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Résumé

Régulation de I'expression du gene Nr5al au cours de la différenciation du
lignage gonadotrope hypophysaire.

La différenciation du lignage gonadotrope est un processus qui a lieu durant le développement
embryonnaire de I'hypophyse. La spécification du lignage gonadotrope est caractérisée par
I’apparition du facteur de transcription NR5A1, également appelé SF-1, marqueur le plus précoce du
lignage gonadotrope. NR5A1 est crucial pour I'émergence du lignage gonadotrope puisqu’il permet
d’initier I'expression des genes codant le récepteur de la GnRH et les sous-unités des hormones
gonadotropes, LH et FSH. Des défauts d’expression de Nr5al entrainent, de ce fait, des anomalies de
la différenciation du lignage gonadotrope conduisant a un hypogonadisme hypogonadotrope et une
stérilité des individus. Malgré I'importance de ce géne, les mécanismes épigénétiques régulant
I’émergence de Nr5al lors de la différenciation du lignage gonadotrope restaient mal connus. Les
identifier a été I'objet principal de mes travaux de these.

Dans un premier temps, j'ai participé a l'identification de I'ensemble des régions régulatrices
potentielles au sein du locus de Nr5a1l par la technique d’ATAC-seq en utilisant un modéle in vitro de
différenciation des cellules gonadotropes murines. Cette étude a permis de révéler I'existence d’une
séquence cis-régulatrice intronique de type enhancer, jusqu’alors inconnue. J'ai démontré par
stratégie CRISPR-Cas9 que cet enhancer est strictement nécessaire a l'initiation de I'expression de
Nr5al et que son activation est dépendante de la fixation du récepteur nucléaire des cestrogénes ERa.
Le recrutement d’ERa sur I'enhancer est, en effet, essentiel pour entrainer le remodelage de la
chromatine, aussi bien au niveau de I'’enhancer o. que du promoteur de Nr5al, ce qui permet in fine
d’activer la transcription du géne. Cette étude a donc permis d’identifier I’élément régulateur le plus
précocement impliqué dans la spécification du lignage gonadotrope et souligne, de plus, I'importance
d’ERa dans la régulation épigénétique de ce processus de différenciation (Pacini V, et al. 2019).
Cependant, comme ERa ne peut pas se fixer sur 'ADN lorsque la chromatine n’est pas permissive, les
mécanismes permettant son recrutement sur I'’enhancer restent a étre identifiés. Il a été décrit, dans
des tissus non hypophysaires, qu’ERa est recruté a la chromatine par l'intermédiaire de facteurs de
transcription particuliers : les facteurs pionniers. Ceux-ci sont capables de se fixer sur une chromatine
réprimée et de la remodeler localement, permettant ainsi la fixation d’ERa. sur ses séquences cibles.
Le recrutement ultérieur de co-activateurs par ERoa permet ensuite d’initier I'activation de ces
séquences. Afin d’identifier a la fois les co-activateurs d’ERa et les facteurs pionniers dans les cellules
gonadotropes immatures, j'ai caractérisé, par immunoprécipitation de la chromatine suivie de
séquencage haut-débit, I'ensemble des séquences cibles d’ERa (cistrome) dans les cellules
gonadotropes. Par une analyse bio-informatique, j’ai identifié, a proximité, des sites de fixation pour
de potentiels facteurs pionniers. J'ai entrepris, en parallele, I'identification de I'interactome protéique
d’ERa en mettant en place au laboratoire une technique d’identification par biotinylation proximale
(BiolD) couplée a la stratégie de quantification protéique en SILAC. Cette étude, encore en cours au
laboratoire, a permis d’identifier des partenaires candidats susceptibles d’étre des facteurs pionniers
ou des co-activateurs essentiels au recrutement d’ERa sur la chromatine ou a son activation, et donc
importants dans les processus de différenciation du lignage gonadotrope.

Les résultats obtenus pendant mes travaux de doctorat permettront de mieux comprendre les
mécanismes épigénétiques a |'origine de I'expression du géne Nr5a1l dans le lighage gonadotrope et,
in fine, de la différenciation de ce lignage. Les acteurs identifiés dans ces processus seront autant de
nouvelles pistes pour mieux caractériser les hypogonadismes hypogonadotropes, encore souvent
idiopathiques.

Mots clefs : Gonadotrope, Différenciation, Nr5a1, Epigénétique, ERa






Abstract

Regulation of Nr5al gene expression during pituitary gonadotrope cell
differentiation.

Gonadotrope differentiation is a stepwise process taking place during pituitary development. The early
step of this process is characterized by the expression of the NR5A1 transcription factor, also called SF-
1. NR5A1 is a crucial factor for gonadotrope cell fate determination since it initiates the transcription
of key gonadotrope genes such as the GnRH receptor and LH and FSH specific subunits. Alterations in
Nr5al expression lead to hypogonadotropic hypogonadism and infertily. Despite the importance of
NR5A1, the epigenetic mechanisms regulating its expression during early gonadotrope lineage
specification are still poorly understood.

We assessed genome-wide chromatin accessibility using ATAC-seq technique in three cell lines
recapitulating gradual stages of gonadotrope differentiation and in vivo in developing pituitarie. We
highlighted the transient recruitment of a yet undescribed enhancer during gonadotrope specification.
Using CRISPR-Cas9 technology, we showed that this enhancer is mandatory for the emergence of
Nr5al expression during gonadotrope specification. Furthermore, we demonstrated that the binding
of estrogen receptor a (ERa) on this enhancer is essential for chromatin remodeling of Nr5a1 enhancer
and promoter, leading to RNA polymerase recruitment and transcription of the gene. This study has
thus identified the earliest regulatory sequence involved in gonadotrope lineage specification.
Moreover, it highlights the key epigenetic role played by ERa in this differentiation process (Pacini V,
et al. 2019).

However, since ERa cannot bind chromatin when in closed conformation, the molecular mechanisms
allowing ERa. to activate Nr5al enhancer in gonadotrope cells remain to be determined. It has been
described in several cellular models that ERa binding to DNA depends on a class of transcription factors
called pioneer factors. Pioneer factors have the ability to bind closed chromatin and induce a local
changes in chromatin accessibility, leading to the recruitment of ERa on its binding sites. The
subsequent recruitment of ERa co-activators will then allow the activation of ERo—dependent
transcriptional programs. The second objective of my thesis was thus to identify ERa pioneer factors
and co-activators in differentiating gonadotrope cells. Using ChlP-seq assay, we identified all the ERa
binding sites (cistrome) in the genome of immature gonadotrope cells. To identify ERa pioneer factors
and/or co-activators, we determined, by bioinformatic analyses, the enrichment of transcription factor
binding sites located in close proximity of ERa motifs. We conducted, in a parallel, the identification of
ERa interactome by setting up a state-of-the-art technology based on proximal biotinylation of
proteins (BiolD) associated with protein quantification by SILAC and MS/MS. This studly, still in current
investigation in the lab, allowed me to identify ERo protein partners that are bona fide candidates as
pioneer factors and co-activators.

Results obtained from my PhD work should lead to a better understanding of epigenetic mechanisms
regulating the initiation of Nr5al expression in gonadotrope cells and, in fine, of gonadotrope cell
differentiation. Molecular actors that would be eventually identified may provide potential targets to
set up new treatments for idiopathic infertility.

Keywords : Gonadotrope, Differentiation, Nr5al1, Epigenetic, ERa
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LE TEMPS

Dans le temps,
On avait le temps de prendre son temps,
Le temps de grandir,

Le temps de marcher, le temps de sourire,

Le temps de prier et de réfléchir,
Le temps de conter tant de souvenirs,

Le temps de chanter, le temps de vieillir,

Le temps de s’aimer et de mourir.

A preésent,
L’Homme tout le temps,
Court apres le temps,
Il n’a plus le temps, de perdre son temps.

Et pourtant,
Il arrive un temps, ou la mort I’attend.
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Préambule

Au cours de mes travaux de doctorat, je me suis intéress¢ aux mécanismes initiant I’expression
du géne NrSal pendant la maturation du lignage gonadotrope. J’ai étudié notamment les
mécanismes €pigénétiques qui concourent a spécifier I’expression de ce géne important pour la
différenciation de ce lignage hypophysaire. Dans une premiére partie d’introduction de ce
manuscrit, je détaillerai donc I’état des connaissances actuelles sur les mécanismes de
régulation de I’expression génique, en mettant ’accent sur les mécanismes épigénétiques et les
séquences régulatrices de type enhancer. Dans une seconde partie, apreés quelques rappels sur
la régulation de la fonction de reproduction chez les mammiféres, j’aborderai le phénoméne de
la différenciation du lignage gonadotrope hypophysaire et ses mécanismes. Enfin, j’exposerai

les résultats de mes travaux, publiés (Pacini V, et al. Epigenetics & Chromatin, 2019) ou non.
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l. INTRODUCTION GENERALE

1. Les mécanismes de régulation de la transcription génique

La majorité des cellules d’un organisme donné (a I’exception des leucocytes et des gameétes)
ont le méme génome qui ne s’exprime cependant pas de la méme maniére dans chacune d’entre
elles. En effet, chacun des environ 200 types cellulaires existants (adipocytes, neurones,
fibroblastes, cellules gonadotropes...) chez I’humain ou chez la souris expriment
spécifiquement un répertoire de geénes qui définit I’identit¢ de chaque type cellulaire et ses
fonctions. L’expression des genes est finement régulée a deux niveaux : le niveau
transcriptionnel regroupant schématiquement les mécanismes modulant la fréquence de
présence et d’activité de I’ARN Polymérase 11, et le niveau post-transcriptionnel regroupant les
mécanismes régulant la maturation et la stabilit¢é du transcrit. Dans ce premier chapitre,
j’aborderai uniquement les mécanismes impliqués dans la régulation de la transcription des
génes, en développant essentiellement des exemples de régulation impliqués dans la

différenciation cellulaire au cours du développement.

1.1 Les séquences cis-régulatrices de la transcription génique
1.1.1 Les promoteurs : séquences cis-régulatrices proximales

I1 est difficile de définir la notion de géne dans 1’absolu car celle-ci varie selon qu’on 1’aborde
sous un angle de génétique formelle (le géne est alors un objet mathématique), sous 1’angle
fonctionnel (une protéine qui assure une fonction) ou encore sous 1’angle de sa structure. Ce
dernier angle, qui nous intéresse ici, définit le géne comme la séquence d’ADN comprise entre
le site d’initiation de la transcription (Zranscription Star Site ou TSS) et le site de
polyadénylation. A cette séquence d’ADN, succession d’exons et d’introns qui s’étend parfois
sur plusieurs milliers de paires de bases (kilo paires de bases ou kilo base pair, kbp) s’ajoutent
des séquences cis-régulatrices de I’expression génique. On définit les promoteurs comme les
séquences cis-régulatrices localisées directement en amont du TSS. Leur fonction est d’initier
et participer a la régulation de la transcription des génes (Lenhard B, ef al. 2012). 11 faut noter
que pres de la moitié des geénes contiendrait plus d’un promoteur (Carninci P, et al. 2006 ;
Kimura K, ef al. 2006 ; Baek D, et al. 2007 ; Tsuritani K, et al. 2007). On parle alors de
promoteurs alternatifs. La présence de promoteurs alternatifs n’entraine cependant pas

nécessairement de modification de la séquence codante, mais peut simplement modifier la
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Figure 1. Représentation schématique d’une séquence promotrice d’un géne. Tous les génes sont caractérisés par la
présence d’au moins un promoteur, nécessaire pour l'initiation de la transcription. Ces séquences promotrices sont
toutes constituées de deux régions distinctes : le promoteur core et le promoteur proximal. Le promoteur core, localisé
sur environ quatre-vingt paires de bases (bp) autour du site d’initiation de la transcription (TSS) du géne, est crucial
pour la fixation de la machinerie de transcription, composé du complexe de pré-initiation — comprenant I'’ARN
polymérase Il (ARN Pol Il) — et du complexe Médiateur. Le promoteur proximal est une séquence d’environ 500 a 1500
bp, composée de multiples sites de fixation pour des facteurs qui vont réguler le recrutement et I'association des
complexes de la machinerie de transcription. Lorsque la machinerie de transcription est activée, I'’ARN Polymérase Il va
pouvoir transcrire le gene et synthétiser ’ARN messager associé.



séquence non codante 5° UTR (5’ Untranslated Transcribed Region) des transcrits et donc leur
stabilité ou leur taux de traduction. L’existence de promoteurs multiples permet de moduler plus
finement 1’expression des geénes, notamment au cours du développement, ou en restreindre

I’expression a certains tissus (Landry J-R, ef al. 2003 ; Davuluri RV, et al. 2008).

On considere que les promoteurs sont constitués de deux régions distinctes (Figure 1) :

* Le promoteur dit core, qui s’étend sur environ quatre-vingts bp autour du TSS. Il existe
différentes classes de promoteur core, caractérisées par la présence de séquences spécifiques
(comme par exemple la célebre TATA box, pour revue : Smale S T et Kadonaga J T, 2003). Ces
promoteurs partagent tous la méme fonction essentielle qui est la fixation du complexe de pré-
initiation (PIC) nécessaire a la transcription. Ce complexe est composé de I’ARN Polymérase
IT et de ses trés nombreux facteurs généraux associés (Sainsbury S, et al. 2015). Le PIC
s’associe de plus a un second complexe appelé Médiateur. Ce complexe, composé de plusieurs
dizaines de protéines, est essentiel a la structuration du complexe d’initiation de la transcription
et jouerait le role de véritable protéine d’échafaudage permettant le rapprochement des
différentes séquences cis-régulatrices et des facteurs de transcription (FT, Conaway J W, et al.

2005 ; Malik S et Roeder R G, 2005).

e Au promoteur core s’ajoute le promoteur dit proximal, une séquence de taille variable, allant
de quelques dizaines a plusieurs centaines de bp (il est admis qu’un promoteur proximal est
constitué de 500 a 2000 bp). Ce promoteur proximal est localis¢ directement en amont du core.
Il contient de nombreux sites de fixation pour des FT qui peuvent réguler positivement ou
négativement le recrutement du complexe d’initiation de la transcription. Le promoteur
proximal est donc essentiel pour initier la transcription (Pabo C O et Sauer R T, 1992 ; Ptashne
M et Gann A, 1997). Les FT interagissent non seulement avec la séquence d’ADN mais aussi
entre eux ce qui fait que ce sont de véritables combinatoires de FT qui concourent a la régulation

de I’expression génique (Lemon B et Tjian R, 2000).

Longtemps, seul I’impact des promoteurs sur I’expression génique a fait ’objet d’études. Ceci
s’explique probablement par le fait que les séquences cis-régulatrices situées a proximité du
TSS ont été les premicres séquences caractérisées dans le génome. La révolution génomique
structurale puis fonctionnelle a permis d’identifier des séquences cis-régulatrices dénommées
distales, car situées a distance du TSS, qui participent, parfois de facon prépondérante, a la

régulation de I’expression des genes. Il faut donc maintenant considérer, en plus des séquences
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promotrices, ces autres séquences cis-régulatrices distales, qui peuvent étre localisées tres en
amont ou en aval du TSS. Parmi celles-ci, on trouve les insulators, les silencers ou les
enhancers. Les insulators sont des séquences qui, comme leur nom I’indique, isolent les
différentes parties fonctionnelles du génome afin d’éviter que la régulation d’un gene perturbe
celle du gene adjacent (pour revue : Gaszner M et Felsenfeld G, 2006). Les silencers et les
enhancers sont des séquences distales qui respectivement inhibent ou activent la transcription
génique. Les techniques de génomique fonctionnelle ont démontré le role majeur des enhancers
dans I’initiation et la régulation de I’expression des genes, notamment ceux du développement

et de la différenciation cellulaire.

1.1.2 Les enhancers : séquences cis-régulatrices distales essentielles a 'expression génique

Les enhancers sont de petites séquences génomiques (d’environ 200 a 1500 bp), localisées trés
majoritairement dans des régions non codantes du génome (introniques et intergéniques) et
pouvant étre situées jusqu’a plusieurs kbp de distance en amont ou en aval du TSS du gene
qu’elles régulent (Krivega I et Dean A, 2012 ; Pennacchio L A, et al. 2013). Ces enhancers ont
pour role d’augmenter le niveau de transcription du géne qui leur est associé. Ils sont donc
considérés comme étant les « promoteurs des promoteurs » et permettent notamment d’initier
I’expression des génes lors de la différenciation cellulaire ou de spécifier leur expression dans
les tissus cibles. Par exemple, I’expression de Shh (Sonic Hedgehog) chez la souris, un facteur
essentiel pour le développement des membres, est sous le contrdle majeur de I’enhancer ZRS
(localisé a plus d’1 méga bp de son promoteur). La délétion de cet enhancer chez la souris ou
ses mutations chez I’humain perturbent voire abolissent I’expression de S/ dans les bourgeons
de membres, conduisant & une dégénérescence locale du squelette (Lettice L A, ef al. 2003 ;
Sagai T, et al. 2005). Un autre exemple est le syndrome de surdité de Gusher li¢ a I’X qui est
la conséquence de mutations d’un enhancer du géne POU3F4 (POU Class 3 Homeobox 4),
localis¢ a environ 900 kbp de ce géne (de Kok Y J, et al. 1996). Certaines agénésies
pancréatiques sont également liées a des mutations d’un enhancer, celui de PTF1A4 (Pancreas
Associated Transcription Factor la) localisé a 25 kbp du géne (Weedon M N, et al. 2014).
Enfin, des mutations d’un enhancer régulant I’expression de 7TBX5 (7-Box Transcription Factor
5), un facteur essentiel pour le développement du cceur, entrainent spécifiquement des
malformations cardiaques (Smemo S, ef al. 2012).

La régulation de la transcription des génes par les enhancers est complexe d’une part car un

enhancer peut controler la transcription de plusieurs genes (Mohrs M, et al. 2001) et, d’autre
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Figure 2. Les enhancers, séquences distales cis-régulatrices de la transcription des génes. A. Les enhancers sont
des séquences cis-régulatrices localisées a distance du gene cible (de 1 a 1000 kbp) dont ils régulent positivement la
transcription (représentation linéaire a gauche). lls agissent par interaction directe avec le promoteur du gene
régulé qui est rendue possible par la formation d’'une boucle génomique (représentation 2D a droite). B. Les
interactions entre deux régions génomiques peuvent étre identifiées par la technique de Capture de Conformation
Chromatinienne (3C). Brievement, les interactions génomiques, notamment celles entre les enhancers et les
promoteurs représentés ici, sont stabilisées par mise en place de liaisons (« crosslink »). Les régions qui interagissent
sont isolées par digestion enzymatique suivie d’une ligation des coupures générées par la digestion. Les interactions
génomiques sont ensuite détectées par PCR quantitative (QPCR), en utilisant des amorces positionnées sur chacune
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part, car la transcription d’un géne donné peut étre régulée par un jeu de plusieurs enhancers
(Corradin O, et al. 2014). La combinaison de plusieurs enhancers pour la régulation d’un geéne
permettrait non seulement une plus grande finesse de régulation, a la fois dans I’espace et dans
le temps, mais aussi de garantir I’expression des genes, en particulier lors de processus critiques
comme I’embryogenése.

Comme nous venons de le voir, les enhancers jouent un rdle essentiel sur ’activité du
promoteur et donc 1’expression génique en étant pourtant localisés souvent loin du promoteur
qu’ils régulent. L’interaction entre les enhancers et promoteurs des genes est rendue possible
par la formation de boucles de repliement de I’ADN appelées loopings (Blackwood E M et
Kadonaga J T, 1998 ; Bulger M et Groudine M, 1999 ; de Laat W, et al. 2008) (Figure 2A). Ces
loopings ont été mis en évidence par le développement de techniques permettant d’analyser la
conformation chromatinienne et de détecter les interactions physiques entre deux régions
distales du génome (pour revue : de Wit E et de Laat W, 2012). Les étapes clefs de I’une de ces
techniques, appelée Capture de Conformation Chromatinienne (Chromosome Conformation

Capture ou 3C), sont résumées dans la Figure 2B.

Tout comme les promoteurs, les enhancers contiennent des sites de fixation pour des FT. Parmi
ces facteurs, certains sont impliqués dans la formation et/ou la stabilisation du /ooping pour
I’interaction promoteur/enhancer (Vakoc C R, et al. 2005 ; Ren X, et al. 2011 ; Yun W J, et al.
2014). D’autres facteurs, activateurs, permettent le recrutement de facteurs essentiels de la
machinerie de transcription (Szutorisz H, ef al. 2005 ; Song S-H, et al. 2007). Les enhancers
participent donc a la formation du complexe de pré-initiation nécessaire a la transcription
génique. Enfin, de fagon intéressante, il a été démontré que I’ARN Polymérase Il transcrit de
petits ARN non codants, appelés eARN (enhancer-derived ARN), a partir de la séquence méme
des enhancers. Le role de ces eARN reste controversé, une hypothese étant qu’ils pourraient
contribuer a la régulation transcriptionnelle, notamment en stabilisant I’interaction enhancer-

promoteur (pour revue : Natoli G et Andrau J-C, 2012 ; Liu F, 2017) (Figure 3).

Parmi les FT susceptibles de se fixer sur les enhancers se trouvent les récepteurs nucléaires et
notamment les récepteurs des hormones stéroides. Les études épigénomiques du rdle des
récepteurs nucléaires dans la régulation de I’expression des genes ont permis de révolutionner
le dogme de leur mode d’action. Alors que 1’idée longtemps admise était que les récepteurs

nucléaires se fixent sur les promoteurs des geénes et stimulent ainsi leur transcription, les
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Figure 3. lllustration de la régulation de I’expression génique par les enhancers. Sur des enhancers se fixent des
facteurs de transcription, parmi lesquels des « activateurs », qui permettent le recrutement notamment de co-
activateurs de la transcription (Co-act.). Ces co-activateurs sont impliqués dans le remodelage de la chromatine et
dans le recrutement des complexes protéiques de la machinerie de la transcription : le complexe Médiateur, et le
complexe de pré-initiation (PIC) comprenant 'ARN polymérase Il (ARN Pol. II). Il a d’ailleurs été suggéré que les
enhancers pourraient étre directement responsables du recrutement de ces deux complexes protéiques et de leur
transport jusqu’aux séquences promotrices des genes. De plus, I’ARN Polymérase |l serait aussi recrutée au niveau
des séquences enhancers et entrainerait la production d’ARN messagers d‘enhancers (eARN). Le rble de ces eARN,
encore discuté, serait de participer a la stabilisation du recrutement des complexes protéiques a la fois sur
I’enhancer et le promoteur, et ainsi a la formation de la boucle génomique promoteur/enhancer.




analyses épigénomiques ont révélé que I’essentiel de leurs sites fonctionnels de fixation se
trouvent sur des enhancers. Ces études menées en particulier sur le modele du récepteur de
type a des oestrogeénes (ERa, Estrogen Receptor o) mettent, en effet, en évidence que plus de
80% des sites de fixation d’ERa dans les cellules utérines de souris sont des sites distaux des
promoteurs (Hewitt S C, ef al. 2012). Des données similaires ont été obtenues dans d’autres
tissus comme, par exemple, dans la glande mammaire (Palaniappan M, et al. 2019). La
signalisation cestrogénique conduit, en effet,  ’activation par ERa d’un répertoire d’enhancers
ce qui conduit a modifier le transcriptome des cellules cibles des cestrogeénes et contrdle ainsi
le développement et la différenciation terminale de la glande mammaire (Manavathi B, ef al.
2014). Ce mode d’action d’ERa a été impliqué non seulement dans des conditions
physiologiques mais aussi dans des processus de cancérogenese hormono-dépendants de cette

glande (Flach K D et Zwart W, 2016).

Jusqu’a récemment, ’identification des enhancers n’était pas chose aisée car la séquence
compléete des génomes et, plus encore, la nature moléculaire de la chromatine associée aux
séquences régulatrices n’étaient pas connues. L’essor de la génomique fonctionnelle a
grandement facilité¢ leur identification. Je vais donc maintenant aborder les mécanismes
épigénétiques impliqués dans la régulation de I’activité des enhancers et de la transcription des

genes, en détaillant certaines des techniques que j’ai utilisées au cours de mon travail de these.

1.2 Les mécanismes épigénétiques régulant la transcription des genes

Classiquement, on définit comme épigénétique I’ensemble des mécanismes qui affectent
I’expression génique sans modification de la succession des bases de la séquence ADN. Les
modifications épigénétiques peuvent consister en des altérations chimiques de ’ADN, comme
par exemple la méthylation des cytosines mais aussi et surtout en des modifications post-
traductionnelles (post-translational modifications ou PTM) des protéines majeures de la
chromatine, les histones. L’ensemble des PTM des histones, qui sont multiples et variées,
constitue ce que I’on appelle le code histone. Ces PTM, combinées avec la méthylation de
I’ADN, modulent le degré de compaction locale des séquences régulatrices définissant
I’accessibilité de la chromatine. Ceci module ainsi le recrutement de facteurs (enzymes de

modification de la chromatine, FT...) et in fine I’expression génique. Dans le chapitre qui va
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Figure 4. De 'ADN aux chromosomes. L’ADN, une séquence de nucléotides double brin, est complexé avec des
protéines histones. Cette structure forme le nucléosome, unité fondamentale de la chromatine qui permet la
compaction de I’ADN. La compaction de ces nucléosomes entraine la formation de fibres de chromatine, aboutissant
in fine a I'ultrastructure des chromosomes que I'on retrouve dans le noyau des cellules eucaryotes. Un nucléosome
(détail dans I'encadré), est composé de deux dimeres de protéines histones (H2A-H2B et H3-H4), chargées
négativement, qui permettent la compaction d’environ 146 bp d’ADN chargé positivement. Cette compaction de
I’ADN est également maintenue par une protéine histone H1, appelé histone linker, nécessaire pour la compaction en
fibre des nucléosomes. La queue N-terminale des protéines histones est localisée en dehors du coeur du nucléosome,
et peut subir des modifications post-traductionnelles.



suivre, j’aborderai les différents mécanismes €pigénétiques qui régulent I’activité des séquences

cis-régulatrices et notamment des enhancers.

1.2.1 La chromatine, organisation structurelle de 'ADN

Dans le noyau des cellules eucaryotes, la longue et fragile double hélice d’ADN est structurée
en complexes avec des protéines pour former 1’unité fondamentale de la chromatine, les
nucléosomes (Figure 4). Les nucléosomes se constituent par interaction électrostatique entre un
octamére de protéines histones (deux dimeres d’histones H3-H4 et H2A-H2B) chargées
positivement et une séquence d’environ 146 bp d’ADN chargée négativement (Luger K, et al.
1997). En moyenne, les nucléosomes sont localisés environ toutes les 200 + 40 paires de bases
et sont reliés entre eux par une courte séquence d’ADN (ADN linker) et la protéine histone H1
(histone linker). Le degré de compaction de la chromatine influence I’organisation globale des
chromosomes au cours du cycle cellulaire mais régule aussi localement la transcription
(Tremethick D J, 2007). La structuration en nucléosomes du génome participe donc non
seulement a sa stabilité, mais constitue aussi la premiére barriere empéchant 1’interaction de
I’ADN avec les FT (Elgin S C, 1988 ; Gross D S et Garrard W T, 1988). Il existe donc des
mécanismes permettant 1’éviction locale des nucléosomes de fagon a rendre I’ADN accessible
a la machinerie de réplication, de réparation de I’ADN, mais également de la transcription des

genes.

I1 est ainsi possible, en identifiant les régions accessibles de la chromatine, d’identifier les
régions cis-régulatrices actives du génome qui sont caractérisées par une déstructuration locale
des nucléosomes, rendant I’ADN accessible aux FT. Plusieurs méthodes ont été mises au point
afin de caractériser I’accessibilité d’une région génomique et ainsi d’identifier les séquences
régulatrices potentielles au sein du génome (pour revue : Tsompana M et Buck M J, 2014). Ces
méthodes reposent sur 'utilisation d’enzymes a activité nucléasique (Deoxyribonuclease I
(DNase), Micrococcal nuclease (MNase) ou encore la Tn5 Transposase), qui coupent
préférentiellement les séquences accessibles de la chromatine, couplée a 1’identification des
séquences clivées par PCR ou séquengage massif. Parmi les différentes méthodes, I’ATAC-seq
(dssay for Transposase-Accessible Chromatin using sequencing ; Buenrostro J D, et al. 2013)
se distingue par son efficacité et sa relative simplicité. Elle présente, de plus, I’avantage de
pouvoir étre mise en ceuvre sur un trés petit nombre de cellules (500 minimum). Cette technique
repose sur 1’utilisation de la transposase hyper-active Tn5 qui, apres fixation sur les séquences

d’ADN accessibles, opére un simple clivage puis entraine la transposition de séquences
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Figure 5. Identification des régions accessibles de la chromatine par la technique d’ATAC suivi de séquengage
haut-débit. Les régions cis-régulatrices actives de la chromatine sont caractérisées par une déplétion en
nucléosomes et sont identifiables par des techniques comme I’ATAC (Assay for Transposase-Accessible Chromatin).
Cette technique repose sur l'utilisation d’une transposase hyper-active, la Tn5, chargée avec des séquences
adaptatrices (adaptateurs, en rouge et jaune). Cette enzyme va se fixer sur les régions accessibles de la chromatine,
les cliver et y transposer les séquences adaptatrices. L’ADN clivé sera amplifié avant d’étre identifié par séquencage
haut-débit. Les régions d’ADN génomique amplifiées et séquencées, représentées par des traits gris, sont ensuite
alignées sur le génome de référence afin de caractériser I'accessibilité des promoteurs et des séquences cis-
régulatrices distales comme les enhancers, représentée ici. La hauteur des pics reflete I'ouverture de la chromatine.



adaptatrices permettant le séquencage massif des fragments d’ADN. A I’issue d’une telle
expérience, on obtient donc, pour I’ensemble du génome d’un type cellulaire donné, toutes les
régions accessibles de la chromatine, incluant les promoteurs, les insulators, les silencers et les

enhancers (Figure 5).

L’accessibilité en elle-méme ne suftfit pas pour identifier la nature de la séquence régulatrice.
Pour cela, il existe deux grandes approches :

1- La localisation dans le génome. Les génomes d’espeéces modeles sont maintenant bien
caractérisés et la majorité des génes (au moins ceux codant des protéines) sont connus et annotés
sur les génomes. Si la région accessible se situe de fagon adjacente au TSS d’un geéne connu,
alors cette région est un promoteur. Si elle est ¢éloignée d’un TSS connu, cette région est
probablement un insulator ou un enhancer/silencer. Les insulators se caractérisant par la
présence d’un site de liaison pour le facteur CTCF (CCCTC-Binding Factor), il est donc
possible de distinguer les insulators des enhancers/silencers.

2- Les marques d’histone. Les régions du génome se caractérisent par la présence spécifique de
certaines PTM d’histone que I’on appelle plus communément marques d’histone. Comme nous
allons le voir dans le chapitre suivant, les promoteurs sont enrichis en histone H3 tri-méthylée
sur la lysine 4 (H3K4me3), alors que les enhancers sont décorés avec I’histone H3 mono-
méthylée sur la lysine 4 (H3K4mel). De facon intéressante, le code histone est I'un des

mécanismes prépondérants dans la modulation de 1’accessibilité de la chromatine.

1.2.2 Modulation de I'accessibilité de I'ADN par les mécanismes épigénétiques

L’accessibilité de I’ADN aux FT est modulée par des mécanismes €pigénétiques, parmi lesquels

on trouve les PTM des histones et la méthylation de I’ADN.

1.2.2.1 Les modifications post-traductionnelles des histones

Comme nous I’avons vu dans le chapitre précédent, les histones, parties intégrantes des
nucléosomes, représentent la premicre barriére pour I’acces de la machinerie de transcription
des geénes a ’ADN (Lyer V R, 2012 ; Ballaré C, et al. 2013). Les histones sont des protéines
composées d’un domaine C-terminal globulaire, localis¢ a I’intérieur du nucléosome et
permettant la dimérisation des histones, et d’une extrémité N-terminale située en dehors du
nucléosome. Les extrémités N-terminales sont donc facilement accessibles aux enzymes du
nucléoplasme et peuvent subir de nombreuses PTM (Luger K, ef al. 1997). Ces PTM d’histone

sont de nature diverse: méthylation, acétylation, phosphorylation, ubiquitinylation,
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Figure 6. Identification des modifications post-traductionnelles des histones par la technique
d’immunoprécipitation de la chromatine. Les protéines histones des nucléosomes ont des queues N-terminales,
situées a I'extérieur du coeur du nucléosome, sont cibles de modifications post-traductionnelles. Ces modifications
post-traductionnelles, comme les marques de mono-méthylation ou de tri-méthylation de la lysine 4 de I’histone H3
(respectivement, H3K4me1l et H3K4me3) représentées ici, forment le code histone permettant de caractériser les
différentes séquences génomiques. La technique classiquement utilisée pour identifier la localisation de ces
modifications post-traductionnelles est I'immunoprécipitation de la chromatine. Brievement, les interactions ADN-
protéines sont stabilisées par la formation de liaisons covalentes induites par le formaldéhyde (« crosslink »). L’ADN
est fragmenté avant d’effectuer I'immunoprécipitation de la chromatine associée a une marque épigénétique donné
a I'aide d’anticorps dirigés spécifiquement contre cette marque épigénétique (ici, un anticorps reconnaissant
spécifiquement la marque H3K4me1). Aprées rupture des liaisons entre ADN et protéines, I’ADN co-immunoprécipité
qui était associé a la protéine d’'intérét est purifié puis identifié par PCR quantitative ou séquencage haut-débit.



sumoylation, ADP ribosylation, déamination, propionylation et butyrylation (Kouzarides T,
2007 ; Bannister A J et Kouzarides T, 2011 ; Kebede A F, et al. 2015). Elles s’opérent par
modifications covalentes des résidus lysine, arginine, sérine, thréonine ou tyrosine des
extrémités N-terminales des histones par I’intermédiaire d’un jeu important d’enzymes. Les
PTM sont, de plus, des modifications dynamiques et réversibles, mises en place par des
enzymes appelées writers comme les HAT (Histone Acetyltransferase) ou les HMT (Histone
Methyltransferase) et retirées par des enzymes dénommées erasers comme les protéines HDAC
(Histone deacetylase) ou KDM (Lysine demethylase).

Ces PTM d’histones peuvent agir de deux manieres. Elles modifient « physiquement » la
stabilité des nucléosomes et par ricochet I’accessibilit¢ de I’ADN (Bannister A J et Kouzarides
T, 2011 ; Rothbart S B et Strahl B D, 2014). Ainsi, ’acétylation de histones induit des
phénoménes de répulsion électrostatique entre deux histones et entre histones et ADN,
déstructurant localement les nucléosomes. A ces phénoménes purement physiques, s’ajoutent
des mécanismes plus biologiques. Les marques d’histone peuvent, en effet, recruter des facteurs
spécifiques, appelés readers, traduisant les modifications d’histones. Par exemple, I’acétylation
des histones recrute la protéine a homéodomaine BRD4 (Bromodomain-Containing Protein 4)
qui serait a son tour potentiellement impliquée dans la modulation de 1’accessibilité¢ de la

chromatine (Jiang G, et al. 2020).

Le code histone est certes impliqué dans la régulation de I’accessibilité de la chromatine mais
il est aussi impliqué dans la caractérisation fonctionnelle des différents types de régions
génomiques (promoteurs, enhancers/silencers, insulators, phases ouvertes de lectures,
séquences actives, inactives...). Ces différentes séquences sont, en effet, enrichies

préférentiellement en certains types de PTM d’histone.

La technique classique pour étudier la répartition d’une marque de la chromatine le long du
génome est actuellement I’immunoprécipitation de la chromatine suivie d’un séquengage
massif (ChIP-seq ; Figure 6). Brievement, les interactions chromatiniennes entre I’ADN et les
protéines histones sont stabilisées par un traitement au formaldéhyde puis la chromatine est
fragmentée par sonication. Les fragments d’ADN interagissant avec une histone portant une
marque particuliere sont purifiés par immunoprécipitation avec un anticorps dirigé
spécifiquement contre cette modification. Enfin, I’ADN co-immunoprécipité est identifié par

séquencage a haut-débit (Milne T A, et al. 2009) ce qui permet de connaitre la distribution sur

23






le génome de la marque d’histone étudiée. La répartition d’'une marque donnée dans un type

cellulaire particulier contribue a la caractérisation de 1’épigénome de la cellule.

Ces derniéres années, avec la démocratisation des techniques de séquencage massif, un nombre
croissant et conséquent d’épigénomes ont été¢ publiés. Les projets internationaux ENCODE
(Encyclopedia of DNA Elements consortium ; The ENCODE Project Consortium, 2007 et 2012)
et Roadmap Epigenomics Project (Roadmap Epigenomics Consortium, 2015), en définissant
des standards d’analyse et en réunissant I’ensemble des épigénomes pour un grand nombre de
types cellulaires humains et murins, ont permis de faire émerger les grands principes de
I’épigénomique fonctionnelle. Il a ainsi été établi, par exemple, que :

-Les phases ouvertes de lectures transcrites sont marquées par la présence de H3K36me3

-Les séquences cis-régulatrices actives sont souvent enrichies en histones, et notamment histone
H3, acétylées sur le résidu lysine 27 (H3K27ac) et présentent, dans cette situation, une
accessibilité de la chromatine.

-Les promoteurs sont trés souvent enrichis en H3K4me3 alors que les enhancers sont enrichis

en H3K4mel (voir plus en détail en §1.3)

1.2.2.2 La méthylation des dinucléotides cytosine-guanine de 'ADN

Une seconde catégorie de modifications épigénétiques pouvant affecter 1’activité de la
chromatine est la méthylation de I’ADN. 11 s’agit de 1’ajout d’un groupement méthyl (CH3) sur
le cinquieme carbone des cytosines (SmC : 5-methylcytosine) localisées dans un complexe de
dinucléotides symétriques CpG (ou « p » correspond a la liaison phosphate entre les nucléotides
cytosine, C, et guanine, G). Ce contexte dinucléotidique est trés souvent regroupé localement
en « ilots » CpG notamment au niveau des séquences régulatrices des génes (Zemach A, et al.

2010 ; Feng S, et al. 2010).

La méthylation de I’ADN est associée a la répression transcriptionnelle des genes,
indépendamment de la densité de méthylation des dinucléotides CpG (Ben-Hattar J et Jiricny
J, 1988 ; Watt F et Molloy P L, 1988 ; Iguchi-Ariga S M et Schaffner W, 1989). Ce mécanisme
est impliqué dans les processus de régulation de D’expression génique au cours du
développement embryonnaire (Holliday R et Pugh J E, 1975 ; Borgel J, et al. 2010), de
I’empreinte parentale génique (Bajrami E et Spiroski M, 2016), de l’inactivation du
chromosome X chez la femelle (Riggs A D, 1975) ou encore dans la répression des séquences

répétées du génome (Jones P A, 2012). La méthylation de I’ADN peut agir de deux manieres :
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Figure 7. La méthylation des dinucléotides CpG de I’ADN, un mécanisme réprimant la transcription. A. La méthylation
de 'ADN est une modification chimique qui s’effectue sur les cytosines localisées dans un contexte de dinucléotides
Cytosine-Guanine (CpG, ou « p » représente la liaison phosphate entre les nucléotides cytosines, C, et guanine, G). La
méthylation de 'ADN est médiée par des enzymes de la famille des DNMT (DNA methyl transferase) : DNMT3A et
DNMT3B, et leur co-facteur DNMT3L, qui permet la méthylation de novo, tandis que DNMT1 maintient la méthylation au
cours de la réplication qui est dite méthylation de maintenance. La méthylation de I’ADN est un processus réversible, qui
peut étre éliminé par éviction passive du groupement méthyl pendant la réplication, par exemple, ou de fagon active par
les enzymes de la famille TET (Ten Eleven Translocation) methylcytosine dioxygenase (Figure adaptée de Héberlé E et
Bardet A F, 2019). B. Afin de distinguer les dinucléotides méthylés (Meth., représenté par un rond noir) de ceux non
méthylés (Non-Meth.) dans le génome, on effectue un traitement bisulfite de I’ADN génomique. Lorsque les cytosines ne
sont pas méthylées, elles sont transformées en nucléotides Uracil (U, marquées par une fleche noire) alors que ce n’est
pas le cas lorsqu’elles sont méthylées. Apres le traitement, I’ADN génomique est dénaturé puis une PCR est effectuée. Le
séquencage des brins d’ADN amplifiés permettra de déterminer si les cytosines localisées dans un contexte nucléotidique
de fagon génomique (pointée par une fleche noire) étaient méthylées. Les cytosines séquencées correspondent alors a
des cytosines méthylées dans le génome, contrairement aux thymines, qui correspondent a des cytosines non méthylées.



1) elle interfére avec la fixation des FT ou 2) elle permet le recrutement de facteurs a domaine
MBD (Méthyl-CpG-Binding Domain), recrutant des enzymes modificatrices d’histones
diminuant I’accessibilité de ’ADN (pour revue : Bogdanovi¢ O et Veenstra G J C, 2009). On
peut noter que certains FT, notamment ceux de la famille élargie des facteurs 8 Homeodomain,
sont insensibles a la méthylation des cytosines de leur site de liaison et se lieraient
indifféremment voire méme préférentiellement a des séquences d’ADN méthylées (Yin Y, et

al. 2017).

Le dépdt de la marque de méthylation de I’ADN est catalysé selon deux procédés par les
enzymes de la famille des DNMT (DNA Methyltransferase) (Figure 7A) :

 La méthylation de maintenance par I’enzyme DNMT1 sur les brins hémi-méthylés lors de la
réplication de I’ADN (Robert M-F, et al. 2003).

