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-INTRODUCTION-



Chapitre I : La détermination du sexe et la formation des

gonades chez la souris

Le but essentiel de la détermination sexuelle est d’équiper les organismes avec
I'anatomie et la physiologie nécessaires pour permettre la reproduction sexuée. Bien
que chez les mammiferes le devenir sexuel de l'organisme soit déterminé a la
fécondation, ce devenir est révélé pendant le développement foetal. C'est a ce
moment-la que la gonade commence a se différencier pour former un ovaire ou un
testicule, apres une période de bipotentialité sexuelle.

Plus précisément, chez les mammiféres le sexe est déterminé par la présence
ou l'absence du chromosome Y, apporté par le spermatozoide. Le gene SRY (Sex-
determining Region of the Y chromosome), porté par le chromosome Y, code pour le
facteur essentiel a la détermination testiculaire (Sinclair et al, 1990). Chez les
individus XX, en absence du chromosome Y, la gonade se différencie en ovaire. C ‘est
pour cela que la voie femelle a été trés longtemps considérée comme une voie par
défaut, puisque le déterminant génétique responsable de la différenciation ovarienne

est longtemps resté inconnu.
1. Formation de la gonade bipotentielle

Chez les mammiferes, la gonade se forme a la surface du mésonephros dans la
créte urogénitale. Grace a la prolifération de I'épithélium ccelomique, qui est un
mésothélium particulier au niveau de la gonade. Plusieurs génes sont impliqués dans
la régulation de cette prolifération. Les gonades de souris XX et XY invalidées pour les
genes Wnt4 et Rspol présentent une diminution de la prolifération de I'epithélium
ccelomique et développent des gonades hypoplasiques (Chassot et al.,, 2012). RSPO1
et WNT4 sont donc des régulateurs importants de cette étape de la différenciation
gonadique. La voie de signalisation de linsuline et les récepteurs IGF1 sont
également indispensables a cette étape (Pitetti et al., 2013), ainsi que la voie de
signalisation impliquant SfI, régulée par les facteurs de transcription Six1 et Six4
(Fujimoto et al., 2013). Une partie de ces cellules migrent de I'épithélium coelomique

dans la gonade pour donner les cellules nourricieres ou de support de la
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gametogenese. Les cellules germinales terminent leur migration qui a commencé
dans l'allantoide ou elles se sont différenciées, en passant par le tube digestif et le
mésonephros, pour entrer finalement dans la gonade. Jusqu'a ce stade, c’est a dire
environ 12,5 jpc chez la souris, les gonades XX et XY ne se distinguent pas
morphologiquement (Swain & Lovell-Badge, 1999). Parmi les cellules somatiques,
les cellules « nourricieres » des gonades XX et XY sont les premiéres a se différencier
sexuellement : soit en cellules de la granulosa qui composeront plus tard les follicules
de l'ovaire, soit en cellules de Sertoli qui participeront a la formation des cordons
testiculaires du testicule. Le destin des autres types cellulaires de la gonade dépend
des progéniteurs des cellules nourricieres. Les cellules stéroidogenes qui produisent
les hormones males ou femelles se différencient apres la spécification des cellules
nourricieres. Il n’était pas clair au départ si des précurseurs des cellules
stéroidogenes existent dans la gonade bipotentielle ou si ce linéage se différencie a
partir de précurseurs somatiques multipotents, en réponse a des signaux provenant
des cellules de support ou des cellules endothéliales (Habert, Lejeune, & Saez, 2001).
Il a cependant été décrit récemment que les cellules stéroidogénes du testicule
embryonnaire jouent un role trés important dans la formation des cordons
séminiferes et qu’il y au moins 2 populations progénitrices distinctes qui donnent
naissance aux cellules interstitielles de la gonade : I'épithélium ccelomique et des
cellules spécialisées se trouvant a la frontiere gonade-mésonephros (DeFalco,
Takahashi, & Capel, 2011).

Les cellules germinales se spécifient sexuellement entre 12,5-13,5 jpc puisque
c’'est a ce moment la qu’elles entrent en méiose dans la gonade XX et qu’elles arrétent
de proliférer dans la gonade XY (Kocer, Reichmann, Best, & Adams, 2009). Il a
longtemps été considéré que l'entrée en méiose dans les gonades XX dépend
seulement de l'activité de 'acide rétinoique. Le testicule préviendrait cette activité
grace a I'expression de Cyp26B1 qui est une enzyme qui dégrade 'acide rétinoique
(Bowles et al., 2006). Il a été cependant montré récemment que I'acide rétinoique
n’est pas le seul acteur impliqué dans I’entrée en méiose des cellules germinales XX
(S. Kumar et al,, 2011). La voie de signalisation WNT/fScatenin semble étre également
activée dans les cellules germinales pour que celles-ci entrent en méiose. En I’'absence
de RSPO1, un activateur majeur de cette voie dans l'ovaire (voir ci-dessous), les

cellules germinales XX n’entrent pas en méiose et elles se différencient en cellules
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germinales males, avant méme la mise en place des cellules de Sertoli (Chassot et al,,
2011).

La gonade bipotentielle est composée de cellules somatiques qui expriment
principalement des genes qui resteront exprimés dans I'ovaire tandis que les cellules
germinales expriment des genes de cellules germinales contribuant a la
spermatogenese (Jameson et al, 2012). Ainsi le linéage somatique doit étre

masculinisé pour permettre le développement testiculaire de la gonade XY.

2. Formation du testicule

La gonade XY se transforme en testicule bien structuré par le biais de 3 étapes
majeures: 1) Engagement et expansion des cellules de Sertoli; 2)
compartimentation et organisation des cordons testiculaires, et 3) élongation des

cordons testiculaires en tubes séminiféres (Figure 1).

1) Les cellules de Sertoli coordonnent presque tous les aspects de la
morphogeneése testiculaire, c’est pour cela que leur spécification est essentielle pour
la formation du testicule (Svingen & Koopman, 2013). Elles proviennent des cellules
progénitrices qui dérivent de I'épithélium cecelomique, une monocouche cellulaire qui
recouvre entierement la cavité ccelomique (Schmabhl et al,, 2000). Entre 11.5 et 12.5
jpc les cellules de I'épithélium ccelomique migrent a I'intérieur de la gonade XY et
donnent naissance aux cellules de Sertoli mais aussi aux cellules interstitielles du
testicule.

La différenciation des cellules de Sertoli est contrdlée par un seul facteur,
S0X9, en aval du gene SRY, qui se situe sur le chromosome Y. Chez la souris, Sry est
exprimé seulement entre 10.5 a 12.5 jpc dans les cellules progénitrices des cellules de
Sertoli. Cette breve fenétre d’expression signifie que Sry est important pour
I'initiation de la différenciation des cellules de Sertoli, mais n’est pas indispensable a
leur maintien (Koopman et al., 1990). La premiére cible connue de SRY est le facteur
de transcription Sox9 (SRY box 9), qui est activé dans les cellules précurseurs des
cellules de Sertoli (Ryohei Sekido & Lovell-Badge, 2008). Plus précisément, Sox9 est
activé quand un complexe protéique composé de SRY et de SF1, se lie a un élément

amplificateur connu sous le nom de « testis-specific enhancer of Sox9 core élément »
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Figure 1: Les événements majeurs de la morphogeneése du testicule et de I'ovaire chez
la souris. La gonade bipotentielle est formée a 10.5 jpc. Dans la gonade XY (En haut, bleu),
Sry est exprimé a ce stade la et son expression conduit aux premieres étapes de la
morphogeneése du testicule, la spécification des cellules de Sertoli (1). A 12.5 jpc le testicule
est déja compartimentalisé. Cette étape se fait grace a la migration de cellules endothéliales
dans la gonade (2). L’étape finale du développement testiculaire est I’élongation des cordons
testiculaires (3). Dans la gonade XX (En bas, rose), la spécification des cellules de la granulosa
définit la premiere étape de la morphogenese ovarienne (1). Les cellules germinales femelles
entrent en méiose a 13.5 jpc et s’arrétent au stade diploténe de la méiose I a 17.5 jpc. La
specification des cellules de la granulosa a lieu durant I'embryogenese pour s’arreter aprés la
naissance (2) puis elles entourent les ovocytes pour former les follicules primordiaux.
Pendant la premiére semaine de vie (3) les follicules continuent de se former et les cellules
de la théque sont recrutées afin de former les follicules primaires (Ungewitter & Yao, 2013).
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(TESCO). Tout comme SRY, SOX9 est indispensable a la différenciation
testiculaire puisque les souris mutantes pour le géne Sox9 présentent une inversion
de sexe complete. (Chaboissier et al., 2004). De plus I'expression ectopique de Sox9
dans des gonades XX permet l'induction du développement male ce qui suggere que
le réle principal de SRY est d’induire I’expression de Sox9 (Vidal et al., 2001).

