACT transcripts compared to WT H1 ESCs (Fig. 5B). In

contrast, deletion of the TFB site completely abolished T113.3 transcription and drastically

reduced the levels of XACT RNA (Fig. 5B). Interestingly, inversion of the TFB site did not

perturb the expression of neither XACT nor T113.3, further supporting the role of this

genomic element as an enhancer, acting independently of its orientation. Thus, we conclude

that a pluripotent specific proximal enhancer, upstream of the T113.3 gene, is essential for

the regulation of the XACT/T113.3 loci in hESCs.

To confirm the role of the pluripotency transcription factors OCT4, SOX2 and NANOG in the

activity of this enhancer, we used small interfering RNAs (siRNAs) to KD their expression,
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either individually, or in combination. Western blot analysis revealed that the simultaneous

targeting of SOX2 and OCT4 resulted in the depletion of all three master regulators of the

pluripotency network (Fig. 5C), consistent with the fact that OCT4 positively regulates

NANOG50. In this condition specifically, we observed a significant reduction of T113.3 and

XACT transcript levels (Fig. 5D, Supplementary Fig. 5D), further supporting the dependence

of the locus towards master regulators of the pluripotency circuitry. We excluded an indirect

effect linked to KD-induced differentiation, as up-regulation of differentiation markers is

observed in all conditions where OCT4 is targeted, while the effect on the XACT/T113.3 loci

is seen only when the three factors are simultaneously depleted (Supplementary Fig. 5D).

Although we cannot exclude that these transcription factors play a more complex role

regulating XACT and T113.3, namely by directly acting at their TSS, the combined results of

the siRNA knockdown and LTR48B deletion, suggests that the enhancer upstream of T113.3

connects the transcriptional regulation of the locus to the pluripotency network in hESCs.

Evolutionary history of the XACT enhancer

A closer analysis of the XACT/T113.3 enhancer revealed that it derives from an ancient

LTR48B from the ERV1 family (Fig. 6A). Unlike XACT and T113.3, which originate from the

insertion and exaptation of hominoid-specific LTRs, the LTR48B enhancer is found in all

primate species, suggesting that it was introduced in a common ancestor of primates, at

least 20 Myr before the LTR/HERV insertions that gave rise to both XACT and T113.3

promoters (Fig. 6B). We scanned distinct position weight matrixes (PWM) for core

pluripotency transcription factors against the human X-linked LTR48B enhancer element and

identified potential binding sites for OCT4, SOX2 and NANOG (Fig. 6C). These binding sites

are conserved in all primate species analyzed here, suggesting that this LTR element evolved

as a primate specific enhancer, the activity of which is connected to the pluripotency

machinery. To gain further insight into the evolution of the activity of this enhancer in the

primate lineage, we explored available iPSC RNA-seq and ChIP-seq datasets from humans

and rhesus macaques51. As expected, in iPSCs of Rhesus, whose genome lacks the LTR

elements defining the promoters of XACT and T113.3, no expression of either gene is

observed (Supplementary Fig. 6A). Nonetheless, the LTR48B element coincides with a peak

of H3K27ac (Supplementary Fig. 6A), suggesting that this element harbors an active
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enhancer in Rhesus iPSCs, despite the absence of transcription at the syntenic positions of

the XACT and T113.3 genes.

Information about the evolution of the LTR48B family in primates is scarce. We thus

investigated whether this family of retroelements may have been co-opted into the

pluripotency network of host cells. We scanned the consensus sequence of human LTR48B

for the presence of putative binding sites for core pluripotency transcription factors

(Supplementary Fig. 6B). Strikingly, the consensus sequence of the LTR48B group lacks

potential binding sites for OCT4, SOX2 or NANOG. Accordingly, the majority of LTR48B

elements found in the human genome are not bound by OCT4 and NANOG in available

ChIP-seq datasets from hESCs52 (Supplementary Fig. 6C, 6D). Out of the 1026 LTR48B found

in the human genome, only thirty-four are bound by NANOG, eight of which are also bound

by OCT4 (Supplementary Fig. 6E). This is in contrast with LTR7-HERVH elements, which are

bound by OCT4 and NANOG genome-wide (Supplementary Fig. 6C, D and E), in agreement

with this HERV family being essential for the maintenance of pluripotency in human cells15,17.

Collectively, our data shows that an ancient LTR48B element located between XACT and

T113.3 has evolved independently of the bulk of the LTR48B family, acquiring binding sites

for core pluripotency factors. Recruitment of these factors created an active enhancer in

pluripotent cells, which was in turn co-opted by younger LTRs inserted in the locus, giving

rise to two novel genes, XACT and T113.3.

Discussion

Recent studies have demonstrated the importance of families of TEs in nuclear organization

and gene expression regulation54–56. These crucial studies provide general rules about

families of TEs and their role, but lack formal demonstration of their regulatory function as

well as finer details about the mechanisms used by individual TEs to regulate specific loci in

the genome (discussed in3). Indeed, a recent study demonstrating that only a minority of TEs

with enhancer features has a role in the regulation of gene expression, calls for a critical

assessment of the functional role of individual TEs57,58. Here, we explored the evolutionary

history of the XACT locus to decipher the molecular coupling of XACT expression to

pluripotency in hESCs. Our study reveals that both XACT and an upstream gene, T113.3,
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originate from the insertion of elements of various TE classes in the hominoid lineage. In

particular, genomic remnants from ancient ERV insertions gave rise to the promoters that

drove the emergence of these genes. Moreover, we explore how the expression of these

TE-derived genes are wired into the pluripotency transcriptional network. We show that

XACT and T113.3 have hijacked an ancestral LTR fragment that acts as an enhancer in

pluripotent contexts in all primate species, coupling their expression to early embryogenesis.

It was previously shown that different families of ERVs are dynamically expressed, in a stage-

and cell-specific manner, during early development59. Importantly, families of

hominoid-specific ERVs, such as LTR7/HERVH and LTR5_Hs/HERVK, were shown to rewire

different genes into the pluripotent transcriptional network, in part by creating binding

platforms for combinations of pluripotency associated transcription factors17,56,60. This led us

to hypothesize that the T113.3 gene, a highly expressed LTR7/HERVH element located

upstream of XACT, could couple its expression to the pluripotent context. However, we

demonstrate that neither the LTR7/HERVH T113.3 gene nor its transcript influence the

transcription of XACT in this cellular context. While the importance of the LTR7/HERVH

family of retroelements in pluripotency seems undeniable, our work highlights how a careful

analysis of specific loci are required to ascertain the regulatory role of individual TEs. Further

investigation will be necessary to understand the role of the T113.3 gene and transcript (if

any) in XCI or in pluripotency.

While the younger LTR7/HERVH element defining the T113.3 gene does not function as an

enhancer for XACT, we identified another LTR-derived fragment that takes on this role. This

enhancer belongs to the LTR48B subfamily, a more ancient group of ERV1 retroelements that

is found across mammalian species11. The XACT/T113.3 enhancer was inserted more than 40

Myr ago and is found across all primate species, where it shows features of an active

enhancer, even in species in which XACT and T113.3 are not present, such as rhesus

macaque. Importantly, this element seems to have evolved independently from the core of

the LTR48B subfamily and has the ability to act as a binding platform for pluripotency

transcription factors, such as OCT4, SOX2 and NANOG. This appears to be a very rare event,

as only thirty-four insertions among the one thousand and twenty-six present in the human

genome are bound by at least one of these TFs. This suggests that the binding sites were

either lost in the core of the LTR48B subfamily or, more likely, acquired in a subset of LTR48B
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elements. It would be interesting to explore this subset of LTR48B elements and test their

influence on the transcriptional status of surrounding genes in pluripotent contexts.

Our analysis thus suggests that an ancestral LTR48B was inserted in the primate lineage and

acquired enhancer activity in pluripotent cells. This enhancer likely recruited genes in spatial

proximity under its transcriptional control, wiring these genes into the pluripotency network.

In the hominoid lineage, the ERV insertions that gave rise to the XACT and T113.3 genes

hijacked the LTR48B ancestral enhancer. This raises the question as to whether this

LTR-derived enhancer influences the expression of neighboring genes in species where XACT

and T113.3 are not present. Indeed, in rhesus macaque iPSCs, the protein-coding gene

HTR2C is expressed at higher levels than its hominoid orthologues (Fig. Supplementary 1A).

This suggests that the LTR48B enhancer could regulate the expression of the HTR2C gene in

non-hominoid primates and that the appearance of the XACT and T113.3 genes insulated the

HTR2C locus from the transcriptional control of the enhancer in hominoids.

Altogether, our data reveal the molecular mechanisms coupling the expression of the lncRNA

XACT to human pluripotency, providing a working model for how its expression is linked to

early embryonic stages and turned off during cellular differentiation. Interestingly, while

XACT expression is dynamically regulated during human development, this is not the case of

XIST, which is turned on soon after zygotic genome activation, stays active across

pre-implantation stages and, in females, remains expressed throughout post-implantation

development and adulthood. Thus, human XCI is disconnected from the dynamics of XIST

expression and rather seems to depend on the ability of XIST to initiate silencing. This is in

contrast to mouse, in which XCI is mostly regulated by a dynamic and temporal control of

Xist expression26, with Xist being turned on upon differentiation. Several mechanisms

involving the core pluripotency factors have been proposed to prevent the upregulation of

Xist until differentiation takes place61. The mechanisms connecting human XCI to the

developmental state are still largely unknown. Although the function of XACT has yet to be

determined, it is tempting to speculate that the coupling of XACT expression to the

pluripotent context, mediated by the LTR48B enhancer, could provide a mechanistic link

between XCI and developmental timing. On a more general perspective, probing for

TE-driven changes in conserved lncRNAs, such as XIST, or novel hominoid-specific lncRNAs,
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such as XACT, will allow a better understanding of the evolution of the XCI mechanism and

what role TEs had in maintaining an essential function, while making it evolutionarily plastic.

Methods

Cell culture

Experiments on hESCs have been approved by the Agence de la Biomedecine and informed

consent was obtained from all subjects. The hESC lines (H1 and H9, obtained from the WiCell

Research Institute, and WIBR2, obtained from the Whitehead Institute for Biomedical

Research) were maintained on matrigel-coated culture dishes (Corning) in mTeSR1 medium

(Stem cell Technologies) and cultured in a 37°C incubator with 20% O2 and 5% CO2. Cells

were routinely passaged as clumps using gentle Cell Dissociation Reagent (Stemcell

Technologies) approximately every 3-4 days. For experiments requiring single-cell

suspension, cells were detached using Accutase (Stemcell Technologies) and plated on

mTeSR1 supplemented with 10 µM of ROCK inhibitor (Y-27632, Merck Millipore).

Differentiation experiments were carried out for 10 days on gelatin-coated 6-well plates by

transitioning cells in Dulbecco modified Eagle medium (DMEM, ThermoFisher Scientific) with

10% of fetal bovine serum, 2 mM L-Glutamine and 0.1 mM non-essential amino acids

(ThermoFisher Scientific).

Knockdown using siRNA and LNA GapmeRs

All transfections were performed using Lipofectamine RNAiMax (ThermoFisher Scientific),

according to the manufacturer’s recommendations. LNA GapmeRs used in this study were

designed using the Exiqon online tool, with sequences spanning different regions of the

XACT and T113.3 transcripts. For XACT and T113.3 knockdowns, cells were reverse

transfected with LNA GapmeRs (Exiqon, QIAGEN) at a final concentration of 50 or 100 nM

(with similar results). A scrambled LNA GapmeR and a LNA GapmeR targeting MALAT1,

labelled with fluorescein amidite, were used as negative and transfection controls,

respectively. Cells were collected at 24 or 48 h post-transfection (with a stable efficiency of

knockdown for both time points).

For knockdown of pluripotency factors, cells were transfected with 50 nM of siRNAs specific

for POU5F1 (Ambion s10872), NANOG (Amibon s36650) or SOX2 (Dharmacon
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ON-TARGETplus SMARTpool L-011778-00-0005). siRNAs for MALAT1 (Ambion 4390843) and a

scrambled siRNA (Ambion 4455877) were used as positive and negative controls,

respectively. When co-transfecting multiple siRNAs, 25 nM of each siRNA was used. After

transfection of 1x106 cells, these were plated in one well of 6-well plate previously coated

with matrigel (Corning), with 10 µm of Y-2763 (Merck Millipore). Transfected cells were

harvested 72 h after transfection. Sequences of siRNAs are provided in Supplementary Table

1

RNA-FISH on hESCs

Cells grown on 12 mm matrigel-coated coverslips (Corning) were fixed 24 to 48 h later in a

4% paraformaldehyde/PBS solution (Electron Microscopy Science) for 12 min at room

temperature. Cells were then permeabilized for 5 min in ice-cold cytoskeletal buffer (NaCl

100 mM, sucrose 300 mM, MgCl2 3 mM, PIPES 10 mM) supplemented with 0,5% Triton, 1

mM EGTA and 2 mM Vanadyl Ribonucleoside complex (VRC, New England Biolabs), washed

three times with 70% ice-cold ethanol and kept at -20°C.

Fluorescent probes were obtained by nick-translation, with either spectrum-green or

spectrum-orange dUTPs (Abbott Molecular), as previously described35. The following probes

were used in this study: XACT (RP11-35D3, BACPAC), XIST (a 10 kb fragment corresponding to

XIST exon 1, gift from Dr. C. Brown, University of British Columbia) and T113.3 (WI2-767I20,

BACPAC) (Supplementary Table 2).

For hybridization, approximately 100 ng of labelled probes (enough for three 12 mm

coverslips) were precipitated with 10 µg of sheared salmon sperm DNA (ThermoFisher

Scientific) and 5 µg of human Cot-1 DNA (ThermoFisher Scientific) and then denatured in

deionized formamide (Merck, Sigma-Aldrich) for 7 min at 75°C. Denatured probes were then

competed with the human Cot-1 DNA by incubating 30 min at 37°C. Coverslips were

dehydrated in sequential washes of 80%, 90% and 100% ethanol just prior to overnight

incubation with the probes at 37°C in 50% formamide / 50% hybridization buffer (4X SSC,

20% dextran sulfate, 2 mg/ml BSA, and 2 mM VRC). After three 50% formadehyde / 2X SSC

washes and three 2X SSC washes at 42°C for 5 min, coverslips were mounted in Vectashield

containing DAPI (Vector Laboratories).

Microscopy and image analysis
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All images were acquired with a fluorescence DMI-6000 inverted microscope with a

motorized stage (Leica) using a HCX PL APO 100X oil objective, and a CCD Camera HQ2

(Roper Scientifics) using the Metamorph software (version 7.04, Roper Scientifics).

Approximately 40 optical Z-sections were collected at 0.5 µm steps across the nucleus for

each wavelengths (DAPI [360 nm, 470 nm], FITC [470 nm, 525 nm] and Cy3 [550 nm, 570

nm]). Stacks were processed using ImageJ. Throughout the manuscript, the 3D-FISH

experiments are represented as a 2D-projection of the stacks (maximum intensity

projection).

RNA extraction and RT-qPCR

Total RNAs were extracted from cells using TRIzol (ThermoFisher Scientific) and treated using

the DNA free kit (ThermoFisher Scientific) for 1 hour at 37ºC to remove genomic DNA

contamination. 500 ng of total RNAs were reverse-transcribed using SuperScript IV reverse

transcriptase (ThermoFisher Scientific) and random primers (Promega). cDNA levels were

measured using real-time quantitative PCR with the Power SYBR Green PCR master mix

(ThermoFisher Scientific) on a ViiA-7 real-time thermal cycler (Applied Biosystems). All

samples were analysed in technical duplicates. Normalization was performed using the

reference gene GAPDH following the ΔCT or the ΔΔCT method. Sequences of RT-qPCR

primers are provided in Supplementary Table 1.

Characterization of the T113.3 transcript

For the reconstruction of the T113.3 transcript, bam and bigWig files (GSM758573) were

downloaded from the ENCODE website42. Transcripts were assembled using Scallop v.0.10.437

with default parameters. bigWig and corresponding Scallop reconstruction were visualized

using the IGV genome browser. The T113.3 transcript was cloned from cDNA of H1 hESCs.

PCR was performed using Platinum Taq DNA polymerase (ThermoFisher Scientific), using

primers complementary to the first and last exons of T113.3 (primer sequences are provided

in Supplementary Table 1). To allow the amplification of a bigger number of potential

transcripts, an elongation time of 2min30 per cycle, was used. The PCR products were

resolved on a 2% agarose gel, purified using a NucleoSpin Gel and PCR clean-up kit

(Macherey-Nagel), cloned using the TOPO TA Cloning Kit (ThermoFisher Scientific) and

sequenced.
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CRISPR/Cas9 deletions

sgRNA sequences flanking each target region were obtained using the web-based tool

CRISPOR (http://crispor.tefor.net/) and can be found in the Supplementary Information. For

each targeted region, upstream and downstream sgRNAs were cloned under an U6

promoter into the pSpCas9(BB)-2A-GFP (Addgene #48138) and the pSpCas9(BB)-2A-mCherry

(generated in house, by replacing the GFP with a mCherry reporter using the NEBuilding HiFi

DNA Assembly Cloning Kit [New England Biolabs]). All sgRNAs sequences can be found in the

Supplementary Table 1, and vectors are listed in Supplementary Table 4.

Using the Amaxa 4D-NucleofectorTM system (Lonza), 1x106 H1 hESCs were transfected with

2.5 µg of both plasmids (to a total of 5 µg). Cells were sorted by FACS (INFLUX 500-BD

BioSciences) 48 h after transfection. 100, 200 or 400 double-positive cells (GFP+ / mCherry+)

were plated into a matrigel or laminin-coated 6 cm petri dish in mTeSR supplemented with

1X CloneR (Stemcell technologies). Individual colonies were manually picked into 96 wells

approximately 10 days after transfection. Deletions and inversions events were screened by

PCR (primer sequences can be found in Supplementary Table 1).

CRISPR interference, lentiviral production, cell infection

sgRNAs targeting either XACT or T113.3 promoters were designed using the web-based tool

CRISPOR (http://crispor.tefor.net/) and cloned into the pLKO5.sgRNA.EFS.tGFP vector

(Addgene #57823). sgRNA sequences can be found in Supplementary Table 1. Lentiviral

particles were produced by transient transfection of HEK293T cells (ATCC® CRL-3216™) with

the packaging plasmids pMD2.G (Addgene #12259) and psPAX2 (Addgene #12260), together

with a lentiviral dCas9/KRAB-mCherry construct using calcium phosphate. Lentiviral particles

carrying sgRNA-expressing vectors were also obtained from HEK293T cells using the same

method. The culture media was collected 48h after transfection of HEK293T and lentiviral

particles were concentrated by ultracentrifugation. For each construct, the lentiviral titer

was determined by infection of HEK293T cells and FACS analysis.

For CRISPR-interference, one million H1 hESCs were infected in suspension with lentiviral

particles containing the dCas9-mCherry-KRAB (MOI of 10) and sorted by FACS (INFLUX

500-BD BioSciences) every week for two to three weeks, to enrich for mCherry expressing

cells (expressing dCas9-mCherry-KRAB). This cell line was then infected with lentiviral
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particles containing single sgRNA constructs (MOI of 10) targeting the TSS of either XACT or

T113.3, and sorted as above, to enrich for GFP and mCherry expressing cells (co-expressing

dCas9-mCherry-KRAB and sgRNAs). Cells infected with a lentiviral particle containing an

empty sgRNA-expressing vector were used as control.