 La méthylation de novo par les enzymes DNMT3A et DNMT3B, et leur co-facteur DNMT3L
(Hata K, et al. 2002), effectuée sur les brins d’ADN indépendamment de leur statut initial de
méthylation (Okano M, et al. 1999).

La méthylation de I’ ADN est un phénomene réversible, la déméthylation pouvant étre catalysée
par les enzymes TET (Ten-Eleven Translocation) methylcytosine dioxygenases. Ces enzymes
vont permettre I’oxydation des SmC en 5hmC (5-hydroxymethylcytosine) qui sont alors
remplacées par des cytosines non méthylées par le systtme BER (Base-Excision Repair) (pour

revue : Wu H et Zhang Y, 2014).

L’¢tude du profil de méthylation de I’ADN est couramment effectuée par un traitement de
I’ADN au bisulfite (Figure 7B). Ce traitement permet la conversion des cytosines non méthylées
(C) en uracil (U), sans affecter les cytosines méthylées (SmC). L’analyse des séquences
génomiques bisulfitées permet donc de connaitre I’état de méthylation de I’ADN (Li Y et

Tollefsbol T O, 2011).

1.3 Controle épigénétique des séquences régulatrices de la transcription des genes
1.3.1 La transcription des génes : les séquences cis-régulatrices actives

L’activation des séquences cis-régulatrices et donc I’initiation de la transcription des génes est
un phénoméne séquentiel qui se caractérise par une premiere étape dite d’amorgage (priming)
au cours de laquelle la chromatine des séquences cis-régulatrices et notamment des enhancers

va subir des modifications épigénétiques (Mansson R, et al. 2007 ; Olsson R, et al. 2007)
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Figure 8. Représentation simplifiée des marques épigénétiques des histones associées aux séquences cis-
régulatrices de type enhancers ou promoteurs. a. Les séquences régulatrices des genes, i.e. les promoteurs et les
enhancers, sont caractérisées par différentes marques épigénétiques d’histones en fonction de leur état d’activité. Les
séquences inactives, i.e. qui n’entrainent pas de transcription du géne, sont caractérisés par une haute densité de
nucléosomes associée a une forte méthylation des dinucléotides CpG de I’ADN. Elle est parfois marquée par la tri-
méthylation de la lysine 27 de I'histone 3, H3K27me3 (Me3, orange), un processus actif d’inactivation des séquences
cis-régulatrices. b. Il est aujourd’hui admis que I'initiation de I'expression d’un gene est caractérisé par un état de pré-
marquage des enhancers, appelé « priming ». Les enhancers sont ainsi marqués par une réduction locale de leur
densité en nucléosomes, une baisse de la méthylation de ’ADN ainsi que par un dépot caractéristique de la marque
épigénétique H3K4mel (Mel, jaune). Les caractéristiques épigénétiques des promoteurs associés ne sont pas
clairement définis. c. L'activation des enhancers est caractérisée par une déplétion des nucléosomes, une
déméthylation de I’ADN, et le dépot caractéristique de la marque d’acétylation H3K27ac (Ac, vert). Les promoteurs
seront caractérisés par ces mémes marques, mais a la place de H3K4mel, ils sont marqués par H3K4me3 (Me3, bleu).
d. Les séquences régulatrices peuvent aussi se retrouver dans un état de « pré-activation », dit « poised ». Elles sont
alors caractérisées par une combinaison de marques activatrices caractéristiques de leur séquence (H3K4me1l pour les
enhancers et H3K4me3 pour les promoteurs) associés a des marques épigénétiques caractéristiques des séquences
réprimées comme H3K27me3.




(Figure 8B). Les enhancers vont en effet étre marqués par le dépdt caractéristique de la mono-
méthylation de la lysine 4 de I’histone H3 (H3K4mel) (Heintzman N D, e al. 2007). Ce dépdt
est catalysé par les enzymes histones méthyltransférases du complexe COMPASS (Complex of
Proteins Associated with Setl) (Malik S et Bhaumik S R, 2010) et plus précisément par les
enzymes MLL3/4 (Mixed-Lineage Leukemia protein 3/4, Lee J-E, et al. 2013 ; Wang C, ef al.
2016). On ignore encore beaucoup de choses sur les mécanismes qui permettent le recrutement
des MLL sur les futurs enhancers encore « nus », mais des travaux suggerent que les facteurs
pionniers (dont nous reparlerons par la suite) puissent en étre des acteurs importants (Jozwik K
M, et al. 2016). Une fois décoré par H3K4mel, les enhancers sont considérés comme
« primés » mais demeurent toutefois inactifs. En effet, contrairement a d’autres modifications
post-traductionnelles d’histones, la mono-méthylation seule ne permet pas de modifier
directement la stabilité des nucléosomes. Elle participe cependant au recrutement de co-facteurs
impliqués dans le remodelage de la chromatine (Flanagan J F, et al. 2005 ; Local A, et al. 2018).
Le dépot de H3K4mel inhibe aussi la fixation d’histones désacétylases et, au contraire, favorise
le recrutement d’histones acétyltransférases comme P300/CBP (CREB Binding protein) (Wang
C, et al. 2016) (Figure 8C). Cependant, pour que I’activation de I’enhancer soit efficace, ces
mécanismes doivent étre renforcés par le recrutement de FT et de leurs co-facteurs. Les régions
actives de la chromatine sont aussi caractérisées par une hypo-méthylation locale des
dinucléotides CpG. La fixation des complexes protéiques impliqués dans les processus de
méthylation de novo (Ooi S K T, et al. 2007) ou de maintenance (Nady N, ef al. 2011) est
permise par I’interaction avec les extrémités N-terminales des histone H3. Elle est, au contraire,
réprimée par la présence de la méthylation de la lysine 4 de ces histones (Ooi S K T, et al. 2007 ;
Otani J, et al. 2009 ; Zhang Y, et al. 2010). De plus, certains FT interagissent avec les enzymes

de déméthylation TET, participant ainsi a la déméthylation des séquences cis-régulatrices.

L’activation compléte d’un enhancer est un mécanisme complexe faisant entrer de nombreux
partenaires interdépendants. Par exemple, les enhancers « primés », enrichis en H3K4mel, qui
possedent un site de liaison pour le récepteur des cestrogenes ERa peuvent recruter ce facteur.
ERa interagit avec TET2 (Wang L, ef al. 2018) et participe a ’hypométhylation de I’enhancer.
ERa recrute aussi ’acétyltransférase P300, ce qui permet d’augmenter 1’enrichissement en
H3K27ac et I’accessibilité de la chromatine. Cet enrichissement ne sera cependant optimal
qu’apres le recrutement par ERa de co-facteurs permettant une acétylation maximale (Yi P, ef
al. 2017). L’acétylation en H3K27 (Creyghton M P, et al. 2010 ; Rada-Iglesias A, ef al. 2011)
conduira ensuite a la fixation de facteurs comme BRD4 favorisant le recrutement de ’ARN
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Polymérase II et du complexe Médiateur (De Santa F, ef al. 2010 ; Lee J-E, ef al. 2017) au
niveau des enhancers. De fagon intéressante, ce systéme est renforcé par un ensemble de
boucles positives : par exemple TET2 et ERa participent aussi au renforcement du recrutement
de MLL3/4 et donc au maintien de la présence de la marque H4K4mel sur les enhancers (Wang
L, et al. 2018).

L’activation des enhancers peut étre modulée a chacune de ces étapes, ce qui offre
probablement a la cellule autant de leviers pour réguler finement cette activation et donc

I’initiation et le niveau de la transcription des genes.

Contrairement aux enhancers, les séquences promotrices de génes actifs sont caractérisées par
le dépot de la marque H4K4me3 (Heintzman N D, et al. 2007), catalysé par les enzymes
SETD1A/1B (SET Domain Containing 1A/1B) et MLL1/2 (Andreu-Vieyra C V, ef al. 2010 ;
Bledau A S, et al. 2014 ; Denissov S, ef al. 2014). L’activation du promoteur est également
associée a une acétylation de la lysine 27 de I’histone H3 (Wang Z, et al. 2008) par les histones
acétyltransférases comme GCNS (General Control Of Amino-Acid Synthesis, Yeast, Homolog-
Like 2 ; Bian C, et al. 2011), & une hypométhylation des CpG et au recrutement des facteurs
associés a la machinerie de la transcription comme 1I’ARN Polymérase II (Guenther M G, et al.
2007 ; Selth L A, et al. 2010 ; Wang F, et al. 2013) (Figure 8C). Concernant les génes avec
enhancers, les mécanismes d’activation de leur promoteur sont largement modulés par le
rapprochement physique des enhancers avec le promoteur, ce qui permet une expression plus

importante du géne (Chepelev 1, et al. 2012).

1.3.2 La répression transcriptionnelle : inactivation des séquences cis-régulatrices

Les séquences cis-régulatrices inactives du génome sont caractérisées par une forte densité en
nucléosomes : ces régions ne sont donc pas accessibles aux FT. Elles sont généralement
associées a une hyper-méthylation des sites CpG de I’ADN. Comme évoqué précédemment, la
méthylation elle-méme peut inhiber directement la fixation de certains des FT. Mais plus
largement, le processus de méthylation de ’ADN contribue a I’inactivation des séquences
régulatrices : les DNMT responsables de la méthylation de ’ADN recrutent aussi des co-
facteurs inhibiteurs, dont des histones désacétylases, entrainant I’éviction de la marque
d’acétylation qui, comme nous I’avons vu, est associée aux séquences régulatrices actives (Fuks
F, et al. 2000 et 2001 ; Deplus R, et al. 2002).

En plus des mécanismes de retrait des marques d’activation, il existe des mécanismes de dépot

de marques d’inhibition (Figure 8A). Les séquences inactives peuvent, en effet, étre décorées
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¢galement par la marque de tri-méthylation de la lysine 27 de I’histone H3 (H3K27me3). Cette
marque est notamment impliquée dans la répression transcriptionnelle au cours du
développement ainsi que dans ’inactivation du chromosome X (Rougeulle C, et al. 2004 ;
Bernstein B E, ef al. 2006). Cette tri-méthylation de la lysine 27 de I’histone H3 est catalysée
par le facteur EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2) du complexe PRC2 (Polycomb Repressor
Complex 2 ; Kuzmichev A, et al. 2002 ; Ferrari K J, et al. 2014). Elle permet le recrutement du
complexe PRC1, qui va entrainer I’ubiquitination de la lysine 119 de I’histone H2A, favorisant
la compaction des nucléosomes (Pasini D, ef al. 2008). Elle permet également de renforcer la
méthylation des CpG I’ADN, puisque EZH2 permet le recrutement des DNMT comme
DNMT3A (méthylation de novo ; Viré E, et al. 2006 ; Rush M, et al. 2009).

Enfin les séquences cis-régulatrices peuvent étre réprimées mais néanmoins dans un état de
«prét a I’emploi»: on parle alors d’état « poised » (Figure 8D). Ces enhancers sont
caractérisés par la présence de la marque caractéristique H3K4mel, en association avec la
marque répressive H3K27me3 (Heintzman N D, et al. 2007 ; Creyghton M P, et al. 2010 ; Voigt
P, et al. 2013) et une faible accessibilit¢ de la chromatine. Il a été aussi décrit que
I’acétyltransferase P300 peut déja étre pré-recrutée sur les poised enhancers (par exemple :
Krishnakumar R, ef al. 2016). Ce mécanisme, associant marques d‘inhibition et d’activation,
permet de réprimer la transcription d’un geéne tout en autorisant son activation rapide (Stock J
K, et al. 2007) par simple éviction de la marque répressive H3K27me3 sous I’action d’enzymes
comme JMID3 (Jumonji Domain Containing 3) ou UTX (Ubiquitously-Transcribed TPR
Protein On The X Chromosome ; Agger K, et al. 2007 ; Hiibner M R et Spector D L, 2011). La
présence de P300 permettra ensuite une acétylation rapide des résidus K27 alors disponibles
(Rada-Iglesias A, ef al. 2011). Ce mécanisme de répression transcriptionnelle est essentiel en
particulier pour I’expression des geénes du développement, en permettant la régulation spatiale
et temporelle de leur expression (Choukrallah M-A, et al. 2015 ; Goode D K, et al. 2016 ; Kloet
S L, et al. 2016). Des dérégulations du complexe Polycomb peuvent ainsi entrainer une
activation prématurée des génes (Mazzarella L, ef al. 2011) et une altération globale de leur
profil d’expression dans I’organisme (Lee H-G, et al. 2015).

Un autre mécanisme d’inhibition, plus radical, existe et consiste en le démantélement des
enhancers lorsqu’ils ne sont plus nécessaires. Au cours de la différenciation des cellules souches
embryonnaires par exemple, les enhancers des génes de la pluripotence peuvent étre effacés du

répertoire des enhancers par éviction complete de la marque H4K4mel sous I’action d’enzyme
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Figure 9. Mécanisme d’action des facteurs pionniers dans 'initiation de la transcription des génes. La transcription
des genes est initiée par I'action de facteurs d’une classe particuliére appelés facteurs pionniers. Contrairement a la
plupart des facteurs de transcription, ces facteurs pionniers ont la capacité de reconnaitre et fixer des sites localisés
dans des régions compactées de la chromatine, ou ’ADN peut étre méthylé (représenté par des ronds noirs). Les
facteurs pionniers vont tout de méme se fixer sur leurs sites de liaison malgré le contexte chromatinien défavorable
et entrainer une décompaction locale de la chromatine en recrutant notamment des partenaires protéiques comme
des facteurs remodelant la chromatine. Ceux-ci vont permettre I'éviction ou le déplacement des nucléosomes ainsi
gue la déméthylation de I’ADN (représentée par des ronds blancs), rendant accessible les sites de liaison a des
facteurs de transcription qui agiront avec des co-activateurs pour initier la transcription.



histones déméthylases comme I’enzyme LSD1 (Lysine-specific demethylase 1 ; Whyte W A, et
al. 2012).

L’un des enjeux majeurs dans la compréhension des mécanismes épigénomiques de la
différenciation cellulaire est de comprendre comment s’établit le répertoire d’enhancers
impliqués dans cette différenciation. Il s’agit, en particulier, de comprendre comment une
région génomique est identifiée comme étant un futur enhancer et comment s’opére son

activation.

1.4 Les facteurs pionniers: trans-régulateurs déterminants pour la différenciation
cellulaire

L’expression successive des génes au cours de la différenciation cellulaire est sous le controle
de FT mais la majorité d’entre eux est pourtant incapable de se fixer sur la chromatine réprimée
(ADN meéthylé, histones non acétylées, faible accessibilité ; Bell O, et al. 2011 ; Héberlé E et
Bardet A F, 2019). 1l est donc conceptuellement difficile de comprendre comment de tels
facteurs peuvent identifier et activer un futur emhancer. 11 existe cependant une classe
fonctionnelle particuliére de FT regroupant les facteurs dits « pionniers » (FP). Les FP sont
exprimés notamment durant les stades précoces du développement embryonnaire au cours
desquels ils permettent de diriger la transcription génique associée a la différenciation cellulaire
(Iwafuchi-Doi M et Zaret K S, 2014 ; Zaret K S et Mango S E, 2016).

Les facteurs pionniers ont des caractéristiques uniques (Figure 9) :

Contrairement aux FT « classiques », les FP ont la capacité de reconnaitre et lier leurs sites de
fixation malgré I’environnement non permissif de la chromatine. Les FP sont ainsi capables de
se lier sur I’ADN méme quand celui-ci est directement masqué par les nucléosomes (Sekiya T,
et al. 2009 ; Soufi A, et al. 2015 ; Zaret K S, et al. 2016). On ignore encore quelles sont les
caractéristiques biochimiques communes qui permettent a ces facteurs de ne pas étre inhibés
par ’encombrement stérique due a la présence des nucléosomes. Il a été proposé que cette
capacité de fixation serait liée & une mobilité plus faible de ces facteurs dans le compartiment
nucléaire. Cependant, cette caractéristique pourrait étre la conséquence plutot que la cause des
aptitudes particuliéres des FP et ne serait pas propre a ces seuls FP (Sekiya T, ef al. 2009 ; Zaret
K S, et al. 2016). Enfin parmi les FP, certains sont également connus pour fixer
préférentiellement les séquences présentant des CpG méthylés (Hu S, ef al. 2013 ; Liu 'Y, ef al.
2014 ;Yin Y, et al. 2017).
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Seule une dizaine de FP ont été caractérisés, avec des niveaux de caractérisation trés
hétérogenes. Parmi les mieux caractérisés, on trouve SOX2 (SRY-box 2), OCT4 (Octamer-
Binding Transcription Factor 4), et FOXD3 (Forkhead Box D3), des facteurs modulant la
pluripotence ; FOXA1 (Forkhead Box AI) et GATA4 (GATA Binding Protein 4) impliqués dans
la différenciation de nombreux tissus (prostate, €pithélium mammaire, hépatocytes...), TCF1
(Transcription Factor T Cell Factor 1), activé par la voie Wnt/B-catenine, impliqué notamment
dans la différenciation des cellules T ou encore PBX1 (PBX Homeobox I) impliqué en
particulier dans la différenciation des muscles squelettique (pour revue : Iwafuchi-Doi M,
2018). Plus récemment, I’équipe du Dr J. Drouin a identifi¢ PAX7 (Paired Box 7) comme étant
le FP du lignage mélanotrope hypophysaire (Budry L, ef al. 2012 ; Mayran A, et al. 2018).
Enfin, des travaux suggerent régulicrement que tel ou tel facteur serait un FP, comme par
exemple ISL1 (ISL LIM Homeobox 1), possible FP de la différenciation des cardiomyocytes
(Gao R, et al. 2019). Néanmoins, il manque actuellement un consensus sur le minimum de
caractéristiques requises pour définir sans ambiguité un FP, ce qui permettrait de statuer sur les
capacités pionnieres de pres de 2000 FT candidats.

En premiére approximation, on peut considérer que la fixation des FP induit & terme une
déplétion locale des nucléosomes sur les enhancers, et crée ainsi un état permissif pour le
recrutement des machineries de modifications épigénétiques, permettant alors 1’activation des
enhancers et in fine la transcription des genes. La fixation des FP est en effet corrélée avec le
déplacement local des histones H1 linkers, favorisant la décompaction chromatinienne
(Iwafuchi-Doi M, et al. 2016). Les FP permettent ensuite le recrutement local de co-facteurs
remodelant de la chromatine comme le complexe SWI/SNF (SWitch/Sucrose Non-
Fermentable) permettant 1’éviction ou le déplacement des nucléosomes (Engelen E, et al. 2011 ;
Takaku M, et al. 2016 ; King H W et Klose R J, 2017). Ils sont également impliqués dans la
régulation d’autres mécanismes épigénétiques, comme la déméthylation active de ’ADN en
recrutant des facteurs comme TET2 (Zhang Y, et al. 2016 ; Sardina J L, ef al. 2018 ; Donaghey
J, et al. 2018). De fagon intéressante, des expériences suggerent que la présence du FP n’est pas
forcement requise pour le maintien de I’activité de I’enhancer une fois celle-ci initiée. Ainsi, la
déméthylation des enhancers spécifiques du lignage mélanotrope induite par la fixation du FP
PAX7 se maintient sur le long terme méme si I’expression de PAX7 est ensuite inhibée (Mayran
A, et al. 2018). Cela suggere qu’il existe des mécanismes maintenant I’activité du répertoire
d’enhancers indépendamment du FP.

Enfin, la fixation des FP permet également le marquage épigénétique des séquences

régulatrices. Par exemple, le FP FOXA1 permet le recrutement des histones méthyltransférases
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comme MLL3 (Jozwik K M, et al. 2016) induisant ainsi le dépdt de novo de la marque
H3K4mel sur les séquences cibles et donc leur reconnaissance par la cellule comme de
nouveaux enhancers. Les FP participent également au recrutement d’histones acétyltransférases
comme P300, permettant 1’enrichissement local en histones acétylées et ainsi 1’activation des
enhancers (Espinosa J] M et Emerson B M, 2001) et la cascade d’événement conduisant in fine
a I’initiation de la transcription des genes (Hsu H-T, et al. 2015). Par exemple, nous avons vu
dans le chapitre précédent qu’ERa est capable d’activer un répertoire d’enhancers dans ses
tissus cibles en recrutant I’enzyme P300 notamment. Cependant ERa n’est pas un FP, la
présence de nucléosomes sur ses sites de liaison inhibant sa fixation (He H H, ef a/. 2012). Dans
les cellules de I’épithélium mammaire ou dans les hépatocytes, le recrutement d’ERa sur les
enhancers est notamment permis par I’interaction avec le FP FOXA1. La délétion de FOXA1
dans ces cellules entraine en effet une perte d’environ 75 % de la liaison d’ERa sur ses sites et
une perte d’activité des enhancers concernés (Hurtado A, et al. 2011).

Les FP se fixent donc principalement sur un répertoire de futurs enhancers spécifiques d’un
lignage donné (Lupien M, et al. 2008 ; Hurtado A, et al. 2011 ; Donaghey J, et al. 2018)
soulignant encore le role prédominant des enhancers dans le processus de différenciation
cellulaire. Toutefois, les FP n’activeraient pas nécessairement de fagon directe les enhancers et
il semblerait que leur fixation a la chromatine constitue en réalit¢ la premicre étape d’un
processus complexe impliquant de nombreux acteurs. Par exemple, PAX7, le FP essentiel a la
différenciation des cellules mélanotropes hypophysaires, n’est pas suffisant seul pour induire
I’activation du répertoire d’enhancers spécifiques et I’expression des geénes clefs. Ces étapes
requierent, en effet, le recrutement additionnel du FT TBX19, un FT non pionnier (Budry L, et
al. 2012 ; Mayran A, et al. 2018). Ainsi, I’invalidation de PAX7 comme de TBX19 dans les
progéniteurs hypophysaires entrainent des anomalies importantes de la différenciation des

cellules mélanotropes (Budry L, ef al. 2012 ; Mayran A, et al. 2019).

Comme indiqué précédemment, peu de facteurs pionniers ont été caractérisés a ce jour malgré
leur importance dans les processus de différenciation cellulaire. Ainsi, les mécanismes
fondamentaux initiant I’expression des génes marqueurs du lignage gonadotrope n’ont toujours
pas été élucidés. Au cours de mes travaux de recherche, alors que je m’intéressais aux
mécanismes de régulation de I’expression d’un des génes marqueurs du lignage gonadotrope,
le géne Nr5al, j’ai découvert un nouvel enhancer de ce geéne, activé pendant la différenciation

précoce des cellules gonadotropes. La dissection des mécanismes moléculaires d’activation de
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cet enhancer que j’ai entreprise lors de mon travail de thése est une premiere étape pour

I’identification du premier FP du lignage gonadotrope.
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Figure 10. Organisation de I'hypophyse dans I'espéce humaine. L’hypophyse est une glande endocrine multi-
hormonale située dans une cavité osseuse de I'os sphénoide appelée selle turcique. Elle est localisée en dessous du
cerveau et se rattache a I'’hypothalamus. L'hypophyse est constituée de deux lobes : I'adénohypophyse (ou
hypophyse glandulaire) et la neurohypophyse (ou hypophyse nerveuse). La neurohypophyse est directement
rattachée a I’hypothalamus par I'intermédiaire de la tige infundibulaire qui se prolonge par I'éminence médiane au
contact de I'hypothalamus. L’hypophyse et I’hypothalamus forment ainsi une unité anatomique et fonctionnelle : le
complexe hypothalamo-hypophysaire.



2. Les cellules gonadotropes hypophysaires: actrices essentielles de la
fonction de reproduction chez les mammiferes

2.1 Lhypophyse : centre de controle hormonal de 'organisme

L’hypophyse, une glande endocrine apparue spécifiquement chez les vertébrés, produit
plusieurs hormones importantes pour la régulation de fonctions essentielles de 1’organisme
comme la lactation, la croissance, la réponse au stress et ¢galement la reproduction. Elle est
localisée dans la selle turcique, une dépression de 1’os sphénoide situé¢e a la base de la boite
cranienne (Figure 10). Sa position anatomique la place directement sous le systéme nerveux
central, et plus précisément sous 1’hypothalamus auquel elle est intimement associée a la fois
d’un point de vue structural et d’un point de vue fonctionnel. En effet, la sécrétion des
différentes hormones hypophysaires est sous le contrdle majeur de 1’activité de neurones
hypothalamiques. L hypophyse constitue donc un relais primordial entre le systéme nerveux
central et les organes cibles de ce contrdle nerveux. Des anomalies de développement de cette
glande ont donc des conséquences pathologiques pléiotropes, souvent séveres. Dans une
premiere section de ce manuscrit, je décrirai briévement 1’organisation anatomique et

fonctionnelle de 1’hypophyse.

2.2 Organisation anatomique et fonctionnelle de I’hypophyse

Chez les mammiferes, I’hypophyse se compose de deux parties distinctes anatomiquement et
fonctionnellement (Figure 10) : D’adénohypophyse (ou hypophyse glandulaire) et la

neurohypophyse (ou hypophyse nerveuse, aussi appelée hypophyse postérieure).

2.2.1 La neurohypophyse ou hypophyse nerveuse

La neurohypophyse (ou pars nervosa) constitue le lobe nerveux de I’hypophyse. Ce lobe se
forme au cours de la vie embryonnaire a partir d’une évagination du plancher du diencéphale.
Véritable prolongement de I’hypothalamus, ce lobe y est directement reli¢ par la tige
infundibulaire qui se prolonge par I’éminence médiane au contact direct de ’hypothalamus. La
neurohypophyse renferme les terminaisons nerveuses de corps cellulaires de neurones localisés
dans les noyaux supra-optiques et para-ventriculaires de I’hypothalamus. Elle libére ainsi deux
neuro-hormones hypothalamiques (également appelées hormones neuro-hypophysaires) dans
la circulation sanguine (Figure 11) :

« La vasopressine (ou hormone anti-diurétique, ADH : Antidiuretic Hormone), qui agit sur les
reins et participe a la régulation de 1’équilibre hydrique.
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Figure 11. La neurohypophyse. La neurohypophyse ou pars nervosa, également appelée hypophyse postérieure,
correspond au lobe nerveux de I'hypophyse. Elle est composée principalement de terminaisons nerveuses issues de
neurones dont les corps cellulaires sont localisés dans les noyaux supra-optiques et para-ventriculaires de
I’hypothalamus. Ces neurones sécretent deux neuro-hormones hypothalamiques libérées au niveau de la
neurohypophyse : I'ocytocine, qui agit sur la sécrétion de lait par la glande mammaire, ainsi que sur I'utérus lors de
la parturition, et I'hormone anti-diurétique (ADH) qui agit sur les reins et participe a la régulation de I'équilibre

hydrique.




« L’ocytocine, qui agit notamment sur I’utérus lors de la parturition ainsi que sur les glandes
mammaires pour déclencher I’¢jection du lait.

La neurohypophyse renferme aussi de nombreuses cellules de type glial appelées pituicytes.
Ces cellules auraient un rdle dans la libération des hormones par les terminaisons axonales

auxquelles elles sont étroitement associées (Hatton G I, 1988).

2.2.2 Ladénohypophyse ou hypophyse glandulaire

L’adénohypophyse (également appelée hypophyse glandulaire) correspond quant a elle au lobe
endocrine de I’hypophyse. Sa nature histologique est différente de celle de la neurohypophyse
puisqu’elle est issue de 1’ectoderme oral embryonnaire. Chez les mammiferes, et en particulier

chez les rongeurs, elle est subdivisée en trois régions distinctes (Figure 12) :

1) Le lobe antérieur (ou pars distalis correspondant a I’antéhypophyse). Il contient les cinq
types cellulaires endocrines qui assurent les fonctions principales de la glande :

« Les cellules lactotropes secrétant la prolactine (PRL) qui a un effet mammotrope (croissance
et différenciation des glandes mammaires) et lactogénique (stimulation de la synthese lactée)
lors de la gestation.

« Les cellules somatotropes secrétant 1’hormone de croissance (GH : Growth Hormone) qui
permet la croissance des tissus et des os.

« Les cellules corticotropes secrétant 1’hormone corticotrope (ACTH : Adrenocorticotropic
Hormone) qui stimule la production de corticostéroides par le cortex des glandes surrénales.

« Les cellules thyréotropes secrétant la thyréostimuline (TSH : Thyroid Stimulating Hormone)
qui stimule la production d’hormones thyroidiennes par la thyroide.

« Enfin, les cellules gonadotropes qui sont les seules cellules endocrines de I’hypophyse a
sécréter deux hormones : ’hormone lutéinisante (LH : Luteinizing Hormone) et ’hormone
folliculo-stimulante (FSH : Follicle-Stimulating Hormone). Ces hormones vont agir sur les
gonades (ovaires ou testicules) afin de réguler la production de stéroides gonadiques
(stéroidogenese) et de gametes sexuels (gamétogenese), essentielles a la fonction de

reproduction.

2) Le lobe intermédiaire (ou pars intermedia). Chez les rongeurs, il contient une seule
population de cellules endocrines : les cellules mélanotropes. Ces cellules secrétent 1’hormone
mélanotrope (MSH : Mélanocyte-Stimulating Hormone) qui stimule la synthese de la mélanine
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Figure 12. L’adénohypophyse. L’adénohypophyse correspond a la partie endocrine de I'’hypophyse. Elle est
subdivisée en trois régions : le lobe antérieur (ou pars distalis), le lobe intermédiaire (ou pars intermedia) et le
lobe tubéral (ou pars tuberalis). L'adénohypophyse renferme six types cellulaires endocrines différents qui, en
réponse aux neuro-hormones hypothalamiques qui atteignent I'hypophyse via le systéme sanguin porte
hypothalamo-hypophysaire, sécretent différentes hormones adénohypophysaires. Ces types cellulaires sont les
cellules mélanotropes (produisant la MSH), les cellules corticotropes (produisant I'ACTH), les cellules
somatotropes (produisant la GH), les cellules lactotropes (produisant la PRL), les cellules thyréotropes (produisant
la TSH) et les cellules gonadotropes (produisant LH et FSH). Ces hormones sont libérées dans la circulation
sanguine et agiront sur leurs différents tissus cibles répartis dans tout I'organisme.



par les mélanocytes. Ce lobe intermédiaire n’est pas retrouvé chez tous les vertébrés. Par
exemple, chez ’humain, seule une structure résiduelle dépourvue de cellules mélanotropes est

présente a 1’age adulte (Rasmussen A T, 1928).

3) Le lobe tubéral (ou pars tuberalis) qui contient quelques cellules mélanotropes. Cette région
contient également des cellules a TSH particuliéres, qui, contrairement aux cellules
thyréotropes de la pars distalis, sont insensibles au neuropeptide TRH (Thyrotropin-Releasing
Hormone) ou aux hormones thyroidiennes, mais possédent des récepteurs de la mélatonine. La
libération de TSH par la pars tuberalis, sous controle de la mélatonine, est impliquée dans la
régulation circadienne et saisonniére de la fonction de reproduction (pour revue : Chen J, et al.

2020).

Par ailleurs, on trouve également une population de cellules non endocrines réparties dans
I’ensemble de 1’adénohypophyse : les cellules folliculo-stellaires. Elles sont organisées en
réseau interconnecté et sont en contact étroit avec les populations cellulaires endocrines de
I’adénohypophyse. Ces cellules secretent des facteurs paracrines qui modulent ’activité des
cellules endocrines (Baes M, ef al. 1987 ; Allaerts W, ef al. 1994). Elles pourraient aussi jouer
un role immunologique (Lohrer P, et al. 2000) voire méme constituer des cellules souches (pour

revue : Devnath S et Inoue K, 2008).

Enfin, on trouve également une population de véritables cellules souches dans I’hypophyse
adulte. Le role de ces cellules est encore mal compris, mais elles pourraient participer a

I’homéostasie cellulaire de I’hypophyse au cours de la vie (pour revue : Russell J P, ef al. 2018).

L’activité des cellules endocrines adénohypophysaires est sous le controle majeur des neuro-
hormones sécrétées par les neurones hypothalamiques. Ces neurosécrétions sont libérées dans
le plexus capillaire situé au niveau de I’éminence médiane et parviennent jusqu’a
I’adénohypophyse par le réseau vasculaire porte hypothalamo-hypophysaire. La fonction
endocrine de 1’hypophyse est également finement contrdlée par de nombreux facteurs

paracrines et endocrines émanant notamment mais pas exclusivement des gonades.

Dans la suite de mon manuscrit, je m’intéresserai uniquement a la régulation de la fonction
gonadotrope hypophysaire, essentielle a la reproduction. Apres de trés succincts rappels sur la
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Figure 13. L’axe hypothalamo-hypophysio-gonadique. La fonction de reproduction est sous la dépendance de I'axe
hypothalamo-hypophysio-gonadique. La neuro-hormone hypothalamique GnRH est sécrétée de fagon pulsatile dans
le systeme sanguin porte hypothalamo-hypophysaire. Elle agit via son récepteur présent spécifiquement a la surface
des cellules gonadotropes de I'adénohypophyse pour stimuler la synthése et la sécrétion des hormones
gonadotropes, LH et FSH, qui seront libérées dans la circulation sanguine générale. Ces hormones vont agir a leur
tour sur les gonades, ovaires ou testicules, afin de réguler leur stéroidogenése et leur gamétogenese. Les stéroides
gonadiques produits par les gonades vont exercer un rétro-contrdle négatif et/ou positif sur I'activité du complexe
hypothalamo-hypophysaire permettant de contréler finement I'activité de reproduction.



régulation exercée par I’hypophyse sur le fonctionnement des gonades, je détaillerai les
mécanismes moléculaires a I’origine de I’émergence du lignage gonadotrope dans I’hypophyse

embryonnaire, sur lesquels ont été centrés mes travaux de recherche.

2.3 La fonction de reproduction chez les mammiferes

La reproduction sexuée repose sur la formation d’un embryon a partir de la fusion de deux
gamétes, male (spermatozoide) et femelle (ovocyte), produits par les gonades (testicules et
ovaires, respectivement) lors de la gamétogenése. Chez les vertébrés, I’activité gonadique est
sous le contrdle des hormones gonadotropes LH et FSH issues du complexe hypothalamo-
hypophysaire, mais également des hormones produites par les gonades elles-mémes. Les
hormones stéroidiennes notamment, outre leur réle local dans le fonctionnement des gonades,
exercent un rétro-contrdle ajustant 1’activité du complexe hypothalamo-hypophysaire. De ce
fait, la mise en place et le maintien de la fonction de reproduction dépend de I’activité
hormonale de ’axe hypothalamo-hypophysio-gonadique, que je vais présenter bricvement

(Figure 13).

2.3.1 Régulations hormonales au sein de I'axe hypothalamo-hypophysio-gonadique

La fonction gonadotrope hypophysaire est sous le contrdle central d’une petite population de
neurones hypothalamiques appelés neurones a8 GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone). Ces
neurones sont peu nombreux (environ 1000 chez les rongeurs) et leurs corps cellulaires sont
localisés de fagon relativement dispersée dans I’hypothalamus. Toutefois, I’essentiel des
neurones GnRH se retrouve dans deux régions de I’hypothalamus, I’hypothalamus antérieur et
I’hypothalamus médio-basal avec des différences de répartition entre ces deux régions, selon
les especes. Chez les rongeurs, les neurones 8 GnRH sont majoritairement localisés dans 1’aire
pré-optique d’ou ils projettent leurs terminaisons nerveuses vers 1I’éminence médiane (Wray S,
et al. 1989). Ils synthétisent et sécrétent de fagon pulsatile la neuro-hormone hypothalamique
GnRH dans le systétme vasculaire porte hypothalamo-hypophysaire (Merchenthaler 1, et al.
1989). La GnRH agit sur les cellules gonadotropes de I’hypophyse qui sont les seules dans
I’hypophyse a exprimer a leur surface le récepteur de la GnRH, le GnRHR (Gonadotropin-
Releasing Hormone Receptor). L’activation de ce récepteur par son ligand entraine la synthése
et la sécrétion pulsatile des deux hormones gonadotropes, ou gonadotropines : LH et FSH

(Counis R, ef al. 2005).
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La nature pulsatile de la sécrétion de la GnRH est un élément essentiel pour la sécrétion des
hormones gonadotropes. En effet, les expériences princeps de Belchetz en 1978 ont permis de
montrer que pour rétablir la fonction sécrétoire des cellules gonadotropes chez des macaques
Rhésus privés de GnRH par lésion de ’hypothalamus, il est nécessaire d’administrer de la
GnRH exogene de fagon pulsatile et non continue (Belchetz P E, ef al. 1978). L’importance du
caractére pulsatile de la sécrétion de la GnRH est soulignée par la mise en place d’une
désensibilisation de la réponse gonadotrope hypophysaire, in vitro comme in vivo, en réponse
a une stimulation continue (Weiss J, et al. 1990 ; Liu F, et al. 2003). La fréquence de la
pulsatilité¢ de la GnRH serait méme un facteur contribuant a la régulation différentielle de la
sécrétion des hormones gonadotropes. Ainsi, chez le rongeur, une pulsatilité élevée (un pulse
toutes les trente minutes) favorise la synthése et la sécrétion de la LH, tandis qu’une pulsatilité
faible (un pulse toutes les deux heures) favorise la synthése et la sécrétion de la FSH (Dalkin A
C, et al. 1989). Ceci s’explique, au moins en partie, par 1’activation par la GnRH d’une
combinatoire complexe de réseaux de signalisation dans les cellules gonadotropes. Cette
question a fait ’objet de nombreuses investigations qui dépassent cependant le cadre de ce
manuscrit (pour revue : Coss D, 2017).

La régulation de la sécrétion des hormones gonadotropes au cours de la vie reproductive est un
processus finement contrdlé. A la puberté, I’augmentation des concentrations de LH et FSH
suite a 1’activation des neurones a GnRH déclenche la puberté se caractérisant par une
augmentation des stéroides gonadiques et par la production de gamétes par les gonades. Chez
le male, la FSH agit sur les cellules de Sertoli et stimule la spermatogenese, tandis que la LH
stimule la production d’androgénes par les cellules de Leydig. Une fois la puberté initiée chez
le male, la fonction gonadotrope est globalement régulicre, assurant une production
spermatique continue tout au long de 1’année (ou durant la saison de reproduction chez les
especes saisonnieres). Chez la femelle, au contraire, le fonctionnement de 1’ovaire, en termes
de production de gameétes et d’hormones stéroides, est cyclique. Ce fonctionnement cyclique
s’observe dans I’ensemble de 1’axe hypothalamo-hypophysio-gonadique et dans les organes
cibles des stéroides ovariens. Ceci définit le cycle sexuel, cycle cestrien chez la plupart des
especes de mammiféres ou cycle menstruel chez les primates. Chez la femelle, les deux
hormones gonadotropes sont nécessaires a la stéroidogenese : la LH entraine la synthese
d’androgeénes dans les cellules de la théque, qui seront ensuite transformés en cestrogénes dans
les cellules de la granulosa en réponse a la FSH. Les hormones gonadotropes interviennent
¢galement de fagon différentielle et successive sur la croissance folliculaire : 1a FSH stimule le

recrutement et la croissance folliculaire tandis que la LH contréle la croissance terminale des
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follicules. Ces deux hormones sont ainsi nécessaires directement ou indirectement a I’ovulation.
Les cellules gonadotropes assurent donc une fonction centrale dans la régulation de la
reproduction chez le male et la femelle, et il est essentiel de comprendre les mécanismes
concourant a leur différenciation et a leur fonction. Ceci nécessite de définir précisément ce

qu’est une cellule gonadotrope hypophysaire.

2.3.2 Qu’est-ce qu’une cellule gonadotrope hypophysaire ?

La population de cellules gonadotropes hypophysaires est une petite population au sein de
I’hypophyse puisque ces cellules ne représentent que 10 a 15 % des cellules endocrines de
I’adénohypophyse. Des études suggérent que cette proportion pourrait varier au cours de la vie
de I’individu, notamment chez la femelle en fonction du cycle cestrien (Smith P F, ef al. 1984 ;
Childs GV, et al. 1992). Chez la souris, les premicres cellules gonadotropes apparaissent a 13,5
jours post-conception (jpc) lors du développement embryonnaire, regroupées dans la partie
ventrale de ’adénohypophyse (Le Tissier P R, ef al. 2012). Elles seront, par la suite, retrouvées
dispersées dans le parenchyme de la pars distalis aprés la naissance sous la forme de deux
populations, ['une dense et en position dorsale, et 1’autre organisée en travées dans la région
ventrale qui établissent des contacts étroits en particulier avec les cellules corticotropes et la

microvascularisation antéhypophysaire (Budry L, ef al. 2011 ; Alim Z, et al. 2012).