A son tour, SOX9 induit I'expression de génes impliqués dans la différenciation
des cellules de Sertoli, tels que Fgf9 (Fibroblast growth factor 9) et Ptgds
(Prostaglandin D synthase). Contrairement a Sry, Sox9 est exprimé tout au long de la
vie foetale et persiste a I’age adulte (Kent et al., 1996). Cependant son expression n’est
pas indispensable pour le développement et le maintien du testicule aprés la
détermination du sexe (Barrionuevo et al., 2009). Sox9 reste nécessaire au maintien
de la fertilité chez les males agés de plus de 5 mois. Apres la détermination du sexe,
d’autres genes Sox comme Sox8 sont impliqués dans le développement testiculaire
(Barrionuevo et al, 2009). De nombreux autres geénes sont nécessaires au
développement testiculaire et la plupart conduisent au développement de gonades
dysgéniques quand ils sont mutés. Parmi ces modeles, les souris invalidées pour le
gene Dmrtl par exemple développent des testicules séverement dysmorphiques
(Matson et al.,, 2011), et les souris invalidées pour le gene Gata4, présentent une
mutation qui empéche 'interaction de GATA4 avec FOG-2. Ces modeles montrent que
ces deux facteurs sont nécessaires a l'activation de Sry, puisque ces souris
développent des testicules anormaux (Tevosian et al., 2002). SfI est nécessaire au
maintien de I'expression de Sox9 et les souris invalidées pour ce gene ne développent
pas de glandes surrénales et de gonades. Le géne Wt1 est également trés important
pour le développement testiculaire puisqu’'une dysgénésie gonadique sévere est
observée chez les souris dépourvues de Wt1. Ces genes font partie des plus
importants impliqués dans le développement du testicule, mais il y en a plusieurs
autres également qui ne sont pas cités ici (Ono & Harley, 2013).

Les mécanismes moléculaires qui régissent la premiere vague de prolifération
des précurseurs des cellules de Sertoli sont résumés dans la figure 2 (Ungewitter &

Yao, 2013)
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Figure 2: Spécification des cellules de Sertoli.

A. La premiere vague de prolifération des cellules de Sertoli a lieu en réponse a une boucle
d’autorégulation initiée par SRY. SRY induit I'expression de Sox9, qui induit a son tour FGF9
et PGD2. Ces 2 facteurs activent leurs récépteurs sur les cellules pré-Sertoli avoisinantes, ce
qui crée une boucle de régulation qui maintient I'expression de SOX9 et stimule la
prolifération des cellules de Sertoli. B. La seconde vague a lieu aprés 15.5 jpc chez la souris et
elle est induite par I'activine A produite par les cellules de Leydig, qui induit la prolifération
des cellules de Sertoli via SMAD4. (Ungewitter & Yao, 2013)
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2) Apres la différenciation des cellules de Sertoli, la gonade XY commence a
s'organiser en 2 partiesindispensables aux fonctions testiculaires: les cordons
testiculaires qui permettent la maturation des gametes et le tissu interstitiel qui
produit principalement les hormones.

La premiére vague de migration a partir de 1'épithélium ccelomique a lieu a
11,2 jpc et donnera naissance a des cellules de Sertoli, des cellules interstitielles, ainsi
que d’autres lignées cellulaires de la gonade (Karl & Capel, 1998). Le destin de ces
cellules se restreint avec le temps. De 11.5-16.5 jpc une seconde population de
cellules provenant du mésonephros cette fois-ci, migre a 'intérieur de la gonade XY.
Cette migration est absolument indispensable a la formation des cordons
testiculaires et les cellules qui en font partie sont incapables de se différentier en
cellules de Sertoli, contrairement a la premiére vague décrite plus haut. Cette 2¢éme
vague de migration est constituée de cellules endothéliales (Combes et al., 2009) qui
contribuent a la formation du réseau vasculaire du testicule. La formation des
vaisseaux sanguins est contr6lée par Sry et commence a 12 jpc: VEGF et I'activine B
promeuvent alors la vascularisation du testicule (Figure 3).

La derniére étape de la compartimentation du testicule est la formation de la
membrane basale a fin de former une barriere physique autour des cordons
testiculaires. Les données récoltées ces derniéres années proposent le modele
suivant pour cette derniére étape: la migration des cellules endothéliales a I'intérieur
du testicule défini la localisation des cordons. Des forces externes réorganisent par la
suite ces structures primitives pour former les cordons. Finalement, les cellules de
Sertoli avec les cellules péri tubulaires myéloides (PTM) synthétisent les constituants
de la lame basale autour des cordons et créent un environnement dans lequel aura

lieu la spermatogenese. (Ungewitter & Yao, 2013).

3) Plus tardivement dans le développement fecetal les cordons testiculaires
suivent un processus d’élongation pour former les tubes séminiferes. Il a été
démontré récemment que les cellules de Leydig foetales controlent cette élongation.
L’inactivation de l'activine A, membre de la famille du TGFf3, dans les cellules de
Leydig n’affecte pas la formation des cordons testiculaires mais affecte en revanche

’élongation de ces derniers aprées 15.5 jpc (Archambeault & Yao, 2010).
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Figure 3: Migration des cellules endothéliales et formation des cordons testiculaires. I
y a tres peu de vascularisation dans le testicule a 11.5 jpc mais une structure vasculaire est
présente dans le mésonephros. Douze heures plus tard ce plexus vasculaire se rompt et des
cellules endothéliales individuelles migrent dans le testicule, vers la region coelomique. A
12.5 jpc, le vaisseau coelomique est clairement visible et les cordons testiculaires se sont
formés en suivant la migration des cellules endothéliales a lintérieur du testicule
(Ungewitter & Yao, 2013).
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3. Formation de l'ovaire

La différenciation ovarienne a longtemps été considérée comme étant la
différenciation gonadique par défaut en l'absence de SRY. Il a cependant été
démontré depuis, qu’il existe plusieurs facteurs spécifiques de I'ovaire sans lesquels
le développement ovarien ne peut pas avoir lieu. Trois événements cellulaires sont
nécessaires a la formation de I'ovaire : 1) La spécification des cellules de la granulosa,
2) la formation des follicules (folliculogenese) et, 3) la compartimentation des

cellules somatiques (figure 1).

1) Chez la femelle, les cellules de la granulosa sont I'’équivalent des cellules de
Sertoli. Elles entourent les cellules germinales et secretent des facteurs
indispensables ala maturation des oocytes. Les cellules de la granulosa et les cellules
de Sertoli auraient une origine commune puisque les fonctions de ces 2 types
cellulaires sont similaires. Elles proviendraient de 1 ‘épithélium de surface de la
gonade. Zheng et al., (2014) et Mork et al., (2012) ont démontré que beaucoup de
cellules provenant de I'épithélium ccelomique, dénommé épithélium de surface
ovarien a ce moment du développement (ESO), migrent a l'intérieur de l'ovaire et
donnent naissance a des cellules de la granulosa, FOXL2 positives. Cette étude a été
complétée récemment par une deuxieme étude qui a suivi le devenir des cellules
FOXL2-positives afin de déterminer avec plus de précision l'origine des follicules
formés jusqu’a P7. Les principaux genes connus nécessaires a la spécification des
cellules de la granulosa sont Rspo1, Wnt4 et FoxI2, chronologiquement.

RSPO1 joue un réle essentiel dans la différenciation de l'ovaire. Ce gene a été
décrit pour la premiere fois lors de I'étude d’'une famille dans laquelle 4 freres
présentaient une inversion sexuelle de type male XX (Parma et al.,, 2006). Chez la
souris, R-spondin1 est exprimé dans la gonade indifférenciée a 11,5 jpc, puis a partir
de 12.5 jpc son expression est restreinte a I'épithélium coelomique chez le male. Son
ablation induit une inversion de sexe partielle chez les souris XX qui présentent un
hermaphroditisme au niveau des organes génitaux externes (Chassot et al., 2008). La
méme étude a démontré qu’en absence de R-spondinl, la voie WNT/f3-catenin n’est
plus active dans les gonades des individus XX. Ceci suggere que RSPO1 participe a

I'activation de cette voie dans l'ovaire, puisque la famille des protéines RSPO est déja
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connue comme activatrice de la méme voie que WNT4. D’autre part, si la voie
fScatenin est activée de facon ectopique dans les gonades XX Rspol -/-, le
développement sexuel des souris est normal, ce qui confirme bien que RSPO1 agit par
cette voie dans 'ovaire (Chassot et al., 2008). Un autre point important de cette étude
est que, alors que R-spondinl est toujours exprimé dans les gonades XX Wnt4 -/- ,
dans les gonades XX Rspol -/- Wnt4 ne l'est plus (Tomizuka et al., 2008). Cela indique
que l'expression de Wnt4 dépend de R-spondinl dans la signalisation régissant le
développement ovarien.

WNT4 est également un activateur de la voie de signalisation WNT/f3catenin
comme mentionné dans le paragraphe précédent. Chez ’homme, la duplication d’une
partie de la région proximale du chromosome 1 qui contient le gene WNT4 a été
identifiée chez des individus XY présentant des défauts de masculinisation (Jordan et
al., 2001). Chez la souris, son expression est retrouvée dans les gonades XX et XY, puis
a partir de 11.5 jpc elle est maintenue uniquement dans la gonade XX (Vainio et al,,
1999). Ce geéne, tout comme R-spondinl, est exprimé dans les cellules somatiques de
la gonade et sa délétion entraine une masculinisation partielle des gonades et du
tractus génital chez la souris (Vainio et al., 1999).

FOXL2 est un autre facteur essentiel a la différenciation des cellules de la
granulosa. Chez la femme, des mutations hétérozygotes non-sens de FOXLZ
provoquent le syndrome BPES (Blepharophimosis Ptosis Epicanthus inversus
Syndrome) qui est caractérisé par des anomalies des paupieres associées dans
certain cas a une insuffisance ovarienne prématurée due a une déficience de la
formation des follicules (Crisponi et al., 2001). Chez la souris, FoxI2 est exprimé dans
les cellules de la pré-granulosa des 12.5 jpc et les souris femelles mutées pour ce gene
présentent des défauts de maturation des follicules (Schmidt et al., 2004; Uda et al,,
2004). Ceux-ci s’arrétent entre les stades primordiaux et primaires, puis ensuite
dégénerent. FoxI2 est également important pour le maintien des cellules de la
granulosa tout au long de la vie adulte de I'individu. La perte de FoxI2 au stade adulte
entraine un phénotype de transdifférenciation de l'ovaire en testicule avec
'activation de Sox9 (Uhlenhaut et al.,, 2009). Enfin, FoxI2 est également important
pour la folliculogenese puisque aprés la naissance les ovaires des souris FoxI2 -/-
présentent des cellules de la granulosa de forme aplatie, caractéristiques des

follicules primordiaux. Les follicules ne peuvent pas devenir matures en 'absence de
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prolifération des cellules de la granulosa, ce qui résulte en atrésie ovarienne (Uda et

al, 2004).

