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Résume

Dynamique transcriptionnelle et remodelage chromatinien lors de la
spermatogenese : role de la marque H3K79me?2 et de sa méthyltransférase DOTI1L

La spermatogeneése est le processus de différenciation des cellules germinales males en
spermatozoides. Elle est divisée en trois phases — la prolifération des spermatogonies, la
méiose et la spermiogenése — associées a une tres grande dynamique transcriptionnelle et
chromatinienne. Les études de transcriptomiques (RNA-seq) et épigénomiques (ChlIP-seq)
de ces processus ont permis de mettre en évidence un enrichissement de la diméthylation
de la lysine 79 de I'histone H3 (marque épigénétique appelée H3K79me2) et une forte
expression de sa seule méthyltransférase DOT1L aux stades méiotiques et post-méiotiques.
Notre équipe a récemment produit un modele de souris knock-out (KO) de Dot1l dans les
cellules germinales males et montré qu’il entraine une hypofertilité masculine, caractérisée
par des malformations des spermatozoides ainsi que des défauts de compaction de la
chromatine.

L’objectif de ma these a été de caractériser, par des analyses bioinformatiques, le role
moléculaire de DOTIL et de corréler la dynamique de la marque H3K79me2 avec les
changements transcriptionnels et le remodelage chromatinien au cours de la
spermatogenése. Pour cela, j’ai analysé des données de ChIP-seq, RNA-seq et ATAC-seq,
produites par I’équipe et issues de la littérature.

Pour caractériser la dynamique de H3K79me2 au cours de la spermatogenése, j’ai analysé
des données de ChlP-seq dans 4 stades de développement des cellules germinales males
(des spermatogonies indifférenciées aux spermatides post-méiotiques et allongées). Un
pipeline d’analyse a été développé en intégrant les outils bowtie2 pour I'alignement,
MACS2 pour I’enrichissement de la marque suivi de sa caractérisation par ChlPseeker et
ChromHMM. ChromHMM permet de prédire les états chromatiniens des cellules
germinales males a partir de données provenant de 6 marques d’histones différentes. Cette
approche m’a conduit a développer un package R (ChromENVEE) permettant d’associer les
genes a leur région régulatrice a distance (enhancer) la plus probable. Mes analyses
montrent que H3K79me2 est corrélée positivement avec la transcription, et enrichie au
niveau du promoteur et du corps du géne, mais aussi au niveau des enhancers. Jai
également trouvé que H3K79me2 est impliquée dans la régulation des génes portés par les
chromosomes sexuels lors de la transition de la méiose vers les spermatides.

Parallelement, j’ai étudié I'impact du KO-Dot1l sur la transcription a différents stades de la
spermatogenése par des analyses de RNA-seq. J’ai développé un pipeline d’analyse en
utilisant Poutil STAR pour I’alignement suivi par des analyses d’expression différentielle
utilisant DESeq2 et edgeR. Ces analyses ont également été réalisées en utilisant une
normalisation externe par « spike-in », c’est-a-dire via des séquences exogénes ajoutées aux
échantillons dans une concentration connue. En intégrant nos données de RNA-seq et de
ChlP-seq, nous avons montré que le KO-Dot1l conduit a la dérégulation de centaines de
geénes. Nous avons trouvé que la majorité des geénes sous-exprimés dans les cellules KO
correspondent a des genes cibles « directs », c’est-a-dire enrichis en H3K79me2 au niveau
du corps du geéne et/ou de I’enhancer. Contre-intuitivement, nous avons trouvé beaucoup
plus de génes sur-exprimés que sous-exprimés dans les cellules KO. Ce phénoméne semble
indépendant de H3K79me2, et ces génes sont principalement situés dans des états
chromatiniens caractérisés par des marques bivalentes et répressives, en particulier la
marque répressive H3K27me3.



En conclusion, nos résultats montrent que DOTIL et H3K79me2 sont indispensables a la
régulation des génes sur ’ensemble de la spermatogeneése. En plus de son role d’activateur,
ces résultats présentent également un nouveau role de répresseur de la transcription pour
DOTIL en fonction de I’environnement chromatinien.

Mots clés: RNA-seq, ChlIP-seq, spermatogenese, H3K79me2, DOTIL, états
chromatiniens



Abstract

Transcriptional dynamic and chromatin remodeling during spermatogenesis: role
of the H3K79me2 mark and its methyltransferase DOT1L

Spermatogenesis is the process by which male germ cells differentiate into spermatozoa. It
is divided into three phases — spermatogonial proliferation, meiosis and spermiogenesis —
associated with elevated transcriptional and chromatin dynamics. Transcriptomic and
ChIP-Seq studies of these processes have revealed an enrichment in dimethylation of
histone H3 lysine 79 (an epigenetic mark known as H3K79me2) and strong expression of its
sole methyltransferase DOTIL at meiotic and post-meiotic stages. Our team has recently
produced a Dot1l knock-out (KO) mouse model in male germ cells and shown that it leads
to male hypofertility, characterized by sperm malformations and chromatin compaction
defects.

The aim of my thesis was to characterize, through bioinformatic analyses, the molecular
role of DOTIL and to correlate the dynamics of H3K79me2 mark with transcriptional
changes and chromatin remodeling during spermatogenesis. To this end, | analyzed ChlIP-
seq, RNA-seq and ATAC-seq data produced by the team and from the literature.

To characterize the dynamics of H3K79me2 during spermatogenesis, | analyzed ChlP-seq
data in 4 stages of male germ cell development (from undifferentiated spermatogonia to
post-meiotic, elongated spermatids). A pipeline was developed using bowtie2 for alignment,
MACS2 for mark enrichment and followed by characterization using ChlIPseeker and
ChromHMM. ChromHMM predicts male germ cell chromatin states from data derived
from 6 different histone marks. This approach led me to develop an R package
(ChromENVEE) to associate genes with their most likely distal regulatory region
(enhancer). My analyses show that H3K79me2 is positively correlated with transcription,
and enriched at promoters and gene bodies, but also at enhancers. | also found that
H3K79me2 is involved in the regulation of sex chromosomes-encoded genes during the
transition from meiosis to spermatids.

In parallel, I studied the impact of Dot1l-KO on transcription at different stages of
spermatogenesis using RNA-seq analyses. | developed a pipeline using STAR tool for
alignment followed by differential expression analyses using DESeq2 and edgeR. These
analyses were also carried out using external normalization by "spike-in", i.e. via exogenous
sequences added to the samples in a known concentration. By integrating our RNA-seq and
ChIP-seq data, we showed that Dot1[-KO leads to the deregulation of hundreds of genes.
We found that the majority of downregulated genes in KO cells correspond to "direct"
target genes, i.e. enriched in H3K79me2 at the gene body and/or enhancer. Counter-
intuitively, we found many more genes upregulated than downregulated in KO cells. This
phenomenon appears to be independent of H3K79me2, and these genes are mainly located
in chromatin states characterized by bivalent and repressive marks, in particular the
repressive H3K27me3 mark.

In conclusion, these results show that DOTIL and H3K79me2 are indispensable for gene
regulation throughout spermatogenesis. In addition to its activator role, these results also
present a novel transcription repressor role for DOTIL according to the chromatin
environment.

Keywords: RNA-seq, ChlP-seq, spermatogenesis, H3K79me2, DOTI1L, chromatin
states
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Introduction

Introduction

Ce projet de thése a consisté en I'étude de la dynamique transcriptionnelle et du
remodelage chromatinien lors de la spermatogenése et, plus particulierement, nous nous
sommes intéressés au role de H3K79me2 et de sa méthyltransférase DOTIL. Ainsi, je
commencerai par introduire I'organisation de I'information génétique et épigénétique chez
les mammiféeres de facon générale puis je me concentrerai plus précisément sur son
implication dans la spermatogenése. Finalement, je décrirai le role chromatinien et
transcriptomique de H3K79me2 et de DOTI1L dans différents contextes cellulaires.

1 Généralités sur I'organisation de l'information génétique et épigénétique
chez les mammiferes

L’ADN contient ’ensemble de I'information génétique nécessaire au développement
et au fonctionnement des cellules des mammiféres. Cette information génétique
s’accompagne également d’informations épigénétiques, qui désignent I'ensemble des
processus transmissibles permettant de moduler I'expression des génes sans pour autant
altérer la séquence de I’ADN (Holliday, 1994). Ces processus épigénétiques sont
indispensables pendant le développement et d’une maniére générale a tout processus de
différenciation cellulaire, comme la spermatogenése qui sera abordée plus loin (cf. 2
Dynamique transcriptionnelle et chromatinienne au cours de la spermatogenése).

Boucle de chromatine

(300 nny

o -

Compartiment A
Histone

Fibre de chromatine
Compartiment B (30nm)

Figure 1: Organisation de la chromatine chez les mammiferes

Dans le noyau, ’ADN est associé a diverses protéines, et en particulier les histones
pour former la chromatine. Celle-ci est organisée en une structure complexe comportant
plusieurs niveaux. Les éléments principaux de cette structure sont, dans I'ordre croissant de
taille, le nucléosome (octamére d’histones autour duquel s’enroule 'ADN), les fibres de
chromatine, les boucles, les domaines topologiques et les compartiments (Fig. 1). Le
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nucléosome est composé de deux exemplaires de chacune des quatre histones suivantes :
H2A, H2B, H3 et H4 (Kornberg, 1974) reliées entre elles par une autre histone, H1, et
forment ensemble la fibre chromatinienne. Au sein de cette fibre, les nucléosomes sont plus
ou moins condensés, ce qui fait que la chromatine est présente sous deux conformations,
Peuchromatine qui correspond a une conformation ouverte et I’hétérochromatine qui
correspond a une conformation fermée. La chromatine s’enroule sur elle-méme pour former
des boucles de chromatine qui peuvent étre de taille variable allant de quelques kilobases a
plusieurs mégabases de longueurs (Misteli, 2020). Ces boucles permettent la régulation a
distance de I'expression des génes par le biais de régions appelées enhancers et sont
regroupées dans des domaines topologiques, appelés des domaines d’association
topologique (TAD pour Topologically Associating Domain) (Lieberman-Aiden et al., 2009; Rao
et al., 2014; Farré et al., 2015). Ces TADs sont regroupés entre eux dans des structures
appelées les compartiments. Ces compartiments existent sous deux formes, le
compartiment A, localisé dans le centre du noyau, qui correspond a des régions riches en
genes et transcriptionnelllement actives, et le compartiment B, localisé majoritairement
dans la périphérie du noyau et qui correspond a des régions plus pauvres en génes et
transcriptionnellement inactives (Lieberman-Aiden et al., 2009; Rao et al., 2014; Hildebrand
and Dekker, 2020).

1.1  Informations génétiques

1.1.1 La génomique

L’étude de la séquence de I’ADN, c’est-a-dire la génomique, a été rendue possible
par la mise en place de techniques variées du domaine de la biologie moléculaire comme le
transfert d’ADN (southern blot, Southern, 1975) et amplification par PCR (Polymerase
Chain Reaction, Mullis and Faloona, 1987), mais c’est le développement des techniques de
séquencage qui a permis I'essor de la génomique. Depuis le séquencage de Sanger en 1977
(Sanger et al., 1977), plusieurs méthodes, appelées séquencage de nouvelle génération
(NGS), ont vu le jour, comme le « shotgun » (technologie développée par lllumina®©), ou le
pyroséquencage et plus récemment le séquencage de 3° génération, également nommé le
séquencage « long-read » (technologie développée par Nanopore© ou Pacific Biosciences®©).
Ces trois générations de séquencage sont assez différentes dans leur fonctionnement (Fig.

2).

Au fur et a mesure de leur évolution, ces méthodes sont devenues de plus en plus
performantes et permettent d’avoir une résolution plus élevée (Fig. 2). Cependant, ces
améliorations ont un colt et, de ce fait, le séquencage « short read » reste le plus
couramment utilisé dans le cas d’analyses (épi)génomique et transcriptomique. En
définitive, 'apparition de ces technologies a permis la production de grandes quantités de
données, le développement de protocoles bioinformatiques permettant I’analyse de ces
données.
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Figure 2 : Tableau comparant les trois méthodes de séquengage. La premiére génération correspondant
au séquencage de Sanger, la deuxiéme au séquencage « short-read » et la troisieme au séquencage
« long-read ». Figure provenant de https://bioinfo-fr.net/le-sequencage et issue de Schadt et al., 2010.

Le séquencage d’ADN peut étre réalisé suivant plusieurs approches, le séquencage
du génome entier (whole genome sequencing) ou le séquencage d’exome (exome sequencing).
Ces techniques de séquencage ont permis d’établir la séquence génomique de nombreux
organismes et individus, et ainsi de détecter les variations génétiques entre les individus
d’une méme espece comme des événements de polymorphismes (simple nucléotide (SNP),
séquences répétées (SSR)...). Ainsi, depuis le séquencage de X174, un virus bactériophage
(Sanger et al.,, 1977), plus de 3000 autres organismes ont été séquencés et continuent de
I’étre, notamment via le projet zoonomia qui, en 2023, a séquencé 240 nouvelles espéces de
mammiféres (Vignieri, 2023). Le séquencage du premier génome humain a été achevé en
2001 (Lander et al., 2001). Depuis, de nouvelles versions sont réguliérement mises a jour
notamment grace au projet international Genome Reference Consortium (GRC) qui a pour
but de séquencer l'entiereté du génome humain (Genome Reference Consortium, n.d.).
Débuté il y a plus de 20 ans, ce projet a permis de séquencer #92 % du génome humain et
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c’est I'apparition du projet T2T (Telomere-to-Telomere) en 2022 qui a permis quant a lui de
compléter une grande partie des régions manquantes du génome humain (Mao and Zhang,
2022). En paralléle, le projet 1000 Génomes a été mis en place (1000 Genomes Project
Consortium et al., 2010; Fairley et al., 2020). Initié en 2008, ce projet avait pour objectif de
cataloguer les variations génétiques humaines en séquencant un millier d’individus. Depuis,
les génomes de dizaines de milliers d’individus ont été séquencés.

1.1.2 La transcriptomique

Le produit de la transcription de ’ADN, les ARN, peut étre divisé en deux
catégories : les ARN codants (ou ARN messagers, ARNm) et les ARN non-codants (ARNnc).
Les ARN non-codants englobent plusieurs types d’ARN, les ARN ribosomaux (ARNTr), les
ARN de transfert (ARNt), les micros ARN (miARN), ou les autres catégories d’ARN non-
codants (ARN long non-codant, ARNInc ou ARN petit non-codant, ARNsnc).

Comme pour I'étude de ’ADN, I'étude de 'ensemble des ARNs, la transcriptomique,
a été facilitée par I'apparition de techniques de biologie moléculaire comme le transfert
d’ARN (northern blot, Kevil et al., 1997) et la transcription inversée de I’ARN en ADN
complémentaire (ADNc) suivie de son amplification par PCR - technique appelée RT-PCR
(Reverse Transcriptase PCR, Cavé et al., 2003). Mais c’est I'apparition du séquencage de
nouvelle génération appliqué aux molécules d’ARN rétro-transcrites en ADNc (Nagalakshmi
et al., 2008; Wilhelm et al., 2008), RNA-seq ou RNA-seq « bulk », qui a permis I’essor de la
transcriptomique, et ainsi de caractériser le transcriptome des organes et populations
cellulaires. Cette approche a permis une description globale des profils transcriptionnels de
tisus ou cellules et de changements du niveau d’expression de génes ou de I’épissage
alternatif entre différentes conditions (Wang et al., 2009). Les étapes du RNA-seq sont (i) la
phase de génération des fragments (appelée également librairie), (ii) la phase de
séquencage, (iii) le retrait des adaptateurs et enfin, (iv) la phase de I'alignement (Fig. 3). De
nombreux outils et protocoles ont été mis en place pour faciliter les analyses
bioinformatiques de données RNA-seq (cf. 1.1.3 Analyses bioinformatiques des données de
séquencage). Le RNA-seq peut étre réalisé sur tous les types d’ARN mais se fait le plus
souvent a partir des ARNm. Les techniques d’extraction des ARNs et de préparation des
librairies ne sont pas les mémes pour étudier les différentes catégories d’ARNs. Une
extraction des ARNs totaux est le plus souvent réalisée, mais certains protocoles permettent
d’enrichir en petits ARNs. Dans le cas des ARNm, ils sont, aprés extraction, sélectionnés par
leur queue polyA au moment de la préparation de la librairie. Les protocoles d’analyses sont
également différents en fonction du type d’ARN que I'on souhaite analyser. Dans le cadre
de ma theése, je me suis intéressée aux ARNm, de ce fait, je ne détaillerai pas les méthodes
d’analyse pour les autres types d’ARNS.

L’alignement des fragments pour les analyses RNA-seq est réalisé couramment a
’aide d’outils spécialisés tel que STAR (Dobin et al., 2013) ou TopHat2 (Kim et al., 2013), qui
permettent ainsi d’obtenir la quantification du nombre de fragments alignés par géne. Ces
deux outils sont aujourd’hui parmi les plus cités dans le domaine de la transcriptomique
mais, par comparaison avec TopHat2, STAR est vraisemblablement plus utilisé pour
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’analyse des variations de séquence de '’ADN et de I’épissage (Engstrom et al., 2013).
L’analyse des changements de I’expression génique fait suite a I’étape d’alignement et se
fait généralement a travers une comparaison entre plusieurs conditions biologiques pour
définir, par exemple, l'impact d’un traitement biologique ou d’un processus de
différenciation cellulaire (Fig. 3). Pour étudier ces changements plusieurs types d’analyses
existent comme les analyses différentielles d’expression utilisant des packages R comme
edgeR (Robinson et al., 2010) et DESeq2 (Love et al., 2014) ou les analyses d’enrichissement
en certaines voies cellulaires ou processus biologiques comme GSEA (Subramanian et al.,
2005). Ces analyses peuvent étre utilisées de maniere indépendante ou combinées, car
donnant des informations complémentaires. En effet, les analyses différentielles
d’expression permettent d’avoir une information sur les génes dérégulés entre les deux
conditions alors que [I’analyse d’ontologie permet d’obtenir la liste des ontologies
dérégulées en mettant en évidence des liens fonctionnels entre différents genes dérégulés.
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Figure 3 : Protocole d’alignement des données de séquencage sur un génome de référence pour des
analyses de RNA-seq, de BS-seq, d’ATAC-seq et de ChlP-seq. En bleu, [’étape de séquengage (séquencage
par Illumina®©) et en vert [’étape de retrait des adaptateurs. Pour le BS-seq, en orange sont représentées
les régions méthylées. Pour le ChlP-seq et 'ATAC-seq, un pic signifie un enrichissement dans la marque
d’histone d’intérét ou une région ouverte de la chromatine respectivement.

Depuis quelques années, une autre méthode de RNA-seq est apparue, le single-cell
RNA-seq (scRNA-seq), qui permet, tout comme la méthode classique, d’analyser le
transcriptome (Eberwine et al., 2014). Cependant cette méthode ne se fait pas a la méme
échelle, le RNA-seq donnant pour sa part des informations sur I’expression génique dans un
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groupe de cellules plus ou moins complexe selon le matériel de départ, alors que le scRNA-
seq permet d’avoir I'expression génique de chaque cellule au sein d’un tissu, organe ou
groupe de cellules. Cette méthode est aujourd’hui trés utilisée pour comprendre
’hétérogénéité transcriptomique, pour caractériser les différents types cellulaires au sein
d’un tissu/organe voire en découvrir de nouveaux, ou pour étudier la dynamique
transcriptionnelle a I’échelle de la cellule unique au cours du développement. Cependant, le
scRNA-seq ne permet pas d’avoir une sensibilité aussi importante que le RNA-seq sur
lanalyse de I'expression des génes due a une détection limitée des génes exprimés
(seulement 10-45 % des ARN exprimés dans une cellule sont captés par ces méthodes,
Mereu et al, 2020). Cette nouvelle méthode ne permet pas non plus d’obtenir des
informations fiables sur 'épissage alternatif et sur les ARNs non codants (Li and Wang,
2021).

1.1.3 Analyses bioinformatiques des données de séquencage

Comme précisé, il existe trois types de séquencage (Sanger, « short read » et « long-
read »), et de ce fait, la méthode d’analyse des données de séquencage dépend de la
technique employée. Dans ce manuscrit, je me concentrerai sur les méthodes d’analyse de
données provenant de la technologie « short read » par lllumina®, car c’est le type de
séquencage qui a été utilisé pour générer les données que j’ai étudiées. Quel que soit le type
d’analyse (RNA-seq, BS-seq, ChIP-seq ou ATAC-seq), le protocole d’analyse des données de
séquencage est similaire et comprend les mémes grandes étapes (Fig. 3). Les outils ne sont
cependant pas toujours les mémes, car ils sont développés spécifiquement pour chaque
type de données. Le protocole de génération des fragments (ou préparation de la librairie de
séquencage) est propre a chaque type d’analyse et est suivi d’'un séquencage (Illumina®©
dans ce cas), puis les séquences sont traitées dans le but de retirer les séquences d’ADN
rajoutées aux extrémités des fragments lors de I'étape de préparation de la librairie
(adaptateurs), et qui permettent d’une part d’identifier I'échantillon pour permettre
d’analyser plusieurs échantillons a la fois et, d’autre part, de disposer d’amorces nécessaires
au séquencage. Plusieurs outils permettant le retrait des adaptateurs existent comme
Cutadapt (Martin, 2011), BBDuk (Bushnell, 2014) ou Trimmomatic (Bolger et al., 2014) et
sont communs aux différents types d’analyses. Ces trois outils ont des performances
similaires et le choix d’utiliser 'un par rapport aux autres est en fonction de la préférence
de lutilisateur (Guzman and D’Orso, 2017). Le retrait des adaptateurs est suivi par une
étape de filtration en fonction de la qualité des fragments puis par une étape d’alignement
des fragments contre le génome de référence.

L’alignement des fragments est réalisé a I’aide d’outils spécialement développés en
fonction du type d’analyse réalisée, par exemple, I'alignement de données de RNA-seq se
fait en utilisant, entre autres, les outils STAR ou TopHat2, tandis que I’alignement des
données de ChlP-seq et d’ATAC-seq est couramment fait a l'aide des outils bowtie2
(Langmead and Salzberg, 2012) ou BWA (Li and Durbin, 2009). L’alignement de données de
RNA-seq permet d’obtenir le niveau d’expression de chacun des geénes, cette information se
traduit par une quantification du nombre de fragments alignés sur chaque gene (Fig. 3).
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L’alignement des données de ChIP-seq et d’ATAC-seq va permettre d’obtenir le niveau
d’enrichissement d’une région génomique, se traduisant par un pic d’enrichissement
obtenu a partir de la quantification du nombre de fragments alignés sur un intervalle donné
du génome en utilisant des outils tels que MACS2 (Zhang et al., 2008).

1.2  Informations épigénétiques

1.2.1 La méthylation de ’ADN

L’ADN contient de régions riches en dinucléotides CG que I'on nomme des ilots
CpG (Cytosine-phosphate-Guanine). Chez I’humain, les ilots CpG représentent en
moyenne 41 % du génome (Piovesan et al., 2019) et 42 % du génome chez la souris (Zhao
and Zhang, 2006). Plusieurs types de modifications associées aux cytosines existent comme
la méthylation, I’hydroxy-méthylation ou la carboxylation, cependant, la méthylation est
celle qui est la plus étudiée et décrite dans la littérature (Moore et al., 2013). La méthylation
de '’ADN est également trés représentée dans le génome ou 70-80 % de ces ilots sont
enrichies en cytosines méthylées (Li and Zhang, 2014; Lismer and Kimmins, 2023). Ces
régions méthylées sont notamment localisées dans les satellites péricentromériques ou
dans le corps de genes ou les régions promotrices riches en dinucléotides CG (Lister et al.,
2009). La méthylation de ’ADN est impliquée dans plusieurs processus fonctionnels
essentiels tels que la régulation de 'expression génique, la structure de ’ADN, I’inactivation
de I’X chez les femelles ou encore le phénomeéne d’empreinte parentale, et tout
particulierement durant le développement embryonnaire (Greenberg and Bourc’his, 2019;
Al Adhami et al, 2022). La méthylation de PADN est régulée a trois niveaux :
I’établissement, la maintenance et la déméthylation, régis par des enzymes spécifiques,
permettant d’apposer la méthylation de PADN, nommées les DNMTs pour DNA
methyltransferases (Lister et al., 2009). Pendant longtemps, la méthylation de PADN a été
décrite comme ayant un role de répresseur de la transcription (Weber et al., 2007),
cependant les mécanismes sous-jacents sont multiples et restent encore peu compris, car la
méthylation de ’ADN seule ne semble pas permettre la répression génique (Greenberg and
Bourc’his, 2019). Bien que la méthylation de '’ADN semble étre principalement localisée
dans les régions ouvertes de la chromatine (Stadler et al., 2011), elle semble favoriser la
formation d’hétérochromatine notamment en recrutant des enzymes permettant la
modification des histones comme I’acétylation ou la méthylation de H3K9 (Table. I, cf. 7.2.3
Les modifications post-traductionnelles des histones) (Greenberg and Bourc’his, 2019).

L’étude de la méthylation de ’ADN peut se faire a I'aide de la technique de
séquencage NGS couplée a un traitement au bisulfite (BS-seq ou Bisulfite-seq ou WGBS
pour whole-genome bisulfite sequencing) (Feil et al., 1994; Lister et al., 2009; Berman et al.,
2011) qui permet d’identifier les cytosines méthylées dans le génome du matériel biologique
étudié. La technique consiste a traiter les échantillons d’ADN au bisulfite ce qui a pour
conséquence de convertir ’ensemble des cytosines non méthylées en uracile (C—U), les
uraciles sont ensuite convertis en thymine par amplification PCR (U—T). Les séquences
d’ADN obtenues sont ensuite comparées avec le génome de référence pour avoir le nombre
d’événements de conversion (Lister et al., 2009). L’analyse des données de méthylation de
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PADN suit le protocole classique d’analyse des données de séquencage (Fig. 3).
L’alignement des données est réalisé majoritairement en utilisant outil Bismark (Krueger
and Andrews, 2011) ou occasionnellement via bowtie2 (Langmead and Salzberg, 2012),
cependant contrairement aux autres techniques (ATAC-seq, ChlP-seq et RNA-seq),
’alignement de données de BS-seq est plus compliqué di a la conversion des cytosines en
thymines. Ainsi d’autres techniques d’analyses ont été développées pour étudier la
méthylation de FADN comme le RRBS (Reduced Representation Bisulfite Sequencing), le
MeDIP-seq (Methylated DNA immunoprecipitation sequencing) ou encore l’analyse par
hybridation sur puces. Ces méthodes, sauf la derniére ou il n’y a pas d’étape d’alignement,
utilisent les mémes outils d’alignement que le BS-seq et sont suivies d’une étape d’analyse
a 'aide d’outil tel que SeqMonk (https://github.com/s-andrews/SeqMonk) ou BSPAT (Hu et
al,, 2015).

1.2.2 La conformation ouverte ou fermée de la chromatine

Comme la chromatine peut se présenter sous deux conformations différentes qui
sont l'euchromatine et I’hétérochromatine (Fig. 1). L’euchromatine correspond a I’état
décondensé de la chromatine, également appelé état ouvert. L’ouverture de la chromatine
permet I'accessibilité des facteurs de transcription et de la machinerie transcriptionnelle
permettant ainsi I'expression des génes (Buenrostro et al., 2013). L’hétérochromatine quant
a elle correspond a I’état condensé de la chromatine, également nommé état fermé.

La caractérisation des régions accessibles de la chromatine se fait via les méthodes
de FAIRE-seq, de DNase-seq ou d’ATAC-seq, qui permettent de détecter un enrichissement
en séqeunces d’ADN correspondant aux régions ouvertes. Les régions génomiques
considérées comme ouvertes sont donc caractérisées par un pic d’enrichissement alors que
les régions fermées ne sont pas enrichies (Fig. 3). LATAC-seq pour Assay for Transposase-
Accessible Chromatin using sequencing (Buenrostro et al., 2013) est aujourd’hui la méthode
la plus utilisée, car elle est appréciée pour la rapidité d’exécution de son protocole et la
faible quantité de matériel biologique nécessaire a sa mise en place. L’ATAC-seq est basée
sur l'utilisation d’une enzyme spécifique, la transposase Tn5, qui se lie aux régions non
condensées de ’ADN. Le traitement des données d’ATAC-seq suit le modéle classique
d’analyse (Fig. 3) dont I’alignement est réalisé majoritairement grace aux outils bowtie2 ou
BWA. Les deux outils présentent des performances et fonctionnalités similaires bien que
bowtie2 soit plus rapide (Yan et al., 2020). La méthode d’analyse des résultats provenant du
séquencage de librairies ATAC-seq est similaire a celle utilisée pour les données de ChIP-
seq que ce soit au niveau des outils d’alignement ou pour [I’analyse des pics
d’enrichissement via 'outil MACS2 (Zhang et al., 2008). L’ATAC-seq présente tres peu de
bruit de fond, il n’est donc pas nécessaire d’avoir un fichier de contréle (input) comme pour
les données de ChlIP-seq (fichier input correspondant au résultat du séquencage de '’ADN
traité de facon identique au test mais sans immunoprécipitation par I’anticorps d’intérét).
Comme pour le RNA-seq, une méthode de single-cell a été développée pour ’ATAC-seq, le
scATAC-seq (Buenrostro et al., 2015). Le principe est le méme que pour ’ATAC-seq mais se
fait a ’échelle de la cellule unique. Cependant, comme pour le scRNA-seq, le scATAC-seq ne
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donne pas une information aussi précise que ’ATAC-seq « bulk » (sur population cellulaire)
sur 'accessibilité de la chromatine due a une détection limitée des régions ouvertes par
cellule (1-10 % des pics détectés) (Chen et al., 2019a).

1.2.3 Les modifications post-traductionnelles des histones

Le nucléosome est composé de quatre histones : H2A, H2B, H3 et H4, chacune
présente en deux exemplaires. Ces histones peuvent subir des modifications post-
traductionnelles (PTMs) et/ou peuvent étre remplacées par des variants d’histones. Les
variants différent des formes canoniques des histones sur quelques résidus qui peuvent
ainsi leur conférer des propriétés différentes (Jang et al., 2015; Shaytan et al., 2015).
Certains variants ont été impliqués dans divers processus biologiques tel que Ia
spermatogeneése (Wang et al., 2019a) mais je ne parlerai ici que des modifications post-
traductionnelles des histones, objet principal de mon travail.

@ @
— .
& (KK K
K % 23 R ®
° 15 24 © &
K K K 3 b4 °
120 S 119 K
® K:s T gy 137 15 K @
139 B (K @
N 9 K
H2B H2A N
® o
® & o o o
Ha H3 KKk, ©® ©
12 7 K ® @
36 K & ]
o 27 K
K K e
N 1 . ?9]( @ 14 ..
s ) 20 K
K 12 16 P 9
@) @&
@ ® sKo®
® ] [ ] ®
2 N

phosphorylation @ acéthylation @ méthylation @ crotonylation
@ ubiquitination @ protonylation buturylation

Figure 4 : Position des résidus d’histones et exemples de modifications post-traductionnelles. Les
modifications présentées ne sont pas exhaustives. Le N correspondant a la position N-terminale

Les modifications post-traductionnelles des histones, comme les acétylations (ac),
méthylations (me), phosphorylations (ph) ou ubiquitinations (ub) des lysines (K) (Fig. 4)
sont essentielles a la régulation épigénétique. Ces modifications sont nommées suivant une
nomenclature précise qui sera utilisée dans le reste de ce manuscrit. A titre d’exemple, la
marque H3K27ac correspond a I'acétylation de la lysine en position 27 de I'histone H3. Ces
modifications sont régulées par des enzymes qui permettent leur mise en place (writers) ou
leur retrait (erasers). Il est important de préciser que les enzymes impliquées dans les PTMs
ne sont pas nécessairement spécifiques d’une marque et plusieurs enzymes peuvent
apposer une méme modification (Table. I).
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Protéine

Role

Marque

Référence

DOTIL / KMT4

méthyltransferase

H3K79mel, 2 et 3

van Leeuwen et al., 2002

SETDB1/ ESET

méthyltransferase

H3K9me3

Wang et al., 2003

EZH2 méthyltransferase H3K27mel, 2 et 3 Cao et al., 2002

GCN5 / KAT2A acétyltransferase H3K9/14ac Brownell et al., 1996
H4K5/8/12/16ac

SETD?2 méthyltransferase H3K36me3 Yoh et al., 2008

PRDM9 méthyltransferase H3K4mel, 2 et 3 Mihola et al., 2009

Table | : Liste non exhaustive des marques citées dans ce manuscrit (cf. 2 Dynamique transcriptionnelle
et chromatinienne au cours de la spermatogenése) et des enzymes les modifiant.

Ces modifications organisent la structure de la chromatine en affectant le
recrutement des protéines et/ou I'interaction entre les nucléosomes. Elles sont également
associées lors de la différenciation cellulaire a la régulation de I'expression génique
(activation ou inhibition), a la répression des éléments répétés, et/ou a la réparation de
ADN (Kouzarides, 2007). Plusieurs de ces modifications ont été étudiées de maniére
approfondie au cours de ces deux derniéres décennies, et sont désormais connues pour étre
associées a une région fonctionnelle du génome et/ou un état transcriptionnel particulier
(Fig. 5). Certaines marques comme H3K79me2, H3K36me3, H3K27me1 et H4K20me1 sont
associées a une transcription active contrairement a H3K27me3, H3K9me3 et H4K20me3
qui sont caractéristiques de I'état d’hétérochromatine et de la répression des génes (Peters
et al., 2003; Squazzo et al., 2006). En utilisant la méthode de ChIP-chip, I'article de Bernstein
et al, fait partie des premiers articles décrivant la position de I’enrichissement de la marque
H3K4me3 dans le promoteur des génes (Bernstein et al., 2002). Depuis, la position de
Penrichissement de nombreuses marques a été décrite (Fig. 5). Une marque peut étre
enrichie au niveau des génes, que ce soit dans le promoteur pour H3K4me3 et H3K27me3,
au niveau du site d’initiation de la transcription TSS (Transcription Start Site) et dans le
corps des genes (gene body) pour H3K79me2 ou dans des régions distales comme les
enhancers pour H3K4mel. Contrairement aux autres marques d’histones, H3K36me3 est
localisée dans le corps du gene et vers le site de terminaison de la transcription TES
(Transcription End Site). En plus de leur localisation différente, les marques sont classées en
fonction de leur type d’enrichissement : les marques peuvent étre étalées (broad) comme
H3K79me2 ou étroites (narrow) comme H3K4me3. Ces différences sont a prendre en compte

lors des analyses de données de séquencage.
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Figure 5 : Schéma représentant les principales modifications d’histones et leur position par rapport aux
genes. Les marques sont classées en fonction de leur réle : activateur, répresseur ou bivalent. Figure
adaptée de Barbero et al, 2023
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L’étude de ces modifications peut étre réalisée suivant plusieurs techniques de
quantification comme la quantification absolue via la spectrométrie de masse ou la
quantification relative via le western blot ou 'immunofluorescence. Elles peuvent également
étre analysées en immunoprécipitant la marque d’intérét grace a un anticorps spécifique,
suivi d’'une quantification par qPCR ou d’une analyse par séquencage (ChlP-seq), ce qui
permet d’identifier les régions génomiques dans lesquelles la marque est enrichie.

Analyse par séquencage d haut débit des marques d’histone

Le ChlP-seq est une méthode de séquencage NGS permettant de capturer la
localisation génomique et le niveau d’enrichissement des marques d’histones dans tout le
génome grace a lutilisation d’anticorps dirigés spécifiquement contre les marques
d’histones d’intérét. Son analyse suit le méme protocole que les autres analyses de NGS
type Illlumina (Fig. 3). Comme pour I'’ATAC-seq, I'alignement des fragments sur le génome
se fait couramment en utilisant I'outil BWA (Li and Durbin, 2009) ou bowtie2 (Langmead
and Salzberg, 2012). Cette étape est suivie par une étape d’analyse grace a des outils tels
que MACS2 (Zhang et al., 2008), SICER (Xu et al., 2014) ou epic2 (Stovner and Satrom,
2019) qui permettent d’estimer la position et le niveau d’enrichissement de la marque
d’intérét. Initialement développé pour analyser les marques narrow, MACS2 a depuis été
mis a jour pour prendre en compte les marques broad et permet ainsi d’analyser un large
panel de marques. A contrario, SICER et plus récemment epic2 sont spécialisés dans
’analyse de marques broad. Le niveau d’enrichissement de la marque d’histone se traduit
par un pic, appelé pic d’enrichissement qui sera plus ou moins haut proportionnellement a
Penrichissement de la région génomique en la marque. Ces pics sont visualisables a I'aide
de logiciel tel que IGV (Robinson et al., 2011) et l'utilisation de packages R tel que
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ChlPseeker (Yu et al., 2015) permet leur caractérisation, leur annotation, la comparaison et
la visualisation des données.

La qualité des données générées différe selon les marques d’histones. En effet, les
marques les plus éloignées de la queue N-terminale de I’histone, plus proche du centre, sont
plus difficiles d’accés et donc fournissent des résultats de moins bonne qualité (Fig. 4). A
titre d’exemple, il est plus aisé d’avoir une bonne qualité pour une modification sur H3K4
que sur H3K79. De plus, pour I'analyse de ChlP-seq, il est nécessaire d’avoir un grand
nombre de cellules pour avoir une résolution suffisante. De ce fait, pour des populations
cellulaires de faible nombre (comme celles correspondant aux premieres étapes du
développement embryonnaire (Hainer et al., 2019; Zhou et al., 2023) ou dans lesquelles la
chromatine est difficile d’accés car hautement compactée, comme c’est le cas des
spermatozoides, de nouvelles techniques ont été développées demandant moins de matériel
biologique : le CUT&RUN (Skene and Henikoff, 2017) et le CUT&TAG (Kaya-Okur et al.,
2020). Comme pour le ChlP-seq, le CUT&RUN et le CUT&TAG utilisent un anticorps
spécifique de la marque d’histone d’intérét qui, dans le cas de ces deux techniques, est
couplé a une enzyme, MNase pour le CUT&RUN, et Tn5 pour le CUT&TAG (Fig. 6). Une
fois la génération des fragments réalisée, I'analyse des données suit le méme protocole et
utilise les mémes outils que pour I'analyse de ChIP-seq (Fig. 3).
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Figure 6 : Comparaison de la génération des fragments entre les méthodes de ChlP-seq, CUT&RUN et
de CUT&TAG

L’analyse bioinformatique de ces données permet d’avoir des informations
concernant la localisation génomique de ces marques et, de ce fait, a montré que plusieurs
marques peuvent étre présentes au sein d’'une méme région. Cette co-présence définit des
états chromatiniens spécifiques. L’utilisation d’outils bioinformatiques tel que ChromHMM
(Ernst and Kellis, 2012) conjointement avec les données du projet ENCODE (ENCODE
Project Consortium, 2012) a permis I'identification et la caractérisation de ces états. En
effet, ChromHMM utilise un modéle HMM (Modéle Caché de Markov, Schuster-Bockler
and Bateman, 2007) pour prédire des états chromatiniens a une région donnée en fonction
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de I’enrichissement en une ou plusieurs marques d’histones (Fig. 7). Cet outil met en
évidence, entre autres, plusieurs catégories d’enhancers, chacune caractérisée par la
présence de H3K4me1 (Barski et al., 2007). La présence d’autres marques d’histones permet
de définir des enhancers actifs (H3K27ac), inactifs (H3K27me3) ou bivalents (H3K27me3,
H3K4me3 et H3K27ac a un faible niveau). Cette derniére catégorie étant la plus représentée
dans les cellules embryonnaires (Bernstein et al., 2005; Creyghton et al., 2010; Zentner et al.,
2011).
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Figure 7 : Modéle des états chromatiniens caractérisés par une combinaison de marques d’histones en
utilisant l'outil ChromHMM. A gauche, le niveau d’enrichissement des marques d’histones et d droite le
nom des états chromatiniens associés. Figure adaptée de Ernst and Kellis, 2017

1.2.4 L’organisation spatiale de la chromatine

L’expression génique est étroitement liée a I'organisation tridimensionnelle de la
chromatine. L’analyse de la conformation chromatinienne se fait généralement en utilisant
la méthode appelée « Capture de la Conformation de la Chromatine » (ou 3C) qui se
décline sous plusieurs formes: 4C (Circular Chromosome Conformation Capture), Hi-C
(High-throughput Chromatin Conformation Capture), etc. L’ensemble de ces méthodes
reprend le méme principe qui consiste a identifier les zones de contact entre régions
génomiques distantes (Fig. 8). La méthode 3C (Dekker et al., 2002) servant de base a toutes
les autres méthodes consiste a figer la conformation tridimensionnelle de la chromatine en
utilisant un agent fixateur. Dans un premier temps, les régions d’ADN spatialement proches
les unes des autres dans le noyau sont liées entre elles (crosslink), cette étape est suivie
d’une digestion enzymatique de 'ADN puis d’une ligation des séquences d’ADN se
retrouvant a proximité pour obtenir un fragment d’ADN hybride composé de fragments
distants sur une représentation linéaire mais proche dans une organisation
tridimensionnelle (Fig. 8).
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Dans le cadre d’une analyse Hi-C, tous ces fragments d’ADN peuvent ensuite étre
séquencés puis alignés contre le génome de référence en utilisant les mémes outils que pour
Palignement des données de ChlIP-seq (Fig. 3) (Lieberman-Aiden et al., 2009). Apres
alignement et différentes étapes de curation des données, les résultats peuvent étre
représentés sous forme d’une carte de fréquences de contact entre des régions génomiques
a I'aide par exemple de I'outil HiCExplorer (Ramirez et al., 2018; Wolff et al., 2018). Les TADs
y sont représentés sous la forme de triangles dans une matrice de corrélation correspondant
a la conformation dépliée de ’ADN (Fig. 8).
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Figure 8 : Processus d’analyse des données de Hi-C. La représentation graphique correspond a une
représentation linéaire des TADs.