Les cellules gonadotropes sont caractérisées par I’expression d’un répertoire spécifique de
genes qui leur confére leur rdle essentiel dans la fonction de reproduction. Elles expriment
notamment le géne du récepteur de la GnRH (Gnrhr). Elles expriment également les génes
permettant la synthése des hormones gonadotropes qui sont des hormones complexes,
appartenant a la famille des hormones glycoprotéiques et constituées chacune de deux sous-
unité o et 3, associées de fagon non covalente. La sous-unité o (ou aGSU pour a-Glycoprotein
Hormone Subunit) est commune a I’ensemble des hormones glycoprotéique, LH, FSH, TSH et
CG (Chorionic Gonadotropin). La sous-unité 3 confere la spécificité a I’hormone. Les cellules
gonadotropes expriment ainsi les génes codant les sous-unités spécifiques, Lhb et Fshb, ainsi
que le géne Cga codant I’aGSU (ce géne étant aussi exprimé dans le lignage thyréotrope). Une
altération de I’expression de I’un de ces génes essentiels pour la fonction gonadotrope entraine
ainsi des défauts de la fonction de reproduction caractérisés par un hypogonadisme
hypogonadotrope, associ¢ a une hypofertilité ou une stérilité de 1’individu (Layman L C, 2000 ;

Lofrano-Porto A, et al. 2007 ; Kim H-G, et al. 2010).
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On peut donc définir, en premicre intention, la cellule gonadotrope comme une cellule 1)
hypophysaire, 2) qui exprime le récepteur de la GnRH et 3) qui synthétise et secrete les
gonadotropines LH et FSH en réponse a une stimulation par la GnRH. Cette définition a été a
la base des études des mécanismes de la différenciation du lignage gonadotrope. Un geéne était
considéré comme impliqué dans cette différenciation quand ses mutations interférent avec
I’expression des genes marqueurs Gnrhr, Cga, Lhb ou Fshb dans les cellules hypophysaires au
cours du développement hypophysaire. Pour la suite de cet exposé, nous nous intéresserons
donc aux mécanismes moléculaires, et essentiellement aux FT, impliqués dans la différenciation
de ces cellules. Cette différenciation se déroulant de fagcon interdépendante avec 1’organogenese
hypophysaire, je commencerai le prochain chapitre par la description des mécanismes

impliqués dans cette organogenese.
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3. Organogeneése de I’hypophyse et différenciation des cellules gonadotropes
hypophysaires

La différenciation du lignage gonadotrope, et plus largement de celle de I’ensemble des lignages
de I’adénohypophyse, se déroule de fagon concomitante avec 1’organogenése de 1’hypophyse.
Les différents types cellulaires endocrines de 1’hypophyse se différencient tous a partir d’une
méme population de cellules issues de 1’ectoderme oral. Les lignages hypophysaires émergent
ensuite de facon régionalisée, et successivement au cours du développement hypophysaire, sous
I’influence des différentes combinatoires de facteurs paracrines (les gradients
morphogénétiques, voir plus loin §3.1.2) qui permettent 1’expression régionalisée de FT

(Simmons D M, et al. 1990).

L’ontogenese hypophysaire s’établit en deux grandes étapes : une premicre étape
d’organogenése hypophysaire précoce, qui correspond a la mise en place des territoires
tissulaires de la future hypophyse puis a la formation de 1’hypophyse primordiale (appelée
poche de Rathke). Cette premicre étape est suivie par une étape de différenciation terminale de
I’ensemble des cellules endocrines de I’adénohypophyse. Comme nous le verrons par la suite,
la premicre étape est largement sous la dépendance des tissus environnants et permet de mettre
en place, au sein du tissu hypophysaire, des territoires d’expression de FT. Ces FT interviennent
alors dans la seconde étape de différenciation des lignages endocrines qui s’opére de fagcon

autonome par rapport aux tissus environnants.

Les mécanismes moléculaires a 1’origine de 1’organogenéese de 1’adénohypophyse et de la
différenciation du lignage gonadotrope ont été étudiés dans différents organismes modeles
comme le poisson-zébre, 1’amphibien ou le poulet (Osumi-Yamashita N, et al. 1994 ;
Rubenstein J L, ef al. 1998 ; Kouki T, ef al. 2001 ; Kawamura K, ef al. 2002 ; Pogoda H-M et
Hammerschmidt M, 2007), et ils apparaissent assez bien conservés entre les différentes especes
de vertébrés. Cependant, les processus moléculaires que je vais vous présenter par la suite ont

¢été majoritairement €élucidés chez la souris.

3.1 Différenciation embryonnaire de |’hypophyse chez la souris

3.1.1 Organogenese hypophysaire embryonnaire précoce

L’adénohypophyse est issue d’une placode craniale : la placode hypophysaire, qui provient
d’un épaississement de 1’ectoderme oral. Une placode est un groupe de cellule souches, capable
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Figure 14. Développement embryonnaire de I'hypophyse murine. a. L'adénohypophyse dérive du tissu de
I'ectoderme oral (en orange). b. Dans cet ectoderme oral se précise une région particuliere appelée placode
hypophysaire qui sera a I'origine de I'adénohypophyse. Le développement puis I'invagination de cette placode conduit
a la formation d’une structure hypophysaire primitive appelée poche de Rathke (rouge). Cette poche de Rathke
entrera en contact avec une partie de I'ectoderme neural appelé infundibulum (jaune), qui sera a l'origine de
I’'hypophyse postérieure. c. La poche de Rathke s’individualisera progressivement de I'ectoderme oral aux alentours de
12 jpc. Au méme moment, I'infundibulum s’évagine pour former I’hypophyse postérieure. d. La glande hypophysaire
définitive, comprenant I'adénohypophyse et I’hypophyse postérieure, ne sera mise en place qu’aux alentours de 17
ipc, lorsque les différents types cellulaires endocrines se seront également différenciées.

Abréviations : AL, lobe antérieur; DI, diencéphale; I, infundibulum; IL, lobe intermédiaire; O, cavité orale; OM,
ectoderme oral; PL, lobe postérieur; RP, poche de Rathke; SC, cartilage de I'os sphénoide. D’apres Sheng H Z et
Westphal H, 1999.



de prolifération, de mouvements morphogénétiques et de différenciation. Les placodes craniales
dites neurogéniques sont impliquées dans la mise en place de différentes populations de
cellules, notamment de neurones (de I’ceil, du bulbe olfactif...) et, assez étrangement, des
cellules non neuronales de 1’adénohypophyse. La compréhension des mécanismes moléculaires
impliqués dans la mise en place de la placode hypophysaire est encore assez rudimentaire,
cependant quelques FT, comme ceux issus des genes de la famille des Pitx, Six et Otx, semblent
y jouer un role important (pour revue : Schlosser G, 2006). Sans en exposer trop précisément
les détails mécanistiques, on peut tirer deux grandes idées de 1’étude des facteurs impliqués
dans la formation des placodes en général et de la placode hypophysaire en particulier : 1)
L’adénohypophyse étant issue d’une placode neurogénique, il n’est pas surprenant que sa
différenciation comme celle de ses lignages cellulaires fassent intervenir des génes plus
classiquement considérés comme « génes neuronaux », tels que Is/l, Lhx3 (LIM Homeobox 3)
ou Neurodl/4 (Neuronal Differentiation 1/4) 2) De facon intéressante, les génes impliqués dans
la formation des placodes, qui s’expriment trés tot dans les tissus précurseurs de ces placodes,
jouent aussi un role dans les étapes ultérieures de différenciation de I’hypophyse et des lignages
endocrines. L’expression de certains de ces facteurs (comme PITX1/2, Paired Like
Homeodomain 1/2, par exemple) peut méme rester nécessaire pour le fonctionnement des
cellules gonadotropes a 1’age adulte.

La placode hypophysaire, issue de 1’ectoderme oral, va s’invaginer et former une premicre
structure, la poche de Rathke (Dasen J S et Rosenfeld M G, 2001). Ceci a lieu trés tot au cours
de ’embryogenése, entre 8,5 et 9,5 jpc chez la souris. A environ 10,5 jpc, la poche de Rathke
entre en contact avec I’infundibulum, une évagination de I’ectoderme neural a ’origine de
I’éminence médiane, la tige infundibulaire et la neurohypophyse. La poche de Rathke n’est
considérée achevée d’un point de vue anatomique qu’a partir de 12,5 jpc, lorsqu’elle
s’individualise de 1’ectoderme oral pour former la premiére ébauche d’adénohypophyse
(Kusakabe M, et al. 1984 ; Rizzoti K et Lovell-Badge R, 2005). Cette individualisation est
suivie d’une forte prolifération cellulaire permettant de mettre en place les différentes
populations cellulaires de I’hypophyse (Figure 14).

La formation de la poche de Rathke est sous la dépendance des tissus adjacents qui secretent

un ensemble de facteurs paracrines, les morphogenes.

3.1.2 Gradients morphogénétiques et facteurs de transcription associés

L’invagination de la poche de Rathke puis le développement de 1’adénohypophyse sont

contrdlés par des gradients morphogénétiques, mis en place transitoirement, qui induisent
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Figure 15. Gradients morphogénétiques de molécules signalisatrices et expression des facteurs de transcription au
sein de I'hypophyse chez le rongeur. L'initiation de I'organogenése hypophysaire implique la mise en place de
gradients de facteurs morphogenes deés 9 jpc. Ces gradients permettent d’initier progressivement I'expression de
facteurs de transcription jusqu’a 11,5 jpc, qui s’exprimeront ensuite de fagon autonome pour définir les différents
lignages hypophysaires. Ce schéma, issu de la publication de Scully K M et Rosenfeld M G, 2002, est trés simplifié et
ne ne présente que certains des acteurs identifiés qui ont été impliqués dans le processus d’organogenése
hypophysaire.

Abréviations : PR, poche de Rathke ; Inf, Infundibulum ; PP, hypophyse postérieure; AP, hypophyse antérieure ; M,
mélanotropes ; S/L, Somatotropes/Lactotropes ; T, Thyréotropes ; G, Gonadotropes ; C, corticotropes.



I’expression de FT au sein de I’hypophyse primordiale (Figure 15). Les gradients
morphogénétiques peuvent étre définis comme étant des gradients de concentration de
molécules de signalisation paracrine diffusant au travers d’un tissu depuis leur source
d’émission. La combinaison de plusieurs de ces gradients permet de définir des territoires
différents dans le tissu cible se caractérisant par leur régionalisation moléculaire. Les molécules
de signalisation qui composent ces gradients induisent alors, dans les territoires tissulaires
qu’elles traversent, I’expression de combinatoires spécifiques de FT qui, a leur tour, induiront

in fine la diftérenciation des cellules qui les expriment.

Le fait que le développement précoce de I’hypophyse soit strictement sous le controle de
gradients morphogénétiques émis par les tissus adjacents a été mis en évidence par des
expériences de cultures in vitro d’hypophyse embryonnaire. Ces expériences ont montré que la
différenciation in vitro de I’adénohypophyse, et notamment I’initiation de son invagination,
requiert sa co-culture avec I’infundibulum du diencéphale ventral, suggérant que ce dernier
sécrete des facteurs paracrines stimulant le développement adénohypophysaire (Gleiberman A
S, et al. 1999). 11 a ensuite été montré que ’infundibulum sécréte, en effet, le facteur FGF8
(Fibroblast Growth Factor 8) et qu’un gradient dorso-ventral de FGF8 est essentiel a la mise
en place des étapes précoces de 1’organogenése de 1’adénohypophyse. Ce gradient de FGFS8 est
complété par un ensemble d’autre gradients morphogéniques et notamment par un gradient de
BMP4 (Bone Morphogenetic Protein 4). BMP4 est aussi sécrété de facon dorso-ventrale par
I’infundibulum jusqu’a 10,5 jpc puis ce gradient est remplacé par un gradient ventro-dorsal de
BMP2, exprimé directement cette fois ci par le tissu hypophysaire en différenciation. En plus
de ces gradients dorso-ventraux, un gradient latéral de SHH se met en place depuis I’ectoderme
oral adjacent (Treier M, et al. 1998 ; Ericson J, et al. 1998 ; Kelberman D, et al. 2009).
L’utilisation d’un modele de souris transgéniques exprimant un inhibiteur de la voie SHH dans
I’ébauche hypophysaire a permis de montrer que cette signalisation est essentielle a la mise en
place normale de la poche de Rathke et du gradient de BMP2, et que son inhibition perturbe

fortement la régionalisation ventrale du tissu (Treier M, et al. 2001).

En plus de ces principales molécules de signalisation, des expériences d’hybridation in situ sur
des hypophyses de souris en développement ont montré la participation probable de gradients
de facteurs Wingless (WNT), inducteurs classiques de la voie B-caténine, avec notamment
I’expression de WNT5a depuis le diencéphale ventral et de WNT4 depuis les tissus latéraux de

la poche de Rathke. Ces facteurs morphogenes seraient impliqués notamment dans les
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Figure 16. Distribution topographique des différents types cellulaires endocrines de I’adénohypophyse chez la
souris. Au cours de I'ontogenese hypophysaire, des facteurs de transcription se mettent en place selon des
gradients au sein de I'hypophyse. Ces différents facteurs de transcription vont former des combinatoires,
permettant I'émergence des différents lignages cellulaires endocrines de I'adénohypophyse de fagon régionalisée :
on trouve ainsi les cellules Mélanotropes (M), Corticotropes (C), Somatotropes et Lactotropes (S/L), Thyréotropes
(T) et Gonadotropes (G). Au cours de I'ontogenése hypophysaire se met également en place de facon transitoire
une population de cellules thyréotropes foetales appelées cellules Thyréotropes rostrales (Tr), qui disparaitront peu
avant la naissance. D’apres Dasen J S et Rosenfeld M G, 1999.




processus de prolifération des cellules progénitrices, ainsi que dans la différenciation terminale

des cellules endocrines de I’adénohypophyse (Russell J P, et al. 2021).

3.2 Facteurs de transcription et différenciation des lignages endocrines

Comme indiqué précédemment, les cellules endocrines hypophysaires se différencient de fagon
régionalisée au sein de I’hypophyse. Les progéniteurs de ces cellules sont, comme exposé plus
haut, exposés a des combinaisons particulieres de gradients morphogéniques et y répondent en
modifiant leur répertoire transcriptomique et notamment en exprimant des combinatoires
spécifiques de FT. Cette seconde phase de la différenciation hypophysaire devient ensuite
indépendante des gradients morphogéniques, et nécessite méme leur atténuation. Ainsi, le
maintien artificiel des gradients, comme ceux de BMP2 ou BMP4 par exemple, interfére avec

la différenciation terminale des lignages hypophysaires (Treier M, ef al. 1998).

On connait a présent assez bien 1’effet des gradients sur 1’expression des FT majeurs de la
différenciation hypophysaire. L’expression hypophysaire du FT LHX3, par exemple, se
régionalise en position dorsale sous I’effet de fortes concentrations de FGFS, tandis que le FT
ISL1 s’exprime dans 1’ensemble de 1’hypophyse en développement avant 10,5/11 jpc sous
I’influence de BMP4, avant de se localiser en position ventrale a partir de 12,5 jpc sous la
stimulation de BMP2. BMP2 stimule également en position ventrale 1’expression du facteur
GATA2 qui est nécessaire a la différenciation des lignages thyréotropes et gonadotropes. Le
gradient latéral de SHH semble avoir un rdle plus complexe car il stimulerait a la fois
I’expression de LHX3, nécessaire a la différenciation des lignages dorsaux, mais aussi celle de
BMP2, nécessaire a la différenciation des lignages ventraux. La signalisation SHH participe
donc plus largement a la différenciation de 1’ensemble des lignages endocrines hypophysaires
(Treier M, et al. 2001). De plus, WNT4 serait essentiel a I’expression des facteurs PIT-1
(Pituitary Transcript Factor 1) en combinatoire avec PROP1 (Prophet of PIT-1), qui entraine
ainsi la différenciation des lignages thyréotropes, somatotropes et lactotropes. On passe donc
de territoires tissulaires d’une méme ébauche d’organe baignés par différents facteurs

morphogenes a des territoires exprimant des FT différents.

A terme, les combinatoires de différents FT vont donc promouvoir la différenciation des
lignages endocrines de fagon régionalisée au sein de I’adénohypophyse (Figure 16). Ainsi, les
facteurs comme LHX3, (en association avec d’autres facteurs comme TBX19) vont étre a

’origine de la différenciation des lignages plutdt dorsaux (comme les lignages mélanotropes et
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les corticotropes), des facteurs comme PIT-1 vont entrainer la différenciation des lignages
« intermédiaires » thyréotropes, somatotropes, et lactotropes tandis qu’une combinatoire de
différents facteurs comme FOXL2 (Forkhead Box Protein L2), GATA2 ou NR5A1 (Nuclear
Receptor Subfamily 5 Group A Member 1) entraine la différenciation du lignage gonadotrope.

3.3 Les mécanismes moléculaires de la différenciation du lignage gonadotrope
hypophysaire

L’investigation des mécanismes moléculaires concourant a la différenciation du lignage
gonadotrope a fait intervenir historiquement deux grandes catégories de modeles. Tout d’abord,
des modeles génétiques de souris (mutants naturels, transgénese additive, knock-out) ont permis
d’étudier in vivo ’influence de certains acteurs sur la différenciation du lignage gonadotrope.
Ces modeles ont permis d’établir que la différenciation des différents lignages endocrines
hypophysaires est en partie interdépendante puisque des mécanismes activateurs de la
différenciation de certains lignages sont souvent aussi des mécanismes inhibant la
différenciation d’autres lignages. Ces modéles, aussi puissants soient-ils, ne permettent pas de
disséquer finement les mécanismes moléculaires de la différenciation des lignages du fait de la
complexité cellulaire de I’hypophyse (6 types endocrines associés avec des populations de
cellules folliculo-stellaires, endothéliales...). Dans les années 1990, le laboratoire du Pr Pamela
Mellon a développé une méthodologie d’oncogenese ciblée qui lui a permis de générer un
ensemble de lignées hypophysaires immortalisées caractéristiques d’un stade donné de la
différenciation gonadotrope. Ces lignées constituent un modele in vitro précieux pour 1’étude
de la spécification gonadotrope. Ces lignées, malgré leurs limites propres aux modeles
cellulaires immortalisés, sont indispensables pour caractériser précisément les acteurs
moléculaires nécessaires a 1’expression des génes clefs du lignage gonadotrope. La majeure
partie de mes travaux repose sur l’utilisation de ces lignées. Avant méme d’aborder les
mécanismes moléculaires de la spécification gonadotrope, je vais donc présenter ces modeles

qui ont joué un role central dans mes travaux de doctorat.

3.3.1 Les modeles d’études in vitro de la différenciation du lignage gonadotrope

Ces différentes lignées cellulaires murines ont été¢ obtenues par oncogenese ciblée en dirigeant
I’expression de I’antigéne T du virus SV40 (Simien Virus 40) a I’aide de différentes séquences
promotrices (Windle J J, e al. 1990 ; Alarid E T, ef al. 1996). Ces promoteurs ont été choisis
de facon a ce que I’oncogene s’exprime a des stades précis de la différenciation gonadotrope.

Les tumeurs développées par ces souris ont ensuite été mises en culture, puis différents clones
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Phénotype gonadotrope :
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Figure 17. Caractérisation des trois lignées modeéles de cellules gonadotropes murines immortalisées. Les études
sur les cellules gonadotropes ont été grandement facilitées par le développement de lignées de cellules
gonadotropes murines immortalisées, récapitulant la différenciation gonadotrope. On trouve ainsi les cellules dites
progénitrices, aT1-1, dérivant de cellules entre 11,5 et 13,5 jpc, qui n’expriment que le gene marqueur Cga. Les
cellules gonadotropes dites immatures, aT3-1, dérivent de cellules entre 13,5 et 16,5 jpc, puisqu’elles expriment
certains genes marqueurs de ce lignage comme Cga, Nr5al, et Gnrhr, mais n’expriment pas ceux de la
différenciation terminale de ce lignage (Lhb et Fshb). Enfin, on trouve les cellules gonadotropes dites matures, LBT2,
dérivées de cellules apres 16,5 jpc, qui expriment I'ensemble des génes marqueurs de ce lignage: Cga, Gnrhr, Nr5al,
Lhb et Fshb. D’autres facteurs de transcription, impliqués dans la différenciation du lignage gonadotrope et plus
largement dans I'ontogenese hypophysaire, sont également exprimés dans I'ensemble de ces lignées cellulaires
(comme Lhx3, Isl1, Gata2, FoxI2).



ont été isolés et caractérisés. Trois lignées, les lignées aT1-1, aT3-1 et LBT2, représentant trois
stades différents de la spécification des cellules gonadotropes, ont été retenues et sont
maintenant largement utilisées pour 1’é¢tude de la différenciation et du fonctionnement des

cellules gonadotropes (Figure 17).

3.3.1.1 La lignée aT1-1 : des cellules « progénitrices »

La lignée cellulaire aT1-1 a été obtenue en plagant I’expression de 1’antigene T de SV40 sous
le controle d’un fragment de 5,5 kbp du promoteur du géne CGA, ce qui permet 1’expression
précoce du transgéne dans I’hypophyse. C’est la lignée modele du stade le plus précoce du
développement des cellules gonadotropes (Alarid E T, et al. 1996). Les caractéristiques
moléculaires de cette lignée suggerent que la cellule dont elle est issue a été immortalisée entre
11,5 et 13,5 jpc. Les cellules aT1-1 représentent donc des cellules dites « progénitrices ». En
effet, elles expriment le géne Cga, codant la sous-unité a des hormones glycoprotéiques. En
revanche, elles n’expriment aucun des marqueurs spécifiques de cellules gonadotropes
différenciées comme les geénes Gnrhr, Lhb, ou Fshb (Windle J J, et al. 1990 ; Alarid E T, et al.
1996). On peut donc considérer, au vu de ce phénotype moléculaire, que les aT1-1 sont un

modele de progéniteurs des cellules gonadotropes et thyréotropes.

3.3.1.2 La lignée aT3-1 : des cellules gonadotropes « immatures »

La lignée cellulaire aT3-1 est la lignée modele de cellules gonadotropes dites « immatures ».
Elle a été obtenue en plagant I’expression de 1’antigéne T du virus SV40 sous le controle d’un
fragment plus court, de 1,8 kbp, du promoteur du géne CGA qui permet I’expression plus tardive
du transgéne dans les cellules gonadotropes uniquement (Windle J J, et al. 1990). Les
caractéristiques moléculaires de cette lignée suggerent qu’elle représente des cellules
gonadotropes entre 13,5 et 16,5 jpc car elle exprime certains des marqueurs précoces de la
différenciation du lignage gonadotrope, comme le Gnrhr. En revanche, elles n’expriment pas
les genes marqueurs de la différenciation terminale, LAhb et Fshb. Cette lignée a été beaucoup
utilisée pour caractériser les réseaux de signalisation activés par le récepteur de la GnRH

(Stojilkovic S S, et al. 1994).

3.3.1.3 La lignée LPT2 : des cellules gonadotropes « matures »

La lignée cellulaire LBT2 est la lignée modéle de cellules gonadotropes dites « matures ». Elle

a été obtenue en placant 1’expression de 1’antigéne T du virus SV40 sous le contrdle de la
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séquence promotrice du gene Lhab de rat (Alarid E T, ef al. 1996). Cette lignée de cellules
gonadotropes exprime I’ensemble des génes marqueurs du lignage gonadotrope, Cga, Gnrhr,
Lhb et Fshb (Alarid E T, et al. 1996 ; Pernasetti F, et al. 2001). Les cellules LBT2 synthétisent
et liberent des hormones gonadotropes en réponse a la stimulation par la GnRH ou ’activine
(Pernasetti F, et al. 2001), faisant de cette lignée un modele classiquement utilis€¢ pour
comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation de la fonction

gonadotrope.

3.3.2 Les facteurs de transcription de la différenciation gonadotrope

Parmi les nombreux FT qui participent a la différenciation du lignage gonadotrope, j’ai choisi
de n’en présenter que quelques-uns qui permettent d’illustrer les grands mécanismes de la

différenciation du lignage.

3.3.2.1 Gonadotrope ou thyréotrope ? Le réle de la balance GATA2-PIT-1

Les processus moléculaires permettant d’orienter le destin cellulaire vers une différenciation
gonadotrope ou thyréotrope prennent place aux alentours de 12,5 jpc chez la souris, dans la
zone ventrale de I’hypophyse en différenciation qui est, a ce stade, baignée par de fortes
concentrations de BMP2. Ces fortes concentrations en BMP2 permettent localement
I’expression du facteur GATA2. En effet, un modele de souris transgénique exprimant BMP2/4
de fagon ectopique dans le parenchyme adénohypophysaire, en placant Bmp2/4 sous le controle
du promoteur de la Cga, met en évidence que dans ces conditions, GATA2 est exprimé hors de
son territoire initial (Dasen J S, et al. 1999). Ce type de modele, visant a modifier les territoires
d’expression des génes hypophysaires et mesurer ensuite les conséquences sur la différenciation
des lignages a largement été utilisé, notamment par le laboratoire du Dr Rosenfeld et est
expliqué en Figure 18. Quelles sont donc les conséquences d’une modification du territoire
d’expression de GATA2 dans I’hypophyse en développement ? Afin de répondre a cette
question, le méme laboratoire a établi un autre modele transgénique qui place GATA2 sous le
contrdle du promoteur du géne Pit-1 (pPit-1-Gata2). PIT-1 est un acteur majeur de la
différenciation des lignages somatotropes, lactotropes et thyréotropes. Ces différents lignages
ont été qualifiés a ce titre de lignages PIT-1-dépendants. Ainsi, la mutation de PIT-1 dans les
souris Snell dwarf perturbe massivement et spécifiquement la différenciation de ces lignages
(Camper S A, et al. 1990). Pit-1 s’exprime dans un territoire intermédiaire, situé entre les

régions ventrale et dorsale de I’adénohypophyse en différenciation. Forcer I’expression de
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Figure 18. Controle de la différenciation des cellules endocrines hypophysaires de I’adénohypophyse par les facteurs
de transcription GATA2 et PIT-1. A. La différenciation des différents lignages endocrines de I'adénohypophyse
s’effectue sous le controle de combinatoires spécifiques de facteurs de transcription au sein de I’hypophyse. Parmi ces
facteurs, qui s’établissent sous l'influence de gradients de morphogeénes, se trouvent GATA2 (expression selon un
gradient ventro-dorsal) et PIT-1 (expression selon un gradient dorso-ventral). Ainsi, les cellules gonadotropes
n’expriment que GATA2 ; les cellules thyréotropes expriment a la fois GATA2 et PIT-1 ; les cellules somatotropes et
lactotropes n’expriment que PIT-1. B. Représentation des différentes régulations géniques dans les cellules
gonadotropes (a gauche), et les cellules thyréotropes (a droite). Lorsque seul GATA2 est exprimé comme dans les
cellules gonadotropes, cela entraine la transcription des genes dépendants de GATA2, spécifiques du lignage
gonadotrope. Mais ni les génes dépendant de PIT-1 seul ou dépendant a la fois de GATA2 et PIT-1 ne sont transcrits.
Dans les cellules thyréotropes, exprimant a la fois GATA2 et PIT-1, PIT-1 empéche |'effet trans-activateur de GATA2 sur
les genes dépendant de GATA2 seul. En revanche, les genes dont I'expression dépend de PIT-1 seul ou conjointement
avec GATA2 sont exprimés.



GATA2 dans ce territoire intermédiaire a pour conséquence de diminuer I’expression de PIT-1
et de faire disparaitre ’essentiel du lignage thyréotrope de ce territoire (ainsi que des lignages
somatotropes et lactotropes). En parallele, on observe dans cette situation, 1’apparition d’une
population importante de cellules gonadotropes qui s’étend dorsalement. Inversement, la sur-
expression ectopique de PIT-1, en utilisant un modeéle murin transgénique pCga-Pit-1, a un effet
miroir, conduisant a un enrichissement en cellules thyréotropes au détriment des cellules
gonadotropes. Un autre modéle plus subtil a consisté en la sur-expression ectopique d’un
dominant négatif de GATA2, une forme non fonctionnelle de GATA2 interférant avec la
fonction de GATA2 endogeéne. Ceci conduit a la disparition du lignage gonadotrope sans
déclencher pourtant une expansion du lignage thyréotrope comme les expériences précédentes
d’expression ectopique de la forme sauvage de GATA2 auraient pu le laisser suggérer. Au
contraire, le lignage thyréotrope semble méme étre un peu réduit. L’ensemble de ces travaux
indique donc que PIT-1 est un facteur pro-thyréotrope et anti-gonadotrope alors que GATA?2 est
nécessaire a la différenciation des deux lignages. Ces travaux révelent, de plus, un antagonisme
fonctionnel entre ces deux facteurs qui est au coeur de la différenciation des progéniteurs vers
un devenir thyréotrope ou gonadotrope. Des expériences ultérieures ont montré, en effet, que
GATA2 et PIT-1 interagissent physiquement et que cette interaction physique conduit a une
inhibition réciproque des activités trans-activatrices de ces deux facteurs, mesurées dans un
systéme de geéne rapporteur. PIT-1, muté dans son domaine de liaison a GATA2 est, en effet
incapable d’inhiber GATA2 in vitro et surtout, incapable de bloquer in vivo la différenciation

du lignage gonadotrope (Dasen J S, ef al. 1999) (Figure 18).

Cet exemple illustre qu’il existe des systémes de balances moléculaires complexes qui
permettent d’orienter la différenciation des cellules progénitrices non seulement en promouvant
une différenciation particuliére mais aussi en inhibant les autres différenciations possibles. Ces
mécanismes concourent probablement a la différenciation harmonieuse des différents lignages
en évitant D’apparition de lignages mixtes multi-hormonaux qui seraient délétéres pour
I’homéostasie hormonale de I’organisme. D’autres antagonismes entre voies de différenciation
des lignages hypophysaires ont ét¢é mis a jour comme par exemple |’antagonisme
mélanocorticotropes-gonadotrope dans lequel facteur TBX19, favorisant la différenciation
mélanocorticotrope, inhibe aussi activement la différenciation gonadotrope (Pulichino A-M, et
al. 2003).
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L’exemple du role de GATA2 dans la différenciation gonadotrope est aussi intéressant pour
souligner la redondance entre les membres d’une méme famille de FT. Alors que les études in
vitro sur les lignées aT3-1 et LBT2 ont montré que GATA2 participe a 1’activation des
promoteurs des genes Cga, Lhb et Gnrhr, paradoxalement, l’invalidation de Gata2
spécifiquement dans I’hypophyse n’altére pas de fagon significative la différenciation des
lignages gonadotropes et thyréotropes. Malgré une légere diminution du nombre de ces cellules,
les individus restent fertiles (Charles M A, et al. 2006). Pour réconcilier les différents modeles
d’inactivation ou d’expression ectopique d’une forme sauvage ou d’un dominant négatif de
GATA2, il faut envisager la possibilité d’une compensation fonctionnelle de GATA?2 in vivo par
un autre GATA, comme par exemple GATA3 qui est transitoirement exprimé dans 1’hypophyse.
Cette compensation serait impossible avec le dominant négatif de GATA2 puisqu’il est connu

que celui-ci est capable d’antagoniser aussi les autres GATA (Smith V M, et al. 1995).

3.3.2.2 FOXL2, un activateur de la différenciation du lignage gonadotrope

Plusieurs FT sont connus pour influencer spécifiquement la différenciation du lignage
gonadotrope parmi lesquels on trouve FOXL2, un FT de la famille des Forkheads. FOXL2 est
connu pour participer a la différenciation des cellules de la granulosa et participer ainsi a la
mise en place du phénotype ovarien (Cocquet J, et al. 2002). Dans I’hypophyse, il est exprimé
trés précocement, dés 11,5 jpc, dans la partie ventrale de la glande, a la fois dans les précurseurs,
les cellules gonadotropes et les cellules thyréotropes (Ellsworth B S, et al. 2006). De facon
cohérente, il est bien exprimé dans les cellules aT1-1, aT3-1 et LBT2 (données non publiées du
laboratoire). Des études in vitro ont montré qu’il est impliqué dans I’expression des génes Cga,
Gnrhr et Fshb. In vivo, I’invalidation précoce de Fox/2, avant 12,5 jpc, entraine une diminution
de I’expression de ces genes sans affecter toutefois 1’expression de Lib, ce qui a conduit les
auteurs a suggérer que le lignage gonadotrope se différencierait tout de méme (Justice N J, et
al. 2011). De fagon intéressante, une invalidation plus tardive de Fox/2 dans les cellules
gonadotropes, apreés 13,5 jpc, en utilisant une lignée transgénique exprimant une CRE
recombinase sous le controle des éléments régulateurs du gene Gnrhr (lignée murine pGnrhr-
Cre) entraine uniquement une chute de I’expression de Fshb (Tran S, et al. 2013). Ces résultats
montrent que si FOXL2 est important pour I'initiation de I’expression de plusieurs geénes
marqueurs du lignage gonadotrope, il n’est pas nécessaire pour leur maintien, a I’exception de
Fshb. 1ls suggerent aussi que FOXL2 participe mais ne serait pas indispensable au processus

global de la différenciation du lignage gonadotrope.
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3.3.2.3 Combinatoires de facteurs de transcription : exemple de la régulation du géne Gnrhr

Les études in vivo, et notamment celles décrites précédemment, ont donc permis de comprendre
le role de certains FT, pris isolément, dans la différenciation du lignage gonadotrope.
Cependant, on sait aujourd’hui que les séquences cis-régulatrices sont régulées par un jeu de
nombreux FT interagissant de fagon fonctionnelle et parfois physique. L’étude de promoteurs
en systéme rapporteur, notamment dans les lignées modeles aT3-1 et LBT2, a été nécessaire
pour caractériser 1’ensemble des FT impliqués dans la régulation des geénes gonadotropes et
révéler la nécessité d’'une combinatoire de FT. L’un des promoteurs les plus étudiés parmi les
genes spécifiques du lignage gonadotrope est le promoteur proximal du géne Gnrhr et les
travaux du Dr J-N Laverriére, au laboratoire, ont permis une avancée majeure dans la
compréhension des mécanismes présidant a la régulation transcriptionnelle de ce géne clé de ce

lignage.

Les ¢études des mécanismes de régulation de 1’expression du gene Gnrhr ont été conduites en
combinant essentiellement trois approches : I’analyse de la conservation des séquences du
promoteur du géne Gnrhr chez les mammiferes (et notamment entre souris et rat), I’étude en
systéme de gene rapporteur luciférase de I’impact de mutations des sites potentiels de fixation
des FT conservés chez les mammiféres sur I’activité du promoteur et enfin, ’analyse de la
liaison des FT sur leurs sites, d’abord par de expériences de test de retard de migration
¢lectrophorétique (EMSA pour Electrophoretic Mobility Shift Assay) puis par des expériences
de ChIP. Ces différentes études ont montré que 1’expression du géne du récepteur de la GnRH
est controlée par une combinatoire de FT activateurs incluant des FT majeurs de la
différenciation hypophysaire comme par exemple ISL1 (Schang A-L, et al. 2012), LHX3
(McGillivray S M, et al. 2005), PITX1 (Jeong K-H, et al. 2004), FOXL2 (Ellsworth B S, et al.

2003) ou encore NR5A1, dont nous reparlerons plus en détail dans le chapitre suivant.

De fagon intéressante, notre laboratoire a montré que GATA2, classiquement décrit comme un
activateur transcriptionnel, bloque ’activité trans-activatrice du promoteur de Gnrhr (Schang
A-L, et al. 2013). Cette inhibition est complexe car elle repose sur la compétition entre GATA2
et un dimere activateur de protéines de la famille LIM, LHX3-ISL1. En effet, le promoteur du
récepteur présente un site distal de liaison (-994/-961 chez le rat) de type LIRE (LIM Responsive
Element) qui se superpose a un site GATA-RE (GATA-Responsive Element). Dans la lignée de

cellules gonadotropes immatures oT3-1, dans laquelle les FT ISL1 et LHX3 sont exprimés de
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fagon importante alors que GATA2 I’est faiblement, les protéines LIM participent a I’activation
du promoteur de Gnrhr La sur-expression de GATA2 diminue I’activité du promoteur,
probablement en interférant avec la fixation des protéines LIM sur 1’élément composite LIRE-
GATA-RE. Cette inhibition par encombrement stérique est probablement réciproque. En effet,
in vivo, les cellules gonadotropes qui expriment seulement GATA?2 n’expriment pas le récepteur
de la GnRH alors que c’est le cas de celles exprimant a la fois GATA2 et ISL1, ce qui indique
qu’ISL1 serait capable de déplacer GATA2 du promoteur et de s’opposer ainsi a ses effets

inhibiteurs.

La régulation de I’expression du géne Gnrhr dans les cellules gonadotropes est donc complexe,
faisant intervenir de nombreux acteurs, susceptibles d’interagir positivement ou négativement.
De fagon intéressante, cette combinatoire est spécifique du type cellulaire concerné. Cet aspect
a été étudié au laboratoire en développant un modele murin original de transgénése qui a permis
de suivre précisément in vivo I’activité de ce promoteur et d’en étudier la régulation. Ce mod¢le
reposait sur I’analyse in vivo de 1’expression d’un gene rapporteur, celui de la Phosphatase
Alcaline humaine, qui était placé sous le contrdle du promoteur du Grnrar de rat. L’expression
du transgéne pouvant étre détectée avec une grande sensibilité et une forte résolution, ceci a
permis de montrer que 1’activité du promoteur de Gnrhr pouvait étre détectée trés précocement
(dés 13 jpc) dans I’hypophyse et était co-localisée avec ’expression de FT comme NR5AI,
ISL1 ou LHX3 (Granger A, et al. 2004). Ce mode¢le a aussi révélé que le promoteur de Gnrhr
s’exprime dans plusieurs sites extra-hypophysaires, certains déja connus pour exprimer le
Gnrhr comme 1’hippocampe et les gonades, mais aussi dans d’autres, comme la glande pinéale
ou la rétine, dans lesquels la présence du Gnrhr n’avais jamais été encore rapportée (Granger
A, et al. 2004 ; Schang A-L, et al. 2011 ; Schang A-L, et al. 2013). De facon intéressante, dans
ces tissus extra-hypophysaires, la combinatoire de FT est différente de celle observée dans le
lignage gonadotrope au cours de sa différenciation. Par exemple, dans I’hippocampe,
’activation du promoteur ne fait pas intervenir les facteurs NR5A1, ISL1 ou LHX3, nécessaires
dans I’hypophyse, mais des facteurs comme NUR77 (Nuclear Receptor Subfamily 4, Group A,
Member 1) et c-FOS (Cellular Oncogene C-Fos) (Schang A-L, et al. 2011). De méme, dans la
rétine, le géne Gnrhr ne s’exprime qu’aprés activation de son promoteur par a la fois des
facteurs communs au lignage gonadotrope comme ISL1 et LHX3 mais aussi des facteurs plus

spécifiques comme OTX2 (Orthodenticle Homeobox 2) et PROP1 (Schang A-L, ef al. 2013).
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Dans le lignage gonadotrope, 1’'un des FT majeurs de I’initiation de la transcription du géne
Gnrhr est NRSAL. En effet, les génes Nral et Gnrhr sont les marqueurs spécifiques du lignage
gonadotrope les plus précoces au cours de I’embryogenese et NRSA1 est indispensable, comme

nous allons le voir, a I’expression des génes clefs des cellules gonadotropes dont le géne Gnrhr.

3.3.2.4 NR5A1, un gene majeur de la différenciation du lignage gonadotrope

Si le role de GATA2 ou de FOXL2 dans la différenciation gonadotrope est ambigu, celui de
NRS5AL est indiscutable. Nr5al, encore appelé Sf-1 (Steroidogenic Factor-1) et plus rarement
Ad4bp (Adrenal 4 Binding Protein), code un FT de la famille des récepteurs nucléaires. Dans
I’hypophyse, il est détecté spécifiquement dans les cellules gonadotropes dés 13,5 jpc, son
expression précédant ainsi celle de I’ensemble des genes marqueurs spécifiques de ce lignage
(Gnrhr, Lhb et Fshb). De ce fait, c’est actuellement le marqueur le plus précoce connu du
lignage gonadotrope hypophysaire. On peut donc définir plus précisément le lignage
gonadotrope comme étant les cellules hypophysaires qui expriment non seulement le Gnrhr et
les génes des sous-unités des gonadotropines mais aussi Nrdal. L’invalidation de Nral qu’elle
soit globale ou restreinte a 1’hypophyse (en utilisant un mode¢le transgénique pCga-Cre)
entraine une perte complete de I’expression de tous les génes marqueurs de ce lignage et donc
une disparition du lignage gonadotrope (Shinoda K, et al. 1995 ; Zhao L, ef al. 2001). On peut
noter, toutefois, que les souris invalidées pour Nr5al dont I’axe gonadotrope est fortement
stimulé de fagon exogene par un traitement par la GnRH expriment des niveaux trés faibles
mais détectables de LH et de FSH (Ikeda Y, ef al. 1995). Ceci s’explique trés probablement par
un mosaicisme de la délétion de Nr5al par la CRE recombinase, plutot que par des potentielles
compensations fonctionnelles (Zhao L, et al. 2001). Des mutations de NR5A1 chez ’humain
entrainent des phénotypes pathologiques hypophysaires similaires a ceux retrouvés chez la
souris. Enfin, in vitro, NR5A1 a été montré comme étant un trans-activateur essentiel de
I’expression des génes marqueurs du lignage, incluant le géne Gnrhr (c.f. plus haut), confirmant

son rdle central dans la différenciation du lignage gonadotrope.

Comprendre la régulation de I’expression de Nr5al au cours de la différenciation du lignage
gonadotrope est donc essentiel pour comprendre les étapes précoces de ce processus. Dans le

chapitre qui suit, je présenterai donc ce que 1’on connait de la régulation de ce FT.
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Figure 19. Localisation cellulaire de NR5A1 dans ses différents tissus d’expression chez la souris. NR5A1 est exprimé
dans les différents tissus présentés ci-dessus : I’hypothalamus ventro-médian, I'hypophyse (cellules gonadotropes
hypophysaires), la rate, les glandes surrénales (dans les cellules du cortex, Cor, mais pas dans les cellules de la médulla,
Med), dans les testicules (cellules de Leydig, Ley, et de Sertoli, Ser), dans I'ovaire (cellules de la granulosa, Gra, et de la
théque, The). L’expression de NR5A1 dans le placenta et les cellules lutéales du corps jaune ovarien n’est pas représentée
ici. Les différentes images d’'immunohistochimie sont issues de la publication de Fatchiyah, et al. 2006.