Chromatin immunoprecipitation

ChIP experiments were performed in H1 hESCs stably expressing the CRISPRi constructs, as

previously described62. Briefly, cells were crosslinked with 1% formaldehyde for 10 min, then

quenched with 0.125 mM glycine for 5 min. Cells were then incubated 30 min in swelling

buffer (5 mM PIPES pH8, 85 mM KCl, 0.5% NP-40). Chromatin was extracted and sonicated in

TSE150 buffer (0.1% SDS, 1% Triton, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl pH8, 150 mM NaCl and

protease inhibitors) with a Bioruptor Sonication System (Diagenode, UCD-200). 5 μg of

sonicated chromatin per sample was incubated overnight with 2-5 μg of antibody/protein A

magnetic beads complexes (2 µl per IP of anti H3K4me3 and anti H3K27Ac; 2 µg per IP of anti

H3K9me3). The beads were subsequently washed in TSE150, TSE500 (20 mM Tris-HCl pH8; 2

mM EDTA; 0.1% SDS; 1% Triton X-100; 500 mM NaCl), washing buffer (10 mM Tris-HCl pH8; 1

mM EDTA; 250 mM LiCl; 0.5% NP-40; 0.5% Na-deoxycholate) and finally twice in TE buffer.

Elution from the beads was done in TE/1% SDS. Samples were then reverse-crosslinked at

65°C overnight. DNA was finally purified with phenol-chloroform and resuspended in water.

The samples were analysed by qPCR. Primer sequences are provided in Supplementary Table

1 and the list of antibodies in Supplementary Table 3.

Protein extraction and western blot

Total proteins were extracted using RIPA buffer (50 mM Tris-HCl pH8, 1 mM EDTA, 0.5 mM

EGTA, 1% Triton X-100, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 150 mM NaCl, protease

inhibitors) at 4°C for 30min. Extracts were sonicated on a Bioruptor Sonication System

(Diagenode, UCD-200) for 10 min (30s ON, 30s OFF). Proteins were quantified using the BCA

protein assay kit (ThermoFisher Scientific). Total protein extracts were resuspended in 5X

Laemmli buffer at a final concentration of 500 µg/mL. 10 µg of denatured proteins were

loaded into a 4-12% gradient polyacrylamide gel (ThermoFisher Scientific) and transferred

onto Invitrolon PVDF membranes (ThermoFisher Scientific). The membranes were blocked

for 1 h with 5% milk in TBST (10 mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.5% Tween 20) and
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incubated overnight at 4ºC with the following antibodies: anti-NANOG (Abcam ab21624,

1:200), anti-SOX2 (Abcam ab97959, 1:1000), Anti-OCT4 antibody (Abcam ab181557, 1:1000),

anti-TUBULIN (Sigma Aldrich T9026, 1:10 000) and anti-H3.3 (Merck Millipore 09-838,

1:1000) (Supplementary Table 3). A peroxidase-conjugated antibody was used to reveal the

proteins of interest with the Pierce ECL Western blotting substrate (ThermoFisher Scientific).

Uncropped scans of blots are provided in the Source Data file

XACT/T113.3 sequence conservation and synteny

XACT and T113.3 sequences were selected from the hg38 human genome assembly for

comparison with orthologous sequences from various primate species. These orthologous

sequences were identified using BLASTN40 and confirmed with liftOver63 on panTro5

(chimpanzee), gorGor4 (gorilla), nomLeu3 (gibbon), rheMac8 (rhesus macaque) and calJac3

(marmoset) genome assemblies. Synteny conservation for XACT, T113.3 and neighbouring

protein coding genes (LHFPL1, AMOT, HTR2C and LRCH2) was analysed for the above

sequences.

Sequence identities between hg38 and other primates was determined using the MAFFT

multiple alignment tool41 with default parameters. Each primate sequence was

independently aligned to hg38 orthologous sequence (using the above mentioned genome

assemblies, with the exception of gorilla, in which we used gorGor5). Identity was calculated

counting the number of nucleotide matches divided by multiple sequence alignment length.

Due to incomplete assemblies of multiple primate species, nucleotides annotated as “N” and

neighbouring sequencing gaps were discarded and not considered for identity calculation.

For the protein coding genes, only the exons were taken into account to calculate the

sequence conservation.

Pluripotency factor binding sites analysis

To detect pluripotency transcription factors binding regions, Rsat matrix-scan53 was

performed using the XACT/T113.3 enhancer hg38 sequences and the following Position

Specific Scoring Matrices (PSSM): the transfac M01307 for OCT4, M01123 for NANOG and

the jaspar MA0143.1 for SOX2. The most probable sequences (lowest p-values) were then

selected as putative binding sites. The same method was used for each primate enhancer

sequences. P-values were calculated using Rsat matrix-scan tool.
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LTR48B human consensus sequences and logo were extracted from the Dfam website64. A

multiple alignment with MAFFT was performed to compare the XACT/T113.3 enhancer

sequence with the LTR48B consensus sequence. P-values were calculated as described

above. In parallel, a Hiden Markov Model (hmm) file was extracted from Dfam website. This

file was converted to a PSSM using hmmlogo from hmmer tool (hmmer.org). From this

matrix, the sequences corresponding to the identified binding sites in the XACT/T113.3

enhancer were selected. Consensus and reference matrices were compared using RSAT

compare-matrices.

For ChIP-seq analysis, OCT4 and NANOG binding profiles on LTR48B and LTR7 were analysed

using available ChIP-seq datasets: SRR6177948 for OCT4, SRR6177944 for NANOG and

SRR6177932 for IgG52. LTR7 and LTR48B sequences in the human genome were selected

using the RepeatMasker database65. ChIP-seq reads were aligned with hg38 using bowtie2

aligner66 using the following parameters: “bowtie2 -p <threads> --end-to-end --no-mixed

--no-discordant --minins 100 --maxins 1000 -x hg38”. This assigns reads with multiple hits of

similar mapping quality to one of those locations randomly. In order to select only uniquely

mapped reads, we used a previously reported custom script67. SAM files were sorted,

compressed and indexed using samtools sort and samtools index68. PCR duplicates were then

removed using MarkDuplicates from the Picard tool (http://broadinstitute.github.io/picard/).

bigWigs were obtained with bamCompare from deepTools69, which calculates the log2 ratio

between the ChIP-seq and a ChIP-seq IgG control. A matrix for the relative-coverage of reads

in the bigWig was then calculated for all the LTRs belonging to the LTR48B and LTR7

subfamilies using computeMatrix (deepTools). This matrix was finally plotted as a heatmap

with plotHeatmap or as a binding profile around subfamilies of LTRs with plotProfile

(deepTools).

In order to calculate the number of uniquely mapped reads aligning to different classes of

LTRs, we calculated the number of reads that aligned to each individual LTR using samtools

bedcov. For each individual LTR, a RPKM value was calculated. A control set of sequences

was extracted taking one thousand random sequences from hg38 of a length of 390nt

(average length of LTR48B and LTR7 elements in the genome). ggplot2 and ggpubr70 were

used to create boxplots and determine statistical values (t-test). Peak calling was performed

with MACS2 with default parameters, using IgG ChIP-seq as a control sample. In order to

137



Chauvière Louis - Thèse de doctorat - 2021

calculate the number of peaks on LTR7 and LTR48B, we used bedtools intersect to cross the

LTRs in the genome to the called peaks.

Data and materials availability: All data generated or analyzed during this study are included

in the published article, its supplementary information and in the Source Data File.
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Figure Legends

Figure 1 – XACT and T113.3 derive from different classes of ERVs

A. Map of the syntenic genomic region, from LHFPL1 to LRCH2 genes, in different primate

species. Sequences of all human genes from the locus were extracted and compared with

the orthologous sequences in primates, using blastn40. Sequence identity was performed

using MAFFT multiple alignment tool with default parameters41. Percentage of sequence

identity is represented under each gene on the locus, for the different species (cDNA

sequence identity for protein coding genes and DNA sequence identity for XACT and T113.3

genes).

B. Multiple alignment across 6 species (3 other hominoids: chimpanzee, gorilla, gibbon;

rhesus macaque, lemur and mouse) for the human XACT promoter and T113.3 gene. The

multiple alignment was performed using Multiz online from the UCSC browser. Positions on

the X chr, are indicated for genome assembly hg38.

C. Phylogenetic tree of primates, with evolutionary distance between species. The

approximate evolutionary time for the appearance of the LTR/ERVs giving rise to the

promoters of XACT and T113.3 are represented.

D. ENCODE strand-specific RNA-seq from male H1 hESCs42 showing transcription over a large

region encompassing the XACT and T113.3 genes from the minus and plus strand,

respectively. ChIP-seq data for H1 hESCs from the ENCODE project42 showing distribution of

H3K4me3 along the XACT/T113.3 locus, with observable peaks over the TSS of both genes. A

zoom of the TSS of XACT and T113.3 shows the different classes of LTRs that define the

promoter of both genes.

Figure 2 – XACT and T113 are co-regulated in pluripotent contexts

A. Analysis of XACT (green) and T113.3 (magenta) expression by RNA-FISH in male H1 hESCs.

Percentage of cells co-expressing XACT and T113.3 from the same locus is indicated.

Quantification of the different patterns of expression is represented on the right (n=145).

The white scale bar represents 5 µm.

B. Quantitative RT-PCR analysis of XACT and T113.3 expression during a 10-day undirected

differentiation of H1 hESCs. The bar charts correspond to the average of three independent

differentiation experiments. Error bars indicate the standard deviation (s.d.). The correlation
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coefficient for the expression dynamics of the two genes is shown (r= 0.94, Pearson

correlation).

C. Plot of T113.3 versus XACT expression levels (log2 reads per kilobase per million mapped

reads [RPKM]) in early (E3, E4 and early E5) and late stage (E5, E6 and E7) female (upper

panels) and male (lower panels) pre-implantation embryos, with corresponding Spearman

correlation score and p-value. Dataset from33.

D. Hi-C heatmap of the LHFPL1/LRCH2 locus in H1 hESCs and HFF fibroblasts46 visualized with

Juicebox47. Red and green arrows indicate the orientation of CTCF binding sites. Blue arrows

and dotted lines show the boundaries of the domains in H1 hESCs.

Figure 3 – Transcription of T113.3 regulates the expression of XACT in hESCs

A. The top scheme depicts the CRISPRi strategy used to target the XACT and T113.3

promoters, with the positions of the two sgRNAs (coloured arrows) and primer pairs used to

measure the transcript levels of each gene (black arrows). Quantification of the global RNA

levels of XACT and T113.3 by quantitative RT-PCR upon XACT CRISPRi (left bar charts) and

T113.3 CRISPRi (right bar charts). Error bars represent the s.d. of at least 4 different passages

of hESCs infected with guides targeting either XACT or T113.3.

B. ChIP-qPCR analysis of H3K9me3 enrichment across the XACT/T113.3 locus upon XACT

CRISPRi (green squares) or T113.3 CRISPRi (red circles) in hESCs. The positions analysed are

indicated in the scheme with arrows. ChIP-qPCR data for untransfected cells (gray inverted

triangles) and cells transfected with a vector without a sgRNA (black triangles) is also shown.

Right graph represents the relative enrichment of H3K9me3 in control positions (SOX2 TSS,

and hXIC19). Error bars represent the s.d. of 3 passages of each of 2 independent hESC lines

infected with different guides targeting either XACT or T113.3 (n=6).

P-values: < 0,05 (*), <0,01 (**), <0,001 (***) and <0,0001 (****). Statistical significances

were determined using a 1-way ANOVA test (all tests compared to sg_empty).

Figure 4 – Neither T113.3 gene nor T113.3 RNA regulate XACT expression

A. Scheme of XACT and T113.3 loci showing the position of the LNA GapmeRs used for XACT

(green arrows) and T113.3 (red arrows) KD, and the position of the primers used for the

RT-qPCR (black arrows). RT-qPCR analysis of T113.3 and XACT expression in cells transfected
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with LNA GapmeRs targeting T113.3 (top panels) or XACT (bottom panels). (minimum of 6

replicates per condition).

B. Scheme of the XACT and T113.3 locus showing the guide positions (red arrows) used for

the deletion of the T113.3 gene, and the position of the primers used for RT-qPCR (black

arrows). Quantitative RT-PCR analysis of T113.3 and XACT expression in H1 WT, T113.3 KO

and INV hESC clones. n=3.

C. Quantitative RT-PCR analysis of XACT expression during a 10-day undirected

differentiation of H1 T113.3 WT, KO and INV hESC lines. n≥3.

Error bars represent the s.d. Statistical significances were determined using a 1-way ANOVA

test (all tests compared to LNA_SCR). P-values: < 0,05 (*), <0,01 (**), <0,001 (***) and

<0,0001 (****).

Figure 5 – A common enhancer wires the XACT/T113.3 locus to the pluripotency network

A. ATAC-seq (black) and ChIP-seq data for H3K4me3, H3K27ac (blue), CTCF (brown), OCT4,

SOX2 and NANOG (orange) enrichment over the T113.3 TSS region in H1 hESCs. Publicly

available data was obtained from the ENCODE project42 and CISTROME DB49. Called peaks for

CTCF, OCT4, SOX2 and NANOG are shown as black rectangles.

B. Scheme of the T113.3 locus showing the guide positions (black arrows) used for targeting

either the CTCF (top panel) or TFB (bottom panel) sites upstream of the T113.3 gene.

Quantitative RT-PCR analysis of XACT (left) and T113.3 (right) expression in CTCF- (top panel)

or TFB- (bottom panel) targeted hESCs. The bar charts correspond to the average of at least

two independent clones.

C. KD efficiency of SOX2, OCT4 and NANOG using a siRNA approach was assessed by

western-blot. H1 hESCs were used as a non-transfected control cell line (no_si). siSCR was

used as a non-targeting siRNA. Tubulin and H3.3 were used as loading control.

D. Quantification of XACT (top bar chart) and T113.3 (bottom bar chart) steady state RNA

levels by RT-qPCR in cells transfected with siRNAs targeting SOX2, OCT4, NANOG or a

combination of siRNAs targeting both OCT4 and SOX2.
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Error bars indicate the s.d. Statistical significances were determined using a 1-way ANOVA

test (all conditions compared to WT). P-values: < 0,05 (*), <0,01 (**), <0,001 (***) and

<0,0001 (****).

Figure 6 – Evolution of the LTR48B-derived enhancer

A. Multiple alignment across 6 species (3 hominoids: chimpanzee, gorilla, gibbon; rhesus

macaque, lemur and mouse) for the human LTR48B element defining the common XACT and

T113.3 enhancer. The multiple alignment was performed using Multiz online from the UCSC

browser. Positions on the X chr. are indicated for genome assembly hg38.

B. Phylogenetic tree of primates, with evolutionary distance between species. The

approximate evolutionary time for the appearance of the LTR48B enhancer and the LTR/ERVs

giving rise to the promoters of XACT and T113.3 are represented.

C. Prediction of binding sites for pluripotent transcription factors OCT4, SOX2 and NANOG in

the LTR48B enhancer. Using RSAT matrix-scan53 and position-specific scoring matrices (PSSM)

of pluripotent transcription factors as input, the most probable binding sites were identified

in the human LTR48B XACT/T113.3 enhancer. The PSSMs used to scan the region of interest

were the Transfac M01307 for OCT4, M01123 for NANOG and the Jaspar MA0143.1 for

SOX2. Multiple alignment for the putative binding sites was performed on orthologous

sequences in chimpanzee, gorilla, gibbon, rhesus and lemur. P-values for the likelihood of the

identified regions being bona-fide binding sites in the different primate species, were

determined using RSAT matrix-scan. Logos of the PSSMs used for each transcription factor

are represented below.
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Supplementary Figure 1 – The transcriptional landscape of the XACT/T113.3 locus is

different across primate species

A. ENCODE strand-specific RNA-seq from male H1 hESCs (GSM758573) showing transcription

over the T113.3 gene from the plus and minus strand. Scallop transcript assembler was used

to reconstruct potential transcripts from the above RNA-seq dataset and are represented in

gray. cDNA cloning and sequencing from H1 hESCs is represented bellow. CPAT

(Coding-Potential Assessment Tool) was used to predict the coding potential of the T113.3

transcript and the assessed coding probability is represented.

B. International Human Epigenome Consortium (IHEC) strand-specific RNA-seq from human,

chimpanzee and rhesus macaque iPSCs across the region spanning the LHFPL1 and LRCH2

genes 1,2 . Schematic representation of the genes found across the locus are shown below

each panel. An additional uncharacterized transcript expressed from the sense strand can be

observed downstream of T113.3, before the HTR2C gene. This transcript is, similarly to

T113.3, a lncRNA derived from a HERVH retroelement that is conserved in higher primates.

Syntenic regions for the human XACT and T113.3 genes are shown for rhesus macaque as

grey rectangles.

Supplementary Figure 2 – XACT, but not XIST, shows a similar expression dynamics to

T113.3 in pluripotent contexts

A. Analysis of XACT (green) and T113.3 (magenta) expression by RNA-FISH in female H9

hESCs. Percentage of cells co-expressing XACT and T113.3 from the same locus is indicated.

Quantification of the different patterns of expression is represented on the right (n=193).

The white scale bar represents 5 µm.

B. Quantitative RT-PCR analysis of XACT and T113.3 expression during a 10-day undirected

differentiation of female WIBR2 hESCs. The bar charts correspond to the average of two

independent differentiation experiments. Error bars indicate the s.d. The correlation

coefficient for the expression dynamics of the two genes is shown (r=0.97, Pearson

correlation).

C. Boxplot of XACT and T113.3 expression levels (log2 RPKM) according to developmental

stage. Dataset from 3–5 .

D. Plot of T113.3 versus XIST expression levels (log2 reads per kilobase per million mapped

reads [RPKM]) in early (E3, E4 and early E5) and late stage (E5, E6 and E7) female (upper
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panels) and male cells (lower panels), with corresponding Spearman correlation score and

p-value. Dataset from 6 .

Supplementary Figure 3 – Interfering with the transcription of XACT or T113.3 does not

impact on expression of pluripotency markers

A. General gating strategies used for cell sorting of hESCs in Figures 3, 4B and 5B. Side scatter

(SSC) and forward scatter (FSC) density plots are represented on the left. A gate was applied

to identify the bulk of the population of hESCs for downstream analysis. To detect and

eliminate doublets, the trigger pulse width was analysed (middle panel). A new gate was

defined to select for individualized cells. Fluorophore analysis plots using filters 528/38 (to

detect GFP) and 624-40 (to detect mCherry) were used to detect GFP and mCherry double

positive cells (right panel). A strict quadrant, to reduce the chance of false positives, was

defined as the gate for cell sorting.

B. Quantification of NANOG and OCT4 steady state RNA levels by quantitative RT-PCR upon

XACT CRISPRi (left bar charts) and T113.3 CRISPRi (right bar charts) in H1 hESCs. Error bars

represent the s.d. of at least 3 different passages of hESCs infected with guides targeting

either XACT or T113.3.

C. ChIP-qPCR analysis of H3K4me3 (top graphs) and H3K27ac (bottom graphs) enrichment

across the XACT/T113.3 locus upon XACT CRISPRi (green squares) or T113.3 CRIPRi (red

circles). The positions analysed are indicated with arrows. ChIP-qPCR data for untransfected

cells (gray inverted triangles) and cells transfected with a vector without a sgRNA (black

triangles) are also shown. Right graph represents the relative enrichment of each mark in

control positions (SOX2 TSS, B2M TSS and hXIC19). Error bars represent the s.d. of 3 passages

of each of 2 independent hESC lines infected with different guides targeting either XACT or

T113.3 (n=6). Statistical significances were determined using a 1-way ANOVA test (all

conditions compared to sg_empty). P-values: < 0,05 (*), <0,01 (**), <0,001 (***) and <0,0001

(****).