Les TADs sont étroitement liés a la régulation de I'expression génique notamment en
agissant sur le repliement de la chromatine ou en agissant en tant que barriére (Boltsis et
al., 2021) qui empéche la propagation de I’hétérochromatine vers les régions actives et
inversement (Narendra et al., 2015). La régulation de lPexpression génique passe par
interaction entre les enhancers et les promoteurs des genes (Dixon et al, 2012;
Schoenfelder et al., 2015; Schoenfelder and Fraser, 2019), en effet une altération des TADs
peut entrainer des modifications au niveau de [I’interaction enhancer-promoteur, en
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permettant entre autres de nouvelles interactions ou en supprimant celles existantes
(Flavahan et al., 2016). Les enhancers sont des régions génomiques, de 150 a 1500bp, qui
permettent de réguler I'expression génique a distance en formant des boucles d’ADN avec
les promoteurs des genes (Fig. 9) (Levine, 2010; Long et al., 2016). Ces régions régulatrices
peuvent étre localisées en amont ou en aval d’un géne (enhancers intergéniques) ou dans les
introns d’un geéne (intragéniques) (Schoenfelder and Fraser, 2019). L’utilisation d’analyse
par ChlP-seq sur H3K27ac et d’Hi-C a permis d’identifier plusieurs centaines de milliers
d’enhancers actifs (entre 400000 et 1,4 millions selon I'espéce) (ENCODE Project
Consortium, 2012; Shen et al., 2012; Plank and Dean, 2014). Notons qu’un enhancer peut
réguler plusieurs génes et qu’un geéne n’est, en retour, pas nécessairement régulé par un
unique enhancer (Karnuta and Scacheri, 2018). Certaines analyses dérivées de I'Hi-C
permettent d’étudier de fagon précise la régulation des génes par les enhancers et
notamment en définissant les couples enhancers-promoteurs (Lieberman-Aiden et al., 2009).
Ces méthodes restent, cependant, complexes a mettre en place et trés colteuses si 'on
souhaite atteindre une résolution suffisante pour identifier les interactions enhancers-
promoteurs. Certaines études ont donc développé des méthodes mathématiques et
statistiques pour prédire ces couples enhancers-promoteurs en s’affranchissant d’analyse
Hi-C. A la place, des données de ChlP-seq pour H3K4me1 et H3K27ac sont utilisées pour
identifier les enhancers, et le géne le plus proche de ’enhancer dans un intervalle inférieur a
100kb lui est associé (Rada-Iglesias et al., 2011). Cette méthode a néanmoins ses limites car,
dans certains cas, les enhancers ne régulent pas le géne le plus proche et peuvent réguler
des génes a plusieurs centaines de kilobases de distance (Amano et al., 2009; Sanyal et al.,
2012; Schoenfelder et al., 2015; Schoenfelder and Fraser, 2019).
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Figure 9 : Schéma des enhancers et des super-enhancers. A gauche, la représentation du repliement de
UADN formant une boucle d’ADN avec un enhancer (A) et un super-enhancer (B) et a droite, la
représentation linéaire du génome pour un enhancer (C) et un super-enhancer (D). Dans ce schéma les
super-enhancer sont définis suivant le modéle de Whyte et al, 2013

Dans la littérature, certains articles font mention de régions régulatrices a distances
nommeées les super-enhancers (SE). Dans leur article, Whyte et al., définissent les super-
enhancers comme des agrégats d’enhancers (Fig. 9) plus larges que les enhancers dit
« classiques » (Whyte et al., 2013). Ces super-enhancers sont également caractérisés par un
enrichissement plus important en certains facteurs de transcription pionniers comme SOX2
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ou NANOG. En se basant sur cette définition, 'outil ROSE
(https://github.com/stjude/ROSE) a été développé pour permettre de différencier les
enhancers des super-enhancers en se basant sur des données de ChIP-seq pour H3K27ac ou
H3K4me1 (Lovén et al., 2013; Whyte et al., 2013). Les études utilisant ROSE montrent que le
nombre de super-enhancers définis varie en fonction du type cellulaire allant d’environ 200

super-enhancers dans les cellules souches embryonnaires (ESC) jusqu’a 1000 dans les
spermatides rondes (Whyte et al., 2013; Maezawa et al., 2020; Cao et al., 2023). De plus, de
récentes études utilisant la technique Hi-C montrent que les super-enhancers permettent
aussi des interactions longue distance entre eux alors méme que les interactions inter-TADs
sont quasi inexistantes (Cao et al., 2023; Kessler et al., 2023).

Chez les mammifeéres et dans tous les types cellulaires, les super-enhancers régulent
les génes qui sont essentiels pour l'identité cellulaire, notamment dans les processus de
développement et de différenciation cellulaire, comme la spermatogenése (Whyte et al.,
2013; Sin et al., 2015; Maezawa et al., 2020).

2 Dynamique transcriptionnelle et chromatinienne au cours de Ia
spermatogenese

Le testicule est 'organe male dans lequel se déroule la spermatogenése, c’est-a-dire,
le processus de différenciation des cellules germinales males nécessaire a la procréation. La
spermatogenése est trés dynamique d’un point de vue transcriptionnel et protéomique
(Soumillon et al., 2013), ce qui en fait un excellent modele pour étudier les mécanismes
épigénétiques qui s’opérent durant la différenciation cellulaire. C’est un processus qui est
extrémement bien conservé chez les mammiféeres, et qui est organisé en trois phases
successives qui sont (i) la prolifération des spermatogonies, (ii) la méiose et (iii) la
spermiogenése (Roosen-Runge, 1962; Hess and Renato de Franca, 2008) (Fig. 10). Chacune
de ces phases sera développée dans la suite de cette introduction.
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Figure 10 : Les trois grandes étapes de la spermatogenése avec les stades cellulaires associées. Figure
basée sur les données de Soumillon et al, 2013, Luo et al, 2019, Wang et al, 2019b et les articles citées
dans cette partie
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L’étude du transcriptome des différents types cellulaires de la spermatogenese via
RNA-seq (Gan et al., 2013; Soumillon et al., 2013; Hasegawa et al., 2015; Sin et al., 2015) a
permis d’étudier la dynamique transcriptionnelle au cours de la spermatogenése depuis
plus de 10 ans (Fig. 10). Les cellules germinales males ayant une taille et/ou un contenu en
ADN distincts a chacune des 3 étapes majeures de la spermatogeneése, il est, en effet,
possible de collecter des fractions enrichies en cellules germinales pré-méiotiques,
méiotiques et post-méiotiques par cytométrie en flux ou FACS (méthode la plus utilisée) ou
par élutriation — qui permet un meilleur rendement cellulaire mais avec une pureté
inférieure qu’avec la méthode FACS (Meistrich, 1977; Bastos et al., 2005) — et ainsi produire
des données RNA-seq « bulk». Avec le FACS, lutilisation de marqueurs permet de
distinguer certains sous-types de cellules mais a partir de 2018, I'utilisation de scRNA-seq a
permis de caractériser avec précision les différents types/sous-types cellulaires existants au
sein du testicule (Chen et al., 2018b; Green et al., 2018; Guo et al., 2018; Hermann et al.,
2018; Lukassen et al., 2018; Wang et al., 2018; Ernst et al., 2019). L’utilisation conjointe du
RNA-seq « bulk » et du scRNA-seq montre que la spermatogenése se caractérise par
d’importants changements transcriptionnels faisant intervenir plusieurs milliers de genes
(Fig. 11). En effet, durant son développement la spermatogeneése alterne entre des phases de
transcription active (durant la prolifération et le début de la spermiogenese) et de
transcription inactive (une bréve inactivation au tout début de la méiose, puis I'extinction
transcriptionnelle a la fin de la spermiogenése) (Fig. 10). La spermatogenese est également
caractérisée par des modifications de I’activité transcriptionnelle des ARNInc, des éléments
transposables, d’éléments non géniques comme les pseudogénes ou par des événements
d’épissage alternatif, ce qui fait du testicule I'organe avec la plus grande diversité
transcriptomique (Soumillon et al., 2013).

Spermatogonia

Figure 11 : Clusters d’expression au cours de la spermatogenése en utilisant une approche de scRNA-seq.
Figure basée sur les données de Green et al, 2018 en utilisant RGV (https://rgv.genouest.org/. Darde et
al., 2015, 2019)

Cette diversité transcriptomique est associée a des mécanismes de régulation
épigénétique comme la régulation par des ARN non codants, la méthylation de PADN et les
modifications post-traductionnelles et variants d’histones (An et al., 2014; de Mateo and
Sassone-Corsi, 2014; Rathke et al., 2014; Stewart et al., 2016; Lin et al., 2017; Zuo et al.,
2018). De la méme fagon que pour les études transcriptomiques, les modifications de TADN
(méthylation, hydroxylation, carboxylation...) (Gan et al., 2013; Blythe et al., 2021), les PTMs
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et les variants d’histones ont pu étre étudiés dans des populations de cellules germinales
triées (Tan et al., 2011; Hammoud et al., 2014; Bryant et al., 2015; Zuo et al., 2018; Liu et al.,
2019; Chen et al., 2020b). Ces études, réalisées en grande majorité sur le modeéle murin, ont
permis de montrer que la spermatogenese se caractérise par des changements importants
en termes d’architecture chromatinienne (TAD et compartiments chromatiniens) et de
modifications d’histones (Alavattam et al., 2019; Patel et al., 2019; Vara et al., 2019; Wang et
al., 2019b; Luo et al., 2020) (Fig. 10).

2.1 Au cours de la phase pré-méiotique

Chez les mammiferes, les spermatogonies sont une population hétérogéne composée
de plusieurs sous-types classés en fonction de leur niveau de différenciation. Actuellement,
la classification des spermatogonies se fait via des marqueurs comme Thy1 ou c-kit pour la
différenciation et MKI67 ou a6 pour la prolifération (Lord and Oatley, 2017; Caldeira-Brant
et al., 2020).
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Figure 12 : Etapes de différenciation des spermatogonies chez la souris, en haut et chez ’homme, en bas.
Figure adaptée de Ernst et al, 2019

Humain

Depuis I'article de Clermont en 1966, basé sur des observations histologiques, il est
établi que chez ’lhomme les spermatogonies sont divisées en trois catégories. La premiere
catégorie dans l'ordre de différenciation correspond aux spermatogonies indifférenciées qui
sont les plus proches des cellules souches ; elles sont nommées Ag. (Fig. 12). Parmi ces
cellules Aqun, certaines se différencient en spermatogonies indifférenciées actives A,.. Les
deux stades Ag« et Ay ont la capacité de renouvellement, permettant ainsi un maintien du
stock de cellules spermatogoniales. Les spermatogonies A,.. deviennent, pour une partie,
des spermatogonies différenciées B (Clermont, 1966; Caldeira-Brant et al., 2020).

Chez la souris, le processus de différenciation comprend plus d’étapes de divisions
que chez 'homme (Fig. 12). La premiére catégorie correspond aux spermatogonies
indifférenciées Ajnge ou A, certaines se renouvellent pour constituer le stock de cellules
spermatogoniales. Les spermatogonies A, subissent ensuite une phase de mitose pour
obtenir les spermatogonies Apied (Ou A,), suivie de plusieurs divisions mitotiques

28



Dynamique transcriptionnelle et chromatinienne au cours de la spermatogenese

successives pour obtenir le groupe des spermatogonies Aigned: Aars, Aas €t Aji. Les
spermatogonies indifférenciées se différencient via six divisions mitotiques successives pour
obtenir les spermatogonies A;, puis A,, A; et A4, puis en spermatogonies intermédiaires (Ain)
et finalement en spermatogonies B (de Rooij, 2017; Caldeira-Brant et al., 2020). Les
spermatogonies A,, A, et A, sont regroupées dans cette introduction sous le nom de
spermatogonies indifférenciées et les spermatogonies du stade A, jusqu’au stade B sont
catégorisées comme spermatogonies différenciées. A la suite de cela, les spermatogonies B
se divisent pour obtenir les spermatocytes pré-leptoténes qui engagent |'étape suivante de
la spermatogenése qui est la phase de méiose.

Plusieurs études ont analysé la dynamique transcriptionnelle et chromatinienne de
deux types cellulaires collectés par FACS : i) les spermatogonies dites indifférenciées, qui
expriment plusieurs marqueurs (=10 marqueurs connus) avec, entre autres, le marqueur
Thy1 ou le marqueur SSEA4 (Hammoud et al., 2014; Guo et al., 2017; Maezawa et al.,
2018b) ; ii) les spermatogonies différenciées, qui expriment le marqueur c-kit (Guo et al,,
2017; Maezawa et al., 2018b). En utilisant des données de scRNA-seq, Guo et al., ont montré
que plusieurs milliers de genes sont différentiellement exprimés entre les spermatogonies
indifférenciées et les spermatogonies différenciées humaines (Guo et al., 2017). Cette
hétérogénéité cellulaire est également retrouvée chez la souris (Ernst et al.,, 2019). Chez
’homme et la souris, les génes spécifiques des spermatogonies indifférenciées sont associés
a des facteurs de transcription des cellules souches ou des récepteurs membranaires. A
contrario, les génes spécifiques des spermatogonies différenciées sont nécessaires au cycle
cellulaire et a la prolifération, indiquant que ce changement transcriptionnel pourrait étre
essentiel pour la différenciation des spermatogonies (Guo et al., 2017, 2018; Ernst et al.,
2019). De plus, I’'analyse RNA-seq de ces deux stades cellulaires montre que, parmi les genes
différentiellement exprimés, plusieurs sont des enzymes modifiant les marques d’histones
(Hammoud et al, 2014; Barbero et al, 2023), montrant ainsi que modifications
chromatiniennes sont régies par des modifications transcriptionnelles.

spermatogonie spermatocyte spermatide
160 000 60000 Régions ouvertes

Génes somatiques
Génes de la spermiogenése

Genes de la méiose

TAD

93 ag  Compartiments

TAD/A/ A TAD/A/ B

Figure 13 : Dynamique transcriptionnelle, de l'accessibilité et de la conformation de la chromatine au
cours de la spermatogenése. Figure basée sur les informations de Maezawa et al, 2018a (ATAC-seq), Luo
et al, 2020, Alzarez-Gonzalez et al, 2022 et de Wang et al, 2019 (Hi-C)
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Du coté de la chromatine, les spermatogonies indifférenciées sont dépourvues
d’hétérochromatine visible au microscope. Elle se forme au fur et a mesure de la
différenciation des spermatogonies. L’étude de la chromatine par ATAC-seq ne montre pas
de changements importants entre les spermatogonies indifférenciées et différenciées chez la
souris comme chez ’homme, avec une grande majorité de pics d’ATAC-seq en commun
dans les spermatogonies indifférenciées et différenciées (Guo et al., 2017; Maezawa et al.,
2018b). La comparaison avec les stades méiotiques et post-méiotiques, chez la souris,
montre une disparition progressive d’une centaine de milliers de régions « ouvertes » au fur
et a mesure de la différenciation, passant de 160 000 pics dans les spermatogonies a 60 000
dans les spermatides rondes (Maezawa et al., 2018b) (Fig. 13). La différenciation des
spermatogonies s’accompagne, cependant, de changements au niveau des histones PTMs
comme une augmentation de I’enrichissement de la méthylation et de I'acétylation des
histones H3 et H4 dans les spermatogonies différenciées. En accord avec le processus de
formation d’hétérochromatine a la fin de la phase proliférative pré-méiotique, la marque
H3K9me3 augmente dans les spermatogonies différenciées par rapport au stade
indifférencié (Liu et al., 2019). De la méme facon, I'utilisation d’une approche ChIP-seq pour
H3K4me3 et d’analyse par immunomarquage montre que H3K4me3 augmente au cours de
la différenciation des spermatogonies (Godmann et al., 2007; Song et al., 2011; Hammoud et
al., 2014). Cette observation correle avec Paugmentation de I'enzyme PRDM9
(méthyltransférase de H3K4mel, 2 et 3) dans les spermatogonies différenciées par
comparaison avec les spermatogonies indifférenciées (Barbero et al., 2023). La présence de
PRDM9 est importante pour la spermatogenese, car elle permet la formation des cassures
doubles brins (DSB pour Double Strand Breaks) survenant au cours de la méiose (Chen et
al., 2020b; Sun et al., 2022). La présence de la marque H3K4me3 est également corrélée a la
présence de sa méthyltransférase KMT2B qui est fortement exprimée. Tomizawa et al., ont
montré que 'enzyme KMT2B, qui est nécessaire au passage des cellules souches a des
cellules progénitrices, catalyse 'acquisition de la marque H3K4me3 aux promoteurs de deux
catégories de genes: ceux dits « bivalents » qui portent H3K27me3 et qui ne seront
exprimés que pendant le développement embryonnaire, et ceux dits « monovalents » (qui
n’ont pas H3K27me3) (Fig. 5) et qui sont, en majorité, exprimés lors de la spermiogenese
(Tomizawa et al., 2018).

PRC2
SCML2
[—D H3K27me3 ,—b
> ‘ >
KMT2B KMT2B
Spermatogonies Spermatogonies
indifférenciées différenciees

Figure 14 : Dynamique de la régulation des états bivalents durant la spermatogenése. Figure basée sur
les données de Tomizawa et al, 2018 et de Maezawa et al, 2018a
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En relation avec cette étude, Maezawa et al., ont montré qu’il existe deux catégories
de génes « bivalents » dans la spermatogenése : ceux qui portent H3K27me3 dés le stade
spermatogonies indifférenciées (2000 geénes), et ceux qui acquiérent H3K27me3 au
moment de 'entrée en méiose (#700 génes) et dont I’acquisition de la marque H3K27me3
est catalysée par SCML2 (Maezawa et al., 2018a), En effet, SCML2 est une enzyme
permettant I'établissement de H3K27me3 par le complexe PRC2 (Fig. 14) et qui se retrouve
fortement exprimée dans les spermatogonies (Maezawa et al., 2018a). Cette observation
corréle avec les données transcriptomiques qui montrent une sur-expression de Ezh1 dans
les spermatogonies indifférenciées (Barbero et al., 2023), supposant la mise en place d’un
état bivalent lors de la méiose (Maezawa et al., 2018a; Barbero et al., 2023).

2.2 Lors de la transition de la mitose a la méiose

La transition de la phase mitotique vers la phase méiotique est une étape
caractérisée par des changements chromatiniens et transcriptomiques drastiques. L’analyse
du transcriptome des cellules germinales males par RNA-seq puis, plus récemment, par
scRNA-seq permet de mettre en évidence un « switch » du programme génétique dans les
spermatocytes au stade pré-leptotene. Lors de cette transition, la transcription s’arréte
progressivement, atteignant un niveau extrémement bas au stade pré-leptoténe (Monesi,
1964; Ernst et al., 2019). Bien qu’observé dans plusieurs études, le ou les mécanismes
responsables de ce phénomeéne restent encore méconnus. Cet arrét transcriptionnel
pourrait permettre la reprogrammation génétique lors de la transition mitose-méiose. Celle-
ci se caractérise en effet par un changement drastique des génes exprimés : les genes
somatiques s’éteignent au profit des génes nécessaires a la méiose et a la spermiogenese
(Soumillon et al., 2013; Sin et al., 2015; da Cruz et al., 2016; Chen et al., 2018a; Maezawa et
al.,, 2018b). En effet, les spermatocytes au stade leptoténe expriment fortement les génes
méiotiques qui sont, pour la majorité, spécifiques de ce stade cellulaire (Soumillon et al.,
2013; da Cruz et al., 2016; Maezawa et al., 2018b). C’est dans les stades plus tardifs de la
méiose (stades pachytéenes) que les génes nécessaires a la spermiogenése s’expriment (Sin
et al., 2015; Maezawa et al., 2018b).

Cette reprogrammation transcriptionnelle entre les stades pré-méiotique et
méiotique s’accompagne d’une réorganisation de I’accessibilité de la chromatine et de sa
conformation (Sin et al., 2015; Maezawa et al., 2018b; Alavattam et al., 2019; Vara et al.,
2019; Wang et al., 2019b). L’analyse de données d’ATAC-seq montre que, lors de cette
transition, la majorité des régions ouvertes de la chromatine dans les spermatogonies
différenciées sont fermées dans les spermatocytes pachyténes (Fig. 13) (Maezawa et al.,
2018b). En parallele, des régions ouvertes apparaissent spécifiquement dans les
spermatocytes. Ainsi, deux types de chromatines ouvertes s’opposent durant la
spermatogenese : les régions ouvertes présentant un programme génétique spécifique des
spermatogonies (qui comprend de nombreux génes exprimés dans les cellules somatiques)
et les régions ouvertes caractérisées par un programme génétique spécifique de la
spermiogenése (Maezawa et al, 2018b). La dynamique de certaines modifications
d’histones est également intéressante a regarder. L’analyse de données de ChlP-seq
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obtenues pour différentes marques d’histone montre une apparition des marques
H3K4me3, H3K27ac et H3K36me3 dans les spermatocytes a partir du stade leptoténe (cf. 2.3
Lors de la méiose) (Maezawa et al., 2018b; Chen et al., 2020b). L’augmentation de ces
marques d’histone, et principalement de H3K4me3, correle positivement avec I’expression
des génes nécessaires a la formation des DSB se déroulant durant la méiose. Comme
présenté dans la partie précédente, de nombreux genes spécifiques de la spermiogeneése
sont préts a étre activés (« poised ») deés le stade spermatogonie (Sin et al., 2015). La
diminution de H3K27me3 dans les régions bivalentes lors de la transition vers les
spermatocytes est associée a I'expression de ces genes dans les spermatocytes et les
spermatides (Maezawa et al., 2018a). Cette diminution serait une conséquence de la
régulation par le complexe PRC2 durant la transition de la phase de mitose vers la phase de
méiose (Fig. 14). A I'inverse, I'augmentation de H3K27ac corréle positivement avec le
nombre d’enhancers et de super-enhancers dans les spermatocytes (200 super-enhancers
définis par la présence de H3K27ac dans les spermatogonies différenciées et ~500 dans les
spermatocytes pachyténes) (Maezawa et al., 2020). Il est intéressant de noter que peu de
super-enhancers sont communs entre les spermatogonies et les spermatocytes, indiquant
que la majorité des super-enhancers retrouvés dans les spermatocytes pachyténes
apparaissent lors de la méiose. Ces super-enhancers sont pour la plupart associés a des
genes nécessaires pour la spermiogenese (Maezawa et al., 2020).

Pour finir, les données de Hi-C ont montré qu’a partir des stades spermatogonies
indifférenciées, les compartiments A et B disparaissent au profit de Iapparition de
structures A-B, structures ou les compartiments A et B ne sont pas clairement distincts (Fig.
13) (Alavattam et al., 2019; Patel et al., 2019; Vara et al., 2019; Wang et al., 2019b; Luo et al.,
2020; Alvarez-Gonzalez et al., 2022). Cette diminution s’accompagne également d’une
diminution des TADs et donc des interactions chromatiniennes intra-TADs (Luo et al.,
2020).

2.3 Lors de la méiose

La seconde phase de la spermatogenése est la phase de méiose qui fait suite a la
différenciation des spermatogonies (Fig. 15). Elle consiste en une phase de réplication de
PADN suivie de deux divisions successives : la division réductionnelle (i) a partir des
spermatocytes primaires (SCI) pour obtenir deux spermatocytes secondaires (SCII) et la
division équationnelle (ii), aboutissant a la formation de quatre spermatides rondes (RS).
Chacune de ces divisions est composée de quatre étapes (prophase, métaphase, anaphase et
télophase) dont la prophase | est, de loin, la plus longue et la plus dynamique coté
transcriptionnel et chromatinien (Cobb and Handel, 1998; Ernst et al., 2019; Patel et al.,
2019; Wang et al., 2019b). Elle commence par la phase leptoténe qui correspond a la
condensation de la chromatine pour former les chromosomes et au début de I’appariement
des chromosomes homologues. Cette phase est suivie par la phase zygoténe au cours de
laquelle se poursuit 'appariement des chromosomes. Lors des phases leptoténe et zygotene,
les DSB sont mises en place. Une fois tous les chromosomes appariés, lors de la phase
pachyténe, la réparation des DSB par recombinaison induit des évenements de crossing-
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over. La phase diploténe est caractérisée par le retrait des synapses entre les chromosomes.
Durant le processus de méiose, la séparation et I'appariement des chromosomes sont
étroitement liés a la ré-organisation de la chromatine et notamment a une compaction
importante de la chromatine (Fig. 13).
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Figure 15 : Etapes de la méiose chez la souris. Figure adaptée de Ernst et al, 2019

La dynamique transcriptionnelle et épigénétique lors de la méiose est trés conservée
entre les différentes especes mammiféres étudiées comme les rongeurs et les primates
(Murat et al., 2022; Alvarez-Gonzalez et al., 2022). Cependant, elle se déroule différemment
entre les autosomes et les chromosomes sexuels. Je traiterai donc d’abord des autosomes au
cours de la méiose, puis des chromosomes sexuels au cours de la méiose et la
spermiogenese.

2.3.1 Dynamique transcriptionnelle et chromatinienne des autosomes

La méiose s’accompagne de modifications transcriptionnelles et post-
traductionnelles, de changements de I'accessibilité de la chromatine et de la conformation
tridimensionnelle de la chromatine plus importants que dans les stades pré-méiotiques
(Kimmins and Sassone-Corsi, 2005; Hammoud et al., 2009; Sin et al., 2015; Maezawa et al.,
2018b; Wang et al., 2019b). Pour la plupart, ces modifications résultent de la transition des
spermatogonies vers les spermatocytes (cf. 2.2 Lors de la transition de la mitose a la méiose).
L’ensemble de ces modifications permet la mise en place d’une configuration
chromatinienne unique dans la spermatogenése qui se caractérise par le lien entre
transcription des génes et organisation chromatinienne (Wang et al., 2019b).

Les analyses scRNA-seq de la spermatogenése mettent en évidence des différences
transcriptionnelles au sein des spermatocytes et notamment entre les stades zygoténe et
pachyténe (Guo et al., 2018; Wang et al., 2018; Ernst et al., 2019) : les génes exprimés au
stade zygoténe sont impliqués dans Iorganisation de la chromatine et la recombinaison de
PADN alors que les genes exprimés au stade pachytene sont spécifiques de la
spermiogenése (Wang et al., 2018).
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Comme précisé plus haut, les données d’Hi-C montrent une atténuation voire une
déplétion des TADs et des compartiments chromatiniens A et B durant la méiose et
particulierement dans les spermatocytes pachyténes; ces structures sont rétablies par la
suite dans les spermatides rondes (Fig. 13) (Alavattam et al., 2019; Patel et al., 2019; Vara et
al., 2019; Wang et al., 2019b; Luo et al., 2020; Alvarez-Gonzalez et al., 2022). La déplétion des
compartiments A et B dans les spermatocytes pachyténes se fait au profit de I'’émergence
d’une structure A-B qui semble liée au processus de compaction de la chromatine
essentielle pour I'appariement des chromosomes (Patel et al., 2019; Vara et al., 2019; Wang
et al, 2019b; Alvarez-Gonzalez et al., 2022). Malgré la réorganisation importante qui
survient dans les spermatocytes, des analyses ATAC-seq montrent quelques régions
ouvertes mais ayant une grande stabilité au niveau des régions promotrices (Fig. 13)
(Maezawa et al., 2018b). La fermeture de nombreuses régions de la chromatine semble liée a
la présence de H3K9me3 médiée par I'’enzyme SETDB1. En effet, le knock-out (KO)
conditionnel du géne codant pour cette protéine entraine une augmentation du nombre de
régions ouvertes dans les spermatocytes (Cheng et al., 2021). Il entraine également des
changements dans la méthylation de ’ADN des éléments transposables et des altérations
dans la dynamique épigénétique durant la spermatogenése, résultant en une activation
prématurée des génes spécifiques des spermatides (Hirota et al., 2018; Cheng et al., 2021).
La réorganisation de la chromatine durant la méiose s’accompagne d’une apparition
d’enhancers actifs caractérisés par la présence de H3K27ac, qui sont associés a des génes
fortement exprimés dans les spermatides (Sin et al., 2015). Il est intéressant de noter que les
enhancers et notamment les super-enhancers sont importants pour la production de piARN
— essentiels a la méiose — dans les spermatocytes pachyténes (Maezawa et al., 2020).

2.3.2 Dynamique transcriptionnelle et chromatinienne des chromosomes sexuels

Chez les mammiféres males, les chromosomes sexuels sont dits hétérologues, c’est-
a-dire qu’ils sont caractérisés par la co-présence d’un chromosome X et d’un chromosome
Y, contrairement aux autosomes qui sont homologues. Lors de la division méiotique, les
chromosomes sexuels s’apparient et recombinent entre eux au niveau de leurs régions
pseudo autosomales, processus qui est indispensable pour la ségrégation méiotique des
chromosomes sexuels. Les régions hétérologues quant a elles, ne s’apparient pas et ne
recombinent pas. Cette absence de recombinaison lors du passage du stade zygotene a
pachyténe dans la prophase 1, s’accompagne également d’une condensation des
chromosomes sexuels et la formation d’un compartiment chromatinien spécifique a la
périphérie du noyau, appelé le corpuscule sexuel, « sex body » ou « XY body » (Fig. 16) [voir
Turner, 2007 pour revue]. Ces observations sont confirmées via des approches d’Hi-C qui
montre une réorganisation spécifique et isolée des chromosomes sexuels par rapport aux
autosomes (Patel et al., 2019; Wang et al., 2019b; Alvarez-Gonzalez et al., 2022). Cette
condensation entraine, dans le sex body, une absence d’expression des geénes des
chromosomes X et Y (Fig. 16). Ce phénomene d’inactivation transcriptionnelle des génes et
de remodelage des chromosomes sexuels est appelé le MSCI, pour Meiotic Sex Chromosome
Inactivation (Handel, 2004; Namekawa et al., 2006; Turner, 2007). C’est un processus

34



Dynamique transcriptionnelle et chromatinienne au cours de la spermatogenese

extrémement bien conservé entre les espéces de mammiferes (Murat et al., 2022) qui se
caractérise par un arrét de la transcription des génes portés par les chromosomes sexuels
suivi d’une réactivation dans les spermatides rondes a la fin de la méiose.
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YH2AX H3K27me3 H4K20me1
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Figure 16 : Modifications transcriptionnelles et chromatiniennes intervenant pendant le processus de
MSCI et continuant dans les spermatides. En gris, le niveau d’enrichissement des PTMs dans les
chromosomes sexuels en comparaison des autosomes. Les lignes représentent le niveau d’expression des
génes dans les autosomes (en orange), dans les chromosomes sexuels simples copies (en bleu) et multi-
copies (en vert). Figure basée sur les informations de Sin et al, 2015, Moretti et al, 2016 et Ernst et al,
2019 et des articles cités dans cette partie.

Dans la littérature, les changements moléculaires accompagnant le MSCI sont
largement étudiés, cependant son role dans la lignée germinale male des mammifeéres reste
encore mal compris (Turner, 2015). Plusieurs hypotheses ont été émises sur le role potentiel
du MSCI. Ce processus pourrait permettre la prévention des DSB au niveau des régions non
appariés mais également dans la réponse au point de contréle de la prophase I. A noter que
ces deux hypothéses ne sont pas forcément indépendantes 'une de I'autre (Turner, 2015).
Un des points qui reste méconnu est de savoir si ces modifications épigénétiques mises en
place lors du MSCI sont conservées partiellement dans les spermatozoides (cf. sous-partie
Réactivation des chromosomes sexuels aprés la méiose) et si elles sont transmises des gametes
males a la descendance (Hammoud et al., 2009; Brykczynska et al., 2010; Turner, 2015).

Inactivation des chromosomes sexuels durant la méiose

Le MSCI est initié par la phosphorylation du variant d’histone H2AX (YH2AX) et
s’accompagne d’un remodelage chromatinien important caractérisé notamment par le
remplacement des variants d’histones H3.1/2 par le variant H3.3 (Fig. 16). Ce remodelage
s’accompagne de la diminution de plusieurs modifications post-traductionnelles comme
H3K27me3 et de l'augmentation de H3K27ac et des marques d’hétérochromatine
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H3K9me2/3 et H4K20me3 (Black et al., 2012; Sin et al., 2015; Maezawa et al., 2018b) ;
H3K9me3 est particulierement abondante sur les chromosomes sexuels lors du MSCI (Ernst
et al., 2019) (Fig 16). L’enrichissement en H3K9me3 au niveau des génes du chromosome X
augmente a partir du stade pachyténe et reste élevé dans les spermatides rondes. Il est
important de noter que, dans ces études, le chromosome Y n’est pas regardé (Wang et al.,
2018; Ernst et al., 2019; Liu et al., 2019). L’enrichissement en H3K9me3 corréle avec la sur-
expression de sa méthyltransférase SETDB1 au stade pachyténe. Le role de la marque
H3K9me3 dans le MSCI reste encore a déterminer et deux modeles s’opposent sur son
implication dans l'initiation du MSCI. Dans leur article, Hirota et al., décrivent que les
protéines de la voie de réponse au dommage a ADN (DDR pour DNA damage response),
dont yH2AX, recrutent la méthyltransférase SETDB1 sur les chromosomes sexuels ce qui
entraine 'acquisition de la marque H3K9m3 et I'inactivation transcriptionnelle des génes
de I’X et de I'Y (Hirota et al., 2018). La délétion de Setdbl, par KO conditionnel chez la
souris, entrainant une perturbation du processus du MSCI (Hirota et al., 2018), les auteurs
concluent que H3K9me3 est nécessaire au processus d’initiation du MSCI (Fig. 17). De leur
coté, en utilisant un modele ex-vivo de culture de cellules germinales pendant un temps
limité, Abe et al., montrent que l'initiation du MSCI n’est pas médiée par H3K9me3 mais
par les facteurs de la DDR (Abe et al., 2022).

yH2AX yH2AX
DDR H3K9me3 SETDB1
SETDB1
MSCI H3K9me3
MSCI

Figure 17 : Schéma du réle de H3K9me3 dans Uinitiation du MSCI. A gauche (en vert) ’hypothése émise
par Abe et al, 2022 et a droite (en rose) ’hypothése émise par Hirota et al, 2018

Réactivation des chromosomes sexuels aprés la méiose

Aprés la méiose, de nombreux genes portés par les chromosomes sexuels sont ré-
activés, ou exprimés de novo, représentant 60 % des genes de I'X et la quasi-totalité des
genes de I'Y chez la souris (Moretti et al., 2016). Cependant, la chromatine de I'X et de I'Y se
distingue toujours de celle des autosomes et est appelée PMSC, pour Post Meiotic Sex
Chromatin (Namekawa et al., 2006; Turner, 2007; Sin et al., 2015; Moretti et al., 2016; Ernst et
al., 2019). Apres la méiose, la chromatine sexuelle se caractérise par la conservation de
certaines marques d’histones mises en place lors du MSCI (Fig. 16). Par comparaison avec le
niveau dans les autosomes, les marques H3K27ac et H3K9me3 sont fortement enrichies
dans les chromosomes sexuels et plus particulierement sur ’X pour H3K9me3 (Ernst et al.,
2019; Liu et al., 2019) et sur I’Y pour H3K27ac (Moretti et al., 2016). Au contraire, la marque
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H3K27me3 reste trés faible dans les chromosomes sexuels par rapport aux autosomes (Sin
et al., 2015).

Aprés la méiose, I'expression des genes portés par les chromosomes sexuels est
également co-régulée par un processus spécifique, qui implique différentes protéines
comme RNF8 ou SLY (Cocquet et al., 2009; Sin et al., 2012). En effet, RNF8 est une protéine
permettant I'établissement de H3K4me3 et de H4K20me1 dans les chromosomes XY durant
la méiose et qui permet Iactivation des génes de la PMSC (Sin et al., 2012). La sortie de
méiose s’accompagne en effet d’une (ré)activation de certains geénes portés par les
chromosomes sexuels et, en particulier, des génes présents en multi-copies (Fig. 16) (Moretti
et al., 2016, 2020). Ces geénes sont caractérisés par la présence de modifications d’histones,
comme H3K4me3 ou H3K79me2, ainsi que l’acétylation et la crotonylation d’H3K27
(Moretti et al., 2017; Crespo et al., 2020). Ces genes multi-copies sont difficiles a analyser du
fait de la nature répétée de leur séquence. De plus, ils sont généralement faiblement
exprimés individuellement, mais collectivement les copies d’'un méme géne ont un niveau
d’expression élevé (Moretti et al., 2016). Cette accumulation (amplification) de génes multi-
copies sur les chromosomes sexuels est présumée étre une conséquence du MSCI : afin
d’échapper a environnement chromatinien répressif mis en place lors du MSCI, des génes
essentiels a la spermiogenése (qui sont portés par I’X et I'Y) deviennent multi-copies
(Mueller et al., 2008). Ce phénomene est conservé au cours de I’évolution des mammiféres
bien que les génes portés par les chromosomes sexuels (et en particulier par I'Y) évoluent
rapidement (Murat et al., 2022). Parmi les génes multi-copies portés par I'Y chez la souris, le
geéne Sly est exprimé spécifiquement dans les spermatides rondes et est indispensable a la
spermatogenése (Cocquet et al., 2009; Moretti et al., 2017). En effet, I'inhibition de Sly
entraine une dérégulation de plusieurs centaines de genes portés par les chromosomes
sexuels (Moretti et al., 2017). Elle entraine également la dérégulation de quelques génes
autosomaux, parmi lesquels le géne Dot1l qui code pour une histone méthyltransférase de
H3K79 (Moretti et al.,, 2017). Le role complet de DOTIL durant la spermatogenese sera
précisément décrit ultérieurement (cf. 3.2.2 DOTIL dans la spermatogenése).

24 Lors de la spermiogenese

2.4.1 Déroulement de la spermiogenese

La spermiogeneése (qui dure ~23 jours chez ’lhomme et 12 jours chez la souris) est la
derniére phase de la spermatogenése au cours de laquelle les cellules haploides rondes que
sont les spermatides se différencient en spermatozoides (Fig. 18). La spermiogenése est un
processus de spécialisation cellulaire « extréme » caractérisée par 'acquisition de nouvelles
structures (flagelle et acrosome) et I’élimination de la majorité du cytoplasme. Ce processus
est également caractérisé par une dynamique transcriptionnelle et chromatinienne tres
importantes faisant intervenir plusieurs centaines de genes et de nombreuses PTMs,
aboutissant ainsi a une réorganisation importante de la chromatine puis a sa compaction
extréme. Tous ces événements font que la spermiogenése a un programme génétique et
épigénétique trés dynamique.
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Figure 18: Etapes de la spermiogenése chez la souris et sa dynamique transcriptionnelle et
chromatinienne. Figure adaptée d’Ernst et al, 2019

2.4.2 Régulation chromatinienne de la transcription dans les spermatides rondes

Les génes exprimés spécifiquement dans les spermatides rondes contribuent
fortement a la grande diversité/complexité transcriptionnelle observée dans le testicule
(Soumillon et al., 2013). Une étude de I'évolution du transcriptome des cellules germinales
dans 10 espéces de mammiféres et une espéce aviaire a montré récemment que,
contrairement aux spermatogonies et aux spermatocytes dont les génes exprimés sont trés
conservés entre les espeéces, les génes exprimés spécifiquement dans les spermatides rondes
évoluent rapidement (Murat et al., 2022). Les auteurs suggérent que la compétition entre
spermatozoides est a I'origine de ce phénomeéne.

Dans les spermatides rondes, la configuration de la chromatine revient a sa
configuration initiale (Wang et al., 2019b; Luo et al., 2020; Alvarez-Gonzalez et al., 2022). La
structure A-B présente dans les spermatocytes disparait pour reformer les structures
initiales que sont les compartiments A et B (Wang et al., 2019b) ; de la méme facon, les
TADs qui avaient disparu pendant la méiose, réapparaissent (Wang et al., 2019b; Luo et al.,
2020; Alvarez-Gonzalez et al., 2022) (Fig. 13). La reformation des TADs corréle avec
Paugmentation du nombre d’enhancers et de super-enhancers dans les spermatides rondes
en comparaison avec les spermatocytes (~500 dans les spermatocytes et ~1100 dans les
spermatides rondes) (Maezawa et al., 2020); ceux-ci sont maintenus jusque dans les
spermatozoides (Jung et al., 2017). L’identification de ces enhancers est faite par la présence
de H3K27ac (Maezawa et al., 2020) et ces enhancers sont le plus souvent co-marqués par
H3K27cr dans les spermatides rondes (Crespo et al., 2020). Les analyses protéomiques
montrent que H3K27cr est fortement associée a H3K36me2 (Crespo et al, 2020)c,
précédemment décrite comme caractéristique des enhancers et des super-enhancers (Soldi et
al., 2017). L’augmentation de H3K27cr et majoritairement de H3K27ac au niveau des
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enhancers et des promoteurs est proposée comme étant essentielle a la différenciation des
spermatides lors de la spermiogenése. En effet, 'augmentation du nombre de super-
enhancers et d’enhancers induit une augmentation de la transcription dans les spermatides
(Maezawa et al., 2020; Sakashita et al., 2020). Deux types d’enhancers sont mis en évidence :
les super-enhancers qui activent des génes nécessaires pour la spermatogenese et des
enhancers dérivant de certaines séquences de rétrovirus endogénes qui acquierent une
fonction d’enhancers activant la transcription de genes qui régulent la spermatogenese
(Maezawa et al., 2020; Sakashita et al., 2020).

La premiére moitié de la spermiogenése s’accompagne également d’une régulation
post-transcriptionnelle, des piRNA et des structures localisées dans le cytoplasme des
cellules germinales males appelées « chromatoid body », dont les détails ne seront pas
développés dans ce manuscrit.

2.4.3 Remplacement des histones par les protamines a partir du stade spermatides
allongées

A partir de la 2° moitié de la spermiogenése, les spermatides allongées subissent un
remodelage important de leur chromatine au cours duquel la quasi-totalité des histones
canoniques est remplacée par des variants d’histones et des protéines de transition, qui
vont guider l'incorporation des protamines (Barral et al., 2017). Ceci entraine une
réorganisation totale de la chromatine sous la forme de toroides, avec seuls quelques
solénoides d’histones maintenus, et une hyper-compaction de la chromatine. Ce processus
est accompagné par une extinction de la transcription. Il est indispensable au maintien de
intégrité génomique puisqu’il permet de protéger le génome paternel d’éventuels stress
extérieurs; il contribue également a la forme hydrodynamique de la téte des
spermatozoides (Hazzouri et al.,, 2000; Govin et al., 2007; Rathke et al., 2014; Bao and
Bedford, 2016). Un mauvais remplacement des histones par les protamines entraine une
infertilité masculine (Blanco and Cocquet, 2019).

Coté transcriptionnel, le transcriptome des spermatides allongées est tres proche de
celui des spermatides rondes — les transcrits sont conservés (Moretti et al., 2016; Chen et al.,
2018a), jusqu’a extinction de la transcription et élimination d’une grande partie du
cytoplasme dans les spermatides condensées.

Les variants d’histones et les modifications post-traductionnelles nécessaires lors de
la transition histones-protamines sont trés nombreux. Plusieurs revues décrivent I’ensemble
des événements et le role de chacun dans cette étape de transition (Fig. 19) (Bao and
Bedford, 2016; Wang et al., 2020). Le role de nombreuses d’entre elles — en particulier
’hyperacétylation des histones - est de faciliter l'ouverture de la chromatine et
Penlevement des histones. Cette chromatine « permissive » est supposée contribuer a la
diversité transcriptomique observée lors de la spermiogenése (Soumillon et al., 2013; Murat
et al., 2022). L’hyperacétylation des histones est le changement le plus caractéristique et le
plus étudié de ce processus (Hazzouri et al., 2000; Govin et al., 2007; Rathke et al., 2014;
Luense et al, 2019) et intervient sur chacune des histones: H2AK5/9/13/15,
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H2BK5/12/15/20/23/24, H3K4/9/14/18/27/36/56/79/122 et H4K5/8/12/16/20/79/91 (Fig. 19)
(Barbero et al., 2023). L’hyperacétylation des histones est facilitée par la présence de
nombreux facteurs établis tout au long de la spermatogenése et ceux spécifiques des
spermatides comme GCN5, Nut ou CDH5 (Li et al., 2014; Shiota et al., 2018; Luense et al.,
2019).

En 2014, Dottermusch-Heidel et al., décrivent que 'hyperacétylation de I'histone H4
s’accompagne d’une augmentation de la méthylation de H3K79, au moment de la transition
histones-protamines (Dottermusch-Heidel et al., 2014a, 2014b). Cette observation corréle
avec 'augmentation de I’expression de DOT1L, méthyltransferase de H3K79, a la fin de la
méiose et dans les spermatides (Moretti et al., 2017). Comme décrit plus haut, Dot1l est I'un
des génes cibles de Sly, ainsi la délétion de SLY entraine une diminution de I’expression de
Dot1l et de la méthylation de H3K79 ainsi qu'une compaction anormale du noyau
entrainant une rétention des histones (Moretti et al., 2017). Le role complet de DOTIL
durant la spermatogenése sera décrit ultérieurement (cf. 3.2.2 DOTIL dans la
spermatogenése).

Durant la spermiogenése, le retrait des histones n’est pas total. En effet, chez la
souris x5 % des histones sont retenus dans les spermatozoides, et 15 % chez I’humain
(Yamaguchi et al., 2018). De ce fait, beaucoup d’histones acétylées disparaissent vers la fin
de la spermiogenese (états tardifs des spermatides condensées), excepté les marques
acétylées H4K5/8/12ac et H3K9ac (Hazzouri et al., 2000; Govin et al., 2007; Steilmann et al.,
2011; Bell et al., 2014; Luense et al., 2016). Une perte de I'acétylation dans les spermatides
allongées entraine un défaut de condensation dans les spermatozoides (Bell et al., 2014). La
crotonylation de H3K27 fait également partie des marques qui sont conservées dans les
spermatozoides (Crespo et al., 2020).
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Figure 19 : Schéma représentant les modifications d’histones s’opérant au cours de la spermatogeneése.
En rose sont représentés les méthylations d’histones, en violet les acétylations d’histone, en vert les
autres modifications d’histone et en bleu les variants d’histones. Figure produite a partir des données de
Wang et al, 2019a et des autres publications citées dans cette partie.