4. Expression et régulation de Nr5al

4.1 Ontogenese et expression tissulaire de NRSA1

4.1.1 Découverte et description succincte de NR5A1

NRS5A1 a été d’abord identifié dans les années 1990 comme un FT se fixant sur un motif
« AGGTCA », présent notamment dans le promoteur de nombreux génes de la stéroidogenese.
I1 a été impliqué dans la régulation de I’expression des enzymes de la stéroidogenese, ce qui
explique sa dénomination SF-1 pour Steroidogenic Factor-1 (Honda S, et al. 1993).

Comme les autres membres de la famille des récepteurs nucléaires, NRSA1 est activé par liaison
avec son ligand. Initialement considéré comme étant un récepteur nucléaire orphelin, sans
ligand identifié, il est maintenant établi qu’il lie des phospholipidiques endogenes comme les
phosphatidyl-inositols ce qui contribuerait a son activit¢ de régulation transcriptionnelle

(Krylova I N, ef al. 2005 ; LiY, et al. 2005 ; Sablin E P, et al. 2009).

4.1.2 Expression et roles de NR5A1 chez la souris

L’expression de NR5A1 n’est pas limitée aux cellules gonadotropes hypophysaires. En effet, il
est présent aussi dans des tissus stéroidogéniques (gonades des deux sexes, glandes surrénales
et placenta) ainsi que dans un ensemble de tissus non stéroidogéniques comme la rate,
I’hypothalamus ventro-médian (VMH) et bien sir les cellules gonadotropes hypophysaires
(Figure 19). Dans ces différents tissus, NR5A1 a été identifié comme étant impliqué dans les
processus de développement et de différenciation cellulaire et il participe aussi au
fonctionnement de ces organes (Parker K L et Schimmer B P, 1997 ; Lin L et Achermann J C,

2008 ; Schimmer B P et White P C, 2010).

De ce fait, des mutations de NR5A1 chez I’humain ou son invalidation constitutive chez la
souris (Luo X, ef al. 1994 ; Shinoda K, et al. 1995 ; Sadovsky Y, et al. 1995) ne se limitent pas
a entralner un hypogonadisme hypogonadotrope et une stérilit¢ mais provoquent des

phénotypes pléiotropes séveres comme :

- Une agénésie gonadique, avec une réversion sexuelle male vers femelle des organes génitaux

internes et externes (Luo X, et al. 1994 ; Sadovsky Y, et al. 1995) ;
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- Une agénésie des glandes surrénales qui entraine une mortalité embryonnaire dés la naissance
par défaut de stéroides surrénaliens (des injections de gluco et minéralocorticoides ou une
transplantation des glandes surrénales permettent le maintien en vie ; Luo X, ef al. 1994 ;

Majdic G, et al. 2002) ;

- Des défauts dans la formation des noyaux du VMH se traduisant par des neurones immatures

et mal localisés (Biidefeld T, ef al. 2011) ;

- Des défauts de la fonction de la rate (clairance anormale des cellules sanguines ; Morohashi

K, et al. 1999) ;

- Et enfin, une différenciation anormale des cellules gonadotropes (Shinoda K, et al. 1995 ;

Ingraham H A, et al. 1994).

Les invalidations conditionnelles, tissus spécifiques, ont permis d’étudier plus finement la
contribution de NR5SA1 dans la régulation de différents processus physiologiques (Zhao L, et
al. 2001 ; Jeyasuria P, ef al. 2004 ; Zhao L, et al. 2008 ; Anamthathmakula P, et al. 2019) :

- Dans le VMH, NR5A1 est notamment impliqué dans la régulation de 1’homéostasie
énergétique, de I’anxiété et du comportement sexuel femelle et notamment de la lordose (Zhao

L, et al. 2008 ; Kim K W, et al. 2010 ; pour revue : Biidefeld T, et al. 2012) ;

- Dans les ¢ébauches de gonades maéles, il est impliqué dans la différenciation sexuelle en
contrdlant notamment la différenciation et la survie des cellules de Sertoli et de Leydig
(Anamthathmakula P, ez al. 2019). Chez la femelle au contraire, son expression est initialement
réprimée et il ne serait pas nécessaire pour la différenciation ovarienne (Takasawa K, et al.
2014). L’expression de NR5A1 apparait a nouveau plus tardivement et ce facteur serait essentiel

pour la fonction stéroidogéne ovarienne (Pelusi C, et al. 2008) ;

- Dans la différenciation et la régulation de la stéroidogenése des glandes surrénales (Parker K

L et Schimmer B P, 1997 ; Buaas F W, et al. 2012) ;

- Dans la fonction gonadotrope hypohysaire, comme 1’atteste le phénotype d’hypogonadisme

hypogonadotrope suite a son invalidation spécifique dans I’hypophyse (Zhao L, et al. 2001).

4.2 Régulation de I'expression de Nr5al
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Figure 20. Description du locus du géne Nr5al chez la souris. A. Structure du géne Nr5al et sa conservation chez les
mammiféres placentaires (extrait de UCSC). Le géne codant Nr5al est composé de 8 exons : deux exons 1 alternatifs non
codants (1a et 1g), et 6 exons codants (de 2 a 7). La conservation de la séquence génomique du locus de Nr5al chez les
mammiféres placentaires est représentée sous le locus de Nr5al. La hauteur des pics refléte le niveau de conservation
(d’apres UCSC). B. Le gene Nr5al code deux isoformes de transcrits chez la souris, appelées isoforme 1g (pour I'utilisation

de I'exon 1g) ou isoforme 1a (pour I'utilisation de I'exon 1a). Ces deux isoformes codent une méme protéine de 462 acides
aminés (aa) chez la souris.



4.2.1 Description du locus de Nr5al

Le géne codant NR5AT est localisé sur le chromosome 2 chez la souris (Taketo M, ef al. 1995).
Il existe deux isoformes du transcrit, produits a partir de deux promoteurs distincts qui
aboutissent néanmoins a la traduction d’une méme protéine de 462 acides aminés (Kimura R,
et al. 2000). En effet, les deux transcrits de Nr5al sont tous deux composés des exons 2 a 7,
codant la totalité de la phase ouverte de lecture mais contiennent chacun un exon 1 alternatif :
I’exon la ou 1g. L’utilisation du promoteur 1A conduira a la transcription de I’exon la et a
I’isoforme la du transcrit de Nr5al alors que le promoteur 1G donnera, de fagon analogue,
I’isoforme 1g du transcrit (Figure 20). Ces deux isoformes sont différentiellement exprimées
dans les tissus exprimant Nral (Kimura R, et al. 2000). Chez la souris adulte, I’isoforme 1a
est majoritaire dans les gonades, les glandes surrénales, I’hypothalamus et la rate. L’hypophyse

est le seul site d’expression ou I’isoforme 1g de Nr5al est majoritairement exprimée.

4.2.2 Les différentes séquences cis-régulatrices de Nr5al

4.2.2.1 Apport des modeles de souris transgéniques

A ces deux séquences cis-régulatrices proximales, différentiellement utilisées selon le tissu,
s’ajoute un panel de séquences cis-régulatrices distales de type enhancer (Figure 21). La
premiere indication de I’existence de tels enhancers provient de I’étude de la conservation de
la séquence génomique du locus du geéne. En effet, on peut noter qu’en plus d’ilots fortement
conservés qui correspondent aux exons, de petites régions situées en amont des promoteurs ou
dans les introns présentent une conservation de séquence importante, signe d’une contrainte
évolutive. Cette forte conservation est en faveur d’une fonction régulatrice potentielle de ces
régions. La démonstration formelle de I’existence d’enhancers dans le locus de Nr5al provient
d’études in vivo chez la souris transgénique exprimant des genes rapporteurs. Ces études ont
été conduites essentiellement dans le laboratoire du Dr Parker et ont consisté a tester le potentiel
régulateur de fragments génomiques de taille variable du locus de NrSal insérés dans des
vecteurs de type BAC (Bacterial Artificial Chromosome) ou YAC (Yeast Artificial
Chromosome). Ces études ont révélé que les promoteurs du géne pris isolement ne sont pas
capables d’induire I’expression du gene rapporteur B-Galactosidase dans la majorité des tissus
connus pour exprimer Nrjal, la B-Galactosidase n’étant en effet détectée que dans les gonades
indifférenciées. D’autres séquences régulatrices seraient donc nécessaires pour diriger
I’expression de Nrjal dans les sites d’expression extra-gonadiques (Wilhelm D et Englert C,

2002). L’utilisation d’un fragment génomique plus grand a révélé que la séquence de 50 kbp en
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Figure 21. Les différentes séquences cis-régulatrices de type enhancer de Nr5al identifiées chez la souris.
L'expression de Nr5al dans I'ensemble de ses tissus cibles est sous le contrOle des séquences régulatrices
promotrices (1a ou 1g) et de séquences régulatrices distales, les enhancers, qui permettent de réguler I'expression
spatiale et temporelle de Sf-1. Quatre enhancers ont été a ce jour identifiés, dirigeant I'expression de Nr5al dans les
cellules de Leydig foetales (FLE : Fetal Leydig Enhancer, orange), dans les cellules surrénaliennes feetales (FAdE :
Fetal Adrenal Enhancer, jaune), dans les cellules du VMH (VMHE : Ventromedial Hypothalamus Enhancer, bleu) et
dans les cellules gonadotropes hypophysaires (PGE : Pituitary Gonadotrope Enhancer, vert). Le FLE est localisé en
amont du gene codant Nr5al, le FAdE est localisé dans le quatrieme intron du géne tandis ce que le VMHE et PGE
sont tous deux localisés dans le sixieme intron du géne. La conservation de la séquence génomique du locus de
Nr5al chez les mammiferes placentaires est représentée sous le locus de Nr5al. La hauteur des pics refléte le
niveau de conservation (d’aprés UCSC).



amont de I’ATG du locus de Nr5al permet I’expression de NrSal dans les gonades
différenciées, les glandes surrénales et le VMH (Stallings N R, ef al. 2002). Dans cette situation,
le transgene ne peut toutefois pas étre détecté dans les cellules gonadotropes hypophysaires. Le
patron d’expression du transgeéne ne se superpose avec I’expression endogene de Nrjal que
lorsque I’ensemble du locus du géne est utilisé¢ (Karpova T, ef al. 2005 ; Bingham N C, ef al.
20006).

L’ensemble de ces travaux a permis de mettre en évidence que la régulation de I’expression du
gene Nrial implique non seulement les s€quences promotrices, mais aussi et surtout un jeu de
séquences régulatrices distales réparties sur I’ensemble du locus, requises pour une expression

spatiale et temporelle adéquate de ce géne dans 1’ensemble de I’organisme.

4.2.2.2 Les enhancers de Nr5al

L’expression de Nr5al est permise dans chacun de ses tissus d’expression par I’existence d’un
enhancer particulier (Figure 21). Pour certains des tissus, cet enhancer est impliqué uniquement
dans I’expression de NrSal au stade feetal et la ou les séquences régulatrices permettant
I’expression au stade adulte ne sont pas encore caractérisées. Les différents enhancers ont été

essentiellement caractérisés par les travaux de 1’équipe du Dr Morohashi.

- Uenhancer FLE, spécifique des cellules de Leydig foetales

I1 existe, au cours du temps, deux types de populations de cellules de Leydig dans le testicule :
une premiere population qui se différencie au cours du développement embryonnaire constituée
de cellules dénommées Leydig foetales et une seconde population, qui s’établit apres la
naissance, et définit les cellules de Leydig adultes (Teerds K J et Huhtaniemi I T, 2015). Nr5al
est exprim¢é dans ces deux types de cellules de Leydig et participe a la régulation de la

stéroidogenese male.

Une séquence localisée dans la région intergénique entre NrSal et le géne adjacent Nré6al a été
identifiée comme étant un enhancer permettant I’expression du gene Nrjal dans les cellules de
Leydig feetales. Cet enhancer a été, a ce titre, nommé Fetal Leydig Enhancer (FLE). Il est
nécessaire, conjointement avec le promoteur de NrSal, pour diriger I’expression d’un géne
rapporteur dans les cellules de Leydig feetales dés 12,5 jpc. Cette séquence n’est cependant pas
impliquée dans 1’expression de Nr5al dans les cellules de Leydig adultes. L’étude de cet

enhancer par mutagenese ciblée a permis d’identifier deux sites de fixation essentiels pour son
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activité : un site de fixation de type E-box, dont le facteur n’a pas été encore identifié, et un site
de fixation fonctionnel pour Nrjal lui-méme. La fixation de Nr5al sur I’enhancer FLE
permettrait ainsi une boucle d’auto-amplification de son activité (Shima Y, et al. 2012). Cet
enhancer est fonctionnel et crucial in vivo puisque la délétion de sa séquence par stratégie
CRISPR-Cas9 (Clustered regularly-interspaced short palindromic repeats-CRISPR associated
protein 9) chez la souris entraine une absence de différenciation des cellules feetales de Leydig

et in fine des cellules adultes de Leydig (Shima Y, et al. 2018).

- Uenhancer FAdE, spécifique des cellules surrénaliennes foetales

Au cours de I’embryogenése, les cellules corticosurrénales feetales forment une structure
intermédiaire appelée « zone X », qui régresse et disparait lors de la puberté chez le male ou
lors de la premicre grossesse chez la femelle. Ces cellules sont remplacées par des cellules
adultes qui proliferent des la fin de la vie embryonnaire (Keegan C E et Hammer G D, 2002 ;
Wood M A et Hammer G D, 2010).

Une séquence de 379 bp, localisée dans le quatriéme intron de Nr5al, a été identifiée comme
étant un enhancer permettant de diriger I’expression du gene Nrjal dans les cellules
corticosurrénaliennes feetales. Elle a ét¢ dénommée Fetal Adrenal Enhancer (FAdE). Cette
séquence dirige I’expression d’un géne rapporteur dans les cellules feetales du primordium
surrénalien des 10,5 jpc. L’expression du transgene s’atténue cependant apres 17,5 jpc pour se
restreindre a la « zone X » des glandes surrénales, avant de disparaitre a 1’age adulte (Zubair
M, et al. 2006). La séquence génomique de FAE est trés conservée chez les vertébrés. L’étude
fonctionnelle de cet enhancer a permis de révéler les mécanismes impliqués dans I’émergence
de I’expression de Nrjal dans les cellules corticosurrénaliennes. L’activité de 1’enhancer est
initiée par ’action de deux complexes protéiques hétérodimériques susceptibles de se fixer sur
des sites PBX/PREP et PBX/HOX. L”invalidation de PBX1 chez des souris est d’ailleurs
associée non seulement a des anomalies du développement des glandes surrénales mais aussi a
la perte de I’expression de Nr5al dans ce tissu. Ceci suggere que PBXI1 controlerait le
développement des glandes surrénales en contrélant notamment 1’expression de Nrjal par
I’intermédiaire de I’activation de 1’enhancer FAdE. Cet enhancer contient également des sites
de fixation pour NR5SA1 qui sont fonctionnels in vitro. Cette boucle de régulation par NR5A1
est impliquée dans I’activité de 1’enhancer, mesurée par le maintien de I’expression du géne
rapporteur dans les cellules du primordium surrénalien, mais également dans son inactivation

(Xing Y, et al. 2017). Les auteurs ont en effet montré in vitro que 1’inactivation de cet enhancer
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était médiée par une SUMOylation de NR5A1, entrainant le recrutement de DAX-1, un co-
inhibiteur de NR5A1. Ces données ont ét¢ confirmées par I’étude in vivo de souris
génétiquement modifiées, des souris portant la mutation NRSA1 2KR/2KR qui empéche la
SUMOylation de la protéine et donc I’interaction avec DAX-1, ou bien des souris invalidées
pour DAX-1. Ces deux modeles de souris présentent un retard d’inactivation de 1’enhancer
FAdE, associé a un retard de la régression de la « zone X », démontrant I’importance de cet

enhancer dans la régulation de I’expression de Nr5al dans les cellules du cortex surrénalien.

- Uenhancer VMHE, spécifique des neurones du VMH

Une séquence de 503 bp, dénommée VMH Enhancer (VMHE) et localisée dans le sixiéme
intron de ce geéne, a ¢été¢ identifiée comme étant un enhancer permettant de diriger
spécifiquement 1’expression de NrSal dans les neurones du VMH. Cette séquence est
nécessaire et suffisante pour diriger 1’expression spécifique d’un gene rapporteur dans les
cellules du VMH des 9,5 jpc chez la souris. Cette séquence, trés conservée chez les vertébrés,
contient des sites de fixation importants pour spécifier I’expression de Nr5al dans le VMH. Par
mutagenese, certains de ces sites ont été identifiés comme fixant des FT suppresseurs,
empéchant donc I’expression ectopique du geéne rapporteur, ou fixant des FT activateurs
(probablement des protéines a Homéodomaine). Ces FT restent cependant a étre identifiés

(Shimay, et al. 2005).

- Uenhancer PGE, spécifique des cellules gonadotropes hypophysaires

Enfin, une séquence de 486 bp, dénommée PGE (Pituitary Gonadotrope Enhancer) et localisée
dans le sixieme intron de ce gene, a été identifiée comme étant un enhancer permettant de
spécifier I’expression de Nrjal dans les cellules gonadotropes hypophysaires. Cette séquence,
trés conservée chez les vertébrés, permet de diriger 1’expression d’un géne rapporteur des 13,5
jpc. Elle contient un site de fixation fonctionnel pour le FT PITX2, connu pour étre impliqué
dans le développement hypophysaire et la différenciation des cellules gonadotropes. Ce site est
essentiel a son activité. L’enhancer PGE contient aussi trois autres régions conservées, elles
aussi nécessaires a son activité mais les facteurs s’y liant n’ont pas été encore identifiés. Enfin,
il contient un site de fixation pour EGR1 (Early Growth Response I) qui n’est cependant pas

indispensable a son activité (Shima Y, et al. 2008).
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Figure 22. L’enhancer gonadotrope hypophysaire PGE. L'expression de Nr5al dans les cellules gonadotropes
hypophysaires est sous le contrdle de séquences promotrices et d'un enhancer appelé PGE (Pituitary Gonadotrope
Enhancer). Des approches in vivo (Shima Y, et al. 2008) placant le géne rapporteur de la B-galactosidase sous
controle de cet enhancer ont conduit a I'idée qu’il serait nécessaire pour initier I'expression de Nr5al des 13,5 jpc
dans les cellules gonadotropes hypophysaires murines. Cependant, des études in vitro (Laverriere J-N, et al. 2016)
sur des lignées récapitulant les trois stades phénotypiques de la différenciation gonadotrope (progénitrices aT1-1,
gonadotropes immatures oT3-1 et gonadotropes matures LBT2) ont démontré que I'enhancer PGE n’est actif que
dans les stades matures de la différenciation de ce lignage et non dans les stades immatures ol Nr5al est pourtant

déja exprimé.



L’¢étude ayant permis d’identifier I’enhancer PGE postulait que cet enhancer était essentiel pour
I’expression de Nr5al a un stade tres précoce de la différenciation du lignage gonadotrope. Ce
postulat n’a cependant pas été confirmé par une étude épigénétique menée au laboratoire sur
les trois lignées murines immortalisées récapitulant trois stades phénotypiques de la
différenciation de ces cellules présentées précédemment (§3.3.1). En effet, en mesurant le statut
épigénétique (marques d’histones, méthylation de I’ADN et I’accessibilité de la chromatine) de
I’enhancer PGE, cette étude a mis évidence que 1’enhancer est inactif dans le modele de cellules
gonadotropes immatures, alors que Nrjal est déja exprimé a ce stade. Dans les cellules
immatures, ’enhancer PGE présente, en effet, un état chromatinien réprimé, combinant
méthylation des CpG, faible accessibilité chromatinienne et absence de la marque actrivatrice
H3K27ac. De plus, I’enhancer PGE est incapable d’activer 1’expression d’un geéne rapporteur
luciférase dans ces cellules immatures, alors qu’il est pleinement actif dans les cellules
gonadotropes matures (Laverriere J-N, et al. 2016) (Figure 22). Cette étude remet donc en cause
I’implication de cet enhancer dans I’initiation de I’expression de Nr5al lors des étapes précoces
de la différenciation du lignage gonadotrope. L’enhancer permettant 1’émergence de Nrial
dans le lignage gonadotrope restait donc a découvrir et ceci a fait I’objet de mes travaux de

recherche.
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Il. OBJECTIFS

Comme nous avons pu le voir précédemment, NR5SA1 est un FT essentiel pour la différenciation
et le fonctionnement des cellules gonadotropes et in fine la fonction de reproduction. En dépit
de son role majeur, les mécanismes moléculaires a 1’origine de I’initiation de son expression
dans les cellules gonadotropes demeuraient encore mal caractérisés a I’époque ou j’ai débuté

ma thése. Au cours de mes travaux de recherche, je me suis donc intéressé a identifier :

1 DL’ensemble des séquences régulatrices de 1’expression de NrSal au cours de la
différenciation du lignage gonadotrope hypophysaire, ce qui a abouti a la publication

d’un article (Pacini V et al., Epigenetics & Chromatin, 2019)
2 Les mécanismes moléculaires (FP et autres régulateurs) et épigénétiques initiant

I’expression de Nr5al dans les cellules gonadotropes, un aspect encore en cours d’étude

au laboratoire.
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Il. RESULTATS PUBLIES : Identification d’un nouvel enhancer activé par ERa et
impliqué dans linitiation de I'expression de Nr5al dans le lignage
gonadotrope.

Introduction et résultats principaux de l'article

Comme nous ’avons vu dans I’introduction générale, les mécanismes moléculaires
connus pour réguler I’émergence de NrSal au cours de la différenciation des cellules
gonadotropes étaient remis en question lors de mon arrivée au laboratoire. En effet, 1’étude
épigénétique conduite au laboratoire en 2016 avait montré que 1’enhancer PGE décrit par le Dr
Morohashi comme responsable de I’expression de Nr5al dans I’hypophyse de souris (Shima Y,
et al. 2008) n’¢était, en fait, pas actif dans le modele de cellules gonadotropes immatures oT3-
1, alors méme que NrSal y est déja bien exprimé (Laverricre J-N, ef al. 2016).

Afin de mieux comprendre les mécanismes a 1’origine de 1’émergence de Nrjal, nous
avons mis a profit les trois lignées murines modéles de la différenciation des cellules
gonadotropes pour conduire une étude épigénomique de la différenciation du lignage
gonadotrope, ce qui n’avait jamais encore ét¢ fait. Pour identifier ’ensemble des régions cis-
régulatrices potentielles du génome et notamment celles localisées dans le locus de Nr5al, nous
avons mesuré 1’accessibilité de la chromatine par la technique d’ATAC suivie de séquencage
haut-débit dans les trois modeles cellulaires. Comme nous I’avons vu précédemment,
I’accessibilité de la chromatine est un parameétre assez bien corrélé avec le niveau d’activité des
séquences cis-régulatrices. Dans un premier temps, nous avons montré que 1’accessibilité de la
chromatine des séquences cis-régulatrices de plusieurs geénes clés comme Is/l, Gnrhr ou Lhb,
est parfaitement cohérente avec I’expression génique dans ces différentes lignées (Figure
additionnelle 1 de ’article), validant de fait notre approche. Une fois cette validation effectuée,
nous nous sommes concentrés sur le locus de Nrjal. Nous avons observé qu’au niveau de
I’enhancer hypophysaire PGE situé¢ dans I’intron 6 (Shima Y, ef al. 2008), la chromatine n’est
effectivement pas accessible dans les cellules gonadotropes immatures aT3-1 alors qu’elle I’est
pleinement dans la lignée mature LBT2. Ceci est en accord avec les résultats de la précédente
¢tude menée au laboratoire et confirme, par une autre approche expérimentale, que 1’enhancer
PGE ne peut étre impliqué dans I’initiation de 1’expression de Nr5al lors de I’émergence du
lignage gonadotrope. L’étude de I’accessibilité chromatinienne nous a permis d’identifier une
autre région génomique, localisée dans le quatriéme intron du géne Nrial, dont la chromatine
est spécifiquement accessible a ce stade de différenciation (Figure 1 de I’article). Cette région,

que nous avons appelée région a (par opposition a 1I’enhancer PGE que nous avons renommé
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enhancer B) était donc un enhancer potentiel de Nrial. Afin de confirmer in vivo ces résultats,
nous avons effectué une étude de 1’accessibilité de la chromatine au niveau de ces régions
d’intérét dans des hypophyses embryonnaires a différents stades de développement a 12,5, 13,5
et 14,5 jpc. De fagon cohérente avec nos résultats sur les lignées cellulaires, nous avons montré
que la chromatine de la région a est accessible de fagon transitoire a 13,5 jpc, avec I’apparition
des premicres cellules gonadotropes, alors que 1’accessibilit¢ de 1’enhancer B ne devient
significative qu’a partir de 14,5 jpc (Figure 1 de I’article).

Afin de démontrer que cette région correspondait bien a un enhancer, j’ai ensuite étudié les
marques épigénétiques qui y étaient déposées. En caractérisant les marques d’histone par
immunoprécipitation de la chromatine ainsi que la méthylation des CpG dans la séquence de la
région a, j’ai démontré que cette région est un enhancer spécifiquement actif dans les cellules
gonadotropes immatures aT3-1. En effet, j’ai détecté la présence combinée des marques
H3K4mel, H3K27ac et une hypométhylation de la séquence a uniquement dans ces cellules.
De facon intéressante, j’ai observé que la marque H3K4mel, spécifique des enhancers, était
présente des le stade progéniteur et se maintenait au stade mature. Cependant, a ce stade, cette
marque est combinée a un faible enrichissement en H3K27ac et a une hyperméthylation de
I’ADN. Ces résultats montrent donc que méme si cet enhancer n’est activé qu’au moment de
I’émergence de I’expression de NrSal, il n’en est pas moins marqué comme enhancer avant et
apreés son moment d’activation (Figure 2 de I’article). Au cours des différentes étapes de la
différenciation gonadotrope, cet enhancer serait donc inactivé sans étre pour autant démantelé.
Pour vérifier le role régulateur de 1’enhancer a sur I’expression de Nr5al, nous avons effectué
deux approches : nous avons étudié, dans un premier temps, I’interaction potentielle de
I’enhancer o avec le promoteur hypophysaire du géne Nr5al par la technique de 3C. Ceci nous
a permis de mettre en évidence que, bien qu’¢loignées sur ’ADN linéaire (plus de 5000 bp),
ces deux séquences sont, en réalité, rapprochées par un repliement génomique dans le noyau
des cellules gonadotropes immatures. Dans un second temps, afin de déterminer si I’interaction
enhancer/promoteur étant fonctionnelle, j’ai spécifiquement délété la séquence génomique de
I’enhancer o dans les cellules gonadotropes immatures aT3-1 par la stratégie CRISPR-Cas9.
La délétion de cette séquence entraine une réduction drastique de 1’expression de Nrjal,
démontrant donc que I’enhancer o est une séquence régulatrice cruciale pour 1’expression de
Nr5al dans les cellules gonadotropes immatures (Figure 3 de I’article). I s’agit donc de
I’enhancer le plus précoce connu a ce jour pour étre impliqué dans la régulation de 1’expression
de Nr5al au cours de la différenciation du lignage gonadotrope. Son recrutement préceéde donc

celui de I’enhancer .
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L’analyse bio-informatique de la séquence génomique de I’enhancer o a révélé un site
de liaison de type ERE (Estrogen Response Element) susceptible de lier les récepteurs
nucléaires des cestrogenes, qui est conservé chez les mammiferes. J’ai montré, par RT-PCR
(Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction), que seul le récepteur o des cestrogenes,
ERa, est exprimé dans les cellules gonadotropes immatures. J’ai, de plus, vérifié, par
immunoprécipitation de la chromatine, qu’ERa se fixait effectivement sur 1’enhancer a. J’ai
établi qu’ERa est un FT indispensable a I’activité de cet enhancer puisque la diminution de son
expression par ARN interférents inactive totalement l’activit¢ de 1’enhancer mesurée en
systtme rapporteur luciférase. De plus, j’ai mis en ¢évidence, par des approches
pharmacologiques, que 1’action d’ERa est dépendante de son activation par son ligand,
I’cestradiol (Figure 4 de I’article).

Afin d’¢lucider les mécanismes moléculaires et notamment épigénétiques par lesquels
ERa régule ’enhancer o, j’ai modifié, par la stratégie CRISPR-Cas9, le génome des cellules
gonadotropes immatures aT3-1 afin d’empécher la liaison d’ERa sur I’enhancer a.. Pour cela,
j’ai excisé précisément dans ces cellules la séquence nucléotidique de ’ERE dans 1’enhancer
et j’ai caractérisé les modifications des marques épigénétiques qui en découlaient. J’ai ainsi mis
en évidence que lorsqu’ERa ne peut plus se fixer sur ’enhancer o, ceci conduit a une
inactivation complete de I’enhancer caractérisée par la fermeture de la chromatine, la re-
méthylation de ’ensemble des CpG présents dans sa séquence et la forte diminution du dépot
de la marque d’activité, H3K27ac. Associées a ces modifications qui se produisent au niveau
de I’enhancer a, il se met aussi en place des modifications épigénétiques au niveau du
promoteur hypophysaire de Nr5al se caractérisant par une chute du dépdt de la marque
d’activit¢ H3K27ac, accompagnée d’une réduction importante de la fixation de I’ARN
Polymérase 1II sur le promoteur (Figure 5 de I’article). Ceci traduit certainement la régulation
du promoteur de NrSal par ’enhancer situé a distance qui est rendue possible par le
rapprochement topologique observé précédemment avec la technique de 3C. Ainsi, la fixation
d’ERa sur I’enhancer o conditionne I’expression de NrSal en induisant un remodelage
important des marques épigénétiques de la chromatine a la fois au niveau de 1’enhancer et du
promoteur.

L’ensemble de ces travaux a donc permis de mieux comprendre les mécanismes €pigénétiques
qui concourent a l’initiation de DI’expression de NrSal lors de I’émergence du lignage
gonadotrope. Ils ont fait I’objet d’une publication originale intitulée « Identification of a

pituitary ERa-activated enhancer triggering the expression of Nr5al, the earliest
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gonadotrope lineage-specific transcription factor », Pacini V, et al.,, dans le journal
Epigenetics & Chromatin en 2019 et une publication de vulgarisation scientifique, nommée
« ERa orchestre les mécanismes épigénétiques qui déclenchent I’expression du géne Sf-1
au cours de la différenciation du lignage gonadotrope hypophysaire », dans la revue

Médecine/Sciences en 2020.

63






Article 1: « Identification of a pituitary ERa-activated enhancer triggering the
expression of Nr5al, the earliest gonadotrope lineage-specific transcription
factor». Pacini V, et al. Epigenetics & Chromatin, 2019
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Abstract

ing to RNA polymerase recruitment and transcription.

Background: Gonadotrope lineage differentiation is a stepwise process taking place during pituitary development.
The early step of gonadotrope lineage specification is characterized by the expression of the Nr5aT transcription fac-
tor, a crucial factor for gonadotrope cell fate determination. Abnormalities affecting Nr5al expression lead to hypo-
gonadotropic hypogonadism and infertility. Although significant knowledge has been gained on the signaling and
transcriptional events controlling gonadotrope differentiation, epigenetic mechanisms regulating Nr5al expression
during early gonadotrope lineage specification are still poorly understood.

Results: Using ATAC chromatin accessibility analyses on three cell lines recapitulating gradual stages of gonadotrope
differentiation and in vivo on developing pituitaries, we demonstrate that a yet undescribed enhancer is transiently
recruited during gonadotrope specification. Using CRISPR/Cas9, we show that this enhancer is mandatory for the
emergence of Nr5al during gonadotrope specification. Furthermore, we identify a highly conserved estrogen-bind-
ing element and demonstrate that the enhancer activation is dependent upon estrogen acting through ERa. Lastly,
we provide evidence that binding of ERa is crucial for chromatin remodeling of Nr5al enhancer and promoter, lead-

Conclusion: This study identifies the earliest regulatory sequence involved in gonadotrope lineage specification and
highlights the key epigenetic role played by ERa in this differentiation process.

Keywords: Gonadotrope specification, Enhancer, Epigenetic, Nrbal, Estrogen receptor

Background

Nr5al gene (also called Sf-1 or Ad4BP) is a transcription
factor (TF) belonging to the nuclear receptor superfamily.
In mammals, Nr5al is expressed notably in testes, adre-
nal glands, ventromedial hypothalamic nucleus (VMH)
and anterior pituitary gland where it participates in
embryonic cell differentiation and adult function [1]. The
anterior pituitary is composed of six hormone-secreting
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B BMC

cell types, i.e., corticotrope, melanotrope, somatotrope,
lactotrope, thyrotrope and gonadotrope cells, originating
from common precursor stem cells of the Rathke’s pouch
[2]. Several TFs are known to promote pituitary stem
cells differentiation into a specific endocrine lineage:
POUIF1 is mandatory for the thyrotrope, somatotrope
and lactotrope lineages [3], TBX19 for the corticotrope
[4], PAX7 for the melanotrope [5] and Nr5al for the gon-
adotrope lineage [6]. During gonadotrope cells specifica-
tion, Nr5al is the earliest specific marker gene known to
be expressed [6] initiating transcription of key genes such
as Gnrhr (GnRH receptor gene) and Lhb (B-subunit of
the gonadotropin LH gene). As a consequence, mutations

© The Author(s) 2019. This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0 International License
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium,
provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons license,
and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http://creativecommons.org/

publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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in the human Nr5al gene [7] and Nr5al knockout in
mice lead to gonadotrope deficiency [6].

Nr5al expression depends on tissue-specific cis-regu-
latory elements. Two main promoters, 1A and 1G, have
been characterized. The 1G promoter is the predomi-
nantly activated promoter in the pituitary [8]. However, it
is not able, alone, to initiate Nr5al expression [9]. Addi-
tional distal enhancers are required for tissue-specific
transcription. Four specific enhancers have been identi-
fied that control expression of Nr5al in the VMH [10],
fetal adrenal glands [11], fetal Leydig cells [12] or gon-
adotrope cells [13]. The gonadotrope enhancer has been
suggested to be implicated in Nr5al expression in gonad-
otropes from mouse embryonic day 13.5 (E13.5) onwards
[13]. In a previous work [14], we characterized the epige-
netic marks decorating cis-regulatory regions of Nr5al.
We used a set of three cell lines recapitulating three stages
of gonadotrope differentiation. The aT1-1 cells are likely
derived from E12.5 common precursor cells from which
originate thyrotrope and gonadotrope lineages. These
cells do not express Nr5al yet. The aT3-1 cells are likely
derived from cells engaged in a gonadotrope cell fate at
E13.5 and express some of the gonadotrope-specific
genes including Nr5al. The LBT2 cells are likely derived
from mature gonadotrope cells and express all the known
marker genes [15-17]. We observed that although Nr5a1
is already expressed in aT3-1 cells, the epigenetic marks
on the gonadotrope enhancer indicate that it is repressed,
suggesting that it does not regulate Nr5al expression at
early steps of gonadotrope specification.

In this work, using functional genomic in vitro and
in vivo approaches, we demonstrated that Nr5al expres-
sion is triggered by another early activated enhancer
at the emergence of gonadotrope lineage. We showed
that this enhancer is activated by the estrogen pathway
through ERa leading to P300 histone acetyltransferase
recruitment. We also demonstrated that ERa protects
the enhancer from inhibition by DNA methylation and
chromatin compaction. Finally, we showed that the
enhancer interacts with the Nr5al pituitary promoter
and increases histone acetylation, RNA polymerase
recruitment and NrS5al transcription. Activation of this
enhancer is thus the earliest known mechanism impli-
cated in gonadotrope cell specification.

Results

Differential chromatin accessibility in Nr5a1 locus

during gonadotrope specification

We performed an assay for transposase-accessible chro-
matin with high-throughput sequencing analysis (ATAC-
seq) in aT1-1, aT3-1 and LBT2 cell lines, allowing the
identification of new potential cis-regulatory sequences
(Fig. 1la and Additional file 1). We observed massive
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changes in chromatin accessibility in the three cell lines
with about 20,000 specific accessible regions per line.
Genomic regions associated with genes known to be
expressed in the three cell lines, such as Cga or IslI pro-
moters, were open in all cell lines. Regions associated
with Gurhr promoter were accessible in both «T3-1 and
LPT2, whereas those associated with Lhb promoter were
only found in LPT2 cells (Additional file 1). Chromatin
accessibility is thus consistent with the maturation stage
of these cellular models.

We then analyzed chromatin accessibility of the Nr5al
locus. In aT1-1, consistent with the absence of Nr5al
expression, very few genomic regions were accessible
in the NrSal locus. In aT3-1, several open chroma-
tin regions could be observed and among them two had
already been described: the 1G promoter, in agreement
with Nr5al expression and, more surprisingly, the fetal
Leydig enhancer (FL enhancer). This enhancer has been
formerly described to be active specifically in the fetal
testis [12]. The gonadotrope enhancer (named hereafter
B enhancer) showed only very limited chromatin acces-
sibility in aT3-1 cells, in agreement with our previous
observations [14]. The chromatin was also accessible for
a previously undescribed region encompassing two very
close peaks in intron 4 (peak-1: mm9 chr2:38,559,896—
38,560,286 and peak-2: mm9 chr2:38,562,187—
38,562,583), named hereafter the a region. This region
exhibited only limited chromatin accessibility in aT1-1
cells. In LBT2 cells, the 1G promoter as well as the FL and
p enhancers all showed accessible chromatin conforma-
tion. In contrast, the chromatin of the a region was no
more accessible.

These results strongly suggested that the Nr5al locus
displays dynamic chromatin accessibility during gon-
adotrope lineage differentiation. In order to investigate
whether the same dynamics could be observed in vivo,
we set up an ATAC assay followed by qPCR on develop-
ing pituitaries of mouse embryos (Fig. 1b). We observed
that the 1G promoter was significantly open at E13.5 and
E14.5 compared to E12.5, in agreement with the Nr5al
expression dynamics during mouse pituitary develop-
ment [6]. Chromatin at the a region was strongly and
transiently accessible at E13.5. While chromatin at the
enhancer displayed a very limited accessibility at E13.5,
it was fully open at E14.5. Finally, the FL enhancer was
open from E13.5 onwards. Differential chromatin acces-
sibility in Nr5al locus during gonadotrope specification
was thus validated in developing embryos in vivo.

