
 562

NOUVELLE

ERa orchestre les mécanismes 
épigénétiques qui déclenchent 
l’expression du gène Sf-1 au 
cours de la différenciation 
du lignage gonadotrope 
hypophysaire
Vincent Pacini, Florence Petit, Bruno Quérat,  
Jean-Noël Laverrière, Joëlle Cohen-Tannoudji, David L’hôte

> L’hypophyse est une glande endocrine
située à l’interface entre le système ner-
veux central et différents tissus cibles.
Elle comporte six types cellulaires endo-
crines différents contrôlant des fonc-
tions essentielles du vivant. La fonction
de reproduction est sous le contrôle des
cellules gonadotropes hypophysaires
qui, en réponse à la neuro-hormone
hypothalamique GnRH (gonadotro-
pin-releasing hormone), synthétisent
et sécrètent les deux hormones gona-
dotropes, LH (luteinizing hormone) et
FSH (follicle-stimulating hormone). Ces
hormones contrôlent à leur tour la sté-
roïdogenèse et la gamétogenèse dans
les gonades, ovaires ou testicules.
Les différents lignages endocrines de
l’hypophyse se différencient au cours de
l’embryogenèse à partir des mêmes cel-
lules souches. Sous l’action de gradients
morphogénétiques, différents facteurs
de transcription sont synthétisés par ces
cellules, permettant la différenciation en
l’un ou l’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]. L’ex-
pression du gène Sf-1 dans les cellules
gonadotropes débute à partir de 13,5 jours 
de développement embryonnaire chez la
souris (E13,5). Elle permet notamment de
déclencher l’expression des gènes clefs de
la fonction gonadotrope, tels que le gène
codant le récepteur de la GnRH et ceux

codant les sous-unités β spécifiques des 
hormones gonadotropes. Ainsi, des muta-
tions du gène SF-1 humain ou une extinc-
tion spécifique de l’expression de Sf-1 
dans l’hypophyse chez la souris entraîne 
une stérilité [2,3].
L’expression du gène 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 diffèrent selon le type 
cellulaire. Dans les cellules gonado-
tropes, l’expression de Sf-1 est contrô-
lée essentiellement par le promoteur 
1G [4] et par un enhancer pituitaire, 
localisé dans le 6e intron du gène [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 l’enhancer pituitaire est 
actif dans les cellules gonadotropes 
matures, elle a également révélé qu’il 
ne l’est pas à des stades précoces de 
la différenciation de ce lignage, ce qui 
remettait en question son rôle dans 
l’émergence de l’expression de Sf-1 au 
cours du développement hypophysaire.

Identification de l’enhancer 
le plus précocement impliqué dans 
l’expression de Sf-1 dans les cellules 
gonadotropes hypophysaires
Dans un premier temps, nous avons iden-
tifié l’ensemble des régions régulatrices 
potentielles du génome en mesurant l’ac-

cessibilité de la chromatine par la tech-
nique ATAC-seq (assay for transposase-
accessible chromatin using sequencing) 
[7]. Nous avons utilisé trois modèles de 
cellules murines immortalisées, qui repro-
duisent trois stades phénotypiques de la 
différenciation du lignage gonadotrope : 
les cellules aT1-1, dérivées de cellules 
précurseurs de l’hypophyse à E11,5 et 
n’exprimant pas encore Sf-1, les cellules 
aT3-1, « immatures », dérivées de cel-
lules déjà engagées dans la différenciation 
gonadotrope, qui expriment Sf-1 mais pas 
encore l’ensemble des gènes marqueurs du 
lignage, et les cellules LβT2, dérivées de 
cellules gonadotropes différenciées, expri-
mant Sf-1 et l’ensemble des gènes clefs du 
lignage [8]. Cette étude a confirmé l’ab-
sence d’accessibilité de l’enhancer 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 4e intron, dont la 
chromatine est accessible spécifiquement 
à ce stade de développement (Figure 1A).
Nous avons également montré que cette 
région est transitoirement mobilisée, in 
vivo, au cours de l’ontogenèse hypophy-
saire, à E13,5 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 a », dans les 
cellules gonadotropes immatures. Afin de 
déterminer l’importance de cet enhan-
cer dans la régulation de l’expression de 
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nécessaire au maintien de l’expression de 
Sf-1 par le biais d’un remodelage impor-
tant des marques épigénétiques de la 
chromatine (Figure 2B). Lorsque ERa ne 
peut plus se fixer sur l’enhancer a, on 
observe notamment la fermeture de la 
chromatine à cet emplacement, ainsi que 
la reméthylation totale de l’ensemble des 
sites cytosine-phosphate-guanine (CpG) 
de l’ADN, suggérant une inactivation com-
plète de cet enhancer (Figure 2C). Paral-
lèlement à ces modifications, nous avons 
mis en évidence une nette diminution 
de la fixation de l’ARN polymérase II sur 
le promoteur du gène Sf-1 (Figure 2D), 
attestant l’effet régulateur, à distance, de 
l’enhancer a sur l’expression de ce gène.