2.5 L’épigénome du spermatozoide

Le spermatozoide, le produit final de la spermatogenése, véhicule I'information
génétique (son ADN) mais également épigénétique, transmises a la descendance. Le
programme épigénétique des spermatozoides, également appelée « épigénome », est établi
tout au long de la spermatogeneése et son bon déroulement, en particulier la compaction du
de la chromatine lors de la spermiogenese, est indispensable pour le maintien de I'intégrité
du matériel génétique et sa transmission aprés la fécondation (Hazzouri et al., 2000; Govin
et al,, 2007; Rathke et al., 2014; Bao and Bedford, 2016). Par conséquent, des altérations de
la mise en place de I’épigénome des spermatozoides sont souvent associées a une infertilité
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masculine [voir Blanco and Cocquet, 2019 et Moritz and Hammoud, 2022 pour revue]. Par
exemple, Luense et al., décrivent que la perte de I’histone acétyltransférase GNC5 dans les
cellules germinales males entraine un développement spermatique anormal et une
infertilité masculine (Luense et al., 2019).

Bien qu’il soit retrouvé chez tous les vertébrés, le spermatozoide montre des
divergences évolutives importantes caractérisées notamment par des différences
morphologiques (Temple-Smith et al., 2018; Murat et al., 2022). La structure générale du
spermatozoide est cependant extrémement bien conservée, composée de la téte qui
contient l'information génétique compactée dans le noyau, du flagelle permettant la
mobilité du spermatozoide et d’'une piéce de connexion permettant d’attacher la téte a la
queue du spermatozoide (Temple-Smith et al., 2018) (Fig. 20). Bien que l'information
génétique soit retrouvée exclusivement dans le noyau, l'information épigénétique, en
particulier I'expression des ARNs non codants, peut étre contenue dans I'ensemble du
spermatozoide (Santiago et al., 2021).

Flagelle
i Piece Piece Piece
Téte intermédiaire principale terminale

Noyau

Acrosome

| I L_|
Téte Piéce Piéce Piece
intermédiaire principale terminale

J
Flagelle

Figure 20 : Structure du spermatozoide de la souris (en haut) et de ’humain (en bas). Figure adaptée de
Linn et al., 2021

L’épigénome du spermatozoide consiste en trois grands types de modifications : la
méthylation de ’ADN, les modifications post-traductionnelles des histones et les ARN non-
codants (Champroux et al., 2018; Lismer and Kimmins, 2023). Ces modifications ne sont pas
nécessairement indépendantes puisqu’il existe des interactions entre ces éléments (Lambrot
et al., 2021; Lismer and Kimmins, 2023). Ces trois grands types de modifications sont
retrouvés dans toutes les cellules de I'organisme, cependant I'épigénome du spermatozoide
est unique et tres différent des autres cellules.

2.5.1 Latranscription des ARN non-codants

La transcription étant quasiment éteinte dans les spermatozoides, le transcriptome
détecté dans les spermatozoides est en majorité le résidu du transcriptome des spermatides
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rondes et allongées (Johnson et al., 2011) (Fig. 10). Malgré la faible quantité d’ARNm
détectée dans les spermatozoides, il est observé une abondance de petits ARNs non codants

(sncRNA), suggérant que ceux-ci jouent un role régulateur y compris aprés la fécondation
(Erkek et al., 2013; Hammoud et al., 2014). Plusieurs récentes études ont, en effet, démontré

que certains sncRNA issus des spermatozoides peuvent avoir un impact sur la fécondation,

le développement embryonnaire et/ou la santé de la descendance [pour revues voir Zhang
et al., 2019, Sharma, 2019 ou Santiago et al., 2021]. Parmi les sncRNA qui sont présents dans

les spermatozoides, les principales catégories mises en évidence sont les miRNA, les piRNA
et les tsRNA (Table. 1) (Sharma et al., 2016; Santiago et al., 2021). L’utilisation de données
de RNA-seq permet de montrer que les miRNA sont hautement représentés dans les
spermatozoides au début de I'épididyme et décroissent durant le trajet dans I’épididyme

contrairement aux piRNA qui ont un profil opposé (Pantano et al., 2015; Hutcheon et al.,

2017). Les études des miRNA chez la souris montrent que les miRNA régulent la

spermatogeneése, en effet, la dérégulation de I'expression des

miRNA entraine un arrét de la

spermatogenése et des défauts des spermatozoides (Yao et al., 2015).
ARNm ARNInc miARN piARN tsARN
Taille Variable 200-10000nt 20-24nt 24-30nt 18-40nt
remodelage formation controle de la|répression des | régulation,
chromatinien ; d’hétérochromatin | traduction ; rétrotransposons ; | inactivation et
traduction de novo | e ; méthylation de | dégradation de| controle de la|stabilité de
Fonction ’ADN ; régulation | ’ARN traduction ; ’ARNm ;
transcriptionnelle dégradation de | modification  de
et post- ’ARN PARNm; liaison
transcriptionnelle des protéines
Ubiquitaire Ubiquitaire Exprimé dans la| Majoritairement | Trés exprimé dans
majorité des tissus | exprimé dans la|le spermatozoide
Expression spermatogenése
(spermatocyte,
spermatide)
Téte, piéce | Téte Téte Queue Téte
Localisation |intermédiaire et |(compartiment (compartiment
dans le queue nucléaire et péri- | nucléaire et péri-
spermatozoide nucléaire) nucléaire) et
queue
fécondation ; héritage remplacement des| protection des | modification
transmission  de | transgénérationnel | histones dans les|transposons ; épigénétique ;
I’ARN du|; régulation de|stades modification héritage
Fonction dans | SPermatozoide I’expression embryonnaires ; | épigénétique transgénérationnel
le aux stades | génique ; embryogeneése ;  développement
. embryonnaires modification précoce ; embryonnaire
spermatozoide précoces d’histone ; modification précoce

développement
embryonnaire
précoce

épigénétique ;
maturation
spermatozoides

des

Table Il: Résumé des types, caractéristiques et
spermatozoide. Traduction d’un tableau publié dans Santiago et al., 2021

roles des types

d’ARN les plus

étudiés dans le

Le croisement de données de ChlIP-seq de plusieurs marques d’histones avec

différents types de sncRNA indiquent que I’expression de ces sncRNA est régulée au niveau
chromatinien (Lismer and Kimmins, 2023). Parmi les sncRNA, les tsRNA (ARNt dérivé de
petits ARNs) semblent jouer un role trés important dans le spermatozoide, car ils
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représentent 65 % des sncRNA présents dans les spermatozoides, ils sont plus enrichis que
les miRNA et sont plus abondants dans la téte que dans la queue des spermatozoides (Chen
et al., 2016; Hua et al., 2019). De plus, le RNA-seq des tsSRNAs montre que ceux-ci ont un
role dans des fonctions essentielles pour le spermatozoide comme la stabilité, la régulation
et Pinactivation de ’ARNm ou la prolifération cellulaire (Table. 1) (Chen et al., 2020a).
L’analyse des tsRNA dans le spermatozoide montre que ceux-ci sont nécessaires pour le
développement embryonnaire précoce et la transmission transgénérationnelle (Chen et al.,
2016; Sharma et al., 2016).

Des études par microfluidique a I'échelle de la cellule unique sur plusieurs individus
montrent une hétérogénéité des miARN exprimés dans les spermatozoides entre les
différents individus (Yu et al, 2017). Ces divergences entre individus et le long de
’épididyme suggérent un haut niveau de complexité et rendent difficile leur analyse.

2.5.2 L’accessibilité de la chromatine et les modifications post-traductionnelles

Dans les spermatozoides, ~5 % et 15 % des histones ne sont pas remplacées par les
protamines durant la spermiogenése respectivement chez la souris et chez ’lhumain, et sont
donc conservées dans les spermatozoides (Yoshida et al., 2018). Cette rétention des
histones dans les spermatozoides permet la régulation de genes important pour le
développement embryonnaire (Hammoud et al., 2009; Lesch et al., 2016; Lismer et al., 2021).
(La Spina et al., 2014)

La localisation génomique de ces histones retenues a été discutée dans une dizaine
d’études publiées depuis 2009 et fait encore débat. Plusieurs études ont observé une
rétention des histones dans les régions hétérochromatiniennes (régions pauvres en geénes, et
riches en éléments répétés) (Carone et al., 2014; Yamaguchi et al., 2018) en accord avec les
observations faites par immunofluorescence (Govin et al., 2007). Certaines histones
modifiées comme H3K9me3 semblent avoir une localisation assez similaire (enrichies dans
les régions pauvres en génes, en particulier les régions centromériques), tandis que d’autres
marques, comme H3K4me3 et H3K27me3, sont retenues au promoteur de genes impliqués
dans la spermatogenése et dans le développement embryonnaire précoce. Les analyses par
ChIP-seq pour H3K4me3 dans les spermatozoides montrent que les histones sont
particulierement enrichies au niveau des promoteurs des genes (Hammoud et al., 2009;
Brykczynska et al., 2010; Erkek et al., 2013). Dans leur article, Yamaguchi et al., supposent
que 'enrichissement de H3K4me3 dans les promoteurs est un phénomeéne universel dans
les spermatozoides (Yamaguchi et al., 2018). En effet, ces résultats sont similaires a ceux
trouvés dans d’autres études (Hammoud et al., 2009; Brykczynska et al., 2010; Erkek et al.,
2013). A contrario, Carone et al., montrent, par analyse ChlP-seq, que les histones des
spermatozoides sont généralement appauvries au niveau des promoteurs, y compris ceux
des genes du développement (Carone et al., 2014).

De plus, la co-présence de H3K4me3 et H3K4ac dans les spermatozoides est
supposée permettre le maintien de I'état ouvert de la chromatine pour quelques régions
(Godmann et al., 2007; Rathke et al., 2014; Sin et al., 2015; Maezawa et al., 2018b). Ces
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observations s’expliquent par un changement de la structure chromatinienne du
spermatozoide durant sa maturation lors de son passage dans I'épididyme (Bedi et al.,
2022). Ces modifications structurelles se localisent au niveau des promoteurs des génes ou
au niveau des enhancers (Bedi et al., 2022). Au niveau des enhancers, les super-enhancers
présents dans les spermatozoides sont initialement présents dans les spermatides rondes
(Crespo et al., 2020).

En raison de la compaction treés importante de la chromatine dans le spermatozoide
et en particulier chez la souris, il est tres difficile de mettre en place un protocole de ChlP-
seq permettant d’obtenir le niveau d’enrichissement des marques d’histones. Tres
récemment, une étude pré-publiée, a comparé les quatre méthodes les plus couramment
utilisées — ChlIP-seq (lyse par onde sonore (sonication) ou traitement par MNase),
CUT&RUN et CUT&TAG - dans le spermatozoide entier et retrouvent les résultats des
études précédentes (Yin et al, 2023). Ces observations supposent que les résultats des
études précédentes (Erkek et al., 2013; Jung et al., 2017) pourraient étre contaminés par des
cellules somatiques et donc que ces résultats ne refléteraient pas le niveau d’enrichissement
des histones dans le noyau du spermatozoide.

2.5.3 La méthylation de ’ADN

La méthylation de 'ADN est nécessaire a la fécondation et au développement
embryonnaire. En effet, des changements de méthylation de TADN dans les spermatozoides
sont associés a une dérégulation transcriptionnelle des génes de développement
embryonnaire (Milekic et al., 2015; Greenberg and Bourc’his, 2019). Les études du
méthylome par WGBS et BS-seq montrent que le génome du spermatozoide est hautement
différentiellement méthylé avec environ 70 % des ilots CpG qui sont méthylés (Molaro et
al., 2011; Shea et al, 2015; Lismer and Kimmins, 2023). Dans le spermatozoide, la
méthylation de ’ADN est unique par rapport aux cellules somatiques, en effet, les flots CpG
sont principalement méthylés dans le corps des génes et au niveau des éléments répétés
contrairement aux autres types cellulaires qui sont méthylés dans les promoteurs (Lambrot
et al., 2021; Lismer and Kimmins, 2023).

La comparaison de la méthylation entre 7 espéces de mammiféres montre une forte
divergence des régions méthylées au cours de I’évolution, principalement pour les régions
qui ne sont pas localisées dans les promoteurs. En effet, le nombre et la taille des régions
hypométhylées dans le spermatozoide augmente au cours de Iévolution (Qu et al., 2018)
(Fig. 21). Les régions hypométhylées conservées entre ’homme et la souris sont présumées
importantes pour les processus biologiques intervenant durant le développement
embryonnaire (Fang et al., 2019) car elles sont localisées au niveau des promoteurs et des
enhancers de génes importants pour ces processus (Jones, 2012). Les régions
hyperméthylées qui sont conservées entre les espéces sont associées a des genes
permettant lI'extinction de I'immunité apres la fécondation permettant I'adhérence et
’implantation de 'embryon dans I'utérus (Fang et al., 2019).
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Figure 21 : Evolution du pourcentage de régions hypométhylées dans le génome des mammiféres au
cours de ’évolution. Figure adaptée de Qu et al., 2018

L’analyse conjointe de données de WGBS et de ChlP-seq pour la marque H3K4me3
montre que les régions enrichies en H3K4me3 pourraient étre associées a un niveau de
méthylation de PADN intermédiaire voire élevé (Lambrot et al., 2021). Ces observations
supposent que la méthylation de FADN permettrait la régulation du niveau de H3K4me1/3
au niveau des promoteurs et les enhancers, pour potentiellement réguler I'expression des
genes permettant le développement embryonnaire (Lismer and Kimmins, 2023).

3 DOTIL & la méthylation de la marque H3K79

3.1 DOT1/DOTIL, méthyltransférase de H3K79

DOT1 (Disruptor of telomeric silencing-1) est une protéine initialement découverte
chez la levure Saccharomyces cerevisae (Singer et al., 1998) connue sous le nom de DOTI1L
chez les mammiféres. Elle est trés conservée dans les espéces eucaryotes comme
Arabidopsis thaliana, plusieurs espéces de mycetes, la drosophile et les mammiféres (van
Leeuwen et al., 2002; Zhang et al., 2007; Frederiks et al., 2008; Dottermusch-Heidel et al.,
2014b; Kim et al., 2014).

DOTIL est la seule méthyltransférase capable de méthyler la lysine en position 79
de Phistone 3 (H3K79). En effet, la délétion du geéne Dotll entraine une perte de la
méthylation de H3K79 chez la levure, la drosophile, la souris et ’humain (van Leeuwen et
al., 2002; Shanower et al., 2005; Jones et al., 2008; Deshpande et al., 2013; Vlaming and van
Leeuwen, 2016; Wood et al., 2018; Feng et al., 2022). Cette modification post-traductionnelle
existe sous trois formes : mono-, di- et tri-méthylée, catalysées par DOT1 chez la levure /
DOTIL chez les mammiferes (van Leeuwen et al., 2002; Frederiks et al., 2008; Kim et al.,
2014; Feng et al., 2022). Chez la levure, H3K79 est retrouvée a 90 % sous une forme méthylée
avec H3K79me3 comme forme principale (van Leeuwen et al., 2002), contrairement aux
mammiféres ou H3K79 est principalement sous une forme non méthylée, avec H3K79me1l
comme forme méthylée la plus abondante (6 a 30 %) (Vlaming and van Leeuwen, 2016). Les
trois formes méthylées de H3K79 sont des marques étalées caractérisées par un pic
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d’enrichissement juste apres le site d’initiation de la transcription TSS qui décroit
progressivement le long du corps du géne (Marson et al., 2008; Huff et al., 2010).

3.1.1 Role biologique de DOTI1L et de H3K79me
Pk DOTIL RNA levels in human tissues
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Figure 22 : En haut, expression en ARN (TPM) de Dot1l dans 55 tissus humains classés par groupes de
tissus. Figure provenant de Human Protein Atlas. En bas, expression en ARN (RPKM) de Dot1l chez la
souris dans plusieurs tissus différents. En bleu clair sont présentés les tissus de Uappareil reproducteur
male (Blanco et al., 2023)

DOTIL est essentielle pour de nombreuses fonctions biologiques comme la
régulation de la transcription, la réponse aux dommages a ’ADN, le cycle ou la prolifération
cellulaire (Jones et al., 2008; Nguyen et al., 2011; Wood et al., 2018; Feng et al., 2022; Wille
and Sridharan, 2022). De par son implication dans plusieurs fonctions biologiques, DOT1L
est une protéine ubiquitaire exprimée dans une majorité de types cellulaires chez ’humain
et chez la souris (Fig. 22). L’analyse de I’expression de Dot1lindique qu’a I’age adulte, il est
fortement exprimé dans le testicule et plus particulierement dans les spermatocytes et les
spermatides (Dottermusch-Heidel et al., 2014a, 2014b; Moretti et al., 2017). Ces résultats
suggerent un role de DOTI1L dans le processus de spermatogenése, role qui sera décrit plus
précisément ultérieurement.

Chez la souris, le KO constitutif de Dot1l entraine une létalité de ’embryon entre 9,5
et 10,5 jours aprés fécondation di a des défauts de formation du sac vitellin, de croissance
et du cceur (Jones et al., 2008). Pour contourner la létalité embryonnaire, de nombreuses
études ont caractérisé le role de Dot1l en produisant un KO conditionnel induit dans un
type cellulaire ou un tissu particulier (Fig. 23) [voir Wille and Sridharan, 2022 pour revue].
Ces études montrent I'implication de DOT1L dans une multitude de fonctions biologiques,
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en particulier dans la différenciation cellulaire, comme celle des lymphocytes T et B, des
cardiomyocytes ou des cellules germinales males. A titre d’exemples, lors de la
différenciation des lymphocytes le KO de Dot1l entraine une différenciation précoce des
cellules T (Kwesi-Maliepaard et al., 2020) et un arrét dans les cellules B (Aslam et al., 2021).

De nombreuses équipes ont également étudié le role de DOTIL dans les leucémies
type MLL (Mixed Lineage Leukemia). Leurs travaux montrent que DOT1L est une potentielle
cible thérapeutique pour le traitement de ces leucémies (Mueller et al., 2007; Biswas et al.,
2011; Nguyen et al., 2011). Le mécanisme par lequel DOT1L est impliqué dans les leucémies
MLL est développé plus bas (cf. 3.3.7 Réle dans [’élongation de la transcription).
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Figure 23 : Schéma des organes dans lesquels le KO de Dot1l a été étudié. Figure adaptée de Wille and
Sridharan, 2022

3.1.2 DOTIL et H3K79 dans ’embryogeneése

Durant le développement précoce pré-implantatoire des mammiferes, le transcrit
Dot1l est détecté au stade 1-cellule, avant I'activation du génome zygotique (Fig. 24). Puis
son expression est diminuée aux stades 2 et 4 cellules avant d’augmenter progressivement
jusqu’au stade blastocyste (Ooga et al., 2013). H3K79me2 disparait complétement aprés la
fécondation pour rester a un niveau indétectable jusqu'au stade 4-cellules de
Pembryogenése (Ooga et al, 2008). Le niveau de méthylation augmente ensuite
progressivement jusqu’au stade blastocyste (Ooga et al., 2013). Ces observations suggerent
que le transcrit Dot1l — hérité de I'ovocyte — n’impacte pas H3K79 au stade 1-cellule (Ooga
et al., 2013). En effet, le KO de Dot1l dans les ovocytes n’affecte pas le développement
embryonnaire ni la fertilité de la descendance (Liao and Szabd, 2020) démontrant que la
contribution paternelle suffit.
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Figure 24 : Expression de DOTIL et de H3K79me2 au cours du développement embryonnaire chez les
mammiferes. Figure basée sur les données d’immunofluorescence de Ooga et al., 2008, 2013

3.1.3 DOTIL et H3K79 durant la spermatogenese

Comme présenté précédemment, 'analyse par RNA-seq montre que le gene DotIl
est fortement exprimé dans les cellules germinales males (Fig. 22) avec un pic d’expression
dans les cellules méiotiques et post-méiotiques (Dottermusch-Heidel et al., 2014a, 2014b;
Ontoso et al., 2014; Moretti et al., 2017). Ces observations ont été confirmées par des
analyses scRNA-seq sur ’ensemble de la spermatogenése qui montrent une augmentation
importante du niveau d’expression de Dotl1l a ces stades (Green et al, 2018). Il est
intéressant de noter que la protéine DOTIL ainsi que la méthylation de H3K79 suivent la
méme dynamique (Dottermusch-Heidel et al., 2014a, 2014b; Moretti et al., 2017).

sex body

¢ ) )]

spermatogonies =i  spermatocytes el spermatidesrondes =l spermatides allongées
PMSC PMSC
acH4

DOT1L

H3K79me2/3

Figure 25 : Figure représentant le niveau d’expression de Dotll et 'enrichissement de H3K79me1/2/3 et
de acH4 dans le noyau et le PMSC au cours de la spermatogenése. Figure basée sur les données de
Moretti et al., 2016 ; Green et al., 2018 ; Ontoso et al., 2014 et de Dottermusch-Heidel et al., 2014a, 2014b

Dans les spermatocytes, la présence de la protéine DOTIL et de H3K79me a été
étudiée dans le noyau et au niveau du sex body. L’approche par immunofluorescence ne
montre pas de changement pour la marque H3K79me1 au cours de la méiose que ce soit
dans le noyau ou dans le sex body (Fig. 25) (Ontoso et al., 2014). Au niveau du sex body, la
protéine DOTIL est visible a partir du stade diplotéene ce qui correspond a la phase de
réactivation de I'expression des génes des chromosomes X et Y (Ontoso et al., 2014). Apres
la méiose, la protéine DOTIL est toujours trés visible dans le noyau des spermatides avec
un signal particulierement intense au niveau de la chromatine de I’X et de I'Y (PMSC)
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(Moretti et al., 2017). L’intensité du signal DOTI1L diminue ensuite au fur et a mesure de la
phase « spermatides rondes » avant d’augmenter a nouveau juste avant I’élongation des
spermatides. Cette augmentation précéede de peu l'augmentation de H3K79me2/3 qui
accompagne I’hyperacétylation de H4 dans les spermatides allongées (Dottermusch-Heidel
et al, 2014a, 2014b; Moretti et al., 2017). Ces observations suggerent que DOTIL et
H3K79me pourraient étre essentielles a la différenciation des cellules germinales males.

Récemment, plusieurs équipes — dont la notre — ont caractérisé le role de DOTIL au
cours de la spermatogeneése et plus particulierement dans les spermatogonies et durant la
spermiogeneése (Lin et al., 2022, 2023; Blanco et al., 2023; Malla et al., 2023a). Ces études ont
été réalisées par différents KO conditionnels dans les cellules germinales. Les résultats de
ces études seront présentés dans la partie résultat et dans la discussion de mon manuscrit
de these.

3.2  Méthylation de H3K79 et transcription des genes

De la levure aux mammiferes, il a été observé que les formes mono-, di- et tri-
méthylées sont associées a I’activation de la transcription (Steger et al., 2008; Vlaming and
van Leeuwen, 2016; Wood et al., 2018). En effet, 'enrichissement en la marque est
positivement corrélé avec le niveau d’expression des geénes, c’est-a-dire qu’un fort
enrichissement est associé a un haut niveau d’expression des genes (Fig. 26).

H3K79mel H3K79me2 H3K79me3
=17% = 3% <0.1% Expression élevée
~ Expression faible
A - \ A —— Aucune expression
/
10kb TSS 10kb -10kb TSS 10kb  -10kb TSS 10kb

Figure 26 : Profil d’enrichissement de la marque H3K79 dans sa forme mono-, di- et triméthylée en
fonction du niveau d’expression des génes. Figure traduite de Vlamming et al., 2016

Chez la drosophile et les mammiferes, les génes enrichis en H3K79me2 sont associés
a un fort taux d’élongation de ’ARN polymérase Il et sont également enrichis pour le
variant H3.3 (McKittrick et al., 2004; Jonkers et al., 2014; Veloso et al., 2014). Ce variant est
décrit comme étant associé a la transcription active dans ces organismes (McKittrick et al.,
2004). De plus, l'utilisation de ChIP-seq permet de mettre en évidence que H3K79me2 est
enrichie au niveau des génes codants pour des miARNSs et pour des protéines (Suzuki et al.,
2011). Toutes ces informations, corrélées avec 'augmentation de I'enrichissement de la
marque en fonction du niveau d’expression des génes, indiquent que DOTIL et la
méthylation de H3K79me2 sont associées a 'activation de la transcription.

Cependant, depuis 2019, plusieurs études RNA-seq — dont les notres — utilisant
différents modeéles murins/cellulaires de KO pour Dot1l, suggérent un autre role de DOTIL
dans la régulation de la transcription. Ces études seront présentées et discutées
ultérieurement dans les parties résultats et discussion.
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3.2.1 Réle dans I’élongation de la transcription

Depuis plusieurs années, la marque H3K79me2 est décrite comme étant associée a
’élongation de la transcription médiée par '’ARN polymérase Il (Krogan et al., 2003; Bitoun
et al., 2007; Steger et al., 2008; Mohan et al., 2010; Nguyen et al., 2011; Kim et al., 2012; Cao
et al., 2020). Chez les mammiferes, DOTIL est retrouvée dans plusieurs complexes
permettant I’élongation de la transcription par ’ARN polymérase Il (ARN polll) [voir Wood
et al., 2018 pour revue], en particulier les complexes DotCom pour Dot1-containing complex
(Mohan et al., 2010) et SEC, pour Super Elongation Complex (Luo et al., 2012). Le complexe
SEC, contient, entre autres, la protéine AF9 (MLLT3) et est impliqué dans le développement
embryonnaire (Lin et al, 2011) et dans certaines formes de cancer leucémiques et
notamment celles par translocation impliquant le gene MLL (Luo et al., 2012). L’élongation
de 'ARN polll par le complexe SEC est associé a une transcription active des génes et
notamment les génes de contréles du développement (Luo et al., 2012). DotCom comme son
nom l'indique est un complexe composé de plusieurs sous-unités dont AF10 (MLLT10) et
DOTIL (Mohan et al., 2010). Au sein de ces complexes, les enzymes AF9 et AF10 sont des
cofacteurs de DOTIL, car ils permettent de moduler son activité de méthyltransférase. En
effet une modification (sur-expression ou inhibition) de AF10 et AF9 corréle positivement
avec des changements (augmentation ou diminution) de la méthylation de H3K79me2/3
(Mohan et al., 2010; Wood et al., 2018).

La présence de la méthylation de H3K79 au niveau du promoteur et du corps du
gene est un indicateur du processus d’élongation de la transcription par ’ARN polll (Steger
et al., 2008). Pour comprendre le role de DotCom, Cao et al., ont réalisé un KO de Dot1l
dans les cellules ESC (Cao et al., 2020). L’analyse d’expression différentielle entre les
individus contréles et KO-Dot1l montre peu d’effet sur I'élongation de la transcription par
PARN polll. Cependant, le KO de Dot1l précédé d’une inhibition du complexe SEC par un
traitement au KL-2 montre que la délétion de Dot1l renforce les défauts d’élongation causés
par la perte de SEC (Fig. 27) (Cao et al., 2020). L’analyse par ChlIP-seq des trois formes
méthylées de H3K79 confirme que le KO de DotI1l entraine une inhibition de son activité
catalytique notamment en diminuant I’enrichissement de H3K79me (Cao et al., 2020).
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Figure 27 : Schéma de la fonction de DOTIL dans [’élongation de la transcription. Figure traduite de
Cao et al., 2020

Comme évoqué précédemment, plusieurs études montrent également I'implication
de DOTIL dans certains types de cancers et notamment les leucémies causées par des
translocations MLL (Nguyen et al., 2011). Dans le cas des leucémies MLL-AF9, cette
translocation est caractérisée par la fusion de AF9 avec MLL, ce qui entraine une
stabilisation de la protéine MLL. DOTI1L, qui interagit directement avec AF9 au travers du
complexe SEC, est associée a une activation inappropriée de geénes dans ces cellules
(Mueller et al, 2007; Biswas et al, 2011). Cette dérégulation est associée a une
augmentation locale (au niveau des génes dérégulés) de H3K79me2/3 et H3K36me3
(Krivtsov et al., 2008; Bernt et al., 2011; Kerry et al., 2017). Ces études montrent que DOT1L
et ses partenaires (AF9, AF10) sont des cibles thérapeutiques potentielles pour le traitement
de cancer MLL (Okuda et al., 2017; Grigsby et al., 2021).

3.2.2 H3K79me?2 et I’épissage alternatif

En 2018, I'article de Li et al., est le premier décrivant une corrélation entre
DOTI1L/H3K79me2 et les événements d’épissages alternatifs dans différents types
cellulaires (34 types cellulaires sains et cancéreux) chez I’Homme (Li et al.,, 2018). Les
auteurs s’intéressent a I'impact de DOTIL sur le niveau d’expression des génes associés a
des sites d’épissage alternatif et particulierement aux événements de saut d’exon (exon
skipping) car c’est I’événement le plus représenté avec jusqu’a 3035 genes impactés (Li et al.,
2018). L’exon skipping apparait lors de I’épissage des ARNm, au cours duquel, un ou
plusieurs exons peuvent étre « sautés » entrainant un nouveau transcrit, et donc,
potentiellement, une nouvelle isoforme de la protéine (Fig. 28).
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Figure 28 : Schéma du saut d’exon lors de la transcription

Dans cette étude, les auteurs montrent que le KO de Dot1lentraine une modification
des isoformes, obtenues par épissage alternatif, dans deux types de MLL, notamment en
incluant des exons au lieu de les exclure (Li et al., 2018). L’analyse d’expression par RNA-
seq, des cellules ou DOTIL est inhibée, ne montre pas de différence significative
d’expression entre les transcrits associés a un événement d’exon skipping et ceux qui ne le
sont pas. Cependant, ils observent que de nombreux événements d’exon skipping sont
caractérisés par des pics H3K79me2, indiquant que la corrélation entre H3K79me2 et
I’épissage alternatif est indépendante du niveau d’expression des génes (Li et al., 2018). Ces
résultats montrent que H3K79me2 joue un rdle dans le processus d’épissage alternatif et
que ces modifications peuvent influencer la transformation et la progression de la maladie
dans le cas des leucémies MLL.

3.3 Interaction (« cross-talk ») entre H3K79me et d’autres modifications post-
traductionnelles

En paralléle de leur role sur la transcription des génes, DOTIL et la méthylation de
H3K79 semblent interagir avec d’autres modifications post-traductionnelles comme
Pubiquitination de H2B (H2Bub) ou I'acétylation de H4 (acH4).
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Figure 29: Schéma des interactions entre H3K79me2 représenté par Me2 (en rose) et d’autres
modifications post-traductionnelles. Figure adaptée de Wille and Sridharan, 2022.
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3.3.1 H3K79me2/3 et 'ubiquitination de I’histone H2B

Une des modifications post-traductionnelles impactant H3K79me est
Pubiquitination de H2B (Lee et al., 2018; van Welsem et al., 2018). Chez plusieurs espéces et
notamment la levure et les mammiferes, il a été montré que 'ubiquitination de H2B est
nécessaire a la mise en place de la di- et tri-méthylation de H3K79 dans le nucléosome
(Davie and Murphy, 1990; Sun and Allis, 2002; Zhu et al., 2005; Fuchs et al., 2014). En effet,
la délétion de I'enzyme nécessaire a I'ubiquitination de H2B entraine une baisse de la
méthylation H3K79 (Sun and Allis, 2002; Zhu et al., 2005). Des études récentes de la
structure des protéines ont démontré que H2Bub augmente I’activité catalytique de DOT1L
(Anderson et al., 2019; Jang et al., 2019; Worden et al., 2019; Yao et al., 2019). Ainsi
Paugmentation de 'ubiquitination de H2B induit une augmentation de la méthylation de
H3K79 (Fig. 29) (Valencia-Sanchez et al., 2021; Sharma et al., 2022).

Conjointement avec le role de DOTI1L dans I’élongation de la transcription, il a été
montré que le niveau de H2Bub corréle avec le niveau d’expression et le taux d’élongation
de 'ARN polymérase Il (Fuchs et al., 2014; Vlaming and van Leeuwen, 2016). Cette
observation évoque une coopération entre la méthylation de H3K79me et H2Bub pour
promouvoir le processus d’élongation de la transcription dirigé par H3K79me2 (Vlaming
and van Leeuwen, 2016).

3.3.2 H3K79me2/3 et ’acétylation de I’histone H4

Une autre modification post-traductionnelle impactant H3K79me2 est I'acétylation
de I’histone H4 (acH4). Comme décrit précédemment, 'augmentation de la méthylation de
H3K79 accompagne [I’hyperacétylation de [Ihistone H4 durant la spermiogenése
(Dottermusch-Heidel et al., 2014a, 2014b). Parmi les marques acétylées de H4, DOT1L
interagit particulierement avec H4K16ac (Fig. 29). En effet, I’étude de la structure protéique
indique que 'interaction entre DOTI1L et la marque H4K16ac permet d’augmenter P'activité
méthyltransférase de DOTIL et que I’association conjointe des deux marques H2Bub et
H4K16ac permet d’augmenter davantage la méthylation de H3K79 par DOT1L (Worden et
al., 2019; Valencia-Sanchez et al., 2021). La présence conjointe de ces marques permet donc
a DOTI1L de déposer plusieurs résidus méthyl successivement sur H3K79 améliorant ainsi
sa processivité (Worden et al., 2019). Le « cross-talk » entre H3K79 et acH4 semble bi-
directionnel puisque dans leur étude, Gilan et al., observent que DOTIL via H3K79me2
facilite I'acétylation de H4 et permet de recruter I'enzyme BRD4 qui interagit avec les
histones acétylées (Gilan et al., 2016).

Il a également été montré qu’une diminution de DOT1L induit une diminution de la
méthylation de H3K79 et de I'hyperacétylation dans les spermatides allongées (Moretti et
al., 2017).

3.3.3 H3K79me2/3 et les marques d’hétérochromatine

Pang et al., ont décrit que des marques activatrices comme H3K36me3 et H3K79me2
peuvent étre retrouvées dans des régions d’hétérochromatine en association avec des
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marques répressives comme H3K27me3 (Pang and Snyder, 2020). Des expériences
d’immunofluorescence ont d’ailleurs montré que H3K79me3 est localisée dans
’hétérochromatine péricentromérique (Ooga et al., 2008; Abe et al., 2011). Dans des ESC, il
a été observé que le KO de Dotl1l entraine la perte de la méthylation de H3K79, comme
attendu, et s’accompagne d’une augmentation de I'acétylation de H3K9 et d’une réduction
des marques d’histones H3K9me2 et H4K20me3 dans les centromeres et les télomeres (Fig.
29), confirmant la relation entre DOTIL et la régulation des régions hétérochromatiniennes
(Jones et al., 2008). De maniére intéressante, I’expression forcée de DOTIL dans les
embryons pré-implantatoires perturbe l'organisation de cette méme hétérochromatine
indépendamment de son activité méthyltransférase (Ooga et al., 2013). Ces résultats
suggérent que DOTI1L est nécessaire pour la régulation de Pactivité transcriptionnelle au
niveau des régions hétérochromatiniennes. Récemment, des articles se sont donc intéressés
a décrire le role transcriptionnel de DOT1L sur I’hétérochromatine durant le développement
embryonnaire précoce et la spermatogenése (Malla et al., 2023a, 2023b). Les résultats de ces
études seront abordés plus loin dans la partie discussion.

55



Résultats

Résultats

Comme décrit ci-dessus, la spermatogenése est un processus biologique caractérisé
par une dynamique transcriptionnelle et chromatinienne importante, ce qui fait de la
spermatogenése, un trés bon modele pour étudier I'interaction entre la chromatine et la
transcription. Mon projet de thése a consisté a caractériser la marque H3K79me2 et sa
méthyltransférase, DOTI1L, au cours de la spermatogenese, afin de comprendre le role
moléculaire de DOTIL, en particulier son impact sur la régulation de I’expression génique,
lors de ce processus.

1 Introduction et contexte de I’étude

Avant mon arrivée, de précédents travaux de ’équipe avaient mis en avant le role du
gene Sly lors de la réactivation des chromosomes sexuels dans les spermatides rondes, et
dans la transition histone-protamine lors de la spermiogenése (Cocquet et al., 2009; Moretti
et al., 2017). Ces études avaient montré par ChlIP et analyse du transcriptome que la
protéine SLY régule I'expression du gene Dotil. Le knock-down de Sly dans les spermatides
rondes induit, en effet, une diminution de I'expression du géne Dotll ainsi qu’une
diminution de P’enrichissement en H3K79me2, juste avant la transition histone-protamine.
Cette observation avait permis de proposer un modele selon lequel la diminution de Dot1l
et H3K79me2 contribuerait aux défauts de remplacement des histones observés dans les
souris déficientes en Sly (Moretti et al., 2017). Il avait également été observé par
immunofluorescence que la protéine DOTIL est fortement exprimée dans les spermatides
rondes, et présente au niveau de la chromatine sexuelle (PMSC) supposant un role de
DOTIL dans la régulation de cette structure (Moretti et al., 2017).

Toutes ces données indiquaient que DOTIL est impliquée dans la spermiogeneése,
’équipe a donc produit un modéle de souris KO conditionnel afin d’étudier le role de
DOTIL dans ce processus. Dans ce cadre, I'objectif de mon projet de thése a été, dans un
premier temps, d’analyser les données de RNA-seq issues des spermatides controles et KO-
Dotil afin de comprendre le role moléculaire de DOTIL et le lien entre la dérégulation
génique lors de la spermiogenese, et le phénotype des souris KO. Ces résultats sont
présentés sous la forme d’un article publié cette année (cf. 3.2 Article 1).

Dans un deuxieme temps, j’ai intégré la totalité des données de RNA-seq générées a
partir de ce modele avec des données de ChIP-seq pour la marque H3K79me2 obtenues a
partir de souris controle, dans le but de caractériser de facon globale la dynamique de la
marque tout au long de la spermatogeneése, et de mieux comprendre I'impact de DOT1L sur
la régulation de I'expression génique. Ces analyses m’ont permis de mettre en évidence un
role de répresseur de la transcription en plus du role d’activateur déja décrit pour DOT1L.
En paralléle de ces analyses, j’ai étudié I'implication de H3K79me2 et de DOTIL dans le
processus de régulation de expression des genes localisés dans les chromosomes sexuels.
Ces résultats font 'objet d’'un second article qui sera bientdt soumis et qui est présenté
dans la partie suivante de ce manuscrit (cf. 4.2 Article 2).
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D’autres études visant a caractériser le phénotype des souris avec un KO de Dot1l
dans la lignée germinale, au stade spermatogonies (Lin et al., 2022) ou dans les spermatides
(Lin et al., 2023; Malla et al., 2023a), ont été publiées en paralléle de la n6tre. Cependant, a
ce jour, aucune étude ne décrit le role antagoniste de DOTIL dans la régulation de la
transcription, en particulier celle des chromosomes sexuels lors de la spermatogenése, ni la
dynamique de la marque H3K79me2 tout au long de ce processus particulier de
différenciation. Ces résultats seront discutés a la fin de ce manuscrit.

2 Approches développées pour le projet
2.1 Données biologiques

2.1.1 Données de transcriptomique KO-Dot1/ et controle

Pour réaliser ce projet, 'équipe a produit un modéle murin KO conditionnel pour
Dot 1l (KO-Dot1l), qui correspond a une délétion de 'exon 2 de Dot1linduite par la Stra8-Cre
dans la lignée germinale et plus particuliérement a partir du stade spermatogonies. A partir
de ce modéle, 'équipe a généré des données de RNA-seq sur des individus controles (CTL)
et des individus KO-Dot1l dans plusieurs stades cellulaires de la spermatogenése comme les
spermatocytes primaires (SCI) et secondaires (SCII) et les spermatides rondes (RS) (Fig. 30).
Ces données ont été complétées avec des données de spermatogonies indifférenciées (Kit-)
et différenciées (Kit+) provenant de nos collaborateurs (équipe de Pierre Fouchet,
Laboratoire Cellules Souches Germinales, CEA de Fontenay-aux-Roses). Les différentes
populations cellulaires ont été isolées par tri (FACS) selon leur taille et leur contenu en
ADN.

| Indifférenciee Différenciee Primaire Secondaire Ronde Allongee Condensée

Spermatogonies Spermatocytes Spermatides Spermatozoide
RNA-seq

ChiP-seq

Figure 30 : Liste des données transcriptomiques et épignétiques utilisées dans notre étude. En orange, les
données de ChlP-seq pour H3K79me?2 et en rose, les données de RNA-seq pour des individus KO-Dot1l
et controles

Les données de transcriptomiques ont été réalisées selon deux méthodes, la
méthode de RNA-seq « classique », dont la normalisation consiste a ['utilisation d’une
méthode (CPM pour Count per Million, TPM pour Transcrit per Million ou RPKM pour
Reads Per Kilobase Million) permettant de normaliser le niveau d’expression des génes et la
méthode de RNA-seq spike-in. Cette deuxiéme consiste en un protocole d’analyse de RNA-
seq standard dans lequel des séquences exogénes, appelées spike-in, sont ajoutées lors de la
préparation des librairies. Le spike-in est un ensemble de séquences exogénes ayant une
composition et une concentration connues qui sont ajoutées a I’échantillon afin de
normaliser les résultats, soit au sein d’'un méme échantillon, soit entre différents
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échantillons. Un pipeline d’alignement des données de RNA-seq a été mis en place suivant
le modele classique utilisé pour les analyses de transcriptomique (Fig. 3) en utilisant les
outils BBDuk pour le retrait des adaptateurs et STAR pour Palignement. Les paramétres
utilisés seront décrits plus précisément dans la partie « Matériels et Méthodes » des articles
de cette étude.

2.1.2 Données de ChIP-seq pour H3K79me?2

Nous avons également généré des données de ChIP-seq pour la marque H3K79me2
dans les spermatogonies indifférenciées (GSC), les spermatocytes primaires et les
spermatides rondes et allongées (ES) (Fig. 30). La perte de DOTIL entrainant une forte
diminution de la marque sur tous les sites testés par ChIP-qPCR, il n’a pas semblé pertinent
de réaliser un ChlIP-seq H3K79me2 sur des échantillons KO-Dot1l. Contrairement aux
données de transcriptomiques dont les spermatogonies indifférenciées sont directement
issues du tri grace a un marqueur KIT, les spermatogonies indifférenciées obtenues pour les
données de ChlP-seq sont des spermatogonies indifférenciées triées selon la méme
méthode puis mises en culture pour augmenter la quantité de matériel — des expériences de
ChiP-seq H3K79me2 sur faible quantité de matériel (low input) n’ayant pas fonctionné. Un
pipeline d’alignement des données de ChlIP-seq a été mis en place suivant le modéle
classique utilisé pour les analyses de ChIP-seq (Fig. 3) en utilisant les outils BBDuk pour le
retrait des adaptateurs, bowtie2 pour 'alignement et MACS2 pour déterminer les pics de
H3K79me2. Comme pour les données de transcriptomiques, les parametres utilisés par
chacun de ces outils seront décrits plus précisément dans la partie « Matériels et
Méthodes » des articles de cette étude.

2.2 Mise en place d’une analyse d’expression différentielle

L’un des objectifs de mon projet a été d’analyser I'impact de DOTIL sur la
transcription tout au long de la spermatogenese. Pour étudier cette dynamique, j’ai réalisé
une analyse différentielle de I'expression des génes entre 5 stades de cellules germinales
controles et KO-Dot1l. L’analyse de I'expression génique a été faite a 'aide des packages R
DESeq2 (Love et al., 2014) et edgeR (Robinson et al., 2010). Pour chacun des échantillons, le
nombre de séquences alignées par géne est reporté en CPM, le nombre de séquences par
gene est ainsi normalisé en fonction du nombre de séquences identifiés tous genes
confondus.