Discovery of an undescribed early enhancer in Nr5a7 locus
In order to further characterize regions with chromatin
accessibility, we studied in the three cell lines the depo-
sition of H3K4me3, H3K4mel and H3K27ac histone
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a ATAC-Seq analysis of Nr5a7 locus chromatin accessibility
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Fig. 1 Differential chromatin accessibility in the Nr5al locus during gonadotrope specification. a The Nr5al locus displays differential local
chromatin accessibility depending on gonadotrope differentiation stage in vitro. Chromatin accessibility was investigated by assay for
transposase-accessible chromatin with high-throughput sequencing (ATAC-seq) in aT1-1, aT3-1 and LBT2 gonadotrope cell lines. ATAC-seq
tracks are shown for 45 Kb of the Nr5al locus. Accessible chromatin regions identified from ATAC-seq results are shown for each cell line under
each track (respectively, in gray, blue and yellow). In the last lane are summarized in black the potential regulatory regions, based on accessible
chromatin sequences identified in at least one cell line. b Nr5al potential regulatory regions show differential chromatin accessibility depending
on gonadotrope differentiation stage in vivo. ATAC assay followed by real-time PCR quantification (ATAC-gPCR) was performed on pituitary cells
dispersed from developing glands of E12.5, E13.5 and E14.5 mouse embryos. Quantitative PCR was performed using sets of primers targeting
the potential cis-regulatory regions. Raw gPCR data were normalized to control region (see “Materials and Methods”) and to E12.5 stage of
development. At this stage, Nr5al gene is not expressed and the locus is expected to be in a closed chromatin conformation. Results are the
mean =+ SEM of three independent experiments. Change in chromatin accessibility between E12.5 and E13.5 or E12.5 and E14.5 embryonic stages is
compared using a Mann-Whitney test. Significant difference with E12.5 stage:"a"p <0.05;"b"p <0.01;"c" p<0.001

marks, specific for promoters, enhancers and active ele-
ments, respectively (Fig. 2a—c). Only the 1G promoter
was significantly enriched with H3K4me3 in aT3-1 and

LBT2 cells (Fig. 2a). All other regions had significant
H3K4mel enrichment at these three stages of gonado-
trope maturation, indicating that they all are potential
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Fig. 2 Discovery of an undescribed early enhancer of Nr5a7 gene. H3K4me3 ChIP

a, b and ¢ Nr5ai-accessible chromatin regions harbor differential 30

epigenetic marks of active enhancers depending on gonadotrope b HaTi-1
stage of differentiation. Epigenetic modifications of histone H3 25 HaT3-1
associated with ATAC-seq open regions were investigated using OLBT2
chromatin immunoprecipitation assays in aT1-1,aT3-1 and LBT2 20 #

cell lines. Analyzed marks were lysine 4 tri- and monomethylation
H3K4me3 (a) and H4K4me1 (b), specific of promoters and enhancers,
respectively, and lysine 27 acetylation H3K27ac (c), enriched on active
cis-regulatory sequences. Quantitative PCR was performed using sets
of primers targeting ATAC-seq open regions. Raw gPCR data were
normalized to input. The final results were expressed as fold over the
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Relative ChIP enrichment

control region. ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison 0
tests was performed independently for each cell line and each Ctrreg FLenh 1Gprom areg Benh
histone modification. Results are the mean = SEM of six independent
experiments. Significant difference with the control region:“a"p <0.05; b H3K4me1 ChIP
"b"p<0.01.d Nr5al-accessible chromatin regions display differential < 10
cis-regulatory activity depending on gonadotrope differentiation 5 DaT1-1
stage. aT1-1,aT3-1 and LBT2 cells were transiently transfected with € i art
the potential cis-regulatory regions cloned in a pGL3b luciferase S 8 b HaT3-1
reporter system containing a minimal prolactin promoter (Pluc—Prl). E 7 OLpT2
Relative luciferase activity was measured as indicated in “Materials o 6 b
and Methods!" ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison a s b b
tests was performed independently for each cell line. Results are ﬁ 4 b b b
normalized to control Pluc—Prl plasmid and are the mean = SEM of o 3 b
six independent experiments. Significant difference with the control E 2
construct:“a’p<0.05;"b"p<0.01 m
< || EII
Ctrreg FLenh 1G prom areg B enh
enhancers (Fig. 2b). Concerning deposition of the
active chromatin mark (Fig. 2c), the 1G promoter and c H3K27ac ChIP
FL enhancer were enriched in H3K27ac only in «T3-1 c "

. o R
and LPT2 cells. While the B enhancer was decorated £ 12 Enl; :
with H3K27ac only in LBT2, the a potential enhancer ﬁ 10 b b D:BT-Z
was significantly decorated with H3K27ac in aT1-1 c b
and aT3-1 cells (Fig. 2c, fold enrichment of 2.6 £0.4, : 8 b b
p<0.05and 8.4+1.0, p<0.01, respectively). 5 6 b

Potential cis-regulatory activity was then studied v 4 a
in luciferase reporter system (Fig. 2d). We observed 2 ) ’—l-l ﬂ |—]-|
.. L]
that the FL enhancer and 1G promoter were active in 2 . M |+| ™

the three cell lines. A significant cis-regulatory activ- Ctrreg FLenh  1Gprom areg B enh
ity of the a enhancer peak-2 could be already observed

in aT1-1 that was strongly increased in aT3-1 (fold Luciferase assay

induction of 5.6 £ 0.8 and 38.5 4 1.4 over control Pluc— d 45

Prl, p<0.01 in aT1-1 and aT3-1, respectively) but lost 40 PI- DaT1-1

in LBT2 cells. As peak-1 did not show any regulatory 35 HaT3-1

activity in the aT3-1 cell line (Additional file 2A), sub- » 30 OLpT2

sequent experiments were performed on the peak-2 g 25

only and a enhancer will thereafter refer to this peak. 20

The B enhancer displayed a significant cis-regulatory T

activity only in LBT2 cells (fold induction of 3.8 £0.2, 10 .

p<0.01). Altogether these results suggest that: (i) the 5 aaa b b b

B enhancer is active only during the terminal matura- o+====ar= ] e BT e H = e[
Prl FLenh 1G prom aenh B enh

tion stage; (ii) the FL enhancer might also be recruited
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in gonadotropes; (iii) the a region is a genuine gonado-
trope enhancer potentially activated in precursor and
immature cells.

The a enhancer regulates Nr5a1 expression specifically
in immature gonadotropes
CpGs DNA methylation of the active enhancers was
investigated by bisulfite DNA sequencing. As shown in
Fig. 3a, CpGs of the a enhancer were mostly hypermeth-
ylated in progenitors, fully demethylated in immature and
methylated again in mature cells. The FL enhancer was
hypermethylated in aT1-1 and unmethylated in aT3-1
and LBT2 cells. Thus, both DNA methylation and histone
decoration show that the FL enhancer is totally inactive
in progenitors and active in immature and mature cells.
In contrast, the a enhancer is in a bivalent state in pro-
genitors, exhibiting both active and inactive marks, active
in immature and totally silent in mature gonadotropes.
To further confirm the regulatory role of the «
enhancer in Nr5al expression, the peak-2 genomic
sequence was excised from aT3-1 genome by CRISPR/
Cas9. Excision was also performed for the FL enhancer.
Deletion of the FL enhancer did not alter Nr5al expres-
sion in aT3-1, whereas deletion of a enhancer sequence
led to a strong reduction in expression as revealed by a
85% decrease in Nr5al mRNA level (Fig. 3b, p<0.001).
This drastic reduction was observed in three independent

Page 5 of 17

clones for two independent gRNA couples, ruling
out potential gRNA off target effects. (The genomic
sequences of deleted clones along with gRNAs position
are shown in Additional file 2B.) In order to inactivate
this enhancer without altering the DNA sequence, we
targeted dCas9-LSD1, a lysine-specific histone dem-
ethylase to the a enhancer. In aT3-1 cells, this led to an
80% decrease in Nr5al mRNA level as compared with
control gRNA (Fig. 3¢, p<0.01). Decommissioning the o
enhancer in LBT2 cells did not impair Nr5al expression,
while targeting LSD1 to the B enhancer strongly reduced
it (fold decrease of about 90%, Additional file 3A). The
transient o enhancer activation is thus mandatory for
Nr5al expression specifically in immature gonadotropes.
Chromatin interaction between the a enhancer and 1G
promoter was investigated in aT1-1 and «T3-1 using
quantitative chromatin conformation capture (3C) assay
(Fig. 3d). We also tested potential interactions with con-
trol regions, external (Ce) and internal (Ci) to the NrSal
locus as well as the FL enhancer. No interaction between
the o enhancer and the upstream region (Ce/a) could
be detected in the two cell lines. In contrast, in aT3-1
cells (and to a lesser extent in the aT1-1), the a enhancer
interacts significantly with the 1G promoter as well as
with the FL enhancer (Fig. 3d).

(See figure on next page.)

Fig. 3 The a enhancer regulates Nr5al expression specifically in immature gonadotropes. a The a enhancer exhibits different DNA CpG
methylation status according to gonadotrope differentiation stage. Genomic DNA of aT1-1, aT3-1 and LBT2 cells was extracted and bisulfited.
The FL enhancer and a enhancer-bisulfited sequences were amplified and cloned. A minimum of five clones per cell line was sequenced. Top:
Schematic representation of enhancer sequences with location of CpGs (open-circle lollipops). Numbering is relative to Nr5al 1A promoter TSS.
The state of CpG methylation for each cell line, methylated (black circles) or unmethylated (open circles), is indicated below. b The regulation of
Nr5al expression is dependent on the a enhancer sequence in immature aT3-1 cells. Deletion of genomic sequence of the FL and a enhancers
was carried out in aT3-1 cells using CRISPR/Cas9 and two independent specific guide RNA (GRNA) couples flanking each enhancer sequence: a

gRNAT-gRNA3 or a gRNA2-gRNA4 for the a enhancer and FL. gRNAT-gRNA3 or FL gRNA2-gRNA4 for the FL enhancer as described in Additional
file 7. Untargeting control gRNA was used as control. For each gRNA couples, three independent homozygous clones were tested for Nr5al
expression by RT-qPCR. Nr5al expression level was normalized to Gapdh. Data are the normalized mean & SEM of six independent experiments. WT
and A FL enh aT3-1 or A a enh aT3-1 clones were compared with ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison tests. Significant difference
with WT:"c"p<0.001. ¢ The a enhancer is a functional enhancer of Nr5aTl in immature aT3-1 cells. The a enhancer was decommissioned in aT3-1
cells using CRISPR/dCas9 fused with the lysine-specific histone demethylase LSD1 coding sequence (dCas9-LSD1). The dCas9-LSD1 was targeted
to the a enhancer genomic sequence using a gRNAT-gRNA3 or a gRNA2-gRNA4 gRNA couples. Untargeting control gRNA (Ctr gRNA) was

used as control. The 25% highly transfected cells were retrieved using cytometry cell sorting and tested for Nr5al expression by RT-qPCR. Nr5al
expression level was normalized to Gapdh. Data are the normalized mean = SEM of three independent experiments and are compared to control
untargeting gRNA using Student’s t test"b"p <0.01. d The a enhancer interacts with Nral pituitary promoter in progenitor and immature cells.
Top: Quantitative chromatin conformation capture (c) assay was carried out in aT1-1 and aT3-1 cells. Chimeric DNA fragments were detected
using a fixed forward primer targeting the a enhancer and several forward primers targeting regions upstream, inside or downstream from the 1G
pituitary promoter sequence as shown in the schematic diagram of Nr5a! structure. Primers positions are indicated with red arrows for Ce (external
to locus control region), FL (fetal Leydig enhancer), 1G (1G promoter), a (a enhancer) and Ci (internal to locus control region). Exons are indicated as
dark bars, regulatory regions as green bars and a enhancer as a purple bar. Numbering is relative to 1A promoter TSS. Bottom: Histograms showing
gPCR measurements of chimeric fragments in 3C library. Raw gqPCR data were normalized to input and to Ci/a chimeric DNA used as a control of
non-specific ligation events. RP23 225F7 bacterial artificial chromosome (BAC) was used to create template enabling quantitative measurement

of chimeric regions in the 3C library. Data are the mean & SEM of four independent experiments and were analyzed with ANOVA followed by

u_n

Dunnett’s multiple comparison tests. Significant difference with Ci/a:"b"p <0.01;"c"p <0.001, nd: not detected
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ERa controls cis-regulatory activity of the a enhancer

In order to understand the mechanisms regulating o
enhancer activity, genomic sequence conservation of the
a enhancer peak-2 was analyzed across mammals (Fig. 4a).
A 65-bp core sequence (mm?9 chr2:38,560,050—38,560,114)
is conserved including a 13-bp stretch showing more than
60% of conservation. According to the cisBP online library
[18], this element corresponds to a perfect ERE motif. No
other conserved binding site could be identified in the rest
of the core sequence (Additional file 2C).

In order to test the involvement of this 65-bp core
sequence in the o enhancer cis-regulatory activity, trun-
cated sequences were tested by luciferase reporter assay
in aT3-1 cells maintained in complete steroid-contain-
ing medium (Fig. 4b). The full-length a enhancer con-
struct (Pluc—a enh) displayed a significant cis-regulatory
activity as compared to the minimal prolactin promoter
(Pluc—Prl) used as control. The 65-bp core sequence
(Pluc—a enh +65) showed similar activity as Pluc-a
enh. Furthermore, deletion of the 65-bp core sequence
(Pluc—a enh A65) or mutation of the potential ERE motif
(Pluc—a enh MutERE) completely abolished cis-regula-
tory activity in aT3-1 cells. This demonstrates that the
65-bp core conserved sequence is sufficient alone to drive
a enhancer activity and that the ERE motif is crucial for
this activity.
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Both estrogen receptors a (ERa) and B (ERP) bind to
ERE motif. Esrl and Esr2 mRNAs were quantified by RT-
qPCR (Fig. 4c). While Esr2 transcripts were undetect-
able, Esrl was expressed in «T1-1 and a«T3-1 cells, with
a fivefold higher expression level in aT3-1 cells (Fig. 4c,
2<0.01). In mature LBT2 cells, EsrI mRNA could hardly
be detected.

ChIP using an anti-ERa antibody was then performed
in aT1-1 and aT3-1 cells. ERa was strongly enriched
on the a enhancer as compared to the control region in
aT3-1 cells (Fig. 4d, p<0.001). Binding of ERa to the «
enhancer was also observed to a lesser extent in aT1-1
cells (Additional file 4A, p<0.01).

To further analyze the role of ERa in the regulation
of a enhancer activity, Esrl expression was knocked
down using Esrl SiRNA. Efficiency in ERa decrease was
validated by western blot (Additional file 5A). Specific
knockdown of ERa abolished o enhancer cis-regulatory
activity in aT3-1 cells (Fig. 4e, p<0.001). A significant
decrease in o enhancer activity was also observed in
aT1-1 cells (Additional file 4C).

In order to test ligand dependency, a enhancer activity
was measured in the presence of 173-estradiol (E2) or the
widely used antagonist ICI 182,780 in the aT3-1 cells.
While E2 dose-dependently activated a enhancer cis-
regulatory activity, ER inhibition led to a dose-dependent

(See figure on next page.)

uon

Fig. 4 ERa controls the cis-regulatory activity of the a enhancer. a A 65-bp core sequence of the a enhancer is conserved across mammalian
genomes. The a enhancer genomic sequences of 31 mammalian species were retrieved on Ensembl Web site and aligned using Clustal Omega
software. A 65-bp core sequence displays clear conservation among the different species. In this core sequence, a perfect match with the canonical
ERE-binding site was observed (red bar and ERE-binding motif). b The ERE-binding site in the 65-bp core sequence is essential for a enhancer
cis-regulatory activity in immature aT3-1 cells. aT3-1 cells were transiently transfected in complete steroid-containing culture medium with

Pluc constructs containing either a minimal prolactin promoter (Pluc—Prl) used as control, a full-length a enhancer (Pluc-a enh), a truncated a
enhancer (Pluc-a enh A65, harboring a deletion of the 65-bp core sequence), a reduced a enhancer (Pluc-a enh +65, containing only the 65-bp
core sequence) or a mutated a enhancer (Pluc—a enh MutERE with the following mutation in the ERE-binding site: GATCAATGTGATC). Prl minimal
promoter is represented in dark followed by luciferase coding sequence shown in green, a enhancer is represented in blue, containing the 65-bp
core sequence in orange, and the ERE-binding site in yellow. ERE mutation is indicated with asterisks. Relative luciferase activity was measured as
indicated in "Materials and Methods! Results were normalized to Pluc—Prl used as control and are the mean =+ SEM of six independent experiments.
Comparisons with control were performed with ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison tests. Significant difference with Pluc-Prl
control:"c"p<0.001. ¢ Era but not £rB is expressed in immature aT3-1 cells. Total RNA from aT1-1, aT3-1 and LBT2 cells was extracted and reverse
transcribed. The mRNA levels of Era and Er3 were quantified as indicated in “Materials and Methods.” Results are normalized to Gapdh and are

the mean = SEM of four independent experiments. ANOVA followed by Bonferroni's post hoc comparisons test was performed to compare Era
expression in the different cell lines. Significant difference:“a" p < 0.05 and “b" p < 0.01. Nd: not detected. d Endogenous ERa binds to the a enhancer
chromatin in immature aT3-1 cells. ERa binding on a enhancer chromatin was investigated using ChIP assays in the aT3-1 cell line using the
anti-estrogen receptor alpha ChiP-grade antibody (abcam ab32063). Quantitative PCR was performed using primers targeting the a enhancer
sequence (a enh). Raw gPCR data were normalized to input. The final results were expressed as fold over the control region (Ctr region). Results
are the mean =& SEM of four independent experiments. Significant difference with the control region using Student’s t-test:‘c’ p<0.001. e The

cis-regulatory activity of a enhancer is strictly dependent on Era expression level. aT3-1 cells were transiently co-transfected with control (Pluc—Prl)
or full-length a enhancer (Pluc—a enh) constructs and with scramble or £ra SIRNA. Relative luciferase activity was measured as indicated in “Materials
and Methods!" Results were normalized to control Pluc—Prl plasmid and are the mean = SEM of six independent experiments. Significant difference
with the scramble SIRNA using Student’s t test “c”p < 0.001. f ERa agonist and antagonist modulate a enhancer cis-regulatory activity. aT3-1 cells
were transiently transfected with control (Pluc—Prl) or full-length a enhancer (Pluc—a enh) constructs. Transfected cells were treated with either
vehicle, E2 or ICI 182,780 at the indicated concentrations. Relative luciferase activity was measured as indicated in “Materials and Methods! Results
were normalized for control Pluc—Prl and are the mean = SEM of six independent experiments. ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison
tests was performed to compare drugs at different concentrations against vehicle. Significant difference with the vehicle:‘c”p <0.001
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Mammalian a enhancer sequence alignment
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repression (Fig. 4f). A similar repression could be
observed using the ERa-specific antagonist, MPP dihy-
drochloride (Additional file 5B).

To confirm o enhancer dependency to both ERa and
E2, activities of the WT- and ERE-mutated a enhanc-
ers were assessed in the presence of E2 combined with
ERa over-expression in LBT2 cells. We observed that o
enhancer activity can be significantly induced by ERa
over-expression alone (fold induction compared to basal
of 19.7+3.5, p<0.001, Additional file 3B) and further
increased by ERa over-expression combined with E2
treatment (fold induction compared to basal of 65.1 £ 5.4,
p<0.001, Additional file 3B). Mutation of the ERE abol-
ished ERa and E2 effects on o enhancer cis-regulatory
activity.

In order to investigate whether ERa is sufficient to
activate the endogenous o« enhancer in mature gonado-
trope cells, ERa was over-expressed in LBT2 cells and
the a enhancer chromatin accessibility was assessed by
ATAC-qPCR. We observed that over-expression of ERa
is sufficient to significantly increase a enhancer chroma-
tin accessibility in mature gonadotropes (fold increase in
chromatin accessibility of 2.24+0.4, p<0.01 Additional
file 3C).

These results altogether demonstrate that the «
enhancer is active only in immature gonadotrope cells
and that this activity is regulated by ERa and E2.
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ERa controls Nr5a1 expression through epigenetic
regulation of the a enhancer and 1G promoter

To specifically inhibit ERa binding to the a enhancer,
the ERE motif of a enhancer genomic sequence was
excised using CRISPR/Cas9 in immature gonadotropes.
Two aT3-1 clones (AERE) bearing homozygous dele-
tion of this ERE were retrieved. As expected, the deletion
encompassed the ERE plus four additional bases at each
side (Fig. 5a). ChIP assay showed that ERa enrichment on
a enhancer was dramatically decreased in AERE clones
as compared to WT (99% decrease p <0.001) (Fig. 5b).

Nr5al expression level was then quantified in AERE
clones. Compared to WT clones, Nr5al expression was
decreased by 85% in AERE clones (Fig. 5c, p <0.001).

To further characterize o enhancer regulation by ERq,
epigenetic remodeling at the a enhancer and 1G pro-
moter was then investigated in AERE clones. DNase I
hypersensitivity assay revealed that excision of ERE-
binding site led to a 90% decrease in a enhancer chro-
matin accessibility (Fig. 5d, p<0.001). Comparison of
histone mark decoration of « enhancer between AERE
and WT clones revealed that deletion of ERE did not
impact H3K4mel deposition on the a enhancer (Fig. 5e).
However, a 75% drop in H3K27ac enrichment could be
observed (Fig. 5e, p <0.001).

Binding of the P300 histone acetyltransferase to the a
enhancer was then investigated by ChIP using anti-P300

(See figure on next page.)

Fig. 5 ERa controls Nr5al expression through epigenetic regulation of the a enhancer. a Deletion of the a enhancer ERE-binding site using CRISPR/
Cas9 inimmature aT3-1 cells. Deletion of ERE genomic sequence in a enhancer was carried out in aT3-1 cells using CRISPR/Cas9 and a couple of
specific gRNA flanking the ERE sequence. Untargeting gRNA was used as control. Two independent homozygous clones for both deletion and for
control gRNA were sequenced. The genomic sequences of WT and deleted ERE (A ERE) aT3-1 clones are shown along with the ERE motif and the
SERE-gRNA positions. b Deletion of the a enhancer ERE prevents ERa binding to the enhancer chromatin in immature aT3-1 cells. ERa binding on
a enhancer chromatin was investigated using ChlIP assays in WT and A ERE aT3-1 clones. Quantitative PCR was performed using primers targeting
the a enhancer genomic sequence. Raw gPCR data were normalized to input. The final results were expressed as fold over the control region.
Results are the mean = SEM of six independent experiments. Significant difference with the control region was analyzed using Student’s t-test. “c”
p<0.001. ¢ An intact ERa-binding site in the a enhancer is essential for Nr5al expression in immature aT3-1 cells. Nr5al expression in WT and A ERE
aT3-1 cells was measured by RT-qPCR. Nr5al expression level was normalized to Gapdh. Data are the normalized mean =+ SEM of six independent
experiments. Significant difference with the WT using Student's t-test: “c”p <0.001. d Abolition of the ERa binding site in a enhancer leads to a
strong reduction in the a enhancer chromatin accessibility in immature aT3-1 cells. The a enhancer chromatin accessibility was investigated using
DNAse | hypersensitivity (DNase | HS) assay in WT and A ERE aT3-1 clones. Quantitative PCR was performed using primers targeting the a enhancer
genomic sequence. Raw gPCR data were normalized to input. The final results were expressed as fold over the control region. Results are the

mean = SEM of four independent experiments. Significant difference with the WT using Student’s t-test:“c” p <0.001. e Abolition of the ERa-binding
site in the a enhancer prevents active chromatin marks deposition on the a enhancer and 1G promoter in immature aT3-1 cells. Monomethylation
of Lys4 (H3K4me1), acetylation of Lys27 on histone H3 (H3K27ac) and trimethylation of Lys4 (H3K4me3) epigenetic modifications as well as

binding of P300 and serine 5-phosphorylated RNA polymerase Il (S5P Pol Il) to the a enhancer and/or 1G promoter sequences were studied

using ChiP assays in WT and A ERE aT3-1 clones. Quantitative PCR was performed using sets of primers targeting the a enhancer or 1G promoter
sequence. Raw qPCR data were normalized to input. The final results are expressed as fold over the control region. Results are the mean =+ SEM

of six independent experiments. Significant difference between WT and A ERE aT3-1 clones for each mark and each cis-regulatory element was
studied using Student’s t-test:"b"p <0.01;"c"p < 0.001. f Abolition of the ERa-binding site in the a enhancer leads to CpG hypermethylation of the a
enhancer chromatin in immature aT3-1 cells. Genomic DNA of WT and A ERE aT3-1 clones was extracted and bisulfited. The a enhancer-bisulfited
sequences were amplified and cloned. A minimum of nine clones per cell line was sequenced. Top: schematic representation of the a enhancer
sequence with location of CpG (open-circle lollipops) and of the ERE site. Below is indicated the state of CpG methylation for each cell line,
methylated (black circles) or unmethylated (open circles)
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antibody. P300 was significantly enriched on the «
enhancer in aT3-1 and to a lesser extent in aT1-1 cells
(Additional file 4B, p<0.01). Deletion of ERE led to an
80% decrease in P300 recruitment in «T3-1 cells (Fig. 5e,
p<0.001). CpGs DNA methylation was analyzed in AERE
compared with WT clones (Fig. 5g). Inhibition of ERa
binding led to a hypermethylation of the o enhancer in
immature gonadotropes.

Analysis of the 1G promoter epigenetics revealed that
enhancer repression did not affect H3K4me3 mark depo-
sition. It, however, decreased H3K27ac enrichment on
the 1G promoter (60% decrease p <0.01, Fig. 5e) without
decreasing P300 recruitment. This decrease was associ-
ated with a decrease in serine 5-phosphorylated RNA
polymerase II recruitment to the TSS (60% decrease
p<0.001, Fig. 5e).

Altogether, these results demonstrate that ERa binding
to the o enhancer leads to epigenetic activation of the «
enhancer and 1G promoter leading to Nr5al expression
in immature gonadotropes.

Discussion

Gonadotrope differentiation is a stepwise process tak-
ing place during pituitary development. Gonadotrope
lineage is characterized by the expression of Nr5al, a
mandatory TF for gonadotrope cell identity and matu-
ration [6]. However, the molecular mechanisms trigger-
ing Nr5al expression are still poorly understood. In the
current study, we have analyzed the epigenetic mecha-
nisms implicated in this process. Using three cell lines
recapitulating different stages of gonadotrope differentia-
tion and combining chromatin accessibility analyses with
studies of epigenetic mark deposition and cis-regulatory
activity, we re-evaluated the implication of previously
described Nr5al cis-regulatory sequences and charac-
terized a yet unidentified enhancer element that initi-
ates Nr5al expression at the earliest step of gonadotrope
specification.

NrSal expression has been suggested to be under the
control of the 1G promoter and B enhancer in differenti-
ating gonadotropes [8, 13]. Here, we confirmed that these
two regulatory sequences are indeed activated in mature
LPBT?2 cells. However, we showed that although the Nr5a1l
1G promoter is already active in immature gonadotropes,
this is not true for the B enhancer that does not display
any active chromatin marks or cis-regulatory activity
at this differentiation stage. This demonstrates that, in
immature gonadotropes, molecular mechanisms nec-
essary for  enhancer activity are not yet at work. The
B enhancer is thus not the earliest enhancer triggering
Nr5al expression during gonadotrope specification.

Previous experiments performed by Stallings et al. [9]
demonstrated that genomic fragments encompassing the
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1G promoter are not sufficient to induce Nr5al expres-
sion in vivo in the pituitary. We thus decided to analyze
chromatin accessibility in the Nr5a1 locus using our cel-
lular models of gonadotrope differentiation to search for
new cis-regulatory elements. Among the different poten-
tial cis-regulatory elements showing chromatin acces-
sibility, one enhancer had already been characterized as
a regulator of NrSal expression in fetal Leydig cells [12].
We showed that this FL enhancer is active in immature
and mature cells and repressed in progenitors. It, how-
ever, cannot be implicated in the initiation of Nr5al
expression as it is located inside the genomic fragments
that were tested as negative by Stallings et al. [9]. Inter-
estingly, we identified a previously undescribed enhancer,
the o enhancer, with an intriguing activation pattern: It
is transiently and specifically activated at the immature
stage in vitro. In order to investigate the activation of the
a region in vivo, we studied chromatin accessibility in the
Nr5al locus during mouse pituitary development. Inter-
estingly, the chromatin at the a region was only tran-
siently accessible at E13.5 corresponding to gonadotrope
cell emergence and initiation of Nr5al expression. More-
over, this a enhancer displays bonafide active enhancer
epigenetic mark decorations, with P300 recruitment,
H3K27ac deposition and demethylated CpGs. Using both
deletion and functional assays, we demonstrated that this
enhancer is mandatory for NrSal expression in immature
gonadotropes, contrary to the FL and  enhancers. Alto-
gether, these data demonstrate that the o enhancer is the
earliest activated cis-regulatory sequence of Nr5al gene,
and as such, the earliest cis-regulatory sequence specifi-
cally activated during gonadotrope specification.
According to our work, Nr5al expression would be
dynamically regulated by the sequential recruitment of
two enhancers, the a enhancer during the early steps of
lineage specification and then the B enhancer in mature
gonadotropes. The FL enhancer, which is active during
both stages, might act as a relay during this process. Sup-
porting this hypothesis, a recent work has demonstrated
the involvement of such transiently activated enhancers
during the motor neuron differentiation process [19].
Analysis of the sequence conservation of the a« enhancer
in mammals allowed us to identify an almost perfectly
conserved ERE motif. We demonstrated that ERa binds
to this ERE and that regulation of the « enhancer activ-
ity is estrogen dependent. During mouse embryogenesis,
Esrl is expressed in the developing pituitary from E12.5
onwards [data from GenePaint.org (image C1253.3.4.B)
and Additional file 6A]. However, fetal circulating estro-
gens are believed to be inactive. Yet, active estrogens can
be locally produced either by desulfonation of circulating
estrogens sulfate by the steroid sulfatase (STS) enzyme or
by aromatization of circulating androgens by aromatase.
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Genes encoding both enzymes are expressed in mouse
and rat adult pituitaries [20-22]. Moreover, Sts tran-
scripts (but not of the aromatase coding gene Cyp19al)
are expressed in progenitor and immature gonadotrope
cells (Additional file 6B), supporting the idea that differ-
entiating gonadotropes could locally produce the estro-
gens needed for a enhancer activation.

Interestingly, Nr5al expression has been shown to be
regulated by estrogens in pituitary and testis [23, 24]. In
addition, pituitary Nr5al expression can be affected by
prenatal exposure to estrogenic endocrine-disrupting
chemicals [25]. However, no functional ERE motif was
found in Nr5al promoters. The a enhancer is thus a bon-
afide candidate to mediate estrogen regulation of Nr5al
expression though ERa recruitment.

Here, by precisely deleting ERE motif from the a
enhancer genomic sequence using CRISPR/Cas9
strategy, we successfully inhibited ERa binding. We
observed that ERa binding is mandatory for Nr5al
expression in immature gonadotropes. We further
demonstrated that ERa binding initiates epigenetic
remodeling including P300 recruitment and subse-
quent H3K27ac deposition, maintaining both an open
chromatin state and CpGs hypomethylation. Interest-
ingly, we observed that ERa binding to the a enhancer
also remotely regulates the 1G promoter activity. Data
obtained using quantitative 3C assay strongly suggest
that promoter activation is mediated in part by chro-
matin looping. Recent evidence obtained from studies
in several cellular models [26-28] indicates that ER«
may regulate gene expression mainly through enhancer
activation. It has also been shown in breast cancer cells
that ERa binding to enhancers increases P300 recruit-
ment [29] and decreases DNA CpG methylation [30].
Our data demonstrate that ERa-dependent epigenetic
regulation is also crucial during the earliest step of
gonadotrope lineage specification.

Interestingly, we observed that ERa and P300 already
bind to the o enhancer in progenitor cells and that
CpGs around and inside the ERE motif remain hypo-
methylated. This suggests that ERa binding to the «
enhancer in progenitors protects the ERE from de novo
CpG methylation and allows enhancer pre-activation
by increasing H3K27ac deposition. Very recently, ER«
has been shown to be implicated in a biphasic recruit-
ment of P300 on enhancers [31]: Binding of ER«a first
leads to P300 recruitment and histone acetylation,
promoting initial enhancer pre-activation; then, ER«
co-activators are recruited to reinforce P300 binding,
leading to enhancer maturation and full activation.

Over-expression of ERa combined to E2 treatment
in the progenitor cell line is not sufficient to induce
NrSal expression (data not shown), suggesting that
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ERa is not able to activate the endogenous a enhancer
in a repressed chromatin environment. This is con-
sistent with several works, showing that ERa requires
pioneer TFs to bind to nucleosome-masked ERE sites
[32]. Thus, these mandatory pioneer factors might not
yet be expressed in the progenitor cells. Based on our
study, we can hypothesize that the a enhancer is in a
bivalent state in progenitor gonadotropes, silent yet
prone to be activated by recruitment of ERa co-acti-
vators (Fig. 6). By contrast, over-expression of ERa is
sufficient to re-activate the a enhancer in the mature
gonadotropes. This suggests that in mature gon-
adotropes, the absence of ERa expression prevents o
enhancer activation although the required co-activa-
tors or pioneer factors remain expressed at this stage.
Moreover, as ERa is known to be expressed in adult
gonadotropes, it would suggest that a enhancer might
be recruited again in adulthood to regulate dynami-
cally Nr5al expression at important stages of repro-
ductive life.

Molecular mechanisms implicated in a enhancer
activation and inhibition are in current investigation
and should lead to the identification of new actors of
gonadotrope lineage specification and function.

Conclusions

Gonadotrope cell specification is still not well under-
stood, and although key TFs and signaling pathways
have been identified, the molecular events implicated
in the very early steps of this lineage commitment
remain elusive. Deciphering the dynamic of the regu-
latory enhancer network during gonadotrope specifi-
cation should significantly improve the understanding
of this process. This knowledge is critical for efficient
reprogramming of stem cells into mature gonadotropes
that would have important therapeutic applications.

Methods

Cell cultures

The aT1-1, aT3-1 and LBT2 mouse gonadotrope cell
lines (generously given by P. Mellon, University of Cali-
fornia, La Jolla, CA) were grown in monolayer cultures
using high-glucose DMEM supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS) and 0.2% penicillin/strepto-
mycin, at 37 °C with 5% CO,.

Antibodies
Antibodies were purchased from Abcam: anti-
H3K4mel ab8895; anti-H3K4me3 ab8580; anti-

H3K27ac ab4729; anti-Polll S-5-P ab5131; anti-ER«x
ab32063; anti-KAT3B ab19541, and from Santa Cruz:
anti-GAPDH sc-25778.
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Progenitors

Bivalent a enhancer

~

Inactive 1G promoter

Fig. 6 Schematic representation of the epigenetic mechanisms triggering Nr5al expression during the early steps of gonadotrope specification.
In progenitors, the chromatin of the Nr5aT locus is mainly in a repressed conformation: It is not yet accessible to TFs, DNA is methylated, and the
gene is not expressed. While the promoter does not yet bear any epigenetic marks of activation, the a enhancer is already primed. Interestingly,
the a enhancer is already looping on the pituitary 1G promoter and a limited chromatin accessibility of the a enhancer allows some binding of
ligand-activated ERa. ERa recruits only a limited amount of P300 on the enhancer, allowing a low level of histone acetylation. The a enhancer is
thus in a bivalent state and the gene is on the verge of activation. In immature gonadotropes, CpGs are demethylated and chromatin accessibility
on the a enhancer increased dramatically, as well as P300 recruitment and histone acetylation. These epigenetic modifications are ERa dependent.
Activation of the a enhancer allows histone acetylation and recruitment of RNA Pol Il on the pituitary 1G promoter and hence Nr5al transcription.
The transition between a enhancer-repressed and activated states is probably due in part to recruitment of ERa co-activators that would be

repressed or not yet expressed in progenitors

Immature gonadotropes

Active a enhancer

Active 1G promoter

ATAC-seq

Assay for transposase-accessible chromatin with
high-throughput sequencing analysis was performed
as described [33]. Briefly, 50,000 nuclei from aT1-1,
aT3-1 and LBT2 cell lines were transposed using Illu-
mina Nextera Transposase. Library fragments were
amplified using NEBnext PCR master mix and custom
Nextera PCR primers. Sequencing was performed on
a NextSeq 500 system at the ICM iGenSeq core facil-
ity from Paris. Three independent replicates were done
for each line. Data analysis was performed according
to Buenrostro et al. [33]. Briefly, ATAC-seq reads were
mapped on mouse genome mm9 using Bowtie 2 [34]
and peak calling was done using MACS2 [35]. Peaks
were then tested for consistency among three inde-
pendent replicates, and data visualization was done
using IVG software [36].

ATAC-qPCR

Pregnant mice of the SWISS background at 12.5, 13.5
and 14.5 days post coitum were purchased from Jan-
vier Labs. Mice were killed by cerebral dislocation and
embryos retrieved and anesthetized in ice-cold PBS.

Developing pituitaries were dissected under magnifica-
tion glasses. Six pituitaries from age-matched embryos
were pooled and cells dispersed in high-glucose DMEM
with 10% FBS supplemented with 1 mg/mL collagenase
D and 40 U/mL DNase I for 30 min at 37 °C. Transpo-
sition, amplification and libraries were performed as
described [33]. The experiment was performed three
times independently in triplicates.

For each genomic region, specific enrichments were
quantified by real-time PCR using LightCycler 480
Instrument (Roche Diagnostics) and Takyon No ROX
SYBR master mix (Eurogentec). Specific primers are
described in Additional file 7. Raw qPCR data were nor-
malized to control region and to E12.5 stage of devel-
opment. The control region, already used in [14], is
located at mm9 chr11:111,296,111-111,296,224 and
is a region that displays neither enrichment for histone
modifications, TF binding or chromatin accessibility
so far on every tested tissues or cell types according to
the ENCODE data. Change in chromatin accessibility
between E12.5 and E13.5 or E12.5 and E14.5 embryonic
stages was compared using a Mann—Whitney test.
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DNase | hypersensitivity assay

DNase I-sensitive assay was performed as described
[14]. Briefly, 50,000 nuclei were digested with 1 U RQ1
DNase I (Promega) for 5 min at 32 °C. DNA was then
extracted by proteinase K treatment and phenol/chloro-
form extraction. DNA fragments were segregated by size
by centrifugation for 24 h at 25,000 g on a 9% sucrose
cushion. A 500-pL fraction representing fragments of
less than 1000 bp was collected at the top of the gradi-
ent and precipitated. The experiment was performed in
triplicates on two independent clones. The « enhancer
sequence enrichment in the purified DNA fractions was
quantified by real-time PCR. Primers are described in
Additional file 7.

Chromatin immunoprecipitation

ChIP experiments were performed as described [14].
Briefly, 20 million cells were cross-linked with 1% for-
maldehyde for 10 min (or 30 min for P300 ChIP) at 37 °C,
and then, formaldehyde was quenched by adding glycine
(125 mM final). After nuclei extraction and lysis, chroma-
tin was sheared by five 25-s rounds of sonication at 50%
setting with a Bioblock Scientific Vibra-Cell sonicator.
About 50 pg of chromatin for histone chromatin epigenetic
marks and 100 g for TFs along with 5 pg of antibodies per
immunoprecipitation were combined. Immunoprecipita-
tion was carried out at 4 °C overnight using Dynabeads""
Protein G (Invitrogen, ThermoFisher Scientific). After
extensive washings and elution, chromatin cross-linking
was reverted by heat and DNA purified using phenol/chlo-
roform extraction and precipitation. Each ChIP experi-
ment was performed at least six times independently.

For each genomic region, specific enrichments were
quantified by real-time PCR. Specific primers are
described in Additional file 7. Raw qPCR data were nor-
malized to chromatin inputs and control region and were
then compared using ANOVA followed by Dunnett’s
multiple comparison, performed independently for each
cell line and each histone marks or TF after checking for
normal distribution using Kolmogorov—Smirnov test.

Luciferase reporter assay
Cloning of the cis-regulatory region: Genomic regions
encompassing each potential cis-regulatory element were
amplified from mouse DNA and cloned upstream from a
minimal prolactin promoter (Prl) in the pGL3-basic vec-
tor (Promega) as previously described [37]. Truncated
regions were obtained by PCR or fusion PCR. Primers
for amplifications and truncations are described in Addi-
tional file 7.

Cell transfection: Briefly, 50,000 cells were transiently
transfected in 96-well plates with 100 ng/well of pGL3
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plasmids along with 5 ng/well of pRL-SV Renilla plas-
mid as an internal control for normalization, using
Lipofectamine® 2000 (ThermoFisher Scientific) accord-
ing to the manufacturer’s protocol. When indicated, cells
were co-transfected with either Dharmacon ON-TAR-
GETplus non-targeting control SiRNAs (D-001810-01-
05) or ON-TARGETplus Esrl SiRNA (LQ-058688-01) at
10 pmol/well. When indicated, 24 h after transfection,
cells were treated with either vehicle, E2, ICI 182,780
or MPP dihydrochloride at the indicated concentra-
tions in complete steroid-containing or steroid-deprived
medium. At 48 h after transfection, firefly and Renilla
luciferase activities were measured using the Dual-Lucif-
erase Reporter Assay System (Promega) according to the
manufacturer’s instructions. Each experiment was per-
formed six times independently in quadruplicates. Data
were normalized to Renilla and control Pluc—Prl plas-
mid level for each condition. Normal distribution was
checked using Kolmogorov—Smirnov test, and ANOVA
followed by Dunnett’s multiple comparison tests was
performed independently for each cell line and each
condition.

Bisulfite conversion of genomic DNA and sequencing

DNA methylation was performed as described previously
[15]. Bisulfited fragments were cloned into pGEM-T Easy
vector (Promega). At least five clones per cell line were
selected and sequenced to determine the state of CpG
methylation. Primers used for bisulfited DNA amplifica-
tion are listed in Additional file 7.

Quantitative chromatin conformation capture

3C experiments were conducted as described [38].
Briefly, 10 million cells were cross-linked with 2% for-
maldehyde for 10 min at 25 °C, and formaldehyde was
then quenched by adding glycine (125 mM final). After
nuclei extraction, restriction using 750 U of HindIII
was carried out overnight at 37 °C under gentle agita-
tion. After enzyme inactivation, in nucleus ligations
were performed overnight at 16 °C. Chromatin cross-
linking was reverted by heat and DNA purified using
phenol/chloroform extraction and precipitation. A
BAC library containing all possible chimeric fragments
in equal amount was generated as followed: About
10 pg of RP23 225F7 Nr5al BAC (gift from Dr CT.
Gross, EMBL, Italy) was restricted with HindIII, reli-
gated and used as a control PCR template. For each cell
line, four independent experiments were performed
in triplicates. Chimeric DNA fragments quantification
was carried out using specific primers encompassing
the HindlIII restriction sites on both the a enhancer and
tested regions by qPCR. The BAC library was used as
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a standard for unbiased concentration estimation. Data
were normalized to the a enhancer and internal control
Ci chimeric fragment level and analyzed using Kolmog-
orov—Smirnov test and ANOVA followed by Dunnett’s
multiple comparison tests.

CRISPR/Cas9 deletions and dCas9-LSD1 enhancer
inhibition

pLV hUbC-Cas9-T2A-GFP (#53190), pLV hUbC-dCas9-
T2A-GFP (#53191) and pSPgRNA (#47108) plasmids
[39] were purchased from Addgene. The Lsdl cod-
ing sequence was amplified from pET15B-hLSD1 (gift
from Dr. Y. Shi, Harvard Medical School, Boston, USA)
and cloned in frame of the C terminus of dCas9 in the
pLV hUbC-dCas9-T2A-GFP plasmid. The specific guide
RNAs were designed using CCTop online tool [40] and
cloned in pSPgRNA plasmid.

About 5 million aT3-1 cells were electroporated with
the Cas9 expression vector and sgRNA plasmids at a ratio
of 1.5:8.5 ug using a Neon® Transfection System (Invit-
rogen) according to the manufacturer’s protocol (two
pulses at 1500 mV for 15 ms). The empty pSPgRNA was
used as control. At 48 h post-transfection, GFP-positive
cells were sorted using the FACS Aria II on the PIC2
facility of the Unit of Functional and Adaptive Biology.

For enhancer deletion studies, sorted cells were plated
at low density and expanded. Single colonies were tested
for deletion by PCR. A minimum of two independent
homozygous clones were selected.