Supplementary Figure 4 – The LTR7/HERVH T113.3 is dispensable for the transcriptional

regulation of the XACT/T113.3 locus in pluripotent cells and during undirected

differentiation of H1 hESCs

A. Quantification of the global RNA levels of OCT4 (left bar chart) and NODAL (right bar
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chart) by RT-qPCR upon XACT LNA gapmers or T113.3 LNA gapmers KDs. The bar charts

correspond to the average of at least 5 replicates per condition.

B. Schematic representation of the T113.3 deletion strategy (left panel), showing the

positions of the CRISPR sgRNAs (red triangles) and screening primers used to characterize

the clones (black arrows). The right panels represent electrophoretic gel pictures showing

the PCR amplicons obtained with the different screening primers on genomic DNA from the

different clones. Top panel: PCR assay detecting the deleted allele (PCR 1-2); middle panel:

PCR assay detecting the inversion of the T113.3 gene (PCR 3-4); bottom panel: PCR assay

testing the presence of the T113.3 gene (found in WT or INV clones). Selected clones are

highlighted in red.

C. Quantification of the steady state RNA levels of OCT4 (pluripotency marker), NODAL

(differentiation marker), AMOT, HTR2C (genes flanking the XACT/T113.3 locus) and ATRX

(gene on the X chromosome) by quantitative RT-PCR in H1 T113.3 WT, KO and INV clones.

The bar charts correspond to the average of two or three independent clones.

D. Quantitative RT-PCR analysis of T113.3, OCT4, HAND1 and GATA6 expression during a

10-day undirected differentiation of H1 T113.3 WT, KO and INV hESC lines. n≥2.

Error bars indicate the s.d.

Supplementary Figure 5 – The LTR/ERV element upstream of T113.3 is a pluripotent

specific enhancer

A. ATAC-seq (black) and ChIP-seq data for H3K4me3, H3K27ac (blue), CTCF (brown), OCT4,

SOX2 and NANOG (orange) enrichment across the XACT/T113.3 locus in H1 hESCs (top

panel). ChIP-seq data for H3K4me3 and H3K27ac enrichment in IMR90 is shown below.

Publicly available data was obtained from the ENCODE project 7 and CISTROME DB 8 .

B. Schematic representation of the T113.3 locus, showing the positions of the CRISPR

sgRNAs (red triangles) used for targeting of the CTCF (top scheme) or TFB sites (bottom

scheme) and the primers used for genotyping (black arrows). Panels bellow each scheme

represent electrophoretic gels showing the PCR amplicons obtained with the different

screening primers on genomic DNA from H1 CTCF- (top) and TFB- (bottom) targeted clones.

Top panels: PCR assay detecting the deleted and WT alleles (PCR 1-3 for CTCF site and PCR

4-6 for TFB site); bottom panel: PCR assay detecting inversion of the targeted region (PCR 1-2
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for CTCF site and PCR 5-6 for TFB site).

C. Quantification of OCT4 (left bar chart) and NANOG (right bar chart) steady state RNA

levels by RT-qPCR in CTCF- (top bar charts) and TFB- (bottom bar charts) targeted H1 clones.

The bar charts correspond to the average of at least, two independent clones.

D. RT-qPCR analysis of the RNA levels of XACT (top left bar chart), T113.3 (top right bar

chart), GATA6 (bottom left bar chart) and PAX6 (bottom right bar chart) in cells transfected

with siRNA targetting OCT4, SOX2, NANOG or different combinations of these siRNAs. Bar

charts correspond to the average of five independent experiments. Statistical significances

were determined using a 1-way ANOVA test (all tests compared to siSCR). P-values: < 0,05

(*), <0,01 (**), <0,001 (***) and <0,0001 (****).

Error bars indicate the s.d.

Supplementary Figure 6 – The LTR48B enhancer is active in species that do not have XACT

and T113.3 and evolved independently of the core of the LTR48B subfamily

A. ChIP-seq for H3K27ac and strand-specific RNA-seq from human (left panel) and rhesus

macaque (right panel) iPSCs over a region spanning the XACT promoter and T113.3 gene.

Schematic representation of the XACT and T113.3 genes as well as their common enhancer is

shown below each panel. Dataset from 1 .

B. Comparison between the XACT/T113.3 LTR48B enhancer and all the other human LTR48B

elements. Multiple alignment was performed between the LTR48B enhancer and the

consensus sequence for the LTR48B family. P-values for the likelihood of the consensus

sequence being a binding site for pluripotency transcription factors were determined using

RSAT matrix-scan. The logo of all the human LTR48B sequences was obtained from the Dfam

website 9 .

C. Heatmap of log2-normalized ChIP-seq signal for OCT4 and NANOG in hESCs. The heatmaps

show the distribution of the transcription factors in 8 kb windows (4 kb in each direction)

centred at the middle of LTR7 (left panels) and LTR48B elements (right panels). The summary

plot representing the average coverage of the transcription factors across the 8 kb windows

around LTR7 (left) and LTR48B (right) are represented above the heatmaps. Dataset was from

10 .

D. LTR7/HERVHs elements are enriched in OCT4 and NANOG pluripotency factors. Boxplot
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represents normalized number of reads (log2 reads per kilobase per million mapped reads

[RPKM]) that mapped to individual LTR elements belonging to either LTR7 or LTR48B

subfamilies. A thousand random regions across the genome were selected to use as a

randomized control. p-values were calculated from a t-test. Dataset was from 10 .

E. Number of LTR7 (left diagram) and LTR48B (right diagram) elements that are bound by

OCT4 (red) and/or NANOG (blue) in hESCs.
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2.3 Etude de la fonction de XACT

Le long ARN non codant XACT a été décrit par le laboratoire comme candidat antagoniste de

XIST (cf Introduction) avant l’inactivation du chromosome X et lors de sa mise en place. Il

existe plusieurs hypothèses quant à sa fonction. Il pourrait agir directement sur la

transcription de XIST en cis, mais aussi sur sa capacité à s’accumuler sur ce chromosome.

Dans ces deux cas, dans les cellules «pré-inactivation du chromosome X», XIST ne serait pas

en quantité suffisante pour inactiver totalement les chromosomes X, mais il pourrait

permettre une atténuation globale de la transcription du chromosome X. Une autre

hypothèse serait en lien avec les effecteurs de XIST. XACT pourrait alors empêcher

l’interaction entre XIST et ses effecteurs, empêchant par là même toute inactivation du

chromosome X (Figure 9).

2.3.1 Pas d’évidence que XACT puisse agir comme antagoniste de XIST

Afin d’étudier la fonction de XACT, la région couvrant le premier exon, le premier intron et le

début du second intron de la forme décrite dans les cellules H9 amorcées (Vallot et al. 2013)

a été délétée avec l’outil d’édition du génome CRISPR-Cas9. Dans la suite de la thèse, cette

forme sera nommée XACT-203, conformément aux annotations officielles. La délétion a été

réalisée dans des cellules H9 amorcées. Trois clones avec une délétion homozygote de cette

région ont été sélectionnés ainsi que trois clones WT. Ces six clones ont ensuite été

reprogrammés en CSEh H9 naïves (Figure 31). Les douze échantillons ont finalement été

séquencés en RNA-seq.
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Figure 31 Profil d’expression de XACT et T113.3 dans les CSEh H9 amorcées et naïves. En haut, profile

d’expression dans les cellules amorcées (bleu) WT et Δ XACT. En bas, idem pour les CSEh naïves (rouge). Le

rectangle rouge représente la région ciblée lors de la délétion de XACT. L’annotation représente la forme

XACT-203, décrite par le laboratoire (Vallot et al. 2013).

Une analyse globale du transcriptome a d’abord montré peu de différences entre les cellules

H9 sauvages et Δ XACT, qu’elles soient à l’état amorcé ou naïf. Que ce soit par analyse en

composantes principales (Figure 32A) ou par clustering consensus (Figure 33B), il est difficile

de séparer les cellules sauvages et Δ XACT. La suppression de XACT n’a finalement que peu

d’impact sur le transcriptome global.
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Figure 32 Le transcriptome des CSEh H9 Δ XACT diffère peu des CSEh H9 sauvages. A. Analyse en composantes

principales des CSEh H9 naïves et amorcées sauvages et Δ XACT. En haut, tous les échantillons. En bas à

gauche, les cellules naïves et en bas à droite, les cellules amorcées. B. Clustering consensus des CSEh H9 naïves

et amorcées sauvages et Δ XACT.

Nous avons ensuite voulu tester plus précisément l’impact de la perte de XACT sur l’activité

du chromosome X, notamment dans les H9 naïves. En effet, si XACT agit en contrecarrant
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l’action de XIST, la perte de XACT devrait conduire à la répression transcriptionnelle des

gènes d’un ou des deux chromosomes X, selon que XIST est exprimé de manière mono- ou

bi-allélique, sachant que dans les CSEh naïves du laboratoire, XIST est majoritairement

mono-allélique. Par ailleurs, XACT pourrait agir sur la capacité de XIST à s’accumuler sur le

chromosome X et ainsi atténuer l’expression globale du chromosome X.

L’expression globale des gènes du X dans un contexte où XACT est supprimé a donc été

testée dans les cellules naïves. Aucun différentiel d’expression entre cellules sauvages et Δ

XACT ne peut être mis en évidence, que ce soit au niveau du chromosome X (à l’exception de

la région correspondant à XACT, Figure 33A), ou du chromosome 7 (contrôle, Figure 33B).

Une légère augmentation d’expression dans les cellules Δ XACT au niveau de l’extrémité du

bras court du chromosome X est tout de même à noter. De même, le calcul de la somme

d’expression des gènes liés au chromosome X ne montre pas de différences entre cellules

sauvages et Δ XACT (Figure 33C et D). La délétion de XACT n’est donc pas suffisante pour

moduler l’activité globale du chromosome X.

Une autre hypothèse serait que XACT puisse agir sur l’expression allélique des gènes liés au

chromosome X. Une analyse allélique (Figure 33E) montre que les cellules naïves sauvages et

Δ XACT expriment la même proportion de gènes de manière bi-allélique. De même, les

mêmes gènes sont exprimés de manière bi-allélique dans les deux conditions (Figure 33F-G).

Dans les cellules naïves, aucun gène est exprimé spécifiquement de manière bi-allélique

dans l’une ou l’autre des conditions (Figure 33G).
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Figure 33 L’activité du chromosome X n’est pas modifiée dans les CSEh H9 naïves Δ XACT. A. Différentiel

d’expression entre cellules naïves sauvages et Δ XACT sur une fenêtre glissante le long du chromosome X. Une

valeur inférieure à 0 signifie une baisse d’expression dans les cellules Δ XACT. B. Idem qu’en A mais pour le

chromosome 7. C. Somme de l’expression des gènes du chromosome X dans les cellules H9 sauvages et Δ XACT

et dans les IMR-90. D. Idem qu’en C mais pour le chromosome 7. E. Proportion de gènes bi-alléliques liés au

chromosome X normalisée par la même proportion sur le chromosome 7. F. Cartographie des gènes exprimés

de manière bi-allélique sur le chromosome X. G. Upset plot des gènes exprimés de manière bi-allélique dans les

cellules naïves. H. Idem qu’en G pour les cellules amorcées.
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En résumé, les données obtenues ne montrent pas de rôle de XACT dans le contrôle de

l’activité des chromosomes X dans les cellules pluripotentes naïves. Il est à noter que la

délétion de cette région ne conduit pas à une abolition totale de l’expression de XACT, un

signal étant observé dans des cellules amorcées (20% avec un nuage de XACT et 20%

supplémentaires où une expression de XACT est observée) et naïves (40% avec une

expression de XACT) par RNA-FISH (Figure 34, données K.Mahadik). De même, en RNA-seq,

des lectures sont observées au niveau du locus de XACT dans les cellules naïves dans les

cellules Δ XACT, en particulier, en amont du promoteur de XACT-203 (Figure 31). Pour les

cellules amorcées, très peu de lectures couvrent cette région (Figure 31), ce qui est en

contradiction avec les RNA-FISH. Ici, seule une isoforme - XACT-203 - a été testée et il serait

envisageable que d’autres formes puissent jouer ce rôle de régulateur de l’activité du

chromosome X dans les CSEh. Une suppression de l’ensemble du locus est actuellement en

cours de production dans des cellules H9 amorcées (A. Le Barc’h, M. Moscatelli) et permettra

de tester cette hypothèse lorsque l’expression de l’ensemble des formes de XACT est abolie.

Figure 34 L’expression de XACT persiste dans les CSEh H9 naïves Δ XACT. A. RNA-FISH de XIST (rouge) et XACT

(vert) dans les CSEh H9 naïves sauvages (à gauche) et Δ XACT. B. Diagramme représentant la proportion de

cellules XACT positives dans les CSEh H9 naïves sauvages et Δ XACT. (Données K.Mahadik)
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2.3.2 Formes de XACT exprimées dans les cellules H9 naïves et amorcées

Les résultats précédents m’ont conduit à identifier et caractériser les isoformes exprimées

dans chaque type cellulaire. La forme découverte initialement par l’équipe (Vallot et al.

2013) est composée de deux exons pour une longueur totale du transcrit mature de 347 561

bases. Le second exon a une taille supérieure à 300 kb, ce qui en fait de loin le plus long exon

du génome humain, d’après la base de données Gencode v35 (Frankish et al. 2019).

D’un point du vue bio-informatique, les outils permettant de reconstruire des transcrits tels

StringTie (Pertea et al. 2015) ou Scallop (Shao et Kingsford 2017) échouent à reconstruire le

second exon de XACT-203, la couverture se réduisant dans la partie 3’ de l’exon et la taille de

celui étant très grande. De plus, de nombreux événements d’épissage sont observés sur

toute la longueur du second exon (Figure 35, panel du bas). Par ailleurs, la région composée

du premier exon, de l’intron et du début du second exon peut être reconstruite dans les

cellules naïves et amorcées. Le promoteur de XACT-203 est donc actif dans les CSEh naïves et

amorcées. D’autre part, le site de terminaison d’expression de XACT-203 n’est pas clairement

défini. Des lectures sont observées après la terminaison officielle de XACT-203 dans les

cellules amorcées suggérant un continuum de transcription allant au-delà du site de

terminaison annoté jusqu’ici (Figure 35).

Les annotations officielles telles Ensembl (Howe et al. 2021) ou Gencode (Frankish et al.

2019) montrent que deux autres isoformes de XACT existent (XACT-201 et XACT-202),

transcrites depuis un promoteur alternatif localisé en amont de T113.3, un gène voisin de

XACT, spécifiquement dans les CSEh amorcées. Ces annotations ont été manuellement

vérifiées par le consortium Gencode. De plus, des études réalisées sur des lignées de cellules

hématopoïétiques CD34+ montrent qu’une autre isoforme est transcrite et s’initie en amont

de T133.3 (forme XACT-b de Moscatelli 2020), comportant un dernier exon similaire à celui

de XACT-203. En ce qui concerne les cellules naïves et amorcées, il est envisageable que

d’autres formes minoritaires telles XACT-201 et XACT-202 soient exprimées.
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En effet, des lectures orientées dans le même sens que XACT sont observées en amont du

promoteur de XACT-203, que ce soit dans les cellules amorcées et naïves (Figure 35). Tandis

que l’expression dans les cellules amorcées est basale, celle dans les cellules naïves est bien

définie. Les reconstructions que j’ai réalisées montrent que la transcription s’initie en amont

de T113.3, à la même position que le promoteur de XACT-201. Cette forme est épissée en 5

exons pour une longueur totale de la forme mature de 764 bases. De plus, le maintien de

l’expression de XACT dans les cellules naïves issues de la reprogrammation de cellules

amorcées dont la partie 5’ de XACT-203 a été supprimée par CRISPR-Cas9 suggère que

d’autres formes puissent être exprimées, dont XACT-201 pourrait être l’une d’elles. Par

ailleurs, la délétion de la région 5’ de XACT-203 n’affecte pas la transcription de XACT-201, les

reconstructions du transcriptome montrant qu’elle est exprimée. Des lectures chevauchent

les extrémités de la délétion et montrent une transcription de XACT-201 malgré la présence

de 2 exons de XACT-201 dans la région supprimée. Cette délétion de XACT-203 chevauche le

dernier exon de XACT-202 (Figure 35) pouvant empêcher la terminaison de la transcription

de cette isoforme, ce qui expliquerait la continuité d’expression après la délétion.

Le potentiel codant de chacun des transcrits a été vérifié avec CPAT (L. Wang et al. 2013). La

forme XACT-203 n’a pas de potentiel codant (probabilité d’un potentiel codant = 2,2e-16),

tandis que la probabilité que la forme XACT-201 soit codante est de 0,77. XACT-201 possède

une petite ORF de 213 nucléotides localisée sur le dernier exon. De même FEELnc (Wucher

et al. 2017) prédit un potentiel codant pour XACT-201 (potentiel codant = 0,532 avec une

ORF couvrant 27,9% du transcrit), mais pas pour XACT-203, ni pour XACT-202, un potentiel

codant supérieur à 0.5 indiquant l’existence d’une possible ORF.

Cette caractérisation des formes de XACT exprimées dans les CSEh H9 amorcées et naïves est

importante pour déterminer une fonction à XACT. En effet, la délétion de XACT réalisée dans

le laboratoire supprime l’expression de XACT-203, mais d’autres isoformes restent exprimées

(potentiellement XACT-201 et XACT-202). De même, cette délétion ne supprime pas le

potentiel codant de XACT-201, le dernier exon étant exprimé. De fait, la recherche de la

fonction de XACT par la délétion de la région promotrice de XACT-203 est insuffisante pour
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émettre une conclusion définitive sur son potentiel rôle d’antagoniste de XIST. Il est aussi à

noter que pour cette délétion de XACT, parmi les trois clones, aucune expression de T113.3

n’est observée dans 2 clones dans les cellules amorcées. Un différentiel d’expression entre

cellules sauvages et cellules Δ XACT peut donc être la conséquence de l’absence d’expression

de T113.3. Les mêmes analyses, bioinformatiques et par RNA-FISH, seront réalisées dans un

futur proche avec une délétion de l’ensemble du locus comprenant XACT et T113.3,

permettant d’abolir totalement l’expression de XACT, mais aussi d’obtenir des réplicats

homogènes.
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Figure 35 Formes exprimées de XACT dans les CSEh H9 amorcées et naïves. En haut, profile d’expression de

XACT et T113.3 dans les cellules amorcées (bleu) et naïves (rouge) WT. Les annotations sont celles de Gencode

v35. En bas, zoom sur la région 5’ de XACT dans les cellules amorcées (haut) et naïves (bas) WT et Δ XACT. Les

lignes bleues des profils d’expression indiquent des événements d’épissage.
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2.3.3 Fonction(s) de XACT indépendante(s) de l’inactivation du X

La délétion de XACT ne résultant pas en des changements d’activité du chromosome X dans

les CSEh H9 naïves et XACT étant spécifiquement exprimé dans un contexte de pluripotence,

une hypothèse serait que XACT ait une fonction non liée à l’activité du chromosome X. J’ai

testé cette hypothèse dans des cellules H9 amorcées, en comparant les transcriptomes

sauvages et Δ XACT (Figure 36A). Dans les cellules amorcées, avec un seuil de p-value de

0,05 et un « log fold change » de 1, seuls 9 gènes sont surexprimés dans les cellules Δ XACT

et 6 sous-exprimés. Parmi ces gènes, 3 sont localisés sur le chromosome X (ZXDA est

surexprimé, NAP1L6 et BCORL1 sont sous-exprimés). En baissant le seuil de log fold change à

0,5, 31 gènes sont surexprimés et 101 sous-exprimés. Des analyses d'ontologies ne montrent

aucun enrichissement en «GO terms». Il n’existe donc pas de lien biologique avéré entre les

gènes différentiellement exprimés. Une analyse différentielle de k-mers, non biaisée par les

annotations et par le génome de référence, avec l’outil DE-kupl (Audoux et al. 2017) permet

d’identifier un long ARN non codant riche en répétitions situé sur le chromosome 3

(chr3:165,918,800-166,254,260) exprimé uniquement dans les cellules amorcées Δ XACT. Ce

gène ainsi identifié n’existe dans aucune base de données d’annotations du génome humain.