2.2.1 Génération du modéle d’analyse

L’'une des difficultés du projet a été de mettre en place un modéle pour réaliser
Panalyse différentielle d’expression en paralléle dans les 5 types cellulaires, sachant qu’il
existe une trés grande diversité transcriptionnelle entre les stades pré-méiotiques et
méiotiques/post-méiotiques. Le modele qui a été développé pour réaliser ['analyse
différentielle d’expression prend en compte trois paramétres qui sont le type cellulaire (Kit-,
Kit+, SCI, SCII et RS), le génotype (KO-Dot1l et controle) et I'interaction entre les deux
premiers parameétres (Formule. n°1). Ce troisiéme parametre a été ajouté pour prendre en
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compte l'interaction entre le type cellulaire et le génotype étudié, et ainsi « compenser »
cette hétérogénéité transcriptionnelle.

modele = ~ type cellulaire + génotype + type cellulaire : génotype

Formule n°1: Formule permettant la caractérisation du modéle mis en place pour les analyses
différentielles d’expression

2.2.2 Estimation des genes dérégulées

Une fois le modéle établi, I'objectif est d’identifier les génes dérégulés entre nos
deux conditions KO-Dot1l et controle. Les genes dérégulés sont estimés en fonction de la
valeur de deux parametres : un seuil de fold-change (FC) et une valeur de significativité. Le
fold-change correspond a la différence d’expression entre deux conditions A et B (Formule.
n°2). Ainsi une valeur de fold-change de 2 entre une condition A et B signifie que la
condition B est deux fois plus exprimée que la condition A. Dans le cas de notre étude, nous
avons établi notre valeur de fold-change a 1,5 c’est-a-dire que I'on estime que les génes sont
dérégulés si la différence d’expression entre les individus KO-Dot1l et les individus controdles
est de minimum 1,5.

Formule n°2 : Formule pour calculer le fold-change entre deux conditions avec A représentant [’état
initial et B représentant ’état final

Dans le cas de notre étude, nous estimons un géne comme dérégulé
significativement s’il a une valeur de p-value inférieure a 5 % (p-value < 0,05 ou p-value <
5 %). La p-value permet d’estimer la significativité statistique d’une valeur par rapport a une
hypotheése nulle H,. Ainsi, une p-value inférieure a 5 % signifie que I'on a moins de 5 % de
chance que I’hypothése H, soit vraie. Lorsqu’un grand nombre de p-value est calculé,
comme c’est le cas pour une analyse différentielle d’expression ot I'on a une valeur de p-
value par géne exprimé, il est nécessaire de corriger les valeurs de p-value en leur appliquant
une correction permettant ainsi de déterminer leur valeur de p-value ajustée, également
nommée g-value. Cette correction se fait grace a plusieurs méthodes comme la correction
de Benjamini-Hochberg (BH ou FDR (False Discovery Rate, Benjamini and Hochberg, 1995))
ou la correction de Bonferroni (Dunn, 1961) et permet d’estimer la significativité de la
valeur de la p-value. Ainsi, une valeur de g-value inférieure a 5 % signifie que 'on a moins de
5 % de se tromper sur la significativité de la p-value.

Dans notre étude, nous estimons deux niveaux de dérégulations, les génes dérégulés
significativement (FC > 1,5 et p-value < 0,05) et les genes dérégulés avec un haut niveau de
significativité (FC > 1,5 et g-value < 0,05). Pour la derniére catégorie, la g-value a été calculée
en utilisant la correction de Benjamini-Hochberg et sera donc nommé FDR dans la suite de
ce manuscrit. La correction de la p-value prend en compte 'ensemble des genes exprimés,
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de ce fait le nombre de génes tres significativement dérégulés (g-value < 5 %) est inférieur
au nombre de génes significativement dérégulés (p-value < 5 %). Une approche supervisée
de la correction de la p-value a donc été faite dans le but de valider les genes
significativement dérégulés. Cette approche montre ainsi que lintégralité des genes
dérégulés (p-value < 5 %) a une g-value inférieure a 5 %, validant ainsi la liste de genes
dérégulés.

2.2.3 Analyse par spike-in

Comme précisé, nos échantillons pour I'analyse transcriptomique ont été couplés
avec des séquences spike-in, séquences exogenes utilisées pour normaliser les échantillons
par une approche externe. L’objectif de cette normalisation est d’ajuster I'expression des
geénes en fonction de données connues qui sont les valeurs d’expression des spike-in et
permettre d’estimer si les dérégulations observées dans une approche classique sont le
reflet de la réalité biologique ou si c’est un biais de normalisation. Cette approche est
particulierement intéressante a mettre en place dans le cas de dérégulation globale ou pour
comparer des types cellulaires ayant un niveau d’expression tres différents.

Pour cela, nous avons utilisé la méthode de normalisation décrite par Risso et al.,
appelée RUV pour Remove Unwanted Variation (Risso et al., 2014). Cette méthode consiste a
utiliser un set de génes comme controle négatif, c’est-a-dire qui ne sont pas
différentiellement exprimées entre les deux conditions (ce qui va étre le cas des spike-in).
Dans le cas ou les spike-in ne montrent pas de différences d’expression, la p-value doit
suivre une loi normale. Une fois normalisées, les données sont analysées par une analyse
différentielle d’expression en suivant le méme schéma que celui présenté dans la partie
précédente.

2.3 Caractérisation des états chromatiniens

Pour comprendre et déterminer 'interaction de H3K79me2 avec d’autres marques
épigénétiques, il a été nécessaire de mettre en place une analyse permettant la
caractérisation de H3K79me2 en fonction des états chromatiniens.

ChromHMM est un outil développé par Ernst et al., qui permet de séparer le
génome d’intérét en différentes régions ou « états » chromatiniennes (Ernst and Kellis,
2012). Ces régions sont définies par la présence d’une ou de plusieurs marques
épigénétiques. Le nombre et les marques utilisées influencent le type d’état chromatinien
défini par ChromHMM. Pour définir ces états chromatiniens, outil utilise un modéle caché
de Markov (HMM pour Hidden Markov Model). ChromHMM est un outil de prédiction, il
est donc indispensable d’avoir un grand jeu de données pour avoir une meilleure efficacité
de prédiction des états chromatiniens. Dans le cas de notre étude, nous avons utilisé six
marques d’histone : H3K4me1, H3K4me3, H3K36me3, H3K9me3, H3K27ac et H3K27me3
pour obtenir 18 états chromatiniens différents répartis en plusieurs catégories comme les
enhancers, les états répressifs, les états actifs ou les états quiescents (Fig. 31). L’état
quiescent représentant la majorité du génome quel que soit le type cellulaire étudié.
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Figure 31 : Modeéle chromatinien obtenu en utilisant ChromHMM

Pour augmenter la précision de notre modéle, nous avons récupéré dans la

littérature les marques épigénétiques de 17 tissus ou types cellulaires différents parmi

lesquels des stades de la spermatogenése (spermatogonies indifférenciées et différenciées,
spermatocytes primaires et spermatides rondes) (Fig. 32). L’objectif de ce modéle est

d’intégrer les états chromatiniens obtenus avec nos données de transcriptomique et de

H3K79me2 pour différents stades de la spermatogeneése.
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Figure 32 : Liste des données utilisées pour la mise en place du modéle (B). MEL correspondant d une
lignée cellulaire dérivant d’érythroleucémie et CH12 a une lignée cellulaire dérivant de lymphome. Les
données de ChlPseq proviennent du projet ENCODE et de la littérature (ENCODE Project Consortium,
2012; Hammoud et al., 2014; Zuo et al., 2018; Liu et al., 2019; Chen et al., 2020b)

A partir du modéle ChromHMM qui a été obtenu (Fig. 31), plusieurs analyses ont

été réalisées. La premiére a consisté a associer H3K79me2 a une expression génique lorsque

cette marque est positionnée dans les enhancers, pour cela, une méthode d’association des

geénes aux enhancers a été mise en place. La deuxiéeme analyse a consisté a analyser

Penvironnement chromatinien des genes dérégulés dans le KO-Dot1L.

61



Résultats

Ces deux volets d’analyses ont été compilés dans un package R, nommé
ChromENVEE pour Chromatin Environment and Enhancer-dependent Expression. Ce package
est actuellement disponible sur GitHub (Annexe. Vignette ChromENVEE,
https://github.com/ManonCoulee/ChromENVEE).

2.3.1 Association des genes aux enhancers

Les enhancers sont des régions permettant de réguler I'expression des génes a
distance. L’attribution des génes aux enhancers se fait couramment en utilisant la méthode
d’Hi-C (cf. 1.2.4 L’organisation spatiale de la chromatine). Cependant cette méthode est
relativement colteuse et difficile a mettre en place. De ce fait, des articles ont utilisé une
méthode permettant I'estimation du couple gene-enhancer a partir de données de ChlIP-seq
(Rada-lglesias et al., 2011). Cette méthode considére comme géne régulé par un enhancer, le
gene situé le plus proche de I’enhancer a une distance maximale de 100kb (Fig. 33A). Cette
méthode est, par exemple, reprise dans I'article de Godfrey et al., pour caractériser 'impact
de H3K79me2/3 sur I'expression génique lorsque ces marques sont situées au niveau des
enhancers (Godfrey et al., 2019). Dans le cas de Godfrey et al., seuls les genes enrichis en
H3K79me2/3 au niveau du corps du gene sont gardés dans 'analyse et ceux sans H3K79me2
sont exclus car ayant généralement un niveau d’expression plus faible (Fig. 33B).
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Figure 33 : Estimation des génes régulés par des enhancers. A. méthode de Rada-Iglesias et al, 2011., B.
méthode de Godfrey et al, 2019., et C. méthode utilisée dans le package ChromENVEE
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Cette approche a ses limites, car les enhancers ne régulent pas systématiquement le
gene le plus proche. Les génes régulés par les enhancers peuvent parfois étre trés éloignés,
allant jusqu’a un million de paires de base de distance (Lettice et al., 2003; Amano et al.,
2009; Sanyal et al., 2012; Novo et al., 2018; Schoenfelder and Fraser, 2019). De plus, dans leur
article, Karnuta et al, décrivent qu'un enhancer peut réguler plusieurs génes et
qu’inversement un géne peut étre régulé par plusieurs enhancers (Karnuta and Scacheri,
2018). Ainsi mon objectif a été de développer une méthode permettant d’estimer quels sont
les genes régulés par les enhancers en prenant en compte I'ensemble des informations
spécifiques des enhancers. Pour cela, je me suis basée sur les catégories d’enhancer défini
par notre modéle ChromHMM (Fig. 31). Contrairement a la méthode présentée dans
Particle de Rada-lglesias et al., j’ai tout d’abord considéré comme génes associés a
I’enhancer, I’ensemble des geénes dont le promoteur est situé a une distance maximale de
500kb de part et d’autre de I’enhancer (Rada-lglesias et al., 2011). Les genes dont le
promoteur est situé dans I’enhancer ont été exclus comme c’est le cas du géne 2 dans
Pexemple (Fig. 33C).

La méthode que j’ai développée permet d’avoir des informations supplémentaires
concernant les génes associés aux enhancers comme :

* |e nombre de géne associé aux enhancers,
¢ la distance entre I’enhancer et le promoteur du géne,

* |e niveau d’expression des génes associé aux enhancers a partir de donnée de
transcriptomique.

En comparant le niveau d’expression des genes en fonction de leur distance avec
I’enhancer, nous avons observé que la présence de H3K79me2 au niveau des enhancers
affecte I'expression des genes proches (ayant une distance avec I’enhancer inférieure a
100kb) (Fig. 34). Ainsi pour la suite des analyses utilisant les couples génes-enhancers, nous
ne nous intéresserons qu’a ceux ayant une distance de moins de 100kb.

moyenne(CPM)

0-50kb 50-100kb 100-150kb 150-200kb 200-250kb >250kb

— + H3K79me2 == == - H3K79me2
EnhA EnhG EnhW == EnhBiv

Figure 34 : Impact de la présence de H3K79me2 au niveau des enhancers sur 'expression génique en
fonction de la distance géne-enhancer dans les spermatides rondes

63



Résultats

2.3.2 Caractérisation de I’environnement chromatinien

A partir des états chromatiniens définis par le modéle ChromHMM, I'objectif a été
de déterminer Penvironnement chromatinien des génes dérégulés dans notre analyse
transcriptomique.

En se basant sur la méthode décrite dans I'article de Ferrari et al., j’ai considéré
comme environnement chromatinien I’ensemble des états chromatiniens qui sont situés
dans I’environnement d’un gene (Ferrari et al.,, 2020). Dans le cas de notre étude, nous
avons estimé que I'environnement d’un géne est de 3kb autour du TSS de ce géne, soit un
environnement total de 6kb (Fig. 35), parametre similaire a celui utilisé pour I'analyse via
ChlIPseeker (Yu et al, 2015) pour déterminer I'annotation génomique des pics de
H3K79me2. L’objectif de la méthode que j'ai développée dans le package ChromENVEE est
de déterminer les états chromatiniens présents dans I'environnement du gene a partir de
leur localisation génomique. Une fois I’environnement déterminé, nous cherchons a estimer
’état chromatinien majoritaire de chaque géne. Pour cela, nous considérons comme état
chromatinien majoritaire, I’état ayant la plus grande couverture dans I’environnement.

) s

< | géne >
\

3kb
environnement chromatinien

Figure 35 : Caractérisation de l'environnement chromatinien d’un géne par ChromENVEE. Chaque
couleur correspond a un état chromatinien différent.

3 DOTIL régule l'organisation de la chromatine et I’expression des genes
durant la différenciation spermatique

3.1 Résultats de ’étude

L’analyse phénotypique du modéle murin KO-Dot1l (réalisée par d’autres membres
de I’équipe) a permis de mettre en évidence le role de DOT1L dans la spermatogeneése et en
particulier lors de la spermiogenése en montrant que les males KO présentent des défauts
de compaction de la chromatine. Ces observations sont confirmées par I’analyse par
spectrométrie de masse qui montre que I’absence de DOTIL induit une dérégulation de
plusieurs marques d’histones, en particulier une diminution drastique de I’hyperacétylation
de H4 dans les spermatides allongées. Cette marque permet 'ouverture de la chromatine et
est indispensable au retrait des histones avant leur remplacement par les protamines. Cette
dérégulation entraine, dans le spermatozoide, une rétention d’histones plus importante
chez les individus KO-Dot1l par rapport aux individus controles. Les analyses par western
blot montrent également que le noyau des spermatozoides KO-Dot1l contient des protéines
de transitions et des formes immatures de la protamine 2 (Prm2).
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En plus des défauts de compaction de la chromatine, les souris KO-Dot1l, montrent
des défauts de formation du flagelle et de mobilité des spermatozoides. Ces multiples
défauts des spermatozoides induisent une hypofertilité. Pour comprendre I'origine des
défauts de la spermiogenése observée, j’ai comparé les données transcriptomiques des
stades méiotiques et post-méiotiques pour des individus KO-Dot1l et contréles par une
analyse différentielle « classique » (Fig. 31). L’analyse d’expression des génes montre que
DOTIL régule expression de plusieurs centaines de génes avec plus de génes sur-exprimés
que de geénes sous-exprimés. En analysant 'ontologie des cellules KO par rapport aux
cellules contréles, nous observons que DOTI1L régule I'expression des génes impliqués dans
Porganisation de la chromatine, la formation du flagelle, le cycle cellulaire, la régulation de
la transcription et le métabolisme, ce qui corréle avec les observations faites lors de
’analyse phénotypique. En intégrant des données de ChlP-seq pour H3K79me2 dans les
spermatides rondes, nous observons que les génes sous-exprimés sont associés a un
enrichissement de la marque H3K79me2 au niveau du gene alors que les génes sur-
exprimés ne sont pas enrichis en H3K79me2 au niveau du corps du gene. Ces données
indiquent que les génes sous-exprimés dans KO sont des cibles « directes » de DOT1L alors
que les génes sur-exprimés seraient des cibles « indirectes ».

L’ensemble de ces résultats ont fait I'objet d’un article publié dans EMBO Reports
en 2023 qui est présenté dans la partie suivante (Blanco et al., 2023).
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Abstract

Spermatozoa have a unique genome organization. Their chromatin
is almost completely devoid of histones and is formed instead of
protamines, which confer a high level of compaction and preserve
paternal genome integrity until fertilization. Histone-to-protamine
transition takes place in spermatids and is indispensable for the
production of functional sperm. Here, we show that the H3K79-
methyltransferase DOT1L controls spermatid chromatin remo-
deling and subsequent reorganization and compaction of the sper-
matozoon genome. Using a mouse model in which Dotll is
knocked-out (KO) in postnatal male germ cells, we found that
Dot1]-KO sperm chromatin is less compact and has an abnormal
content, characterized by the presence of transition proteins,
immature protamine 2 forms and a higher level of histones. Prote-
omic and transcriptomic analyses performed on spermatids reveal
that Dot1/-KO modifies the chromatin prior to histone removal and
leads to the deregulation of genes involved in flagellum formation
and apoptosis during spermatid differentiation. As a consequence
of these chromatin and gene expression defects, Dot1/-KO sperma-
tozoa have less compact heads and are less motile, which results
in impaired fertility.

Keywords flagellum development; gene regulation; H3K79 methylation;
histone-to-protamine transition; spermatogenesis

, Alban Lermine®®, Yuki Okada’, Romain Daveau'®, Rafael Oliva®'*
, Delphine Pflieger® & Julie Cocquet™”

Subject Categories Chromatin, Transcription, & Genomics; Development;
Post-translational Modifications & Proteolysis
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EMBO Reports (2023) 24: 56316

Introduction

During the postmeiotic phase of spermatogenesis, male germ cells
known as spermatids undergo profound morphological and func-
tional changes to differentiate in spermatozoa. This process is
driven by a rich genetic program characterized by the expression of
thousands of genes in round spermatids (Soumillon et al, 2013; da
Cruz et al, 2016; Chen et al, 2018; Green et al, 2018; Ernst
et al, 2019). Then, when spermatids elongate, their chromatin is
extensively remodeled which ultimately results in the eviction of
~ 85-99% of nuclear histones and their replacement by more basic,
smaller proteins, called protamines (for reviews, see Rathke
et al, 2014; Bao & Bedford, 2016). This unique chromatin reorgani-
zation induces a 6-10 times higher level of compaction of the sper-
matozoon chromatin compared to the canonical nucleosome-based
chromatin (Ward & Coffey, 1991). Non-histone packaging of male
germ cell genome is conserved throughout evolution and expected
to be important to protect paternal DNA from damages and prepare
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its reprograming in the zygote, if fertilization occurs (Rathke
et al, 2014). A compact genome is also an advantage for the motile
spermatozoa as it is compatible with a smaller and more hydrody-
namic head (Braun, 2001).

In the past decades, the molecular mechanisms driving histone
eviction and subsequent compaction of the sperm genome have
been the focus of several studies which have demonstrated the
essential role of transition proteins (Zhao et al, 2004a,b), of histone
variants (Montellier et al, 2013; Barral et al, 2017), of histone post-
translational modifications (PTMs), in particular hyperacetylation
(Oliva et al, 1987; Goudarzi et al, 2016), and of writers and readers
of histone acetylation (Shang et al, 2007; Gaucher et al, 2012; Dong
et al, 2017; Shiota et al, 2018; Luense et al, 2019). Interestingly, high
levels of histone H3 Lysine 79 di- and tri-methylation (H3K79me2
and me3) have been observed at the same time as histone hyperace-
tylation, just prior to histone removal (Dottermusch-Heidel
et al, 2014a,b; Moretti et al, 2017; Fig 1A), but their biological signif-
icance remains to date unknown. H3K79 methylation is mediated by
one enzyme, encoded by the gene Dot1l, of which pattern of expres-
sion and sequence are conserved from Drosophila to mammals.
Dotl1l has been implicated in development, cell reprogramming, dif-
ferentiation, and proliferation (for review, see Kim et al, 2014;
Vlaming & van Leeuwen, 2016). It has recently been found to be
essential for spermatogonial stem cell self-renewal (Lin et al, 2022)
but its role in postmeiotic male germ cells, where it is the most
highly expressed (Dottermusch-Heidel et al, 2014a,b; Moretti
et al, 2017), has not been addressed.

In the present paper, we investigated DotI! role in postmeiotic
cells by a comprehensive analysis of the phenotypic and molecular
consequences of its knockout in mouse male germ cells. We found
that Dot1l is required for gene regulation and chromatin reorganiza-
tion in spermatids and that its knockout leads to the production of
abnormally shaped nonfunctional spermatozoa with a deficient
chromatin and nucleus compaction.

Results
Dot1l is essential for spermatogenesis and male fertility

In both mouse and human, Dot1l/DOTIL gene is highly expressed
in the testis (Appendix Fig S1A). More precisely, it is expressed in
all testicular cells with a strong expression at postnatal stage in mei-
otic cells (spermatocytes) and postmeiotic cells (spermatids; Appen-
dix Fig SIA-C; Dottermusch-Heidel et al, 2014a,b; Moretti
et al, 2017; Green et al, 2018). To investigate the role of Dotll in
male germ cells, we generated a conditional knockout using Stra8-
Cre recombinase (Sadate-Ngatchou et al, 2008) and a mouse trans-
genic line in which Dotll exon 2 is flanked by LoxP sites (Jo
et al, 2011; Appendix Fig S1D). Previous studies have reported that
Stra8-Cre is specifically expressed in the male germline where it is
expressed from postnatal day 3 and CRE recombinase reaches maxi-
mum efficiency in pachytene spermatocytes (Sadate-Ngatchou
et al, 2008; Bao et al, 2013). Bao et al (2013) have also observed
that Stra8-Cre is more efficient at cutting one allele rather than two.
We, therefore, generated mice in which one allele of Dot1l is floxed
and one allele is already deleted (A) to increase efficiency of floxed
exon excision upon Cre recombinase expression (Dot1{™/%; Stras-Cre
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mice, hereafter called Dot1-KO or KO). First, to estimate the effi-
ciency of Dotll knockout, we detected DOTL1 protein by western
blot and immunochemistry on adult testes from Dot1[-KO (Dot1 1,
Stra8-Cre) and controls (Dot1I™¥™; Fig 1B and C and Appendix
Fig S1E-G). We found a reduction of > 85% of DOT1L signal but
not complete abolishment/knockout of DOT1L level, despite strong
activity of Stra8-Cre in most adult germ cells (Appendix Fig S1H).
Analyses of purified germ cell fractions confirmed reduced level but
not complete absence of DOTL1 protein, along with a reduction of
H3K79me2 level (Figs 1D and EV1 and Appendix Fig S1I). Multiple
protein isoforms of DOT1L have been described in the literature and
several of them were observed in our western blots, including the
canonical (~ 165 kDa) and testis-specific (~ 185 kDa) isoforms
(Zhang et al, 2004; Dottermusch-Heidel et al, 2014b), as well as less
studied isoforms such as Q679P5 (~ 122KDa) or Q6XZL7 (~ 68KDa;
https://www.uniprot.org). All of them were markedly reduced in
Dot1l-KO testicular extracts (Appendix Fig S1E and I).

To investigate the impact of Dot1! knockout on spermatogene-
sis and male fertility, the reproductive parameters of adult Dot1l-
KO males were investigated: significant decreases in testis weight
and sperm count were observed (independently of body weight,
Fig 2A and Appendix Fig S2A and B). Histological analyses
revealed the presence of “empty” tubules without germ cells or
missing germ cell layers (Fig 2B and Appendix Fig S2C) highlight-
ing a spermatogonial defect as described by Lin et al (2022).
However, there was no homogenous blockage/arrest at a specific
stage of Dot1l-KO spermatogenesis. These observations were con-
firmed by cytometry analyses in which the number of all germ
cell populations (i.e., spermatogonia with Side Population pheno-
type, spermatocytes, and spermatids) was found decreased in
Dot1l-KO testes (Fig 2C), but their frequency was overall not
altered (Appendix Fig S2F). Collectively, these data show that the
Dot1l-KO we produced does not lead to a spermatogenesis arrest.
When mated to WT females, Dot1l-KO males were found to be
hypofertile with significant reductions in the number of litters
and in litter size compared to that of control (CTL) males (Fig 2D
and Appendix Fig S2D and E). We genotyped the few pups
obtained and observed that the floxed allele was transmitted to
35% of babies (12 out of 34) and the deleted allele to 65% of
them. This indicates that the deleted allele can be transmitted but
less efficiently than what was expected based on our quantifica-
tion of Dotl1l-KO spermatids by immunofluorescence (i.e., only
65% of transmission of the deleted allele although > 85% of sper-
matids were devoid of DOT1L protein).

The reduction in litter number and size could result from
impaired fertilizing ability of Dot1{-KO sperm or from a developmen-
tal defect. To address this question, we measured the fertilization
rate 24 h after WT females were mated with Dot1{-KO or CTL males.
The numbers of fertilized and non-fertilized oocytes collected in the
oviduct ampulla were counted in both groups (a total of 113 oocytes
were analyzed from 9 WT females mated with 4 CTL, and 73
oocytes from 6 WT females mated with 3 KO). A significant reduc-
tion in the fertilization rate was observed for Dot1l-KO indicating
that Dot1[-KO sperm are less functional than CTL sperm (Fig 2E). In
addition to in vive fertility monitoring, we performed in vitro fertili-
zation (IVF) assays using the same number of spermatozoa per
experiment. Using spermatozoa from Dot1l-KO males, no oocyte
was fertilized in vitro, while spermatozoa from control males

© 2023 The Authors
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Figure 1. DOTIL expression in meiotic and postmeiotic germ cells of Dot1/-KO and CTL male mice.

A
B
C

D

Spermatogenesis scheme representing the dynamic of histone to protamine transition.

Western blot detection of DOT1L and TUBULIN (TUB) in whole testicular protein extracts from CTL and Dot1i-KO (KO) adult mice.

Immunohistochemistry detection of DOTLL in testicular sections from CTL and Dot2/-KO (KO) adult mice. ES, elongating spermatids; RS, round spermatids; SC, sper-
matocytes. Pictures were taken using the same parameters. Scale bars indicate 50 pm.

Western blot detection of DOT1L and H3K79me2 in Dot1/-KO (KO) and CTL germ cells. Normalization was performed by detecting the membrane with anti-TUBULIN

(TUB). SC = primary spermatocytes, RS = round spermatids.

Data information: See also Fig EV1 and Appendix Fig S1.
Source data are available online for this figure,

(including WT, CTL and HET males) led to the fertilization of
~37% of oocytes (Fig 2E, and see Appendix Fig S2G for individual
values). When using oocytes devoid of zona pellucida, in order to
bypass the zona pellucida crossing step, spermatozoa from DotIl-
KO males still performed very poorly compared to that of CTL males
(~ 3% of fertilized oocytes using Dot1l-KO sperm compared to

© 2023 The Authors

~ 88% for CTL, Fig 2E), confirming that Dotll-KO dramatically
reduces sperm fertilizing ability. IVF is known to be less efficient
and to lead to lower fertilization rates than in vivo. It is, therefore,
more sensitive to sperm defects, as observed in other studies (Fuji-
hara et al, 2010; Kawano et al, 2010; Barraud-Lange et al, 2020;
Gadadhar et al, 2021).
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Figure 2. Dot1l-KO in male germ cells impairs spermatogenesis and male fertility.

A Scatter plots (mean + standard error of the mean, SEM) showing the average testis weight, body weight and sperm count in Dot1/-KO and CTL adult mice (from ~ 2-
to 4-month-old males, N > 10 biological replicates for CTL and Dot1/-KO).

Histology of Dot1/-KO and CTL testes (periodic acid-Schiff staining). Scale bars indicate 200 pm.

Schematic diagram representing total number of each cell type per testis in CTL and Dot1/-KO males, as calculated by FACS (mean + SEM). 4N = Primary spermato-
cytes, 2N = Secondary spermatocytes, N = spermatids, SP = Side Population representing premeiotic germ cells (spermatogonia). Testes from 4 CTL and 3 Dot1/-KO
males were analyzed (biological replicates). *P-value < 0.05 or **P-value < 0.01 (Student t-test).

Results from the tests of fertility (natural mating) of Dot1/-KO and CTL males (seven males in each group mated for ~ 3 months with wild-type females). Schematic
diagrams representing the number of litters and the litter size from progeny of Dot1/-KO or CTL males (mean + SEM).The P-value obtained with a Student t-test is
indicated on each graph.

In vivo (left panel) and in vitro fertilization results. The percentages of fertilized oocytes are indicated for WT, CTL, and HET males (‘all CTL’) and for DotI/-KO males.
The left panel shows the mean (+ SEM) fertilization rate of oocytes collected in superovulated females 24 h after natural mating. Nine and six females with a positive
vaginal plug were analyzed after mating with CTL and Dot1/-KO males, respectively. This represents 113 and 73 oocytes analyzed after mating with CTL or KO males,
respectively. The central and right panels show in vitro fertilization results (mean fertilization rate + SEM) using oocytes with intact cumulus, or using oocytes of
which the zona pellucida was removed beforehand. **P-value < 0.005 or ***P-value < 0.0005 (unpaired t-test performed after angular transformation of
percentages).

N0 w

=

m

Data information: See also Appendix Fig S2.
Source data are available online for this figure.
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Dot1I-KO disrupts spermiogenesis and leads to the production of
malformed nonfunctional spermatozoa

To determine the reason why Dot1l-KO spermatozoa are less func-
tional than CTL ones, we investigated their morphology and motil-
ity. Spermatozoa are highly specialized cells characterized by a
small head which encompasses their very compact nucleus, a long
flagellum that confers motility and almost no cytoplasm. First, we
observed that Dotll-KO epididymal spermatozoa displayed mal-
formed heads and abnormal flagella (characterized by thinning of
some sections in their midpiece; Figs 3A and EV2A). Inside the fla-
gellum, the axoneme normally contains a ring of nine outer microtu-
bule doublets and two central microtubules (9 + 2 axoneme). In
Dot1l-KO sperm, ultrastructure analyses revealed abnormal axo-
nemes, characterized by disorganized microtubules (< 9 + 2 micro-
tubules; Fig 3B). Nuclear compaction was also found impaired,
observed as less contrasted nuclei in KO in comparison with CTL
sperm. Dot1l-KO sperm also showed an increased cytoplasmic reten-
tion (Figs 3B and EV2A). Using CASA (computer-assisted sperm
analyses), we observed that Dot1l-KO sperm motility was impaired,
with a reduced proportion of motile and progressively motile (i.e.,
swimming in an overall straight line or in very large circles) sperma-
tozoa (Figs 3C and EV2B). This was not due to cell death as sperm
vitality was comparable between CTL and Dot1{-KO mice (Appendix
Fig S3A). Axoneme/flagellum organization, nucleus compaction,
and cytoplasm elimination occur during the differentiation of sper-
matids in spermatozoa (i.e., spermiogenesis). We measured apopto-
sis during this transition by TUNEL assay on testicular sections, and
found a higher incidence of apoptotic elongating/condensing sper-
matids in Dot1l-KO than in CTL, another indication of a defective
spermiogenesis (i.e., 6% of tubules containing apoptotic elongating/
condensing spermatids in CTL vs. 40% of tubules in DOT1L-KO,

Figure 3. Dot1/-KO in male germ cells leads to multiple spermiogenesis defects including fl

nization and compaction.

EMBO reports

P =0.0007, Fig 3D). Collectively, our data indicate that DotIl-KO
spermiogenesis is impaired at multiple levels and produces less
functional spermatozoa.

Dot1l-KO modifies the chromatin of postmeiotic male germ cells,
which results in abnormal chromatin reorganization and
compaction in spermatozoa

During spermiogenesis, spermatid chromatin undergoes specific
reorganization and compaction as most histones are removed and
replaced with protamines (Rathke et al, 2014; Bao & Bedford, 2016).
Histone variants (such as TH2B or H2AL2) and transition proteins
(TNP) are highly expressed in spermatids during histone-to-
protamine transition and are essential for the correct reorganization
and compaction of the sperm genome with protamines (Montellier
etal, 2011; Barral et al, 2017). In addition to the nuclear compaction
defects observed by electron microscopy (Fig 3B), we noticed that
Dot1l-KO sperm chromatin is more sensitive to nucleoplasmin-
induced decompaction than CTL sperm chromatin. Nucleoplasmin,
or NPM, is a histone chaperone known to facilitate paternal chroma-
tin decompaction and reorganization after fertilization owing to its
ability to bind histones and sperm nuclear basic proteins (Frehlick
et al, 2007). Following NPM treatment, a higher proportion of solu-
ble histones was found in Doti1l-KO compared to CTL sperm
(Appendix Fig S3B) in agreement with a chromatin compaction
defect. We next quantified TH2B and H3 histones in epididymal
spermatozoa by western blot and, despite inter individual variabil-
ity, we found significantly more residual histones in Dot1l-KO than
in CTL sperm chromatin (Fig 3E and H and Appendix Fig S3C and
D). We also quantified transition protein 2 (TNP2) and found a clear
retention of this protein in DotIl-KO spermatozoa while nothing
could be detected in CTL sperm (Fig 3F and H and Appendix

llar abnormalities and inc lete sperm chromatin reorga-
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Representative pictures of Dot1/-KO and CTL epididymal spermatozoa. The black arrow indicates an abnormal sperm head (without apical hook) and white arrows
indicate thinning of the flagellum. Scale bars represent 10 pm.

Ultrastructure pictures (electron microscopy) from epididymal spermatozoa showing multiple abnormalities in Dot2/-KO compared to CTL: disorganized microtubules
(blue arrow), impaired nuclear compaction (top panels) and increased cytoplasmic retention (bottom right panel). Scale bars represent 1 pum.

Scatter plots (mean values following angular transformation + SEM) of the percentage of motile and progressively motile spermatozoa in Dot1/-KO and CTL adult
mice (N = 12 biological replicates for CTL and 10 biological replicates for Dot1/-KO) obtained following CASA (computer-assisted sperm analysis). ***P-value < 0.0005
(Mann-Whitney test performed after angular transformation of the percentages)

Scatter plots showing the percentage of testicular tubules with TUNEL-pasitive elongating/condensing spermatids (ES) (mean per animal & SEM, N = 5 biological
replicates for CTL and 6 biological replicates for Dot1I-KQ). **P-value < 0.005 (unpaired t-test performed after angular transformation of percentages). A representative
picture of Dot1/-KO testicular sections following TUNEL assay is shown on the left. TUNEL positive elongating/condensing spermatids are visible inside the tubule (in
green, white arrowhead). DAPI (blue) was used to stain nuclei. Scale bar indicates 20 um.

Western blot detection of histones H3 and TH2B in spermatozoa from Dot1/-KO and CTL males. The same quantity of material was loaded in each well (i.e, extracts
from 2 million spermatozoa). NS indicates a non-specific band also observed on the membrane stained with Ponceau (see Appendix Fig S3C).

Western blot detection of transition protein 2 (TNP2) in spermatozoa from Dot1/-KO and CTL males. The same quantity of material was loaded in each well (i.e.,
extracts from 2 million spermatozoa).

Coomassie-stained protamine extracts from CTL and Dot1/-KO spermatozoa following acid urea gel electrophoresis (same gel, two different intensities). The same
quantity of material has been loaded in each well (ie, extracts from 1.4 million spermatozoa). Protamine 1 and 2 bands (PRM1 and PRM2, respectively) are detected
at the bottom of the gel. The rectangle highlights the bands that are likely immature forms of Protamine 2 (i.e, non-cleaved precursor forms). The right panel shows
a western blot detection using anti-PRM2 antibody which confirms that one of the high molecular weight band only observed in Dot1/-KO spermatozoa is an imma-
ture form of Protamine 2 (Pre-PRM2). The corresponding Coomassie-stained gel is also shown.

Quantification of histones TH2B and H3 (N = 11 and 10 biological replicates for CTL and KO, respectively), of TNP2 (N = 8 biological replicates for CTL and for KO) and
of PRM1/PRM2 ratio (N = 3 biological replicates for CTL and for KO) in Dot1/-KO and CTL spermatozoa, related to Fig 3E-G. The data shown are normalized to control
mean values (+ SEM). *P-value < 0.05, ***P-value < 0.0005 (unpaired t-tests). AU. = arbitrary units.

Data information: See also Fig EV2 and Appendix Fig S3.
Source data are available online for this figure.

© 2023 The Authors
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Fig S3E). Finally, we quantified protamines on acid-urea gels and
observed an accumulation of immature (non-cleaved) forms of Prot-
amine 2 in Dot1l-KO spermatozoa versus. CTL (Fig 3G). A slight but
significant distorted Protaminel/Protamine2 (PRM1/PRM2) ratio
was also observed in Dotll-KO spermatozoa (Fig 3G and H and
Appendix Fig S3F).

The transition from nucleosomes to protamine-based chromatin
starts in elongating spermatids with the incorporation of histone
post-translational modifications (PTMs) and histone variants (for
reviews see Oliva, 2006; Rathke et al, 2014; Bao & Bedford, 2016).
To better understand how DOTIL impacts on chromatin organiza-
tion prior to histone removal, we quantified histone PTMs and vari-
ants by liquid chromatography—tandem mass spectrometry (LC-MS/
MS) in whole testes and in elongating/condensing spermatids. In
whole testis histone extracts, we observed, as expected, a clear
decrease of H3K79 mono- and di-methylation in Dot1[-KO samples
compared to CTL (Appendix Fig S4A). The tri-methylation of H3K79
was not detectable with this analysis, possibly due to its small stoi-
chiometry. No other significant differences in histone H3 PTMs were
detected between Dot1l-KO and CTL whole testicular histone
extracts. However, a significant decrease in histone H4 hyperacety-
lated form (i.e., H4KS5ac, K8ac, Kl2ac, Kl6ac) was observed
(Appendix Fig S4A). In elongating/condensing spermatids (ES), the
stage during which chromatin is extensively remodeled, a significant
decrease in H3K79 mono- and di-methylation levels was also
observed (Fig 4A). Here also, H3K79 tri-methylation was not detect-
able. Several other quantitative changes in histone PTMs were not
only observed, such as modest increases in H3K23ac, H2AR88mel,
and TH2BK35ac, but also a dramatic decrease of H4K20 or R23
mono-, di-, and tri-methylated forms (Fig 4 and Appendix Fig S4B).
Quantification of histone variants showed significant changes in H1
variants and in canonical H2A (Appendix Fig S4C). The most
remarkable change was, as in whole testes, a severe decrease in H4
acetylation in Dot1l-KO elongating/condensing spermatids, in partic-
ular, hyperacetylated forms such as H4K5ac, K12ac, Kl6ac, H4K8ac,
K12ac, K16ac, and H4K5ac, K8ac, K12ac, Kl6ac (Fig 4B). In elongat-
ing spermatids, histone H4 hyperacetylation is an essential step of
histone-to-protamine transition, as it facilitates chromatin loosening
and nucleosome disassembly prior to histone removal (for review
see Oliva, 2006). By western blot and immmunofluorescence, we
also observed a decrease in H4 acetylation in Dot1l-KO elongating/
condensing spermatids compared to CTL using anti-H4Kl6ac or
anti-poly H4ac antibody (Fig EV3 and Appendix Fig S4D).

We next quantified histone PTMs and variants at an earlier stage
of spermiogenesis, in round spermatids (RS), and did not see any
decrease in H4 acetylation or H4K20 methylation in KO versus. CTL
RS (Fig EV4) in contrast with what was observed in ES (Fig 4).
Apart from the expected decrease in H3K79 methylation, the only
quantitative changes that were detected in RS were increases in
H3K18 crotonylation (H3K18cr), in H4K8cr, K12ac, K16ac and in H1
variants (Fig EV4 and Appendix Fig S4C and E). In spermatozoa,
some H3K79 methylation has been detected on persistent histones
(Luense et al, 2016; Moretti et al, 2017) and a significant decrease in
H3K79mel and H3K79me2 levels was visible in Dot1l-KO spermato-
zoa using LC-MS/MS. Apart from a modest increase in H3K18ac, no
other changes were detected at this stage (Appendix Fig S4F).

All these observations indicate that Dot1{ KO has a profound
impact on postmeiotic chromatin in ES at the time of its

© 2023 The Authors
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reorganization, which disrupts histone-to-protamine transition and
leads to a higher proportion of retained histones, transition proteins,
and unprocessed protamine 2 in spermatozoa.

DOTLL regulates the expression of genes involved in essential
processes of spermatid differentiation

In order to gain insight into the gene expression changes associated
with Dotll deficiency in male germ cells, we performed RNA-Seq
analyses on purified germ cells from three different spermatogenic
stages, each in five replicates: primary spermatocytes (SC), second-
ary spermatocytes (SCII), and round spermatids (RS; Fig 5A). We
did not include elongating/condensing spermatids in this analysis
because their transcriptome is very similar to that of round sperma-
tids, and, at this stage, transcription progressively shuts down as a
consequence of histone-to-protamine transition and genome com-
paction. RNA-Seq differential analyses showed hundreds of signifi-
cantly deregulated genes in Dot1[-KO versus CTL samples (DEseq2,
with a Fold change > 1.5 and FDR < 0.05). In parallel, we
performed a less stringent analysis (DEseq2, with a Fold change
> 1.5 and P < 0.05, then a posteriori validation of FDR) and found
between ~ 600 and 1,000 deregulated genes at each stage (Fig 5B
and Appendix Fig S5A). With both analyses, the number of deregu-
lated genes increased with progression of male germ cell differentia-
tion and was therefore highest in RS (Fig 5B and Appendix Fig S5A),
and approximately half of deregulated genes were found in common
in at least two stages (Appendix Fig S5A). In the three cell types,
more genes were found upregulated than downregulated in KO sam-
ples (Fig SB) in agreement with results obtained recently in Dotll-
KO somatic cells (Aslam et al, 2021; Cattaneo et al, 2022). To link
gene deregulation in Dot1l-KO mice with DOT1L methyltransferase
activity, we compared deregulated genes with the genomic location
of H3K79me2 that we obtained by ChIP-seq in RS. H3K79me?2 is the
best characterized H3K79 methylation mark and is known to mark
the body of transcriptionally active genes. H3K79mel and me3 have
similar trends, though broader for the former, and more restricted
for the latter (Vlaming & van Leeuwen, 2016). Here, in wild type
RS, H3K79me2 was found enriched at the body (with the strongest
signal found near the Transcriptional Start Site) of genes which were
downregulated in the KO but not those found upregulated (Fig 5C
and Appendix Fig S5B). Observation of ChIP peaks confirmed the
presence of H3K79me2 mark at down but not upregulated genes
(Fig 5D).

We next investigated deregulated pathways using GSEA (Gene
Set Enrichment Analysis), a threshold-free method which considers
all genes based on their differential expression rank and found a
downregulation of biological pathways related to apoptosis, tran-
scription/RNA  regulation, chromatin/chromosome organization,
and mitochondria activity in Dot1{-KO versus CTL round spermatids
(Fig SE). Prior to spermiogenesis, pathways related to cilium or fla-
gellum motor activity were found downregulated in Dot1{-KO pri-
mary spermatocytes while, in DotI1l-KO secondary spermatocytes,
pathways related to chromatin/chromosome organization were the
most significantly deregulated (Fig 5E). When looking at gene ontol-
ogy for “cellular components,” pathways related to ribosomal struc-
ture or to mitochondrial proteins were found deregulated in RS
(Fig EVS). Strikingly, several Slc genes were found deregulated in
Dot1l-KO RS (Appendix Fig S5C). Slc genes encode solute carriers,
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Figure 4. Dotll-KO modifies the chromatin of elongating/condensing spermatids.

A, B Bar plots showing the quantification of post-translational modifications (PTMs) in histones H3 and H4 in ES (elongating/condensing spermatids) by LC—-MS/MS.
After normalization to be at constant amount of histone H3 or H4 in each analyzed sample (see Materials and Methods), mass spectrometry signals were divided
by the average signal in both conditions (CTL and KO), so as to be able to represent all peptides in the same figure, whatever their MS intensity. Quantitative data
obtained on biological replicates (N = 3 for CTL and 3 for KO) were plotted as dots, and the height of the bars indicates the average value (mean =+ standard devia-
tion, SD). T-tests were performed to estimate the possible significant difference of modified peptide abundances between the two genotypes. *P-value < 0.05, ** p-
value < 0.005, and ***P-value < 0.0005. When interpreting our mass spectrometry data against the database MS_histoneDB, we were able to identify various H3
variants, namely canonical H3 and variants H3.3, testis-specific H3t and H3mm13. “H3” indicates sequences shared among several variants; “H3.3,” "H3t,” or

“H3mm13”, each variant. AU. = arbitrary units.