2) Le follicule ovarien est I'unité fonctionnelle du systéme reproductif femelle.
Il est constitué d’'un seul et unique ovocyte entouré de cellules somatiques de la
granulosa et de cellules de la theque. Les follicules primordiaux sont les précurseurs
des follicules matures et sont formés autour de la naissance quand les cellules pré
granulosa envahissent les clusters de cellules germinales. A ce moment, les cellules
germinales isolées sont encerclées par les cellules de la pré-granulosa et forment des
follicules primordiaux. La formation des follicules est fortement dépendante de la
présence des cellules germinales (Guigon et al, 2005; Guigon & Magre, 2006),
puisque les follicules primordiaux ne se forment pas en I'absence de celles-ci. Apres
la formation des follicules primordiaux, une fine couche de matrice extracellulaire est
déposée autour de chaque follicule et créé un environnement approprié a la
maturation des ovocytes. Les follicules primordiaux se situent principalement dans la
zone externe de | ‘ovaire appelée cortex ovarien.

La maturation folliculaire passe par différentes étapes (figure 4). Tout d’abord,
les follicules primordiaux se forment 1-2 jours apres la naissance chez la souris.
Ensuite les follicules pré-antraux se développent indépendamment des hormones
responsables de l'ovulation, les gonadotropines. A partir du stade de follicule
secondaire, une couche de cellules de la theque s’ajoute autour de la membrane
basale du follicule. A la puberté, 1a FSH (Follicle stimulating hormone), secrétée par
I’hypophyse, induit la prolifération et la survie des cellules de la granulosa, puis
'ovulation a lieu suite a un pic de LH (luteinizing hormone), également secrétée par
I'’hypophyse. Apres l'ovulation, les cellules de la theque et de la granulosa se

différencient pour former le corps jaune.

3) L’environnement somatique de I'ovaire doit évoluer au fur et a mesure de la
maturation des follicules. Quand un follicule passe de I'étape de follicule primordial
au follicule primaire, les cellules pré granulosa qui I'entourent doivent aussi se
différentier en cellules de la granulosa matures. Cette différenciation est stimulée par
des facteurs secrétés par l'ovocyte. La morphologie fibroblastique des cellules de la

pré-granulosa change alors et devient cuboidale et leur statut quiescent devient
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Figure 4: Classification des étapes majeures de la folliculogenése chez les mammiferes.

Les follicules primordiaux se forment 1-2 jours apreés la naissance chez la souris et in utero chez 'humain. Le
développement au stade pré-antral est indépendant des gonadotropines. A partir du stade de follicule
secondaire, une couche de cellules de la théque se forme autour du follicule. A la puberté, la secretion de FSH
induit la prolifération et la survie des cellules de la granulosa. L’ovulation du follicule dominant a lieu suite a

un pic de sécrétion de LH. Apres ovulation, les cellules de la granulosa et de la théque se différencient encore
et forment le corps jaune (corpus luteum).
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prolifératif. FoxI2 est un facteur déterminant de ces changements (Schmidt et
al., 2004). Les cellules de la granulosa commencent alors a secréter des facteurs
importants pour le développement folliculaire tels que SCF (stem cell factor) et AMH
(Anti-Miillerian hormone). Les ovocytes dans les follicules primaires secrétent aussi
des facteurs importants pour le développement folliculaire tels que GDF9 (growth
differentiation factor 9), de la famille du TGFf3 (Hussein et al., 2005).

Le recrutement et la maturation des cellules de la theque se fait apres la
spécification des cellules de la granulosa. Les cellules de la theque sont des cellules
mésenchymateuses responsables de la production d’androgenes et sont donc
indispensables pour le développement folliculaire. Elles entourent le follicule au
stade primaire mais ne commencent pas la production d’androgénes avant le stade
secondaire ou pré-antral (Gelety & Magoffin, 1997). L’origine de ces cellules n’est pas
définie a I'heure actuelle, principalement parce que nous ne connaissons pas de
marqueurs spécifiques de ces cellules. La théorie la plus répandue au sujet de
'origine de ces cellules est qu’elles proviennent du stroma ovarien d’ou elles sont
recrutées grace a des facteurs secrétés par les follicules. La possibilité qu’elles
proviennent de cellules du mésonephros ayant migré a 'intérieur de I'ovaire avant
11.5 jpc ou apres 16.5 jpc ne peut étre exclue (Ungewitter & Yao, 2013).

Plusieurs facteurs sécrétés par les ovocytes et les cellules de la granulosa
controlent la différenciation des cellules précurseurs des cellules de la theque:
'insulin-like growth factor (IGF1), le basic fibroblast growth factor (bFGF), SCF/KIT et
les membres de la famille du TGFf3, AMH et GDF9 (Young & McNeilly, 2010). Un
phénotype des cellules de la theque important a été observé chez les souris mutées
pour le gene GDFO: les follicules des ovaires déficients en Gdf9 ne recrutent pas de
cellules de la theque et donc ne maturent pas au-dela du stade de follicule primaire
3b (Elvin et al., 1999). Les cellules de la theque ont 2 fonctions principales: Elles
secretent des androgenes indispensables a la production d’cestrogenes et elles
contribuent a la formation du systéeme vasculaire qui nourrit les follicules en

croissance.
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Chapitre Il : R-spondin1 et la voie WNT /f3catenin

Les R-spondins font partie de la famille des protéines contenant un TSR-1
(thrombospondin type 1 repeat). Le préfixe R (pour roof plate) est dérivé de
I'expression du gene qui code pour la R-spondinl murine. Ce gene est exprimé dans
le tube neural entre le jour 10 et 12 jpc, dans la région entre le neuro-épithélium et le
"roof plate” (Kamata et al., 2004). En plus de la présence du domaine TSR-1, les R-
spondins sont caractérisées par la présence d’'une région C-terminale avec des
amino-acides chargés positivement et de deux domaines furin-like, riches en
cystéines pres de la région C-terminale de la protéine mature. Les premiers roles des
membres de la famille des R-spondins ont été démontrés sur une période de 4 ans:
R-spondin3 a été décrite en 2002 (Chen et al., 2002), alors que R-spondinl (Kamata et
al., 2004) et R-spondinZ2 ont été caractérisées en 2004. Finalement, R-spondin4 a été
caractérisée en 2006 (Blaydon et al., 2006). Les R-spondins des mammiféres sont
similaires du point de vue de la structure de leur gene et de leurs domaines
protéiques. Chez 'homme les 4 membres de cette famille ont une homologie de 40%
a 60% en acides aminés (figure 5).

Des homologues des R-spondins sont présents chez tous les vertébrés et chez
certains invertébrés. Cependant, aucun homologue n’est retrouvé chez Drosophila ou
Caenorhabditis (de Lau et al., 2012). En considérant la distribution phylogénétique,
un géne ancétre des R-spondins était propablement présent chez les ancétres des
deutérostomes et deux duplications successives de ce géne primitif auraient généré

la diversité des R-spondins observée aujourd’hui (de Lau et al., 2012).

Des analyses fonctionnelles des protéines R-spondins utilisant un rapporteur
WNT dans des cellules 293T, ont montré un lien avec la voie WNT/f3catenin
canonique (Kazanskaya et al., 2004). Cette voie joue un role important dans la
prolifération cellulaire, la différenciation et le maintien des cellules souches.
L’activation de la voie est initiée quand des protéines sécrétées de la famille des
WNT se lient aux récepteurs Frizzled (Fzd) et aux co-récepteurs LRP5-6 (low-density
lipoprotein receptor related protein 5 or 6) (de Lau et al.,, 2012). A ce niveau, la voie
est controlée par plusieurs antagonistes extracellulaires (figure 6). Les R-spondins

ont un effet potentialisant sur WNT et 'analyse des domaines protéiques a montré
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Figure 5: La famille des R-spondins. Les 4 membres de la famille des R-spondins possedent un
peptide signal au niveau du domaine N terminal (Sig-Seq, jaune), 2 domaines furine-like riches en
cystéine (FU-like CR1 et 2, bleu) qui permettent I'activation de la voie [3-caténine, un domaine
thrombospondine (TSR, roufe) et un signal putatif de localisation nucléaire en C-terminal (vert). Les
pourcentages d’ acides aminés identiques dans chaque domaine montre un pourcentage
d”homologie relativement élevé. (Jin & Yoon, 2012).
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que les répétitions de furine sont essentielles et suffisantes pour entrainer cet effet.
Les premieres expériences in vivo démontrant cela ont été réalisées sur des jeunes
embryons de grenouille. Elles montrent que la déplétion de R-spondinZ dans un
blastomeére au stade huit cellules entraine la désorganisation des somites et la
réduction des myotomes, alors que la déplétion au stade de gastrula a entrainé des
défauts au niveau du développement musculaire (Kazanskaya et al, 2004). Des
résultats similaires ont été reportés chez le poulet et les mammiferes (Borycki &
Emerson, 2000)(Cossu & Borello, 1999). L’effet potentialisant des R-spondins sur
I'activité de la voie de signalisation WNT/f3-catenin a également été démontré dans
des expériences de tumeurs induites (Lowther et al.,, 2005). Dans ces cas, la voie est a
un niveau d’activité élevé, di au fait que des sites d’insertion du virus tumoral ont
été retrouvés dans les genes de la famille des Whnt, ainsi que dans le gene de R-
spondinZ2. 10% des carcinomes intestinaux non dépendants d’APC sont dus a des

fusions de R-spondinZ2 ou R-spondin3 (Seshagiri et al., 2012).