À partir des données Encode (Dunham et al. 2012), une expression de ce long ARN non

codant n’est observée que dans la lignée K562, issue de cellules progénitrices myéloïdes de

leucémies myéloïdes chroniques. La base de données lncRNAKB (Seifuddin et al. 2020)

référence quant à elle une forme (lncb.107328) chevauchant celle identifiée et exprimée

dans les cellules de mœlle osseuse, du sang et des testicules, rares compartiments où XACT

est lui aussi exprimé.

Il est à noter que parmi les 9 gènes sur-exprimés dans les cellules Δ XACT (ZXDA, CTSF, CBR1,

PSMD5, ZNF572, CUTALP, LINC01090, WDR66, CTHRC1), 7 sont identifiés comme marqueurs

des cellules naïves en comparaison des cellules amorcées. De même, parmi les 6 gènes

sous-exprimés (NAP1L6, POTEE, IRX2, BCORL1, ERFE, NR4A2), 5 sont des marqueurs des

cellules amorcées. Ce résultat suggère que les cellules H9 amorcées Δ XACT ont une

tendance à exprimer plus fortement des gènes spécifiques de l’état naïf. Pour vérifier cette
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hypothèse, des analyses GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) ont été réalisées en prenant

comme ensembles de référence les gènes différentiellement exprimés entre les cellules

naïves et amorcées sauvages : surexprimés dans les cellules naïves pour le premier ensemble

et surexprimés dans les cellules amorcées pour le second (p-value < 1e-4 et log Fold Change

> |4|). L’analyse GSEA (Figure 36B) montre un enrichissement en marqueurs de cellules

naïves pour les gènes sur-exprimés dans les cellules amorcées Δ XACT. Les gènes

sous-exprimés sont quant à eux enrichis en marqueurs des cellules amorcées. Ces données

montrent que les cellules amorcées où XACT a été supprimé semblent changer légèrement

d’identité vers un état plus naïf. L’observation est similaire pour les cellules Δ XACT naïves où

les marqueurs des cellules naïves sont légèrement plus exprimés. Tout ceci suggère que

XACT puisse être impliqué dans le maintien d’un état naïf. Cette observation sera discutée

plus largement dans la discussion de ma thèse.

Pour compléter cette étude, j’ai étudié l’expression des répétitions par des analyses

différentielles. Elles montrent que les répétitions centromériques et télomériques sont

différentiellement exprimées. Les répétitions centromériques semblent légèrement plus

exprimées dans les cellules Δ XACT. Au contraire, les répétitions télomériques sont plus

exprimées dans les cellules sauvages. Ceci suggère un changement de l’état chromatinien

dans les régions centromériques et télomériques lorsque XACT est supprimé. De même, j’ai

analysé des données d’ATAC-seq générées par le laboratoire où XACT a été délété (délétion

plus courte, ne couvrant que le premier exon de XACT-203) dans des CSEh mâles H1. Les

données ont montré des différences d'accessibilité de la chromatine dans des régions

centromériques et télomériques d’autosomes lorsque la région ciblée est inversée. Cette

observation ne sera pas plus détaillée étant donné que ce phénomène n'apparaît pas dans

les cellules Δ XACT.
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Figure 36 Recherche d’une fonction de XACT non liée directement à l’activité du chromosome X. A. Volcano plot

montrant les gènes différentiellement exprimés entre cellules H9 sauvages et Δ XACT-203. En haut, expression

différentielle dans les cellules amorcées et en bas dans les cellules naïves. À droite, zoom sur les gènes dont la

p-value est proche du seuil de 0.05. B. GSEA obtenu à partir des log Fold Change de la comparaison sauvages -

Δ XACT dans les cellules amorcées. La référence est, à gauche, les marqueurs des cellules naïves (gènes

sur-exprimés dans les cellules naïves en comparaison des cellules amorcées), et à droite, les marqueurs des

cellules amorcées.
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Chapitre 3

Plasticité de l’inactivation du chromosome X dans le système

hématopoïétique

3.1 Activité du chromosome X dans les cellules hématopoïétiques adultes

humaines

Comme décrit dans l’introduction, chez l’adulte, un statut atypique de l’inactivation du

chromosome X a été observé dans plusieurs types cellulaires hématopoïétiques (Savarese et

al. 2006; Jianle Wang et al. 2016; Syrett et al. 2017; Syrett, Sindhava, et al. 2019; Pyfrom et

al. 2021). Il a été particulièrement bien défini dans le lignage lymphoïde. Dans le lignage B,

un statut atypique de l’inactivation du chromosome X est observé. XIST est délocalisé du Xi

et l’enrichissement en marques répressives d’histones (H3K27me3 et H2AK119Ub) est perdu

chez les progéniteurs et les cellules matures. Une fois les cellules matures activées, XIST se

relocalise au Xi et l’enrichissement en marques répressives est restauré. Ce même statut

atypique de l’inactivation du chromosome X a été observé dans les lymphocytes T et les

cellules dendritiques plasmacytoïdes, l’expression de XIST étant absente chez ces dernières

(Syrett, Sindhava, et al. 2019). Cependant, ce statut atypique de l’inactivation du

chromosome X n’a été corrélé qu’à une surexpression de quelques gènes du X chez la

femelle (Jianle Wang et al. 2016), ces derniers étant reliés à l’activité du système

immunitaire. La question est alors de savoir si ce statut atypique de l’inactivation du

chromosome X peut être relié à une réactivation plus large des gènes du Xi. De même, pour

certains types cellulaires myéloïdes (mégacaryocytes, monocytes), l’activité

transcriptionnelle du Xi n’a jamais été caractérisée, de même que le statut de l’inactivation

du chromosome X.
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La question est alors de savoir si une réexpression du chromosome Xi est la conséquence de

ce statut atypique. Dans ce but, j’ai comparé les transcriptomes de femelles et de mâles

adultes à partir du jeu données Haemopedia (Choi et al. 2019) contenant des RNA-seq de

toutes les cellules hématopoïétiques matures mâles et femelles (Figure 37). Une analyse

différentielle femelles - mâles montre des différences en termes de nombre de gènes

sur-exprimés chez la femelle selon le type cellulaire. Dans les cellules B, il est remarquable

d’observer un plus grand nombre de gènes sur-exprimés dans les cellules B naïves en

comparaison des cellules B mémoires. De même, les cellules dendritiques plasmacytoïdes

possèdent plus de gènes sur-exprimés chez la femelle que les cellules dendritiques

myéloïdes. Or, un statut atypique de l’inactivation du chromosome X a été observé pour les

cellules dendritiques plasmacytoïdes et les cellules B naïves, ce qui n’est pas le cas pour les

cellules dendritiques myéloïdes et les lymphocytes B mémoires (Syrett et al. 2017; Syrett,

Sindhava, et al. 2019). Il est donc raisonnable de conclure que cette inactivation atypique est

caractérisée par une augmentation de l’activité du chromosome X spécifiquement chez la

femelle.

La majorité des gènes différentiellement exprimés sont localisés au niveau du bras court du

chromosome X. Cette région est caractérisée par la présence de clusters de gènes échappant

à l’inactivation du chromosome X (Tukiainen et al. 2017). Dans les cellules plasmacytoïdes, 8

des 13 gènes localisés sur le bras court et sur-exprimés chez la femelle échappent à

l’inactivation du chromosome X d’après Tukiainen et al. 2017. Les autres gènes sont localisés

en bordure de clusters de gènes échappant à l’inactivation du chromosome X. De même,

dans les cellules B naïves, 9 des 11 gènes du bras court échappent à l’inactivation du

chromosome X de manière constitutive ou variable. Ce statut atypique de l’inactivation du

chromosome X pourrait donc être caractérisé par un élargissement des clusters de gènes

échappant à l’inactivation du chromosome X au niveau bras court du chromosome X. Il est à

noter que, dans les cellules dendritiques plasmacytoïdes, un grand nombre de gènes

sur-exprimés chez la femelle sont localisés au voisinage du centre d’inactivation du

chromosome X. Ces dernières données suggèrent qu’un cluster de gènes localisé autour du

XIC puisse échapper à l’inactivation du chromosome X de manière type cellulaire spécifique.
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Figure 37 Les types cellulaires où un statut atypique de l’inactivation du chromosome X a été observé

présentent un plus grand nombre de gènes sur-exprimés chez la femelle en comparaison du mâle. En haut,

arbre hématopoïétique, des cellules souches hématopoïétiques aux cellules matures. En bas, cartographie le
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long du chromosome X des gènes sur-exprimés chez la femelle à partir de données bulk RNA-seq de cellules

hématopoïétiques matures (Choi et al. 2019). Le code couleur des bandes représente la valeur du log fold

change, tandis que les noms des gènes sont représentés, en rouge, pour les gènes échappant à l’inactivation du

chromosome X de manière constitutive, en jaune, de manière variable et en vert, pour les gènes sujets à

l’inactivation du chromosome X. Cette annotation provient de la référence Tukiainen et al. 2017.

Il est aussi à noter qu’un autre cluster de gènes sur-exprimés chez la femelle dans les cellules

dendritiques plasmacytoïdes est localisé dans la région distale du bras long du chromosome

X, mais pas dans la région PAR2 (région de gènes ayant des homologues stricts sur le

chromosome Y et échappant à l’inactivation du chromosome X). La région distale correspond

à la cytobande Xq28 et a pour caractéristique d’être riche en gènes. Elle contient 15% des

gènes du chromosome X pour une longueur correspondant à 5% de celui-ci. Aucun cluster de

gènes échappant à l’inactivation du chromosome X n’a été caractérisé dans cette région. Il

n’est donc pas possible, à l’heure actuelle, de corréler cette surexpression à une réexpression

de ces gènes depuis le chromosome X inactif.

Une surexpression chez la femelle des clusters caractérisés est aussi observée dans d’autres

types cellulaires tels les monocytes (Figure 37), les éosinophiles, les cellules dendritiques

myéloïdes CD123+ et lymphocytes T CD4+ et CD8+ (données non montrées). Cette

observation suggère une activité plus importante du chromosome X inactif dans ces cellules,

dans lesquelles un statut atypique de l’inactivation du chromosome X n’a jamais été

caractérisé dans ces cellules (à l’exception des lymphocytes T (Jianle Wang et al. 2016)).
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3.2 Activité transcriptionnelle du chromosome X dans les cellules

hématopoïétiques fœtales humaines

Comme détaillé précédemment, le statut de l’inactivation du chromosome X est atypique

dans des cellules hématopoïétiques progénitrices et matures adultes. La question ici est de

savoir à quel stade ce profil particulier d’inactivation du chromosome X apparaît (durant le

développement fœtal, l’enfance ou après la puberté?). En particulier, est-ce que l’activité

transcriptionnelle du Xi est la même dans des cellules fœtales et adultes? D’un point de vue

phénotypique, les différences sexuelles changent avec l’âge. La réponse inflammatoire est

accrue dans les fœtus mâles en comparaison des femelles alors qu’elle est, au contraire, plus

importante chez les femelles adultes (Y. Yang et Kozloski 2011; Furman et al. 2014). Étant

donné que ce changement phénotypique se passe au moment de la puberté, les hormones

jouent un rôle majeur (Phiel et al. 2005; Rettew, Huet, et Marriott 2009; Robinson et al.

2014; Seillet et al. 2012). Mais, cette différence sexuelle est multifactorielle et l’activité du

chromosome X peut aussi y jouer un rôle. Une autre indication allant dans le sens de

changements majeurs au niveau de cellules hématopoïétiques est le fait que l’hématopoïèse

elle-même est modulée au cours du temps. Dans les cellules fœtales, les cellules souches

hématopoïétiques migrent de la région méso-aortique vers le foie fœtal pour s’installer

définitivement dans la moelle osseuse. Ces cellules souches hématopoïétiques (CSH)

peuvent se diviser dans le foie fœtal et produisent majoritairement des mégacaryocytes et

des érythrocytes, tandis que les CSH adultes sont quiescentes et peuvent produire tous les

types cellulaires hématopoïétiques.

J’ai utilisé deux jeux de données bien documentés (en terme d’identité des cellules, du sexe

et de l’âge) de transcriptomes de cellules uniques pour étudier l’activité transcriptionnelle du

X dans les cellules hématopoïétiques fœtales. Les transcrits des cellules du premier jeu de

données, publié par Popescu et al. 2019, ont été séquencés avec la technologie Chromium

10X Genomics. Il comprend plus de 140 000 cellules de foie fœtal prélevées sur 4 mâles et 3

femelles âgés de 10 à 16 semaines après conception. Les types cellulaires ainsi séquencés

couvrent l’ensemble des progéniteurs et cellules matures du système hématopoïétique. Pour
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le second jeu de données, les transcrits ont été séquencés en Smart-Seq2 (Ranzoni et al.

2021). 4276 cellules issues de foie et moelle osseuse fœtaux de 8 mâles et 7 femelles (17 et

22 semaines après conception) ont été séquencées et passent les filtres de qualité. Là

encore, ce jeu de données comprend l’ensemble des cellules de l’arbre hématopoïétique.

Ces deux jeux de données ont été choisis pour deux raisons différentes. Les données Ranzoni

et al. 2021 permettent une analyse allélique et la découverte de gènes échappant à

l’inactivation du chromosome X dans chacun des types cellulaires. Le second comporte un

plus grand nombre de cellules et permet ainsi de suivre l’activité du chromosome X au cours

de la différenciation des CSH en cellules matures par la technique de pseudo-time qui trie les

cellules en fonction d’un temps prédit de différenciation.

3.2.1 Activité du chromosome X au cours de la différenciation de CSH fœtales

Nous avons vu que le statut de l’inactivation du chromosome X est dynamique au cours de la

différenciation chez l’adulte, résultant probablement en une activité transcriptionnelle du Xi

elle-même dynamique. J’ai voulu tester si l’expression globale du X change au cours de la

différenciation des cellules hématopoïétiques fœtales et si ces changements peuvent être

reliés à une ré-expression globale ou localisée des gènes du Xi. Pour répondre à cette

interrogation, j’ai combiné les techniques bioinformatiques que j’ai détaillé dans la partie 1

et la technique du pseudo-time dans le but de suivre l’activité transcriptionnelle du Xi au

cours de la différenciation des cellules hématopoïétiques.

A partir des jeux de données disponibles, la différenciation de CSH en cellules matures

fœtales est suivie par le calcul d’un pseudo-time, en utilisant un grand nombre de

transcriptomes de cellules uniques femelles. Pour cette étude, l’outil Scanpy (Wolf, Angerer,

et Theis 2018) permet de calculer un pseudo-time et ainsi de trier les cellules en fonction de

leur niveau de différenciation. Cette technique a été utilisée pour le jeu de données Popescu
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et al. 2019 (Figure 38A-B). Pour chaque lignage hématopoïétique, l’activité du chromosome X

a été suivie au cours de la différenciation des cellules dans le but de savoir si cette

dynamique d’expression du Xi au cours de la différenciation des CSH existe dans les cellules

fœtales. J’ai calculé la somme d’expression des gènes du X dans chaque cellule femelle

(Figure 38C). À titre de comparaison, cette somme a été calculée pour les autosomes.

Le calcul de la somme d’expression du chromosome X en pseudo-time (Figure 38C) montre

une augmentation importante de la somme des transcrits du chromosome X dans les cellules

matures en comparaison des cellules multipotentes et autres progéniteurs, pour les cellules

dendritiques, les mégacaryocytes, les mastocytes, les monocytes et dans une moindre

mesure les lymphocytes B. Le même calcul a été réalisé pour des autosomes, montrant une

variabilité d’expression des chromosomes non sexuels au cours de la différenciation, non

reproductible d’un type cellulaire à l’autre. L’augmentation d’expression dans toutes les

cellules matures est spécifique au chromosome X et suggère une activité accrue du

chromosome X dans les cellules fœtales matures.

Cette augmentation est particulièrement évidente pour les mégacaryocytes (Figure 38C)

avec une différentiel de la somme des transcrits du chromosome X pouvant aller jusqu’à 1.5

fois le niveau observé dans les CSH et les progéniteurs des mégacaryocytes et des

érythrocytes. Cette augmentation suggère une modulation de l’activité du chromosome X

pouvant être la conséquence d’une réexpression du Xi ou d’une surexpression du Xa. Parmi

tous les types cellulaires analysés, les mégacaryocytes ont aussi la particularité d’avoir un

niveau d’expression de XIST faible par rapport aux cellules progénitrices (Figure 39A). Ce type

cellulaire a donc été analysé plus en détail pour savoir si cette augmentation d’expression du

chromosome X est le résultat d’une réexpression globale ou locale du Xi, via une

comparaison des transcriptomes femelles et mâles et des analyses alléliques.
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Figure 38 L’activité du chromosome X est plus importante dans les cellules fœtales hématopoïétiques matures

femelles. Données Popescu et al. 2019. A. Visualisation par UMAP des types cellulaires femelles séquencés. Les

couleurs indiquent les types cellulaires. B. Visualisation de trajectoires de différenciation. À gauche, le code

couleur montre les types cellulaires. À droite, valeur du pseudo-time, calculée à partir de la racine des cellules

souche hématopoïétiques. C. Ratio de la somme d’expression des gènes du chromosome X par rapport à la

somme d’expression des gènes liés aux autosomes en fonction du pseudo-time dans des cellules femelles. Cette

visualisation est divisée par lignages. De gauche à droite et de haut en bas : lignage mégacaryocyte, lignage

mastocyte, lignage lymphoïde B, lignage des cellules dendritiques et lignage monocyte. Le code couleur

représente les différents types cellulaires.
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Pour répondre aux interrogations liées à l’activité transcriptionnelle du Xi dans les

mégacaryocytes, la médiane d’expression des gènes du chromosome X a été calculée pour

un seuil d’expression minimal égal à 0.1 (Figure 39B). En comparaison avec les autosomes, la

médiane reste stable entre les CSH et les mégacaryocytes. L’augmentation de la somme

d’expression du chromosome X n’est donc pas liée à une hausse globale d’expression du

chromosome X, mais seulement de quelques gènes dont l’expression augmente chez les

mégacaryocytes, et particulièrement de TMSB4X (Thymosin Beta 4 X-linked), connu pour

échapper à l’inactivation du chromosome X (Tukiainen et al. 2017). Il est par ailleurs un

marqueur des mégacaryocytes en comparaison des autres types cellulaires

hématopoïétiques, d’après les analyses différentielles que j’ai réalisées sur ce jeu de

données. Sa fonction est essentielle dans les mégacaryocytes, permettant l’activation de la

formation des plaquettes (Kaur et Mutus 2012). D’autres gènes ayant le même profil

d’expression ont été identifiés : RPS4X, RBM3, RPL36A, SLC25A4 et RPL39.