Data information: See also Figs EV3 and 4 and Appendix Fig S4.
Source data are available online for this figure.

and several of them have been implicated in sperm motility via their
effects on flagellum differentiation and/or sperm energy production
(Maruyama et al, 2016; Toure, 2019; Kuang et al, 2021).

In agreement with the downregulation of pathways related to
apoptosis, Bcl6, Jak3, and Tsc22d3 which encode proteins with anti-

8 of 18  EMBO reports 24: e56316 | 2023

apoptotic effects (Thomis et al, 1997; Kurosu et al, 2003; Aguilar
et al, 2014) were found significantly downregulated in RS. Blc6
codes for a transcription repressor (Chang et al, 1996) and appears
to be a direct target of DOTIL since it is downregulated upon Dotil
loss, and enriched in H3K79me2 in wild-type RS (Fig SE).

© 2023 The Authors
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A Multi-dimensional scaling plot on the 500 top genes in Dot1!-KO versus CTLs primary spermatocytes (SC), secondary spermatocytes (SCll), and round spermatids (RS)

using pairwise gene selection.

B MD plot of the genes found deregulated in Dot1/-KO versus CTLs SC, SCII, and RS, using differential gene expression analyses with two different parameters

(FDR < 0.05 and P-value < 0.05).
H3K79me2 enrichment profile at deregulated genes (same parameters as in B).

o

D H3K79me2 enrichment profile at selected deregulated genes, in two biological replicates of ChIP-Seq performed in wild type RS (Rep#1 and 2). The input value is

shown in gray.

m

GSEA analysis of RNA-Seq data from Dot1/-KO versus CTL SC, SCIl and RS. The figure shows all the biological pathways found significantly downregulated in Dot1/-KO

primary spermatocytes (SC), secondary spermatocytes (SCll), and round spermatids (P < 0.05), ranked by their enrichment score (ES).

Data information: See also Fig EVS and Appendix Fig SS5.

Interestingly, an unsupervised search for DNA motifs identified
BCL6/BCL6B DNA binding site as the most significantly enriched
motif in the promoter of upregulated genes (15 upregulated genes,
Appendix Fig S5D). This finding is in agreement with a model in
which downregulated genes are direct H3K79me2/DOTIL targets
while upregulated genes are indirect targets.

Discussion

In the present study, using a conditional knockout mouse model,
we demonstrate that the H3K79 methyltransferase DOTIL is essen-
tial for gene regulation and chromatin remodeling during spermatid
differentiation.

DOTIL is highly conserved among eukaryotes. In mammalian it
has been extensively studied and found to be involved in many dif-
ferent biological processes such as mixed lineage leukemia (Okada
et al, 2005; Nguyen et al, 2011), cell cycle (Kim et al, 2014), devel-
opment (Jones et al, 2008), reprogramming (Onder et al, 2012),
DNA damage repair (Lin et al, 2009; Zhu et al, 2018), or transcrip-
tion activation (Steger et al, 2008; Wang et al, 2008). In the male
germline, DOTI1L is highly expressed at the RNA and protein levels,
particularly in postmeiotic cells (Dottermusch-Heidel et al, 2014a,b;
Moretti et al, 2017). Before meiosis, DOTL1 has been found to be
required for the self-renewal of adult stem cells. Indeed, with a
Dot1l KO induced by a Cre recombinase expressed earlier than the
one used in the present study, Lin et al (2022) observed a progres-
sive (age-dependent) loss of all male germ cell types, ultimately
resulting in a Sertoli cell only syndrome (i.e., absence of germ cells).
In the Dot1l-KO males we characterized here, we also found empty
tubules as well as a decrease of all germ cell types, but milder,
which enabled us to address the role of DOT1L in adult postmeiotic
germ cells (i.e., spermatids). Strikingly, we found that Dot1l-KO
spermatozoa present multiple anomalies such as thinner and
distorted flagella, cytoplasmic retention and impaired nuclear com-
paction. As a result, KO spermatozoa are less motile and their fertil-
izing ability is compromised. These defects are associated with the
deregulation of hundreds of genes in Dot1l-KO meiotic and post-
meiotic germ cells. Previous studies have shown that spermatid dif-
ferentiation is associated with the specific expression (or highly
enriched expression) of thousands of genes, and that this genetic
program starts as early as in primary spermatocytes (Soumillon
et al, 2013; da Cruz et al, 2016; Chen et al, 2018; Green et al, 2018;
Ernst et al, 2019). Here, our analyses indicate that pathways related
to “cilium/flagellum assembly or motility” are deregulated from the
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spermatocyte stage, and those related to “nucleosome assembly,
chromatin remodelling” are deregulated in secondary spermatocytes
and round spermatids. A significant proportion of Dot1{-KO sperma-
tids undergo apoptosis and this was also visible by RNA-Seq with
the deregulation of “apoptosis” related pathways in RS, including
the downregulation of genes with anti-apoptotic effects such as Bcl6
or Jak3 (Thomis et al, 1997; Kurosu et al, 2003). Interestingly, sev-
eral potential BCL6 target genes were identified among the genes
which are upregulated in Dot1l-KO spermatids. Like other upregu-
lated genes, most of them are devoid of H3K79me2 in wild type
spermatids and may not be directly regulated by DOT1L. In contrast,
Bcl6 and many other downregulated genes in Dot1l-KO spermatids
are marked by H3K79me2 in wild-type cells and are likely directly
regulated by DOTIL. Our findings are in agreement with recent
studies in which Dot1! knockout was investigated in B cells, T cells
or cardiomyocytes. Each time, H3K79me2 was found to be enriched
at the body of downregulated genes but not of upregulated genes
(Kwesi-Maliepaard et al, 2020; Aslam et al, 2021; Cattaneo
et al, 2022).

Strikingly, many genes encoding members of the solute carrier
family were deregulated in Dot1[-KO male germ cells. Several mem-
bers of this family such as Slc22al4 and Slc26a8 have previously
been implicated in sperm motility via their effects on flagellar differ-
entiation and/or sperm energy production (Maruyama et al, 2016;
Toure, 2019; Kuang et al, 2021); the deregulation of Slc genes with
similar function could, therefore, contribute to the sperm flagellar
and motility defects of Dot1l-KO males. Overall, these data indicate
that Dot1l-KO-induced gene deregulation is responsible for the mul-
tiple defects of postmeiotic male germ cell differentiation.

In addition to being involved in the regulation of spermatid gene
expression, we show that DOTIL is essential for spermatid chroma-
tin remodeling and subsequent reorganization and compaction of
spermatozoon genome. Indeed, the chromatin of Dot1l-KO sperma-
tozoa is less compact, and characterized by a higher level of
retained histones, of transition protein 2, and of immature forms of
protamine 2, as well as altered protamine 1/2 ratio. Several other
studies have observed similar anomalies in particular retained his-
tones and immature forms of protamine 2, as a result of incomplete
histone-to-protamine transition, such as Tnp1-KO (transition protein
I; Yu et al, 2000), H2al2-KO (HZA histone family member L2A;
Barral et al, 2017), deletion of the mouse Y chromosome long arm
(Yamauchi et al, 2010), or Kat2a -KO (a.k.a. GenS) which encodes
the lysine acetyltransferase 2A (Luense et al, 2019). Similarly, a
recent study has shown that aberrant pre-PRM2 cleavage leads to
altered levels of histone variants and transition proteins in sperm

© 2023 The Authors

SUOBIPUOD pue sutia L, o 29 “[€202/30/77] U0 AIRIqIT AUI[UQ 1AL ST 91 WLISU] q €957 707 1QW/ZSZS | 01 /10p/F10°ssaidoquiasmay:sdiry Wwoly papeojumod ‘9 €707 “$L1 S69FT

fopw

5ua01] suowIO) aAeaI AqEANIddE Y1 £q PAUIAAOE T8 ST YO SN JO SN 10 ATRIGIT AUWJUQ) KO LA U0

76



Mélina Blanco et al

(Arevalo et al, 2022). In all those mouse models as well as in the
Dot1l-KO presented here, abnormal sperm chromatin content is
associated with fertility problems. This is also the case in humans,
since impaired protamine 1/2 ratio and accumulation of pre-PRM2
are associated with male infertility (Torregrosa et al, 2006; de Mateo
et al, 2009).

In elongating spermatids, histones—in particular histone H4—
are hyperacetylated prior to their replacement. This phenomenon is
a prerequisite for histone-to-protamine transition as it creates a per-
missive state for histone removal (for reviews see Oliva, 2006;
Rathke et al, 2014; Bao & Bedford, 2016). H3K79me2/3 levels peak
at the time of H4 hyperacetylation (Dottermusch-Heidel et al, 2014a,
b; Moretti et al, 2017) and we show here that both H3K79 methyla-
tion and H4 hyperacetylation are drastically and specifically reduced
in Dot1l-KO elongating spermatids. Several acetyltransferases are
involved in H4 hyperacetylation such as KAT2A, CBP-P300, or
NuA4 complex (Boussouar et al, 2014; Shiota et al, 2018; Luense
et al, 2019) but none of them was found deregulated in Dot1l-KO
spermatids. We, therefore, propose that the decrease in histone acet-
ylation is a consequence of impaired H3K79 methylation. In other
contexts than the male germline, H4 acetylation and H3K79 methyl-
ation have previously been shown to influence each other in differ-
ent ways. In 2016, Gilan et al proposed that DOT1L-mediated
H3K79me2 leads to a more open chromatin which facilitates the
recruitment of the histone acetyltransferase P300 which, in turn,
increases histone H4 acetylation (in particular, H4K5ac), in a cell
model of acute myeloid leukemia (Gilan et al, 2016). In contrast,
H4K16ac has been shown to stabilize the binding of yeast Dotl and
human DOTIL on the nucleosome and consequently stimulates its
methyltransferase activity in vitro (Valencia-Sanchez et al, 2021). In
elongating spermatids, H3K79 methylation and H4 acetylation could
therefore contribute to increase each other signal. It would be inter-
esting to test if H3K79 methylation level is affected in spermatids in
which histone acetylation is impaired, for instance in Kat2a knock-
out spermatids.

In our study, we also observed a decrease in the three methyla-
tion states of H4K20 in elongating spermatids. This is in line with
the observation made by Jones et al (2008) that H4K20 tri-
methylation level is reduced at centromeres and telomeres of Dot1l-
KO embryonic stem cells. H3K9 di-methylation (but not tri-
methylation) was also found reduced in KO embryonic stem cells,
but this histone PTM could not be detected in our analyses. Methyl-
ation of H4K20 has been shown to be associated with chromatin
accessibility. H4K20mel, by changing the conformation of nucleo-
somes, increases accessibility for other factors involved in DNA
processing and expression (Shoaib et al, 2021). In contrast,
H4K20me2 and H4K20me3 are associated with chromatin compac-
tion (Evertts et al, 2013). For the moment, the impact of these marks
during spermatid differentiation is unknown, but H4K20me3 is one
of the most dynamic histone modifications during spermatogenesis,
with a peak in elongating spermatids; H4K20me2 follows the same
pattern but is less abundant than H4K20me3 (Luense et al, 2016;
Wang et al, 2021). One can, therefore, speculate that H4K20 methyl-
ation is also important for histone to protamine transition. Interest-
ingly, Ho et al (2021) have found that the H4K20mel
methyltransferase, SET8, and DOT1L (which is a non-SET domain
methyl-transferase) bind to the nucleosomal acidic patch by a simi-
lar mechanism. Further work will be needed to understand the
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mechanism by which DOTL] and/or H3K79 methylation may influ-
ence H4K20 methylation.

Other, more modest quantitative changes in histone PTMs and
variants were observed in elongating spermatids. They could be
compensatory mechanisms for H3K79 methylation or H4 acetylation
decrease, as observed in Th2b knock-out spermatids where H2B
was upregulated and several histone PTMs changed to compensate
for the loss of H2B variant TH2B (Montellier et al, 2013). The dereg-
ulation of genes associated to “chromatin function” could also con-
tribute to the changes in chromatin content observed in Dot1l-KO
spermatids.

In conclusion, our data show that DOTIL is indispensable for the
differentiation of postmeiotic germ cells into functional spermato-
zoa. Indeed, DOTIL regulates the expression of genes essential for
spermatid differentiation and, DOT1L-mediated H3K79 methylation
is necessary for proper histone H4 hyperacetylation in elongating
spermatids and for an efficient histone-to-protamine transition and
subsequent compaction of the sperm chromatin.

Materials and Methods
Mouse strains and genotyping

Conditional Dot1! knockout mice were obtained from the Knockout
Mouse Project (CSD29070; to F.V.D.). This line has previously been
described in (Jo et al, 2011). In these mice, Dot1l exon 2 is flanked
by loxP sites (see Appendix Fig S1D). Recombination of loxP sites
by Cre recombinase leads to the deletion of exon 2 and consequently
a frameshift and premature stop codon in Dotll Coding DNA
sequence. Tg(Stra8-iCre)1Reb/J were obtained from the Jackson lab
(JAX stock #017490; Sadate-Ngatchou et al, 2008). All animals ana-
lyzed in this study were from a C57BL6/J background. Genotypes of
animals were determined by polymerase chain reaction (PCR) using
Dotl1l primers F + R1 + R2 (Appendix Fig S1D) or iCre primers as
described on the Jackson lab website. The latter PCR was performed
with Ymix internal control (see Appendix Table S1 for primer list
and sequences).

Unless specified, all experiments were performed on (adult) 3-5-
month-old males. Reproductive parameters were analyzed on two
types of Dot1l knocked-out animal models. First, on animals hosted
in a conventional animal house (cah) and of the following geno-
types: Dot11™*'; Stra8-Cre mice (DOT1Lcah) and Dot1I™**" siblings
(without Stra8-Cre transgene) as controls (CTLcah). Second, on ani-
mals hosted in a Specific Pathogen-Free (SPF) animal house and of
the following genotypes: Dot1I™/%; Stra8-Cre (hereafter called
DOTI1L-KO) and Dot1{"/*" siblings as controls (hereafter called CTL).
Analyses of the reproductive parameters of both types of KO males
(Dot1™*;Stras-Cre or Dot1l™*; Stras-Cre) gave similar results
(Appendix Fig S2A and B). Heterozygous Dot1I"* males (HET)
were also analyzed. They did not differ from controls (Appendix
Fig S2A-E). Dot1l™%; Stra8-Cre animals were generated because it
had been shown that Stra8-iCre is not 100% efficient (Bao
et al, 2013). In these animals, one allele of DotIl is floxed and one
allele is already deleted (A) to increase the efficiency of floxed exon
excision upon Cre recombinase expression. Nevertheless, some
remaining DOTLI protein signal was observed by western blot and
Immunofluorescence (see Fig 1B and D and Appendix Fig S1E-I).
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All other phenotypic analyses and all molecular analyses were
performed on Dot17%; Stra8-Cre, hereafter called Dot11-KO, and on
Dot1'V™ siblings as CTL. Mice from mTmG line (Muzumdar
et al, 2007) were crossed to Stra8-Cre line to verify Stra8-Cre recom-
binase location and activity.

The mice were fed ad libitum with a standard diet and main-
tained in a temperature- and light-controlled room. Animal proce-
dures were approved by Universite de Paris ethical committee
(Comite d’Ethique pour !'Experimentation Animale; registration
number CEEA34.JC.114.12, APAFIS 14214-2017072510448522v26).

Fertility tests

Dot1l-KO and CTL males, aged from 8 to 10 weeks, were housed
with two wild-type C57BL6/J females per cage (aged from 6 weeks,
Janvier Labs, France) for up to 4 months. Vaginal plugs were
checked and females separated when found. For each group, litter
size and number were assessed.

Another series of test were performed too evaluate the fertiliza-
tion rate following mating (in vivo fertilization). For this WT
females were first superovulated by injection of 5 IU of PMSG (preg-
nant mare’s serum gonadotrophin; Intervet, France) followed by
51U of hCG (human chorionic gonadotrophin; Intervet) 48 h later.
Females were then mated with WT or Dot1l-KO males at night and
the next day females with a vaginal plug were isolated. Oocytes
were collected from ampullae of oviducts and freed from the cumu-
lus cells by brief incubation at 37°C with hyaluronidase (Sigma, St.
Louis, MO, USA) in M2 medium (Sigma). Oocytes were rinsed and
the number of fertilized oocytes was evaluated using DAPI immune-
fluorescent staining to visualize the DNA.

IVF

Oocyte preparation

WT C57BL6/J female mice aged 6-8 weeks (Janvier Labs, France)
were superovulated with 5 IU of pregnant mare serum gonadotropin
(PMSG) and 5 IU human chorionic gonadotropin (hCG; Intervet,
France) 48 h apart. About 14 h after hCG injection, animals were
sacrificed by cervical dislocation. Cumulus oocyte complexes were
collected by tearing the ampulla wall of the oviduct, placed in Ferticult
medium (FertiPro N.V, Belgium) supplemented with 3% BSA (Sigma-—
Aldrich), and maintained at 37°C under 5% CO, in air under mineral
oil (FertiPro N.V, Belgium). When experiments were performed with
Zona-free oocytes, cumulus cells were first removed by a brief expo-
sure to hyaluronidase IV-S (1 mg/ml, Sigma-Aldrich). The zona pellu-
cida was then dissolved with acidic Tyrode’s (AT) solution (pH 2.5;
Sigma-Aldrich) under visual monitoring. Zona-free eggs were rapidly
washed five times and kept at 37°C under 5% CO, in air for 2-3 h to
recover their fertilization ability.

Capacitated sperm preparation: mouse spermatozoa were
obtained from the cauda epididymides of DOT1L-KO, CTL, HET and
WT C57BL6/J males (aged 8-12 weeks) and capacitated at 37°C
under 5% CO2 for 90 min in a 500 pl drop of Ferticult medium
supplemented with 3% BSA, under mineral oil.

In vitro fertilization: cumulus-intact and Zona-free eggs were
inseminated with capacitated spermatozoa for 3 h in a 100 pl drop
of Ferticult medium, 3% BSA at a final concentration of 10® or 10°
per ml, respectively. Then, they were washed and directly mounted
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in Vectashield/DAPI (Vector laboratories, CA, USA) for observation
under UV light (Nikon Eclipse E600 microscope). Only oocytes
showing at least one fluorescent decondensed sperm head within
their cytoplasm were considered fertilized.

Testicular germ cell purification by elutriation or FACS

Germ cells were purified from adult males using fluorescence-
activated cell sorting (FACS) or elutriation as previously described
in (Cocquet et al, 2009; Comptour et al, 2014) and more recently in
(Crespo et al, 2020). Elutriated fractions with a purity ~ 95-99%
for elongating/condensing spermatids and ~ 80% for round sperma-
tids, were used for LC-MS/MS analyses. Highly enriched fractions
of primary or secondary spermatocytes (> 90%) and round sperma-
tids (~ 99%) were used for RNA-Seq analyses. Flow cytometric
analysis of testicular cell suspension were performed as previously
described (Corbineau et al, 2017; Ragazzini et al, 2019).

Sperm collection and purification with Percoll

Spermatozoa were extracted from cauda epididymis in pre-warmed
(37°C) M2 medium (Sigma-Aldrich) by gentle pressure. Then, epididy-
mides were perforated with a thin needle and incubated in M2 for
10 min at 37°C to allow remaining sperm to swim up. For molecular
analyses, spermatozoa were next purified on a Percoll gradient. In brief,
spermatozoa were centrifuged at 2,000 g for 10 min and pellets incu-
bated in somatic cell lysis buffer (1x PBS, 0.1% SDS, 0.5% Triton X-
100) for 10 min on ice. Sperm cells were washed with PBS-BSA (1x
PBS, 0.5% BSA, 2 mM EDTA) and briefly sonicated to remove flagella
(ON 5 s — OFF 30 s x 3 Cycles, bioruptor Pico, Diagenode). The sam-
ples were transferred in low retention tubes, loaded on 50% Percoll
(Sigma-Aldrich) and centrifuged at 2,500 g for 5 min to remove somatic
cells and flagella. This step was repeated once and sperm cells were
washed in PBS-BSA twice and counted (minimum 1,000 cells). The
purity was > 99.7%. Spermhead pellets were snap-frozen in liquid
nitrogen and stored at —80°C prior to use.

Nucleoplasmin decompaction

Experiments were performed as previously described in (Yamaguchi
et al, 2018). Following Percoll purification, sperm heads were washed
in 1x PBS, 0.5% Tween, permeabilized with 0.02 U/M Streptolysin O
(Sigma-Aldrich) in 1% PBS for 10 min on ice and washed once with 1x
PBS, 0.5% Tween. Cells were then incubated with 1x PBS containing
1 mM DTT for 10 min at 37°C, washed with 1x PBS, 0.5% Tween,
resuspended in KH buffer (100 mM KCl, 20 mM Hepes-KOH, pH 7.7)
in low retention tubes and stored at —80°C for later use. Ten million of
sperm heads were resuspended in 1 mL NPM treatment buffer
(20 mM HEPES-KOH, pH 7.7, 100 mM KCl, 2.5 mM MgCl2, 5 mM Na-
But, 10 mM DTT, 1X complete EDTA-free protease inhibitors, 250 pM
NPM) and incubated for 2 h at 37°C in a Thermomixer (Mixer HC,
Starlab) at 1,000 rpm. After centrifugation at 20,000 g for 5 min at
4°C, cells were washed with 5 mM Na-But in 1x PBS, 0.5% Tween
twice and sperm heads were fixed with 1% PFA for 10 min at RT,
quenched with 250 mM glycine and washed in 5 mM Na-But in PBS/
Tween 0.5% twice.

After fixation, sperm pellets were resuspended in NP40 Buffer
(10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10 mM NaCl, 0.5% NP40, 1x complete
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EDTA-free protease inhibitors, Sigma Aldrich) and incubated on ice for
30 min. Samples were washed with 1x PBS, 0.5% Tween, 5 mM Na-
But, and resuspended in 200 pl of sonication buffer (10 mM Tris—HCI,
pH 8.0, 20% glycerol, 0.25% SDS, 5 mM Na-But, 1> complete EDTA-
free protease inhibitors). Sperm cells were sonicated (ON 30s — OFF 30s
x13 cycles, Bioruptor Pico, Diagenode) and the sheared chromatin was
centrifuged at 20,000 g for 10 min at 4°C. Supernatants were trans-
ferred in new 1.5 ml tubes and pellets resuspended in 200 ul of KH
buffer. Prior to western blot analyses, both supernatant and pellets were
resuspended in 4x NuPage/10% f-mercapto-ethanol (ThermoFisher),
heated 10 min at 95°C and briefly sonicated.

Histone extraction from spermatozoa

Experiments were performed as described in (Crespo et al, 2020)
with minor modifications. In brief, 5 million of Percoll-purified and
sonicated spermheads were incubated in 50 mM DTT for 30 min (at
4°C) then mixed with sulfuric acid (0.4 M final volume), sonicated
and acid extracted with 20% trichloroacetic acid (TCA). Histone pel-
lets were washed with cold acetone containing 0.05% HCI, dried at
room temperature, and resuspended in 50 pl of SDS-PAGE loading
buffer containing 10% B-mercaptoethanol.

Western blot

Electrophoresis was performed in polyacrylamide gels at 120 V in
denaturating buffer containing 25 mM Tris Base, 190 mM glycine,
0.1% SDS, and proteins were transferred on nitrocellulose mem-
branes (GE Healthcare). Membranes were then rinsed and incubated
3 min in Ponceau stain to visualize transfer efficiency. Then mem-
branes were incubated in 1x PBS, 0.01% Tween, 5% milk. All pri-
mary antibodies were incubated over night at 4°C (see Appendix
Table S2 for references and dilutions) and 2 h at room temperature
for secondary antibodies. The revelation was performed with Super-
Signal West Pico Plus® ECL from ThermoFisher (34580) and Immo-
bilon ECL Ultra Western HRP substrate from Millipore
(WBULS0100) on ImageQuant™ LAS 4000 imager.

Extraction and analysis of protamines

PRM1/PRM2 protamine ratio was analyzed following procedures of
protamine-rich fraction of sperm nuclear proteins extraction and
analysis previously described, with minor modifications (Soler-
Ventura et al, 2018). Briefly, histones and other basic proteins
loosely attached to DNA were extracted incubating sperm in 0.5 M
HCl for 10 min at 37°C after vortexing, and centrifuged at 2,000 g
20 min at 4°C. This step was repeated three times. Resulting pellet
was resuspended in 0.5% Triton X-100, 20 mM Tris-HCl (pH 8),
and 2 mM MgCl,. After centrifugation at 8,940 g 5 min at 4°C, the
sediment was resuspsended in milliQ H,0 with 1 mM PMSF,
centrifuging again at the same conditions. Chromatin was then
denaturated by resuspending the pellets in 20 mM EDTA, 1 mM
PMSF, 100 mM Tris-HCI- pH8 and adding 1 volume of 575 mM
DTT in 6 M GuHCI prior vortexing. The solution was incubated at
37°C with 0.8% 4-vynilpyridine to inhibit cysteine disulfide bonds
for 30 min, vortexing every 5 min, in fumehood and in dark condi-
tions. Chromatin was then precipitated with a minimum of 10 min
incubation with cold ethanol at —20°C, followed by centrifugation
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12,880 g for 15 min at 4°C. Basic nuclear proteins (protamine-
enriched fraction) were extracted from DNA incubating with 0.5 M
HCI at 37°C and recovered in the supernatant after centrifugation at
17,530 g for 10 min at 4°C. Precipitation was carried out with 20%
TCA on ice and centrifugation using the same conditions. Prot-
amines were washed twice with 1% p-mercaptoethanol in acetone
and dried out at room temperature. For in-gel quantification, dried
purified extracts were resuspended 5.5M urea, 20% -
mercaptoethanol, 5% acetic acid, and separated using acetic acid
urea gel electrophoresis (AU-PAGE). Gels were stained with
EZBlue™ Gel Staining Reagent (#G1041, Sigma Aldrich) and optic
density of the bands corresponding to mouse PRM1 and PRM2 was
quantified using Quantity One 1-D analysis software (BioRad, Her-
cules, CA, USA) to calculate the PRM1/PRM2 ratio. PRM1/PRM2
ratios were normalized against the mean value of the control group.

For western blot detection, basic nuclear protein extracts from
2.1 M spermatozoa were loaded into AU-PAGE. Proteins were then
transferred towards the negative pole onto a 0.45-pm pore size
nitrocellulose membrane (88018, ThermoFisher) for 4 h at 4°C
using an acidic transfer buffer consisting of 0.9 mM acetic acid. The
rest of the procedure (blocking, antibody incubation, and ECL detec-
tion) was similar as for other western blot experiment (see dedi-
cated paragraph above).

Histological analyses

Mouse testes were fixed in 4% buffered paraformaldehyde (PFA) for
minimum 4 h, before they were cut in halves and incubated over-
night in Bouin (Sigma). Testes were then washed in 70% ethanol at
room temperature for 30 min, dehydrated, and embedded in paraf-
fin. Four-micrometer sections were stained with periodic acid-Schiff
(PAS).

Immunohistochemistry and immunofluorescence

Mouse testes were fixed in 4% buffered paraformaldehyde (PFA) for
minimum 4 h, before they were cut in halves and incubated over-
night in 4% PFA. Testes were then washed in 70% ethanol at room
temperature for 30 min, dehydrated, and embedded in paraffin.
Immunohistochemistry or immunofluorescence experiments were
performed on 4-um sections using Novolink polymer detection sys-
tem (7140-K, Leica Micro-systems) according to the manufacturer’s
instructions, or following the procedure described in (Comptour
et al, 2014) with the following modifications. Permeabilization was
performed for 15 min in 1x PBS, 0.5% Triton X-100. Blocking was
performed for 30 min to 1 h at room temperature in 1x PBS, 0.1%
Tween, 1% BSA. Primary antibody was incubated overnight at 4°C
(dilution and reference of each antibody are available in Appendix
Table S2). Some slides were counterstained with Hematoxylin. For
immunofluorescence experiments, lectin (L-21409 or L-32459, Ther-
moFisher) was diluted at 1/500 in 1> PBS and incubated for 1 h at
room temperature along with secondary antibodies (see Comptour
et al, 2014). Lectin was used to stain the developing acrosome and
determine the stage of testis tubules as described in (Ahmed & de
Rooij, 2009). DAPI (in VECTASHIELD Mounting Medium,
Vectorlab) was used to stain nuclei. TUNEL assay was performed on
4-pm paraffin-embedded testicular sections using In Situ Cell Death
Detection Kit, Fluorescein as described by the manufacturer (Roche,
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Sigma-Aldrich). GFP immunofluorescence pictures were taken with
a NikonE600 microscope using the Nikon Digital Sight SD-V3 cam-
era (DS-Fil) with the NIS software. All other immunofluorescence
pictures were taken with an Olympus BX63 microscope and ana-
lyzed using ImageJ 1.48v (http://imagej.nih.gov/ij/). Immunohisto-
chemistry pictures were taken with Perkin Elmer Lamina slide
scanner and analyzed using CaseViewer software.

Papanicolaou staining of spermatozoa

Spermatozoa were collected from cauda epididymides in M2
medium (Sigma-Aldrich) and spread onto a Superfrost Plus slide
(ThermoFisher). Cells were fixed in 4% PFA for 10 min and stained
using Papanicolaou staining. Briefly, the slides were washed in 95%
ethanol, incubated in Harris hematoxylin for 3 min for nucleus
counterstaining, washed and stained with OG-6 dye (RAL diagnos-
tics 05.12013, Martillac, France) and with EA-50 (RAL diagnostics
05.12019, Martillac, France). The slides were then dehydrated and
mounted with permanent mounting medium. Spermatozoa were
then observed with NikonEG0O optic microscope and pictures were
taken with the 40X objective.

Electron microscopy

Ten to 20 million epidydimal spermatozoa were collected in 2 ml of
fresh M2 medium (Sigma-Aldrich) prewarmed at 37°C. After
pelleting the sperm at room temperature (300 g, 10 min), the pellet
was fixed in 3% glutaraldehyde for 1 h before washing twice in 1x
PBS (1,000 g, 10 min). Samples were then dehydrated in ethanol
baths and incubated in propylene oxide before inclusion in gelatin.
Slices of 60 nm were cut with a Diatome and observed with a JEOL
1011 microscope at a magnification of 1,500x or 2,000x.

Computer assisted sperm motility analysis (CASA)

Immediately after collection of epididymal spermatozoa in M2
medium  (Sigma-Aldrich), sperm motility was analyzed by
computer-assisted sperm analysis (CASA) systems CASA CEROS IL
(Hamilton Thorne, Beverly, MA, USA), using a Zeiss microscope.

Sample preparation for RNA-Seq

Total RNA from 150,000 to 600,000 cells of sorted primary sper-
matocytes (SCI), secondary spermatocytes (SCII) and round sperma-
tids (RS) was extracted using the Ambion RNAqueous micro kit
(ThermoFisher) following manufacturers’ instructions. For each cell
type, five replicates were analyzed. Quantity and quality were
assessed using Bioanalyzer chips (ThermoFisher). Libraries were
prepared using the NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep
Kit (New England Biolabs) according to supplier recommendations.
Paired-end sequencing of 100-bp reads was then carried out on the
Illumina HiSeq4000 system.

RNA-Seq analyses
Snakemake was wused for RNA-seq analyses (Koster &

Rahmann, 2018; v. 3.9.0). Adaptors were trimmed and reads with
poor quality (quality < 20) were filtered out with BBduk from
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BBTools (v. 38.23, https://sourceforge.net/projects/bbmap/). Align-
ment was performed on the mouse genome build mml0
(GRCm38.p6) using STAR (Dobin & Gingeras, 2015; v. 2.7.2d)
and Gencode vM19 gene annotation GTF with following argu-
ments: --outMultimapperOrder Random --quantMode Genecounts --
sjdbOverhang 74. For each sample, the number of aligned reads was
converted in cpm (count per million). Genes with an expression
level of at least > 1 cpm in a minimum of two samples were
included in the analysis, to exclude genes with a very low expres-
sion. Differential expression analysis was carried out using DESeq2
(Love et al, 2014) and edgeR (Robinson et al, 2010) packages using
default parameters and a design using genotype and cell type. Differ-
entially expressed genes (FDR < 5%) were obtained using glmTreat
edgeR’s function which conducts a modified likelihood ratio test
(LRT) against the fold change threshold (> 1.5). This method is
based on TREAT method (McCarthy & Smyth, 2009). Two analyses
were performed in parallel: one selecting the deregulated genes with
a FDR < 5% (adjusted P-values), and one selecting deregulated
genes with a P-value < 5% (non-adjusted P-values). On this second
category of genes, the FDR was calculated a posteriori using
Benjamini-Hochberg correction (Benjamini & Hochberg, 1995) and
was confirmed to be < 5%. Enrichment analysis was performed
with GSEA (v. 4.0.3, c5.all.v7.1.symbols.gmt, GO cellular compo-
nents, biological pathways, or all) on gene expression cpm values
between KO and control samples (Subramanian et al, 2005; Appen-
dix Fig SSE). Beforehand, mouse Ensembl gene ID were converted
to human Ensembl gene ID (hg38) with the biomaRt R package
(Durinck et al, 2005). The search for DNA motif in the promoter
regions of deregulated genes was performed using HOMER (Heinz
et al, 2010) with the findMotifs.pl function and the following param-
eters: -start -2000 -end 0.

To generate Appendix Fig S1B, we used https://rgv.genouest.
org/ (Darde et al, 2015, 2019).

ChIP-Seq analyses

Snakemake was used for ChIP-Seq analyses. Adaptor were trimmed
and filtered using the same parameters than RNA-Seq analyses.
Alignment was performed on the mouse genome (mml0) using
bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012) with the following argu-
ments: --local. Peak calling was process with MACS2 (Zhang
et al, 2008) with default parameters against input file to obtains
peaks enrichment score of H3K79me2. Mitochondrial peaks and
peaks with FDR > 5% were filtered. Peaks were annotated with the
R package ChIPseeker (Yu et al, 2015) using the annotatePeak()
function with the following parameters tssRegion = ¢(—3000,3000).

Code availability

The fully reproducible and documented analysis for RNA-Seq and
ChIP-Seq is available on github at https://github.com/
ManonCoulee/RNAseq_DOT1L_Blanco_2022.

MS quantification of histone PTMs and of histone variants

To identify histone PTMs, samples were prepared and processed

essentially as described in Crespo et al (2020). Briefly, histones were
precipitated by acid extraction from whole testes which were
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beforehand reduced into powder using a pestle and mortar on dry
ice, or from elutriated elongating/condensing spermatids (ES). They
were resuspended in loading gel buffer (LDS sample buffer reference
84788, supplemented with NuPAGE sample reducing agent refer-
ence NP0009, ThermoFisher) and separated on a 4-12% NuPAGE
acrylamide gel (reference NP0321BOX, ThermoFisher). After blue
staining (SimplyBlue SafeStain, ThermoFisher), gel bands corre-
sponding to H3 (at about 17 kDa) and H4 (at about 14 kDa) and
two gel slices in-between containing H2A and H2B, were cut and
then reduced with dithiothreitol, alkylated with iodoacetamide and
in-gel digested with 0.1 pg trypsin (V511, Promega) per slice using a
Freedom EVO150 robotic platform (Tecan Traging AG, Switzerland).
Alternatively, to analyze the relative abundance of histone variants
between conditions, histone samples were simply loaded on a gel
and migrated for a few millimeter. The whole zone was cut for
robotic in-gel tryptic digestion. The resulting tryptic peptides were
analyzed by a liquid chromatography-tandem mass spectrometry
coupling made up of a C18 reversed-phase capillary column (75 pm
id. x 25 cm ReproSil-Pur C18-AQ, 1.9 pm particles, Cluzeau,
France) using the UltiMate™ 3000 RSLCnano system (Thermo-
Fisher) coupled to a Q-Exactive HF mass spectrometer (Thermo-
Fisher). The mobile phases consisted of water with 0.1% formic
acid (A) and acetonitrile with 0.08% (v/v) formic acid (B). Peptides
were eluted with a gradient consisting of an increase of solvent B
from 2.8% to 7.5% for 7.5 min, then from 7.5% to 33.2% over
33.5 min and finally from 33.2% to 48% over 6.5 min. Mass spec-
trometry acquisitions were carried out by alternating one full MS
scan with Orbitrap detection acquired over the mass range 300 to
1,300 m/z and data-dependent MS/MS spectra on the 10 most abun-
dant precursor ions detected in MS. The peptides were isolated for
fragmentation by higher energy collisional dissociation (HCD) with
a collision energy of 27.

Identification of modified peptides was obtained using our in-
house established database of histone sequences, MS_histoneDB (EL
Kennani et al, 2017), completed with a list of 500 common contami-
nants. MS/MS data interpretation was carried out with the program
Mascot (http://www.matrixscience.com/) with the following search
parameters. The precursor and fragment mass tolerances were
S ppm and 25 mmu, respectively; enzyme specificity was trypsin;
the maximum number of trypsin missed cleavages was set to 5,
carbamidomethyl (Cys) was specified as a fixed modification. We
indicated as variable PTMs in Mascot acetylation, crotonylation,
and ubiquitination (more precisely the dipeptide “GlyGly”) of Lys
residues, methylation and di-methylation of Lys/Arg and tri-
methylation of Lys, as well as N-terminal acetylation of proteins. Fil-
tering of peptide identifications and quantification was performed
by using the program Proline (Bouyssie et al, 2020). All peptide/
spectrum matches of scores below 15 were filtered out; next, all
identifications of modified peptides suggested by Mascot for H3 and
H4 were visually validated by demanding that a continuous stretch
of minimally 5 amino acids be identified in terms of b or y fragment
ions, and by ascertaining PTM positioning on Lys/Arg residues. This
score threshold is very low, yet it was relevant to use so as to be
able to identify very short peptides, such as H3-K18modQLATK.
When interpreting our mass spectrometry data against the database
MS_histoneDB, we were able to identify and quantify various H3
variants, namely canonical H3 and variants H3.3, testis-specific H3t,
and H3mm13. H3t differs from canonical H3 at residue 24, while

© 2023 The Authors
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H3.3 and H3mm13 differ from H3 at residues 31 and 29. To estimate
the relative abundance of modified histone peptides between sam-
ples, normalization to be at constant amount of total H2A, H2B, H3,
or H4 was done by dividing the raw MS signals of modified peptides
by the sum of the MS signals of modified and unmodified peptides
for each histone. To estimate the relative abundance of histone vari-
ants between Dot1[-KO and CTL samples, variants were quantified
by Proline by relying only on peptides specific of these sequences.
Samples were normalized to be at constant amount of histone H4.
The mass spectrometry proteomics data have been deposited to the
ProteomeXchange Consortium via the PRIDE (Perez-Riverol
et al, 2019) partner repository with the dataset identifier
PXD030734.

Statistical analysis

Chi-square and unpaired t-test were used to analyze IVF data.
Sperm motility parameters were analyzed using a Mann-Whitney
tests following angular transformation of percentages. To compare
the incidence of sperm head abnormalities, and apoptotic (TUNEL+)
spermatids between Dot1l-KO and CTL, percentages were converted
in angles prior to performing r-tests. Student t-test (corrected for
multiple testing when appropriate) was used for all other analyses
(fertility, sperm count, testis weight, histology, histone PTM, west-
ern blot, and normalized PRM1/2 ratio quantifications). Statistical
analyses for RNA-Seq/ChIP-Seq are described in the dedicated
paragraphs.

Data availability

RNA-Seq data have been submitted to ENA repository under project
number PRJEB50887 (https://www.ebi.ac.uk/ena/). H3K79me2
ChIP-Seq project number is PRINA643726. The mass spectrometry
proteomics data have been deposited to the ProteomeXchange Con-
sortium via the PRIDE (Perez-Riverol et al, 2019) partner repository
with the dataset identifier PXD030734 (https://www.ebi.ac.uk/
pride/).

Expanded View for this article is available online.
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4 DOTIL a des effets antagonistes sur la régulation de I’expression génique
liés aux chromosomes sexuels et autosomiques durant la spermatogenese

4.1 Résultats de 'étude

Nos analyses transcriptomiques ont permis de mettre en évidence que le KO
conditionnel de Dotll entraine un nombre plus important de génes sur-exprimés en
comparaison du nombre de génes sous-exprimés au cours de la spermiogenése (cf. 3.2
Article T). Cette observation va a I’encontre d’un réle strictement activateur de la
transcription de DOTIL et de la corrélation entre méthylation de H3K79 et expression
génique, observés dans les études publiées jusqu’alors. Dans un premier temps, mon
objectif a donc été de vérifier la validité de ces observations par une approche de
normalisation externe via spike-in dans les stades étudiés précédemment et dans deux
stades pré-méiotiques (Fig. 30). Ainsi, mes résultats montrent que, normalisé par spike-in, le
KO de Dot1l entraine la dérégulation de plusieurs centaines de génes avec un nombre de
genes sur-exprimés plus important a tous les stades étudiés, confirmant que cette sur-
expression n’est pas due a un biais de normalisation. L’analyse de la dynamique de la
dérégulation par DOTIL sur I'expression des génes apparait majoritairement a partir du
stade de spermatocyte secondaire et est conservée dans les spermatides rondes.

En parallele, j’ai caractérisé la dynamique de la marque H3K79me2 dans trois stades
de la spermatogenése (Fig. 30). L’intégration de nos données de ChlP-seq avec les données
de transcriptomiques permettent de mettre en évidence que I'augmentation de H3K79me2
correle positivement avec I'augmentation de I'expression génique lorsque la marque est
située au niveau du corps du géne et au niveau des enhancers.

La comparaison de ces résultats avec les données de RNA-seq sur les cellules KO-
Dot 1l montre également que 'activation des génes par DOT1L est associée a la présence de
H3K79me2 au niveau du corps du géne avec ou sans présence de la marque aux enhancers.
La localisation de cette marque semble étre cruciale, puisqu’a I'inverse, la sur-expression
observée dans les cellules KO est corrélée avec la présence de H3K79me2 seulement au
niveau des enhancers. Ces analyses ont permis de mettre en évidence le role de répresseur
de la transcription en plus du réle d’activateur de la transcription déja établi pour DOTI1L.
Au moment de l'initiation du projet de thése, cette fonction de DOTIL n’avait pas encore
été décrite dans la littérature mais a depuis été observée dans d’autres types cellulaires (cf.
Discussion). J’ai donc ensuite cherché a identifier le mécanisme par lequel DOTI1L agit en
tant que répresseur, par 'environnement chromatinien ou par activation d’un répresseur.
L’analyse de I’environnement chromatinien des génes dérégulés permet de mettre en
évidence que les génes sur-exprimés sont associés a des états chromatiniens bivalents et
répresseurs, caractérisé par un enrichissement de H3K27me3.

Pour finir, mes travaux ont permis de mettre en évidence que I'impact majeur de
DOTIL sur l'activation de la transcription était associé a la présence de la marque
H3K79me2 et concernait les génes portés par les chromosomes sexuels. Ces résultats
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montrent ainsi que DOT1L semble jouer un role lors de la réactivation des genes apres le
MSCI dans les spermatocytes secondaires et les spermatides rondes.
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Article 2

DOTIL has opposite effects on sex chromosome-linked and
autosomal gene expression during male germ cell differentiation

Prét a étre soumis

Manon Coulée, Clara Gobé, Mélina Blanco, Clémentine Lapoujade, Céme laly-Radio,
Guillaume Meurice, Pierre Fouchet, Julie Cocquet & Laila El Khattabi

Pour plus de simplicité, les figures sont incluses dans ce manuscrit

Les figures supplémentaires sont disponibles en annexe de ce manuscrit
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Abstract

The H3K79 methyl transferase DOT1L is essential for multiple biological processes where it has
been shown to regulate gene expression. H3K79 methylation is a mark of active transcription,
yet, recent studies have shown that DOTL1L can induce gene repression as well as activation, in
several somatic cell differentiation systems. Here, we used male germline differentiation, a
highly dynamic process in terms of transcription and chromatin remodeling, as a biological
model to decipher the role of DOT1L.