1. Lavoie de signalisation Wnt

Les WNTs, protéines riches en Cys, sont tres conservées durant I’évolution
(Willert & Nusse, 2012). 1l existe 19 génes identifiés chez I'humain (Kikuchi et al,,
2011). Chaque WNT est capable de s’associer a plusieurs récepteurs différents, en
fonction du contexte cellulaire, et d’activer plusieurs voies de signalisation en aval.
Ces voies de signalisation sont classées en 2 catégories: la voie canonique
(dépendante de f3catenin) et les voies non-canoniques (indépendantes de f3catenin).
Cette classification a cependant ses limites puisque au sein de la signalisation WNT,
qu’elle soit canonique ou non-canonique, plusieurs sous-voies sont activées selon
différents contextes cellulaires (Kikuchi et al, 2011). Chaque WNT active
préférentiellement soit la voie canonique, soit une voie non-canonique, mais cela
dépend également des récepteurs présents. Il est donc impossible de classer les
différents WNTs dans des groupes en fonction de la voie qu’ils activent, puisque
qu’ils ont plus de 15 récepteurs et co-récepteurs différents qui, selon les
combinaisons des isoformes et des récepteurs, déterminent quelle voie en aval sera

activée (figure 6).
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Figure 6: Les voies de signalisations WNT. Schéma simplifié des voies principales
activées par un WNT spécifique. A) La voie de la polarité cellulaire planaire (PCP), qui
conduit a I'activation des petites GTPases RHOA et RAC1 qui activent a leur tour la
kinase RHO (ROCK) et la kinase JUN-N-terminale (JNK). Ceci conduit a la
polymérisation de l'actine et la stabilisation des microtubules. Cette voie est donc
principalement impliquée dans la régulation de la polarité cellulaire, de la motricité
cellulaire et des mouvements morphogénétiques. B) La glycogene synthase kinase 3
(GSK3) phosphoryle f3catenin, ce qui mene a sa dégradation. En la présence d'un
ligand WNT, le complexe de dégradation comprenant la GSK3, la caséine kinase Ia
(CKIa), I’'Axine et I'adenomatosis polyposis coli (APC), est recruté a la membrane et
est inactivé. Ceci permet a la f3catenin de s’accumuler dans le cytoplasme et de passer
par la suite dans le noyau pour activer ses genes cibles. C) La voie WNT-Ca2* active la
kinase II dépendante de Ca%* et de la calmoduline (CAMKII), la protéine kinase C
(PKC) et la calcineurine. La calcineurine active le facteur nucléaire NFAT, qui régule a
son tour la transcription de genes qui contrélent le devenir des cellules ainsi que leur
migration. D) Récepteurs et co-récepteurs des 2 voies WNT principales. (Niehrs,
2012)
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1.1  Voie canonique - catenin dépendante

La voie f3catenin-dépendante est celle qui est a ce jour la mieux caractérisée
(Figure 6). Elle est activée par l'interaction de certains WNTs avec le récepteur
Frizzled et LRP5 ou LRP6. La cascade moléculaire activée conduit a I'inhibition de
GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 3) dont un des substrats clé est le co-activateur
transcriptionnel f3catenin. En absence de WNTs a la surface de la cellule, f3catenin est
phosphorylée puis dégradée par le protéasome. L'inactivation de f3catenin se fait par
un complexe de dégradation qui comprend, en plus de GSK3, APC (Adenomatosis
Polyposis Coli), Axin et CKla (Caséine Kinase la). En présence de WNT, et de
'activation de la voie, 3catenin n’est pas phosphorylée et sa forme cytoplasmique
stabilisée migre vers le noyau, ou elle s’associe avec au moins deux facteurs de
transcription pour réguler la transcription de génes cibles, TCF (T Cell Factor) et LEF
(Lymphoid Enhancer-binding Factor). Cette voie est surtout impliquée dans la
régulation de la différenciation et de la prolifération cellulaire (Reya & Clevers,
2005).

GSK3 est capable de réguler également d’autres substrats en aval des WNTs,
dont les cyclines et le facteur d’initiation de traduction elF2B. Ces substrats sont
impliqués dans le cytosquelette et la régulation du cycle cellulaire. Des données
récentes suggerent que GSK3 peut dégrader des centaines de protéines en aval d’'un

signal WNT (Taelman et al., 2010).

1.2 Voies indépendantes de 3catenin- Voies non-canoniques

La voie la plus étudiée et caractérisée dans cette catégorie est la voie de la
polarité cellulaire planaire (PCP) (figure 6A). Dans ce cas les récepteurs Frizzled
activent une cascade qui comprend les petites GTPases RAC1 et RHOA, ainsi que la
kinase JUN-N-terminal (JNK). Le résultat de I'activation de cette voie peut étre des
changements au niveau du cytosquelette, de la polarité cellulaire et de la migration
cellulaire. L’activation transcriptionnelle de facteurs de transcription dépendants de

JNK, tels que ATF2 (Activating Transcription Factor 2), puis l'activation de leurs
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genes cibles, peuvent résulter également de 'activation de la voie PCP (Simons &
Mlodzik, 2008). Cette voie est surtout impliquée dans la régulation de la polarité
cellulaire au cours des processus de morphogenése.

La voie PCP et la voie canonique sont connues pour étre antagonistes et cet
antagonisme se situe partiellement au niveau ligand-récepteur. Les co-récepteurs de
cette voie ne sont pas LRP5 ou LRP6 mais ROR et PTK7.

La seconde voie indépendante de f3catenin est la voie WNT-Ca2* (figure 7C).
La fixation de WNT sur son récepteur active des protéines G trimériques via les
récepteurs Frizzled, activant la phospholipase C (PLC), qui produit du diacylglycérol
et de linositol-1,4,5- triphosphate (Ins(1,4,5)P3). Le Ins(1,4,5)P3 conduit a
I'augmentation de Ca2* dans la cellule et a 'activation d’effecteurs tels que la kinase
I, dépendante de Ca2* et de la calmoduline (CAMKII), la calcineurine et la protéine
kinase C (PKC). Ces dernieres activent finalement le régulateur transcriptionnel
"nuclear factor associated with T cells" (NFAT) qui controle la destinée cellulaire et la
migration. Cette voie est impliquée dans les cancers, l'inflammation et la
neurodégénérescence (De, 2011).

Mis a part ces voies principales, il en existe plusieurs autres qui passent par
les récepteurs Frizzled ou encore d’autres co-récepteurs différents qui ne seront pas

discutées ici.
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2. Role des membres de la famille des R-spondins

La voie de signalisation WNT/f3-catenin est importante dans beaucoup de processus
développementaux durant 'embryogenese dans le monde animal. L'effet des R-
spondins de potentialiser cette voie implique leur importance dans différents

processus.

R-spondin 1 : Phénotype d’'inversion de sexe.

Des mutations du gene RSPO1 induisent I'apparition d’'un syndrome tres rare
chez I'humain (1/20.000 individus) qui combine une inversion de sexe de type male
XX, SRY-indépendante avec une hyperkératose palmoplantaire (PPK) et une
prédisposition aux carcinomes des cellules squameuses (SCC). Parma et al.,, (2006)
ont décrit une famille italienne avec 11 individus 46, XX qui étaient
phénotypiquement des hommes. L’étude génétique de cette famille, complémentée
de celle d'un autre patient venant d'une autre famille sans parenté, a permis
d’identifier des mutations dans le gene RSPO1. L'inversion de sexe est due a 'absence
d’expression de R-spondinl dans les gonades des individus XX affectés, puisque
normalement une augmentation de son expression est observée a 11.5 jpc dans les
gonades XX. Ceci a été confirmé avec I'étude des souris invalidées pour R-spondinli,
comme décrit au chapitre précédent.

Chez les mammiferes, le sexe de l'individu est déterminé par la présence du
programme génétique male ou femelle qui dirige le développement du testicule ou
de l'ovaire. Bien qu’il ait longtemps été considéré que la voie de différenciation
femelle est une voie par défaut, il est maintenant connu que cette voie a également
besoin d’étre activée. R-spondinl avec Wnt4 en sont les activateurs connus a ce jour.
De plus R-spondinl montre un profil d’expression spécifique de la femelle chez les
vertébrés, dont le poulet et la tortue (Smith et al,, 2008), ce qui indique un rdle
conservé dans la détermination sexuelle femelle.

Il a aussi été montré que R-spondinl est impliqué dans le développement de la

glande mammair, chez la souris (Chadi et al., 2009), et dans I'angiogenese chez le
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poisson zebre (Gore et al,, 2011). Enfin R-spondinl est un régulateur négatif de la

genese de novo des cellules 3 dans le pancréas (Chahal et al., 2014).

R-spondinZ2 : développement des membres, des poumons et des follicules pileux

Il y a quatre modeles murins invalidés pour R-spondinZ2, générés a ce jour. Ces
modeles présentent des malformations craniofaciales, des membres et des reins et
meurent a la naissance a cause de problémes respiratoires (Aoki et al., 2008; Bell et
al., 2008; Nam, Park, et al., 2007; Yamada et al., 2009). Une de ces études a démontré
que le phénotype d’'une lignée transgénique présentant des défauts pulmonaires
ainsi que des membres, est dii a I'insertion du transgene dans le locus de R-spondinZ.
Ceci a pour résultat la production d'un transcrit tronqué dans l'exon 3, ce qui
empéche R-spondin2 d’interagir avec LRP6 et d’activer la voie WNT /f3catenin (Bell et
al, 2008). Les femelles hétérozygotes pour ces mutations du géne R-spondin2
présentent une stérilité dépendante de 1'age et qui s’accompagne du développement
d’ovaires polykystiques (Bell et al., 2008; Nam et al., 2007).