For enhancer decommissioning assay, sorted cells
were directly processed for RNA extractions. These
experiments were performed in triplicates, three times
independently.

RNA extraction and mRNA quantification

Total RNA was isolated from cells using Trizol reagent
according to the manufacturer’s protocol. RNAs (1 pg)
were reverse transcribed with SuperScript II reverse
transcriptase (Invitrogen) using random primers accord-
ing to the manufacturer’s instructions. Specific prim-
ers for qPCR quantification are described in Additional
file 7. For each cell line, experiments were conducted four
times independently in triplicates.

Protein extraction and western blot

Cellular proteins were extracted in Laemmli buffer and
separated on a 10% SDS—PAGE. After transfer, nitrocel-
lulose membranes were incubated with anti-ERa (1:1000)
or  anti-glyceraldehyde-3-phosphate = dehydrogenase
(GAPDH; 1:3000) antibody in Tris-buffered saline con-
taining 0.01% Tween 20 (TBS-T) supplemented with 5%
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milk overnight at 4 °C. After extensive washing, blots were
incubated with a horseradish peroxidase-conjugated sec-
ondary antibody (GE healthcare #NA934V) in TBS-T/5%
milk for 60 min at a room temperature and then washed.
Immunodetection was performed using an enhanced
chemiluminescence detection system (GE Healthcare).

Immunohistochemistry staining of ERa

E12.5, E13.5 and E14.5 mouse embryos were proceeded
for paraffin-embedded classical histology and were sec-
tioned into 5-pm thickness. The sections were mounted
on positively charged slides. The slides were depar-
affinized using Histolemon and re-hydrated. Epitopes
retrieval was performed by incubation in 0.05% citra-
conic anhydride buffer (pH 7.4) at 100 °C for 15 min.
Endogenous peroxidase was inhibited by incubation
in 30% H,0, for 20 min. Endogenous biotin molecules
were blocked with endogenous avidin/biotin blocking
kit (ab64212), and non-specific binding was blocked by
incubation with 10% goat serum diluted in PBS for 1 h.
Subsequently, the sections were incubated overnight in
a humid chamber at RT 1 h with ERa antibody (1/200;
ab32063 abcam). Sections were extensively washed and
incubated for 1h with the biotinylated anti-rabbit IgG
secondary antibody (1/500; ab97049 abcam). Sections
were extensively washed and incubated 1 h with HRP-
conjugated streptavidin (1/1000; ab7403 abcam). The
sections were finally treated with diaminobenzidine in
the dark, washed, then rapidly counterstained with May-
er’s Hemalun and mounted in Eukitt medium.

Additional files

Additional file 1. Differential chromatin accessibility in gonadotropes
expressed gene locus during specification. Chromatin accessibility was
investigated by assay for transposase-accessible chromatin with high-
throughput sequencing (ATAC-seq) in aT1-1, aT3-1 and LBT2 gonado-
trope cell lines. ATAC-seq tracks are shown for Is/1, Cga, Gnrhr and Lhb

loci. Accessible chromatin regions identified from ATAC-seq results are
shown for each cell line under each track (respectively, in gray, blue and
yellow). In the last lane is shown genes structure (exon in blue boxes) with
proximal promoters (red boxes).

Additional file 2. AThe 3’ peak in Nr5al a enhancer is inactive, while

the 5’ peak displays differential cis-regulatory activity depending on
gonadotrope differentiation stage. aT1-1, aT3-1 and LBT2 cells were
transiently transfected with 5" and 3’ peaks of the a region cloned in a
pGL3b luciferase reporter system containing a minimal prolactin promoter
(Pluc—Prl). Relative luciferase activity was measured as indicated in “Materi-
als and Methods! ANOVA followed by Dunnett's multiple comparison tests
was performed independently for each cell line. Results are normalized

to control Pluc—Prl plasmid and are the mean & SEM of six independent
experiments. Significant difference with the control construct:"c” p <0.001.
B Deletion of the a enhancer using CRISPR/Cas9 in immature aT3-1 cells.
Genomic sequences of the a enhancer of WT and a gRNAT-gRNA3- or

a gRNA2-gRNA4-deleted aT3-1 clones were amplified and sequenced.
The aligned genomic sequences of WT and deleted clones are shown
along with the SERE-gRNA positions. C Schematic representation of the a
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enhancer predicted transcription factor binding sites for 31 mammals
species. The a enhancer 65-bp core sequences for 31 mammalian
species were analyzed using cisBP online library (18). Predicted TFBS are
represented according to the position. Only the conserved DNA based
is indicated.

Additional file 3. A The a enhancer is an inactive enhancer of Nr5al

in mature LBT2 cells. The a and the 3 enhancers were decommis-
sioned in LPBT2 cells using CRISPR/dCas9 fused with the lysine-specific
histone demethylase LSD1 coding sequence (dCas9-LSD1). The
dCas9-LSD1 was targeted to the a enhancer genomic sequence using
the a gRNAT-gRNA3 gRNA couple and to the 3 enhancer genomic
sequence using the B gRNAT-gRNA3 gRNA couple. Untargeting
control gRNA (Ctr gRNA) was used as control. The 25% highly trans-
fected cells were retrieved using cytometry cell sorting and tested for
Nr5al expression by RT-qPCR. Nr5al expression level was normalized
to Gapdh. Data are the normalized mean =+ SEM of three independ-
ent experiments and are compared to cells transfected with control
untargeting gRNA using Student’s t test"b" p<0.01. B The cis-regulatory
activity of the a enhancer is strictly dependent on Era expression

level and E2 in mature gonadotrope cells. LBT2 cells were transiently
transfected with control (Pluc-Prl), full-length a enhancer (Pluc-a enh)
or the mutated a enhancer (Pluc—a enh MutERE) constructs along with
psg5 ERa expression plasmid or psg5 control plasmid in a steroid-
deprived medium. Transfected cells were treated with either vehicle

or E2 at 1 nM. Relative luciferase activity was measured as indicated
in"Materials and Methods! Results are normalized to corresponding
Pluc—Prl plasmid and are the mean 4 SEM of six independent experi-
ments. ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison tests was
performed: significant difference with the vehicle condition (gray bar):
‘c"p<0.001. C ERa expression is sufficient to activate endogenous a
enhancer in mature gonadotrope cells. LBT2 cells were transiently
co-transfected with control (psg5), or psg5-ERa expression plasmid
and pEGFP-N1. An ATAC assay followed by real-time PCR quantification
(ATAC-gPCR) was performed on the 25% highly transfected GFP cells
retrieved using cytometry cell sorting. Quantitative PCR was performed
using primers targeting Nral a and 3 enhancers. Raw gPCR data were
normalized to control region. Results are the mean & SEM of three
independent experiments. Significant difference with the control psg5
transfected condition"b"p<0.01.

Additional file 4. A ERa binds to the a enhancer in progenitor aT1-1
gonadotropes. ERa binding on the a enhancer chromatin was investi-
gated using ChiP assays in aT1-1 cells. Quantitative PCR was performed
using primers targeting the a enhancer genomic sequence. Raw

gPCR data were normalized to input. The final results were expressed
as fold over the control region. Results are the mean 4 SEM of three
independent experiments in triplicates. Significant difference with the
control region was analyzed using Student’s t-test:"b”p <0.01. B P300
binds to a enhancer in progenitor aT1-1 gonadotropes. P300 binding
on the a enhancer chromatin was investigated using ChIP assays in
aT1-1 cells. Quantitative PCR was performed using primers targeting
the a enhancer genomic sequence. Raw qPCR data were normalized to
input. The final results were expressed as fold over the control region.
Results are the mean = SEM of three independent experiments in
triplicates. Significant difference with the control region was analyzed
using Student’s t-test:‘c” p <0.001. C The cis-regulatory activity of the

a enhancer is dependent on Era expression level in progenitor aT1-1
gonadotropes. aT1-1 cells were transiently co-transfected with control
(Pluc=Prl) or full-length a enhancer (Pluc—a enh) Pluc constructs and
with scramble or £ra SIRNA. Relative luciferase activity was measured

as indicated in “Materials and Methods." Results were normalized to
control Pluc—Prl plasmid and are the mean 4 SEM of three independent
experiments in quadruplicates. Significant difference with the scramble
SiRNA using Student’s t-test ‘c”p <0.001.

Additional file 5. A Knockdown efficiency of ERa SiRNA in aT3-1 cells.
aT3-1 cells were transiently transfected in duplicates with scramble or
Era SIRNA. Proteins were extracted 48 h later. Western blots for ERa and
GAPDH immunodetection were performed as indicated in “Materi-

als and Methods! Top: ERa immunodetection: The 66-kDa and the

36-kDa isoforms are expressed in aT3-1 cells. Era SIRNA allows efficient
knockdown of both isoforms. Bottom: GAPDH immunodetection for
normalization. B ERa specific antagonist MPP dihydrochloride modulates
aenhancer cis-regulatory activity. aT3-1 cells were transiently transfected
with control (Prl) or full-length a enhancer (a enh) Pluc constructs. Trans-
fected cells were treated with either vehicle or MPP dihydrochloride at
the indicated concentrations. Relative luciferase activity was measured as
indicated in "Materials and Methods! Results were normalized for control
Pluc-Prl-luc and are the mean =+ SEM of six independent experiments in
quadruplicates. ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison tests
was performed to compare drugs at different concentrations against
vehicle condition. Significant difference with the vehicle:"c"p < 0.001.

Additional file 6. A ERa expression in the developing mouse pituitary.
ERa immunohistochemistry analysis of pituitaries of embryos at E12.5,
E13.5and E14.5. ERais expressed at E12.5, E13.5 and E14.5 in the develop-
ing pituitary. Negative controls with no ERa antibodies were performed
and yielded no signal (data not shown). Magnification: 600X. B Cyp19al
and Sts expression during gonadotrope cell differentiation. Cyp79a7 and
Sts expressions in aT1-1,aT3-1 and LBT2 cells were measured by RT-
gPCR. Expression level was normalized to Gapdh. Data are the normalized
mean =+ SEM of three independent experiments. Significant difference
with water:“c”" p<0.001. Nd: not detected.

Additional file 7. Primers used in this study.
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ATAC-seq analysis of chromatin accessibility of genes expressed in gonadotrope cells

Chromosome p— e IS S S L1 o e
ahT1-1 cells [y - L_WM_ o B |
aT3-1cells Lab oo, A.‘L QL,A_.__ vt e P cereeee] _m______“_,_mmhm‘._ I .
LBT2 cells .L..AM L‘...W M_.M,m,m,,m,m “A_JJL

Loci Isl1 R Cga o Gnrhr _Lﬁ“:m

Additional file 1. Differential chromatin accessibility in gonadotropes expressed gene locus during specification. Chromatin
accessibility was investigated by assay for transposase-accessible chromatin with high-throughput sequencing (ATAC-seq) in aT1-
1, aT3-1 and LBT2 gonadotrope cell lines. ATAC-seq tracks are shown for Isl1, Cga, Gnrhr and Lhb loci. Accessible chromatin
regions identified from ATAC-seq results are shown for each cell line under each track (respectively, in gray, blue and yellow). In

the last lane is shown genes structure (exon in blue boxes) with proximal promoters (red boxes).
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Additional file 2. A The 3’ peak in Nr5al a enhancer is inactive, while the 5’ peak displays differential cis-regulatory activity
depending on gonadotrope differentiation stage. aT1-1, aT3-1 and LBT2 cells were transiently transfected with 5’ and 3’ peaks of
the a region cloned in a pGL3b luciferase reporter system containing a minimal prolactin promoter (Pluc—Prl). Relative luciferase
activity was measured as indicated in “Materials and Methods.” ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison tests was
performed independently for each cell line. Results are normalized to control Pluc—Prl plasmid and are the mean + SEM of six
independent experiments. Significant difference with the control construct: “c” p <0.001. B Deletion of the a enhancer using
CRISPR/Cas9 in immature oT3-1 cells. Genomic sequences of the o enhancer of WT and a gRNA1-gRNA3- or a gRNA2—gRNA4-
deleted aT3-1 clones were amplified and sequenced. The aligned genomic sequences of WT and deleted clones are shown along
with the 6ERE—gRNA positions. C Schematic representation of the a enhancer predicted transcription factor binding sites for 31
mammals species. The a enhancer 65-bp core sequences for 31 mammalian species were analyzed using cisBP online library (18).
Predicted TFBS are represented according to the position. Only the conserved DNA based is indicated.
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Enhancer inhibiton by dCas9-LSD1 Luciferase assay
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Additional file 3. A The a enhancer is an inactive enhancer of Nr5al in mature LBT2 cells. The a and the B enhancers were
decommissioned in LBT2 cells using CRISPR/dCas9 fused with the lysine-specific histone demethylase LSD1 coding sequence
(dCas9-LSD1). The dCas9—-LSD1 was targeted to the a enhancer genomic sequence using the a gRNA1-gRNA3 gRNA couple and to
the B enhancer genomic sequence using the B gRNA1-gRNA3 gRNA couple. Untargeting control gRNA (Ctr gRNA) was used as
control. The 25% highly transfected cells were retrieved using cytometry cell sorting and tested for Nr5al expression by RT-qPCR.
Nr5al expression level was normalized to Gapdh. Data are the normalized mean + SEM of three independent experiments and
are compared to cells transfected with control untargeting gRNA using Student’s t test “b” p < 0.01. B The cis-regulatory activity of
the a enhancer is strictly dependent on Era expression level and E2 in mature gonadotrope cells. LBT2 cells were transiently
transfected with control (Pluc—Prl), full-length a enhancer (Pluc—a enh) or the mutated a enhancer (Pluc—a enh MutERE)
constructs along with psg5 ERa expression plasmid or psg5 control plasmid in a steroid-deprived medium. Transfected cells were
treated with either vehicle or E2 at 1 nM. Relative luciferase activity was measured as indicated in “Materials and Methods.”
Results are normalized to corresponding Pluc—Prl plasmid and are the mean £ SEM of six independent experiments. ANOVA
followed by Dunnett’s multiple comparison tests was performed: significant difference with the vehicle condition (gray bar): “c”
p <0.001. C ERa expression is sufficient to activate endogenous a enhancer in mature gonadotrope cells. LBT2 cells were
transiently co-transfected with control (psg5), or psg5-ERa expression plasmid and pEGFP-N1. An ATAC assay followed by real-
time PCR quantification (ATAC-qPCR) was performed on the 25% highly transfected GFP cells retrieved using cytometry cell
sorting. Quantitative PCR was performed using primers targeting Nr5al a and B enhancers. Raw gPCR data were normalized to
control region. Results are the mean + SEM of three independent experiments. Significant difference with the control psg5
transfected condition “b” p < 0.01.
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Additional file 4. A ERa binds to the a enhancer in progenitor aT1-1 gonadotropes. ERa binding on the a enhancer chromatin
was investigated using ChIP assays in aT1-1 cells. Quantitative PCR was performed using primers targeting the a enhancer
genomic sequence. Raw qPCR data were normalized to input. The final results were expressed as fold over the control region.
Results are the mean £ SEM of three independent experiments in triplicates. Significant difference with the control region was
analyzed using Student’s t-test: “b” p < 0.01. B P300 binds to a enhancer in progenitor aT1-1 gonadotropes. P300 binding on the
a enhancer chromatin was investigated using ChlP assays in aT1-1 cells. Quantitative PCR was performed using primers targeting
the a enhancer genomic sequence. Raw qPCR data were normalized to input. The final results were expressed as fold over the
control region. Results are the mean + SEM of three independent experiments in triplicates. Significant difference with the control
region was analyzed using Student’s t-test: “c” p<0.001. C The cis-regulatory activity of the a enhancer is dependent on Era
expression level in progenitor aT1-1 gonadotropes. aT1-1 cells were transiently co-transfected with control (Pluc—Prl) or full-
length a enhancer (Pluc—a enh) Pluc constructs and with scramble or Era SiRNA. Relative luciferase activity was measured as
indicated in “Materials and Methods.” Results were normalized to control Pluc—Prl plasmid and are the mean + SEM of three
independent experiments in quadruplicates. Significant difference with the scramble SiRNA using Student’s t-test “c” p < 0.001.
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A Western-Blot B Luciferase assay
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Additional file 5. A Knockdown efficiency of ERa SiRNA in aT3-1 cells. aT3-1 cells were transiently transfected in duplicates with
scramble or Era SiRNA. Proteins were extracted 48 h later. Western blots for ERa and GAPDH immunodetection were performed
as indicated in “Materials and Methods.” Top: ERa immunodetection: The 66-kDa and the 36-kDa isoforms are expressed in aT3—
1 cells. Era SiRNA allows efficient knockdown of both isoforms. Bottom: GAPDH immunodetection for normalization. B ERa
specific antagonist MPP dihydrochloride modulates a enhancer cis-regulatory activity. aT3-1 cells were transiently transfected
with control (Prl) or full-length a enhancer (a enh) Pluc constructs. Transfected cells were treated with either vehicle or MPP
dihydrochloride at the indicated concentrations. Relative luciferase activity was measured as indicated in “Materials and
Methods.” Results were normalized for control Pluc—Prl-luc and are the meanSEM of six independent experiments in
quadruplicates. ANOVA followed by Dunnett’'s multiple comparison tests was performed to compare drugs at different
concentrations against vehicle condition. Significant difference with the vehicle: “c” p < 0.001.
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Additional file 6. A ERa expression in the developing mouse pituitary. ERa immunohistochemistry analysis of pituitaries of
embryos at E12.5, E13.5 and E14.5. ERa is expressed at E12.5, E13.5 and E14.5 in the developing pituitary. Negative controls with
no ERa antibodies were performed and yielded no signal (data not shown). Magnification: 600X. B Cyp19al and Sts expression
during gonadotrope cell differentiation. Cyp19al and Sts expressions in aT1-1, aT3—-1 and LBT2 cells were measured by RT-qPCR.
Expression level was normalized to Gapdh. Data are the normalized mean + SEM of three independent experiments. Significant
difference with water: “c” p < 0.001. Nd: not detected.
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Additional file 7. Primers used in this study.

Primers for amplification and cloning in pGL3

FLEnhancer F ATGATGAAGCTTCCTAGTGAGCCACTGGAGGA
FLEnhancer R ATGATGACCGGTAGCTGTGGAGACCCCATTC
Prom1G F ATGATGGGTGACCCTGGTGGCTAAGGAG

Prom1G R CATCATCTCGAGGTTCTTGTCCTCCCC

aEnhancer peak1 F AAGTGCAAGCTTTGCCCGATTGTTTCAATGCAGA
aEnhancer peak1 R TGCCAAGGTCACCGATACTCATGGGACAGATAGTCA
aEnhancer peak2 F CATCTACAAGCTTAGGCCGGAGAGCTGATTCGGCA
aEnhancer peak2 R GGAAATGGTCACCACAGTCAGTCATCAGTTCCT
BEnhancer F ATGATGAAGCTTAGGGAAGGGAGGAGG

BEnhancer R CATCATGGTCACCTTGTCACCAAACCCC

aEnhancer +65 F ATGATGAAGCTTAGCTGAGGTCTGGGTAGAGT
aEnhancer +65 R ATGATGGGTGACCAGGTCACATCGACCTGGGT
aEnhancer A65 F GGGCCAGCCAGCCCCTTCTGCCAAGGCTC
aEnhancer A65 R GAGCCTTGGCAGAAGGGGCTGGCTGGCCC
aEnhancer mutERE F CTGGGCACCCAGATCAATGTGATCTCTCTGCCT
aEnhancer mutERE R AGGCAGAGAGATCACATTGATCTGGGTGCCCAG

Primers for ChIP qPCR, ATAC-qPCR and DNASE | HS-qPCR

Control region F TGCATAAATCAAATGCCCATA
Control region R GCAAAGGTGATTTGCAGAAA
FL Enhancer F CGTGTGCGCTTTGAGATAAA
FL Enhancer R GGGCTGAACCTCTAGCCTTG
PromPit F CTTCCCCACTGAGGCTTTCT
PromPit R CACCAGACCAGATGGCTTTT
EnhAlpha F ATAAGACGGTCACAGTGGCA
EnhAlpha R CCTATGCCTGAGATGGGGAC
EnhBeta F AGGGATTAGAGGGCCAAGAG
EnhBeta R GGGTCACTCATCTGCTTTCC

Primers used for bisulfite converted DNA amplification

Sf1 alpha MethylF1 TTGGTTAAAAGGAAAATGGAGTA
Sf1 alpha MethylR1 CCAAAAAAAAACCCAACAAA

Sf1 Leydig MethylF1 GAGGAAAAGTTAGTAGGTTTAAT
Sf1 Leydig MethyIR1 CTAATAATAAAAAAAACCCCC
SfProPit51 TTGAAAAGTTATTTGGTTTGGTGTA
RSfProPit31 AAACACCCACTCCAACCCTATATT

Primers used for gRNAs

gRNA a enhancer 1 F caccGCCACTGTGACCGTCTTAT
gRNA a enhancer 1 R aaacATAAGACGGTCACAGTGGC
gRNA a enhancer 2 F caccGAGAATGCTCAACCCTGCT
gRNA a enhancer 2 R aaacAGCAGGGTTGAGCATTCTC
gRNA a enhancer 3 F caccGAGCGCATGACCAGGTGAA
gRNA a enhancer 3 R aaacTTCACCTGGTCATGCGCTC
gRNA a enhancer 4 F caccGATCAGGAAATGATGGTTG

gRNA a enhancer 4 R aaacCAACCATCATTTCCTGATC






gRNA B enhancer 1 F
gRNA B enhancer 1 R
gRNA B enhancer 2 F
gRNA B enhancer 2 R
DeltaERE aEnh 1 F
DeltaERE aEnh 1R
DeltaERE aEnh 2 F
DeltaERE aEnh 2R
gRNA FL enhancer 1 F
gRNA FL enhancer 1 R
gRNA FL enhancer 2 F
gRNA FL enhancer 2 R
gRNA FL enhancer 3 F
gRNA FL enhancer 3 R
gRNA FL enhancer 4 F
gRNA FL enhancer 4 R

Primers used for gqRT-PCR

mGapdh F
mGapdh R
mNr5a1 F
mNr5a1 R
mEsr1 F
mEsr1 R
mEsr2 F
mEsr2 R
mSts F
mSts R
mCyp19a1 F
mCyp19a1 R

Primers used for 3C

3C Ce
3CFL
3C1G
3C aenh
3CCi

caccGAGCTGGGCCTGAGTCGTA
aaacTACGACTCAGGCCCAGCTC
caccGTAGGCTCCGAGGGCTGGG
aaacCCCAGCCCTCGGAGCCTAC
caccGCTGCAGGGCTGGGCACCC
aaacGGGTGCCCAGCCCTGCAGC
caccGCCTTGGCAGAAGGCAGAG
aaacCTCTGCCTTCTGCCAAGGC
caccGGTATTCTCATCTACGAGT
aaacACTCGTAGATGAGAATACC
caccGCTACTTCTCAAGACGGAG
aaacCTCCGTCTTGAGAAGTAGC
caccGGTCTTCCTTACCATTAGC
aaacGCTAATGGTAAGGAAGACC
caccGTAAGCTCAGCTTCGACGC
aaacGCGTCGAAGCTGAGCTTAC

AAATGGTGAAGGTCGGTGTG
GTCGTTGATGGCAACAATCTC
TTACACGTGCACCGAGAGTC
TGCTTTCTTCTGCTGCTTCA
TCCCATATCCGGCACATGAG
CATCCAACATCTCCAGGAGC
GTCAGGCACATCAGTAACAA
GGGAGCCCTCTTTGCTCTTA
AGCACGAGTTCCTGTTCCACT
AAGTTGGGCGTGAAGTAGAAGGC
TACTTCATGTTACTTCTCGTCGC
TATCCTCGATCTTTATGTCTCTGTCAC

TCTCGAAGCTGATCAGTGCA
CACAGAAGGGCAAGCAATGT
AACTGGACTAGCAAACGGGA
GGAGTATGAGAGGGCAGGAC
CCATTTGTTTCTGGCAGGTT
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ERO orchestre les mécanismes
épigénétiques qui déclenchent
Pexpression du gene Sf-1 au
cours de la différenciation

du lignage gonadotrope

hypophysaire

Vincent Pacini, Florence Petit, Bruno Quérat,
Jean-Noél Laverriere, Joélle Cohen-Tannoudji, David L’hGte

> L’hypophyse est une glande endocrine
située a I'interface entre le systéme ner-
veux central et différents tissus cibles.
Elle comporte six types cellulaires endo-
crines différents contrélant des fonc-
tions essentielles du vivant. La fonction
de reproduction est sous le controle des
cellules gonadotropes hypophysaires
qui, en réponse a la neuro-hormone
hypothalamique GnRH (gonadotro-
pin-releasing hormone), synthétisent
et sécrétent les deux hormones gona-
dotropes, LH (luteinizing hormone) et
FSH (follicle-stimulating hormone). Ces
hormones contrdlent a leur tour la sté-
roidogenese et la gamétogenese dans
les gonades, ovaires ou testicules.

Les différents lignages endocrines de
I’hypophyse se différencient au cours de
’embryogenese a partir des mémes cel-
lules souches. Sous I'action de gradients
morphogénétiques, différents facteurs
de transcription sont synthétisés par ces
cellules, permettant la différenciation en
I’un ou I"autre des types cellulaires endo-
crines. Pour les cellules gonadotropes, le
facteur de transcription inducteur de la
différenciation est le récepteur nucléaire
SF-1 (steroidogenic factor-1) [1]. Lex-
pression du gene Sf-1 dans les cellules
gonadotropes débute a partir de 13,5 jours
de développement embryonnaire chez la
souris (€13,5). €lle permet notamment de
déclencher I'expression des genes clefs de
la fonction gonadotrope, tels que le géne
codant le récepteur de la GnRH et ceux

m/s n® 6-7, vol. 36, juin-juillet 2020
https://doi.org/10.1051/medsci/2020103

codant les sous-unités 3 spécifiques des
hormones gonadotropes. Ainsi, des muta-
tions du gene SF-1 humain ou une extinc-
tion spécifique de Iexpression de Sf-1
dans I’hypophyse chez la souris entraine
une stérilité [2,3].

Uexpression du gene Sf-1 n’est pas res-
treinte aux cellules gonadotropes. Elle
dépend d’un promoteur, 1A ou 1G, ainsi
que de séquences régulatrices distales,
ou enhancers, qui difféerent selon le type
cellulaire. Dans les cellules gonado-
tropes, I'expression de Sf-1 est contro-
|ée essentiellement par le promoteur
1G [4] et par un enhancer pituitaire,
localisé dans le 6° intron du géne [5].
Nous avons effectué une étude épigé-
nétique des séquences régulatrices de
Sf-1 au cours de la différenciation du
lignage gonadotrope [6]. Si cette étude
a confirmé que I’enhancer pituitaire est
actif dans les cellules gonadotropes
matures, elle a également révélé qu’il
ne I’est pas a des stades précoces de
la différenciation de ce lignage, ce qui
remettait en question son réle dans
I’émergence de I'expression de Sf-1 au
cours du développement hypophysaire.

Identification de I’enhancer

le plus précocement impliqué dans
I’expression de Sf-1 dans les cellules
gonadotropes hypophysaires

Dans un premier temps, nous avons iden-
tifié 'ensemble des régions régulatrices
potentielles du génome en mesurant 'ac-

équipe Physiologie de I’axe gonadotrope de
I’unité Biologie fonctionnelle et adaptative,
université de Paris, BFA, UMR 8251, CNRS, ERL
U1133, Inserm, 4 rue Marie Andrée Lagroua
Weill-Hallée, 75013 Paris, France.
david.lhote@u-paris.fr
vincent.pacini@hotmail.fr

cessibilité de la chromatine par la tech-
nique ATAC-seq (assay for transposase-
accessible chromatin using sequencing)
[7]. Nous avons utilisé trois modeéles de
cellules murines immortalisées, qui repro-
duisent trois stades phénotypiques de la
différenciation du lignage gonadotrope :
les cellules aTl-1, dérivées de cellules
précurseurs de I’hypophyse a €11,5 et
n’exprimant pas encore Sf-1, les cellules
aT3-1, « immatures », dérivées de cel-
lules déja engagées dans la différenciation
gonadotrope, qui expriment Sf-1 mais pas
encore I’ensemble des génes marqueurs du
lignage, et les cellules LBT2, dérivées de
cellules gonadotropes différenciées, expri-
mant Sf-1 et 'ensemble des genes clefs du
lignage [8]. Cette étude a confirmé 'ab-
sence d’accessibilité de Ienhancer pitui-
taire dans les cellules gonadotropes imma-
tures, et nous a permis de découvrir une
autre région potentiellement régulatrice
de Sf-1, localisée dans le 4€ intron, dont la
chromatine est accessible spécifiquement
a ce stade de développement (Figure 14).

Nous avons également montré que cette
région est transitoirement mobilisée, in
vivo, au cours de I"ontogeneése hypophy-
saire, a €13,5 chez la souris [7]. La carac-
térisation des marques épigénétiques de
la chromatine de cette région a montré
qu’elle était un enhancer actif, que nous
avons nommé « enhancer o, », dans les
cellules gonadotropes immatures. Afin de
déterminer I'importance de cet enhan-
cer dans la régulation de I'expression de
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de Sf-1 au cours de la différenciation du lignage gonado-

trope hypophysaire. A. « Accessibilité » de la chromatine mesurée par la technique ATAC-seq (assay for transposase accessible chromatine with

high-throughput sequencing) pour le locus du géne Sf-1 dans les trois lignées modeéles de cellules gonadotropes murines immortalisées : aT1-1,

oT3-1 et LBT2. La hauteur des pics refléte le « degré d’ouverture » de la chromatine. Les régions accessibles de la chromatine ainsi identifiées

sont soulignées sous chacune des lignées cellulaires (respectivement en gris, bleu, et jaune). La derniére ligne récapitule, en noir, I’ensemble

des régions accessibles de la chromatine identifiées pour I’ensemble des lignées. B. Niveaux relatifs des transcrits de Sf-1 dans les cellules

gonadotropes immatures oT3-1 témoins (wild-type, WT) ou ayant subi la délétion de I’enhancer au (Aénhancer ) mesurés par RT-PCR (reverse

transcriptase-polymerase chain reaction) aprés normalisation par le taux de transcrits d’un gene de ménage (Gapdh, glyceraldehyde 3-phosphate

dehydrogenase). Les données correspondent a la moyenne = SEM (standard error of the mean, ou erreur type de la moyenne) de six expériences

indépendantes. Différence statistiquement significative par rapport aux cellules témoins (WT) : p < 0,001.

Sf-1, nous avons réalisé la délétion de
sa séquence génomique dans les cellules
gonadotropes immatures par la tech-
nique CRISPR/Cas9 (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats/
CRISPR-associated protein 9). La délétion
de cette séquence entraine une réduction
majeure de Iexpression de Sf-1, ce qui
montre que cet enhancer est trés important
pour I'expression de Sf-1 dans les cellules
gonadotropes immatures (Figure 1B). |l
s'agit de 'enhancer le plus précocement
impliqué dans le controle de I’expression
du gene Sf-1 au cours de la différencia-
tion du lignage gonadotrope, et dont le
recrutement précede celui de I’enhancer
pituitaire [5].

Quels sont les mécanismes
épigénétiques controlant I’activité de
’enhancer O du géne Sf-1 ?

’analyse bio-informatique de la séquence
génomique de cet enhancer a révélé un

m/s n® 6-7, vol. 36, juin-juillet 2020

site de fixation de type ERE (estrogen
response element) trés conservé chez les
mammiferes. Nous avons déterminé que
seul le récepteur o des cestrogénes (ERQL)
est exprimé dans les cellules gonado-
tropes immatures et vérifié, par immu-
noprécipitation de la chromatine, qu’il
se fixait effectivement sur cet enhancer
(Figure 24). Nous avons par ailleurs mon-
tré que ERaL est un facteur de transcription
indispensable a I'activité de I'enhancer o
puisque la diminution de son expression
par des ARN interférents inactive totale-
ment cet enhancer. De plus, nous avons
mis en évidence, par des approches phar-
macologiques, que I'action de ERoL est
dépendante de I'activation par son ligand,
Peestradiol [7].

'excision de I'ERE de I'enhancer o dans
des cellules gonadotropes immatures par
la stratégie CRISPR/Cas9 bloque la fixation
de ERaL sur cet enhancer, et nous avons
montré que cette fixation est strictement

nécessaire au maintien de 'expression de
Sf-1 par le biais d’un remodelage impor-
tant des marques épigénétiques de la
chromatine (Figure 2B). Lorsque €RaL ne
peut plus se fixer sur I’enhancer o, on
observe notamment la fermeture de la
chromatine a cet emplacement, ainsi que
la reméthylation totale de I’ensemble des
sites cytosine-phosphate-guanine (CpG)
de I’ADN, suggérant une inactivation com-
plete de cet enhancer (Figure 2C). Paral-
lelement a ces modifications, nous avons
mis en évidence une nette diminution
de la fixation de I’ARN polymérase Il sur
le promoteur du géne Sf-1 (Figure 2D),
attestant 'effet régulateur, a distance, de
I’enhancer o sur I'expression de ce géne.

Conclusion

Cette étude nous a permis d’identifier
I’enhancer le plus précocement impliqué
dans 'activation du géne Sf-1 au cours
de la spécification du lignage gonado-
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Figure 2. ERQX est essentiel aux mécanismes épigénétiques contrélant I'expression du géne Sf-1 dans les cellules gonadotropes immatures. A.
Enrichissement relatif de ERoL sur ’enhancer a. (Enhat), déterminé par immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) suivie d’une PCR quantitative
(polymerase chain reaction) dans les cellules gonadotropes immatures a.T3-1. Chaque valeur correspond & la moyenne + SEM (erreur type de la
moyenne) de quatre expériences indépendantes. Différence statistiquement significative par rapport & I’enrichissement sur une région chroma-
tinienne témoin (control, Ctr) : p < 0,001. B. Niveau relatif des transcrits du géne Sf-1 dans les cellules gonadotropes immatures aT3-1 témoins
(wild-type, WT) ou délétées pour I'€RE identifié dans la séquence de I’enhancer . (AERE), obtenu par RT (reverse transcriptase)-PCR et normalisa-
tion par le taux de transcrits d’un géne de ménage (Gapdh, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase). Les données correspondent a la moyenne
+ SEM de six expériences indépendantes. Différence statistiquement significative par rapport aux cellules témoins (WT) : p < 0,001. C. Accessibilité
de la chromatine de "enhancer oo mesurée dans les cellules gonadotropes immatures oT3-1 WT ou AERE par PCR quantitative, exprimée par rapport
aux cellules WT. Chaque valeur correspond a la moyenne + SEM de quatre expériences indépendantes. Différence statistiquement significative par
rapport aux cellules WT : p < 0,001. D. Enrichissement relatif de I’ARN polymérase Il (ARN Pol. 1) sur le promoteur pituitaire de Sf-1, mesuré par

ChIP-PCR quantitative dans les cellules gonadotropes immatures aT3-1 WT et AERE, exprimé par rapport aux cellules WT. Chaque valeur correspond

a la moyenne + SEM de six expériences indépendantes.Différence statistiquement significative par rapport aux cellules WT : p < 0,001.

trope dans I’hypophyse. Elle a également
permis de découvrir le réle essentiel du
récepteur nucléaire des cestrogenes ERQL
dans le maintien des mécanismes épi-
génétiques impliqués dans expression
de Sf-1 par les cellules gonadotropes
immatures, un role qui s’inscrit dans le
concept émergent de I"implication de
ce facteur dans les processus épigé-
nétiques de différenciation cellulaire.
Une diminution de I’expression de ERa
ou une altération de la signalisation
estrogénique, par exemple par des per-

m/s n® 6-7, vol. 36, juin-juillet 2020

turbateurs endocriniens, pourrait ainsi
expliquer certains défauts précoces de
la mise en place du lignage gonado-
trope, conduisant a terme a des troubles
de la reproduction chez I'adulte. ¢

€RO orchestrates epigenetic
mechanisms initiating Sf-1 gene
expression during pituitary gonadotrope
cell lineage differentiation
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vert est localisé dans la séquence ERE de I'enhancer a.. Il est absent dans les cellules gonadotropes immatures délétées
pour I'ERE (aT3-1 AERE). Plus la couleur du rond est sombre, plus sa fréquence de méthylation était élevée (blanc :
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IV. RESULTATS NON PUBLIES. Caractérisation des mécanismes moléculaires
activant 'enhancer a de Nr5al dans les cellules gonadotropes hypophysaires.

Introduction :

Comme nous 1’avons évoqué dans I’introduction du manuscrit (§1.4), ERa seul ne peut pas
activer un enhancer inactif. Il doit y €tre recruté par un FP puis, dans un second temps, y recruter
lui-méme des co-activateurs qui permettront le regroupement optimal de complexes/enzymes
de remodelage de la chromatine comme I’acétyltransférase P300. Dans notre article, nous avons
montré qu’ERa se fixe sur I’enhancer o dans les cellules gonadotropes immatures et que cette
fixation est corrélée avec la présence de P300 et le dépdt de H3K27ac. Dans les cellules
progénitrices, nous avons néanmoins pu détecter une liaison faible mais significative d’ERa et
de P300 sur I’enhancer, cohérente avec un léger dépot de la marque H3K27ac et une
accessibilité trés modérée de la chromatine (Figure 1-2 et supplémentaire 4 de 1’article).
L'enhancer est cependant hyperméthylé dans ces cellules (Figure 3 de I’article), suggérant qu’il
serait dans un état de pré-activation (primed). De fagon intéressante, 1’état de méthylation des
CpG de I’enhancer o dans les cellules progénitrices suggere, lui-méme, un état « primed ». En
effet, I’hyperméthylation n’est pas totale et certains CpG, situés autour de I’ERE, sont méme
hypométhylés alors que I’inhibition de la fixation d’ERa sur ’ERE dans les cellules
gonadotropes immatures conduisait a la méthylation de tous les CpG, y compris ceux autour de
I’ERE (Figure 5 de I’article et Figure 23). L’ensemble de ces résultats suggere fortement que le
FP est déja exprimé dans les précurseurs des gonadotropes mais qu’il y manquerait un ou
plusieurs co-activateurs nécessaires a D’amplification du remodelage ¢épigénétique, de
I’activation de | ’enhancer o et in fine de 1’expression de Nrial.

J’ai donc souhaité mieux comprendre les mécanismes moléculaires nécessaires a 1’activation
de I’enhancer au moment de la spécification gonadotrope. Pour ce faire, j’ai mis en place une
premiere approche classique étudiant, avec un systeme de geéne rapporteur luciférase, les effets

de délétions ou de mutations de I’enhancer o sur son activité.
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Figure 24. Analyse de I'effet des différentes délétions et mutations de la séquence de I'enhancer a sur son activité.
A. Représentation des différentes séquences de I'enhancer . clonées dans les vecteurs luciférases. Les délétions et
mutations de I'enhancer ont toutes été réalisées a partir de la séquence de I'Enhancer . core. Les nucléotides verts
sont ceux conservés chez les mammiferes placentaires. Les nucléotides rouges représentent les mutations de la
séquence de I'enhancer. En haut de ces représentations sont indiqués les sites de fixation potentiels pour les familles
de facteurs de transcription PAX, GATA et KLF, qui ont été identifiés avec I'outil bio-informatique en ligne CisBP. B.
Activité luciférase des différentes constructions de I'enhancer o dans les cellules gonadotropes immatures aT3-1.
L'activité luciférase relative a été mesurée comme indiqué dans le Matériel et Méthodes. Les résultats sont exprimés
sous la forme de la moyenne + SEM de trois expériences indépendantes réalisées en quadruplicat. Les données ont
été analysées par le test ANOVA suivi d’'une comparaison multiple de Dunnett. *: p<0,05, **: p<0,01 versus I'activité
de la construction Enhancer o. core, définie comme 100.



Partie 1. Etude en systéme rapporteur des conséquences de délétions ou mutations de
I’enhancer a sur son activité trans-activatrice

Comme nous avons pu le montrer dans notre travail publié¢ dans Epigenetics & Chromatin, la
totalité de ’activité trams-activatrice de I’enhancer o dépend d’un fragment de 61 bp qui
constitue le « core emnhancer ». Ce fragment, qui a une séquence conservée chez les
mammiferes, comporte un ERE qui montre une conservation évolutive quasi parfaite. Au-dela
de ce fragment, la conservation, bien que plus faible, reste significative. L’existence de ces
positions conservées en dehors de ’ERE suggeére une contrainte évolutive et donc possiblement
leur capacité a fixer des facteurs importants pour la régulation de 1’enhancer. On peut noter
toutefois que le fragment considéré est de trés petite taille et donc que la probabilité de
recombinaison homologue entre une position conservée et ’ERE est extrémement faible. Il est
donc possible que leur conservation soit une conséquence fortuite de la forte conservation de
I’ERE et du déséquilibre de liaison (phénomene d’auto-stop génétique ; Barton N H, 2000).