By integrating epigenomic analyses with spike-in RNA-seq performed on Dot1/ knocked-out
mouse male germ cells, we showed that DOTL1 plays a dual role in gene regulation depending
on the chromatin environment. At all stages (premeiotic, meiotic and postmeiotic), DOT1L
inhibits more than activates gene expression, and H3K79me2 positively correlates with male
germ cell genetic program. After meiosis |, where DOT1L expression radically increases, a high
number of H3K79me?2 regions are established, in particular on the X and Y chromosomes. In
agreement with this observation, DOT1L was found to activate the expression of many XY
genes enriched in H3K79me2 at their bodies and/or neighboring enhancers. In contrast,
repressed genes are located in an H3K27ac-poor/H3K27me3-rich environment, devoid of
H3K79me2 or restricted at their enhancers. Gene set enrichment analyses showed that, in
early stages, repressed genes are involved in processes required towards the end of
spermatogenesis, while, in later stages, repressed genes are involved in apoptosis.
Interestingly, we identified several repressors among the genes that are positively regulated
by DOTLL, in particular Bcl6 and Bcorl1, involved in the control of apoptosis, and the gene
coding for histone deacetylase HDACS ; all could contribute to the repressive effect of DOT1L.
Taken together, our results indicate that DOT1L plays a pivotal role in the transcriptional and
chromatin remodeling during spermatogenesis, on one hand, by directly regulating the
postmeiotic (re)activation of XY genes, following meiotic sex chromosome inactivation, and,

on the other hand, by indirectly controlling the timely expression of differentiation genes.
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Introduction

DOTI1L (Disruptor of telomeric silencing 1-like) is the sole H3K79 (lysine 79 of histone H3)
methyltransferase (Feng et al, 2002) and is highly conserved in eukaryotes. It has been shown
to be involved in multiple biological processes, such as embryonic development, cell cycle
progression, cell reprogramming, differentiation and proliferation as well as in the emergence
of mixed lineage leukemia (Jones et al, 2008; Kim et al, 2014; Nguyen et al, 2011; Onder et al,
2012; Vlaming & van Leeuwen, 2016; Wille & Sridharan, 2022).

Mechanistically, DOT1L protein interacts with the active form of RNA polymerase Il (Kim et al,
2012) and with protein complexes that promote transcription elongation, such as EAP (for ENL-
associated proteins) and SEC (for Super Elongation Complex)(Park et al, 2010; Smith et al,
2011). These interactions are at the basis of DOT1L involvement in cancer development: In
some types of mixed lineage leukemia, the fusion between MLL1 protein and DOT1L partners
(such as ENL, AF9 or AF10) leads to the ectopic activation of MLL1 target genes by DOT1L
(Bernt et al, 2011; Okada et al, 2005; Okuda et al, 2017). More recently, DOT1L has also been
found to interact with the transcription initiation factor TFIID (Wu et al, 2021). All forms of
H3K79 methylation (mono, di and trimethylation) are enriched at the promoter and gene body
of transcriptionally active genes leading to the view that DOT1L acts as a transcriptional
activator (Guenther et al, 2007; Pursani et al, 2018; Steger et al, 2008).

Yet, recent molecular studies have challenged this model by reporting that DOT1L loss of
function does not lead to extensive gene downregulation, as one could have expected, but
rather leads to the de-repression of hundreds to thousands of genes, depending on the cell
type [for review see (Wille & Sridharan, 2022)].

DOT1L expression is ubiquitous, with a variable level across tissues and cell types, but is
particularly high in the testis, and more particularly in meiotic and postmeiotic germ cells
(Blanco et al; Dottermusch-Heidel et al; Dottermusch-Heidel et al; Moretti et al). We and
others have recently shown that DOTL1L is essential for the differentiation of spermatids into
functional spermatozoa as well as for spermatogonia self-renewal (Blanco et al.; Lin et al; Malla
et al).

Spermatogenesis is one of the biological processes during which transcription and chromatin

remodeling are the most dynamic (Green et al, 2018; Maezawa et al, 2018; Soumillon et al,
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80  2013). It consists in very specific cell stages (i.e. spermagotonial stem cell stage, spermatogonia
81 proliferation, meiosis and spermatid differentiation, see Fig. 1a) which are underlain by
82  distinctive genetic programs (da Cruz et al; Ernst et al; Green et al.; Sin et al; Soumillon et al.,
83  2013). Spermatogenesis is also characterized by extensive chromatin reorganization, in
84  particular i) at meiosis, where homologous chromosomes compact, pair and recombine, while
85  heterologous sex chromosomes are temporary silent, and ii) towards the end of
86  spermatogenesis, where most histones are replaced by protamines resulting in a tight
87  compaction of the sperm chromatin (Alavattam & Namekawa, 2020; Bao & Bedford; Blanco &
88  Cocquet; Dottermusch-Heidel et al.; Patel et al, 2019; Vara et al, 2019). Here, we took
89  advantage of these features to in-depth characterize the role of DOTL1 in gene expression and
90  the dynamic of H3K79me2 mark, throughout spermatogenesis.

91

92  Results

93  H3K79me2 at gene body and enhancers correlates with active transcription during male
94 germ cell differentiation

95  To investigate H3K79me2 dynamics throughout spermatogenesis, we performed ChIP-Seq
96  experiments using anti-H3K79me2 antibody at four different stages of male germ cell
97  development: before meiosis, in undifferentiated germinal stem cells (GSC), at meiotic stage,
98 in primary spermatocytes (SCl), and after meiosis, in round spermatids (RS) and in
99  elongating/condensed spermatids (ES) (Fig 1a). Experiments were performed in duplicates and
100  showed strong correlation for each cell stage (Fig S1a). The number of peaks between
101  duplicates was also very similar (Fig. S1b), except for ES, probably because these cells are in
102  transition between a nucleosomal structure and a protamine-organized chromatin which
103  increases cell population variability. We therefore decided to exclude ES from most of
104  subsequent analyses.

105 Genomic annotation showed that most H3K79me2 peaks locate at promoters and intragenic
106  regions, while a smaller number was found to map at distal intergenic regions (Fig 1b). The
107  distribution was significantly different between cell types. In particular, we observed a
108  remodeling of H3K79me2 genomic landscape, with a progressive increase of the proportion of
109  peaks at distal intergenic regions throughout differentiation [1% in GSC (n = 170), 5% in SCI (n
110 =2122) and 15% of peaks in RS (n = 8788), Fig. 1b and S1b]. At the gene level, we observed
111  the strongest enrichment right after the transcriptional start site which slowly decreased in

4
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Figure 1. Characterization of H3K79me2 dynamic during male germ cell
differentiation.

a. List of samples used in the present study. RNA-seq: Dot1l-KO and CTL in classic and
spike-in RNA-seq studies. ChIP-seq: H3K79me2 ChlP-seq data. b. Genomic annotation of
H3K79me2 ChIP-Seq peaks in germinal stem cells (GSC), primary spermatocytes (SCI), and
round spermatids (RS), using ChlIPseeker. c. H3K79me2 enrichment according to gene
expression level in GSC, SCI and RS. (blue: low expressed genes, red: high expressed genes.
Gene expression level is divided into percentile groups in each cell type). d. Alluvial plot
showing the dynamic of H3K79me2 peaks throughout spermatogenesis. Regions enriched
in H3K79me2 at the specific cell type are shown in grey, regions devoid of the mark in
black. e. Ontology of the genes enriched in H3K79me2 at specific stages using
clusterProfiler, p-value is adjusted according to Benjamini-Hochberg correction and
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GeneRatio corresponds to the ratio ofderegulated genes among all genes in the pathway. f.
Genomic annotation of H3K79me2 ChIP-Seq peaks that are stage-specific (GSC, SCI or RS),
or common to two successive stages (GSC-SCI or SCI-RS) or those common to all stages

(common).
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intensity along the gene body, in all cell types (Fig. 1c and 1c), consistently with what was
previously described in somatic cells (Vlaming & van Leeuwen, 2016). Comparison to gene
expression levels showed that H3K79me2 enrichment positively correlates with the later; the
more a gene is expressed the more it is enriched in H3K79me?2 (Fig 1c).

A finest analysis of H3K79me2 dynamics between cell types showed a high conservation of
peaks present in GSC throughout spermatogenesis, with ~54% of GSC peaks maintained in SCI
and RS. In contrast, a high number of peaks (%) were de novo established at meiosis, in SCI,
and even greater (~64%) after meiosis, in RS (Fig. 1d). Interestingly, H3K79me2 regions
specifically acquired at meiotic or postmeiotic stages (“SCI-RS” and “RS-spe” peaks) were
found enriched in genes involved in spermiogenesis such as spermatid development, and
cilium assembly, organization and movement, while peaks conserved throughout
spermatogenesis (“common” peaks) mapped to genes of various pathways, including Wnt
sighaling and actin filament organization pathways (Fig. 1e).

The analysis of H3K79me2 genomic distribution among cell types, revealed a high proportion
of peaks mapping to distal intergenic regions among those that were specifically established
at the postmeiotic stage (RS-spe), while peaks common to all stages were almost exclusively
enriched at gene promoters (Fig. 1f).

To better characterize H3K79me2 peaks, we used ChromHMM tool (Ernst & Kellis, 2017) and
defined 18 chromatin states characterized by distinct combinations of histone PTMs, which
were then merged into 15 chromatin states (see Fig 2a). Four of them correspond to
enhancers: active enhancers (EnhA) characterized by the presence of H3K4mel and H3K27ac,
weak enhancers (EnhW) characterized by H3K4mel (with low H3K27ac level), bivalent
enhancers (EnhBiv) enriched in H3K4mel, H3K27me3 and, to a lesser extent, H3K27ac, and
genic enhancers (EnhG) which are enriched in H3K4me1, H3K36me3 and H3K27ac (and to a
lesser extent in H3K27me3). We next compared the chromatin states of regions enriched in
H3K79me2 (“H3K79me2+”) to those devoid of H3K79me2 (“H3K79me2-") and found a
dynamic H3K79me2 enrichment at enhancer regions throughout male germ cell
differentiation: In GSC, H3K79me2+ regions were found enriched in active enhancers (2.8% of
H3K79me2+ regions vs 0.4% of H3K79me2- ; Chi2, p=5.8e-5) and weak enhancers (12.3% vs
6.2%, Chi2, p = 0.0113), compared to H3K79me- regions; while in SCI and RS, H3K79me2
regions were highly enriched in genic enhancers [49.9% vs 4% in SCI (Chi2, p = 3e-120) and
36% vs 3.7% in RS (Chi2, p = 1.6e-64)] (Fig 2b).

5
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Figure 2. Chromatin environment at H3K79me2 regions in male germ cells.

a. The 18 chromatin state model obtained with ChromHMM. TSS: Transcription Start Site,
TSSFInk: Flanking TSS, TSSFInkD: Flanking TSS downstream, TX: Strong transcription,
TxWk:Weak transcription, EnhG1 and EnhG2: Genic enhancers (which were pooled in one
state named EnhG), EnhA: Active enhancer, EnhWk: Weak enhancer, ZNF/Rpts: ZNF genes
and repeats, Het: Heterochromatin, TSSBiv: Bivalent/Poised TSS, EnhBiv: Bivalent
enhancer, ReprPC: Repressed PolyComb, ReprPCWk: Weak repressed polycomb, QuiesT,
Quies2 and Quies3: Quiescent/Low (which were pooled in one state called Quies). b.
Distribution of chromatin states among H3K79me2 enriched regions (H3K79me2+) and
H3K79me2 devoid regions (H3K79me2-). c. Mean gene expression level (log(cpm)) of genes
associated with enhancers enriched (+) or not (-) in H3K79me2 in RS.
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We also observed a dynamic enrichment of H3K79me2 at chromatin states associated with
transcription: in particular at weak transcription-related chromatin state (TxWk) for GSC and
at bivalent TSS for RS. At SCl and RS stages, H3K79me2+ regions were also over-represented in
chromatin states flanking the TSS, compared to H3K79me2- regions.

When focusing on enhancers, we observed that, for all types of enhancers, an enrichment in
H3K79me2 was associated with a significantly higher level of expression of neighboring genes
compared to enhancers devoid of H3K79me2 (Fig 2c and Fig S2).

In sum, our analysis shows a switch of H3K79me2 landscape at the mitosis-to-meiosis
transition, and a particularly high number of peaks acquired postmeiotically, especially at
distal intergenic regions. H3K79me2 peaks mapping at enhancers are associated with a higher
level of expression of neighboring genes, whichever the type of enhancer (genic, non-genic
active, weak or bivalent). H3K79me2 at gene bodies and distal enhancers is therefore a mark

of active transcription.

Spike-in RNA-seq analyses reveal that DOTIL has a broad repressive rather than activating
effect on gene expression

In order to characterize the role of DOTLL in transcriptional regulation during male germ cell
differentiation, we performed RNAseq analyses from a Dot1/ male germline-conditional KO
mouse model (described previously in (Blanco et al.)). Male germ cells from 5 different stages
were investigated: undifferentiated spermatogonia (Kit-), differentiated spermatogonia (Kit+),
primary spermatocytes (SCl), secondary spermatocytes (SCIl) and round spermatids (RS) (Fig.
1a, 3a, b and S3). Differential gene expression analyses showed that gene deregulation
intensifies as spermatogenesis progresses, with very few deregulated genes in premeiotic
spermatogonial stages and 377 deregulated genes in meiotic and postmeiotic cells (p<0.05;
FDR<0.05; FC > 1.5) (Fig. 3b and Fig. S3). Given the positive correlation between H3K79
methylation and transcription, we were surprised to observe an imbalance towards gene over-
expression in SCIl and RS. We therefore decided to investigate the existence of a global effect
of Dot1/-KO on the transcriptome, and used spike-in sequences to normalize gene expression
levels to the number of cells from which RNA was extracted (Risso et al, 2014). The results
obtained with both the “classic” and spike-in normalization showed that most deregulated
genes found using the first method were also similarly deregulated using the second

normalization method (94%, 96% and 77% for SCI, SCIl and RS, respectively). A higher number
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Figure 3. Transcriptional changes throughout spermatogenesis upon Dotll
knockout.

a. Multi-Dimensional Scaling plot showing RNA-Seq data from 2 genotypes (Dot1-KO and
CTL cells) and 5 male germ cell types (N= 3 KO and 3 CTL for Kit- and Kit+; N=5 KO and 5
CTL for SCI, SCII and RS). Kit-: undifferentiated spermatogonia, Kit+: differentiated
spermatogonia expressing the c-kit marker, SCI: primary spermatocytes, SCII: secondary
spermatocytes and RS: round spermatids. b. Number of deregulated genes according to a
classic differential expression analysis (top, n= three replicates for Kit-, Kit+ in each
condition, and n=5 replicates for SCI, SCIl and RS in each condition) or including a spike-in
normalization (bottom, n= 3 replicates for all cell types and conditions) in 5 male germ cell
types (p<0.05; FDR<0.05; FC > 1.5). c. Dynamics of the genes deregulated in Dot1l-KO vs
CTL male germ cells. d. Barplot representing the average length of deregulated genes (up,
down) and not deregulated genes. Gene size is divided into percentile groups in each cell
type. A star indicates a pvalue<0.05 found by comparison with not deregulated genes (using
a Chi2 test). e. Functional annotation of deregulated genes (up, down) and not deregulated
genes. |G-TR: Immunoglobulin/T- receptor ; lincRNA: long intergenic non-coding RNA; Inc:
long non-coding RNA; miRNA: microRNA ; misc_RNA: miscellaneous RNA (that are not in
any other classification); mtRNA: mitochondrial RNA; Protein coding ; Pseudogene; rRNA:
ribosomal RNA; snoRNA: small nucleolar RNA ; snRNA: small nuclear RNA; TEC:
transcripts to be experimentally confirmed.

98



DOTIL a des effets antagonistes sur la régulation de I'expression génique liés aux chromosomes sexuels et

176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207

autosomiques durant la spermatogenése

of deregulated genes was nevertheless found using the spike-in normalization, still with a bias
towards gene upregulation, but this time at all stages of male germ cell development (Fig. 3b).
We next compared the dynamic of deregulated genes, and observed a different program
before and after meiosis. On one hand, most deregulated genes in Kit+ were not deregulated
in meiotic and postmeiotic cells, and reciprocally. On the other hand, many deregulated genes
were common between meiotic and postmeiotic stages (Fig. 3c).

Further characterization of the length of deregulated genes revealed that upregulated genes
in SCI, SCIl and RS are often large (Chi2, p<0.05 between upregulated and all genes, for the
90t percentile of size in SCIl and RS for “classic” analyses, and in SCI, SCIl and RS for “spike-in”
analyses), while downregulated genes in Kit+ cells are small (Chi2, p=0,00025 between
downregulated and all genes, for the 10" percentile of size in Kit+ for “spike-in” analyses) (Fig.
3d). The functional annotation of deregulated genes was overall similar to that of other genes,
with a majority of “protein coding” genes in all categories and cell types. There was
nevertheless a significant increase in the proportion of lincRNA and IncRNA among the
downregulated genes, particularly visible in Kit+ cells (Chi2 between downregulated and all
genes, p= 3.61e-06 for lincRNA; p= 0.0029 for IncRNA) (Fig. 3e).

In sum, the extent of gene deregulation induced by Dot1/ loss increases progressively with
male germ cell development, in agreement with the timing of Dot1/ conditional knockout [i.e.
Stra8-Cre expression starts in Kit- and reaches its maximum efficiency in SCI (Sadate-Ngatchou
et al)]. Yet, gene deregulation in male germ cells of all stages is unexpectedly biased towards

upregulation, and often of large genes.

DOTL1L has opposite effects on gene expression depending on H3K79me2 but also H3K27me3
chromatin environment

To address the link between gene expression deregulation following Dot1/ inactivation and
H3K79 methylation, we compared H3K79me2 enrichment pattern at deregulated and not
deregulated genes. We observed that H3K79me?2 is enriched at the body of the majority of
not deregulated genes, and of downregulated genes (in RS) while upregulated (UR) genes are
mainly devoid of the mark in both SCI and RS (Chi2: p <2.2e-16 for down vs. not genes in SCI
and RS)(Fig 4a). Since we found a positive correlation between H3K79me2 enrichment at

enhancers and the expression level of neighboring genes (Fig 2c and Fig S2), we hence asked

7
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Figure 4. Correlation between differentially expressed genes and their chromatin
environment.

a. Distribution of H3K79me2 enriched (H3K79me2+, dark grey) or not (H3K79me2-, light
grey) genes among different groups of differentially expressed genes (Up: upregulated
genes, Down : downregulated genes, Not: not deregulated genes) following Dot1l KO.
H3K79me2 enrichment was evaluated at the gene body in SCI and RS. Kit-/GSC data was
not included because only few genes were found deregulated at this stage. NB. “classic”
data were already shown in (Blanco et al 2023) for RS. b. Distribution of H3K79me2
enrichment at or nearby genes (at the gene body (GB), at enhancers/regulatory elements
(RE) as defined by ChromHMM analysis, at both regions (GB-RE) or in none of these (NO)),
in different gene categories (up, down or not deregulated), in SCI and RS. c. Chromatin
states (as defined in Fig. 2a) associated with the promoter region (+/-3Kb interval around
the TSS) of deregulated genes or not, in SCI and RS. d. H3K27me3 and H3K4me3
enrichment profiles at differentially expressed genes. e. MD plot showing differential
expression levels (Log fold change) according to gene expression level (LogCPM) in RS
(spike-in  RNA-seq analysis). Significantly downregulated genes that are enriched in
H3K79me2 and known transcriptional repressors are indicated in the figure.
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whether deregulated genes in Dot1/-KO compared to control (CTL) male germ cells are
associated with H3K79me2+ enhancers (Fig 4b). The results show that, in SCl and RS, the
enrichment profile between downregulated genes and unaffected genes is similar, with a
majority of genes enriched in H3K79me2 at their body and/or nearby enhancers (presence of
H3K79me2 at gene body and/or enhancers in ~79% of not deregulated genes and ~54% of
downregulated genes with H3K79me2, for SCI; ~90% of not deregulated genes and ~91% of
downregulated genes for RS —spike in analysis). In contrast, upregulated genes are significantly
enriched in H3K79me2 enhancers only regions representing 35% of upregulated (vs. 24% of
not deregulated) genes in SCl and 40% of upregulated (vs. 24% of not deregulated) genes in
RS (Chi2: p <2.2e-16 for down vs. not genes in SCl and RS) (Fig 4b).

Upregulated genes are, therefore, mostly enriched in H3K79me?2 strictly at their enhancers, or
devoid of H3K79me2. These results indicate different mechanisms of control of gene
expression by DOT1L, and that the repressive effect of DOT1L on gene expression is, at least
partially, independent of H3K79me2.

To search what drives the observed gene deregulation in an H3K79me2-independent manner,
we next investigated the chromatin environment of deregulated genes. To do so, we used
ChromHMM (Fig. 2a) to assign the predominant chromatin state flanking the promoter of
deregulated genes. First, we looked at downregulated genes and did not observe any
chromatin signature, different from that of not deregulated genes, except for a decrease in the
proportion of in th” "genic enhancers” chromatin state in SCl and RS (EnhG, Chi2: p=0.0006 for
down vs. not genes in SCI and p=0.0025 in RS) (Fig. 4c). In contrast, upregulated genes were
highly associated to bivalent enhancers (“classic analysis” EnhBiv: p = 0.0004 for SCl and p =
9.8e-5 in RS; “spike-in” EnhBiv: p =0.25 for SCI and p=0.00078 for RS), repressed Polycomb
chromatin state (“classic analysis” ReprPC: p = 2.5e-30 in RS; “spike-in analysis”: ReprPC: p =
3.6e-05 for SCl and 2.8e-28 for RS), and to quiescent state (“spike-in analysis”: Quiescent p=
7.01e-17 for SCl and p = 7.27e-30 for RS) (Fig 4c). These results indicate that many upregulated
genes are particular located in H3K27me3-rich regions. H3K27me3 enrichment profile over
deregulated genes confirmed that upregulated genes are enriched in H3K27me3; conversely
downregulated genes are enriched in H3K4me3 (Fig 4c).

When including all chromatin states enriched in H3K27me3 (i.e. EnhBiv, ReprPC and TSSBiv),
we found that ~30% and ~48% of upregulated genes are in H3K27me3-rich regions in SCl and

RS, respectively, compared to 18% and 32% for not deregulated genes. Most of the other
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upregulated genes (i.e. ~60% and 42% of upregulated genes vs. 26% and 16% of not
deregulated genes) do not bear any specific chromatin signature since they are located in
regions annotated as quiescent, i.e. without any specific mark. We next sought if those genes
could be upregulated as a consequence of the downregulation of transcription repressors. For
this, we listed downregulated genes annotated as repressors and which are enriched in
H3K79me2, and therefore presumed to be direct DOT1L-target genes. In contrast with what
was observed in B and T cells (Aslam et al, 2021), we did not find a downregulation of the gene
encoding for the H3K27me3 methyltransferase EZH2 in Dot1/-KO male germ cells at any stage.
However, the “spike-in” RNA-seq analysis unveils a downregulation of Hdac8, the gene
encoding for a histone deacetylase, previously shown to deacetylate H3K27 residue (Chen et
al, 2019; Wang et al, 2022)(Fig. 4e). We also confirmed the downregulation of Bcl6 (previously
observed in (Blanco et al.)) in meiotic and postmeiotic cells, and additionally found the
downregulation of Bcorl1, which encodes a BCL6 co-repressor, in SCII and RS. Other genes
classified as repressors were found in this list, such as Foxo4, Igsec2 Rps6ka3 Stk26 Zfp36/3 and
Zkscan17 (Fig 4e and S3c). Interestingly, Zkscan17 (also known as Nizp1) is highly expressed in
male germ cells from the meiotic stage and encodes a KRAB domain zinc finger protein of yet
unknown role in spermatogenesis. In premeiotic Kit- or Kit+ spermatogonial cells, none of
these repressor genes were downregulated.

Collectively, our data suggest that, in the male germline, DOT1L represses gene expression via
several mechanisms, linked to chromatin environment and nearby regulatory elements but

also through indirect repressive effects.

DOTIL activates XY gene expression following meiotic sex chromosome inactivation, in
correlation with a specific H3K79me2 dynamic

Among these repressor genes, most are encoded by the X chromosome, we therefore looked
at the chromosome location of deregulated genes and discovered a striking over-
representation of XY-encoded genes among downregulated genes in Dot1/-KO SCII and RS,
reaching ~45% and 48% of downregulated genes in RS, in “classic” and “spike in” RNA-seq,
respectively (Fig. 5a and S4a). The average Log2 fold change of autosomal vs. XY-encoded
deregulated genes was also significantly different in SCIl and RS (Fig. 5b). When considering
“spike-in” analysis, the difference was also significant at earlier stages, though less striking

than in SCIl and RS (Fig. 5b).
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Figure 5. DOTI1L regulates XY gene expression via H3K79me2.

a. Chromosome localization of deregulated genes (“spike-in” analysis) in SCII and RS. Blue:
downregulated genes (DR), red: upregulated genes (UR), the green dot indicates the
centromere, and the grey dot, the telomere. b. Comparison of gene expression levels
between Dot1l-KO and CTL male germ cells. Boxplots showing gene expression log2-fold
change of Dot1l-KO relative to CTL. Box: 25th/75th percentiles. Bar in the box: median.
Whiskers: 1.5 times the interquartile range from the 25th/75th percentiles. dashed lines: 1.5-
fold change. ns: not significant. p-value calculated using Wilcoxon test are indicated above.
c. Number of H3K79me2 peaks, normalized to the chromosome length, per chromosome in
GSC, SCI and RS. Bars representing the results for sex chromosomes are colored in red. d.
Chromosome location of downregulated genes in Dot1l-KO vs. CTL RS indicated in %
(circle). The squares indicate the values obtained for downregulated genes which are
marked by H3K79me2 at their gene body, at the TSS or at the closest distal regulatory
region. e. Quantification of H3K79me2 level at the gene body of deregulated genes by
ChIP-qPCR (n= 3 replicates for CTL and KO conditions). Bar plots indicate the mean
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enrichment value (IP/input recovery %) + SEM (the star indicates a p<0.05 obtained with
unpaired t-test).
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The bias towards the downregulation of XY genes could be related to the specific regulation of
XY gene expression during normal spermatogenesis. Indeed, in SCl at the pachytene stage, sex
chromosome transcription is shut down following meiotic sex chromatin inactivation (MSCI)
(Turner, 2015). This transcriptional shut down is associated with an enrichment in the
heterochromatin mark H3K9me3 over the sex chromosomes (van der Heijden et al, 2007).
When primary spermatocytes develop into secondary spermatocytes and then round
spermatids, XY gene expression is activated as sex chromosomes acquire active histone marks,
such as H3K4me3 and H3K27ac (Moretti et al; Sin et al.). With our ChIP-Seq data, we looked
at H3K79me2 dynamic during wild-type spermatogenesis and observed a very different
enrichment of the mark between sex chromosomes and autosomes (after normalization to
the chromosome size). In particular, H3K79me2 enrichment on sex chromosomes increases
dramatically from SCI to RS stage (Fig. 5¢), and, indeed, many of peaks that are acquired at RS
stage are located on these chromosomes.

This dynamic was directly linked with the observed downregulation of XY genes, since the
majority of XY downregulated genes were found marked by H3K79me2 in wild-type RS (Fig.
5d). By ChIP-qPCR we observed that H3K79me2 enrichment is lost at the body of several X and
Y-encoded genes (Fig. 5e) indicating that DOT1L regulates XY gene activation following MSCI
via H3K79me2. When compared to other histone marks known to be differentially enriched
between sex chromosomes and autosomes in RS (Moretti et al.; Sin et al.)), H3K79me2
appeared to be the most dynamic mark between SCI and RS, with a 4-fold increase for
chromosome Y and a 24-fold increase for chromosome X (Fig. S4b, ¢ and S5), and therefore
more enriched than H3K27ac, an active mark previously described to promote XY gene
activation in RS (Adams et al; Moretti et al.).

When including GSC datasets, it appeared clear that chromatin remodeling dynamic is
different between the X and Y chromosomes from an earlier stage. For instance, H3K79me2
enrichment, normalized to the chromosome size, was higher on the Y than on the X, at the
GSC to SCI transition; this difference was even more striking for H3K4mel, H3K27ac and
H3K27me3 (Fig. S5a and b). As for H3K9me3, we previously showed that it is similarly enriched
on the Y chromosome than chromosomes X and 14, based on Bryant et al RS dataset (Bryant
et al) and using BWA aligner (Moretti et al.). Here, using bowtie2 aligner (which is more robust
compared to BWA (Zhang et al, 2021)) and the recently published data from Liu et al (Liu et al,

2017) which includes GSC and SCI datasets, we observed that H3K9me3 enrichment as
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spermatocytes specialize into spermatids is higher on the X than on the Y chromosome, and
higher on chromosome 14 than other autosomes (Fig. S4b). We also observed that H3K9me3
is prominent on sex chromosomes compared to autosomes since the pre-meiotic cell stage
(Fig. S5a).

Overall, our data show that a high proportion of downregulated genes are enriched in
H3K79me2 and are located on sex chromosomes suggesting that DOT1L is required for XY gene
activation, following MSClI, likely through de novo H3K79 dimethylation. Our data also indicate
that the X and Y chromosomes have distinct chromatin remodeling dynamics following the
MSCI and that H3K79 methylation is the most dynamic histone mark involved in sex

chromosomes epigenetic remodeling during spermatogenesis.

Discussion

DOTI1L is an essential regulator of development and differentiation, but its underlying
molecular mechanism remains often unclear. In the recent years, several studies have
investigated the link between DOT1L, H3K79 methylation and transcription regulation using
transcriptomic analyses (Appiah et al, 2023; Aslam et al., 2021; Cao et al, 2020; Cattaneo et d/,
2022; Godfrey et al, 2019; Kwesi-Maliepaard et al, 2020); they indicate that DOTLL, initially
thought to be a transcription activator, has more diverse effects on gene expression, with
common and specific features depending on the studied cell type (Wille & Sridharan). In the
male germline, DOTI1L is involved at several steps: before meiosis, in the self-renewal of
spermatogonial stem cells and, after meiosis, in the regulation of histone-to-protamine
transition in spermatids and their proper differentiation into functional spermatozoa (Blanco
etal., 2023; Lin et al., 2022; Malla et al., 2023a). The transcriptional and epigenetic landscapes
are highly dynamic during male germ cell differentiation, and DOT1L and H3K79 methylation
levels are particularly high. Consequently, spermatogenesis constitutes a great model to
investigate the link between DOT1L, H3K79 methylation and transcription. To this aim, we
studied the transcriptional changes induced by Dotl/-KO throughout spermatogenesis,
profiled H3K79me?2 at different cell stages (pre-, meiotic, and post-meiotic cells) using ChIP-
seq, and integrated these data with male germ cell chromatin environment inferred from 6
other histone marks.

H3K79me2 dynamic correlates with male germ cell genetic program
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Our ChlP-seq results show that the number of H3K79me2+ regions increases with male germ
cell progression, and that many peaks are established after meiosis (i.e. a ~3-fold increase in
RS compared to GSC). This pattern correlates with the increase in DOT1L protein level observed
at this stage (Blanco et al.; Dottermusch-Heidel et al.; Dottermusch-Heidel et al.; Moretti et
al.) and indicates that, although DOT1L is presumed to have other functions (Wille & Sridharan,
2022; Zhao et al, 2023), its H3K79 methyltransferase activity is a major consequence of its
expression during spermatogenesis.

Our data also show that cell stage-specific H3K79me2 peaks are located in genes with
functions consistent with the corresponding cell-specific transcriptional program, such as Wnt
signaling pathway for GSC, DNA repair, chromosome segregation and nuclear division for SClI,
and cilium and spermatid development for RS. This demonstrates that H3K79 methylation
genomic landscape is highly remodeled throughout spermatogenesis and that the
redistribution and acquisition of H3K79me2 is linked to the ongoing developmental biological
process.

It has been widely described that H3K79me?2 is enriched at the gene body of transcriptionally
active genes, but this pattern is not exclusive since H3K79 methylation has also been reported
at enhancers, at replication origins and at repetitive elements (Cattaneo et al., 2022; Godfrey
et al., 2019; Malla et al, 2023b; Steger et al., 2008). In male germ cells, we observed the typical
H3K79me2 enrichment at gene body (including the promoter), but also at distal intergenic
regions. Interestingly, as spermatogenesis advances, these regions reach ~15% of all peaks
found at the RS stage, and ~25% of RS-specific peaks.

Using previously published ChlP-seq datasets to define male germ cells chromatin states, and
in particular those corresponding to enhancers, we show that all types of H3K79me2+
enhancers are associated with a higher expression of nearby genes than H3K79me2-
enhancers, in line with Godfrey et al. findings in MLL cell lines (Godfrey et al., 2019). When we
investigated the link between H3K79me2 and Dot1/-KO induced gene deregulation, we
observed that the majority of downregulated genes are enriched in H3K79me2 at their body
and/or enhancer, in agreement with the positive correlation between H3K79me2 and gene
expression. For upregulated genes, however, H3K79me2 was only enriched at enhancer
regions, suggesting that H3K79me?2 link with gene expression depends on its pattern and on
its chromatin environment (see also below). These results agree with those obtained by

Cattaneo et al. on cardiomyocytes, in which H3K79me?2 at gene bodies and enhancers have
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been found to promote gene expression, while H3K79me2 restricted to enhancers regions
represses it (Cattaneo et al.).

Overall our results, along with previous findings, confirm the role of H3K79 methylation in
defining cell specific transcriptional signatures during differentiation processes including
spermatogenesis. ChIP-seq in mouse spermatozoa is particularly challenging due to the high
level of compaction of their chromatin and the limited number of retained histones, but it
would be interesting to follow H3K79me2 mark through mature spermatozoa and after
fecundation to assess whether H3K79me2 enrichment plays any role in early embryonic
development.

DOTL1 repressive effect at enhancers is mediated by an H3K27me3-dependent process
Using a classic and a spike-in normalization, we investigated the consequences of Dot1/-KO on
the transcriptome of 5 different male germ cell types. Strikingly, at all stages, the inactivation
of Dot1lled to a higher proportion of upregulated genes than downregulated ones. In somatic
cells, similar results were obtained by others (Aslam et al., 2021; Borosha et al, 2022; Cattaneo
et al., 2022; Feng et al, 2022; Ferrari et al, 2020; Franz et al, 2019; Kwesi-Maliepaard et al.,
2020; Wille & Sridharan) but, to the best of our knowledge, our study is the first one that uses
spike-in normalization to confirm the transcriptional shift towards upregulation.

Our combined analysis of the enrichment in 6 histone marks assessed by ChlP-seq uncovered
distinct epigenetic signatures at the promoters of differentially expressed genes:
downregulated genes were co-marked with H3K4me3 while upregulated ones were enriched
in H3K27me3, among which many bivalent H3K4me3/H3K27me3 regions. Therefore, during
male germ differentiation, H3K79 methylation could cooperate with bivalent sites, and lead to
a shift from H3K27me3 to H3K79me2 at key differentiation genes, as suggested for
cardiomyocytes differentiation (Cattaneo et al, 2016) and recently observed for neural stem
cell differentiation (Appiah et al., 2023).

With this model, at progenitor stages, DOT1L would repress the late germ cells genetic
program, and, indeed, our gene set enrichment analysis showed that, in premeiotic cells (i.e.
Kit- and Kit+ spermatogonia), deregulated genes are involved in processes associated with the
postmeiotic differentiation of spermatids in spermatozoa, i.e. sperm motility and capacitation,
acrosome assembly and reaction, flagellum and cilium organization and assembly, etc.

In addition, an interaction between H3K79me2 at enhancers and H3K27ac has been found to

contribute to gene deregulation in Dot1/-KO cardiomyocytes (Cattaneo et al.). Interestingly, we
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found that the expression of Hdac8, a gene coding for an H3K27 deacetylase, is directly
controlled by DOT1L. HDAC8 has been shown to repress the expression of certain genes
through its capacity to deacetylate enhancers (Chen et al., 2019). In the early embryo, it can
prevent the premature expression of developmental genes (Wang et al., 2022). We therefore
propose that DOT1L prevents the expression hundreds of genes by impeding H3K27
acetylation and promoting H3K27 trimethylation at their enhancers. The fact that the gene
coding for the H3K27 methylase, Kdméa, is, like Hdac8, downregulated in KO SCIl and RS,
[present study and (Blanco et al.)] suggest a complex crosstalk that will require further work
to elucidate.

Finally, we identified other repressors among DOTIL direct targets, indicating that DOT1L
repressive effect is likely mediated by several pathways. This is in agreement with the

repressive function of DOT1L observed by others (Zhao et al., 2023).

DOTLL activates XY gene expression by an H3K79me2-dependent mechanism

A specific epigenetic regulation of sex chromosomes takes place during mammalian
spermatogenesis, where X and Y chromosomes are transcriptionally silenced during meiosis,
known as the meiotic sex chromosome inactivation (MSCI) (Turner). After meiosis, a number
of sex chromosome genes are reactivated or expressed de novo (Moretti et al.).

Our study provides novel insights into the mechanism of XY gene regulation: first, we identify
H3K79me2 as a hallmark of post-MSCI state since it is highly enriched in sex chromosomes
compared to autosomes at RS stage, more than any other studied histone mark (H3K27ac,
H3K27me3, H3K4mel, H3K4me3 or H3K9me3). Furthermore, we show that downregulated
genes following Dot 1/ inactivation are predominantly sex chromosome-encoded and enriched
in H3K79me2, indicating that H3K79me2 is required for post-MSCI gene activation. Our results
are in agreement with DOT1L pattern of expression which has been shown to co-localize with
the sex chromosomes towards the end of MSCI (from the diplotene stage) in meiotic and
postmeiotic cells (Lin et al; Moretti et al.; Ontoso et al).

In sum, we show that DOT1L and H3K79me2 play a pivotal role in XY gene activation, following
MSCI. The several chromatin regulators, including Kdméa and Hdac8, which are located on the
X chromosome and downregulated in Dot1/-KO could contribute to the observed down and

upregulation of autosomal genes.
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435

436  Material and Methods

437  Sample collection

438  For ChlP-seq

439  ChIP-seq analyses were performed on male germ cells of four different types: undifferentiated
440  spermatogonia grown in culture (GSC), primary spermatocytes (SCI), round spermatids (RS)
441  and elongating/condensed spermatids (ES) (see Fig. 1a). Cells were isolated from adult (3 to 5
442  month-old) wild-type C57/Bl6 mice by elutriation, as described in (Cocquet et al). ChlIP-seq
443  experiments were performed as described in (Moretti et al.) using anti-H3K79me2 antibody
444  (Diagenode C15410051, Lot A1193D). Two biological replicates and one input sample were
445  produced by cell type.

446  For RNA-seq

447  RNA-seq analyses were performed on male germ cells from Dot1/ conditional knock-out (KO)
448  and control mice (CTL) as described in (Blanco et al., 2023). Male germ cells of five different
449  types [undifferentiated spermatogonia (Kit-), differentiated spermatogonia (Kit+), primary
450  spermatocytes (SCl), secondary spermatocytes (SCIl) and round spermatids (RS)] were isolated
451  from adult (3 to 5 month-old) males by flow cytometry sorting according to their size and DNA
452  content as described in (Bastos et al, 2005). Total RNA was extracted using the RNAqueous
453  Ambion kit (Thermofisher) following the manufacturer's protocol. In total, three replicates
454  were generated for Kit- and Kit+ cells, and five replicates for SCI, SCll and RS. For “spike-in”
455  analyses, ERCC (External RNA Controls Consortium) was added to RNA samples according to
456 the quantity of cells used for RNA isolation, following the manufacturer’s instructions
457  (Ambion). ERCC are exogenous synthetic polyadenylated transcripts of 25 to 2000nts which
458  can be added to samples before library preparation to serve as internal standards for RNA-seq.
459  The transcripts are designed to mimic natural eukaryotic mMRNAs. ERCC was added in the three
460  replicates of each cell type. Libraries were prepared for all samples using the NEB Next Ultra Il

461  Directional RNA Library Prep Kit (New England Biolabs) according to supplier
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recommendations. Paired-end sequencing of 100-bp reads was then carried out on the

Illumina HiSeq4000 system.

ChiIP-seq analyses
Snakemake was used for ChIP-seq analyses (Koster & Rahmann, 2018). Adaptors were trimmed
and reads with poor quality (quality < 20) were filtered out with BBduk from BBTools (v. 38.23,

https://sourceforge.net/projects/bbmap/). Alignment was performed on the mouse reference

genome (mm10) using bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012) with the following arguments: -
-local. Peak calling was processed against the input file using the MACS2 tool (Zhang et al,
2008) with a “broad pattern” setting to obtains peaks enrichment score of H3K79me2. The
parameter “broad” is also used for H3K36me3 and H3K27me3 histone marks. Mitochondrial
peaks and peaks with FDR > 5% were removed. Peaks were annotated with the R package
ChiPseeker (Yu et al, 2015) using the annotatePeak() function with the following parameters
tssRegion = ¢(-3000,3000), and divided in 4 categories: promoter (promoter’s annotations),
intragenic (exon, intro and UTR), downstream and distal intergenic.

Common peaks were defined as regions with a minimum overlap of 1lbp coverage using
BEDtools merge. Ontology analyses for H3K79me2 genic peaks were performed with
compareCluster function from clusterProfiler package (Yu et al, 2012) using BP (biological

processes) database and Benjamini-Hochberg correction to calculate the adjusted p-value.

Characterization of chromatin states using Hidden Markov Modeling

ChromHMM (Ernst & Kellis, 2017) was used with default parameters to predict the chromatin
state associated with each genomic region (parameter bin size = 200bp). We created a model
of 18 chromatin states by integrating the data from 6 histone marks (H3K4me1, H3K4me3,
H3K27ac, H3K27me3, H3K36me3 and H3K9me3) originating from 17 different cell
types/stages, retrieved from the literature and the mouse ENCODE project (Consortium,
2012). ChIP-seq data from male germ cells were obtained from (Chen et al, 2020; Hammoud
et al, 2014; Liu et al, 2019; Zuo et al, 2018). Chromatin states were named according to
ChromHMM nomenclature (Ernst & Kellis, 2017; Ferrari et al., 2020; Godfrey et al., 2019)(van
der Velde et al, 2021). Four chromatin states were defined as enhancers: active enhancers
(EnhA), genic enhancers (EnhG), weak enhancers (EnhW) and bivalent enhancers (EnhBiv).

Each type was subdivided into H3K79me2+ or H3K79me2-, according to the enrichment score
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from H3K79me2 ChIP-seq data. To assign genes to each category of enhancers, two method
were used: the first one, based on (Rada-Iglesias et al), assigns each enhancer to the nearest
gene within 100kb from each side of the enhancer boundaries.

The second one associates each enhancer with all genes found in the same interval,
considering that one enhancer may regulate the expression of several genes (Karnuta &
Scacheri, 2018)). We used ChromENVEE package

(https://github.com/ManonCoulee/ChromENVEE) to calculate the average expression level

(CPM) of genes within the interval of +/-100kb from the enhancer of interest with
enhancerExpression function. Statistical analysis are performed using wilcoxon test between
enhancer with (+H3K79me2) and without H3K79me2 (-H3K79me2). GeneEnvironment()
function with default parameters was used to identify the chromatin states at promoter
regions of genes deregulated in Dot1/ conditional knock-out (KO) vs. control (CTL) samples (see
below, for detailed RNA-seq analyses). A predominant chromatin state was assigned to each
deregulated gene by determining the chromatin environment around the TSS (+/-3kb) and

selecting the state with the largest coverage in base pairs.