Conclusion
Cette étude nous a permis d’identifier 
l’enhancer le plus précocement impliqué 
dans l’activation du gène Sf-1 au cours 
de la spécification du lignage gonado-

site de fixation de type ERE (estrogen 
response element) très conservé chez les 
mammifères. Nous avons déterminé que 
seul le récepteur a des œstrogènes (ERa) 
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 2A). Nous avons par ailleurs mon-
tré que ERa est un facteur de transcription 
indispensable à l’activité de l’enhancer a 
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 l’action de ERa est 
dépendante de l’activation par son ligand, 
l’œstradiol [7].
L’excision de l’ERE de l’enhancer a dans 
des cellules gonadotropes immatures par 
la stratégie CRISPR/Cas9 bloque la fixation 
de ERa sur cet enhancer, et nous avons 
montré que cette fixation est strictement 

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 entraîne une réduction 
majeure de l’expression de Sf-1, ce qui 
montre que cet enhancer est très important 
pour l’expression de Sf-1 dans les cellules 
gonadotropes immatures (Figure 1B). Il 
s’agit de l’enhancer le plus précocement 
impliqué dans le contrôle de l’expression 
du gène Sf-1 au cours de la différencia-
tion du lignage gonadotrope, et dont le 
recrutement précède celui de l’enhancer
pituitaire [5].

Quels sont les mécanismes 
épigénétiques contrôlant l’activité de 
l’enhancer a du gène Sf-1 ?
L’analyse bio-informatique de la séquence 
génomique de cet enhancer a révélé un 
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Figure 1. Identification de l’enhancer a, le plus précocement impliqué dans l’expression 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 gène Sf-1 dans les trois lignées modèles de cellules gonadotropes murines immortalisées : aT1-1, 
aT3-1 et LβT2. La hauteur des pics reflète 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 dernière ligne récapitule, en noir, l’ensemble 
des régions accessibles de la chromatine identifiées pour l’ensemble des lignées. B. Niveaux relatifs des transcrits de Sf-1 dans les cellules 
gonadotropes immatures aT3-1 témoins (wild-type, WT) ou ayant subi la délétion de l’enhancer a (DEnhancer a) mesurés par RT-PCR (reverse 
transcriptase-polymerase chain reaction) après normalisation par le taux de transcrits d’un gène de ménage (Gapdh, glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase). Les données correspondent à 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.
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turbateurs endocriniens, pourrait ainsi 
expliquer certains défauts précoces de 
la mise en place du lignage gonado-
trope, conduisant à terme à des troubles 
de la reproduction chez l’adulte. ‡
ERa orchestrates epigenetic 
mechanisms initiating Sf-1 gene 
expression during pituitary gonadotrope 
cell lineage differentiation
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trope dans l’hypophyse. Elle a également 
permis de découvrir le rôle essentiel du 
récepteur nucléaire des œstrogènes ERa
dans le maintien des mécanismes épi-
génétiques impliqués dans l’expression 
de Sf-1 par les cellules gonadotropes 
immatures, un rôle qui s’inscrit dans le 
concept émergent de l’implication de 
ce facteur dans les processus épigé-
nétiques de différenciation cellulaire. 
Une diminution de l’expression de ERa
ou une altération de la signalisation 
œstrogénique, par exemple par des per-

Figure 2. ERa est essentiel aux mécanismes épigénétiques contrôlant l’expression du gène Sf-1 dans les cellules gonadotropes immatures. A. 
Enrichissement relatif de ERa sur l’enhancer a (Enha), déterminé par immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) suivie d’une PCR quantitative 
(polymerase chain reaction) dans les cellules gonadotropes immatures aT3-1. Chaque valeur correspond à la moyenne ± SEM (erreur type de la 
moyenne) de quatre expériences indépendantes. Différence statistiquement significative par rapport à l’enrichissement sur une région chroma-
tinienne témoin (control, Ctr) : p < 0,001. B. Niveau relatif des transcrits du gène Sf-1 dans les cellules gonadotropes immatures aT3-1 témoins 
(wild-type, WT) ou délétées pour l’ERE identifié dans la séquence de l’enhancer a (∆ERE), obtenu par RT (reverse transcriptase)-PCR et normalisa-
tion par le taux de transcrits d’un gène de ménage (Gapdh, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase). Les données correspondent à 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 l’enhancer a mesurée dans les cellules gonadotropes immatures aT3-1 WT ou ∆ERE par PCR quantitative, exprimée par rapport 
aux cellules WT. Chaque valeur correspond à la moyenne ± SEM de quatre expériences indépendantes. Différence statistiquement significative par 
rapport aux cellules WT : p < 0,001. D. Enrichissement relatif de l’ARN polymérase II (ARN Pol. II) sur le promoteur pituitaire de Sf-1, mesuré par 
ChIP-PCR quantitative dans les cellules gonadotropes immatures aT3-1 WT et ∆ERE, exprimé par rapport aux cellules WT. Chaque valeur correspond 
à la moyenne ± SEM de six expériences indépendantes.Différence statistiquement significative par rapport aux cellules WT : p < 0,001.
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