Afin d’étudier I’'importance de ces séquences conservées dans 1’activité de 1’enhancer, j’ai
analysé, dans un premier temps, I’ensemble des sites de fixation potentiels pour des FT au sein
du core enhancer a 1’aide du programme en ligne CisBP (Weirauch M T, ef al. 2014). Cette
analyse nous a permis d’identifier 16 sites potentiels en plus de I’ERE, réunis en deux
ensembles : ceux situés entre les bases 1 et 19, d’une part, et ceux répartis entre les bases 24 et
43 (tres proche de I’ERE), d’autre part. Le second groupe se superpose a une partie plus
conservée du core enhancer (Figure 24A). Quelques-uns de ces sites potentiels de fixation sont
particulierement intéressants comme par exemple ceux liant des FT membres des familles KLF
(Kruppel Like Factor), PAX et GATA, tous comprenant un FP déja identifi¢ (KL4, Soufi A, et
al. 2012 ; PAX7, Meyran A, et al. 2018 ; et GATA3, Tanaka H, et al. 2020). Dans un premier
temps, j’ai créé un panel de délétions et de mutations (Figure 24A) permettant d’abolir ces sites
et j’ai testé les effets de ces modifications sur I’activité trans-activatrice de 1’enhancer en

systéme rapporteur dans la lignée gonadotrope immature a'T3-1 (Figure 24B).

Comme on peut le voir sur la Figure 24B, certaines délétions diminuent 1’activité trans-
activatrice de I’enhancer (comme, par exemple, les délétions des séquences de 8 et 16 bp de la
partie 5°, respectivement pour les constructions Enhancer oo F4 et F5) alors que d’autres sont
sans effet (comme la délétion Enhancer oo Al (10-19 pb) ou encore la délétion A3 (28-38 pb)).
Cependant il est tres difficile de faire émerger un modele simple de fonctionnement de

I’enhancer a partir de ces données qui sont parfois contradictoires. En effet, la délétion de la
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partie conservée A3 (28-38 pb), par exemple, augmente trés fortement D’activité trans-
activatrice alors que, paradoxalement, la mutation des 4 bases conservées de cette région

(construction Enhancer a. 4 mut) diminue de fagon significative son activité.

Cette approche ne m’aura donc pas permis d’identifier sans ambiguité le ou les sites de fixation
de FT nécessaires a I’activité de 1’enhancer. Ceci s’explique probablement par au moins deux
raisons : 1) muter ou déléter une séquence peut avoir des effets secondaires inattendus comme
celles de créer un site de fixation pour un FT, ou encore, de modifier ’activité de la région cis-
régulatrice en changeant sa taille. De tels effets ont été souvent observés dans les études de
promoteur utilisant ces approches, notamment dans les études menées au laboratoire sur le
promoteur du Gnrhr. 2) La seconde raison réside dans la différence de structure entre
I’enhancer génomique (au sein du locus de Nr5al) et I’enhancer épisomique (dans le vecteur
contenant le gene luciférase). La bibliographie sur la structure chromatinienne des épisomes,
bien que pauvre et ambigué, suggere que les vecteurs transfectés, ou épisomes, ne présentent
pas une garniture chromatinienne comparable a celle retrouvée sur le locus génomique
endogéne d’une méme séquence. Celle-ci serait en effet soit absente soit trés anormale (Jeong
S et Stein A, 1994 ; Mladenova V, et al. 2009). Cette différence est particulierement
problématique pour notre questionnement qui est d’identifier le FP permettant le recrutement
d’ERa sur I’enhancer dans un contexte chromatinien contraint. Le contexte d’épisome qui
permet un libre accés d’ERa a I’enhancer, sans nécessité de FP, n’est donc trés probablement
pas le modele le mieux adapté pour identifier des sites de fixation de facteurs, pionniers ou co-
activateurs, nécessaires a 1’action d’ERa.

J’ai donc choisi de développer une autre approche, combinant la caractérisation des sites de
fixation d’ERa sur le génome des cellules gonadotropes immatures et 1’identification des

partenaires protéiques d’ERa.
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Figure 25. Identification et analyse des différents sites de fixation d’ERa (cistrome) dans les cellules gonadotropes
immatures aT3-1. A. Répartition des différents sites de fixation d’'ERa sur le génome de souris. Ces sites sont
localisés sur des séquences promotrices, exoniques, introniques ou intergéniques. B. Proportion des sites de fixation
d’ERa. possédant un ERE (estrogen response element). Dans I'encadré est indiqué le motif ERE canonique identifié
chez la souris. C. Résultats d’accessibilité de la chromatine (ATAC-seq) et de la fixation d’ERa (ChIP-seq) dans les
cellules gonadotropes immatures oT3-1. Les résultats visualisés avec le logiciel IGV correspondent a 34 kbp du locus
de Nr5al. Seule la région de I'enhancer . est représentée par une barre noire sous les données d’ATAC-seq (pour
I’ensemble des données d’accessibilité de la chromatine, voir Pacini V, et al. 2019). La fixation d’'ERa sur le locus de
Nr5al est identifiée par une barre verte sous les données de ChlP-seq.




Partie 2. Identification du cistrome d’ERa dans les cellules gonadotropes immatures
aT3-1.

Notre choix de rechercher les FT, et notamment le FP, nécessaires a 1’action d’ERa en
caractérisant le cistrome d’ERa était basé sur I’hypothese suivante : si un co-facteur de type FP
est nécessaire a I’action d’ERa dans les cellules gonadotropes, il recrute trés probablement le
récepteur non seulement sur 1’enhancer o de Nr5al, mais aussi sur de nombreuses autres
séquences cis-régulatrices de type enhancer. Une fraction substantielle des enhancers cibles
d’ERa devrait donc étre enrichis en motifs ERE mais aussi en motifs susceptibles de lier le FP.
A T’appui de cette hypothése, la caractérisation du cistrome d’ERa dans différents tissus et
notamment dans la glande mammaire, a mis en évidence que les enhancers sont enrichis
spécifiquement en sites de fixation de type Forkhead, signatures de la fixation du facteur
pionnier FOXA1. J’ai donc analysé le cistrome d’ERo dans les cellules aT3-1 par
immunoprécipitation de la chromatine suivie de séquencage haut-débit.

Aprés analyse bio-informatique, en utilisant la suite d’algorithme Homer

(http://homer.ucsd.edu/homer/), j’ai identifi¢ 674 séquences de fixation d’ERa dans les cellules
gonadotropes immatures aT3-1. Ces sites sont a proximité de 615 geénes différents suggérant
que quelques-uns de ces geénes puissent étre associés a plusieurs régions cibles ou que les
régions cibles contrélent des génes situés a plus grande distance. L’analyse bibliographique des
résultats similaires obtenus dans d’autres types cellulaires, par exemple, pour 7 cistromes
étudiés dans différents tissus (Stender J D, et al. 2010 ; Cicatiello L, et al. 2010 ; Ross-Innes C
S, et al. 2010 ; Palaniappan M, et al. 2019 ; Zhang Y, et al. 2020 ; Takaku M, et al. 2020 ; Raut
S, et al. 2020), le nombre de sites d’ERa varie de 947 a 21 221. Notre résultat s’inscrit donc
plutdt dans une fourchette basse ce qui peut s’expliquer par le fait que nous n’avons retenu que
les régions cibles tres significativement enrichies dans I’immunoprécipitat et éliminé les régions
de faibles enrichissements.

L’analyse de la localisation des différents sites de fixation d’ERa sur le génome révele que plus
de 97% d’entre eux sont localisés a distance des régions promotrices, dans des régions
intergéniques, introniques ou exoniques du génome (Figure 25A). Ces résultats sont en accord
avec différentes études montrant qu’ERa, pour réguler ses génes cibles, se fixe majoritairement
sur les séquences cis-régulatrices distales de type enhancer et non sur les promoteurs (Carroll
IS, etal 2006 ; Lin C-Y, et al. 2007 ; Palaniappan M, et al. 2019).

La recherche, par analyse bio-informatique, de motifs enrichis dans le cistrome en utilisant

1’algorithme findmotif de la suite HOMER a mis en évidence que pres de 75% de ces séquences
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Figure 26. Analyse de I’enrichissement en sites de fixation pour des facteurs de transcription sur les différentes classes
du cistrome d’ERa. A. L’analyse du cistrome d’ERa, conjointement avec les données d’ATAC-seq obtenues dans les trois
lignées modeles de cellules gonadotropes murines (Pacini V, et al. 2019), nous a permis de distinguer différentes classes
de séquences : certaines séquences cibles d’ERa. possédant un ERE sont ouvertes spécifiguement dans les cellules
progénitrices (1), a la fois dans les cellules progénitrices et gonadotropes immatures (2), dans les cellules gonadotropes
immatures (3), dans les cellules gonadotropes matures (4), ou dans les trois lignées cellulaires (5). La proportion de
séquences correspondantes est indiquée sous chacune de ces classes. B. Analyse de I'enrichissement en sites de fixation a
proximité des séquences ERE dans les classes 2, 3 et 5. Les pourcentages de séquences détenant un site de fixation pour
I"'une de ces familles de facteurs de transcription et les facteurs de transcription associés prédits sont indiqués.



posseédent au moins un site de fixation ERE pour les récepteurs des cestrogénes (Figure 25B).
Cela suggere donc que I’action d’ERa dans les cellules gonadotropes immatures s’effectue
majoritairement par liaison directe sur un ERE. ERa se fixerait sur les autres séquences cibles
indirectement par I’intermédiaire d’un co-facteur comme cela a déja été décrit avec AP-1 (Safe
S et Kim K, 2008). La recherche de motifs enrichis dans les séquences cibles d’ERa ne
présentant pas d’ERE ne montre aucun enrichissement significatif en motifs connus, ce qui ne
permet pas de faire des hypothéses sur le mécanisme d’activation de ces enhancers.

J’ai choisi de me concentrer sur les régions cibles contenant un ERE, ce qui représente environ
462 régions. Comme la lignée aT1-1 exprime aussi ERa contrairement a la lignée LBT2, il était
a priori possible qu’une partie de ces régions soient déja mobilisées dans les cellules
progénitrices. J’ai donc utilis¢ les résultats d’accessibilit¢é de la chromatine obtenus par
I’analyse d’ATAC-seq dans les trois lignées cellulaires, afin de classer les différentes régions
selon leur accessibilité dans ces différents modéeles. J’ai ainsi pu distinguer 5 classes différentes

au sein de ses régions (Figure 26A) :

- Classe 1) Les régions présentant une accessibilité chromatinienne exclusivement dans la
lignée progénitrice aT1-1 (seulement 4 régions sur 462). Le nombre de ces régions étant trés

faible, j’ai choisi de ne pas effectuer des analyses plus poussées.

- Classe 2) Les régions présentant une accessibilité chromatinienne a la fois dans la lignée aT1-
1 et dans la lignée aT3-1 (240 régions sur 462). Elles représentent environ la moitié¢ (52 %) du
cistrome, de facon cohérente avec le fait qu’ERa est exprimé a la fois par les cellules
progénitrices et les gonadotropes immatures. L’existence de cette classe suggere que les
mécanismes permettant a ERa d’activer ces régions cibles sont déja a 1’ceuvre au stade
progéniteur. Il est intéressant de souligner que I’enhancer o de Nr5al appartient a cette classe
de région, en cohérence avec les résultats que j’ai décrit précédemment (Figure 25C). L’analyse
en clustering fonctionnel des geénes a proximité de ces régions montrent un enrichissement pour
les voies de signalisation de la prolactine et de I’ocytocine, les deux voies étant connues pour
étre actives dans la lignée aT3-1 (Evans J J, ef al. 1997 ; Henderson H L, ef al. 2008). On peut
aussi noter un enrichissement en geénes qualifiés de « positive regulation of transcription by
RNA polymerase II » suggérant une importance fonctionnelle particuliére de ces enhancers dans

la différenciation précoce du lignage gonadotrope.
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- Classe 3) Les régions présentant une accessibilité chromatinienne exclusivement dans la
lignée a'T3-1 (120 régions sur 462). Elles constituent environ 26 % du cistrome. L’existence de
cette classe suggére qu’il existe des mécanismes d’activation propres aux cellules gonadotropes
immatures, et donc distincts de ceux des régions cibles d’ERa de la classe 2. L’analyse en
clustering fonctionnel des génes a proximité de ces régions ne fait cependant pas ressortir de

catégories fonctionnelles particuliérement pertinentes.

- Classe 4) Les régions présentant une accessibilité chromatinienne exclusivement dans la
lignée LPT2 (5 régions sur 462). Ces 5 petites séquences contenant un ERE sont en fait tres
proches, regroupées dans le génome et forment une région de grande taille, de 700 bp, localisée
dans I’intron 3 du géne Macrodl (Mono-ADP Ribosylhydrolase 1). Le fait qu’ERa se fixe sur
cette région dans les cellules immatures est surprenant car les données d’ATAC-seq montrent
sans ambiguité qu’elle n’est accessible que dans la lignée LBT2. Le promoteur de ce geéne est
lui accessible dans les trois lignées, suggérant que ce géne s’exprime aux trois stades de la
différenciation gonadotrope. Ceci est confirmé par les données de RNA-seq produites par le
laboratoire du Pr P. Mellon (Xie H, et al. 2017, GEO Accession : GSE104513) qui suggerent,
de plus, une expression préférentielle dans la lignée aT3-1. De facon intéressante, 1’expression
du geéne Macrodl est connue pour étre activée par 1’cestradiol via ERo (Han W-D, et al. 2003 ;
Meng Y G, et al. 2007) et le produit de ce géne, LRP16, est un co-activateur d’ERa (Han W-D,
et al. 2007). Le fait quERa se fixe que cette région malgré un contexte chromatinien

défavorable pourrait s’expliquer par le nombre important d’ERE situés dans cette région.

- Classe 5) Sont regroupées dans cette classe les régions présentant une accessibilité
chromatinienne dans les trois lignées (94 régions sur 462) représentant 20 % du cistrome
d’ERa. L’analyse en clustering fonctionnel des genes a proximité de ces régions ne fait pas

ressortir de catégories fonctionnelles particulierement intéressantes.

Afin d’identifier des facteurs potentiellement impliqués dans le recrutement d’ERa sur les
séquences cis-régulatrices, j’ai effectué¢ une recherche de motifs de FT situés a proximité des
ERE des différentes classes 2, 3 et 5. Les régions des classes 1 et 4 n’étaient pas assez
nombreuses pour permettre une analyse fiable (Figure 26B). J’ai effectué cette recherche dans
les 100 bp autour de I’ERE afin de ne retenir que ceux susceptibles de participer directement
au recrutement d’ERa. Quelle que soit la classe, nous avons retrouvé, comme attendu au vu du

filtre appliqué initialement, un enrichissement important en séquences ERE ou apparentées.
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- Dans les régions de la classe 2, accessibles en aT1-1 et aT3-1, on trouve des sites pour les
facteurs de la famille bZIP (ATF1, ATF2, ATF7, c-Jun) dans environ 20 % des régions cibles
d’ERa, de la famille des Forkheads (FOXK1 et FOXK?2) dans environ 12 % des cibles et de la
famille des Homeobox (SIX1 et SIX2, par exemple) dans environ 60 % des cibles. Parmi ces
facteurs Homeobox, deux sites de protéines a domaine LIM, LHX1 et ISL1, sont retrouvées
dans environ 20 % des séquences cibles d’ERa. Les données transcriptomiques révelent que
des membres de ces différentes familles de FT sont exprimés dans les deux lignées aT1-1 et
aT3-1. De facon intéressante, ISL1 a été¢ récemment proposé pour étre un FP du lignage des
cardiomyocytes (Gao R, et al. 2019) et notre laboratoire a montré qu’il est impliqué dans la
régulation du promoteur du géne Gnrhr (Shang A-L, et al. 2013), faisant d’ISL1 un FP potentiel
particulierement intéressant pour la transition progéniteur-gonadotrope immature.

- Dans les régions cibles de la classe 3, accessibles spécifiquement dans les cellules aT3-1, les
motifs de type bZIP, Forkheads et Homeobox sont 1égérement moins enrichis que dans la classe
2. On trouve, en revanche, un enrichissement significatif pour les sites de fixation des protéines
de la famille des bPHLH et notamment ceux de la sous famille des NEUROD/G retrouvés dans
prés de de 28 % des séquences cibles d’ERa. De facon intéressante, les données de
transcriptomique indiquent que les deux facteurs NEURODI et NEUROD4 auraient une
expression préférentielle au stade gonadotrope immature. NEURODI a été proposé comme
étant un FP au cours de la différenciation neuronale (Matsuda T, ef al. 2019). 11 a été impliqué
dans la régulation de I’expression du gene Gnrhr dans les cellules aT3-1 (Cherrington B D, et
al. 2008). Enfin, la triple invalidation chez la souris de Neurodl, Neurod4 et d’un autre FT de
la famille bHLH, Ascll (Achaete-Scute Family Bhlh Transcription Factor 1), provoque une
diminution drastique des lignages somatotropes, corticotropes et gonadotropes accompagnée
d’une augmentation du lignage lactotrope (Ando M, et al. 2018). Toutes ces données suggerent
que les deux facteurs NEUROD1 et NEUROD4 pourraient étre de potentiel FP du lignage
gonadotrope immature.

- Enfin, les régions cibles de la classe 5, accessibles spécifiquement dans les trois lignées
cellulaires aT1-1, aT3-1 et LPT2, présentent des enrichissements de motifs globalement
similaires a ceux observés pour la classe 2, avec 1’absence notable toutefois de I’enrichissement
significatif pour ISL1 et un enrichissement modéré pour le facteur CTCF, souvent associé aux
insulators. Ces résultats suggerent que les régions de cette classe ne seraient pas spécifiquement

impliquées dans le devenir gonadotrope (Figure 27B).
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L’analyse du cistrome d’ERa dans les cellules aT3-1 nous a donc permis de proposer au moins
deux FP candidats agissant a deux étapes distinctes de la différenciation précoce. Le premier,
ISL1, agirait notamment pendant la transition progéniteur/gonadotrope immature puis le
second, NEUROD1/4, agirait pendant le stade immature. La différenciation précoce du lignage
gonadotrope serait donc un phénomene graduel au cours duquel des facteurs activeraient
séquentiellement des jeux spécifiques de séquences cis-régulatrices. Ce modéle par étapes de
différenciation a d’ailleurs déja été proposé pour la différenciation globale de ce lignage qui, in
vivo, se met en place en suivant des étapes distinctes ; I’expression de Cga avant 12,5 jpc, puis
de Nr5al/Gnrhr a 13,5 jpc, et enfin ’expression de Lhb et Fshb apres 16,5 jpc (Rosenfeld M
G, et al. 2000).
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Partie 3. Identification des partenaires protéiques d’ERa dans les cellules gonadotropes
immatures aT3-1.

1. Introduction

L’analyse du cistrome d’ERa dans le modele de cellules gonadotropes immatures aT3-1 offre
des pistes intéressantes pour mieux comprendre le role de ce facteur dans la différenciation du
lignage et identifier un éventuel FP. Cependant, tous les sites de liaison de FT ne sont pas
parfaitement identifiés par cette approche. De plus, la détection d’un enrichissement pour un
site donné ne permet pas toujours d’identifier précisément le facteur susceptible de s’y fixer,
notamment car des membres d’une méme famille de FT peuvent partager la méme séquence
consensus. C’est le cas, par exemple, de la famille des bHLH qui compte plus de 100 facteurs
reconnaissant des motifs trés similaires, avec une séquence centrale du type CANNTG (Toledo-
Ortiz G, et al. 2003). Ainsi, dans les cellules gonadotropes immatures, 1’enrichissement que
nous avons observé en sites de liaison des membres de la sous famille NEUROD/G, ne nous
permet pas de déterminer quel facteur de cette sous famille des bHLH pourrait interagir avec
ERa. Enfin, comme évoqué plus haut, il est fortement probable que ’activation de I’enhancer
a se fasse en deux étapes : le recrutement d’ERa par un facteur pionnier dans les cellules
progénitrices puis son activation par le recrutement secondaire d’un ou plusieurs co-activateurs
dans les cellules gonadotropes immatures. Il est probable que cette seconde étape soit
totalement indépendante de I’ADN, le ou les co-activateurs pouvant se fixer directement sur
ERa, ce qui fait qu’ils ne seront pas identifiés par 1’analyse du cistrome.

Pour progresser dans 1’analyse des mécanismes épigénétiques d’action d’ERa dans le lignage
gonadotrope, nous avons donc choisi de combiner 1’analyse du cistrome avec celle des protéines
interagissant avec ERa. L’identification des partenaires d’une protéine d’intérét se fait
classiquement par des méthodes comme le double hybride ou la co-immunoprécipitation suivie
de I’analyse en spectrométrie de masse. Assez récemment, une nouvelle méthode est venue
révolutionner 1’identification des interactomes : le BiolD (proximity-dependent biotinylation
identification) et ses différentes variantes. Ces nouvelles technologies reposent sur
I’identification par biotinylation des protéines se trouvant a proximité immédiate d’une protéine
d’intérét. Cette protéine d’intérét est fusionnée a une biotine ligase, une enzyme qui catalyse
I’ajout covalent d’une biotine sur les résidus lysines de protéines localisées dans un diamétre
d’environ 10 nm (Kim D I, et al. 2014). Cette technique permet ainsi de marquer les complexes

protéiques associés a une protéine donnée en biotinylant a la fois les partenaires protéiques
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Biotine

Figure 27. Schématisation de la technique d’identification des partenaires protéiques endogénes d’ERa par la
stratégie de biotinylation proximale (BiolD). Afin d’identifier I'environnement protéique d’ERa dans les cellules
gonadotropes immatures aT3-1, nous avons généré des cellules sur-exprimant ERa. fusionné a une enzyme de type
biotine ligase. Ces deux protéines fusionnées sont espacées par une séquence linker flexible. En présence de son
substrat, la biotine, la biotine ligase va entrainer le marquage des protéines avoisinantes dans un diamétre d’environ
10 nm (représenté par un cercle vert) par ajout covalent d’une biotine sur les résidus lysines des protéines. Cette
stratégie permet ainsi d’identifier les partenaires protéiques directs ainsi que ceux situés a proximité immédiate.



directs, et ce que I’affinité soit forte, faible ou méme transitoire, et certains des partenaires
indirects, situés suffisamment a proximité (Figure 27). Les protéines biotinylées sont
précipitées en utilisant des billes magnétiques couplées a la streptavidine. Comme la liaison
biotine/streptavidine est de trés forte affinité, de I’ordre de celle d’une liaison covalente (Liu F,
et al. 2016), la stringence des lavages peut étre trés importante ce qui réduit considérablement
la précipitation de protéines non spécifiques et donc I’identification de faux positifs en

spectrométrie de masse de type MS/MS.

2. Mise au point de la technique BiolD et résultats

2.1 Etablissement des clones stables

Afin de mettre au point la technique de BiolD au laboratoire, j’ai généré des lignées stables de
cellules gonadotropes immatures aT3-1 sur-exprimant ERa fusionné a une biotine ligase. La
biotine ligase la plus utilisée est ’enzyme BirA d’E. Coli. Elle présente cependant quelques
défauts : c’est une protéine relativement grosse, de 37 kDa (kilodaltons), assez mal traduite par
les cellules eucaryotes et qui a une forte sensibilité vis-a-vis de son substrat, la biotine. Ceci la
rend susceptible d’utiliser de fagon non contrdlée la biotine endogene des cellules pour catalyser
la réaction de marquage. Trés récemment, fin 2018, une équipe américaine a optimisé de fagon
remarquable cette ligase et produit une version plus petite, de 28 kDa, nommée miniTurbo.
Cette miniTurbo est non seulement mieux traduite en systéme eucaryote mais elle est aussi peu
sensible aux faibles concentrations de biotine. Son activité n’est induite que par 1’ajout de
biotine a forte concentration (Branon T C, ef al. 2018). J’ai donc choisi de fusionner ERa avec
ce variant miniTurbo. De plus, des cellules gonadotropes immatures aT3-1 sur-exprimant la
miniTurbo fusionnée a une séquence de localisation nucléaire (NLS) ont été utilisées comme
contrdles afin d’identifier les éventuelles protéines biotinylées directement par la miniTurbo,
indépendamment de leur interaction avec ERa.

J’ai cloné la séquence codante d’ERa (Esr1, Estrogen Receptor 1) ou d’une NLS en phase avec
la séquence de la miniTurbo dans un vecteur d’expression pIRES-hygro. Afin de limiter les
effets d’encombrement stérique dus a la fusion protéique sur I’identification des protéines et
d’augmenter le diamétre d’action de la miniTurbo, j’ai espacé les deux protéines par 1’ajout une
séquence /inker flexible de type [GGGGS]s (Chen X, et al. 2012 ; Kim D I, ef al. 2016) (Figure
28A). Pour tenir compte d’éventuels effets de position de la fusion protéique sur I’identification
des protéines, j’ai fusionné la miniTurbo en position N-terminale ou C-terminale d’ERa. J’ai
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Figure 28. Elaboration de lignées cellulaires oT3-1 sur-exprimant ERa. fusionné 2 la biotine ligase miniTurbo. A. Afin
d’identifier les partenaires protéiques d’ERa, nous avons généré des cellules sur-exprimant ERa fusionné, en position N-
terminale ou C-terminale, avec la miniTurbo. Pour cela, nous avons fusionné la séquence codante d’ERa (Esrl) avec
celle de la miniTurbo, en les reliant avec une séquence linker flexible. Nous avons utilisé, comme contréle de nos
expériences, la séquence codante de la miniTurbo fusionnée, en position N-terminale ou C-terminale, a une séquence
de localisation nucléaire (NLS). B. Nous avons Vvérifié la capacité trans-activatrice de ces constructions plasmidiques dans
les cellules gonadotropes matures LBT2, n’exprimant pas ERa.. Pour cela, nous avons co-transfecté le vecteur luciférase
contenant la séquence de I'enhancer o. avec les différents vecteurs d’expression de la miniTurbo fusionnés avec ERa. ou
la NLS. L'activité luciférase relative a été mesurée comme indiqué dans le Matériel et Méthodes. Les résultats sont
exprimés sous la forme de la moyenne + SEM de trois expériences indépendantes réalisées en quadruplicat. Les
données ont été analysés par le test ANOVA suivi d’'une comparaison multiple de Dunnett. **: p<0,01 versus I'activité de
la construction Enhancer o. contréle. C. La capacité de biotinylation des différentes lignées cellulaires oT3-1 a été testée.
Les cellules ont été traitées avec 500 uM de D-biotine pendant 18 heures, puis les protéines ont été extraites. Les
extraits protéiques de chacune des lignées cellulaires ont été séparés sur un gel SDS-PAGE 10%. La biotinylation des
protéines a été révélée par la streptavidine couplée a la HRP (Horseradish peroxidase). Ici sont présentés les profils de
biotinylation pour les cellules exprimant les protéines de fusion NLS-miniTurbo (1), miniTurbo-NLS (2), ERa-miniTurbo
(3) et miniTurbo-ERa (4). L'encadré marque la biotinylation de la construction ERa. couplée a la miniTurbo (en position
N-terminale ou C-terminale), dont le poids moléculaire est d’environ 95 kDa.



vérifié la capacité frans-activatrice de telles protéines de fusion en mesurant I’activité de
I’enhancer o en systéme rapporteur luciférase dans les cellules gonadotropes matures LBT2.
Ces cellules ont été choisies car elles n’expriment pas ERa et que ’enhancer o n’y est pas
fonctionnel. J’ai ainsi pu vérifier que la fusion de la miniTurbo avec ERa ne perturbait pas la
capacité trans-activatrice d’ERa et ce, que la fusion soit en position N ou C-terminale (Figure
28B).

Jai ensuite transfecté les cellules aT3-1 par électroporation avec les différents vecteurs :
pCMV-NLS-miniTurbo-IRES-hygro (protéine de fusion NLS-miniTurbo placée sous le
controle du promoteur CMV dans le vecteur d’expression pIRES-hygro), pCMV-EsrI-
miniTurbo-IRES-hygro (ERoa-miniTurbo), pCMV-miniTurbo-NLS-IRES-hygro (miniTurbo-
NLS), et pCMV-miniTurbo-Esr/-IRES-hygro (miniTurbo-ERa) puis j’ai cultivé les cellules
dispersées sous hygromycine (100 pg/mL) jusqu’a I’apparition de clones suffisamment gros
pour étre prélevés et isolés. Pour chaque construction, j’ai isolé¢ plus de 10 clones que j’ai
amplifiés et testés. Les tests reposaient sur la détection de I’activité de biotinylation de la
miniTurbo. A cette fin, chaque clone était cultivé en présence de 500 uM de D-Biotine pendant
18 heures puis des extraits protéiques de chacun des clones étaient séparés par SDS-PAGE et
transférés sur une membrane de nitrocellulose. Les protéines biotinylées ont ensuite été
détectées a I’aide de streptavidine couplée a la peroxydase de Raifort (Horseradish peroxydase,
HRP) (Figure 28C). L’ensemble des clones isolés présentait une activité de biotinylation, ce qui
montre que la miniTurbo s’exprime de fagon adéquate dans les cellules gonadotropes aT3-1.
J’ai sélectionné un clone pour chacune des constructions d’apres le profil de biotinylation. Pour
les clones ERa-miniTurbo ou miniTurbo-ERa, j’ai choisi le clone présentant une protéine de
fusion (ERa-miniTurbo ou miniTurbo-ERa) fortement auto-biotinylée se traduisant par une

bande protéique importante a 95 kDa environ.

2.2 Marquage des protéines par la méthode SILAC

Afin de pouvoir comparer quantitativement les protéines identifiées avec les constructions
ERo-miniTurbo et NLS-miniTurbo (ou miniTurbo-ERa et miniTurbo-NLS), j’ai couplé la
stratégie de BiolD a la technique de marquage des protéines par des acides aminés stables et
isotopiquement modifiés, appelée SILAC (Stable isotope labeling by amino acids in cell culture,
Itzhak D N, et al. 2019). Dans cette méthode, les cellules sont maintenues dans du milieu de

culture contenant des acides aminés lysine et arginine non radioactifs stables et modifiés de
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Figure 29. Mise en place expérimentale du marquage et de l'identification des protéines proches d’ERo. par
approche de BiolD couplée a la stratégie de quantification SILAC. Les différentes lignées cellulaires générées pour
la stratégie d’identification des protéines partenaires d’ERa par BiolD ont été mises en culture dans des milieux de
culture isotopiquement modifiés dits « médium » ou « lourde », respectivement pour les cellules contréles (NLS-
miniTurbo ou miniTurbo-NLS) et tests (ERa-miniTurbo ou miniTurbo-ERa). Les cellules dans leurs différents milieux
ont été traitées avec 500 UM de D-biotine pendant 18 heures, puis les lignées controles et tests correspondantes
(NLS-miniTurbo/ERo-miniTurbo ou miniTurbo-NLS/miniTurbo-ERa) ont été mélangées selon le ratio 1:1. Les noyaux
cellulaires ont été isolés puis les protéines nucléaires ont été extraites. Les protéines biotinylées ont été purifiées,
avant d’étre digérées par la trypsine en peptides et identifiées par spectrométrie de masse. En bas sont représentés
les résultats observés apres identification par spectrométrie de masse. En bleu, les peptides identifés pour la
condition de culture de SILAC dit « médium », et en rouge, la condition « lourde ». Lorsque l'intensité
d’identification est la méme (exemple du peptide A), alors ce peptide ne sera pas considéré comme étant spécifique
de ERa.. En revanche, lorsque I'intensité d’identification d’un peptide sera deux fois plus élevée dans la condition
« lourde » que « médium », la protéine correspondant a ce peptide sera identifiée comme étant un partenaire
protéique direct ou indirects d’ERa..



facon isotopique. Ces acides aminés sont incorporés dans les protéines jusqu’a remplacement
total des acides aminés « naturels ». Le SILAC permet donc un marquage isotopique des
protéines obtenues dans chacune des conditions expérimentales, et il est alors possible de les
mélanger avant identification par spectrométrie de masse MS/MS ce qui évite les variations

dues au traitement indépendant des échantillons (Figure 29).

2.3 Marquage des partenaires d’ERa par la biotine et précipitation

Les clones sélectionnés ont été ensuite traités pendant 18 heures avec 500 pM de biotine, puis
les cellules ont été trypsinées et mélangées. Deux lots renfermant un méme nombre de cellules
ont été constitués : un lot de cellules exprimant ERa ou une NLS placée en position C-terminale
de la miniTurbo (ERa-miniTurbo et NLS-miniTurbo), et ’autre avec les constructions en
position N-terminale. Afin d’enrichir en protéines nucléaires, j’ai extrait les noyaux des deux
lots de cellules puis effectué¢ une extraction des protéines nucléaires dans un tampon RIPA non
dénaturant. Les protéines biotinylées ont été ensuite isolées par incubation des extraits avec des
billes magnétiques recouvertes de streptavidine. Apres plusieurs lavages, dont un lavage tres
stringent (Urée 2 M, Tris pH8 10 mM), les protéines purifiées ont été identifiées par MS/MS
sur la Plateforme Protéomique structurale et fonctionnelle/Spectrométrie de masse de 1'Institut

Jacques Monod.

2.4 Résultats préliminaires

L’expérience de BiolD a été effectuée deux fois pour chacun des deux lots de cellules : deux
fois avec les constructions N-terminales, et deux fois avec les constructions C-terminales. Nous
avons ainsi pu comparer les résultats obtenus dans I’ensemble de ces quatre expériences. Dans
un premier temps, j’ai choisi de retenir les protéines au moins deux fois plus abondantes dans
la condition ERa que dans la condition NLS. Selon ces critéres, nous avons ainsi identifi¢
environ 150 partenaires potentiels d’ERa pour chacune des expériences. Pour 1’'une des
expériences effectuées avec la construction N-terminale, nous avons identifié environ 500
partenaires. Cet écart pourrait s’expliquer par une quantité d’extrait protéique plus importante,
ce qui a pu augmenter le bruit de fond ou au contraire permettre 1’identification de partenaires
plus transitoires ou plus distaux qui sont plus rarement biotinylés.

En comparant les listes obtenues avec les quatre expériences, on retrouve de fagon fiable 47

partenaires potentiels. Ces protéines présentent un enrichissement spécifique bien supérieur au
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@ Partenaires protéiques d’ERa. Partenaires protéiques d’ERa
identifiés avec les deux constructions identifiés spécifiquement avec la
N-terminale et C-terminale : construction N-terminale :

29 17

18

712

Interactome d’ERa (BioGRID)

Partenaires d’ERa identifiés avec les deux types de constructions (miniTurbo en position N ou C-terminale d’ERa.) :
ADNP2, ARID1A, ARID1B, ASXL2, BRD4, CIC, CUX1, DPF2, EP300, ESR1, FOXL2, GSE1, GTF2IRD1, ISL1, KDM1B,
KMT2C, KMT2D, LDB1, MED1, MED14, MED15, MEF2D, MTA1, NCOAG6, NFIB, NFIC, NIPBL, NR5A1, PAGR1A,
PAXIP1, PIAS4, PROX1, RBM14, RORB, SMARCA2, SMARCA4, SMARCC1, SMARCD1, SMARCD3, SMARCE1,
SSBP3, TCF20, TRERF1, TRIM33, ZBTB33, ZFP281, ZFP609

Partenaires d’ERa. identifiés spécifiquement avec la miniTurbo en N-terminale d’ERa. :

AURKB, CCAR1, CHD8, CHD9, DACH1, DEK, ERCC3, EWSR1, HDAC1, HDAC2, HIST1H1C, HSPA8, KDM®6B,
MBD2, MTA2, NEUROD4, NKTR, NUDT21, OGT, PHF21B, RBM33, RSL1D1, SIN3A, SLC25A12, SSBP4, ST18,
TAF2, TBRG1, ZFP553

Figure 30. Résultats préliminaires d’identification des partenaires protéiques d’ERa. dans les cellules gonadotropes
immatures aT3-1. A. Représentation en diagramme de Venn de linteractome d’ERa. identifié avec la miniTurbo
fusionnée a ERa en position N-terminale ou C-terminale (en gris) ou spécifiquement avec la miniTurbo en position N-
terminale (en marron) vs I'interactome d’ERa d’apres la base de données de BioGRID (en rouge). Nous avons identifié 47
partenaires protéiques d’ERa dans I'ensemble des expériences, dont 18 étaient déja connus, ainsi que 29 partenaires
protéiques d’ERa spécifiques de la construction N-terminale (miniTurbo-ERa) dont 12 sont déja connus. B. Listes des
partenaires protéiques d’ERa identifiés avec les deux constructions (en haut) ou spécifiquement avec la construction N-
terminale (en bas). Les protéines en gras sont des partenaires protéiques d’ERa déja identifiés dans la littérature
(d’apres la base de données de BioGRID).



seuil fixé de 2 fois (40 = 30 fois, avec un minimum de 4 fois), suggérant que cette liste réunit
les partenaires candidats les plus probables. Méme si nous avons pu identifier plus de
partenaires protéiques dans I’expérience n°4, la liste de partenaires retenus était la méme que
les résultats de cette expérience soit incluse ou non.

Pour rechercher un possible effet de la position de la biotine ligase, en position N ou C-terminale
d’ERa, j’ai comparé les protéines identifiées dans ces deux conditions. J’ai observé que 29
protéines supplémentaires sont enrichies de facon significative dans les cellules exprimant une
construction en position N-terminale ce qui suggere que la biotine ligase fusionnée en position

C-terminale pourrait perturber 1’interaction d’ERa avec certains de ses partenaires.

Dans la liste des partenaires identifiés avec les quatre expériences, nous retrouvons comme
attendu ERo lui-méme, auto-biotinylé par la biotine ligase a laquelle il est fusionné. La
comparaison des protéines identifiées avec l’interactome connu d’ERa (base de données
BioGRID, Oughtred R, et al. 2021), révele que 18 protéines sont déja connues comme étant des
partenaires protéiques d’ERa.. On retrouve par exemple FOXL2 (Kim S-Y, et al. 2009), P300
(Jaber B M, et al. 2004), MEDI1 (une protéine du complexe médiator ; Nagpal N, et al. 2018)
ou encore NR5A1 (Zhou D et Chen S, 2001) pour n’en citer que quelques-uns. Ces résultats
valident notre approche expérimentale (Figure 30).

De facon intéressante, 1’analyse en clustering fonctionnel en utilisant la base DAVID

(https://david.nciferf.gov/r) montre que certaines ontologies (ou catégories fonctionnelles) sont
significativement enrichies. Les protéines identifiées comme partenaires d’ERa sont en effet
associées, par exemple, aux termes de transcription, régulation de la transcription,
désassemblage des nucléosomes ou remodelage de la chromatine. Ceci est en accord avec le
role important d’ERa dans les processus de régulation épigénétique de I’expression des génes
et renforce la validité des protéines identifiées en tant que partenaires potentiels d’ERa.

Afin d’avoir une vision globale de la structuration de cet interactome, j’ai utilisé le programme

en ligne STRING (https://string-db.org/) qui permet de représenter les réseaux d’interactions

physiques connues entre les protéines (Figure 31). Pour chaque partenaire, j’ai également
comparé leur expression respective dans les lignées aT1-1, aT3-1 et LBT2 en utilisant les
données de transcriptome en RNA-seq publiées par le laboratoire du Pr Mellon (Xie H, et al.

2017, GEO Accession : GSE104513).

De fagon intéressante, les partenaires protéiques communs a I’ensemble des expériences de

BiolD se répartissent en plusieurs groupes fonctionnels distincts :
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Figure 31. Réseau d’interactions physiques entre les différents partenaires d’ERa identifiés dans notre étude.
Représentation des interactions protéiques, réalisée grace au programme informatique STRING (https://string-
db.org/) entre ERa. (noté Esrl, indiqué par une fleche) et différentes protéines identifiées dans I'ensemble des
expériences de cette étude comme étant des partenaires protéiques directs ou indirects d’'ERa dans les cellules
gonadotropes immatures oT3-1. Les liaisons entre les différentes protéines, matérialisées par des traits, indiquent
des interactions protéiques identifiées. Les complexes protéiques identifiés dans cet interactome (Médiateur,
SWI/SNF, COMPASS, LIM) sont entourés en noirs.



-Un premier groupe contient les protéines SMARC (A2, A4, C1, D1, D3 et E1) ainsi que les
protéines ARID (1A et 1B). Ces protéines constituent I’essentiel du complexe SWI/SNF connu
pour remodeler la chromatine et étre associé a la régulation de 1’expression génique. Il faut
souligner que le transcrit Smarcd3 semble préférentiellement exprimé dans les cellules aT3-1.
Cette protéine pourrait donc jouer un role clé dans I’activation du complexe SWI/SNF sur les
enhancers cibles d’ERa dans les gonadotropes immatures.

- Certains des partenaires d’ERa font partie d’un second complexe, lui aussi impliqué dans le
remodelage chromatinien : le complexe COMPASS constitué¢ des protéines KMT (2C et 2D),
NCOA6, PAXIP1 et PAGRIA. Aucun des génes codants ces protéines ne semble Etre
différentiellement exprimé selon le stade de différenciation du lignage gonadotrope. Il est donc
possible qu’elles participent aux mécanismes fondamentaux de I’activation des enhancers
cibles d’ERao.

- On retrouve aussi des membres du complexe Médiateur, avec en particulier MED1, MED14
et MEDIS5, impliqué notamment dans la stabilisation du complexe enhancer/promoteur.
L’interaction d’ERo avec MEDI1 a déja été rapportée (Nagpal N, ef al. 2018). De facon
intéressante, si on étudie I’agencement dans 1’espace des différentes sous-unités du complexe
Meédiateur, on remarque que MED1, MEDI14 et MEDIS5 sont trés proches au sein de ce
complexe (Robinson P J, et al. 2015). Il est donc cohérent que ces trois sous-unités se retrouvent
dans la sphére d’action de la biotine ligase fusionnée a ERa. Notre expérience suggére méme
qu’ERa interagirait avec la surface de la poche définie par ces trois sous-unités.