RNA-seq analyses

Five samples of each genotype (KO and CTL) for SCI, SCIl and RS, and three samples for Kit- and
Kit+ were analyzed. Snakemake was used for RNA-seq analyses (Koster & Rahmann, 2018)(v.
3.9.0). Adaptors were trimmed and reads of low quality filtered out using the same parameters
than for ChlIP-seq analyses. Alignment was performed on the mouse reference genome build
mm10 (GRCm38.p6) using STAR (Dobin & Gingeras, 2015) (v. 2.7.2d) and Gencode vM19 gene
annotation GTF with following arguments: --outMultimapperOrder Random --quantMode
Genecounts --sjdbOverhang 74. For each sample, the number of aligned reads was converted
to cpm (counts per million). Genes with an expression level of at least 1cpm in @ minimum of
two samples were included in the analysis, to exclude genes with a very low expression level.
Differential expression analysis was carried out using DESeq2 (Love et al, 2014) and edgeR
(Robinson et al, 2010) packages with default parameters and a design accounting for genotype
and cell type induced variability. Differentially expressed genes (FDR<5%) were obtained using
glmTreat edgeR's function which performs a modified likelihood ratio test (LRT) against the
fold change threshold (> 1.5) based on TREAT method (McCarthy & Smyth, 2009). Deregulated

genes with FDR < 5% (adjusted p-value) and a Fold Change >1.5 were selected. Enrichment
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analysis was performed with GSEA (v. 4.0.3, c5.all.v7.1.symbols.gmt, GO cellular components,
biological pathways, or all) by processing gene expression cpm values from KO and control
samples (Subramanian et a/, 2005) and using same parameter than Blanco paper (Blanco et al,
2023). Beforehand, mouse Ensembl gene IDs were converted to human Ensembl gene IDs

(hg38) with the bioMart R package (Durinck et al, 2005).

Identification of gene expression repressors
We checked whether the list of downregulated genes included transcriptional repressors

linked with one of the following pathways: “negative regulation”, “negative transcription of

regulation”, “RNA polymerase Il and repressor” and enriched in H3K79me2 at gene body.

“spike-in” RNA-seq analysis

Five samples of each genotype (KO and CTL) were analyzed including Kit-, Kit+, SCI, SCIl and RS
(in which ERCC was added prior to library preparation in all three replicates). RNA “spike-in”
data were analyzed using the same alignment pipeline described for classic RNA-seq data.
Normalization was realized using RUV method and RUVseq R package (Risso et al., 2014) to
remove unwanted variation, followed by differential gene expression analysis. It consists in
using ERCC values as control to normalize the data. Differential expression analysis was then

performed using the same parameters as described above.

Gene length, functional annotation

Gene length and functional annotation were performed comparing deregulated genes with
GTF information from mm10. For gene length information, we divided gene length in ten
categories according to percentile value. Functional annotation were divided in six groups of
annotation: IG-TR, Protein coding, Pseudogene, IncRNA, mtRNA and snoRNA. Statistical
analysis were performed using Chi2 test by comparison of deregulated genes with not

deregulated genes.

Data availability

RNA-Seq data have been submitted to ENA repository under the project numbers PRIEB50887
and PRJEB64263 (https://www.ebi.ac.uk/ena/). H3K79me2 ChIP-Seq project number is
PRINA643726 and PRIEB64263. The project identifiers for ChIP-seq data from spermatogonial
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558  cells are PRINA548107 and PRJEB64263, and from spermatocytes and round spermatids are
559  SRP028576 and PRINA428362. H3K9me3 ChlP-seq project number is PRINA566429. The other
560 ChlP-seq data that were used are available in the ENCODE project database
561  (https://www.encodeproject.org/).

562

563  Code availability

564 ANl scripts wused in this paper can be found in the GitHub repository
565  (https://github.com/ManonCoulee/H3K79me2 Coulee 2023)
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Discussion

1 DOTIL dans la spermatogenese

Nous avons étudié les effets d’une délétion conditionnelle de Dot1l (KO-Dot1l) dans
les cellules germinales males murines. L’analyse phénotypique de ce modéle montre que
DOTIL est nécessaire a la différenciation des spermatides. En effet, le KO de Dot1l entraine
une hypofertilité pouvant étre expliquée par la production de spermatozoides non
fonctionnels présentant des altérations du flagelle et des défauts au niveau de la téte du
spermatozoide, caractérisés notamment par des défauts de compaction et de composition
de sa chromatine. Ces résultats démontrent que DOTIL est bien impliquée dans le
remodelage de la chromatine des spermatides, comme suggéré initialement dans le cadre
de I'analyse de souris déficientes en Sly (Moretti et al.,, 2017). Par analyse protéomique,
nous avons observé que le KO de Dot1l affecte non seulement la méthylation de H3K79
mais aussi d’autres PTMs des histones, en particulier I’hyperacétylation de H4, au moment
de la transition histones-protamines. Ces anomalies expliquent les résultats de I’analyse
phénotypique puisque I'hyperacétylation de H4 est connue pour étre indispensable a la
réorganisation et a la compaction de la chromatine des spermatozoides.

L’analyse phénotypique montre également un défaut plus précoce, au stade
spermatogonies, caractérisé par des tubes séminiféres vides de cellules germinales dans
environ 7 % des cas (Blanco et al., 2023). Cette observation est en lien avec les résultats
obtenus par une autre équipe, en analysant un modéle de KO conditionnel plus précoce que
le notre (utilisant la Ddx4-Cre dont Iexpression commence au stade embryonnaire E15, a la
place de la Stra8-Cre) (Lin et al., 2022). L’équipe de J. Wang a en effet observé un nombre de
spermatozoide trés faible voire nul pour les souris KO-Dot1l qui semble dii a un défaut de
renouvellement des cellules souches. En effet, cette équipe a également réalisé une analyse
RNA-seq sur des GSC traitées avec un inhibiteur de DOTIL et a observé la dérégulation
d’une trentaine de genes dont certains nécessaires au renouvellement des cellules souches
(Lin et al., 2022).

Dans notre étude RNA-seq réalisée sur les spermatides KO, nous observons que la
perte de DOTIL entraine la dérégulation de plusieurs centaines de génes qui pourraient
expliquer le phénotype flagellaire et contribuer au phénotype chromatinien. En effet, dans
les spermatogonies et dans les spermatocytes primaires, I'analyse d’ontologie met en
évidence des voies de régulations associées a la formation du flagelle et a partir des
spermatocytes, DOTI1L est associée a des voies de régulations relatives a 'organisation de la
chromatine et de la transcription. De maniére surprenante, I'analyse d’ontologie montre
également une dérégulation de geénes impliqués dans d’autres processus, comme le
métabolisme, I'apoptose et la régulation de la transcription. Nous observons également que
la perte de DOTIL induit une augmentation de Iexpression de plusieurs centaines de génes
(1033 genes dérégulés dont 789 sur-exprimés et 244 sous-exprimés), a partir du stade
spermatocyte primaire. Ce phénomeéne sera développé plus loin dans la partie 3.4 de la
discussion (cf. 3.4 DOTIL réprime la transcription de plusieurs centaines de génes).
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Il est intéressant de noter qu’en paralléle de la publication de notre article sur le role
de DOTI1L durant la spermiogeneése, deux autres articles ont également été publiés. Dans le
premier, le KO conditionnel (dans la lignée germinale, grace a Ddx4-Cre) du géne codant
pour le partenaire de DOT1L, MMLT10, a été généré et montre une hypofertilité des males
associée a des anomalies de nombre et de morphologie des spermatozoides (Lin et al., 2023).
Par western blot, les auteurs observent une rétention des histones dans ce KO, et également
dans le KO-Doti1l Stras8-Cre, en accord avec nos résultats. Par immunofluorescence, les
auteurs observent que MLLT10, tout comme DOTIL, co-localise avec le sex body dans les
stades méiotiques et le PMSC dans les stades post-méiotiques (Lin et al., 2023). Cette
observation concorde avec les analyses précédentes (Ontoso et al., 2014; Moretti et al., 2017)
et qui seront détaillées dans la partie 3.3 de cette discussion (cf. 3.3 DOTIL est nécessaire a la
réactivation des chromosomes sexuels dans les stades post-méiotiques). A noter qu’aucune
analyse transcriptomique ou par ChIP-seq n’a été réalisée dans I’étude de Lin et al (Lin et
al., 2023).

Le second article caractérise brievement le phénotype du KO conditionnel Dot1l (via
Ddx4-Cre) et réalise une analyse transcriptomique par scRNA-seq (Malla et al., 2023a).
Leurs résultats montrent, comme les nétres, un plus grand nombre de génes dérégulés dans
les spermatides que dans les stades précédents, et plus de génes sur-exprimés que sous-
exprimés (Blanco et al., 2023; Malla et al., 2023a). IIs observent également une diminution
de P'expression de geénes impliqués dans la transition histones-protamines, comme Brdt et
Prm2. Malla et al., proposent que DOTIL régule le remodelage de la chromatine des
spermatides, en favorisant I’élongation de la transcription au niveau du géne Brdt, qui code
pour I’enzyme reconnaissant I’acétylation des histones dans les spermatides (Gaucher et
al., 2012; Malla et al., 2023a). Il est important de noter qu’ils ont observé une diminution du
nombre de spermatides en fin de spermiogenése dans les individus KO. Ainsi, leurs résultats
de RT-gPCR montrant la diminution de I’expression de génes abondants dans les
spermatides allongées dans des analyses réalisées sur testicules entiers pose question.

Pour finir, Malla et al., observent une diminution de I'expression des microsatellites
majeurs, qui pourrait étre responsable des défauts des remplacements des protamines
observés dans les spermatides (Malla et al., 2023a). De plus, une autre étude du groupe de
B. Lesch montre que DOTIL dirige I'expression des satellites permettant ainsi la
stabilisation de I’hétérochromatine dans les cellules embryonnaires chez le modéle murin
(Malla et al., 2023b).

2 H3K79me2 est associée a une transcription active au niveau des genes et des
enhancers

Dans notre étude, nous avons cherché a caractériser la marque H3K79me2 dans
plusieurs stades de la spermatogenése, pour cela, nous avons généré des données pour les
stades GSC, SCI, RS et ES (Fig. 30). Cependant, les données provenant des spermatides
allongées ont été exclues des différentes analyses, car trop peu de pics sont communs entre
les deux réplicats sur ce matériel. Chaque réplicat montre cependant une bonne corrélation
avec les autres stades cellulaires, en particulier avec le stade spermatide ronde, ce qui est
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cohérent. Ces observations sont explicables par le fait que ce matériel est assez hétérogéne,
car il inclut des spermatides allongées et des spermatides en cours de condensation. La
marque H3K79me2 est donc moins accessible et les résultats de ChIP-seq, moins
reproductibles, a ce stade. Pour avoir des résultats plus exploitables, il serait donc
nécessaire d’augmenter le nombre de réplicats dans les spermatides allongées de facon a
avoir une meilleure quantification de I'enrichissement de la marque.

Notre analyse de H3K79me2 dans les différentes cellules germinales méales montre
que la marque suit un enrichissement au niveau des genes similaire a celui qui est décrit
dans la littérature pour d’autres types cellulaires (Vlaming and van Leeuwen, 2016). De plus,
on observe que l'enrichissement de la marque est positivement corrélé a I'expression
génique. De facon intéressante, I’analyse de I’annotation génomique de H3K79me2 montre
que, dans les spermatides rondes, une grande proportion des régions enrichies en
H3K79me2 est annotée comme des régions distales intergéniques. Nous avons donc cherché
a caractériser I'impact de la présence de H3K79me2 dans les enhancers sur I'expression
génique. Contrairement aux autres analyses (Godfrey et al., 2019; Cattaneo et al., 2022) qui
prennent en compte uniquement la présence de H3K27ac pour déterminer la présence
d’enhancer, nous avons catégorisé les enhancers en quatre catégories définies par le modéle
ChromHMM : bivalents, actifs, faibles et géniques (Fig. 31). Ces analyses ainsi que la notre
montrent que la présence de la marque au niveau des enhancers corréle avec un niveau
d’expression génique élevé, quel que soit le type cellulaire (Godfrey et al., 2019; Cattaneo et
al., 2022). De plus, I'association gene-enhancer, réalisée en utilisant la méthode que nous
avons développée dans le package ChromENVEE (cf. 2.3.1 Association des geénes aux
enhancers) a été comparée avec celle utilisée dans I'article de Godfrey et al. (Godfrey et al.,
2019). Ces deux méthodes montrent des résultats similaires, permettant ainsi de conclure
que la présence de H3K79me2 au niveau des enhancers est associée a une transcription
active.

L’association geéne-enhancer mise en place dans notre étude est une approximation
et ne peut pas permettre d’évaluer avec exactitude la relation gene-enhancer. Bien que
basée sur les propriétés génomiques décrites pour les enhancers comme la localisation ou la
distance entre le géne et |’enhancer, ces informations ne remplaceront pas une analyse plus
fine de la structure tridimensionnelle de la chromatine par Hi-C. De ce fait, et pour
confirmer les relations génes-enhancers estimées dans notre analyse, il sera nécessaire de
réaliser des analyses Hi-C trés résolutives a différents stades de la spermatogenése (GSC,
SCI et RS) dans le but de les comparer avec les résultats déja obtenus par ChromENVEE.
Cette approche permettra non seulement de valider 'association entre H3K79me?2 localisée
aux enhancers et 'expression génique, mais également d’affiner et de valider la méthode de
prédiction de ChromENVEE.
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3 DOTIL régule la transcription des genes par plusieurs mécanismes

3.1 Analyse différentielle d’expression

Pour cette analyse, plusieurs modéles ont été mis en place. Le premier modéle,
réalisé a partir de données de spermatocytes primaires, secondaires et spermatides rondes,
a été initialement développé dans le cadre de I'analyse de la spermiogenese (cf. 3.2 Article
7). Le second modeéle a été réalisé sur les stades spermatogonies indifférenciées et
différenciées. Ce modeéle a été utilisé dans le cadre d’une collaboration avec I'équipe de
Pierre Fouchet (Lapoujade et al., en préparation). Un troisieme modéle a été développé afin
d’intégrer I'ensemble des données générées aux cinq stades de la spermatogenése.
Cependant ce modéle ne semblait pas refléter correctement la biologie de nos stades
cellulaires, car la différence de niveau d’expression des génes dans les spermatogonies en
comparaison aux stades méiotiques et post-méiotiques était trop importante, entrainant
ainsi un biais lors de I'analyse de la dynamique. C’est pour ces raisons que les analyses
différentielles « classiques » ont été réalisées en comparant les données obtenues sur les
deux premiers modeles (cf. 4.2 Article 2). Cependant, cette approche est loin d’étre parfaite
pour comparer tous les stades, j’ai donc utilisé la normalisation via spike-in pour produire
un modele contenant les 5 stades de la spermatogenése. Les résultats obtenus par les deux
méthodes sont comparables avec une majorité de genes dérégulés en commun dans les
deux analyses (cf. 4.2 Article 2).

Lors de la mise en place de ces modéles, nous avons estimé le seuil au-dela duquel
un gene est considéré comme exprimé, c’est-a-dire CPM = 1 dans au moins 2 échantillons.
Ce seuil est celui qui est couramment utilisé pour ce type d’analyse dans la littérature bien
que ce seuil soit arbitraire. De plus, ce seuil ne permet pas de prendre en compte les génes
faiblement exprimés comme cela peut étre le cas pour les genes multi-copies de I'Y qui sont
cependant essentiels a la spermiogenése. Dans notre analyse, nous avons donc également
réalisé une analyse avec comme seuil CPM = 0 ainsi, nous prenons en compte I’ensemble
des génes exprimés, permettant de garder les genes multi-copies de I'Y. Cependant, il serait
pertinent de mettre en place une méthode permettant d’estimer au mieux le seuil
d’expression des genes comme utilisé dans 'article de Moretti et al. (Moretti et al., 2016).

Autre point intéressant, il est décrit depuis 2018 que DOTIL joue un role dans
I’épissage alternatif (Li et al., 2018). Cependant 'approche de RNA-seq que nous avons mis
en place ne permet pas de déterminer avec exactitude les événements d’épissage alternatif,
il serait donc pertinent de mettre en place un nouveau pipeline d’analyse a partir de nos
données de RNA-seq pour savoir si DOT1L et H3K79me2 ont un impact sur P'épissage
alternatif dans le cadre de la spermatogenése. Ces analyses font, actuellement, 'objet d’un
nouveau projet de these co-dirigé par Julie Cocquet.

3.2 DOTIL active la transcription de plusieurs centaines de genes via la
présence de H3K79me?2

Comme nous l'avons décrit précédemment et en accord avec les observations
présentes dans la littérature (Vlaming and van Leeuwen, 2016), H3K79me2 est associée a
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une transcription active au niveau du corps du géne et/ou des enhancers, et DOTI1L interagit
avec des protéines impliquées dans I'élongation de la transcription. Il était donc attendu
que le KO de Dot1l entrainerait une diminution de I'expression de nombreux génes, mais
lors de l'initiation de mon projet, aucune étude ne s’était intéressée a caractériser, en
détails, I'impact du KO de Dotll sur I'expression génique dans un contexte de
différenciation cellulaire (i.e. seules des études réalisées sur des cellules cancéreuses MLL
avaient été publiées) (Chen et al.,, 2015a). Notre étude a montré que le KO entraine un plus
grand nombre de génes sur-exprimés que de génes sous-exprimés a tous les stades de la
spermatogenése que nous avons étudié (Article 2, Fig. 2). Ces résultats, bien que inédits, ont
été confirmés et retrouvés depuis, dans le KO de Dot1l pour d’autres types cellulaires. En
effet, depuis 2019, de nombreuses études de RNA-seq ont montré une dérégulation génique
induite par le KO de Dot1l dans divers types de cellules somatiques, allant dans le méme
sens que ce que nous avons trouvé (Fig. 36) (Franz et al., 2019; Kwesi-Maliepaard et al., 2020;
Aslam et al., 2021; Kim et al., 2021; Borosha et al., 2022; Cattaneo et al., 2022; Feng et al.,
2022; Willemsen et al., 2022; Appiah et al., 2023). Dans le but de confirmer nos résultats et
que cette régulation est le reflet biologique du KO de Dot1l et non due a un potentiel biais
de normalisation, nous avons décidé de réaliser une analyse de RNA-seq spike-in dans les
différents stades de la spermatogenése (Fig. 30). Cette approche nous a permis de confirmer
la sur-expression observée dans le KO.
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Figure 36 : Expression différentielle des génes entre des individus contréles et KO-Dot1l dans plusieurs
types de cellules somatiques. En rouge sont représentés les génes sur-exprimés et en noir/bleu les génes
sous-exprimés dans les KO-Dot1l par rapport aux contréles (FDR < 5 %). A. Pie-chart provenant de
Cattaneo et al, 2022, sur des cardiomyocytes. B, C. MD-plots provenant de Kwesie-Maliepaard et al,
2020 (B) et Aslam et al, 2021 (C) dans des cellules T et B respectivement.

L’analyse de la dynamique des genes dérégulés montre un programme
transcriptionnel différent avant et aprés méiose. En effet, la majorité des génes dérégulés
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dans les spermatogonies ne sont pas retrouvés dans les stades méiotiques et post-
méiotiques et inversement (Article 2, Fig 3c). L'intégration de nos données de ChlP-seq et
transcriptomiques montre que les génes sous-exprimés dans le KO sont plus associés a la
présence de la marque au niveau du corps du géne que les génes sur-exprimés. La méme
observation a été faite dans d’autres types cellulaires (Franz et al., 2019; Godfrey et al.,
2019; Kwesi-Maliepaard et al., 2020; Aslam et al., 2021; Cattaneo et al., 2022), confirmant le
lien entre H3K79me2/3 et transcription active. En utilisant les enhancers définis par notre
modeéle (Fig. 31), nous observons que les génes sous-exprimés sont en fait caractérisés par la
co-présence de H3K79me2 au niveau du corps du gene et des enhancers, corrélant ainsi avec
observation de Cattaneo et al., durant la cardiogenese (Cattaneo et al., 2022). Ces résultats
appuient le role d’activateur de la transcription de H3K79me2 au niveau des enhancers. De
leur coté, Ferrari et al., supposent que I'inhibition de DOTIL pourrait affecter seulement
une sous-partie des enhancers indépendamment de la présence de H3K79me2 (Ferrari et al.,
2020). En effet, l'utilisation d’un inhibiteur de DOTI1L entraine la diminution de H3K27ac,
mais celle-ci ne suit pas la diminution globale de H3K79me2.

Un article récent montre que DOTIL semble favoriser I'élongation de la
transcription des microsatellites dans les régions péricentromériques et en particulier pour
les régions d’hétérochromatine (Malla et al., 2023b). L’observation faite dans cet article,
initialement réalisée sur des cellules embryonnaires, a également été retrouvée par RT-PCR
sur des extraits de testicule entier KO-Dot1l (Malla et al., 2023a). Il serait donc intéressant
de confirmer dans nos échantillons KO de cellules germinales a différents stades si la méme
dérégulation des microsatellites est retrouvée et, si oui, a quel stade.

Nous avons également cherché a catégoriser ces génes en fonction de leur type, de
leur taille et de leur localisation chromosomique. Ainsi on observe, qu’a partir de la méiose,
les génes sur-exprimés sont significativement plus longs tandis que les genes sous-exprimés
dans les Kit+ sont plus petits. Des études précédentes montrent que les genes plus longs
sont plus sensibles aux évenements d’épissage alternatif (Grishkevich and Yanai, 2014;
Lopes et al., 2021). Ainsi il serait intéressant de savoir si les génes sur-exprimés dans notre
étude sont plus associés a des évenements d’épissage alternatif. L’annotation fonctionnelle
des geénes dérégulés est sensiblement similaire dans tous les types cellulaires, avec une
majorité de génes annotée comme des protéines codantes (« protein coding ») concordant
avec le fait que notre analyse de RNA-seq est fait sur de TARNm. Nous avons cherché a
vérifier la localisation chromosomique des genes dérégulés dans notre étude ; cette analyse
montre que les génes dérégulés présentent une répartition aléatoire le long du chromosome
et ne sont pas localisés autour des centromeres et télomeéres.

3.3 DOTIL est nécessaire a la réactivation des chromosomes sexuels apres la
méiose

De fagon intéressante, nous observons que les genes sous-exprimés enrichis en
H3K79me2 dans les spermatocytes secondaires et les spermatides rondes sont en majorité

des geénes portés par les chromosomes sexuels. Ces résultats concordent avec des
observations précédemment réalisées par immunofluorescence par Ontoso et al., et par
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notre équipe, montrant une co-localisation de DOT1L avec la chromatine sexuelle au stade
diploténe de méiose | (Ontoso et al, 2014) et dans les spermatocytes secondaires et
spermatides rondes (Moretti et al., 2017) — résultats également observés par la suite par
’équipe de J. Wang (Lin et al., 2023). Ces résultats suggérent que DOT1L pourrait permettre
la réactivation des chromosomes sexuels aprés la prophase | de la méiose. La distribution de
la marque H3K79me2 durant les différents stades de la spermatogenése va également dans
ce sens. En effet, on observe que la présence de la marque H3K79me2 dans les
chromosomes sexuels est augmentée dans les stades spermatides par rapport aux stades
spermatocytes et en particulier dans le chromosome X. La dynamique de la marque
H3K79me2 dans les chromosomes a été comparée avec celle d’autres marques d’histones
connues pour étre différentiellement enrichies dans les chromosomes sexuels en
comparaison des autosomes: H3K4mel, H3K4me3, H3K27ac, H3K27me3 et H3K9me3
(Article 2, Fig. S4c et S5).

Plusieurs études précédentes s’étaient déja penchées sur la question ; cependant,
aucune ne regroupait ’ensemble de ces marques sur les trois phases de la spermatogeneése :
spermatogonies, spermatocytes et spermatides et le chromosome Y n’était généralement
pas étudié (Sin et al., 2015; Moretti et al., 2016; Liu et al., 2019; Chen et al., 2020b). Pour
pouvoir étudier cette dynamique et par souci d’homogénéité, j’ai récupéré des données de
la littérature (Hammoud et al., 2014; Bryant et al., 2015; Zuo et al., 2018; Liu et al., 2019;
Chen et al., 2020b) que j’ai analysé suivant le méme protocole que pour I'analyse de
H3K79me2. Ainsi nos résultats montrent que la marque répressive H3K9me3 est tres
enrichie dans les chromosomes sexuels a partir du stade spermatogonie jusqu’au stade
post-méiotique, corrélant avec les observations des précédentes études (Ernst et al., 2019;
Liu et al.,, 2019). En particulier, on observe une augmentation de I'enrichissement de la
marque H3K9me3 associée a I'X dans les spermatides rondes par rapport aux
spermatocytes (Article 2, Fig. S4c et S5). Ces observations correlent avec les résultats
d’autres études qui montrent une augmentation de la marque H3K9me3 dans les
chromosomes sexuels, en particulier de I'Y, dans les spermatides par rapport au stade
précédent (Liu et al.,, 2019) et un fort enrichissement de H3K9me3 dans I'Y par rapport aux
autres autosomes, dans les spermatides (Moretti et al., 2016). Cependant, contrairement a
Particle de Moretti et al., qui utilise les données de Bryant et al., nous observons que
H3K9me3 est fortement enrichie dans I’X également (Bryant et al., 2015; Moretti et al.,
2016). De facon similaire a H3K9me3, on constate que la marque H3K27ac est enrichie dans
les chromosomes sexuels a partir des stades méiotiques de la spermatogenése et plus
particulierement pour I'Y dans les spermatides rondes. Cette observation corréle avec les
résultats de Moretti et al., dans les spermatides (Moretti et al., 2016). Par opposition, nous
observons que la présence de la marque H3K27me3 dans les chromosomes sexuels diminue
au cours de la spermatogenése, corrélant avec la perte de H3K27me3 dans I’X au moment
du MSCI (Sin et al., 2015).

Ainsi, notre analyse nous permet de confirmer et de compléter les observations de la
dynamique des marques modifiées durant le MSCI et ce, en partant des spermatogonies
indifférenciées (GSC). Cette analyse est également complétée par H3K79me2 et montre que
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cette marque est 'une des plus dynamiques sur les chromosomes sexuels lors de la
spermatogenese.

3.4 DOTIL réprime la transcription de plusieurs centaines de genes

Les analyses RNA-seq montrent que le KO de Dot1l entraine une sur-expression de
nombreux genes (Fig. 36) qui ne semble pas étre limitée a un type cellulaire. En effet, cette
sur-expression est retrouvée dans diverses cellules somatiques tout comme a différents
stades de la spermatogenese (Franz et al., 2019; Ferrari et al., 2020; Kwesi-Maliepaard et al.,
2020; Aslam et al., 2021; Borosha et al., 2022; Cattaneo et al., 2022; Feng et al., 2022; Blanco
et al., 2023). Il est intéressant de noter que les génes sur-exprimés ne sont pas ou trés peu
enrichis en H3K79me2 au niveau du corps du géne a partir du stade méiotique, corrélant
avec |'étude de Cattaneo et al., qui décrivent que les geénes sur-exprimés dans le KO de
Dot1l sont majoritairement associés a des enhancers ayant H3K79me2 (sans avoir
H3K79me2 au corps des genes) (Cattaneo et al., 2022). Ce qui suggére que les génes sur-
exprimés lors du KO de Dot1l sont régulés par d’autres mécanismes épigénétiques.

Le mécanisme responsable de cette sur-expression n’est pas encore clairement établi
bien que certaines pistes ont été proposées. Pour répondre a cette question, j’ai cherché a
déterminer I’environnement chromatinien des génes dérégulés et ainsi estimer I'état
chromatinien majoritaire en utilisant la méthode développée dans ChromENVEE (cf. 2.3.2
Caractérisation de l’environnement chromatinien). Cette analyse a montré que les génes sur-
exprimés sont majoritairement associés a des états bivalents et répresseurs, tous les deux
caractérisés par la présence de H3K27me3. Dans leur article, Ferrari et al., ont également
utilisé ChromHMM pour définir des états chromatiniens et ont montré que les génes sur-
exprimés sont caractérisés par la co-présence des marques H3K27me3 et H3K4me3,
caractéristiques des états chromatiniens bivalents (Ferrari et al., 2020). Ces observations
correlent avec nos résultats et ceux d’autres études qui montrent que les genes sur-
exprimés sont plutdt associés a la présence de la marque H3K27me3 au niveau du
promoteur des genes (Ferrari et al., 2020; Kwesi-Maliepaard et al., 2020; Aslam et al., 2021;
Appiah et al.,, 2023). Ces informations suggérent un lien entre DOTIL et H3K27me3 qui
avait déja été observé : des analyses ChIP-seq dans les cellules MLL-AF9 avaient en effet
montré que l'inhibition de DOTIL entraine une augmentation de I'enrichissement de
H3K27me3 (Chen et al., 2015a).

De leur coté, Kwesie-Maliepaard et al., montrent que, dans les cellules T CD8+,
DOTIL régule positivement I'expression de genes répresseurs, en particulier Ezh2, qui code
pour la triméthyltransférase de H3K27 (Kwesi-Maliepaard et al., 2020). Cependant, cet effet
n’est pas retrouvé dans les autres articles ni dans notre étude de la spermatogenése, ce qui
suppose que le mécanisme par lequel DOTIL réprime la transcription n’est pas le méme
dans tous les types cellulaires (Aslam et al., 2021; Appiah et al., 2023). Dans notre étude des
genes cibles de DOTI1L, nous n’avons pas trouvé Ezh2 ou d’autres geénes codant pour des
protéines du complexe PRC2, cependant, nous avons identifié d’autres répresseurs de la
transcription, comme Hdac8, Zkscan17, Bcl6 ou Bcor (co-répresseur de BCL6) dans les stades
méiotiques et post-méiotiques de la spermatogenése (Article 2, Fig. 4e). Bcl6 pourrait étre
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un candidat intéressant, car il intervient dans la régulation de plusieurs fonctions
biologiques comme la différenciation, 'apoptose et le controle du cycle cellulaire. De plus,
une étude de 2001 a montré que la perte de Bcl6 chez la souris entrainerait I’apoptose des
cellules germinales males et notamment lors de la phase de méiose, suggérant que la
présence de Bcl6 permettrait de protéger les spermatocytes lors de la méiose de I"apoptose
(Kojima et al., 2001). Ces résultats sont en accord avec les nétres, puisque le KO de Dot1l
entraine une augmentation de I’apoptose apres la méiose. De fagcon intéressante, I'analyse
avec HOMER (Heinz et al., 2010) des génes sur-exprimés montre que certains de ces genes
sont enrichis pour le motif BCL6B (Article 1, Fig. S5a). Zkscan17, également connu sous le
nom de Nizpl, pourrait étre également un gene d’intérét, car il est trés exprimé durant la
spermatogenése et en particulier a partir des stades méiotiques.

D’un autre coté, Hdac8 est un géne codant pour une histone désacétylase de H3K27
(Chen et al., 2019b; Wang et al., 2022) et a été décrit comme réprimant I’expression de genes
grace a sa capacité a désacétyler les enhancers (Chen et al, 2019b). Cette observation
suggére que la présence de DOTIL empécherait I'expression prématurée des genes
importants pour la différenciation spermatique en empéchant 'acétylation de H3K27 et en
favorisant sa triméthylation au niveau des enhancers. Parmi les génes activés par DOTIL,
on retrouve également Kdmé6a, une des méthyltransférase de H3K27, dans les
spermatocytes secondaires et les spermatides rondes suggérant une interaction complexe
entre H3K27ac et H3K27me3. Ces résultats suggerent que I'interaction entre H3K27ac et
H3K27me3 serait nécessaire pour la régulation de I’expression des génes régulés par les
enhancers et les super-enhancers (Maezawa et al., 2020).

Dans les promoteurs Dans les enhancers
H3K79me2- H3K79me2+
H3K27me3+

Génes sur-exprimes dans le KO

Répresseur de la

DOTI1L transcription

Génes sous-exprimés dans le KO

H3K79me2+ H3K79me2+

Dans les promoteurs Dans les enhancers

Figure 37 : Modéle expliquant les effets de DOTIL sur la régulation de lexpression génique au cours de
la spermatogenése

Prises ensembles, ces informations suggerent que DOTIL réprime I’expression des
genes via plusieurs mécanismes indépendants de la présence de H3K79me2 au niveau du
corps du gene. Cette observation corréle avec I’hypothése émise par Chen et al., qui
supposait que DOTIL pourrait réprimer I'’expression génique via plusieurs mécanismes

129



Discussion

(Chen et al., 2015b). Dans notre étude, nous observons que la régulation des génes par
DOTIL se fait via I'environnement chromatinien de ces genes, et notamment par la
présence de H3K27me3 et indirectement en régulant I'expression de répresseurs de la
transcription (Fig. 37).

Trés récemment, un article a montré que DOTIL réprime les rétrotransposons, en
particulier les rétrotransposons MERVL (Murine Endogenous Retrovirus-L), dans les cellules
souches embryonnaires (Zhao et al., 2023). Les rétrotransposons peuvent contribuer a la
régulation de I’expression de genes « classiques » comme cela a été démontré dans les
cellules germinales (Sakashita et al., 2020). 1l serait donc trés pertinent de regarder si les
genes que nous trouvons sur-exprimés dans les cellules KO sont associés a des MERVL. Il
serait également intéressant de savoir si ces genes sur-exprimés sont associés a des
enhancer « poised » ayant H3K27ac. En effet, il a été montré que les enhancers « poised »
peuvent étre régulés par des rétrovirus endogénes (Sakashita et al., 2020).

4 H3K79me2 et développement embryonnaire précoce

Dans une étude précédente, I’équipe avait observé par western blot et
immunofluorescence que H3K79me2 est une marque retenue dans les spermatozoides
(Moretti et al., 2017). Ainsi, durant ma these, I’équipe a essayé de générer des données de
ChIP-seq pour H3K79me2 dans les spermatozoides, afin d’étudier le potentiel impact
intergénérationnel de la marque. Cependant de par I'extréme compaction de la chromatine,
nous n’avons pas réussi a obtenir des données fiables. Pour surmonter cette difficulté nous
avons étudié la possible transmission de la marque des spermatides a I’embryon, en
utilisant des données récemment publiées sur I'accessibilité de la chromatine (ATAC-seq)
dans des embryons issus de ROSI (issus de la fécondation par des spermatides rondes) et
des embryons issus d’ICSI (issus de la fécondation par des spermatozoides par Injection
Intracytoplasmique) (Sakamoto et al., 2022).

Pour ceci, nous avons comparé ces données d’ATAC-seq avec nos données de ChlP-
seq pour H3K79me2 dans les spermatides rondes. Comme ces deux types de fécondation
ont été réalisés avec des souris du méme fond génétique, les deux types d’embryons
partagent la méme organisation génomique maternelle. Nous avons donc considéré que les
régions communes entre les données provenant d’ICSI et ROSI sont d’origine maternelle, et
nous sommes concentrés sur les régions différentes. Nous avons observé qu’une grande
proportion des régions accessibles spécifiquement dans les embryons provenant de ROSI
(au stade zygote et au stade 2 cellules) corrélent avec la présence de la marque H3K79me2
dans les spermatides. Ces analyses préliminaires restent a poursuivre afin de déterminer si
H3K79me2 transmis par les gamétes males pourrait jouer un réle dans le développement
embryonnaire précoce.

Pour compléter ces résultats, il serait intéressant d’avoir des informations sur
H3K79me2 dans les spermatozoides pour comparer avec d’autres données de chromatine et
transcriptomique issues d’embryons, et ainsi déterminer si H3K79me2 peut avoir un effet
intergénérationnel.
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Conclusion

Mon projet de thése a permis de définir le role de H3K79me2 et de sa
méthyltransferase DOT1L durant la spermatogenése via des approches bioinformatiques en
utilisant des données de transcriptomique et de ChlP-seq.

D’une part, ces approches nous ont permis de confirmer le lien entre transcription et
H3K79me2 dans les stades de la spermatogenése. En effet, la marque est corrélée
positivement a I'expression génique lorsque celle-ci est située au niveau des génes et des
enhancers. Ces observations nous ont également permis de démontrer que DOTIL active
Pexpression de plusieurs genes durant la spermatogeneése et en particulier a partir de la
méiose caractérisée par la présence de H3K79me2 au niveau des génes et des enhancers. |l
est intéressant de noter que DOTIL active en particulier les génes portés par les
chromosomes sexuels aprés le processus de MSCI. Ces résultats montrent que DOTIL et
H3K79me2 sont indispensables a la régulation des génes sur I'ensemble de la
spermatogenese.

D’un autre coté, ce projet nous a permis de définir un nouveau réle pour DOTIL
jusqu’alors décrit comme un facteur d’élongation de la transcription. En effet, dans ce
projet, nous observons que DOTI1L réprime I’expression de plusieurs centaines de génes via
un mécanisme indépendant de la présence de H3K79me2 au niveau des geénes mais qui
pourrait étre lié en partie a la présence de H3K79me2 au niveau des enhancers. Nos
résultats montrent que la répression des génes par DOTIL est dirigée par un effet
chromatinien caractérisé par la présence de H3K27me3 au niveau de I’environnement du
gene mais également par la régulation de répresseur de la transcription. Notre étude
suggeére que la présence de DOTI1L empécherait I'acétylation de H3K27 et favoriserait sa
triméthylation au niveau des enhancers.

Enfin, les différentes analyses réalisées dans ce projet m’ont permis le
développement d’un package R, ChromENVEE permettant I'association des génes aux
enhancers et la caractérisation de ’environnement chromatinien d’un geéne.
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Abstract

Standard analyses on ChIPseq data provide information (annotation, enrichment level) at the gene body
level but do not necessarily investigate other genomic regions. ChromHMM R package allows to go further
by predicting chromatin states using ChIPSeq datasets for several histone marks. The present R package
ChromENVEE uses the chromatin states obtained by ChromHMM and compare them with transcriptomic
data (RNAseq) and other ChIP-Seq data.

Specifically, ChromENVEE implements functions to associate all the neighbouring genes to a list of enhancers
and to define the chromatin environment of genes using chromatin states informations. Several visualization
functions are available to summarize the distribution of chromatin states, characterize genes associated with
enhancers and also assign chromatin environment to genes.
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Citation

If you use ChromENVEE in published research, please cite:

e Manon Coulee, Guillaume Meurice, Julie Cocquet* and Laila El Khattabi* (2022). ChromENVEE:
Chromatin Environment and Enhancer-dependent Expression. R package version 1.1.8. *co-authorship

Introduction

ChromENVEE (Chromatin ENVironment and Enhancer-dependent Expression) is a package that was
developed to define chromatin dynamics in a specific cell type and to characterize a histone mark at the
enhancer level and its chromatin environment.

ChromHMM (Ersnt et al, 2012) is a tool using the Hidden Markov Model (HMM) method to predict the
most likely chromatin state of each genomic segment. The tool uses ChIPseq data from multiple epigenetic
marks to predict chromatin states, each characterized by at least one epigenetic mark. In the case of this
present study, six epigenetic marks from 15 different cell types were used to build a model of 18 chromatin
states.

The package contains several applications all using the results obtained with ChromHMM tools.

o It characterizes the distribution of the chromatin states in a given cell type.

e The package can associate chromatin states defined as enhancers with genes located nearby.

o Using transcriptomic (RNAseq) data it can also analyze the expression of those nearby genes and
produce graphs to visualize the results. ChomENVEE can also determine the chromatin environment
of a gene and estimate the predominant chromatin state.

The package was developed to in depth characterize a chromatin mark and correlate it with gene expression
and chromatin environment in given cell types. In the present study, we focused on the chromatin mark
H3K79me2 because two recent studies had shown that the presence of H3K79me2 at a subset of active
enhancers can regulate gene expression (Ferrari et al, 2020; Godfrey et al, 2019).

# Loading package

library(ChromENVEE)

Data initialization

colorTable is a dataframe that gives the following information: chromatin state numbers (stateNumber),
chromatin state names (stateName) and chromatin state colors (colorValue). This table is necessary for
plot generation. colorValue accepts as value hex code and/or color name code.
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data(colorTable)

stateNumber stateName colorValue

1 Ul
2 U2 TSSFink
3 u3 TSSFInkD
4 U4
5 uUs
6 U6 EnhG #09FF66
7| u7 EnhG #99FF66
8 us EnhA #F5B041
9 u9 EnhWk | #FFEB3B
10 uU1o0 ZNFRpts
1 U1l
12 U1z TssBiv
13 u13 EnhBiv
14 ul4 ReprPC
15 U15 ReprPCWk
16 U16 Quies #D0D3D4
17 u17 Quies #D0D3D4
18 u18 Quies #D0D3D4

genomeFile is a GRanges object generated from an annotation bed file. In the case of this present study, we
used the mouse Ensembl annotation file.

genomeFile should contain the following information: chromosome (chr), gene position (start and end), strand
information (strand) and gene name (gene_ENS). The score information is suggested but not mandatory.

data(genomeFile)

#> GRanges object with 6 ranges and 2 metadata columns:

#> segnames ranges strand | score gene_ENS
#> <Rle> <IRanges> <Rle> | <character> <character>
#> 24099 chr8 3056294-3056445 + | ENSMUSG00000108612. 2
#> 24102 chr8 3104279-3105802 + | . ENSMUSG00000108971.1
#> 24105 chr8 3259704-3260641 + | . ENSMUSG00000086065. 1
#> 24108 chr8 3457105-3467680 = . ENSMUSG00000069633.12
#> 24111 chr8 3493138-3497208 + | . ENSMUSG00000047264.8
#> 24114 chr8 3567990-3584939 + | . ENSMUSG00000065952.13
#> =

#> seqinfo: 22 sequences from mml0 genome; no seqlengths

chromatinState is a GRanges object that contains chromatin states information. It is generated with the
output of the ChromHMM tool.

chromatinState should contain the following information: chromosome (chr), genomic regions (start and
end), chromatin states (state and state name) and sample name (name).

data(chromatinState)

#> GRanges object with 6 ranges and 3 metadata columns:
#> seqnames ranges strand | state name state_name
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#> <Rle> <IRanges> <Rle> | <character> <character> <factor>
#>  [1] chrio 0-3100000 | Ule RS Quies

#  [2] chri10 3100000-3109200 * | Uil RS Het

#  [3] chr10 3109200-3110600 * | U12 RS TssBiv
#  [4] chr10 3110600-3111000 * | u14 RS ReprPC
#>  [5] chr10 3111000-3111200 * | U13 RS EnhBiv
#  [6] chr10 3111200-3117200 * | U12 RS TssBiv

#> -
#> seqinfo: 22 sequences from mml0 genome; no seqlengths

Distribution of the chromatin states in the genome

plotChromatinState() calculates the percentage of each chromatin state at a given genomic region. The
output consists of a dataframe with the percentage of coverage for each chromatin state relatively to the
length of the genomic region. It is possible to plot the results in PNG file with the argument plot = TRUE. If
you have a list of dataframe, it is possible to merge all the dataframe in a unique merged dataframe and in a
unique plot with the argument merge = TRUE.

summary_chromatin_state = plotChromatinState(chromatinState, TRUE, FALSE,
colorTable, )
#> state coverage sample_name
#> TSSA TSSA 0.08519426 RS
#> TSSFlnk  TSSFlnk 0.45530134 RS
#> TSSF1nkD TSSF1lnkD 1.18900667 RS
#> Tx Tx 2.60257103 RS
#> TxWk TxWk 2.44911129 RS
#> EnhG EnhG 7.10081351 RS
o
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Annotation of enhancers

Enhancers are cis-regulatory regions that (locate more or less) near or even within their regulated gene. We
assume that an enhancer, may regulate all its neighbouring genes within a given distance (in this present
study, the distance is 500kb). We focus on enhancer chromatin states (in this study, we merged them into four
types: bivalent enhancers (EnhBiv), genic enhancers (EnhG), active enhancers (EnhA) and weak enhancers
(EnhWk)).

listTableEnhancer is a GRanges object or a list of GRanges objects (produced by GenomicRanges package).
Similar to chromatinState dataframe, listTableEnhancer should contain genes and chromatin states
informations. Sample name (sample name) is mandatory to compare enhancer annotation (see Enhancer
annotation comparison).

data(listTableEnhancer)

#> GRanges object with 119 ranges and 2 metadata columns:

#> segnames ranges strand | chromatin_state sample_name
#> <Rle> <IRanges> <Rle> | <character> <character>
#> 2 chr10 9342200-9344000 * | U13 EnhBiv
#> 5 chri0  20952400-20952600 I U13 EnhBiv
#> 8 chr10  22944400-22944600 * | U13 EnhBiv
#> 11 chr10  41044400-41044800 * | U13 EnhBiv
#> 14 chrl0  43482600-43482800 * | U13 EnhBiv
#> cee e . .. ce ce.
#> 1851 chr8 120539600-120543400 * | U13 EnhBiv
#> 1854 chr8 121854400-121855000 * | U13 EnhBiv
#> 1857 chrg8 123851800-123852800 * | U13 EnhBiv
#> 1860 chr8 124769400-124769600 * | U13 EnhBiv
#> 1863 chr8 125388200-125389400 * | U13 EnhBiv
#> -

#> seqinfo: 22 sequences from mml0 genome; no seqlengths

Association of enhancers to genes

To determine which genes are associated to which enhancers, we assign to each enhancer all the genes located
within an interval. To do that, enhancerAnnotation() uses a GRanges object.