Cette observation suggère qu’un petit nombre de gènes liés au chromosome X pourrait

échapper à l’inactivation du chromosome X dans ce contexte et donc subir une

augmentation d’expression dans les mégacaryocytes. Une augmentation spécifique à la

femelle pourrait alors valider cette hypothèse. La somme d’expression des gènes du

chromosome X a donc été calculée de la même manière chez le mâle. De même que pour la

femelle, la somme augmente dans les mégacaryocytes mâles (Figure 39C-D), démontrant

une augmentation d’expression de quelques gènes non liée au sexe et donc non liée à

l’inactivation du chromosome X. Malgré cette observation, le calcul de la médiane

d’expression des gènes liés au chromosome X avec un gradient de seuil minimal d’expression

montre une différence mâle-femelle lorsque le seuil minimum d’expression est supérieur à 2

(Figure 39E). Cette différence femelles-mâles n’est pas observée chez les progéniteurs des

mégacaryocytes pour un seuil supérieur à 6 (Figure 39F). Ceci démontre une différence entre

mâle et femelle dans les mégacaryocytes seulement pour les gènes les plus exprimés. Ceci

pourrait refléter le fait que des gènes marqueurs des mégacaryocytes échappent à

l’inactivation du chromosome X.
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Figure 39 L’augmentation de l’activité du chromosome X dans les mégacaryocytes est liée à l'augmentation

d’expression de gènes liés au chromosome X et marqueurs des mégacaryocytes. Données Popescu et al. 2019.

A. Niveau d’expression de XIST en fonction du pseudo-time. B. Ratio X:A obtenu par calcul de la médiane

d’expression des gènes du chromosome X et des autosomes (seuil minimal d’expression < 0.1). C. Ratio de la

somme d’expression des gènes du chromosome X et des autosomes dans chaque type cellulaire du lignage

mégacaryocytes chez la femelle. D. Idem qu’en C, mais pour le mâle. E. Médiane d’expression des gènes du

chromosome X des mégacaryocytes chez les mâle (bleu) et chez la femelle (rouge) en fonction du seuil minimal

d’expression. F. Médiane d’expression des gènes du chromosome X avec un seuil minimal d’expression égal à 6

pour les trois types cellulaire du lignage mégacaryocyte, chez le mâle (bleu) et chez la femelle (rouge).

Statistiques : t-tests en fonction de l’ensemble des données (ns p-value > 0.5, * p-value < 0.5, ** p-value < 0.01,

*** p-value < 0.001)

196

https://www.zotero.org/google-docs/?FPwkjh


Chauvière Louis - Thèse de doctorat - 2021

De manière globale, l’analyse des données Popescu et al. 2019 montre une augmentation

d’activité du chromosome X restreinte aux cellules matures fœtales. Cette hausse

d’expression n’est pas globale, mais seulement restreinte à quelques gènes sur-exprimés

dans un type cellulaire, que ce soit chez le mâle ou chez la femelle. Pour certains de ces

gènes, un différentiel d’expression existe tout de même entre mâles et femelles, étant plus

exprimés chez les femelles. Cette différence pourrait être le résultat d’une expression de ces

gènes depuis le Xi. Or, ces gènes sont pour la plupart connus pour échapper à l’inactivation

du chromosome X. Il n’existe donc pas une réexpression globale du chromosome X inactif

dans ce contexte. Mais, ceci démontre l’importance des gènes échappant de manière

constitutive à l’inactivation du chromosome X dans l’identité des cellules hématopoïétiques

matures fœtales. En d’autres termes, l’expression depuis le Xi est restreinte, mais peut

expliquer des différences sexuelles dans les cellules hématopoïétiques fœtales avec

quelques gènes marqueurs plus exprimés chez la femelle.

3.2.2 Seuls quelques gènes échappent à l’inactivation du chromosome X dans les cellules

hématopoïétiques fœtales humaines

Afin de statuer du nombre de gènes échappant à l’inactivation du chromosome X dans le

contexte hématopoïétique fœtal, j’ai analysé les données Smart-seq2 publiées par Ranzoni

et al. 2021. Dans le but de confirmer les résultats obtenus avec le jeu de données Popescu et

al. 2019, la somme d’expression du chromosome X a été calculée pour chaque type

cellulaire. Les données confirment une plus forte expression globale du chromosome X dans

les mégacaryocytes et les mastocytes (Figure 40A).
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Figure 40 Seuls quelques gènes échappent à l’inactivation du X dans les cellules hématopoïétiques fœtales.

Données Ranzoni et al. 2021. A. Ratio de la somme d’expression des gènes du chromosome X et des autosomes

pour les types cellulaires séquencés. Les statistiques sont des t-tests en comparaison de l’ensemble des
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données (ns p-value > 0.5, * p-value < 0.5, ** p-value < 0.01, *** p-value < 0.001). B. Proportion de cellules où

un gène du chromosome X est exprimé de manière bi-allélique dans les types cellulaires hématopoïétiques

séquencés. Le code couleur pour les gènes montre XIST en vert et les gènes sur-exprimés dans les

mégacaryocytes en rouge. Les gènes sont triés en fonction de leur localisation sur le chromosome X

Mais, la question principale posée ici est de savoir s’il existe une ré-activation globale du Xi.

J’ai réalisé une analyse allélique pour identifier des gènes exprimés de manière bi-allélique

(Figure 40B), malgré le fait que le nombre de positions bi-alléliques détectées, et donc de

gènes, soit largement sous-estimé à cause de limitations technologiques (perte de molécules

d’ARN durant la préparation de la librairie) et biologiques (expression mono-allélique

aléatoire), comme détaillé dans le chapitre 1. Tous les gènes identifiés comme étant des

marqueurs des mégacaryocytes (en comparaison des progéniteurs) et surexprimés chez la

femelle (RPS4X, RBM3, RPL36A, SLC25A4 et RPL39) apparaissent comme bi-alléliques dans

plusieurs types cellulaires. TMSB4X, quant à lui, n'est pas observé comme bi-allélique, ce

gène ne contenant pas de polymorphismes hétérozygotes chez ces individus. Ces données

suggèrent que ces gènes échappent à l’inactivation du chromosome X de manière

consistante dans le lignage hématopoïétique fœtal.

J’ai utilisé une stratégie complémentaire basée sur le déséquilibre de liaison pour

l’identification de gènes exprimés de manière bi-allélique. En effet, l’une des limitations du

scRNA-seq est liée à l’expression mono-allélique stochastique dynamique des gènes. Dans

une cellule, à un temps t, un nombre conséquent de gènes sont exprimés de manière

mono-allélique, pouvant aller jusqu’à 85% des gènes des autosomes dans les cellules T

humaines (Reinius et al. 2016). L’étude que j’ai faite se base sur l'assertion que ce

phénomène s’applique aux gènes du X qui échappent à l’inactivation du chromosome X. En

considérant que l’inactivation du chromosome X est complète, toutes les positions sont

exprimées de manière mono-allélique depuis un seul chromosome. Donc, toutes les paires

de positions sont soumises à un déséquilibre de liaison. Au contraire, si des gènes échappent

à l’inactivation du chromosome X et sont soumis à une expression mono-allélique aléatoire

dynamique, l’un des deux allèles de chaque gène sera exprimé de manière aléatoire à un

temps t. Les positions localisées sur ces gènes ne seront donc plus soumises à un
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déséquilibre de liaison. La mesure du déséquilibre de liaison se fait séparément pour chaque

individu, étant dépendante du génotype. Il est calculé par paires de positions. Un

déséquilibre de liaison est observé pour de nombreuses paires de positions sur le

chromosome X pour tous les types cellulaires contenant un nombre suffisant de cellules, ici

les cellules pré-B (Figure 41A), montrant que la majorité des gènes sont soumis à

l’inactivation du chromosome X. Au contraire, peu de paires de positions sont soumises à un

déséquilibre de liaison sur le chromosome 7 (Figure 41A), les deux allèles pouvant

s’exprimer. Cette manière d’analyser les données apporte donc plus d’informations que

l’analyse allélique standard. En effet, pour certains types cellulaires somatiques, tels les

cellules du système hématopoïétique, il est impossible de faire la différence entre un

autosome et un chromosome X par l’analyse de l’expression allélique. La majorité des gènes

sont exprimés de manière mono-allélique. Cette manière de représenter les données

augmente donc la sensibilité de détection de positions localisées sur des gènes qui

échappent à l’inactivation du chromosome X.

Seul un faible nombre de positions au niveau du chromosome X ne sont pas soumises à un

déséquilibre de liaison avec l’ensemble des positions hétérozygotes testées, suggérant que

seuls quelques gènes échappent à l’inactivation du chromosome X. Pour les cellules pré-B,

seuls 8.1% des positions hétérozygotes ne montrent pas de déséquilibre de liaison avec les

autres positions (Figure 41B), tandis que 21.6% des positions sont observées comme liées à

des gènes qui échappent à l’inactivation du chromosome X pour les progéniteurs communs

(Figure 41C). En ce qui concerne les mégacaryocytes, peu de cellules ont le même génotype,

réduisant le nombre de variants bi-alléliques détectables. Dans ces cellules, il n’est pas

possible de statuer du nombre de gènes échappant à l’inactivation du chromosome X, mais

toutes les positions détectées sont soumises à un déséquilibre de liaison. Cette observation

montre que la proportion de gènes qui échappent à l’inactivation du chromosome X est

inférieure à 20%, de manière constitutive ou variable, ce qui n’est pas drastiquement

différent de ce qui est observé dans la plupart des cellules humaines adultes (Tukiainen et al.

2017; Balaton, Cotton, et Brown 2015). Cette observation est en accord avec les analyses de

X:A et l’analyse différentielle mâles versus femelles. En effet, l’existence de différences entre

mâles et femelles serait la conséquence d’un petit nombre de gènes échappant à
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l’inactivation du chromosome X et importants pour l’identité de chaque type cellulaire et

non d’une ré-activation globale du Xi.

Figure 41 Stratégie alternative de découverte de gènes exprimés de manière bi-allélique avec des données

scRNA-seq Smart-seq2. Données Ranzoni et al. 2021. A. Test statistique de déséquilibre de liaison pour le

chromosome X (à gauche) et pour le chromosome 7 (à droite) dans les cellules pré-B. La ligne rouge représente

un seuil de p-value égal à 0.05. B. Expression allélique phasée des positions détectées comme hétérozygotes

sur le chromosome 7 et le chromosome X dans des cellules pré-B. Les lignes représentent les cellules et les

colonnes, les différentes positions hétérozygotes. Le code couleur montre les quatre nucléotides. Si une case

est grise, aucune information n’a pu être extraite dans cette condition. À gauche, les positions ne pouvant pas

être phasées, exprimées de manière bi-allélique. À droite, les positions phasées, mono-alléliques. C. Idem qu’en

A pour le chromosome X chez les progéniteurs communs.

Alors que le statut atypique de l’inactivation du chromosome X dans certaines cellules

hématopoïétiques adultes suggère une ré-activation d’un grand nombre de gènes depuis le

Xi, il n’existe pas de types cellulaires hématopoïétiques fœtaux où le nombre de gènes
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échappant à l’inactivation du chromosome X est exacerbé. Ceci suggérerait que le statut de

l’inactivation du chromosome X serait plutôt classique dans les cellules hématopoïétiques

fœtales. Ces données doivent être maintenant confirmées. Il serait intéressant de voir si le

statut atypique de l’inactivation du chromosome X observé chez l’adulte existe dans les

cellules fœtales. Ceci pourrait être réalisé par RNA-FISH sur des cellules foetales ou des CSEh

différenciées vers le lignage hématopoïétique.

Il est tout de même surprenant que XIST soit détecté comme exprimé de manière

bi-allélique dans plusieurs types cellulaires, dans des cellules progénitrices, mais aussi dans

des mastocytes, des cellules dendritiques, pré-B et pro-B. Cette expression bi-allélique de

XIST est observée dans 20 cellules, dont aucune n’est identifiée comme un doublet avec les

outils BiocSingular (Lun 2021) et scDblFinder (Germain et Lun 2021). Cette expression

bi-allélique de XIST est particulièrement surprenante du fait qu’elle n’a jamais été observée

dans des cellules somatiques. Il est à noter que l’activité globale du chromosome X n’est pas

différente entre les cellules où XIST est bi-allélique et celles où il est exprimé de manière

mono-allélique.
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Chapitre 4

Activité transcriptionnelle du chromosome X au cours du

vieillissement

L’activité transcriptionnelle du Xi change en fonction des tissus, des types cellulaires, des

individus, mais potentiellement aussi de l’âge. En particulier, il est estimé qu’environ 10% des

gènes du chromosome X échappent de manière variable à l’inactivation du chromosome X

en fonction des différents paramètres cités ci-dessus. Le maintien de l’inactivation du

chromosome X au cours du vieillissement a été très peu étudiée. Les connaissances actuelles

indiquent qu’il n’existe pas de différence des niveaux de méthylation des îlots CpG voisins

des TSS localisés sur le chromosome X au cours du vieillissement (Cotton et al. 2013; S. Li et

al. 2020), suggérant que l’activité du Xi n’est pas modifiée au cours du vieillissement. Mais,

les données déjà publiées sur ce sujet ne se focalisent que sur quelques types cellulaires et

ne permettent pas de conclure quant à des changements au niveau du Xi au cours du

vieillissement. Dans cette partie, je me suis intéressé à l’activité du chromosome X au cours

du vieillissement en exploitant le jeu de données GTEx contenant des données de

transcriptomes de 44 tissus d’individus de tous âges. De même, sachant que la méthylation

est représentative du statut du Xi, des données de HumanMethylation 450K BeadChip ont

été utilisées pour comparer les niveaux de méthylation de dermes exposés au soleil dans

plusieurs classes d’âge (Vandiver et al. 2015).

4.1 Pas de perte de la méthylation du chromosome X au cours du vieillissement

Afin de suivre l’activité du chromosome X inactif au cours du vieillissement, j’ai dans un

premier temps étudié les niveaux de méthylations des îlots CpG voisins des TSS localisés sur

le chromosome X, en utilisant des données de dermes exposés au soleil (Vandiver et al.

2015). Le choix de ce tissu se justifie par une forte influence du vieillissement sur son
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intégrité. Les données ont été divisées en deux classes d’âge, les individus jeunes (20-39 ans)

et âgés (60-79 ans). La valeur β a été utilisée en tant qu’estimateur du niveau de méthylation

de chacune des positions. Elle représente le ratio d’intensité des allèles méthylés et non

méthylés. Une valeur β égale à zéro montre que les deux allèles ne sont pas méthylés, tandis

que les deux allèles sont méthylés lorsque la valeur β est égale à 1. Sur un autosome, la

distribution des valeurs β est binaire avec deux pics centrés sur 0 et 1 (Figure 42A). Pour le

chromosome X, la majorité des positions ont une valeur β égale à 0.5 (Figure 42A),

révélateurs des gènes soumis à l’inactivation du chromosome X. Les positions liées aux gènes

échappant à l’inactivation du chromosome X ont une valeur β égale à 0.

Figure 42 La méthylation des îlots CpG voisins des TSS du chromosome X n’est pas globalement modifiée au

cours du vieillissement. Données de HumanMethylation 450K BeadChip de Vandiver et al. 2015 d’échantillons

de dermes exposés au soleil de femmes jeunes (20-39 ans) et âgées (60-79 ans) A. Répartition des valeurs β de

positions localisées au niveau d'îlots CpG voisins de TSS sur le chromosome 7 (en haut) et sur le chromosome X

(en bas). Les courbes vertes représentent les femmes jeunes et les violettes, les femmes âgées. B. Comparaison

des valeurs β entre femmes jeunes et âgées sur le chromosome 7 (en haut) et sur le chromosome X (en bas). Le

code couleur montre, en vert, les positions sur-méthylées chez les femelles jeunes et, en rouge, sur-méthylées

chez les femelles âgées.
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Peu de changements de méthylation sont détectés entre les deux classes d’âge pour les

individus femelles, que ce soit au niveau du chromosome X, ou du chromosome 7 (Figure

42B), et ceux-ci ne dépassent que de peu le seuil de p-value établi à 0.05. Il est à noter qu’il

existe un plus grand nombre de positions sous-méthylées chez les individus âgés comparé

aux positions sous-méthylées chez les jeunes, toutes ces positions n’étant que légèrement

différentiellement méthylées. Cette perte de méthylation pourrait indiquer un

environnement favorable à une réexpression de gènes soumis à l’inactivation du

chromosome X. Mais, aucune position ne passe d’une valeur β de 0.5 chez les femelles

jeunes à une valeur β de 0 chez les femelles âgées, suggérant que le vieillissement n'entraîne

pas une ré-activation globale du chromosome X.

4.2 La région distale du bras long du chromosome X est surexprimée chez les

femelles âgées

La tendance à la baisse du niveau de méthylation au cours du vieillissement peut révéler un

environnement favorable à une réactivation du Xi, résultant en une augmentation de

l’expression de gènes liés au chromosome X spécifiquement chez la femelle.

J’ai donc caractérisé l’activité du chromosome X chez la femelle âgée en exploitant la base de

données transcriptomiques GTEx (Consortium 2020), contenant des échantillons provenant

de 44 tissus (dont de la peau exposée au soleil). Pour plus de détails, la base de données

GTEx contient 16 245 RNA-seq prélevés sur 838 individus mâles et femelles âgés de 20 à 70

ans. De même que pour les données de méthylation, les individus ont été séparés en deux

classes d’âge : 20-39 pour les jeunes et 60-79 ans pour les individus âgés. Pour les deux

groupes ainsi déterminés un différentiel d’expression femelles - mâles a été calculé dans

chacun des tissus. Ces groupes ainsi déterminés sont déséquilibrés en termes de nombre

d’échantillons. Le groupe 20-39 ans inclut 107 mâles et 55 femelles tandis que le groupe

60-79 ans contient 237 mâles et 113 femelles. Pour corriger ce déséquilibre, le pipeline

205

https://www.zotero.org/google-docs/?CJwrwW


Chauvière Louis - Thèse de doctorat - 2021

développé par Oliva et al. 2020 a été utilisé. Celui-ci permet, d’une part, de corriger les

données par rapport aux variables interférant sur le transcriptome telles l’intégrité de l’ARN

et le temps d’ischémie. D’autre part, une méta analyse corrige les log fold change à partir

d’une matrice d’erreurs standards. Finalement, cette correction des données permet

d’obtenir un nombre équivalent de gènes différentiellement exprimés d’un tissu à l’autre.

Une analyse différentielle femelles - mâles dans chaque classe d’âge identifie 1962 gènes

autosomaux sur-exprimés chez les femelles jeunes et 1598 chez les femelles âgées.

Seulement 394 de ces gènes sont surexprimés dans les deux catégories (Figure 43A),

montrant une variabilité d’expression des gènes autosomaux entre individus jeunes et âgés.

En ce qui concerne le chromosome X, 130 gènes sont surexprimés chez les femelles jeunes

et 167 chez les femelles âgées. Il existe donc une plus grande quantité de gènes surexprimés

chez les femelles âgées, allant dans le sens d’une activité du chromosome X plus importante

au cours du vieillissement. D’autre part, une majorité de ces gènes (89) sont surexprimés

dans les deux classes d’âge. Ces gènes sont principalement localisés sur le bras court du

chromosome X et correspondent à des gènes échappant de manière constitutive à

l’inactivation du chromosome X (Figure 43B).

Pour la classe d’âge 60-79 ans, une concentration importante de gènes surexprimés chez la

femelle est observée dans la région distale du bras long du chromosome X (région Xq28), ne

comprenant pas la région PAR2, spécifiquement surexprimée chez les mâles âgés. De façon

remarquable, cette forte concentration en gènes surexprimés chez la femelle âgée est

observée dans les 44 tissus. Étant donné qu’une surexpression constitutive à tous les tissus

chez la femelle est corrélée à une ré-expression depuis le Xi, cette observation suggère une

ré-expression de gènes de la région Xq28 au niveau du Xi chez les femelles âgées. Malgré

cette observation, aucun changement au niveau de la méthylation n’est observée au cours

du vieillissement dans la région Xq28.
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Figure 43 Surexpression de la région distale du bras long du chromosome X au cours du vieillissement. Données

GTEx de 44 tissus humains. La cohorte a été divisée en deux groupes : individus jeunes (20-39 ans) et âgés

(60-79 ans). A. Diagramme de Venn des gènes sur-exprimés chez la femelle en comparaison du mâle dans les

deux classes d’âge. En haut, les gènes liés aux autosomes et en bas, les gènes liés au chromosome X. B.