Les phénotypes du squelette des modeles murins invalidés pour R-spondinZ a
permis d’établir un lien entre ce gene et la voie f3catenin canonique (Yamada et al,,
2009). Ce lien a été consolidé avec I'étude des phénotypes pulmonaires de ces
modeles qui ont permis de définir que RSPO2 active la voie WNT/f3catenin via le
récepteur LRP6 durant le développement des poumons (Bell et al., 2008).

Un lien de redondance a également été établi entre R-spondinZ et R-spondin3
durant le développement des membres postérieurs puisque le phénotype s’accentue
apres l'inactivation de R-spondin3 en plus de R-spondinZ (Neufeld et al., 2012).

R-spondinZ a également été identifié comme un variant génétique clé pour le
pelage canin dans une étude d'association pangénomique (Cadieu et al., 2009). Enfin
il a été montré qu’il est impliqué dans la cicatrisation cutanée et la formation des

keloides en induisant la prolifération des kératinocytes (Chua et al., 2011).

R-spondin3 : développement du placenta.
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L’étude des modeles murins knock-out pour R-spondin3, a montré son
implication dans le développement placentaire et vasculaire. Ces souris meurent a
10 jpc a cause des défauts dans le développement du placenta (Aoki et al., 2007).
Plus spécifiquement, R-spondin3 aurait un réle important dans 'interaction entre le
chorion et I'allantoide.

Chez Xenopus, linactivation du géne R-spondin3 par injection d'un
morpholino, a conduit a trois défauts. L’apparition d'un cedeme ventral ainsi que des
défauts vasculaires chez les tétards, semblent étre dépendants de la voie
WNT/f3catenin (Kazanskaya et al., 2008), alors que l'interruption de la gastrulation
et la malformation du cartilage de la téte (Ohkawara et al.,, 2011) semblent régulés
par la voie WNT/PCP.

De plus il a été récemment montré que R-spondin3 pourrait participer a la
régulation de 'homéostasie énergétique dans le cerveau chez le rat. Le récepteur
impliqué dans ce cas est LGR4 et R-spondin1 aurait également joué le méme role que
R-spondin3 (Li et al,, 2014). De plus, des études d'association pangénomique sur
différentes populations humaines ont établi un lien entre la distribution corporelle

du tissu adipeux et R-spondin3 (Schleinitz et al.,, 2014).

R-spondin4 : développement des ongles

Le gene RSP0O4 est impliqué dans la formation des ongles. Les mutations de ce
geéne entrainent une anonychie/hyponychie, c'est-a-dire une absence ou une
hypoplasie sévere des ongles (Blaydon et al, 2006), sans anomalie majeure des os
(Baran & Kechijian, 2001). Le lien entre R-spondin4 et I'anonychie chez I'’humain a
été fait grace a plusieurs études d'association pangénomique (Briichle et al., 2008;
Seitz et al., 2007; Wasif & Ahmad, 2013). Les altérations génétiques observées ont
pour résultat un défaut de synthese de R-spondin4 fonctionnelle.

Les souris mutantes pour R-spondinZ2, décrites précédemment ont des défauts
également au niveau des griffes il reste donc a étudier un lien potentiel entre R-
spondin2 et R-spondin4 chez les individus présentant une anonychie/hyponychie

(Bell et al,, 2008; Nam, Park, et al., 2007).
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3. Récepteurs des R-spondins

L’identification des composants membranaires transmettant le signal des R-
spondins a l'intérieur de la cellule est passée par plusieurs étapes d’essais et
d’erreurs. Il a été proposé, dans des rapports un peu contradictoires que R-spondin
se lie aux Fzds, LRPs, au récepteur Kremen et aux WNTs (Nam et al., 2007; Wei et al,,
2007). Le lien entre les LGRs (Leucine-rich repeat-containing G protein-coupled
Receptors) et les R-spondins s’est fait définitivement en 2011. Une série de ligands
potentiels des LGRs ont été testés sur des lignées cellulaires surexprimant LGR4 et
LGR5 (Carmon et al, 2011). En ne trouvant aucune molécule qui se lie a ces
récepteurs, les auteurs se sont tournés vers les R-spondins en se basant sur leur réle
connu d’activateurs de la voie WNT. Plusieurs expériences qui ont suivi ont montré
une tres haute affinité entre les R-spondins et LGR4 et LGR5. De plus, l'inactivation
du gene Lgr4 dans ces mémes lignées cellulaires conduit a une baisse de la sensibilité
de ces cellules a R-spondin. Cet effet est inversé par LGR4, LGR5 et LGR6 mais pas
par d’autres LGRs. Les 4 R-spondins se lient avec une haute affinité a ces trois
récepteurs LGR. Ceci mene a une augmentation de la phosphorylation de LRP5 et
LRP6 et a la stabilisation de f3catenin (Carmon et al.,, 2011; W. de Lau et al,, 2011;
Glinka et al.,, 2011).

Il a également été proposé que Syndecan-4 est le récepteur de R-spondin3
dans la voie de la polarité cellulaire planaire (PCP) (Ohkawara et al., 2011).

Les LGRs semblent étre associés avec le complexe FZD/LRP. Cela laisse
supposer que l'action de R-spondin sur la voie de signalisation WNT /f3catenin est

transmise via les co-récepteurs LRP5/6 et Frizzled.

Plusieurs études ont été menées afin de déterminer la localisation des
récepteurs LGR4, LGRS et LGR6 et leur rdle physiologique pendant 'embryogenese.
Chez la souris, Lgr4 est tres fortement exprimé dans le cartilage, les reins, les
grandes surrénales, le tractus génital, les yeux et les cellules du systeme nerveux
(Hoshii et al., 2007; Kato et al., 2006; Van Schoore et al., 2005). Lgr5 a également un
patron d’expression complexe durant I'embryogeneése (Morita et al., 2004). Il est
retrouvé dans quelques rares cellules souches de l'ceil adulte, de la glande

mammaire, de l'intestin, de la peau et des gonades (Barker et al., 2008; Flesken-
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Nikitin et al., 2013). L'expression de Lgré6 se situe principalement dans les placodes
du follicule pileux (Morris et al., 2004), dans quelques cellules du cerveau, de la
glande mammaire, ainsi que dans les voies respiratoires (Leushacke & Barker, 2012).

La signalisation R-spondin via les récepteurs LGR agit également dans
plusieurs tissus adultes et, plus exactement, dans le processus d’auto-
renouvellement de ceux-ci. Ceci a été particulierement étudié dans les muqueuses du
tractus digestif, tel que I'estomac, 'intestin gréle et le colon. Plusieurs études ont
contribué a démontrer que Lgr5, un gene cible de WNT /b-catenin, est un marqueur
unique des cellules souches qui contribuent a 'auto-renouvellement de ces tissus
(Barker et al.,, 2008). Lgr4 est exprimé dans ces cellules souches mais également
dans toutes les cellules progénitrices. Les cellules souches LGR5 positives de
I'intestin sont capables d’étre maintenues in vitro et d'induire la formation
d’organoides (Sato et al., 2009). Cependant, ces cultures nécessitent non seulement
LGR5 mais également R-spondin et WNT. De plus, la voie de signalisation WNT/R-
spondin est impliquée dans I'établissement du cycle du follicule pileux et reste tres
importante pour l'activité des cellules souches tout au long de la vie (Lowry et al,,

2005; van Genderen et al., 1994).

4, Mode d’action

Jusqu'a présent, mis a part le fait qu'il est établi que les R-spondins se lient
aux récepteurs LGR (Wang et al, 2013), leur effet sur l'activation de la voie
WNT/f3catenin n’est pas totalement comprise. Il a été démontré récemment que cet
effet potentialisant des R-spondins passe par I'expression de 2 autres genes cibles de
la voie de signalisation Wnt : Rnf43 et Znrf3. Ces 2 genes sont hautement homologues
et codent pour des ubiquitines ligases E3. Ces enzymes ont été identifiées dans les
cellules souches intestinales (Koo et al, 2012). Leur action consiste en
I'ubiquitination des lysines de la boucle cytoplasmique des domaines 7TM du
récepteur Frizzled, ce qui a pour résultat 'endocytose des récepteurs de Wnt. Cela
résulte en I'inactivation de cette voie de signalisation.

Plusieurs études ont permis d’établir le lien entre ces 2 ligases et l'effet

potentialisant de R-spondin/LGR sur la voie WNT/f3catenin . Plus précisément une
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interaction spécifique entre R-spondin et ZNFR3 a été observée et a permis d’établir
un modele dans lequel LGR5 et RNF43/ZNFR3 se lient par le biais des domaines
Furin-like de R-spondin. Cette interaction conduit a 'endocytose de RNF43/ZNFR3.
Le complexe R-spondin/LGR5 neutralise donc RNF43/ZNFR3, permettant ainsi le
maintien des récepteurs Frizzled a la surface de la cellule. Ceci conduit a

I'augmentation de la signalisation due au signal de WNT (de Lau etal., 2014).