The function takes few minutes to process depending on the size of your enhancer table. It is possible
to preformed multithreading using the nCore parameter. To each enhancer position, we obtain the list of
associated genes and their distance from the enhancer (in bp).

table_enhancer_gene = enhancerAnnotation(listTableEnhancer([[1]], genomeFile,
500000, 1)

#> GRanges object with 6 ranges and 7 metadata columns:

#> seqnames ranges strand | chromatin_state sample_name
#> <Rle> <IRanges> <Rle> | <character> <character>
#> 1.2 chr10  9342200-9344000 * | U13 EnhBiv
#> 1.5 chr10 20952400-20952600 x| U13 EnhBiv
#> 1.8 chr10 22944400-22944600 x| U1i3 EnhBiv
#  1.11 chr10 41044400-41044800 * | U13 EnhBiv
#  1.14 chr10 43482600-43482800 * | U13 EnhBiv
#> 1.17 chr10 53752800-53753000 * | U13 EnhBiv
#> start_b00kb end_500kb gene_association distance

#> <numeric> <numeric> <integer> <character>

wt
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#> 1.2 8842200 9844000 6 397063;118229;12532; .
#> 1.5 20452400 21452600 7 121097;77890;208384;. .
#> 1.8 22444400 23444600 3 212462;153081;11984
#> 1.11 40544400 41544800 9 477728;361118;105830. .
#> 1.14 42982600 43982800 9 328384;17718;109112;.
#> 1.17 53252800 54253000 8 469114;415047;277331. .
#> gene_list

#> <character>

#> 1.2 ENSMUSG00000111731.1..

#> 1.5 ENSMUSG00000111091.

#> 1.8 ENSMUSG00000071359.

#> .11 ENSMUSG00000111108.

i

1
#> 1.14 ENSMUSGO0000099893.
#>  1.17 ENSMUSG00000112709.
#> -
#> seqinfo: 22 sequences from mmlQ genome; no seqlengths

Number of genes associated with an enhancer

With the enhancerAnnotation() function, each enhancer region can be associated at least one genes. The
function plotGeneAssociation() allows to represent the distribution of the number of genes associated with
the enhancers. The function uses polynomial linear regression for the graph representation.

plotGeneAssociation(table_enhancer_gene, FALSE)

15 .

frequence
=

)]

0 5 10 15 20 25
number of gene associated

Gene expression information

geneExpression is a dataframe that contains information on the gene expression level.

It is generated with the results from RNAseq gene expression analysis. geneExpression should contain the
following information: chromosome (chr), gene position (start and end), gene name (gene_ENS), strand
information (strand), level of gene expression (gene expression). The score is not necessary for the analysis.
For the gene name, the same name than the one used to generate the genomeFile dataframe should be used.
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data(geneExpression)

#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>

enhancerExpression() is able to associate the level of gene expression to each gene-enhancer pair that
was determined by the enhancerAnnotation function. When a gene-enhancer pair is not associated to an

1
2
3
4
5
6

gene_ENS seqnames
1 ENSMUSG00000000290.13
2 ENSMUSG00000000295.13
3 ENSMUSG00000000296.8
4 ENSMUSG00000000303.12
5 ENSMUSG00000000374.8
6 ENSMUSG00000000711.3

gene_expression
1.0547488
0.3407228
0.4008302
0.2292526
29.3456974
41.4675071

chri10
chr10
chr10

chr8
chri10
chri0

expression level, the function indicates NA.

table_enhancer_gene_expression =
geneExpression)

start
77530252
31313383
31332376
106603351
78186725
128677175

end width

77565708 35457
31328204 14822
31445958 113583
106670246 66896
78244641 57917
128696264 19090

strand

enhancerExpression(table_enhancer_gene,

#> GRanges object with 6 ranges and 8 metadata columns:

#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>

seqnames ranges strand
<Rle> <IRanges> <Rle>

1.2 chr10  9342200-9344000 *
1.5 chr10 20952400-20952600 *
1.8 chr10 22944400-22944600 *
1.11 chr10 41044400-41044800 *
1.14 chr10 43482600-43482800 *
1.17 chr10 53752800-53753000 *

start_500kb

<numeric>

1.2 8842200
1.5 20452400
1.8 22444400
1.11 40544400
1.14 42982600
1.17 53252800
1.2 ENSMUSGO000
1.5 ENSMUSGO000
1.8 ENSMUSGO000
.11 ENSMUSGO000

1
1.14 ENSMUSGO0O0O
1.17 ENSMUSGO000

end_500kb gene_association
<integer>

<numeric>
9844000
21452600
23444600
41544800
43982800
54253000
gene_list
<character>
0111731.1..
0111091.
0071359.
0111108.
0099893.
0112709.

[

6
7
3
9
9

8

chromatin_state sample_name

<character> <character>

U13 EnhBiv

U13 EnhBiv

U13 EnhBiv

U13 EnhBiv

U13 EnhBiv

U13 EnhBiv
distance
<character>
397063;118229;12532; ..

121097;77890;208384; . .
212462;153081;11984

477728;361118;

105830. .

328384;17718;109112; ..

469114;415047;

gene_expression

<character>

NA;NA;2.918723039239. .

. NA;NA;0.025907853489. .
. 606.043748379438;NA;NA
. NA;NA;14.11411792583. .
. NA;1.37378184530106;. .
. 11.2589040047601;1.0..

seqinfo: 22 sequences from mml0 genome; no seqlengths

277331..
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Visualization of enhancer annotation
Distribution of genes according to their distance from the enhancer

plotGeneDistance () enables the generation of a plot showing gene distribution according to their distance
from the associated enhancer. The distance is calculated using the 1limit argument and clustered into six
groups as shown in the plot below.

plotGeneDistance(table_enhancer_gene_expression, limit = 500000, xlab = "",
ylab = "distance enhancer—gene (bp)")

0-50kb 100kb-150kb 200kb-250kb
50kb-100kb 150kb-200kb >250kb

Expression of a gene associated with a given enhancer

plotEnhancerExpression() allows to generate a plot of gene expression distribution according to the type of
enhancer. It is possible to rescale the plot using the scale argument (‘none’,‘logl0’ and ‘log2’ are accepted).
plotEnhancerExpression(table_enhancer_gene_expression, scale = "loglO",

colorTable = colorTable, ylab = "gene expression loglO(CPM)")

w

n

—_

o

|
—_

gene expression log10(CPM
|
N

Gene expression according to gene-enhancer distance

plotDistanceExpression() enables the generation of a plot of the level of gene expression according to the

gene-enhancer distance. The distance is calculated using 1imit argument and clusterized into six groups as
illustrated in the plot below.
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plotDistanceExpression(table_enhancer_gene_expression, colorTable = colorTable,
limit = 500000)

7.5
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Enhancer annotation comparison

It is possible to compare different categories of enhancers by means of a list of GRanges objects, each
containing input information similar to the one in 1istTableEnhancer. Unlike the individual analysis, each
GRanges object in the list requires sample information (sample name).

The first step is to assign to each enhancer all the genes located within an interval using enhancerAnnotation().
After gene association, we associate the gene expression at enhancer using enhancerExpression().

list_table_enhancer_gene = lapply(listTableEnhancer, enhancerAnnotation,

genome = genomeFile, interval = 500000, nCore = 1)

listTableEnhancerGeneExpression = lapply(list_table_enhancer_gene, enhancerExpression,
geneExpressionTable = geneExpression)

This process takes a few minutes. To reduce time, you can load the listTableEnhancerGeneExpression
data to process the following analyses.

data(listTableEnhancerGeneExpression)

Number of genes associated with the enhancer

With the enhancerAnnotation() function, each enhancer region can be associated with at least one gene.
The function plotGeneAssociation() allows to represent the distribution of the number of genes associated
with the enhancers. The function uses polynomial linear regression for the graph representation. all = TRUE
parameter is used to compile all enhancer tables in same ‘png’ file.

plotGeneAssociation(listTableEnhancerGeneExpression, all = TRUE)
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o /N
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Distribution of genes according to the gene-enhancer distance

plotGeneDistance () allows to generate a plot of gene distribution according to gene-enhancer distance. The
distance is calculated with the limit argument and clustered into six groups as illustrated in the plot below.

plotGeneDistance(listTableEnhancerGeneExpression, limit = 500000,
xlab = "", ylab = "distance enhancer-gene (bp)")

EnhWk

EnhG

EnhBiv

EnhA

[ o-soko [T 100kb-150kb | 200kb-250kb
[ s0kb-100kb | 150kb-200kb || >250kb

Expression of a gene associated with enhancers

plotEnhancerExpression() allows to generate a plot of gene expression distribution according to the type of
enhancer. It is possible to rescale the plot using the scale argument (‘none’,'logl0’ and ‘log2’ are accepted).

10
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plotEnhancerExpression(listTableEnhancerGeneExpression, scale = "logl0",
colorTable = colorTable, ylab = "gene expression loglO(CPM)")

o — N w

gene expression log10(CPM)
|

EnhA EnhBiv EnhG EnhWk

Expression of genes according to their distance from their associated enhancers

This function generates a plot to visualize the level of gene expression according to the distance between
a gene and its associated enhancer, using plotDistanceExpression. The distance is calculated using the
limit argument and clustered into six groups as shown in the plot below. In case of list of enhancer, the
function shows the average expression of all genes associated with each enhancer.

plotDistanceExpression(listTableEnhancerGeneExpression, colorTable = colorTable,
limit = 500000)

200
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~
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0-50kb 50kb-100kb 100kb-150kb 150kb-200kb 200kb-250kb  >250kb
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Characterization of chromatin states in the gene environment

This aims at analyzing the chromatin landscape within genes. To perform this analysis, gene expression
data from RNAseq analysis (geneExpression) as well as chromatin state data from ChromHMM analysis

(chromatinState) are needed.

data(geneExpression)
data(chromatinState)

Chromatin states at gene promoters

The geneEnvironment () function calculates the percentage of overlap of each chromatin state with each genes
promoters using the interval parameter.

geneEnvironment () may take a few minutes depending on the number of genes analyzed.

table_overlapping = geneEnvironment (geneExpression, chromatinState,

#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>

Predominant chromatin state at gene promoters

predominantState() estimates the predominant chromatin state at gene promoter, which corresponds to
the state with the largest overlap with the gene promoter environment. Genes are then clustered according
to their chromatin state using umap package. The outputcontains information on the predominant chromatin

DU W N DO W N DU W N

DU Ww N
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unique(colorTable$stateName), 3000)
gene_ENS seqnames start end width strand
ENSMUSG00000000290.13 chrl0 77530252 77565708 35457 +
ENSMUSG00000000295.13 chri0 31313383 31328204 14822 +
ENSMUSG00000000296.8 chr10 31332376 31445958 113583 -
ENSMUSG00000000303.12 chr8 106603351 106670246 66896 +
ENSMUSG00000000374 .8 chri0 78186725 78244641 57917 -
ENSMUSG00000000711.3 chr10 128677175 128696264 19090 -
gene_expression TSS TSS_moins_3kb TSS_plus_3kb TSSA TSSF1nk TSSF1nkD
1.0647488 77530252 77627262 77533262 0 0.0000000 0
0.3407228 31313383 31310383 31316383 0 0.0000000 0
0.4008302 31445958 31442958 31448958 0 0.0000000 0
0.2292526 106603351 106600351 106606351 0 0.0000000 0
29.3456974 78244641 78241641 78247641 0 0.2333333 0
41.4675071 128696264 128693264 128699264 0 0.0000000 0
Tx TxWk EnhG EnhA EnhWk ZNF.Rpts Het TssBiv EnhBiv
0.0000000 0 0.0000000 0 0.00000000 0 0 0.0000000 0.5753333
0.0000000 0 0.0000000 0 0.00000000 0 0 0.1333333 0.4000000
0.0000000 0 0.0000000 0 0.00000000 0 0 0.1666667 0.3666667
0.0000000 0 0.0000000 0 0.00000000 0 0 0.3000000 0.1000000
0.3068333 0 0.2265000 0 0.03333333 0 0 0.2000000 0.0000000
0.0000000 0 0.7333333 0 0.00000000 0 0 0.2666667 0.0000000
ReprPC ReprPCWk Quies
0.3246667 0 0.1000000
0.0000000 0 0.4666667
0.0000000 0 0.4666667
0.3585000 0 0.2415000
0.0000000 0 0.0000000
0.0000000 0 0.0000000

state and the corresponding UMAP dimension.

12
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result_umap = predominantState(table_overlapping,
unique(colorTable$stateName) ,
==> It wtll be take few minutes to process

#>

#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>

Below is an example of UMAP representation to visualize the predominant chromatin state in each gene.
Each dot corresponds to a gene and is colored according to its predominant chromatin state. The resulting
figure may not be exactly the same than the one presented in this thumbnail since the order of display?? of
dimension axes may differ; however, the clusters remain the same.

DO W N

DG W N

TSSA  TSSFlnk TSSF1nkD Tx TxWk
0 0.0000000 0 0.0000000 0
0 0.0000000 0 0.0000000 0
0 0.0000000 0 0.0000000 0
0 0.0000000 0 0.0000000 0
0 0.2333333 0 0.3068333 0
0 0.0000000 0 0.0000000 0
TssBiv EnhBiv ReprPC ReprPCWk
0.0000000 0.5753333 0.3246667 0
0.1333333 0.4000000 0.0000000 0
0.1666667 0.3666667 0.0000000 0
0.3000000 0.1000000 0.3585000 0
0.2000000 0.0000000 0.0000000 0
0.2666667 0.0000000 0.0000000 0

o O O O oo

O OO0 o oo

Here is an example of code to generate the figure below:

library(ggplot2)
ggplot (result_umap,aes (UMAP1,UMAP2,

unique (colorTable$stateName)))) +
geom_point() +
scale_color_manual (

theme_bw() + theme(
element_text (
element_blank(),
element_blank(),
element_text (

"none"

factor(state,

element_blank(),
@5

258

25,

13

unique (colorTable$stateName),

3 "euclidean",

EnhG EnhA EnhWk ZNF.Rpts Het
0000000 0 0.00000000 o o
.0000000 0 0.00000000 o o0
.0000000 0 0.00000000 o o0
0000000 0 0.00000000 o o
.2265000 0 0.03333333 o o
.7333333 0 0.00000000 o o0

Quies UMAP1 UMAP2 state
1000000 3.023172 5.811569 EnhBiv
.4666667 3.876110 2.703313 Quies
4666667 3.824936 2.450091 Quies
.2415000 4.043915 4.546622 ReprPC
.0000000 -2.067456 -2.039908 Tx
.0000000 -6.453034 -4.011411  EnhG

getStateColor(colorTable)$stateName) +

o
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Session Information

Here is the output of sessionInfo() on the system on which this document was compiled:

#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>

R version 4.1.3 (2022-03-10)
Platform: x86_64-conda-linux-gnu (64-bit)
Running under: Ubuntu 18.04.6 LTS

Matrix products: default

BLAS/LAPACK: /home/mcoulee/anaconda3/envs/R_package_3/1ib/libopenblasp-r0.3.20.s0

locale:
[1] LC_CTYPE=fr_FR.UTF-8 LC_NUMERIC=C
[3] LC_TIME=fr_FR.UTF-8 LC_COLLATE=fr_FR.UTF-8
[5] LC_MONETARY=fr_FR.UTF-8 LC_MESSAGES=fr_FR.UTF-8
[7] LC_PAPER=fr_FR.UTF-8 LC_NAME=C
[9] LC_ADDRESS=C LC_TELEPHONE=C
[11] LC_MEASUREMENT=fr_FR.UTF-8 LC_IDENTIFICATION=C
attached base packages:

[1] stats

graphics

other attached packages:

[1] ggplot2_3.3.6

grDevices utils

datasets methods

ChromENVEE_0.99.8

14

base
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#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>
#>

loaded via a namespace (and not attached):

[1]

[4]

[7]
[10]
[13]
[16]
[19]
[22]
[25]
[28]
[31]
[34]
[37]
[40]
[43]
[46]
[49]
[52]
[55]
[58]
[61]
[64]
[67]
[70]
[73]
[76]
[79]

Rcpp_1.0.9
prettyunits_1.1
rprojroot_2.0.3
RSpectra_0.16-1
stats4_4.1.3
pillar_1.8.1
callr_3.7.1
reticulate_1.26
splines_4.1.3
RCurl_1.98-1.8
compiler_4.1.3
pkgconfig 2.0.3
mgcv_1.8-40
tidyselect_1.1.
IRanges_2.28.0
dplyr_1.0.9
grid_4.1.3
gtable_0.3.1
magrittr_2.0.3
stringi_1.7.8
XVector_0.34.0
ellipsis_0.3.2
tools_4.1.3
processx_3.7.0
fastmap_1.1.0
GenomicRanges_1.46.1
knitr_1.39

2

References

Ernst J, Kellis M. ChromHMM: automating chromatin-state discovery and characterization. Nature Methods,

0:215-216, 2012

Ferrari, F. et al. DOT1L-mediated murine neuronal differentiation associates with H3K79me2 accumulation

lattice_0.20-45
ps_1.7.1
digest_0.6.29
R6_2.5.1
evaluate_0.15
zlibbioc_1.40.0
S4Vectors_0.32.4
rmarkdown_2.14
devtools_2.4.3
munsell_0.5.0
xfun_0.31
BiocGenerics_0.40.0
htmltools_0.5.3
tibble_3.1.8
fansi_1.0.3
withr_2.5.0
nlme_3.1-158
lifecycle_1.0.2
scales_1.2.1
cachem_1.0.6
fs_1.5.2
vctrs_0.4.1
glue_1.6.2
pkgload_1.3.0
yaml_2.3.5
sessioninfo_1.2.2
usethis_2.1.6

png_0.1-7
assertthat_0.2.1
utfg§_1.2.2
GenomeInfoDb_1.30.1
highr 0.9
rlang_1.0.5
Matrix_1.4-1
labeling 0.4.2
stringr_1.4.1
umap_0.2.9.0
askpass_1.1
pkgbuild_1.3.1
openssl_2.0.83

GenomeInfoDbData_1.2.7

crayon_1.5.1
bitops_1.0-7
jsonlite_1.8.0
DBI_1.1.3
cli_3.4.0
farver_2.1.1
remotes_2.4.2
generics_0.1.3
purrr_0.3.4
parallel_4.1.3
colorspace_2.0-3
memoise_2.0.1

and preserves SOX2-enhancer accessibility. Nat. Commun. 11, 5200 (2020)

Godfrey, L. et al. DOT1L inhibition reveals a distinct subset of enhancers dependent on H3K79 methylation.

Nat. Commun. 10, 1-15 (2019).

Lawrence M, Huber W, Pages H, Aboyoun P, Carlson M, Gentleman R, Morgan M, Carey V (2013). “Software
for Computing and Annotating Genomic Ranges” PLoS Computational Biology, 9. doi: 10.1371/jour-
nal.pcbi. 1003118, http://www.ploscompbiol.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pcbi.1003118.

MecInnes, Leland, and John Healy. “UMAP: Uniform Manifold Approximation and Projection for Dimension

Reduction.” arXiv:1802.03426.

162



Figures supplémentaires — Article 1

Figures supplémentaires — Article 1

Mélina Blanco et al EMBO reports

Expanded View Figures

DAPI + Lectin + H3K79me2

op/310°ssa1doquia msy/Sdy WOIp PIPEOUAOC O ‘€207 ‘BLISEIF T

g
2
g

TUT

CTL

19810 WIS £q 910G

g
=]
£
=4
g
=]
3
Z
]

KO

D PR SULA A 3G

Figure EV1. | Tuor ion of H3K79me2 on testicular sections from adult CTL or Dot1l-KO mice.

H3K79me2 signal is shown in green. DAPI (blue) was used to stain nuclei. Lectin (pink) was used to stain acrosome. Scale bar indicates 20 um.
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Figure EV2. Detailed analyses of CTL and Dot1/-KO spermatozoa. ’
A Scatter plots showing the quantification of sperm abnormalities (mean 4+ SEM; N = 4-5 and four biological replicates for CTL and KO, respectively). Stars indicate

significant differences obtained using t-tests after angular transformation of the percentages (*P-value < 0.05, **P-value < 0.005, and ***P-value < 0.0005).
B Motility parameters from Dot1/-KO and CTL spermatozoa following CASA (computer-assisted sperm analyses) (mean £ SEM; N = 12 and 10 biological replicates for

CTL and KO, respectively). Specifically, Dot1/-KO spermatozoa are slower and more static. They have a more linear movement (LIN) and a decreased straightness f:;
(STR), decreased lateral displacements of their heads (ALH) with a lower curvilinear velocity (VCL) resulting in a straight-line velocity (VSL) similar to CTL spermatozoa g
but a higher Average Path Velocity (VAP). Stars indicate significant differences obtained using Mann-Whitney t-tests after angular transformation of the percentages g
(**P-value < 0.01, ***P-value < 0.001, ****P-value < 0.0001, ns’ indicates non-significance). The Beat Cross Frequency (BCF) of CTL and Dot1/ -KO spermatozoa is =
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Appendix Figure S1. Complement to Figure 1. A) RNA expression overview of DOTIL RNA in human and
mouse tissues. Data were obtained from The Human Protein Atlas [https://www.proteinatlas.org/;
consensus dataset, consisting of normalized expression (nTPM) levels for 55 tissue types, created by
combining the HPA and GTEx transcriptomics datasets] or from mouse tissues from mouse ENCODE
transcriptome data (Data ref: Mouse ENCODE transcriptome data, NCBI Sequence Read Archive PRINA66167,
2011). B) Expression of Dot1/ mRNA based on single cell RNA-seq analyses from adult testicular cells (Data
ref: (Green et al, 2018) analyzed using https://rgv.genouest.org/ (Darde et al, 2019; Darde et al, 2015)). C)
Summary of DOTI1L protein expression in mouse germ cells based on immunofluorescence detection on
testicular sections. Scheme modified after Russell et al. (Russell et af, 1990). DOT1L protein is detected in
all germ cells but is particularly abundant in late spermatocytes and in round spermatids. D) Generation of
Dot1] KO allele. Drawing representing the beginning of mouse Dot1/ gene (from exon 1 to exon 3), the
location of loxP sites and genotyping primers. Bottom right insert shows typical pictures of products from
PCR using Dot1/ genotyping primers (F+R1+R2) following run on a 2% agarose gel. E) Estimation of Doti1/
knockout efficiency by western blot (uncropped western blot image of Figure 1B). Detection of DOT1L and
TUBULIN in whole testicular protein extracts from CTL and Dot1/-KO mice. The most abundant and high
molecular weight bands are DOTIL testis-specific (~185KDa) and canonical proteoform. Additional bands
most likely corresponding to smaller, less abundant proteoforms (such as Q679P5 at ~122KDa or Q6XZL7 at
~68KDa) are also visible in case of long exposure. All DOT1L proteoforms are markedly reduced in Dot1/-KO
testicular extracts. On the right is shown a graphic representation of the quantification of DOT1L signal (all
bands) normalized to TUBULIN signal. F) Immunohistochemistry detection of DOTLL in testicular sections
from CTL and Dot1/-KO (KO) adult mice counterstained with hematoxylin (complement panel to Fig 1C). SC
= Spermatocytes, RS = Round spermatids, ES = Elongating spermatids. Pictures were taken using the same
parameters. Scale bars indicate 50 um. G) Estimation of Dot1/ knockout efficiency by immunofluorescence.
Representative pictures of immunofluorescence detection of DOT1L (Abcam 64077 antibody, in green) on
testicular sections from adult CTL or KO mice. DAPI (grey or blue) was used to stain nuclei; Lectin (pink) was
used to stain acrosome. Scale bar indicates 20um. In CTL testicular sections, tubules containing round
spermatids are uniformly stained (bottom panel). In Dot1/-KO sections, the majority of tubules do not show
any DOTL1 protein signal (top panel) but in some tubules, DOT1L signal can still be visible (middle panel).
Below the immunofluorescence pictures is shown a graphic representation of the percentage of round
spermatids with a visible DOT1L signal. N=5 CTL, 3 HET and 6 KO males between 2.5-4 month old (6 to 10
tubules per individual). Quantification was performed on stages | to V tubules. H) Verification of Stra8-Cre
recombinase activity and specificity in adult mouse testis. The Cre reporter mouse line mTmG carries a GFP
transgene expressed upon Cre induction. In this transgene, GFP is targeted to the cell membrane (Muzumdar
et al, 2007). In testicular sections from mTmG mice (left panel), using an anti-GFP antibody, no signal is
detected, excepted for faint auto-fluorescence from Leydig cells (asterisk). In mTmG ; Stra8-Cre mice (right
panel) the Cre recombinase is specifically expressed in germ cells and GFP (in green) is detected in most germ
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cells. DAPI (grey) has been used to stain cell nuclei. Top right panel represents a 2X magnification. 1) -
Uncropped western blot image of Fig 1D. Note that the membrane was cut at ~70KDa and ~35KDa to m
generate three pieces which were incubated with anti-DOT1L antibody (top part), with anti-TUBULIN g
antibody (mid part) or with anti-H3K79me2 antibody (bottom part). E
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Appendix Figure S2. Complement to Figure 2. Detailed analyses of reproductive parameters from Dot1/-KO
males and CTL. ‘cah’ indicates animals produced in a conventional animal house. ‘spf’ indicates animals
produced in the specific pathogen-free animal house. HET are heterozygous animals of the following
genotype Dot1/7/2, Obtained p-values (following unpaired t-tests) are indicated above; “ns” indicates non-
significant difference. A). Average testis weight (normalized to body weight, mean value + SEM) in different
groups of males (N=9 for CTLcah, N=6 for HETcah, N= 9 for DOT1Lcah, N=12 for CTLspf, N=2 for HETspf and
N= 17 for DOT1Lspf). B) Average number of epididymal spermatozoa (mean value + SEM) in different groups
of males (N=12 for CTLcah, N=6 for HETcah, N=12 for DOT1Lcah, N=9 for CTLspf, N=2 for HETspf and N= 13
for DOT1Lspf). C) Graphic representation of the percentage of abnormal tubules in Dot1/-KO (N=5) CTL (N=6)
and HET (N=4) testes (from both cah and spf). Obtained p-values (following unpaired t-tests on empty tubules
values) are indicated above. D) and E) Results from the tests of fertility (natural mating in spf with wild type
females for ~¥3 months) of Dot1/-KO, HET and CTL males (mean £ SEM; N=7 for KO, N= 2 for HET and N=6 for
CTL). F) Schematic diagram representing the frequency of each cell type in CTL and Dot1/-KO testes, as
calculated by FACS (mean + SEM; N= for CTL and 3 for KO). 4N = Primary spermatocytes, 2N = Secondary
spermatocytes, N = spermatids, SP = side population representing premeiotic germ cells (i.e. spermatogonia).
G) Results from in vitro fertilization assays. The percentage of fertilized oocytes is indicated for each male.
Values obtained for Dot1/-KO spermatozoa are significantly different from WT or CTL spermatozoa (chi-
square, p<0.01).
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Appendix Figure $3. Complement to Figure 3. A) Sperm vitality. Bar graph showing sperm vitality measured
by eosin-nigrosine staining in which dead spermatozoa appear violet (mean + SEM). Sperm samples from 4
CTL and 4 Dot1/-KO males were analyzed. NS indicates non-significant difference between the two genotypes
(t-test). B) Dot1/-KO sperm chromatin is sensitive to nucleoplasmin-induced decompaction. Quantification
of histone H3 levels following NPM (nucleoplasmin) partial decondensation of CTL and Dot1/-KO (KO)
epididymal spermatozoa. Quantification was performed on the two fractions obtained after centrifugation:
(i) the supernatant which contains histones from the NPM-de-compacted chromatin, and ii) the pellet which
contains compact chromatin, i.e. “resistant” to the NPM treatment we used. Left panel: Bar graph showing
guantification results of supernatant/pellet levels in 3 independent experiments (E1, E2 and E3, which are
biological replicates). Right panel: Images of western blot using anti-histone H3 antibody (PanH3),
corresponding to CTL2 and KO2 (the bottom image was used for quantification). PanH3 is directed against
the C-terminal part of histone H3 and detects full length histone H3 at 17 kDa (black arrow, H3-C) and its two
cleaved forms previously described in (Yamaguchi et al., 2018): one occurring between Ala21-Thr22 (red
arrow) and the other one between Thr22-Arg26 (the smallest form at 13 kDa, green arrow). C) Uncropped
western blot images from TH2B and H3 detections in spermatozoa (shown in Fig 3E), and corresponding
Ponceau staining of the membranes. A non-specific band is visible in all lanes with Ponceau; it indicates that
similar amounts of material were loaded in all lanes. D) Comparison of TH2B and H3 levels in the same CTL
(black) and Dot1/-KO (blue) samples. The graph shows a good correlation between TH2B and H3
quantifications. E) Top panel: uncropped western blot images from TNP2 detection in spermatozoa (shown
in Fig 3F), and corresponding Ponceau staining of the membranes. A non-specific band is visible in all lanes
with Ponceau; it indicates that similar quantity of material was loaded in all lanes. Bottom panel:
immunofluorescence detection of TNP2 (green) on stage VI-VIII testicular sections. At this stage, the
chromatin of condensed spermatids is packaged with protamines, and TNP2 signal is not (or weak) in CTL. In
Dot1/-KO, some condensed spermatids (inside of the tubule) have a stronger signal. DAPI (blue) was used to
stain nuclei. F) Box plot of the raw PRM1/PRM2 ratio following acid urea gel electrophoresis (mean + SEM)
complement to Fig 3G. A.U. = arbitrary units. *p-value <0.05 (unpaired t-test).
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Appendix Figure S4
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Quantification of H3 PTMs in whole testis
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Appendix Figure S4. Complement to Figure 4. Quantification of histone PTMs and variants in Dot1/-KO :
and CTL samples. One star indicates a p-value <0.05, two stars a p-value<0.005 and three stars a p-value g
=)

<0.0005, obtained with t-tests. A) Mass spectrometry quantification of H3 and H4 PTMs in whole testes 8
(N= 4 CTL and 4 KO). After normalization to be at constant amount of histone H3 or H4 in each analyzed §
sample (see Material and methods), mass spectrometry signals were divided by the average signal in both g
conditions (CTL and Dot1/-KO), so as to be able to represent all peptides in the same figure, whatever their P
MS intensity. Error bars represent standard deviations calculated on the measurements made on biological g
replicates. Each modified peptide identified and quantified by MS analysis is defined as a list of PTMs
separated by commas. Some modified sites were detected and quantified in several tryptic peptides due to %
possible missed cleavages (e.g. H4K20me1l was quantified in K20VLRDNIQGITK, K20VLRDNIQGITKPAIR and %
K20VLRDNIQGITKPAIRR); we indicated the measurements made on such peptides with the same label ;

(K20mel in the aforementioned example), which allows verifying the coherence of quantitative
measurements. In a few instances, a precise localization of the modification site was not possible from the
MS/MS spectra. This was typically the case between H4R19, K20 and R23 on which a methyl (mel) and
dimethyl (me2) were detected. We indicated such uncertainties by (R19/K20/R23)mel and
(R19/K20/R23)me2, respectively. B) Mass spectrometry quantification of H2A and H2B in
elongating/condensing spermatids (ES) (N=3 CTL and 3 KO). LC-MS/MS data acquired on H2A and H2B
were processed as described above for H3 and H4 in whole testes, except that MS signals detected on
modified peptides were normalized to be at constant amount of H2A or H2B in each analyzed sample. C)
Mass spectrometry quantification of histone variants in elongating/condensing spermatids (ES) and in
round spermatids (RS). The abundance of each histone variant was estimated from the sum of intensities
of its identified specific proteolytic peptides. The abundance of each protein was then normalized to be at
constant amount of histone H4 between samples. For some variants, MS values were divided by 10, so as
to be able to visualize all the proteins on the same figure, whatever their MS intensity. Error bars represent
standard deviations calculated on the measurements made on biological replicates. D) Confirmation of a
decrease in H4 acetylation in elongating spermatids (ES). Western blot detection of H4K16ac, poly-H4ac
and H3. Higher molecular weight bands likely represent non-denatured forms of histone H4. Western blot
normalization was performed by detecting the same membranes with anti-H3 antibody. Anti-H3 rather than
anti-H4 antibody was chosen to avoid interference with acetylated H4 signal. Histones H3 and H4 are
organized as obligate tetramers (or occasionally heterodimers) in nucleosomes; therefore, they are
expected to be present in the chromatin in the same quantity. E) Mass spectrometry quantification of
histone H2A and H2B PTMs in round spermatids (N= CTL and 3 KO). LC-MS/MS data acquired on H2A and
H2B were processed as described above for ES. F) Mass spectrometry quantification of histone H3 PTMs
in spermatozoa (N=4 CTLand 4 KO). Same legend as above. H4 PTMs levels were too weak to be quantified.
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5A 5

Deregulated genes identified with DEseq2, with a Fold change > 1.5 and FDR < 0.05
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5B
% of deregulated in Dot1/-KO RS
1.00
0.756
0.50
0.25
0.00
p P
(FDR <5%) (p <5%) (FDR<5%) (b <5%)

5C

gene_name logFC logCPM PValue FDR gl H3K79me2 enrichment
Slci0a3 | -1.26745740995669 | 0.999004290396908 | 0.00390006777314618 0.1545955595244 Down-regulated yes
Slc6a8 -2.46727862572467 | 0.52781470462503 | 7.72654921275588e-07 | 0.000364372904035715 | Down-regulated yes
Slc7a2 -1.0665290941501 | 2.27338480123705 | 0.0150834110914719 | 0.387940102031817 |Down-regulated no
Slc12a1 1.3955625700193 | 0.681122253169346 |0.000169908367523562| 0.0174799371397939 | Up-regulated no
Slc13a4 1.54000399067509 | 2.76366740898566 | 4.27870310972635e-05 | 0.00657135254678289 | Up-regulated no
Slc18a2 1.25758541410194 | -0.793930612861824 | 0.00237996137428981 | 0.110886263192696 Up-regulated no
Slcia4 1.10997163431429 | 0.860924966152978 | 0.00103762614100171 | 0.0601552770604185 | Up-regulated no
Slcia5 1.06878712737505 2.2418481205103 | 0.00176357549579316 | 0.0883504245162868 | Up-regulated yes
Slc25023 | 0.926874320430452| 2.4842629146059 | 0.00744458216430107 | 0.240033828551142 Up-regulated yes
Slc25a37 | 0.83494237600095 2.8363663126306 0.0494170665013017 0.856402093077086 Up-regulated no
Slc25a48 | 0.844791121775937| 0.601566750878029 | 0.035227161221668 0.691260215461133 Up-regulated yes
Slc26a11 | 1.65452313717142 | 1.74006812886016 |0.000661650590507997| 0.044270891766396 Up-regulated yes
Slc28a2 | 0.882471439124064 | 0.348580484195426 | 0.0475801028844169 | 0.835942882356513 | Up-regulated no
Slc29a3 1.00130602592956 | 3.99897275785481 0.024747552656584 0.549198182271674 Up-regulated yes
Slc37a3 | 0.864250867428252| 1.06283489334379 0.0157601580162183 0.398622878559951 Up-regulated no
Slc38a2 | 1.19621193912572 | 2.2217849521669 | 0.000373937024375424| 0.0301146206327321 | Up-regulated yes
Slc38a8 1.03918406075334 | -0.0156846590541735| 0.0201914826533337 0.472852642452675 Up-regulated no
Slc45a1 1.75519777185066 | -0.803109163412838 | 0.000635433125120995| 0.0430016682924086 | Up-regulated no
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5D

Homer de novo Motif Results (/home/mcoulee/Documents/Mouse/RNAseq/Motif_analysis/RS_UP_2kb//)

[P-valuefiog P-pvaluel*s of Targetsfs of Back STD(Bg STD) _[Best Match Details

e
_._ﬂATCTA A 1612 [2.7880-01 [r.44% 179% 558 96p (550 M)P{nocsl_mlsh_: Taspar(0.613)
[ — - 4 1 e
pe T QCACCQAﬂ, le-1l 270301 [s1.25%  Jis61%e 581.80p (656 200 - it
P .. = = -
3 * T ATA AIAX le-11 |2 643e=01 [26.37% 15.69% [569.7bp (590.Tbp)|
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e _‘ $‘ !! ‘ A CAA le-11 [2584e=01 [5.34% 1 26% 74 9bp (629 9bp)| -
C T AN g cia = e ress 21 [FENFAAMAOLL4 4/ Taspar(0.749)
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.I I T-- "
_6 s A CAQ [le-10 |-2.500e~01 |2.90% 34% 20.5bp (655.8bp)}, .~ sy
P -‘ I A CAIAAAA le-10 [-2.490e~01 [2.59% 26% }476.8bp (615. Top)f
. é$$ TAAéAA le-10 |2 446e=01 [3.96% 3% 1508 5bp (549 2bp))
SAN-mwelsls, ‘r‘?‘Irl
p* AAA le-10 |-2.374e+01 [4.88% 1.15% 645 9bp (600.2by
GCASGACTLARRY. A
TQTCAC Q 110 [2339-01 [1235%  fssem 597 30p (637, by P
LAp 8B =) i8S, 1
S e x

Q(SRP0§4292) Homer(0.742)

SE14586) Homer(0.736)

S

gene_name logFC logCPM PValue FDR gl H3K79me2 enrichment
Cacnale |1.381540782/2.204690766/0.002726556/0.121318141|Up-regulated Yes
Gpsm1 |1.1155057081.018472463|0.002648857/0.119051423|Up-regulated No
Tmem74b |1.021769193/0.247820597/0.013177832/0.354170753Up-regulated No
Gata5 |1.673646912-1.2195813110.000102450/0.012941114Up-regulated No
Padil 1.006558376|-0.5251407010.027404915|0.589073299Up-regulated No
Ptpn13 |0.8965150793.191552902/0.026370274/0.572363590Up-regulated No
Megf8 |0.875273628|5.337855272/0.023642554/0.532645802|Up-regulated No
Ketd21 [0.837477696/0.230864728/0.024428532|0.543473782|Up-regulated No
Irfl 1.521852615/0.397338881/0.0066709290.224722281|Up-regulated No
Lhfpl2  |1.068600482-0.60887569{0.028270799/0.599286273|Up-regulated No
Gridl 1.387320345/2.179807865/0.000243895|0.022484676{Up-regulated Yes
Dsccl  |1.087546432/3.096511586/0.000497737/0.036606338Up-regulated No
Baiap2l2 |0.874498322/0.165478650/0.034369221/0.684231999Up-regulated No
2fp52 1.351603089|-0.9758684310.0010880200.062633064Up-regulated No
Plin3 0.983536252/2.207539245/0.007122447|0.233024479Up-regulated Yes

Appendix Figure S5. Complement to Fig 5. A) Upset plot showing the number of deregulated genes in
Dot1/-KO vs CTL primary spermatocytes (SC), secondary spermatocytes (SCll) and round spermatids (RS)
obtained using DEseq?2 differential gene expression analyses. Top panel: with Fold Change > 1.5 and FDR <
0.05. Bottom panel: with Fold Change>1.5 and p value <0.05 (FDR was calculated a posteriori on the
selected gene lists and found to be <0.05). B) Bar graph showing the percentage of deregulated genes in
Dot1/-KO RS found with the two types of differential analyses and which are enriched in H3K79me2 at their
gene body in WT RS. C) List of Sic genes found deregulated in Dot1/-KO round spermatids. D) Top: results
from HOMER motif analysis on the promoter (2kb) of upregulated genes (p-value < 0.05) in KO RS (top 10).
BCL6/BCL6B binding DNA motif is the most significant of the identified motifs (and the only one which does
not appear as “possible false positive”). Bottom: list of genes identified with HOMER which have BCL6 DNA
binding site in their promoter.
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Appendix Table S1
Table S1
genotyping primers sequence PCR condition
Dotll-F GCAAGCCTACAGCCTTCATC Annealing temperature = 58°C
Dotll-R1 CACCGGATAGTCTCAATAATCTCA
Dot1l-R2 GAACCACAGGATGCTTCAG

STRASCRE_oIMR9266F

AGATGCCAGGACATCAGGAACCTG

STRASCRE_oIMR9267R

ATCAGCCACACCAGACACAGAGATC

Ymtxfp10_ internal control

TCACACAGATAAGAGGGTATTG

Ymtxrp13_ internal control

GTTTTCCTATCAGGCCATCCA

Annealing temperature = 62°C
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Appendix Table S2
Table S2
Western Blot - Primary antibodies
Target Manufacturer Reference | Usage
DOTIL CSsT D402T 1/500 - 1/1000
Tubulin Upstate 05-661 1/3000
H3K79me2 Abcam ab3594 1/500
TH2B Upstate 07-680 1/5000
H3 Abcam ab 1791 1/3000 -
1/10000
H4K16ac Upstate 07-329 1/750
Poly ac-H4 Millipore 06-866 1/250
TNP2 Santa Cruz Biotechnology sc21106 1/250
PRM2 Briar Patch Biosciences MADb- 1/500
Hup2B
Western Blot - Primary antibodies
Target Manufacturer Reference | Usage
Donkey anti-goat HRP Santa Cruz Biotechnology sc2020 1/5000
Goat anti-mouse HRP ThermoFisher 31430 1/5000
Goat anti-rabbit HRP ThermoFisher 31460 1/5000
Immunofluorescence-lmmunohistochemistry
Target Brand Reference | Usage
DOTI1L CsT D402T 1/100
DOTIL Abcam 64077 1/100
H3K79me2 Diagenode C15410051 | 1/100
GFP ThermoFisher CAB4211 1/100
Poly ac-H4 Millipore 06-866 1/200
TNP2 Santa Cruz Biotechnology sc21106 1/50
Chromatin Immunoprecipitation
Target Brand Reference
H3K79me2 Diagenode C15410051
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Figure S1. H3K79me2 ChlIP-Seq.

a. Spearman correlation of H3K79me2 ChlP-seq data. b. Overall results from H3K79me2
ChlP-seq data. c. H3K79me2 enrichment profile for GSC, SCI and RS.
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Figure S2. Chromatin environment.

a. Mean gene expression level (log(cpm)) of genes associated with enhancers enriched (+) or
not (-) in H3K79me2 in GSC, SCI and RS. Top panels: method from ChromENVEE, and
bottom panels: method from (Rada-Iglesias et al., 2011). Bivalent enhancers correspond to
only 23 H3K79me2+ regions in GSC. The statistical analysis is therefore not powerful
enough to confidently determine a p-value, which may explain the discrepancy between

the two methods.
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Figure S3. RNA-Seq.

a. Volcano plots showing differentially expressed genes between Dot1l-KO vs CTL cells. b.
GSEA for Kit- and Kit+ cells compared to results obtained for SCI, SCII and RS, which were
previously shown in (Blanco et al 2023). c. MD plot showing deregulated genes in Kit-, Kit+,
SCI and SCII (spike-in RNA-seq analysis). Significantly downregulated genes that are
enriched in H3K79me2 and known transcriptional repressors are indicated in the figure.
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Figure S4. XY gene regulation.

a. Chromosome localization of differentially expressed genes (“spike-in” analysis) in Kit-,
Kit+ and SCI. Blue: downregulated genes (DR), red: upregulated genes (UR), the green dot
indicates the centromere, and the grey dot, the telomere. b. Ratio of peak numbers at RS
stage compared to SCI stage, per chromosome, for several histone marks. The dashed line
indicates a ratio = 1 corresponding to a stable number of peaks. c. Ratio of peak numbers
on the X or Y chromosome in RS vs SCI (circle) and in SCI vs GSC (triangle), for several
histone marks. The dashed line indicates a ratio = 1
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Fig. S5 GSC
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