Cartographie le long du chromosome X des gènes sur-exprimés chez la femelle (en haut) et chez le mâle (en

bas). Le code couleur montre, en bleu, les gènes spécifiquement surexprimés dans la classe d’âge 20-39 ans, en

orange, spécifiquement dans la classe d'âge 60-79 ans et en vert, communs aux deux classes d’âges. C.

Heatmap des gènes surexprimés chez les femelles âgées en comparaison des femelles jeunes et chez les mâles

âgés en comparaison des mâles jeunes. Le code couleur montre le nombre de tissus dans lequel un gène est

surexprimé. Les gènes annotés sont les gènes sur-exprimés chez la femelle âgée dans une majorité de tissus.

De même, en comparant les femelles âgées et jeunes, 12 gènes du chromosome X sont

surexprimés dans la majorité des tissus chez les femelles âgées (Figure 43C, 3ème cluster en

partant du haut). Parmi ces 12 gènes, 5 sont localisés dans la région Xq28. Il existe donc des

gènes surexprimés de manière constitutive chez la femelle âgée, ce qui n’est pas le cas pour

le mâle âgé, à l’exception du gène EDA2R, qui est un marqueur du vieillissement. Cette

surexpression constitutive chez les femelles âgées dans la région Xq28 est donc un

phénomène remarquable suggérant une instabilité du chromosome X inactif dans la région
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distale du bras long du chromosome X. Cette hypothèse devra être confirmée par des

analyses alléliques, le nombre de données utilisables pour répondre à cette question en

Smart-seq2 étant à ce jour très limité. Une autre stratégie serait d’utiliser des données de

séquençage en masse de l’ARN de tissus où la population cellulaire est homogène en termes

de X inactivé afin de réaliser une analyse allélique. Pour cela, les données brutes du jeu de

données GTEx seront utiles, ces dernières n’étant pas accessibles de manière publique.

L’hypothèse de gènes de la région Xq28 qui pourraient échapper à l’inactivation du

chromosome X au cours du vieillissement reste donc à démontrer. Dans le cas où cette

hypothèse serait validée, la méthylation de l’ADN ne serait pas une cause de ce phénomène,

les niveaux de méthylation restant similaires dans cette région particulière chez les femelles

jeunes et âgées. Mais, d’autres paramètres pourront nous apporter des informations

complémentaires, telles l’enrichissement en marques d’histones répressives ou activatrices

ou l'accumulation d’effecteurs de l’inactivation du chromosome X dans cette région chez les

femelles âgées.

Malgré le manque d’informations alléliques, cette région Xq28 comporte plusieurs

caractéristiques intéressantes. Elle est la région la plus dense en gènes du chromosome X.

Elle contient 13% des gènes du X alors qu’elle ne couvre qu’à peine 5% de sa longueur

(Poustka et al. 1991). Cette région a de même été reliée à plus de 40 maladies. Parmi elles,

peuvent être listées des adrénoleucodystrophies (Mosser et al. 1993) et des myopathies

myotubulaires (Laporte et al. 1996). Aussi, une dizaine d'entre elles sont reliées à des retards

mentaux observés principalement chez les mâles, tels le syndrôme de Rett qui est causé par

des mutations du gène de la région Xq28 MECP2 (Amir et al. 1999).

Il est aussi surprenant d’observer une surexpression des gènes de cette région dans des

contextes très particuliers, au cours du vieillissement bien sûr, mais aussi dans des cellules

hématopoïétiques adultes, telles les cellules dendritiques plasmacytoïdes (voir chapitre 3).

Dans ces dernières, le statut de l’inactivation du chromosome X est très particulier, XIST

n’étant que très peu exprimé. Il ne serait donc pas étonnant que cette région puisse être

particulièrement sensible à l’absence de XIST et que certains de ses gènes puissent se
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réexprimer depuis le Xi dans ces contextes. De même, au cours du développement

embryonnaire, cette région Xq28 est particulière. Alors que la différence d’expression entre

femelles et mâles diminue fortement sur l’ensemble du chromosome à partir du jour 5 du

développement (Petropoulos et al. 2016), l’expression de la région Xq28 ne commence à

diminuer qu’au jour 6. Toutes ces données semblent donc indiquer une régulation

particulière de l’expression de ces gènes. Il reste à démontrer si la modulation de

l’expression de ces gènes peut être lié à leur expression depuis le Xi.
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Chapitre 1

Approches bioinformatiques pour l’étude de l’inactivation du

X et de la sur-expression du Xa

Les analyses bioinformatiques réalisées durant ma thèse se basent sur trois principales

approches, l’analyse allélique de données de séquençage en cellules uniques, le calcul du X:A

et des analyses différentielles entre mâles et femelles. Comme détaillé dans la thèse, ces

trois approches ont leurs propres limites, mais l’intégration des données et la manière de

revisiter la façon de les analyser permettent de contourner ces limitations.

1.1 Identification des gènes qui échappent à l’inactivation du chromosome X

par le calcul d’un déséquilibre de liaison

L’exemple le plus marquant est l’analyse allélique par séquençage de cellules uniques, en

Smart-seq2. En effet, la perte de molécules d’ARN lors de la préparation des librairies et

surtout le facteur expression mono-allélique stochastique dynamique peuvent paraître

extrêmement limitantes, le nombre de positions bi-alléliques observées étant largement

sous-estimé. Il existe par ailleurs des différences suivant le jeu de données utilisé. Tel que

décrit dans la partie résultats, la proportion de positions autosomiques détectées comme

exprimées de manière bi-allélique est beaucoup plus importante dans des jeux de données

de cellules d’embryons et des lignées de CSEh que dans les échantillons de cellules

somatiques adultes étudiées (CSH). Ces données sont corroborées partiellement par la

littérature qui démontre que, jusqu’à 85% des gènes autosomaux sont exprimés

transitoirement de manière mono-allélique dans les cellules T humaines adultes (Reinius et
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al. 2016). Dans les cellules embryonnaires humaines, les données de la littérature ne nous

apportent pas d’informations, mais celles que j’ai analysées suggèrent que la proportion de

gènes autosomaux exprimés transitoirement de manière mono-allélique est plus faible, de

l’ordre de 20% (données Petropoulos et al. 2016; Messmer et al. 2019). De fait, ces

proportions pourraient s’appliquer aux gènes exprimés depuis le Xi, biaisant de manière

certaine les analyses alléliques qui peuvent en être tirées, de façon inégale suivant les jeux

de données utilisés.

Bien sûr, ceci ne remet pas en question les analyses alléliques qui ont été réalisées sur des

données d’embryons (Petropoulos et al. 2016a; Vallot et al. 2017; Moreira de Mello et al.

2017), mais il faut toujours garder en tête qu’il est estimé qu’au mieux 20% des positions

bi-alléliques sont définies comme mono-alléliques avec ces données. Et cette valeur s’accroît

en diminuant le seuil de couverture. De plus, cette limitation, combinée à une faible

couverture de séquençage, conduit à une réduction drastique du nombre de positions

bi-alléliques détectables. Les analyses de proportion de positions bi-alléliques se basent

donc généralement sur un faible nombre de positions bi-alléliques (moins d’une dizaine par

cellule pour les données Petropoulos et al. 2016 pour un seuil de couverture de dix lectures)

et de positions hétérozygotes en général, observé dans un faible nombre de cellules. La

proportion de positions bi-alléliques est donc très dépendante des niveaux d’expression des

gènes (Reinius et Sandberg 2019).

Or, en s’intéressant à d’autres analyses alléliques de la littérature (Garieri et al. 2018; Wainer

Katsir et Linial 2019; Pyfrom et al. 2021), cette fois-ci dans des cellules somatiques adultes, le

nombre de gènes du chromosome X détectés comme bi-alléliques est très faible, ne

dépassant pas 30 gènes dans chacune de ces études. Les gènes ainsi détectés sont pour la

plupart les mêmes dans les études listées et connus pour échapper de manière constitutive

à l’inactivation du chromosome X. L’analyse allélique standard de transcriptomes en cellules

uniques avec la technologie Smart-seq2 n’est donc pas assez résolutive pour avoir une vision

exhaustive des gènes qui échappent à l’inactivation du chromosome X.
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Malgré cela, ces limitations peuvent être contournées. Les positions hétérozygotes des gènes

soumis à l’inactivation du X présentent un déséquilibre de liaison et le contraire est vrai

pour les gènes qui échappent à l’inactivation du X. Il est donc aisé de détecter des gènes qui

échappent à l’inactivation du chromosome X, même si les positions hétérozygotes localisées

sur celui-ci sont toujours mono-alléliques. Cette technique réduit donc le principal biais

observé dans les analyses standards qui est la surestimation de la proportion de positions

mono-alléliques causée par l’expression mono-allélique stochastique dynamique des gènes.

La proportion de gènes qui échappent à l’inactivation du X est alors estimable et j’ai montré

que, dans les cellules hématopoïétiques fœtales, la proportion de gènes du X qui échappent

à l’inactivation du chromosome X est inférieure à 20%. Cette estimation est proche de celle

connue dans la littérature pour les cellules somatiques adultes (Carrel et al. 1999; Cotton et

al. 2013; Balaton, Cotton, et Brown 2015; Tukiainen et al. 2017; Balaton et al. 2021). Ces

données, combinées à un X:A (calcul de la médiane) stable entre les types cellulaires

hématopoïétiques, d’une faible différence d’expression globale du X entre mâles et femelles,

suggèrent une activité transcriptionnelle du Xi classique dans ces cellules. Cette méthode de

détection des gènes qui échappent à l’inactivation du chromosome X devra s’appliquer aux

cellules hématopoïétiques adultes où les données sont encore trop parcellaires pour

affirmer qu’un plus grand nombre de gènes échappent à l’inactivation du chromosome X

dans certaines cellules progénitrices (progéniteurs des cellules B et T) et cellules matures

(cellules B et T naïves, cellules tueuses naturelles et cellules dendritiques plasmacytoïdes).

1.2 Intégration des stratégies d’analyse de l’activité transcriptomique du

chromosome X

Comme nous l’avons vu précédemment, les analyses alléliques de données

transcriptomiques ne sont pas toujours suffisantes pour conclure clairement quant à

l’ampleur de la réactivation des gènes du Xi. Les données issues de l’analyse allélique doivent

donc être intégrées à d’autres résultats d’analyses tels le X:A ou la différence d’expression

globale du chromosome X entre femelles et mâles, d’autant plus que le terme activité
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transcriptionnelle du X se base sur deux concepts bien différents, la surexpression du Xa mais

aussi l’inactivation de l’un des deux chromosomes X. Il est de fait important de distinguer les

signaux provenant du Xa et ceux du Xi. Cette distinction ne peut être finalement réalisée

qu’en combinant les stratégies d’études, dans la mesure du possible. L’exemple détaillé dans

le paragraphe précédent est très révélateur de cet état de fait. Pris séparément, au cours de

la différenciation des cellules hématopoïétiques matures fœtales, telles les mégacaryocytes,

l’analyse du X:A (par la somme) nous indique que seulement quelques gènes très exprimés

du X contribuent à une augmentation de cet estimateur, le calcul par la médiane restant

constant. Finalement, la combinaison du X:A avec la comparaison femelles versus mâles

permettent de montrer que cette augmentation du X:A (par la somme) provient

principalement d’une sur-expression depuis le Xa, malgré quelques gènes montrant une

différence mâles versus femelles et connus pour être exprimés de manière constitutive

depuis le Xi et dont l’expression bi-allélique est confirmée par analyse allélique de données

transcriptomiques en cellules uniques, indiquant un maintien classique de l’inactivation du

chromosome X. Cette dernière conclusion est validée par la proportion de gènes exprimés

de manière bi-allélique dans chaque type cellulaire hématopoïétique.

1.3 La transcriptomique, la seule stratégie pour la découverte de gènes

exprimés depuis le Xi ?

Les études pour la découverte de gènes exprimés depuis le Xi que j’ai réalisées pendant ma

thèse se basent, à peu de choses près, uniquement sur des données transcriptomiques. Or,

le statut «classique» de l’inactivation du chromosome X est caractérisé par différents

paramètres, tels la méthylation de l’ADN, l’enrichissement en marques d’histone répressives

(H3K27me3, H2AK119Ub) ou l’accumulation de XIST et de certains de ses effecteurs. Une

compréhension exhaustive des mécanismes permettant le maintien de l’inactivation du

chromosome X chez l’humain est donc nécessaire. Les études réalisées sur ce sujet montrent

que la répression transcriptionnelle des gènes du Xi est régulée par des mécanismes

différents, expliquant probablement la variabilité d’expression des gènes du Xi d’un tissu ou
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d’un type cellulaire à l’autre. L’exemple le plus probant dans ce cas-ci est l’impact de la

méthylation sur la répression transcriptionnelle des gènes du Xi, des gènes pauvres en îlots

CpG au niveau de leur TSS étant dépendants de la présence de XIST pour maintenir leur état

inactif (Yu et al. 2021). L’intégration de données non transcriptomiques (ChIP-seq de

marques d’histones et d’effecteurs de XIST, ChIRP-seq ou RAP-seq de XIST, séquençage

bisulfite, Hi-C) pourront nous apporter plus d’informations pour l’identification de gènes

exprimés depuis le Xi dans chaque type cellulaire ou tissu. Par exemple, chez la souris, la

protéine SMCHD1 est impliquée dans la réorganisation des compartiments structuraux du Xi

(Gdula et al. 2019) et dans la méthylation de l’ADN de régions du Xi (Gendrel et al. 2012). De

plus, la mutation homozygote de Smchd1 conduit à une hypométhylation de gènes du Xi

(Blewitt et al. 2008), indiquant un rôle pour SMCHD1 dans le maintien de l’inactivation du

chromosome X. En tous les cas, cette protéine interagit avec la chromatine du Xi dans les

cellules somatiques que ce soit chez la souris et l’humain et des ChIP-seq de SMCHD1

montrent un enrichissement de SMCHD1 sur le chromosome X dans des cellules

hTERT-RPE1, cellules épithéliales immortalisées (M. Tang et al. 2014) (Figure 44A). Il est par

ailleurs intéressant de voir une anticorrélation entre les gènes qui échappent de manière

constitutive à l’inactivation du chromosome X (Tukiainen et al. 2017) et l'interaction de

SMCHD1 avec la chromatine (Figure 44A-B), indiquant que ce paramètre peut être utilisé

pour détecter des gènes exprimés depuis le Xi. Ceci reste un exemple, mais il démontre que

d’autres paramètres peuvent être utilisés pour détecter des gènes exprimés depuis le Xi. Il

serait dès lors intéressant de pouvoir intégrer les données transcriptomiques avec celles de

ChIP-seq de marques d’histones et de facteurs liés à l’inactivation du chromosome X, de

RAP-seq ou ChIRP-seq de XIST, ainsi que de BS-seq et d’ATAC-seq. L’intégration de toutes ces

données permettrait dès lors de modéliser et de catégoriser un état d’inactivation de chaque

gène du X. Par apprentissage computationnel supervisé, il serait dès lors possible de détecter

des mécanismes permettant la ré-expression de gènes depuis le Xi dans un contexte

cellulaire particulier.
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Figure 44 Enrichissement de SMCHD1 sur les régions inactivées du chromosome X dans des cellules

hTERT-RPE1. A. (en haut) Profil ChIP-seq de SMCHD1 (M. Tang et al. 2014) sur le chromosome 5, normalisé par

l’input. (en bas) Idem pour le chromosome X et cartographie des gènes exprimés de manière constitutive

depuis le Xi en bas (Tukiainen et al. 2017). B. À droite, profil de fixation de SMCHD1 sur le corps des gènes

soumis (vert) et échappant de manière constitutive à l’inactivation du chromosome X. À gauche, profil sur

l’input.
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Chapitre 2

Quel est l’état « pré-inactivation du chromosome X » ?

Atténuation de l’expression globale des gènes du X ?

2.1 L’asymétrie de l’expression des allèles du X dans les CSEh naïves

informe-t-elle sur un rôle de XIST dans l’atténuation de l’expression du X?

Ma thèse a permis de caractériser l’activité transcriptionnelle du chromosome X dans les

CSEh naïves générées dans le laboratoire. Ce travail a montré une réactivation du Xi lors de la

reprogrammation des CSEh H9 amorcées en CSEh naïves. Malgré cela, les deux

chromosomes X actifs sont exprimés de manière asymétrique dans les CSEh naïves générées

par le laboratoire, le chromosome X issu du Xi des cellules amorcées étant moins exprimé. De

même, XIST est principalement exprimé depuis le X ré-activé, caractérisé probablement par

l’accumulation de XIST sur un seul des deux chromosomes X dans la grande majorité des

cellules (observé par RNA-FISH). Ces données montrent une reprogrammation incomplète

ou anormale des CSEh amorcées en CSEh naïves, particulière au laboratoire. Les CSEh naïves

générées par d’autres laboratoires montrent quant à elles une symétrie d’expression entre

les deux chromosomes X. Il existe donc des paramètres qui manquent pour favoriser une

reprogrammation complète de ces cellules. Ces derniers pourraient être liés aux conditions

de culture elles-mêmes ou au milieu de reprogrammation utilisé. Mais, l’une des différences

majeures entre les CSEh naïves générées par l’équipe et celles par d’autres laboratoires est

liée à l’activité transcriptionnelle du Xi/e des CSEh amorcées d’origine et à l'expression de

XIST. Dans la littérature (Takashima et al. 2014; Theunissen et al. 2016; An et al. 2020), les

cellules naïves sont issues de la reprogrammation de cellules érodées, cellules XIST-négatives

où une grande partie des gènes du X sont exprimés de manière bi-allélique. Une hypothèse

serait alors que cette érosion, caractérisée par l’absence d’accumulation de XIST sur le Xi,
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favoriserait la ré-expression totale du Xe lors de la reprogrammation. Pour vérifier celle-ci,

des CSEh amorcées XIST-positives et XIST-négatives (cellules érodées) seront reprogrammées

en parallèle avec le même milieu de culture (NaiveCultTM en l'occurrence). L’expression des

deux chromosomes X pourra alors être comparée en RNA-FISH (X-paint et ATRX). Cette étude

pourra par ailleurs donner de premières indications quant au rôle que peut jouer XIST dans

une possible atténuation des gènes du X.

2.2 Un rôle pour XIST dans l’expression des chromosomes X actifs des cellules

«pré-inactivation du chromosome X» ?

Cette étude s’intègre finalement dans un projet plus large de l’équipe qui caractérise de

manière exhaustive l’état «pré-inactivation du chromosome X». L’un des éléments le plus

étonnant et particulier à l’humain est l’accumulation de XIST sur les chromosomes X actifs.

Ce découplage entre accumulation de XIST et inactivation du chromosome X pose de

nombreuses questions sur le rôle de ce long ARN non codant à ce stade et sur le statut réel

du chromosome X dans les cellules «pré-inactivation du chromosome X». La littérature

(Petropoulos et al. 2016a; Sahakyan et al. 2017) nous a montré qu’une atténuation de

l’expression des deux chromosomes X pourrait se produire avant l’inactivation du

chromosome X et pourrait être médiée par l’accumulation de XIST à ce stade. Mais, comme

décrit dans la partie introductive de cette thèse, ces travaux sont controversés et demandent

à être challengés via l’étude de l’activité transcriptionnelle du chromosome X qui reste

encore obscure.