34



Chapitre I1I: Géne Sox9, fonction et génes cibles

1. La famille des Sox

Le mystere de la détermination sexuelle chez les mammiferes a été levé en
1990 avec la découverte de SRY /Sry (de l'anglais Sex-determining Region of Y
chromosome) (Gubbay et al., 1990; Sinclair et al., 1990). Sry code pour une protéine
avec un domaine HMG (pour high-mobility-group) de fixation a I’ADN. L’expression
de cette protéine est nécessaire et suffisante pour obtenir une différenciation de type
male (Koopman et al., 1991). Cette découverte a permis tout d’abord de commencer
a décoder les bases moléculaires de la détermination du sexe, mais elle a également
permis d’identifier toute une famille de protéines qui ont des fonctions tres
importantes chez les métazoaires. Dans les années qui ont suivi cette découverte, 20
genes "Sry-Related HMG box" (Sox) ont été identifiés chez les vertébrés (Denny et al.,
1992; Wright, Snopek, & Koopman, 1993).

La famille des Sox comprend 9 groupes chez les mammiféeres, et sont classés
dans ces groupes en fonction du degré de similarité des protéines a I'intérieur et en
dehors de leur domaine HMG. Plus précisément, Sox9 fait partie du groupe E, avec
Sox8 et Sox10. Des mutations de ces geénes chez 'humain sont responsables de
syndromes cliniques séveres, tels que des troubles du développement sexuel (SRY et
S0X9), la dysplasie campomélique (SOX9) (Foster et al, 1994) et la maladie de
Waardernburg et Hirschsprung (SOX10) (Pingault et al., 1998; Southard-Smith, Kos,
& Pavan, 1998).

2. Expression de Sox9

Un processus essentiel dans la différenciation testiculaire est 'induction de
I'expression de Sox9 par Sry. Chez '’humain, les mutations hétérozygotes de SOX9
induisent un syndrome de dysplasie campomélique qui est souvent associé avec une
inversion de sexe chez les individus XY (Foster et al., 1994; Wagner et al., 1994). De

plus, une duplication de SOX9 a été mise en évidence dans une pathologie d’'inversion
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de sexe chez un individu XX (Huang et al., 1999). Des phénotypes similaires ont été
décrits chez la souris : I'expression constitutive de Sox9 dans la gonade induit une
inversion de sexe des individus XX (maéles XX) (Bishop et al, 2000). De plus,
I'expression ectopique de Sox9 sous le contréle du promoteur de WTI induit
également une inversion de sexe chez les individus XX transgéniques (males XX)
(Vidal et al., 2001). Les souris XY, qui portent les alleles endogenes de Sox9 flanqués
de 2 sites loxP (Sox9/lox/flox), présentent une inversion de sexe (femelles XY) quand les
2 alleles sont excisés a l'aide de transgenes Cre spécifiques s’exprimant dans les
tissus somatiques de la gonade, tels que la Sf1-Cre et la cytokeratin19-Cre (Ck19-Cre)
(Barrionuevo et al.,, 2009; Chaboissier et al.,, 2004). Chez la souris, des études ont
permis de démontrer que I'expression de Sox9 a un tres faible niveau est activée par
SF1 dans les deux sexes a 10.5 jpc et elle est ensuite augmentée juste apres
'activation de Sry chez les individus XY.

Suite a ces études, une région de 3.2 kb, nommée "testis-specific enhancer of
Sox9" (TES) a été identifiée. SRY et SF1 se lient directement a plusieurs sites de TES
et activent le promoteur de Sox9. La séquence TES est retrouvée en amont de Sox9
chez d’autres vertébrés également, mais sa conservation diminue rapidement avec la
distance évolutionnaire. La question se pose alors de savoir si la fonction de TES est
conservée entre les especes. Aucune activité de la séquence TES humaine n’a été
observée dans le testicule de modeles de souris transgéniques (R Sekido & Lovell-
Badge, 2013). Plusieurs autres études sur des cas de patients humains XY présentant
des dysgénésies gonadiques n’ont pas permis d’identifier de mutations liées a la
séquence TES. 1l serait donc possible qu’il y ait d’autres séquences régulatrices en
amont du gene SOX9 chez I'humain.

Enfin, les protéines SOX ont peu d’effet par elles mémes sur la transcription
de leurs genes cibles. Elles fonctionnent trés souvent en synergie avec d’autres
facteurs de transcription. Par exemple, SRY régule I'expression de Sox9 avec 'aide de
SF1. Ceci a pour résultat des inversions de sexe de type femelle XY dans des cas de

mutations de SfI (Luo, Ikeda, & Parker, 1994).
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3. Geénes cibles de Sox9

Peu apreés I'expression de Sox9, deux boucles de régulation se mettent en
place via FGF9 et PGD;. Plus précisément, SOX9 active directement ou indirectement
I'expression de Fgf9 et FGF9 a son tour maintient 'expression de Sox9 en passant par
le récepteur FGFR2 (Y. Kim et al., 2006). Des mutations de perte de fonction de Fgf9
ou Fgfr2 conduisent a une réduction de 'expression de Sox9 qui se traduit par une
inversion de sexe chez les individus XY (Bagheri-Fam et al., 2008; Colvin et al., 2001).
SOX9 se lie directement au promoteur du géne Ptgds qui code pour la prostaglandine
D synthase qui conduit a la production de PGD. La signalisation autocrine et/ou
paracrine de PDGz promeut la translocation de SOX9 dans le noyau et facilite ainsi la
différenciation des cellules de Sertoli (Malki et al., 2005). Dans les gonades de souris
XY invalidées pour le gene Ptgds, 'expression de Sox9 est réduite et il semble que sa
translocation vers le noyau soit retardée. Cependant il resterait suffisamment
d’expression de SOX9 pour permettre la différenciation testiculaire (Moniot et al.,
2009).

Sox8 et Sox10 sont également exprimés dans les gonades XY, mais leur niveau
d’expression reste inférieur a celui de Sox9 (Polanco et al., 2010). L’expression de
Sox8 est dépendante du niveau de SOX9 puisqu’elle est réduite dans les gonades des
souris XY Sox9fox/flox; Sfl-Cre a 13.5 jpc (Barrionuevo et al, 2009). De plus,
I'expression de Sox9 n’est pas modifiée dans les gonades des souris XY Sox87- (Sock
et al, 2001), ce qui suggere donc que Sox8 se situe en aval de Sox9. Les souris
invalidées pour Sox8 présentent un défaut de spermatogenése qui conduit a la
stérilité a 5 mois attribuée a des défauts de la barriere hémato-testiculaire (O’'Bryan
et al., 2008). De plus, Sox8 et Sox9 contrblent I'expression de Sox10 (Georg,
Barrionuevo, Wiech, & Scherer, 2012). Aucune fonction cependant de Sox10 n’a été
décrite dans le développement et la fonction testiculaire (Britsch et al, 2001;
Pingault et al,, 1998). Enfin, chez I'humain, SOX10 se situe a 22q13, ou se trouve un
locus responsable d'inversion de sexe de type 46, XX quand il est dupliqué
(Seeherunvong et al., 2004). L'expression ectopique de Sox10 sous le contrdle du
promoteur de WT1 induit une inversion de sexe chez les souris XX (males XX)

(Polanco et al., 2010).
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D’autres cibles directes de SOX9 ont été identifiées. SOX9 est requis pour
I'activation du géne de I'’hormone anti-Miillerienne (Amh) qui code pour une
molécule TGF-f3-like qui est secrétée par les cellules de Sertoli feetales. Des
mutations du site de liaison de SOX9 sur une région régulatrice en 5’ de Amh, conduit
a l'apparition de pseudo-hermaphroditisme avec absence de transcription d’Amh
(Arango et al.,, 1999). Ce site de liaison est enrichi pour SOX9 dans des essais de ChIP
(Ryohei Sekido & Lovell-Badge, 2008). L’expression d’Amh se fait également grace a
SF1 et WT1(-KTS), par leurs sites de liaison dans la méme région (Nachtigal et al,,
1998) et par GATA4 (Salmon et al., 2005).

4. Fonction de Sox9 dans l'ovaire

Les cellules de la granulosa et les cellules de Sertoli se différencient a partir
de précurseurs communs (Albrecht & Eicher, 2001) et ces deux types cellulaires
expriment AMH apres la naissance (Vigier et al, 1984)(Lasala et al., 2004). Des
facteurs de transcription autres que SOX9, tels que SF1, GATA4 et SOX8 sont connus
pour participer a la régulation de I'expression d’AMH dans la gonade embryonnaire
male (Barrionuevo et al, 2009; Chaboissier et al., 2004; Viger et al, 1998). Ces
facteurs sont exprimés également dans I'ovaire post-natal (Salmon et al., 2005). Dans
la gonade femelle, SOX9 reste cytoplasmique pendant le début de 'embryogeneése.
Son expression est ensuite rapidement réprimée dans l'ovaire murin (Kent et al,,
1996; Morais da Silva et al., 1996). Plusieurs études effectuées sur I'expression de
Sox9 dans l'ovaire adulte ont montré que son expression n’est pas maintenue chez
les mammiferes, puisque la voie de signalisation WNT /f3catenin réprime I’expression
de Sox9 et Fgf9 (P. Bernard et al., 2012; Maatouk et al., 2008). Une étude qui a utilisé
des approches plus précises en regroupant des ovaires ayant des follicules a des
stades similaires a démontré que Sox9 est exprimé dans des cellules de la theque
interne du stade pré-antral au stade pré-ovulatoire. Ces cellules sont proches de la
lame basale qui sépare les cellules de la granulosa des cellules de la theque et n’ont
pas d’activité steroidogene (Notarnicola et al, 2006). Elles sont potentiellement

importantes pour la production de collagene ou de laminine qui constituent la lame
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basale (Rodgers et al., 2003). Cependant, le rdle fonctionnel de SOX9 dans I'ovaire

adulte reste a élucider.
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Chapitre IV: L’'ovaire adulte