- ERa interagit aussi avec trois protéines de la famille LIM : ISL1, LDB1 et SSBP3. Ces trois
protéines sont connues pour interagir ensemble et réguler I’expression de geénes critiques pour
la fonction des cellules B pancréatiques (Galloway J R, ef al. 2015). De fagon intéressante, nous
avons montré précédemment que le cistrome d’ERa est enrichi en sites de liaison pour ISL1.
La découverte d’une interaction physique entre ISL1 et ERa renforce 1’idée d’un rdle essentiel
d’ISL1 dans I’action d’ERa dans les cellules gonadotropes. Une interaction entre ISL1 et ERa
a d’ailleurs déja été montrée dans les neurones hypothalamiques de rat (Gay F, et al. 2000).

- Enfin, nous avons identifi¢ des interactants « isolés », soit car ils n’appartiennent pas a un
complexe connu, soit parce qu’ils sont les seuls de leurs complexes identifiés par notre
approche. Parmi eux, certains sont particulierement intéressants, comme PROX1 (Prospero-
Related Homeobox 1), un Homébox important dans la différenciation du foie et des muscles,
notamment (Burke Z et Oliver G, 2002 ; Kiveld R, et al. 2016). PROX1 est connu pour interagir
avec des membres de la famille des récepteurs nucléaires (Lee S, et al. 2009 ; Takeda Y et Jetten

A M, 2013), mais n’avait jamais encore été décrit comme interagissant avec ERa. D’apres les
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données de RNA-seq publié¢s par le Dr Mellon, ProxI serait exprimé préférentiellement dans
les cellules aT3-1 ce qui en faisait en candidat prometteur. Néanmoins, mes propres résultats
en RT-PCR en temps réel et en western-blot n’ont pas confirmé cette expression différentielle
(données non montrées).

On note aussi I’identification de la protéine NFIB (Nuclear Factor IB). L’ interaction entre NFIB
et ERa a été décrite (Nassa G, et al. 2019) et est référencée dans les bases de données. Ce
partenaire potentiel est intéressant a plusieurs titres: 1) il serait essentiellement et
préférentiellement exprimé dans les cellules aT3-1 d’aprés les données de RNA-seq. 2) Il
présente un motif protéique IXXLL treés conservé chez les mammiferes et proche du motif
LXXLL qui permet I’interaction avec des membres de la famille des récepteurs nucléaires (Sun
G, et al. 2007). 3) Sans avoir été qualifié de FP, NFIB est connu pour participer au maintien de
I’accessibilité de la chromatine au niveau d’enhancers clés définissant 1’identité des cellules
souches des bulbes pileux (Adam R C, ef al. 2020) faisant de lui un régulateur majeur du
paysage épigénétique de ce lignage. Le cistrome d’ERa dans les cellules gonadotropes ne
présente pas d’enrichissement pour le site de fixation canonique de NFIB (motif Jaspar
MA1643.1 CTTGGCACNGTGCCAA), mais il n’est pas exclu que NFIB se fixe sur des motifs
alternatifs par encore caractérisés. Si ’interaction physique entre ERa et NFIB dans les cellules
aT3-1 est confirmée, il serait intéressant d’analyser les conséquences fonctionnelles de cette
interaction, par exemple en invalidant NFIB dans ces cellules et en étudiant les conséquences
de cette invalidation notamment sur 1’accessibilité de la chromatine et la fixation d’ERa sur le

génome.

Comme indiqué plus haut, 29 partenaires potentiels d’ERa ont été spécifiquement identifiés
avec la construction N-terminale. Parmi ces protéines, on retrouve 12 partenaires d’ERa déja
identifiés dans la littérature (base de données de BioGRID, Oughtred R, ef al. 2021) (Figure
30). De facon trés intéressante, en étudiant ces partenaires, on retrouve un facteur de la famille
bHLH, le facteur NEUROD4. Comme ce facteur n’a pas été observé dans 1’autre construction,
il sera nécessaire de vérifier cette interaction par co-immunoprécipitation. Il est également
possible que I’interaction entre NEUROD4 et ERa soit indirecte. En effet, NEUROD4 ne
possede pas de motif canonique d’interaction aux récepteurs nucléaires de type LXXLL. On
peut donc imaginer que NEUROD4 interagirait avec ERa par le biais d’un intermédiaire et que
cet ¢loignement topologique empéche une biotinylation efficace quand la biotine ligase est
positionnée en position C-terminale d’ERa. Quoi qu’il en soit, si cette interaction était vérifiée,

NEUROD4 serait un FP candidat tres intéressant : il est préférentiellement exprimé dans les
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cellules aT3-1, le cistrome d’ERa est enrichie en sites de liaison de facteurs de la sous famille
des NEUROD/G et enfin, NEUROD4 présente une forte homologie de séquence avec
NEURODI, un FP des neurones (pres de 90 % d’identité du domaine BHLH).

L’identification des partenaires physiques potentiels d’ERa dans les cellules gonadotropes
immatures aT3-1 a donc permis d’ouvrir de nombreuses pistes prometteuses pour comprendre
le role et le fonctionnement d’ERa dans cette lignée. Parmi celles-ci, ISL1 et NEUROD4 se
positionnent comme de potentiels facteurs pionniers qui pourraient participer a la
différenciation séquentielle du lignage gonadotrope. Ces hypothéses méritent d’étre étudiées en
priorit¢. Un autre candidat, le facteur NFIB, offre une piste sérieuse pour comprendre les
mécanismes permettant la fixation d’ERa sur la chromatine au cours de la différenciation du
lignage. Actuellement, aucune interaction physique ou fonctionnelle entre NFIB et ISL1 n’a été
démontrée a notre connaissance. Il serait donc trés intéressant d’étudier I’existence de telles

interactions et leur role potentiel dans la spécification du lignage gonadotrope.
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Table 1. Amorces utilisées pour les clonages dans le vecteur luciférase.

Enhancer a core F
Enhancer a core R
Enhancera F3 F
EnhanceraF4 F
Enhancera F5F
Enhancera F6 F
Enhancera F7 F
Enhancera A1F
Enhancera A1R
Enhancera A2 F
Enhancera A2 R
Enhancera A3 F
Enhancera A3 R
Enhancera A3GF
Enhancer a A3GR
Enhancer a A3G-2 F
Enhancer a A3G-2 R
Enhancer a A3G-3 F
Enhancer a A3G-3 R
Enhancera A3-1F
Enhancera A3-1R
Enhancera A3-2 F
Enhancera A3-2R
Enhancer a 4mut F
Enhancer a 4mut R
Enhancer a 2mut F
Enhancer a 2mut R
Enhancer a Imut F
Enhancer a Imut R

ATGATGAAGCTTAGCTGAGGTCTGGGTAGAGT
ATGATGGGTGACCAGGTCACATCGACCTGGGT
ATGATGAAGCTTAGGTCGATGTGACCTCTCTG
ATGATGAAGCTTTCTGGGTAGAGTCTGCTG
ATGATGAAGCTTGAGTCTGCTGCAGGGCTG
ATGATGAAGCTTTGCAGGGCTGGGCACCCA
ATGATGAAGCTTTGGGCACCCAGGTCGATG
CAGCCCCACAGCTGAGTCTGCTGCAGGGCTG
CAGCCCTGCAGCAGACTCAGCTGTGGGGCTG
GTCTGGGTAGAGGTCTGGGTAGAGA
TCTCTACCCAGACCTCTACCCAGAC
GTAGAGTCTGCTGACCCAGGTCGATG
CATCGACCTGGGTCAGCAGACTCTAC
GTAGAGTCTGCTGCACTGGGCACCCAGGTCGA
TCGACCTGGGTGCCCAGTGCAGCAGACTCTAC
GAGTCTGCTGCAGGGGGCACCCAGGTCGAT
ATCGACCTGGGTGCCCCCTGCAGCAGACTC
TCTGCTGCAGGGCTGACCCAGGTCGATGTG
CACATCGACCTGGGTCAGCCCTGCAGCAGA
GTAGAGTCTGCTGCAGGCACCCAGGTCGAT
ATCGACCTGGGTGCCTGCAGCAGACTCTAC
GAGTCTGCTGCAGGGACCCAGGTCGATGTG
CACATCGACCTGGGTCCCTGCAGCAGACTC
GTAGAGTCTGCTGGACGGGTGCGCACCCAGGTCGA
TCGACCTGGGTGCGCACCCGTCCAGCAGACTCTAC
GTAGAGTCTGCTGGAGGGCTGCGCACCCAGGTCGA
TCGACCTGGGTGCGCAGCCCTCCAGCAGACTCTAC
GTAGAGTCTGCTGCAGGGGTGGGCACCCAGGTCGA
TCGACCTGGGTGCCCACCCCTGCAGCAGACTCTAC



Matériel et méthodes

Culture cellulaire :
Les lignées de cellules gonadotropes murines immortalisées aT3-1 et LBT2 (généreusement

données par le P. Mellon, Université de Californie, La Jolla, CA) sont cultivées en culture
monocouche dans du milieu DMEM « high-glucose » supplémenté par 10% de sérum fcetal de

veau et 0.2% d’antibiotiques (pénicilline/streptomycine) et maintenues a 37°C avec 5% de COs..

Systeme rapporteur luciférase :
La séquence génomique de I’enhancer o a été¢ amplifiée a partir d’ADN de souris et clonée

dans le vecteur luciférase pgl3 (Promega) en amont du promoteur minimal de la prolactine (Prl)
comme précédemment décrit (Pincas H, ef al. 2001). Les troncations, délétions et mutations de
la séquence de I’enhancer o ont été effectuées par PCR ou PCR fusion. Les amorces utilisées
sont décrites dans la Table 1.

Brievement, 50 000 cellules sont transitoirement transfectées par Lipofectamine 2000®
(ThermoFisher Scientific) en plaque 96 puits avec, dans chaque puit, 100 ng de vecteur pgl3-
Prl contenant ou non une séquence de I’enhancer a, et 5 ng de vecteur pRL-SV Renilla qui sert
de contrdle interne pour la normalisation. Lorsque cela est indiqué, les vecteurs luciférase ont
été co-transfectés avec 100 ng d’un vecteur d’expression. Quarante-huit heures apres la
transfection, les activités luciférase et rénilla sont mesurées en utilisant le kit Dual-Luciférase
Reporter Assay (Promega) selon les instructions du fournisseur. Chaque expérience a été faite
en quadruplicat et répétée trois fois de manicre indépendante. L’activité luciférase a été
normalisée par rapport a 1’activité rénilla, puis rapporté au niveau d’activité du vecteur pgl3-
Prl ne contenant aucune séquence de 1’enhancer o.. Les résultats ont été comparés par un test

ANOVA suivi d’une comparaison multiple de Dunnett.

Immunoprécipitation de la chromatine d’ERa et séquencage massif :
L’immunoprécipitation de la chromatine d’ERa a été effectuée avec le kit « truChIP Chromatin

Shearing » (Covaris) en suivant les instructions du fournisseur. Briévement, cinquante millions
de cellules a'T3-1 ont été fixées au formaldéhyde (cross-link) pendant 10 minutes a température
ambiante, puis la fixation a été stoppée par ajout de glycine. Les noyaux cellulaires ont été
isolés et lysés, puis la chromatine a été fragmentée par traitement aux ultrasons (systéme
« Covaris Focused Ultrasonicator M220 », peak power : 75, durée : 10 minutes, a 4°C). La

chromatine (600 pg) a été mise en contact avec 15 pg d’anticorps anti-ERa (abcam
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« ab32063 ») pendant 16 heures sur roue tournante a 4°C, puis le mélange a été incubé pendant
2 heures avec des billes magnétiques Dynabeads™ Protein G (Invitrogen, ThermoFisher
Scientific). Aprés quatre lavages de stringence croissante et élution des immunoprécipitatés
obtenus, comme décrit précédemment (Laverricre J-N, ez al. 2016), la chromatine a été chauffée
pour casser les liaisons, puis les protéines ont été digérées par ajout de protéases. L’ADN a été
purifié par extraction phénol/chloroforme puis précipité. Trois expériences indépendantes ont
été effectuées.

Chacun des immunoprécipitats (50 pg/immunoprécipitats) a été séquencé par le systéme
NextSeq 500 de la plateforme iGenSeq de I’Institut du Cerveau et de la Moelle (ICM), Paris.
Les séquences amplifiées ont été alignées sur le génome de souris mm9 par le logiciel BOWTIE
2 (Langmead B et Salzberg S L, 2012) et les séquences de fixation d’ERa ont été identifiés par
le logiciel MACS2 (Zhang Y, et al. 2008). Toutes les analyses (identification des geénes a
proximité des sites de fixation d’ERa grace a 1’outils annoted, et recherche de motifs de sites
de fixation dans les 100 bp autour de ’ERE grace a 1’outils find motif) ont été effectuées avec

la suite de programme HOMER (Heinz S, et al. 2010). Les données sont visualisées avec le

logiciel IVG (Thorvaldsdottir H, ef al. 2013).

Identification par biotinylation proximale (BiolD) des partenaires protéiques d’ERa :
e Génération de lignées cellulaires aT3-1 sur-exprimant ERa fusionnée a la biotine ligase

miniTurbo :

Afin d’identifier les protéines partenaires et avoisinantes d’ERa, nous avons utilisé la technique
d’identification par biotinylation proximale (ou BioID ; Li P, et al. 2019). Pour cela, nous avons
généré des cellules gonadotropes immatures aT3-1 sur-exprimant ERa fusionné avec la
séquence codante de I’enzyme biotine ligase de type Miniturbo (Branon T C, ef al. 2018) placée
en position N-terminale ou C-terminale d’ERa (respectivement, Miniturbo-ERa et ERa-
Miniturbo). Le vecteur d’expression contient également une cassette de résistance a
I’hygromycine pour la sélection des clones transfectés.

Briévement, cinq millions de cellules ont été électroporées avec 10 pg du vecteur d’expression
d’ERa avec le systtme Neon® Transfection System (Invitrogen) en suivant les
recommandations du fournisseur (deux pulses a 1500 mV pendant 15 ms). Les cellules sur-
exprimant la miniTurbo fusionnée avec une séquence de localisation nucléaire en N-terminale
(NLS-Miniturbo) ou C-terminale (Miniturbo-NLS) sont utilisées comme controle. Les cellules

ont été ensemencées a faible densité et maintenues dans du milieu de culture classique (décrit
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dans la partie §Culture cellulaire) supplémenté de 100 uM d’hygromycine. La présence du
transgene a été vérifiée dans les colonies isolées par western blot (résultats non montrés). Pour

chaque condition, au moins deux clones indépendants ont été sélectionnés.

* Biotinylation des protéines dans les lignées aT3-1 miniTurbo :
Le marquage par biotinylation des protéines dans les différents clones de cellules aT3-1

générées pour 1’analyse d’identification protéique par biotinylation proximale ont été traitées
avec 500 uM de D-biotine pendant 18 heures. Une vérification du marquage des protéines a été
effectuée par western blot. Briévement, les protéines cellulaires (apres traitement a la D-biotine)
ont été extraites par lyse au tampon Laemmli et séparées sur un gel SDS-PAGE de 10%. Aprés
transfert des protéines, les membranes de nitrocellulose ont été pré-saturées dans du TBS-
0.01%Tween20 supplémenté de 5% de lait pendant 1 heure sous agitation a température
ambiante (RT) puis incubés avec de la streptavidine couplé a la HRP (Horse Radishperoxidase)
dans du TBS-0.01%Tween20 supplémenté de 5% de lait pendant 1 heure sous agitation a RT.
La détection des protéines biotinylées a été effectuée avec les réactifs Amersham™ ECL
Select™ Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) et visualisée par

chimioluminescence avec le systtme Amersham Imager 680.

* |dentification et quantification des peptides en condition SILAC (Stable Isotope Labeling with
amino acids in cell culture) :
Afin d’identifier et de quantifier les protéines marquées par stratégie BiolD, les lignées

cellulaires a'T3-1 générées ont été maintenues en culture en milieu SILAC (Ong S-E et Mann
M, 2006). Pour cela, les cellules ont ét¢é maintenues en culture monocouche dans du milieu
DMEM SILAC (ThermoFisher Scientific), supplémenté de 10% de sérum de veau feetal dialysé
(ThermoFisher Scientific), de L-Proline a 200 pg/ml (ThermoFisher Scientific), 0.2%
d’antibiotiques (pénicilline/streptomycine) et 100 pM d’hygromycine. Le milieu a été
supplémenté en isotopes dits « moyens » '3Ce-L-Arginine-HCl et 4,4,5,5-D4-L-Lysine-2HCI
(respectivement 86,5 et 148,7 mg/ml) pour les cellules aT3-1 Miniturbo-NLS ou NLS-
Miniturbo ou des isotopes dits « lourds » 3Ce-'N4-L-Arginine-HCl et '3Cs-'N-L-Lysine-
2HCI (respectivement 88 et 151,3 mg/ml) pour les cellules aT3-1 Miniturbo-ERa ou ERa-
Miniturbo. Les cellules ont été traitées a la D-biotine (comme décrit dans la partie
§Biotinylation des protéines dans les lignées aT3-1 miniTurbo), puis un méme nombre de

cellules a été¢ mélangé. Les noyaux cellulaires ont été extraits puis lysés dans du tampon RIPA

(50 mM Tris-HCl pH7.8, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.25% sodium deoxycholate, | mM EDTA,
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inhibiteurs de protéases). Les extraits protéiques ont été incubées pendant 16 heures sur roue
tournante avec 30 pg de billes magnétiques Streptavidine Dynabeads™ M-280 DYNAL™
(ThermoFisher Scientific). Aprés quatre lavages dans du tampon RIPA et un lavage dans un
tampon de forte stringence (2M Urée, 10 mM Tris pHS8), les billes ont été resuspendues dans
du tampon NH4HCO3 25 mM. Les protéines ont été purifiées par extraction a I’acétone, puis
digérées par trypsine. Les peptides protéiques ont été identifiés par spectrométrie de masse a la
plateforme de Protéomique/Spectrométrie de Masse de 1’Institut Jacques Monod (IJM), Paris.
Les expériences ont été réalisées deux fois pour chacune des constructions plasmidiques. Les
peptides identifiés comme étant au moins deux fois plus présents dans la condition isotope
« lourds » que la condition isotopes « moyens » sont considérés comme étant spécifiquement
liés a la présence d’ERa.. L’efficacité d’incorporation des isotopes a été testée en spectrométrie

de masse et atteint plus de 98%.
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V. DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Mes travaux de recherche montrent que 1’expression de Nr5al, un gene incontournable de la
différenciation du lignage gonadotrope hypophysaire, est régulée par un jeu d’enhancers et que
I’initiation de sa transcription est sous le contrdle d’un enhancer intronique transitoire
jusqu’alors non décrit, I'enhancer a. Cet enhancer, qui présente une tres forte conservation de
séquence chez les mammiferes, est activé par le récepteur nucléaire ERa, sous la dépendance
de son ligand, I’E2. La fixation d’ERa sur I’enhancer entraine un remodelage de la chromatine
nécessaire a 1’expression du gene. Les connaissances actuelles sur le mécanisme d’action
épigénétique d’ERa suggérant fortement qu’il doit exister d’autres événements moléculaires, a
la fois en amont et en aval du recrutement d’ERa sur I’enhancer, nécessaires a cette activation,
j’ai initié€ la caractérisation des partenaires et cibles d’action d’ERa dans la cellule gonadotrope
immature. L’ensemble des résultats obtenus au cours de ma theése soulévent des

questionnements et proposent de nouvelles pistes de recherche.

1. La régulation de I'expression de Nr5a1 au cours de la différenciation gonadotrope
serait dépendante d’un jeu d’enhancers

Mes travaux suggerent que I’expression de Nrjal au cours de la différenciation des cellules
gonadotropes est régulée non pas par une séquence cis-régulatrice unique mais par un jeu
d’enhancers mobilisés séquentiellement : d’abord par I’enhancer a, de fagon transitoire, puis
par ’enhancer B précédemment décrit (Shima Y, ef al. 2008). Renfor¢ant la notion d’un jeu
d’enhancers, nous avons montré que 1’enhancer nécessaire a 1’expression de NrSal dans les
cellules de Leydig feetales (enhancer FLE ; Shima Y, et al. 2012) semble également actif dans
les cellules gonadotropes immatures. Toutefois, cet enhancer n’est pas strictement nécessaire
au maintien de 1’expression de Nr5al dans notre modele de cellules gonadotropes immatures

(Pacini V, et al. 2019).

Un tel mécanisme impliquant un jeu d’enhancers, mobilisés séquentiellement, a ét¢ montré
comme important dans le maintien de I’expression de génes clefs au cours de la différenciation
terminale des motoneurones chez la souris (Rhee H S, ef al. 2016). Dans ce systéme, des
enhancers transitoires sont recrutés par une combinaison de facteurs faisant intervenir ISL1 et
LHX3, puis ces enhancers sont rapidement inactivés au profit d’un second jeu d’enhancers
liant cette fois ISL1 et HNF6. Il faut souligner qu’ISL1 est exprimé tres tot dans les cellules
gonadotropes et que nous avons montré qu’il interagit physiquement avec ERa. Il serait donc
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intéressant d’étudier si ISL1 participe au recrutement d’ERa sur les enhancers des cellules
gonadotropes immatures et notamment sur I’enhancer a.de Nr5al, mais aussi d’étudier son role
potentiel dans la régulation de 1’enhancer P (indépendamment d’ERa cette fois) pour

déterminer si ISL1 joue un réle dans le relais d’activité entre ces deux enhancers.

Plusieurs modalités peuvent étre envisagées pour expliquer D’activation séquentielle

d’enhancers au cours de la différenciation gonadotrope :

- Les enhancers a et B fonctionneraient indépendamment 1’un de I’autre et seraient mobilisés

séquentiellement sous I’effet de combinatoires différentes de FT.

- L’activation de ces enhancers serait interdépendante, faisant intervenir un élément régulateur
commun. Cet élément pourrait étre un jeu de FT partagés par les deux combinatoires activant
les enhancers o et B. Ces facteurs, de la méme facon qu’ISL1 dans les motoneurones,
assureraient une continuité dans la régulation de I’expression de Nr5al. Néanmoins, si ’on sait
aujourd’hui que 1’enhancer B est régulé par les facteurs PITX2 et probablement EGR1, on
ignore encore si ces FT régulent aussi 1’activité de I’enhancer a. Une meilleure caractérisation
des combinatoires de FT impliquées dans I’activation des deux enhancers permettra de
déterminer s’il existe une interdépendance fonctionnelle entre eux. L’élément régulateur
commun pourrait aussi étre les enhancers eux-mémes et on peut imaginer que 1’enhancer FLE
permettrait [’activation successive des enhancers o et B. Nos travaux suggerent en effet
fortement que 1’enhancer FLE est mobilisé secondairement a I’enhancer o et qu’il reste actif
non seulement dans les cellules gonadotropes immatures mais aussi matures. De plus et de
fagon intéressante, nous avons montré par capture de la conformation chromatinienne que
I’enhancer o interagit physiquement avec 1’enhancer FLE dans les cellules gonadotropes
immatures. On pourrait donc imaginer que ’enhancer o activé participe a I’activation de
I’enhancer FLE en facilitant le recrutement, a son niveau, de complexes activateurs comme,
par exemple, le complexe Médiateur. Une fois I’enhancer o inactivé, I’enhancer FLE pourrait
a son tour se rapprocher de 1’enhancer P pour favoriser son activation. Cette séquence
d’événements est néanmoins purement spéculative car les mécanismes moléculaires sous-
tendant les interactions fonctionnelles entre les enhancers d’un méme locus demeurent encore
trés mal connus.

Afin d’étudier la dynamique de ces mécanismes, il conviendrait de développer un modele
d’étude qui permette de suivre en continu la différenciation gonadotrope hypophysaire. Les
lignées modeles aT1-1, aT3-1 et LBT2, méme si elles constituent un outil précieux, sont des

photographies de trois états figés du processus. Elles ne permettent donc pas d’appréhender les
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étapes transitoires entre ces états. Des travaux récents ont montré qu’il est possible d’induire la
différenciation d’« hypophyses » in vitro, et donc des cellules gonadotropes, a partir de cellules
souches embryonnaires chez la souris et I’espéce humaine (Suga H, et al. 2011 ; Ozone C, et
al. 2016). Ce modele dynamique devrait permettre d’étudier 1’interdépendance fonctionnelle
entre les enhancers de Nral. Par exemple, il serait possible de déléter I’enhancer a et d’étudier
les perturbations induites de la mobilisation des enhancers FLE et B, et de I’expression de

Nrial.

2. Quels sont les mécanismes de |'activation de I'enhancer o ?
2.1 Identification des partenaires nécessaires a l'activité d’ERa

Plusieurs questions restent ouvertes sur les mécanismes nécessaires a I’activation de 1’enhancer
a dans les cellules gonadotropes immatures. En effet, malgré le role central joué par ERa, celui-
ci nécessite un FP pour étre recruté a I’enhancer et n‘agit qu’en recrutant, a son tour, de
nombreux acteurs de la machinerie de remodelage et d’activation de la chromatine. Les données
bibliographiques proposent un processus complexe et séquentiel au cours duquel se succédent
des étapes d’étiquetage des enhancers par des FP, suivies d’une pré-activation des enhancers
par le recrutement d’ERa et de certains modificateurs chromatiniens et enfin, le recrutement de
co-activateurs supplémentaires qui permettent d’augmenter de facon significative le
recrutement des complexes de remodelage et d’activation de la chromatine, conduisant alors a
la transcription du géne. Dans notre modéle de différenciation, nous avons une photographie de
I’étape de pré-activation, avec les cellules progénitrices aT1-1 dans lesquelles I’enhancer o est
inactif mais porte a la fois des marques d’activation et de répression, et une photographie de
I’étape achevée d’activation avec les cellules immatures aT3-1, dans lesquelles I’enhancer o
présente uniquement des marques d’activation. Il est donc trés probable que le FP nécessaire a
la pré-activation soit exprimé et recruté a I’enhancer o a la fois dans les cellules progénitrices
et immatures mais que les co-activateurs, nécessaires a I’activation compléte, ne soient recrutés
que dans les cellules immatures.

Sur la base de ce postulat, j’ai entrepris d’identifier, dans les cellules aT3-1, I’ensemble des
régions génomiques cibles d’ERa par ChIP-seq ainsi que I’ensemble des partenaires protéiques
d’ERa par BioID. Ceci m’a permis de faire émerger de nombreux FP et co-activateurs
candidats. Deux candidats FP sont particulierement intéressants : ISL1 et NEURODA4. En effet,

ils interagissent tous deux avec ERa et leurs motifs de liaison sont enrichis dans le cistrome
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d’ERa. En outre, ISL1 a été déja décrit comme FP potentiel dans les cardiomyocytes (Gao R,
etal. 2019) ; c’est, de plus, un facteur important pour la différenciation neuronale (Pfaft S L, et
al. 1996) et, enfin, il est connu pour réguler I’expression du récepteur de la GnRH dans les
cellules gonadotropes (Schang A L, ef al. 2013). NEURODA4 n’a pas été décrit encore comme
un FP, cependant il est capable de reprogrammer les cellules en neurones (Masserdotti G, ef al.
2015) et il partage une homologie de séquence importante avec NEUROD1, considéré comme
un FP (Matsuda T, et al. 2019). L’analyse du cistrome d’ERa suggere qu’ISL1 et NEUROD4
agiraient comme FP a des moments différents de la différenciation précoce du lignage
gonadotrope : ISL1 pourrait agir trés tot, dés la transition entre cellules progénitrices et
immatures, alors que NEURODA4 serait mobilisé plus tardivement dans les cellules immatures.
La caractérisation de l’interactome protéique d’ERa nous a aussi permis de proposer des
partenaires d’ERa susceptibles de participer a la dernicre étape d’activation de I’enhancer o.
Certains de ses partenaires, comme SMARCD3 ou MEDI, font partie de complexes comme
Meédiateur, COMPASS ou SWI/SNF, déja connus pour étre impliqués dans 1’activation
d’enhancers, notamment au travers de leur recrutement par ERa. Ces deux facteurs sont des
candidats dont I’étude est prioritaire. Le role des différents candidats, FP comme co-activateurs,
dans I’expression de Nr5al est analysé actuellement au laboratoire. Pour cela, nous avons
développé une approche dans les cellules aT3-1 combinant leur extinction transitoire par
stratégie CRISPR-Cas9 et la mesure du niveau d’expression de NR5A1 avec un systéme
rapporteur luciférase permettant un criblage rapide. Briévement, les cellules aT3-1 sont co-
transfectées d’une part, avec un vecteur rapporteur luciférase dont I’expression est sous le
contrdle d’¢léments de réponse de NR5A1, reflétant donc la quantité de NR5A1 dans la cellule,
et d’autre part, par un vecteur d’expression de la CAS9 combiné a un vecteur d’expression d’un
ARN guide afin d’invalider I’expression du géne candidat. Si le géne candidat code une protéine
controlant I’expression de NrSal, alors son invalidation conduira a une diminution de
I’expression de NR5SA1 mesurée par I’activité luciférase. Les candidats ayant rempli ces
conditions seront ensuite testés de facon plus précise. Pour cela, nous mesurerons tout d’abord
par ChlIP, leur fixation a la chromatine au niveau de 1’enhancer a, puis les effets épigénétiques
de leur recrutement sur 1’enhancer seront évalués. Nous étudierons notamment les changements
concernant 1’accessibilité de la chromatine, le recrutement d’ERa, les marques d’histone et la
méthylation de I’ADN. Des études seront conduites en paralléle sur des cellules aT1-1 dans
lesquelles nous sur-exprimerons les génes candidats en espérant ainsi faire progresser les
cellules progénitrices dans le processus de différenciation et possiblement induire 1’expression

de Nrial.
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Si les acteurs moléculaires que nous avons identifiés, et en particulier les deux FP potentiels,
sont des acteurs clefs de la progression de la différenciation du lignage gonadotrope, cela
suggérerait que celle-ci comporterait beaucoup plus d’étapes qu’initialement envisagé. Il
conviendrait donc d’envisager des étapes intermédiaires de maturation moléculaire entre les
¢tats progéniteurs, immatures et matures. ERa constituerait un véritable fil rouge de la
maturation entre les phases progéniteurs et immatures et serait mobilisé différentiellement par

un jeu dynamique de facteurs pionniers, exprimés ou activés séquentiellement.

2.2 Mécanismes d’activation de |’enhancer a. in vivo ?

Nous avons montré, in vitro, que ’activation de 1’enhancer o par ERa est dépendante de son
ligand. In vivo, ’origine des cestrogénes susceptibles d’activer ’enhancer o a des stades
précoces du développement de 1’hypophyse est encore hypothétique. Méme si les niveaux
circulants d’cestrogénes produits par 1’organisme maternel sont beaucoup plus réduits chez les
rongeurs que dans I’espéce humaine, des cestrogénes maternels sont présents pendant toute la
gestation et donc autour de 12-14 jpc (Barkley M S, et al. 1979). A cette période, des androgénes
sont aussi produits par le feetus male et pourraient étre, tout comme les androgeénes d’origine
maternelle, aromatisés en cestrogenes par le foetus (Pointis G, ef al. 1979). Comme la
folliculogenese ne débute qu’apres la naissance chez les rongeurs, le feetus femelle ne produit
pas lui-méme des cestrogénes. Quelle que soit leur origine, les cestrogeénes circulants sont tres
probablement inactivés par deux mécanismes différents. Des 9,5 jpc, le foie de ’embryon et le
sac vitellin produisent une protéine sérique de type albumine, 1’a-foetoprotéine (Kwon G S, et
al. 2006) qui lie sélectivement les cestrogeénes circulants et empéchent leurs effets, notamment
au niveau cérébral (Bakker J, et al. 2006 ; De Mees C, et al. 2006). De plus, le placenta est
capable de sulfoner les cestrogénes maternels, les rendant ainsi inactifs. Méme si 1’action de
type endocrine des cestrogeénes est peu probable, il est possible que des cestrogenes actifs soient
produits localement dans 1’hypophyse en développement, notamment par désulfonation.
Plusieurs arguments sont en faveur d’une telle hypothese : 1) P’activité de désulfonation des
oestrogeénes a déja été décrite dans le cerveau des rongeurs en période périnatale et adulte
(Mortaud S, et al. 1996) et pourrait fournir, comme l’aromatase, une source d’cestrogénes
importante pour la sexualisation du cerveau ; 2) I’hypophyse présente une activité de
désulfonation, qui est méme supérieure a celle du cerveau, au moins dans la période post-natale

(Hobkirk R, et al. 1987) ; 3) enfin nous avons montré que les cellules aT3-1 expriment une des
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enzymes impliquées dans la désulfonation, la Steroid Sulfatase (STS). Prouver sans ambiguité
I’existence d’cestrogenes actifs dans I’hypophyse embryonnaire reste néanmoins techniquement
difficile car la petite taille des structures et la difficulté d’isoler précisément la poche de Rathke
compromettent le dosage des stéroides présents dans 1’hypophyse a un stade aussi précoce que

13,5 jpe.

L’implication cruciale d’ERa dans la régulation de Nr5al démontrée in vitro conduit
naturellement a penser que l’invalidation d’ERa in vivo entrainerait des défauts de la
différenciation du lignage. Pourtant, si I’invalidation hypophysaire d’ERa chez la souris
entraine des anomalies de la fonction gonadotrope, les cellules gonadotropes, quant a elles,
semblent étre différenci¢es (Gieske M C, et al. 2008). Il n’y a pas eu, cependant, d’études
précise de la différenciation gonadotrope hypophysaire chez ce mutant ce qui fait que des
anomalies plus subtiles de la différenciation comme des retards ou des défauts quantitatifs ont
pu ne pas avoir été décelés. Il est aussi possible que d’autres récepteurs nucléaires comme ERf,
se fixant sur le motif ERE, compensent fonctionnellement 1’absence d’ERa in vivo. 1l a été, en
effet, suggéré que dans les hypophyses adultes invalidées pour ERa, la stimulation d’ER[ par
I’administration de fortes doses d’un agoniste spécifique de ces récepteurs entraine une
réactivation partielle des cellules gonadotropes mesurée selon des critéres de morphologies
ultrastructurales (Sanchez-Criado J E, et al. 2012). Pour s’assurer de la nécessité de la
signalisation cestrogénique dans la différenciation gonadotrope, il serait intéressant de disposer
d’un mod¢le murin exprimant une luciférase sous le controle d’un promoteur artificiel sensible
aux récepteurs nucléaires de I’E2, comme celui décrit dans Maggi A et Villa A, 2014. Ce mod¢le
permettrait de déterminer sans ambiguité si ERa (ou ERP) est actif dans 1’hypophyse en
développement. En utilisant le méme modele, couplé a une approche stéréotaxique d’injection
d’antagoniste de I’E2, a proximité immédiate de I’hypophyse embryonnaire, il serait possible
d’inhiber localement ERa, en vérifiant I’efficacité de cette inhibition par le systeme luciférase,
et d’en étudier les conséquences sur la mobilisation de I’enhancer a (en ATAC-qPCR) et sur

I’expression de Nr5al.

3. Mécanismes moléculaires de I'inactivation de I’enhancer a

L’enhancer o n’est activé que transitoirement au cours de la différenciation du lignage et tres
peu de données sont actuellement accessibles concernant son inactivation. Notre mod¢le

d’étude suggere que I’expression d’ERa diminue au moins transitoirement entre 13,5 jpc et 16-
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17 jpc, les stades représentés respectivement par les cellules aT3-1 et LBT2. Nous avons montré
qu’interférer avec la fixation d’ERa sur I’enhancer a entraine une inhibition chromatinienne de
I'enhancer avec éviction de la marque H3K27ac, augmentation de 1’encombrement
chromatinien et enfin reméthylation des CpG. On peut imaginer deux types de mécanismes,
non exclusif, a I’origine de ces changements : 1) des mécanismes passifs : la simple absence
d’ERa entrainant une diminution du recrutement des acteurs chromatiniens activateurs comme
la P300, les chaperonnes d’histones, ou les TET déméthylases, ou 2) des mécanismes actifs : la
présence d’ERa pouvant en effet freiner directement ou indirectement le recrutement d’acteurs
inhibiteurs comme les méthytransférases, les histones desacétylases, etc... Afin de mieux
caractériser ces mécanismes, il serait possible de déployer une approche visant a caractériser
I’ensemble de protéines fixées a une séquence donnée. Ce type de technologie, visant a purifier
la séquence endogene d’une région génomique donnée puis a caractériser tous les partenaires
protéiques par spectrométrie de masse, commence a étre développée depuis quelques années.
I1 serait possible par exemple de cibler sur I’enhancer o.une CAS9 inactivée (dCAS9) fusionnée
a une biotine ligase afin de marquer par la biotine toutes les protéines fixées sur 1’enhancer
dans la lignée aT3-1, dans la lignée aT3-1 avec délétion de ’ERE de 1’enhancer o, mais
également dans les lignées aT1-1 et LBT2. Cette expérience, qui nécessiterait néanmoins
probablement beaucoup de mises au point techniques, pourrait permettre d’identifier les acteurs

impliqués dans I’inactivation mais aussi dans 1’activation de | 'enhancer.

4. Mobilisation de I'’enhancer a a nouveau a I'age adulte

Si I’enhancer o est important pour la différenciation du lignage gonadotrope., ceci n’exclut pas
qu’il puisse étre a nouveau mobilis¢ a 1’age adulte et participer a la régulation de Nr5al a cette
période de la vie reproductive. Cette hypothése est confortée par un résultat récent de 1’équipe
du Dr Drouin (Mayran A, et al. 2019). Dans ce travail, I’accessibilit¢ de la chromatine de
cellules gonadotropes triées a partir d’hypophyses de souris males adultes a été évaluée par
ATAC-seq et le locus de Nrjal est montré en exemple. On peut noter que 1’enhancer B, dans
I’intron 6, présente une accessibilité de la chromatine importante compatible avec le maintien
de son activité a I’age adulte. De fagon plus surprenante, on peut aussi observer que I’enhancer
o dans I’intron 4 présente ¢galement une chromatine accessible, suggérant qu’il serait aussi
mobilisé a I’age adulte. Il n’est cependant pas possible de savoir, a partir de ces données, si ce
sont les mémes cellules gonadotropes qui présentent une accessibilité¢ des deux enhancers ou

s’il existe deux populations de gonadotropes avec des mobilisations spécifiques d’enhancers.
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De fagon intéressante, une récente étude de transcriptomique a haut-débit en cellules uniques
faites sur des hypophyses embryonnaires humaines a mis en évidence ’existence de deux
populations de cellules gonadotropes au cours de leur différenciation (Zhang S, et al. 2020).
Ceci n’a pas été rapporté dans des études utilisant une approche similaire sur des hypophyses
de souris et de rat adultes (Cheung LY M, et al. 2018 ; Fletcher P A, et al. 2019) mais de telles
populations n’y ont pas été spécifiquement recherchées. De plus, il est possible que ces
populations correspondent a des états fonctionnels différents qui apparaissent de facon
dynamique en fonction du contexte physiologique de stimulation des cellules gonadotropes, par
la GnRH par exemple. De fagon intéressante, ’expression de Nr5al est sensible a
I’environnement hormonal stéroidien alors qu’aucuns sites de fixation pour des récepteurs
nucléaires n’a pu étre identifié sur les promoteurs (Majdic G, ef al. 1997). On pourrait alors
imaginer que I’enhancer o est mobilisé, par exemple pendant le proestrus du cycle cestrien, sous
la stimulation des fortes concentrations circulantes en E2 permettrait d’augmenter
significativement I’expression de NRSA1 et permettre ainsi de stimuler fortement 1’expression
de Lhb, une de ses cibles directes. Afin de mettre en évidence ces différentes populations
fonctionnelles de cellules gonadotropes et la possibilit¢é d’un recrutement différentiel de
I’enhancer a selon le contexte physiologique, nous avons entrepris au laboratoire une étude en
ATAC-seq en cellules uniques au cours du cycle cestrien chez le rat. La régulation de
I’expression de Nr5al pendant la vie reproductive pourrait donc s’avérer aussi plastique que
celle mise en ceuvre pendant I’embryogenese et il serait fascinant de comparer les mécanismes
opérant a ces deux périodes distinctes de la vie reproductive. Il n’existe malheureusement pas
de modéle de cellules gonadotropes adultes qui permettrait ces études in vitro mais le
développement rapide des techniques d’épigénomique en cellules uniques, de plus en plus
accessibles aujourd’hui, offre une opportunité unique pour comprendre la plasticité de cette

régulation.
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VI.  CONCLUSION GENERALE

Ces travaux de recherche ont mené a I’identification d’un nouvel enhancer crucial pour la
régulation de D’expression du geéne Nrdal, un facteur de transcription essentiel a la
différenciation comme a la fonction gonadotrope. Les enhancers sont désormais placés au coeur
des processus de différenciation et d’acquisition de 1’identité cellulaire. Les connaissances
acquises ici pourront non seulement aider a mieux comprendre la différenciation gonadotrope
mais aussi a décrypter des mécanismes plus généraux de la différenciation cellulaire. Nous
avons établi un lien entre deux régulateurs majeurs de la fonction gonadotrope, i.e Nral et la
signalisation cestrogénique. L’implication de la signalisation cestrogénique dans le processus de
différenciation du lignage gonadotrope offre des pistes intéressantes pour 1’étude de la
spécification d’autres lignages stéroidogenes exprimant Nr5al comme les cellules cortico-
surrénaliennes ou les neurones du noyau ventro-médian de I’hypothalamus. Enfin, établir un
lien entre la signalisation cestrogénique et la régulation de I’expression de Nrjal pourrait
s’avérer primordial pour expliquer des perturbations idiopathiques de la sphére endocrine,

qu’elles soient endogenes (génétiques) ou environnementales (perturbateurs endocriniens).
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