En particulier, les nuages que forment XIST par RNA-FISH dans les CSEh naïves montrent une

dispersion de son accumulation sur les chromosomes X actifs (Vallot et al. 2017). Les

hypothèses seraient que XIST puisse s’accumuler en dehors des territoires

transcriptionnellement actifs du chromosome X ou que XIST ne puisse pas s’accumuler en

quantité suffisante pour inactiver totalement le chromosome X. Ces hypothèses ont été

testées par K.Mahadik (données non montrées et non publiées) par RNA-FISH (X-paint +
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XIST). Les nuages de XIST ne chevauchent pas les territoires transcriptionnellement actifs du

chromosome X. La présence de XIST dans ces cellules ne serait donc pas liée à la répression

ou à l’atténuation transcriptionnelle des régions actives du X. Les mêmes analyses sont

actuellement réalisées sur des cellules de blastocystes humains pré-implantatoires (K.

Mahadik) et permettront de savoir quels territoires chromosomiques sont occupés par XIST.

De même, le RNA-FISH ne donne pas une information précise sur les régions du

chromosome X où XIST peut se fixer dans les CSEh naïves. Un séquençage RAP-seq (RNA

antisense purification) (Engreitz et al. 2013) est en cours de réalisation dans des CSEh H9 et

WIBR3 naïves et amorcées (C. Alfeghally), cette technologie permettant de séquencer les

régions de la chromatine associées à un ARN, en l'occurrence ici le long ARN non codant

XIST. Les territoires occupés par XIST seront alors bien définis et il sera possible de corréler

ou non l'expression des gènes du X et l’accumulation de XIST.

Par ailleurs, une délétion homozygote de XIST a été réalisée dans les CSEh H9 amorcées par

la technique de CRISPR-Cas9 (M. Moscatelli). Il sera alors possible de caractériser l’activité

transcriptionnelle du X par comparaison des transcriptomes des cellules reprogrammées

chimiquement Δ XIST et sauvages. Le calcul du X:A pourra nous indiquer si l’expression

globale du chromosome X augmente en l’absence de XIST, ce qui suggérerait une atténuation

de l’expression des chromosomes X actifs médiée par XIST dans les cellules

«pré-inactivation» du chromosome X. En parallèle, des données CUT&RUN de marques

d’histones activatrices (H3K27ac, H3K4me3, H3K4me1) et répressives (H3K27me3,

H2AK119Ub, H3K9me3) dans les CSEh naïves Δ XIST apporteront de plus amples

informations quant au rôle de XIST et son implication dans l’atténuation de l’expression du

chromosome X, si cette hypothèse est attestée.

Enfin, toute l’étude que j’ai réalisée sur la caractérisation des CSEh naïves sera utile pour

suivre la mise en place de l’inactivation du chromosome X d’un point de vue mécanistique.

Le fait de bien connaître l’activité transcriptionnelle du X dans les CSEh naïves générées dans

le laboratoire est la première étape pour la caractériser lors de la différenciation de ces

cellules vers un état post-inactivation du chromosome X. En particulier, des expériences sont
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actuellement réalisées par le laboratoire (L. Carillo) pour différencier les cellules naïves vers

des cellules du trophectoderme où l’un des deux chromosome X semble être inactivé.
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Chapitre 3

Inactivation du chromosome X chez l’humain : de

l’embryogenèse précoce à la cellule somatique adulte

Au cours de cette thèse, nous avons vu que l’expression des gènes du Xi reste dynamique

tout au long de la vie d’un individu, entre tissus ou types cellulaires. Il faut bien sûr faire la

distinction entre les gènes qui ne sont jamais inactivés (constitutifs) et ceux qui peuvent être

réactivés dans certains types cellulaires ou tissus (variables) et sont responsables de cette

dynamique.

3.1 Un contexte permissif de l’inactivation du chromosome X dans le lignage

hématopoïétique ?

Je me suis particulièrement concentré sur deux exemples caractéristiques, les cellules

«pré-inactivation du chromosome X» (CSEh naïves et cellules d’embryons

pré-implantatoires) et les cellules hématopoïétiques, «post-inactivation du chromosome X»,

fœtales et adultes. Et, il est particulièrement surprenant d’observer des similitudes entre ces

deux contextes cellulaires. En effet, chez la souris, Xist peut induire l’inactivation du

chromosome X dans les CSEm, mais aussi dans les progéniteurs des cellules

hématopoïétiques (Savarese et al. 2006; Wutz et Jaenisch 2000). Il existe donc un contexte

permissif de l’inactivation du chromosome X chez les progéniteurs des cellules

hématopoïétiques B et T. Ce contexte permissif, observé dans le lignage hématopoïétique,

est particulièrement étonnant, car jamais décrit dans aucun autre type cellulaire.
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Or, ces mêmes progéniteurs ont un statut atypique de l’inactivation du chromosome X

caractérisé par l’absence d’enrichissement en marques d’histones répressives (H3K27me3 et

H2AK119Ub) et l’absence d’accumulation de XIST sur le Xi, que ce soit chez la souris ou chez

l’humain (Savarese et al. 2006; Jianle Wang et al. 2016; Syrett et al. 2017). Cet état est

transitoire, les cellules matures B et T activées ayant un statut classique de l’inactivation du

chromosome X. Aucune relation entre statut atypique et contexte permissif de l’inactivation

du chromosome X n’a pour l’instant été mis en évidence, mais cet état transitoire suggère

que des gènes ré-activés chez les progéniteurs des lymphocytes B et T puissent être de

nouveau inactivés dans les cellules B et T matures activées suite à l’accumulation de XIST sur

le Xi. Or, les analyses différentielles que j’ai réalisées montrent une surexpression d’un grand

nombre de gènes du chromosome X chez la femelle dans les cellules B et T naïves, ce

nombre se réduisant lorsque ces mêmes cellules sont activées. Dès lors, il est envisageable

que les gènes puissent être exprimés depuis le Xi et de nouveaux inactivés lors de l’activation

des cellules B et T matures. Il serait dès lors intéressant de savoir si l’inactivation de ces

gènes du X lors de l’activation des cellules B et T matures est liée à cet état permissif de

l’inactivation du chromosome X chez leurs progéniteurs. Dès lors, il serait envisageable de

déléter XIST dans des lignées cellulaires de cellules B ou T et de forcer leur activation.

L’absence d’inactivation des gènes ré-exprimés depuis le Xi indiquera qu’il existe un lien entre

statut atypique de l’inactivation du chromosome X et contexte permissif.

Cet état permissif n’a par ailleurs pas été démontré dans d’autres lignages du système

hématopoïétique. Or, un statut atypique de l’inactivation du chromosome X a été observé

dans les cellules dendritiques plasmacytoïdes, dans les macrophages et dans les cellules

tueuses naturelles (Syrett, Sindhava, et al. 2019). De même, j’ai montré qu’il existe une

sur-représentations de gènes du X sur-exprimés chez la femelle dans ces mêmes types

cellulaires, ainsi que dans les mégacaryocytes. Cet état de fait suggère que cet état permissif

de l’inactivation du chromosome X n’est pas seulement restreint aux lignages B et T, mais

peut être généralisable à une part importante des types cellulaires du lignage

hématopoïétique.
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3.2 Une ré-activation de gènes du Xi dans le lignage hématopoïétique adulte

seulement à partir de la puberté ?

Au cours de ma thèse, j’ai analysé des données en scRNA-seq de cellules hématopoïétiques

fœtales (Popescu et al. 2019; Ranzoni et al. 2021). Les résultats obtenus suggèrent qu’il

n’existe pas de ré-expression massive du Xi dans l’ensemble de ces types cellulaires, qu’ils

soient des progéniteurs ou des cellules matures. La proportion de gènes qui échappent à

l’inactivation du chromosome X dans ce contexte ne dépasse jamais les 20%, proportion

observée dans l’ensemble des cellules somatiques. Par ailleurs, si l’activité transcriptionnelle

du Xi est un facteur impliqué dans des différences sexuelles, elle ne concerne que les gènes

exprimés de manière constitutive depuis le Xi, en particulier dans les cellules

hématopoïétiques matures. Un exemple marquant est celui des mégacaryocytes où des

gènes qui échappent à l’inactivation du chromosome X de manière constitutive sont des

marqueurs de ce type cellulaire. Ceci montre l’importance de ces gènes dans les cellules

hématopoïétiques fœtales matures et pourraient être à l’origine de différences sexuelles.

Par ailleurs, nous avons vu, dans la partie introductive de la thèse, que les différences

sexuelles quant à l’activité du système immunitaire changent avec l’âge, et en particulier au

moment de la puberté. Le fait que la réexpression de gènes du Xi ne soit pas massive dans les

cellules hématopoïétiques fœtales pourrait en être l’une des causes. Une hypothèse serait

que ce statut atypique de l’inactivation du chromosome X n'apparaît qu’avec l’âge, et en

particulier au moment de la puberté, au moment où les hormones gonadiques femelles

commencent à être produites. Il ne serait alors pas surprenant de trouver un lien entre

ré-expression depuis le Xi et production d’hormones gonadiques. Un exemple

particulièrement remarquable est la production d’IFN-α médiée par TLR7. Par des

expériences dans un modèle de souris humanisées où des cellules hématopoïétiques

progénitrices humaines mâles et femelles ont été transplantées dans des souris mâles et

femelles, il a été montré que la production d’IFN-α médiée par TLR7 est augmentée chez la

femelle dans les cellules dendritiques plasmacytoïdes que ce soit par l’expression bi-allélique

de TLR7, gène localisé sur le chromosome X et par l’activation de voies de signalisation
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médiées par les récepteurs aux œstrogènes (Laffont et al. 2014). Il semblerait tout de même

que ces deux facteurs soient indépendants, mais il serait intéressant de vérifier une fois pour

toute des possibles relations entre hormones gonadiques et activité transcriptionnelle du Xi.

De même, j’ai montré dans l’introduction que le nombre de chromosomes X est corrélé à

une activité immunitaire accrue. Or, le syndrôme de Klinefelter (XXY) nous apporte aussi des

informations quant à l’influence des hormones sur le système immunitaire. Ces individus,

malgré la présence d’un chromosome Y, souffrent d’hypogonadisme, caractérisé entre autres

par une faible production de testostérone (suppresseur de la réponse immunitaire) et une

production d’œstrogènes (Nieschlag 2013). L’efficacité du système immunitaire, ainsi que la

forte prévalence pour le développement de maladies auto-immunes chez ces patients,

pourrait donc être lié à la présence d’un chromosome X surnuméraire, ainsi qu'à la

production d’hormones gonadiques.
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Chapitre 4

XACT, un acteur de l’inactivation du chromosome X ?

Nous avons vu dans la section précédente qu’un contexte permissif à l’inactivation du

chromosome X existe dans deux types cellulaires, les cellules pluripotentes «pré-inactivation

du chromosome X» et les progéniteurs des cellules hématopoïétiques. Or, XACT est exprimé

et s’accumule sur le Xa dans ces deux contextes (Vallot et al. 2013; Moscatelli 2020), alors

que son expression est abolie lors de la différenciation des CSEh amorcées (Vallot et al.

2013). Ceci indique un potentiel rôle protecteur de XACT sur l’inactivation du chromosome

X. De plus, si XACT est exprimé particulièrement dans les deux contextes de pluripotence et

hématopoïétique, ceci pose la question de la manière dont est régulé XACT.

4.1 Régulation de XACT dans les cellules pluripotentes

Au cours de ma thèse, je me suis intéressé, avec d’autres membres de l'équipe, à la

caractérisation de la régulation de XACT dans les CSEh, l’expression de celui-ci étant corrélée

à la pluripotence (Vallot et al. 2013). Nous avons montré, par des techniques d’interférence

transcriptionnelle et d’édition du génome, que l’expression de XACT est contrôlée par un

enhancer issu d’un LTR48B pouvant lier les facteurs de pluripotence OCT4, NANOG et SOX2

(Casanova et al. 2019). Cette étude démontre donc les mécanismes permettant son

expression spécifiquement dans un contexte de pluripotence.

D’un point de vue phylogénétique, ce LTR48B s’est inséré dans le génome chez l'ancêtre

commun des primates, alors que XACT et T113.3 ne sont apparus que chez l’ancêtre

225

https://www.zotero.org/google-docs/?J6WdOK
https://www.zotero.org/google-docs/?POUM4l
https://www.zotero.org/google-docs/?POUM4l
https://www.zotero.org/google-docs/?cQYl38
https://www.zotero.org/google-docs/?3cLYPT


Chauvière Louis - Thèse de doctorat - 2021

commun des hominidés. Ce LTR48B a par ailleurs acquis la capacité à lier des facteurs de

pluripotence bien avant l’apparition de XACT et T113.3. Suite à l’accumulation d’autres LTRs

sur ce locus, cet enhancer a été coopté pour aboutir à l’émergence de XACT et T113.3. Une

question, à l'heure actuelle, est de savoir à quel point cet enhancer était actif avant

l’apparition de ces deux gènes. Or, l’analyse de transcriptomes de CSE de Rhesus macaque

montre une expression plus importante des gènes voisins de ce locus, AMOT et HTR2C en

comparaison de CSE humaines et de chimpanzés. Il ne serait alors pas étonnant que cet

enhancer puisse réguler l’expression de ces deux gènes voisins en l’absence de XACT et

T113.3. L’émergence de XACT et T113.3 aurait alors détourné la fonction primitive de cet

enhancer LTR48B. Pour vérifier cela, il serait intéressant de voir si la délétion de cet enhancer

dans des CSE de Rhesus macaque influence l’expression de AMOT et HTR2C.

Par ailleurs, ce mode de régulation est spécifique au contexte de pluripotence et n’explique

pas l’expression de XACT dans d’autres types cellulaires. La question de la régulation de

XACT dans certaines cellules somatiques, tels les progéniteurs des cellules myéloïdes, doit

donc être posée. Étant donné que l’isoforme majoritaire n’est pas la même que dans les

CSEh (expression depuis un promoteur en amont de T113.3), il pourrait exister d’autres

enhancers régulant son expression. Des analyses ChIP-seq présentées dans la thèse de M.

Moscatelli (Moscatelli 2020) ont permis d’identifier une région enrichie en facteurs de

transcriptions liés à l’hématopoïèse (GATA1, GATA2) au niveau du promoteur de XACT-201 et

XACT-202. Cette région dérive par ailleurs d’un LTR2, dont le rôle n’a pour l’instant jamais été

relié au système hématopoïétique.

4.2 Pas d’évidence que XACT puisse jouer un rôle d’antagoniste de l'action de

XIST sur l’inactivation du chromosome X

L’expression de la forme XACT-203 spécifiquement dans les cellules pluripotentes interroge

sur son rôle dans ce contexte. Or, les données générées et publiées par le laboratoire (Vallot

et al. 2013; 2017) suggèrent un rôle protecteur de XACT sur l’inactivation du chromosome X

226

https://www.zotero.org/google-docs/?wV7mE9
https://www.zotero.org/google-docs/?1NEDPU
https://www.zotero.org/google-docs/?1NEDPU


Chauvière Louis - Thèse de doctorat - 2021

dans le contexte pluripotence. Au cours de ma thèse, j’ai montré que la délétion de XACT

dans les CSEh amorcées reprogrammées en CSEh naïves n’aboutit pas à un changement

d’activité transcriptionnelle du chromosome X, ni d’un point de vue de l’expression allélique

des gènes du X, ni du niveau global d’expression de ce chromosome. Malgré les arguments

cités dans l’introduction de cette thèse en faveur d’un rôle de XACT sur l’inactivation du

chromosome X, les données transcriptomiques des cellules Δ XACT nous suggèrent une

absence de fonction ou un rôle très limité comme antagoniste de XIST et donc comme acteur

de l’inactivation du chromosome X.

Malgré cela, les CSEh amorcées Δ XACT continuent à exprimer XACT (observé en RNA-FISH),

démontrant que d’autres isoformes de XACT peuvent être exprimées même en l’absence du

promoteur de la forme décrite par Vallot et al. 2013. Il existe donc d’autres isoformes

transcrites depuis un ou plusieurs promoteur(s) alternatif(s). Or, la caractérisation des

formes de XACT, que j’ai réalisée, montre une expression de XACT dans les CSEh amorcées et

naïves depuis un promoteur localisé en amont de T113.3. Ces observations nous montrent

que la délétion de XACT générée dans le laboratoire n’est pas suffisante pour conclure

définitivement à l’absence de fonction de XACT en tant qu’antagoniste de XIST.

Par ailleurs, une étude récente (Motosugi et al. 2021) montre que la délétion du locus de

XACT et T113.3 dans des CSEh amorcées n’influence pas l’initiation de l’érosion du

chromosome X, l’expression des gènes de ce chromosome n’étant pas globalement modifiée

par la délétion. Ceci va dans le sens d’une absence de rôle protecteur de l’inactivation du

chromosome X. Cette étude n'a, par ailleurs, testé la fonction de XACT que dans le contexte

artefactuel qu’est l’érosion du chromosome X et ne permet en aucune manière de conclure

sur l’absence de fonction de XACT. La délétion de XACT pourrait être tout simplement

insuffisante à elle seule pour révéler son rôle. Il serait par ailleurs envisageable que d’autres

acteurs encore inconnus de l’inactivation du chromosome X puissent suppléer l’action de

XACT. Son rôle devra donc être de nouveau testé dans des cellules «pré-inactivation du

chromosome X», des CSEh naïves avec une délétion complète du locus de XACT. Dans le

laboratoire, une délétion de l’ensemble du locus de XACT et T113.3 par CRISPR-Cas9 a été
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réalisée (M. Moscatelli et A. Le Barc’h) et permettra, par RNA-seq, de conclure

définitivement quant au rôle de XACT dans ce contexte.

4.3 Une fonction pour XACT ou simplement une expression pervasive ?

Cette absence supposée de fonction de XACT sur l’inactivation du chromosome X nous

questionne sur sa fonction réelle. Or, l’analyse différentielle que j’ai réalisée, entre CSEh

amorcées sauvages et Δ XACT montrent peu de gènes différentiellement exprimés, ces gènes

n’ayant pas de liens entre eux, suggérant un rôle limité de XACT dans le contexte de

pluripotence. De même, une délétion de la région promotrice de XACT-203 a été réalisée

dans des CSEh amorcées H1, mâles (M. Casanova). Les cellules Δ XACT ont fait l’objet d’un

séquençage Hi-C et ATAC-seq. Comme pour le transcriptome, aucun changement de

conformation et d’accessibilité de la chromatine n’a été détecté en l’absence de XACT et

aucune modification du transcriptome n’a été observée dans ces cellules (données de puces

à ARN). Il n’existe de fait aucune évidence que XACT puisse avoir un rôle dans les cellules

pluripotentes. Il serait dès lors envisageable que XACT soit simplement le produit d’une

transcription pervasive. Or, nous savons que les génomes eucaryotes sont soumis à une

transcription pervasive de nombreuses régions intergéniques (Djebali et al. 2012; Hangauer,

Vaughn, et McManus 2013).

Malgré cette absence d’évidence de fonction pour XACT, des algorithmes basés sur la

conservations de séquences ont été développés pour calculer une probabilité fonctionnelle

pour les longs ARN non codants (Qiongshi Lu et al. 2015) et prédisent une fonction pour

XACT. De plus, la différenciation des CSEh amorcées vers le lignage neuronal semble facilitée

dans les cellules avec la délétion du locus de XACT en comparaison des cellules sauvages

(Motosugi et al. 2021). Un dernier point en faveur d’une fonction pour XACT est la légère

sur-expression dans les CSEh amorcées Δ XACT de gènes que j'ai identifiés comme

significativement plus exprimés dans les CSEh naïves en comparaison des CSEh amorcées.

Les CSEh amorcées Δ XACT seraient alors légèrement plus «naïves» que les CSEh amorcées
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sauvages. Toutes ces données regroupées ensemble indiquent tout de même une fonction

probable pour XACT dans les cellules pluripotentes qui demande à être précisée. La délétion

de l’ensemble du locus de XACT dans ces CSEh H9 naïves nous apportera sûrement une

réponse quant à la fonction de XACT, si elle existe.