Une des fonctions principales de l'ovaire est la reproduction de l'individu via
la production d’ovocytes. La structure requise pour mener a bien cette fonction est le
follicule ovarien, qui est l'unité fonctionnelle de l'ovaire. Chaque follicule est
composé d’'un ovocyte et des cellules somatiques de la granulosa qui 'entourent.
Contrairement aux tissus d’autres organes, le développement de chaque follicule
ovarien est unique et donc chaque follicule représente une unité fonctionnelle
indépendante au sein de I'ovaire (McGee & Hsueh, 2000). L’ovaire adulte mature est
composé a chaque instant donné d'un grand nombre de follicules qui sont tous a un

stade de développement différent (figure 7)

1.  Folliculogenese

Une des premieres études visant a comprendre comment est initiée la
formation des follicules est celle de (Hirshfield, 1992) qui a proposé 'hypothese de
deux populations de follicules primordiaux dans I'ovaire post-natal de rat. A 'aide de
marquages autoradiographiques des cellules somatiques dans la gonade
embryonnaire, ces travaux démontrent que les cellules de la granulosa situées dans
la zone médullaire de 'ovaire se développent a partir de progéniteurs quiescents
durant la deuxieme moitié de la vie embryonnaire. Les cellules de la granulosa du
cortex ovarien dérivent par contre de cellules progénitrices qui se divisent de facon
active. L'existence de ces deux populations différentes de cellules progénitrices
suggere qu’il y a 2 populations différentes de follicules primordiaux dans I'ovaire de
rat peu apres la naissance. Les follicules de la zone médullaire entrent en croissance
juste apres leur formation alors que ceux du cortex ovarien peuvent croitre tout au
long de la vie de I'individu.

Une vingtaine d’années apres ces premieres expériences, une autre étude a
apporté des résultats qui prouvent I'existence de ces 2 populations de follicules par
le biais de I'expression de FoxI2 dans ces deux populations a des stades différents du
développement (Mork et al., 2012). Plus précisément, cette étude montre qu’a partir

de 11.5 jpc et jusqu’a 14.5 jpc, des précurseurs des cellules de la granulosa qui sont
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Figure 7: Structure de I'ovaire de souris adulte.

L’ovaire adulte peut étre divisé en une zone corticale (cortex ovarien) et une zone
médullaire (medulla ovarienne). Dans le tissu conjonctif lache de la medulla
ovarienne se trouvent les vaisseaux sanguins, alors que les ovocytes se trouvent dans
la zone corticale a différents stade folliculaires. (http://app-asap.over-
blog.com/article-structure-de-l1-ovaire-43833787.html)
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FoxI2 négatives migrent a l'intérieur de |1 ‘ovaire a partir de I'épithélium de la gonade
embryonnaire. Ces précurseurs continuent de proliférer avant d’exprimer FoxIZ2,
apres quoi leur prolifération baisse de fagon significative. Les cellules somatiques
exprimant FoxI2 restent quiescentes dans la zone médullaire de I'ovaire pendant le
reste du développement embryonnaire et recommencent a proliférer juste apres la
naissance.

La seconde population de cellules précurseurs, qui proliferent de facon
intense, commence a migrer a l'intérieur de I'ovaire a partir de 15.5 jpc jusqu’a P4
apres la naissance. Cette deuxieme population de cellules somatiques exprime FoxI2
seulement apres la formation des follicules primordiaux adultes, quelques jours
apres la naissance. Ces résultats appuient fortement I'’hypothese posée par
Hirshfield, (1992) mais des limites techniques n’ont pas permis de suivre le destin de
chaque vague de follicules apres la naissance des individus.

Tres récemment, une étude indépendante des précédentes a pu apporter
beaucoup d’informations sur l'origine des deux populations de follicules
primordiaux (Zheng et al., 2014). Grace au modele de souris FoxI2-CreER™; mT/mG,
le devenir des cellules qui expriment FoxI2 a été suivi. Apres injection de tamoxiféne
aux meres gestantes a 16.5 jpc, les cellules qui expriment FoxI2 passent de la
fluorescence rouge (tbTomato/ mT) a la fluorescence verte (EGFP/ mG). Il a ainsi été
observé que les cellules exprimant FoxI2 participaient a la formation des follicules de
la premiere vague de migration a P3 et P13 apres la naissance. L'injection du
tamoxifene a P5 permet de suivre les cellules FoxI2 positives de la premiéere vague de
migration de la folliculogenése, ainsi que celles qui participent a la formation des
follicules primordiaux adultes. Ces résultats montrent bien qu’il y a deux vagues de
migration des cellules précurseurs de la granulosa a l'intérieur de I'ovaire et donc

deux classes de follicules primordiaux (figure 8).
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Figure 8: Deux classes de follicules primordiaux formés a partir de 2 vagues de
cellules somatiques FoxI2 positives.

Durant la vague embryonnaire, les cellules précurseurs des cellules somatiques, qui
sont a ce stade FoxI2 négatives, migrent de I'épithelium de la gonade a la région
médullaire. Elles se différencient ensuite en cellules somatiques qui expriment FoxI2
(pré-granulosa) a partir de 11.5 jpc et enfin en cellules de la granulosa de la premiere
vague folliculaire apres la naissance. La migration de ces cellules a l'intérieur de
'ovaire dure jusqu’a environ 14.5 jpc. Pendant ce temps, le 2éme groupe de cellules
précurseurs des cellules de la granulosa, qui sont FoxIZ négatives a ce stade,
continuent de proliférer dans le cortex ovarien jusqu’a la naissance. L’expression de
FoxI2 est alors augmentée dans ces cellules apres la formation des follicules
primordiaux adultes, et constituent la vague néonatale de cellules FoxI2 positives
(Zheng et al.,, 2014).
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2. Maturation folliculaire

2.1Formation des follicules primordiaux

Apres la différenciation des cellules germinales primordiales, les ovogonies
proliferent avec une cytocinese incomplete. Ceci laisse les cellules filles connectées
entre elles par des ponts intercellulaires. Les cellules germinales rentrent ensuite en
meéiose pour donner les ovocytes. A ce stade les ovocytes sont indépendants des
cellules somatiques et la majorité d’entre eux va entrer en apoptose au moment de la
rupture de ce groupe d’ovocytes (Pepling & Spradling, 2001). La premiere étape de la
folliculogenese consiste en la formation des follicules primordiaux par dépot des
cellules squameuses pré-granulosa sur les ovocytes qui ont survécu a la rupture des
kystes de cellules germinales.

Parmi les voies apoptotiques importantes impliquées dans la réduction du
nombre d’ovogonies, on retrouve les membres de la famille de protéines BCL (B Cell
Lymphoma/leukemia), qui ont des fonctions opposées dans ce processus (Matzuk,
2001). BCL2 et BCLX sont anti-apoptotiques alors que BAX promeut 'apoptose des
cellules germinales (Perez et al, 1999; Rucker et al., 2000). Une deuxieme voie
apoptotique impliquée dans ce processus est la voie des Caspases (Joshi et al., 2007).
Ce sont des protéases responsables du clivage d’'un grand nombre de protéines au
sein de la cellule, ce qui conduit a I'apoptose. L'étude de ces voies a permis de
démontrer que l'apoptose est importante pour établir le stock de follicules
primordiaux. Il a également été montré que 'apoptose joue un role important tout au
long de la folliculogenese pour 'atrésie folliculaire.

FIGLa (Factor In the GermLine o) est un facteur de transcription de la famille
des bHLH, spécifique des cellules germinales, qui est nécessaire pour la formation
initiale des follicules. Les souris invalidées pour le géne Figla sont stériles suite a une
absence totale de follicules et d’'ovocytes (Soyal et al., 2000). Plus précisément, alors
qu’a 18 jpc les souris mutantes ont le méme nombre de cellules germinales que les
souris controles, les follicules primordiaux ne se forment pas dans la période

périnatale et il n'y a plus d’ovocytes a partir de P2.
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2.2Recrutement des follicules primordiaux

Le recrutement folliculaire est généralement divisé en 2 catégories:
I'activation initiale des follicules primordiaux, qui a lieu tout au long de la vie jusqu’a
la ménopause et, apres la puberté, le recrutement cyclique d’'un nombre limité de
petits follicules parmi le groupe de follicules en croissance (McGee & Hsueh, 2000).
Des modeles murins ont permis de définir plusieurs facteurs de transcription et
voies de signalisation qui régulent cette étape de la folliculogenése. La transition de
follicule primordial au follicule primaire est marquée par un changement
morphologique des cellules de la granulosa entourant le follicule, qui deviennent
cuboidales. FoxI2 est un facteur important de cette étape puisque les souris
invalidées pour ce géne présentent une anomalie de la différenciation des cellules de
la granulosa. Chez ses mutants homozygotes, aucun follicule primaire, ni aucun autre
stade folliculaire plus avancé n’a pu étre observé (Schmidt et al.,, 2004). Un autre
gene important a cette transition de follicule primordial a follicule primaire est le
gene NOBOX (Newborn oogenesis homeobox). Les souris femelles Nobox-/- sont
stériles (Rajkovic et al.,, 2004). Une étude récente a montré que NOBOX est un
partenaire clé de FOXL2 durant la folliculogenese (Bouilly et al., 2014).