Par ailleurs, la fonction de XACT a été étudiée par l’équipe dans le lignage hématopoïétique

(Moscatelli 2020), les formes exprimées étant celles transcrites à partir du promoteur en

amont de T113.3. Là aussi, aucun phénotype apparent n’a été détecté. Des CSEh amorcées

sauvages et avec une délétion du promoteur en amont de T113.3 ont été différenciées vers

le lignage myéloïde. L’analyse du transcriptome de ces cellules ne montre aucune différence

entre cellules progénitrices myéloïdes sauvages et délétées pour XACT. De même que dans

les cellules pluripotentes, il n’existe aucune fonction avérée de XACT dans les cellules

hématopoïétiques.
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Chapitre 5

Conclusion et perspectives

Toute cette étude réalisée au cours de ma thèse a permis le suivi de l’activité

transcriptionnelle du chromosome X depuis les cellules «pré-inactivation du chromosome X»

jusqu’aux cellules somatiques adultes. Elle montre une dynamique très importante de cette

activité, que ce soit depuis le Xa (atténuation de l’expression dans les CSEh, fréquence de

bursts transcriptionnels) ou le Xi (ré-expression d’allèles du Xi de manière type cellulaire et

âge spécifique). Le lignage hématopoïétique en est le parfait exemple. Des cellules ayant la

même origine (CSH) expriment de manière différente les gènes du Xi. De plus, de mêmes

types cellulaires ont une activité transcriptionnelle du Xi différente en fonction de l’âge des

individus (cellules fœtales et adultes).

Cette étude a par ailleurs révélé les nombreuses limitations technologiques et

bio-informatiques pour estimer l’activité transcriptionnelle du chromosome X. En particulier,

des analyses alléliques sont utilisées comme argument pour estimer l’activité

transcriptionnelle globale du Xi dans de nombreuses publications du domaine. Ces dernières

oublient souvent les nombreuses limitations qui en résultent (expression mono-allélique

aléatoire dynamique, faible couverture de séquençage, perte de molécules d’ARN lors de la

préparation des librairies), concluant sur des résultats incomplets. Prendre en compte cette

variable de l’expression mono-allélique stochastique dynamique sera déjà un premier pas

vers une compréhension plus globale de l’activité transcriptionnelle du Xi, en attendant le

développement de nouvelles technologies de séquençage du transcriptome en cellules

uniques. De même, le calcul du X:A est très largement utilisé dans la littérature sans que la

question de la définition de l’expression globale d’un chromosome ne soit réellement

soulevée. Cette façon de calculer l’expression globale d’un chromosome reste à prendre avec

précaution et doit être intégrée avec d’autres données omiques pour avoir une valeur réelle.
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Les stratégies bio-informatiques que j’ai mises en place pendant ma thèse permettront par la

suite d’avoir une vision complète de l’activité transcriptionnelle du Xi dans tous les types

cellulaires et tissus d’un individu. En effet, je me suis concentré principalement sur un

exemple très particulier qui est le lignage hématopoïétique où de nombreux gènes sont

ré-exprimés depuis le Xi, ce qui explique les différence sexuelles connues quant à l’activité du

système immunitaire. Or, des différences sexuelles sont observées dans bien d’autres

contextes (cancer, intestin, cerveau) et suggèrent que cet état transcriptionnel particulier

n’est pas une exception. L’augmentation exceptionnelle du nombre de jeux de données

produit par la communauté scientifique permettra dans peu de temps de savoir si cet état

particulier est observable dans d’autres types cellulaires.

Enfin, la caractérisation des CSEh naïves générées par l’équipe amènent des questions quant

aux moyens d’améliorer les milieux de reprogrammation pour que l’activité transcriptomique

du chromosome X dans ces cellules ressemble à ce qui est observé dans des cellules

d’embryons «pré-inactivation du chromosome X». L’asymétrie d’expression des deux

chromosomes X dans les cellules naïves pose la question du rôle de XIST à ce stade et de

l’existence d’une atténuation de l’expression des deux chromosomes X avant la mise en place

de l’inactivation du chromosome X. Cette étude ouvre finalement la voie à une

compréhension précise des étapes et des mécanismes qui aboutissent à l’inactivation d’un

chromosome X, ainsi qu’à son maintien dans des cellules humaines.

231



Chauvière Louis - Thèse de doctorat - 2021

MATÉRIELS ET

MÉTHODES
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Analyse allélique en bulk RNA-seq

Les données bulk RNA-seq analysées ont été alignées sur le génome hg38 avec l’outil STAR

v2.7.5a (Dobin et al. 2013). Seules les lectures s’alignant une seule fois sur l’ensemble du

génome ont été conservées (samtools v1.9 (H. Li et al. 2009)). Les duplicatas de PCR ont été

retirés avec l’outil Picard v2.22.0 MarkDuplicates (« Picard Tools - By Broad Institute » s. d.).

Les SNPs ont été identifiés avec le pipeline best practice for RNA-seq proposé par GATK

(Auwera et al. 2013). Ce pipeline consiste à recalibrer les scores de qualité d’alignement des

lectures pour chaque base en corrigeant notamment ce score par les variants connus dans

l’espèces humaine listés dans les bases de données dbsnp146 (Sherry et al. 2001) pour les

SNP et Mills and 1000G Gold Standard (Mills et al. 2011) pour les Insertions/Délétions. Les

variants sont finalement identifiés avec l’outil HaplotypeCaller de GATK et l’option -ERC GVCF

pour obtenir le génotype de l’ensemble des positions couvertes. Afin de restreindre

l’identification de SNPs aux régions exoniques, le fichier au format vcf final est filtré par

comparaison avec la référence Gencode v35 (Frankish et al. 2019). Afin de détecter les

variants exprimés de manière bi-allélique, un seuil de couverture de 10 lectures, ainsi qu’un

seuil de QUALITY ≥ 30. Enfin, pour qu’un variant soit considéré comme exprimé de manière

bi-allélique, son ASE (Allele Specific Expression) doit être entre 0.25 et 0.75.

Pour les lignées cellulaires de CSEh H9, WIBR3 et WIBR2, des données DNA-seq ont été

utilisées afin d’identifier les positions hétérozygotes qui ont servi de référence pour

l’identification de positions exprimées de manière bi- ou mono-allélique dans les lignées

cellulaires correspondantes. Les données génomiques utilisées sont GSM1227088 pour la

lignée H9 et celles produites par An et al. 2020 pour les lignées cellulaires WIBR2 et WIBR3.

Les données de séquençage du génome ont été alignées avec bowtie2 v2.3.5 (Langmead et

Salzberg 2012). Seules les lectures alignées de manière unique au génome hg38 ont été

conservées (samtools) et les duplicatas de PCR ont été retirés (Picard MarkDuplicates).

L’identification des positions hétérozygotes a été réalisée selon le pipeline best practices for

DNA-seq de GATK. Pour qu’une position soit identifiée comme hétérozygote, elle doit être

couverte par 10 lectures ou plus et doit avoir une QUALITY ≥ 30. Seuls les variants

hétérozygotes localisés dans les régions exoniques (en comparaison avec Gencode v35) et
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identifiés dans la base données dbsnp146 ont été conservés comme référence pour

identifier les SNPs exprimés de manière mono- ou bi-allélique (observés en RNA-seq). La

proportion de positions bi-alléliques sur un chromosome a été calculée à partir du nombre

de positions bi-alléliques divisée par le nombre total de positions hétérozygotes.

Sur ce pipeline ainsi décrit, une étape supplémentaire a été ajoutée pour les données de

CSEh après l’alignement. En effet, les CSEh naïves générées dans le laboratoire, ainsi que

celles de la littérature traitées dans cette thèse, sont cultivées en présence de fibroblastes

embryonnaires de souris (MEFs : Mouse Embryonic Fibroblast) utilisées comme cellules

nourricières pour les CSEh. De ce fait, il existe des lectures provenant de cellules murines

dans les données RNA-seq de CSEh naïves. Afin de pallier cette contamination, L’outil R

XenofliteR (Kluin et al. 2018) a permis de séparer les lectures provenant du génome de la

souris et celles du génome humain.

Afin de rendre reproductible les résultats d’une analyse à l’autre, l’ensemble du pipeline a

été écrit en utilisant le gestionnaire de workflow Snakemake (Mölder et al. 2021).

Alignement des données scRNA-seq

Les données scRNA-seq ont été traitées différemment selon les technologies, selon le fait

qu’elles soient basées sur des UMI (Chromium 10X Genomics) ou non (Smart-seq2). Les

données 10X Genomics ont été alignées avec le pipeline CellRanger v 6.0.0 développé par

10X Genomics et permettant entre autre de compter le nombre de cellules séquencées via le

code barre unique à chaque cellule, d’aligner les lectures et de compter les UMIs. Les

données Smart-seq2 ont, quant-à elles, traitées comme les bulk RNA-seq avec l’aligneur STAR

v2.7.5a et le filtre sur les alignements multiples et les duplicatas de PCR.

Quantification et traitement des données scRNA-seq

Pour les données Smart-seq2, les quantifications ont été réalisées avec l’outil kallisto v0.46.2
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(Bray et al. 2016). En ce qui concerne les données Chromium 10X Genomics, elles ont été

quantifiées par l’outil CellRanger v6.0.0. Les tables de comptes ainsi obtenues ont été

traitées sous R v4.1.0 avec l’outil Seurat v3 (Stuart et al. 2019). La qualité de séquençage et

l’intégrité des cellules ont tout d’abord été vérifiées en calculant le nombre de gènes uniques

identifiés (valeur > 0), le nombre de molécules détectées et le pourcentage de lectures

pouvant être associées au mitochondries. Les cellules avec un pourcentage de lectures

mitochondriales trop élevé (≥ 5%) ont été ôtées de l’analyse ainsi que les cellules avec un

nombre de gènes détectés trop faible (< 200 gènes). Les doublets de cellules ont de même

été supprimés avec les outils BiocSingular v1.8.1 (Lun 2021) et scDblFinder v1.6.0 (Germain

et Lun 2021). Les comptes ont ensuite été log-normalisés avec l’option NormalizeData de

Seurat, puis une mise à l’échelle a été appliquée à la table de comptes par transformation

linéaire des données (ScaleData). Cette dernière méthode a permis de supprimer les sources

de variation non voulues, tels les batchs de cellules. À partir de cette table normalisée, les

composantes principales ont été calculées par ACP (Analyse en Composantes Principales).

Une réduction de dimensions des composantes principales par UMAP (Uniform Manifold

Approximation and Projection). Le nombre de composantes principales à régresser a été

choisi avec l’aide d’un Elbow Plot.

Intégrer des données bulk RNA-seq à des données scRNA-seq

Les données de quantification en bulk RNA-seq ont été intégrées au données de scRNA-seq

avec l’outil Seurat et la fonction SCTransform qui permet une normalisation et une

stabilisation de la variance des données en utilisant une régression binomiale négative

(Hafemeister et Satija 2019), en prenant en compte des variables à régresser.

Une autre stratégie a été utilisée pour comparer les transcriptomes provenant de données

bulk RNA-seq et scRNA-seq. Cette stratégie permet une déconvolution du bulk RNA-seq en

prenant comme référence les types cellulaires identifiés en scRNA-seq. Elle a été réalisée

avec l’outil SCDC (Dong et al. 2021). Il permet de déterminer avec le transcriptome d’un bulk

RNA-seq la proportion de chacun des types cellulaires contenu dans la population de

cellules.
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Pseudo-time et inférence de trajectoires sur les données scRNA-seq

Afin de reconstruire la différenciation des cellules hématopoïétiques avec les données

Popescu et al. 2019, l’outil Scanpy v1.7.2 (Wolf, Angerer, et Theis 2018). Le facteur individus

pour cette analyse a été supprimé avec l’algorithme BBKNN (batch balanced k nearest

neighbours) (Polański et al. 2020). Une cartographie des données basée sur un graph a été

déterminée par la méthode PAGA (Partition-based Graph Abstraction) (Wolf et al. 2019).

PAGA se base sur un graph kNN qui est partitionné en groupes de cellules via l’algorithme

leiden (Traag, Waltman, et van Eck 2019). Le graph PAGA est créé à partir de nœuds

représentant chacune des partitions et des connexions entre les nœuds qui ont un poids

relatif à une mesure de connectivité entre les nœuds. Le pseudo-time est enfin calculé en

prenant comme racine l’une des partitions déterminées par PAGA (ici le groupe “8/HSC”.

Pour cette analyse, les mâles et les femelles ont été traités indépendamment.

Analyse allélique de séquençage de transcriptomes en cellules uniques

Le pipeline pour l’analyse allélique de données scRNA-seq en Smart-seq2 a été créé de la

même que pour l’analyse allélique de bulk RNA-seq, en suivant le protocole best practices for

RNA-seq de GATK (Auwera et al. 2013). Deux stratégies ont permis d’obtenir une référence

de variants hétérozygotes. Lorsque le génome de la lignée cellulaire est connu, par exemple

pour la lignée de CSEh H9 de Messmer et al. 2019, la référence en SNPs hétérozygotes

provient directement du génome correspondant. Dans le cas où le génome n’est pas, pour

toutes les analyses des données de cellules hématopoïétiques en scRNA-seq, l’ensemble des

lectures séquencées des cellules d’un individu ont été combinées en un fichier bam unique

(pseudo-bam). Les SNPs hétérozygotes ont été détectés par GATK sur ce fichier bam et ont

servi de référence.

Afin de minimiser la détection de fausses positions bi-alléliques, des filtres ont été appliqués.

Un variant informatif doit être détecté comme hétérozygote dans la référence (pseudo-bam

d’un individu ou génome) et être présent dans la population humaine et donc dans la base

de données dbsnp146. Un masque sur les répétitions a été appliqué pour supprimer les
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variants couvrants celles-ci et qui pourraient être une source potentielle de faux positifs. Un

variant hétérozygote doit être couvert par au moins 10 lectures et doit avoir une QUALITY ≥

30 dans une cellule pour être considéré. Si un variant est détecté dans moins de deux

cellules, il n’est pas considéré pour le reste de l’analyse. Pour qu’un gène soit considéré

comme exprimé de manière bi-allélique, un seuil d’ASE a été déterminé en fonction de la

question posée. Pour les CSEh naïves, ce seuil a été fixé à 0.25 ≤ ASE ≤ 0.75, sachant que la

question est de savoir s’il existe une ré-expression complète du chromosome X inactif des

CSEh amorcées. Pour les cellules somatiques, en particulier les cellules hématopoïétiques,

l’objectif est d’identifier des gènes échappant à l’inactivation du chromosome X, un biais

d’expression entre les deux allèles étant attendu. Dans ce dernier cas de figure le seuil d’ASE

est 0.1 ≤ ASE ≤ 0.9 et a été appliqué aux données Ranzoni et al. 2021. Enfin, pour qu’une

position soit considérée comme exprimée de manière bi-allélique chez un individu, elle doit

être observée comme bi-allélique dans au moins deux cellules. L’information allélique pour

chaque position a été ensuite retranscrite à l’échelle du gène. La valeur de l’ASE à l’échelle

d’un gène est celle de la position localisée sur ce gène ayant la valeur minimale d’ASE.

En ce qui concerne le déséquilibre de liaison, il a été calculé, ainsi que la p-value associée,

pour chaque paire de position avec l’outil LD du package R genetics, en sélectionnant l’allèle

avec l’ASE la plus élevée. Les positions mono- et bi-alléliques ont été incluses dans cette

analyse.

Calcul du X:A

Pour le calcul de l’expression globale du chromosome X en fonction des autosomes, une

valeur en TPM a été calculée pour chaque gène. Une normalisation par les quantiles a été

appliquée pour la table en TPM et les gènes en dessous d’un seuil d’expression (0.1 pour les

données Ranzoni et al. 2021) pour chaque échantillon ont été retirés de l’analyse. La

médiane d’expression a été calculée pour les gènes du chromosome X et les gènes

autosomaux. Le ratio entre ces deux médianes a été finalement calculé. En ce qui concerne

le X:A par la somme, les sommes des TPM de l’ensemble des gènes du chromosome X et des

autosomes ont été calculées.
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Expression différentielle de données bulk RNA-seq

Les analyses différentielles entre CSEh naïves et amorcées sauvages, mais aussi les CSEh

ΔXACT et sauvages ont été réalisées avec le package R DESeq2 v 1.30.1 (Zhu, Ibrahim, et

Love 2019), pour les gènes ainsi que pour les familles de répétitions. De même, l’analyse

entre mâles et femelles pour les cellules hématopoïétiques adultes (Choi et al. 2019) a été

réalisée avec DESeq2. Le différentiel d’expression le long du chromosome X s’est réalisé par

un comptage des lectures sur des fenêtres de 25 gènes et glissant tous les gènes via l’outil

htseq-count v 0.13.5 (Anders, Pyl, et Huber 2014). Une analyse différentielle des comptes

obtenus pour toutes ces fenêtres a été réalisée avec DESeq2 v 1.30.1.

En ce qui concerne les analyses différentielles femelles versus mâles dans les données GTEx,

le pipeline développé par Oliva et al. 2020 a été ré-adapté pour comparer les données par

catégories d’âges. Celui-ci permet, dans un premier temps, de corriger les tables de comptes

en fonction de variables telles le temps ischémique et l’intégrité de l’ARN. L’analyse

différentielle entre mâles et femelles a été réalisée avec l’outil voom-limma v3.46.0 (Ritchie

et al. 2015) de manière indépendante pour chaque catégorie d’âges (20-39 et 60-79 ans) et

pour chaque tissu étudié. Les résultats (logFoldChange) pour tous les tissus ont ensuite été

fusionnés. À partir de cette table, une matrice d’erreurs standards a été calculée pour

chaque gène et chaque tissu. Une méta-analyse avec l’outil mashR v0.2.50 utilisant la

méthode MASH (Multivariate Adaptative Shrinkage) (Urbut et al. 2019) qui permet d’estimer

de multiples effets dans une étude comportant de multiples conditions. Cette méta-analyse

permet finalement d’identifier des gènes avec un biais d’expression entre mâles et femelles

dans chacun des tissus étudiés.

Caractérisation des formes de XACT et de son potentiel codant

Une reconstruction des formes de XACT a été réalisée dans les données RNA-seq générées

par le laboratoire de CSEh naïves et amorcées. L’outil scallop v0.10.4 (Shao et Kingsford

2017) a été utilisé avec les options suivantes : --min_transcript_length_base 200

--min_bundle_gap 30 --min_flank_length 10 --min_splice_bundary_hits 3. Les données des
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réplicats ont ensuite été fusionnées en un seul fichier gtf avec l’outil stringtie merge (Pertea

et al. 2015) en prenant comme référence la base de données Gencode v35.

En ce qui concerne le potentiel codant de XACT, il a été déterminé avec les outils Feelnc

(Wucher et al. 2017) et CPAT (L. Wang et al. 2013).

Analyse de données HumanMethylation 450K BeadChip

Un différentiel de méthylation (avec les β) sur les données HumanMethylation 450K

BeadChip a été réalisé avec l’outil voom-limma v3.46.0 en ne sélectionnant que les îlots CpG

localisés au niveau des TSS des gènes de l’ensemble du génome humain.

Analyses globales

Les analyses ont été principalement réalisées avec l’aide du cluster de l’Institut Français de

Bioinformatique. Les analyses ont été compilées avec le gestionnaire de workflow

Snakemake. Les analyses sous R ont été réalisées avec la version 4.0.0. La visualisation des

données a été principalement produite sous R avec l’outil ggplot2.
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