L’étude de Zheng et al., 2014 a démontré que la premiere vague de follicules
constitue le stock de follicules croissants de P23 a P35 et que tous les follicules
antraux a ce stade proviennent de cette méme vague. Cette premiere vague de
follicules primordiaux est caractérisée par un temps tres court de maturation des
follicules, comparé aux follicules primordiaux adultes (2¢me vague) (Zheng et al.,
2014), et une production aberrante d’enzymes steroidogenes. Ceci mene a une baisse
de la production d’oestradiol (Galas et al., 2012). Une étude de transplantation
d’ovaires adultes et néonataux sur des rates adultes ovariectomisées a permis de
démontrer que la premiére vague de follicules facilite la mise en place de I'axe
hypothalamo-hypophysaire au début de la période de reproduction. Le role des
follicules primordiaux adultes est de fournir le stock folliculaire responsable du
maintien de cet axe durant la vie adulte.

La communication entre les follicules est importante pour le destin des
follicules en croissance. Plus précisément, il a été montré que les follicules en

croissance peuvent bloquer le développement des follicules voisins (Baker & Spears,

45



1999). AMH est exprimé dans les cellules de la granulosa des follicules pré-antraux
et des follicules a petit antrum (Durlinger et al., 2002). L’activation des follicules
primordiaux, ainsi que la croissance des follicules peut étre arrétée par I’AMH
(Durlinger et al., 2002; Nilsson et al., 2007). Un role potentiel de la premiere vague
de folliculogenése serait donc de générer une cohorte de follicules en croissance,
exprimant AMH afin de bloquer le développement des follicules primordiaux adultes.

Enfin, plusieurs d’études ont suggéré que la premiere vague de follicules
entre en atrésie et dégénere rapidement (Eppig & Handel, 2012). Cependant les
follicules de cette premiere vague sont capables de se développer in vitro et de
donner naissance a des individus chez la souris et le rat apres réimplantation
(Popova et al,, 2002). De plus, il a été récemment montré que la premiere vague de
follicules persiste jusqu’a 3 mois apres la naissance et ces follicules sont les follicules
ovulatoires dominants pendant cette période (Zheng et al.,, 2014). La premiére vague
de follicules semble donc avoir également un role important pour la fertilité des

jeunes adultes.

2.3Folliculogenése pré-antrale

Elle est caractérisée par le développement de l'ovocyte, la prolifération des
cellules de la granulosa et l'acquisition d’une couche cellulaire somatique
supplémentaire, la theque. Chez la souris, le développement de follicules pré-antraux
commence 10 a 12 jours apres la naissance quand un groupe de follicules en
développement passe au stade de follicules secondaires. Les follicules secondaires
contiennent des ovocytes au stade intermédiaire de leur développement qui sont
entourés par une ou deux couches de cellules de la granulosa. Le développement de
ces follicules est dépendant de facteurs autocrines et paracrines mais est
indépendant des gonadotropines (Abel et al., 2000; Kumar et al, 1997). Pendant cette
étape de la folliculogenése, la communication entre l'ovocyte et les cellules
somatiques qui I'entourent devient plus évidente. Méme si 'ovocyte a besoin des
cellules somatiques pour son développement, le rythme de croissance du follicule
dépend beaucoup de 1‘ovocyte qui secrete plusieurs facteurs nécessaires a la

maturation folliculaire, tels que les membres de la famille du TGF-f§ (transforming

46



growth factor f3), GDF9 (growth différenciation factor 9), BMP6 (bone
morphogenetic protein 6) et BMP15 (Emori & Sugiura, 2014).

2.4Formation de la theque

Une fois que le follicule atteint le stade de 2 couches de cellules de la
granulosa, un nouveau changement morphologique a lieu. La théque se met en place
autour du follicule (Hirshfield, 1991). Les cellules de la theque interne, qui se forme
autour de la membrane basale qui entoure les cellules de la granulosa, sont
responsables de la production d’androgenes pour les cellules de la granulosa
(Magoffin, 2005). La theque externe se compose de fibroblastes, de cellules
similaires a des cellules de muscle lisse et des macrophages et elle est importante
pour l'ovulation. Les cellules qui se différencient en cellules de la théque proviennent
de précurseurs mésenchymateux qui sont déja présents dans le stroma ovarien
(Hirshfield AN, 1991). Comme la folliculogenése pré-antrale, la formation de la
theque est indépendante des gonadotropines (Kumar et al, 1997). Apres la
formation de la theque interne, la LH controle la production des androgenes par les

cellules de la theque.

2.5 Formation des follicules antraux

Lors de la formation de I'antrum, des changements importants surviennent
dans le follicule. La cavité antrale se forme quand plusieurs espaces remplis de
liquide coalescent et séparent deux populations distinctes de cellules de la granulosa.
L’une d’entre elles est la population de cellules de le granulosa dites murales, qui est
importante pour la steroidogenése et I'ovulation. Les cellules de la granulosa du
cumulus entourent l'ovocyte, favorisant sa croissance et son potentiel de
développement. Ces deux populations différentes sont définies par des gradients
opposés, la FSH qui provient de I'hypophyse et les facteurs secrétés par I'ovocyte
provenant de I'intérieur du follicule (Diaz et al., 2007)(Edson et al., 2009). Le passage

du follicule pré-antral au follicule antral marque la transition entre la régulation
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intra-ovarienne de la folliculogenéese a une régulation extra-ovarienne puisque l'axe
hypothalamo-hypophyse-gonades commence a fonctionner. Les hormones FSH et LH
sont donc indispensables a cette étape de la folliculogenése. Elles sont les
gonadotropines hypophysaires qui coordonnent le développement des follicules
antraux et I'ovulation. Ces glycoprotéines hétérodimériques ont une sous-unité 3
unique et une unité o commune. Plusieurs boucles de régulation positives et
négatives dans l'axe hypothalamo-hypophyse-gonades coordonnent la maturation
folliculaire et la sélection du follicule dominant ainsi que le comportement sexuel et
la préparation a la grossesse. Méme si les follicules pré-antraux sont déja capables de
répondre a la FSH, au stade antral la FSH devient essentielle (Kumar et al., 1997),
non seulement pour prévenir 'apoptose des cellules de la granulosa et l'atrésie
folliculaire (Chun et al,, 1996), mais aussi pour la prolifération des cellules de la
granulosa, la production d’oestradiol et I'expression du récepteur de la LH (Richards,
1994).

L’ovaire produit lui aussi des facteurs de croissance, dont des activines, des
inhibines et la follistatine (FST), qui modulent la sécrétion de FSH (Bernard et al,,

2001).

2.6 Le follicule pré-ovulatoire, I'’expansion du cumulus, I'ovulation et la

lutéinisation

La plupart des follicules en croissance vont entrer en atrésie avant d’arriver
au stade de follicule antral. Les follicules antraux seront sélectionnés pour leur
capacité a répondre a la FSH parmi une cohorte qui arrivera au stade pré-ovulatoire.
Puis ces follicules induisent un signal rétroactif sur I'’hypophyse par sécrétion
d’cestradiol et d’inhibine. Le niveau de FSH baisse dans le sérum. L’augmentation de
la production d’cestradiol par les follicules conduit a une augmentation de la
production de LH, qui a pour résultat le pic de LH. Les follicules capables de
répondre a ce pic sont ceux qui seront amenés a ovuler pour ensuite se différencier

en corps jaune (Lei et al,, 2001; Ma et al., 2004; Zhang, Poutanen et al., 2001).
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2.7 Le corps jaune (corpus luteum)

Le corps jaune est une structure endocrine temporaire qui joue un role
important pour le maintien de la grossesse. La formation du corps jaune a partir des
cellules qui restent dans le follicule apres I'expulsion de I'ovocyte, est déclenchée par
I'ovulation. Ce processus, nommé également lutéinization, est de nature
inflammatoire et il est caractérisé par une perméabilité accrue des vaisseaux
sanguins, la formation de nouveaux capillaires et le recrutement de leucocytes (G. W.
Smith & Meidan, 2014). Au niveau cellulaire, le corps jaune se forme quand les
cellules folliculaires sortent du cycle cellulaire et se différencient en cellules de la
granulosa produisant de la progestérone (Moons DS et al, 2002). Ce pic de
production de progestérone est important pour le maintien de la grossesse a ses

stades précoces.

3. L’épithélium de surface ovarien

L’épithélium de surface ovarien (ESO) dérive du mésothélium pelvien et
recouvre |‘ensemble de l'ovaire. Au stade embryonnaire, I'ESO provient de
I'’épithélium ccelomique qui provient a son tour du mésoderme. Pendant et juste
avant l'arrivée des cellules germinales primordiales dans la créte génitale, les
cellules de I'épithélium ccelomique proliferent et certaines d’entre elles pénétrent
dans le stroma ovarien. La croissance de ces cellules dans le cortex ovarien va
donner naissance par la suite aux follicules ovariens comme décrit dans le chapitre
de la folliculogenese. Plus tard durant le développement embryonnaire, I'épithélium
ceelomique de la surface latérale de la créte urogénitale prolifere et forme plusieurs
invaginations, qui coalescent afin de former les canaux de Muller. Les canaux de
Muller a leur tour donnent naissance a I'épithélium du systéme génital supérieur
(Barber NRK, 1988). L’épithélium ccelomique embryonnaire peut donc se
différencier de plusieurs facons différentes. L’'ESO adulte garde le caracteére non-
engagé, pluripotent de son précurseur embryonnaire, I’épithélium ccelomique.

Il a un réle important dans la physiologie ovarienne normale. Il participe a

chaque cycle ovulatoire avec ses ruptures et réparations. Il a été démontré que 'ESO
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autour du site d’ovulation est exposé a des cytokines inflammatoires et d’autres
facteurs produits au moment de la rupture du follicule, qui ont pour résultat
d’augmenter la probabilité de dommages sur I’ADN (Murdoch & Martinchick, 2004).
L’activité mitogénique des cellules de 'ESO dans le processus de réparation de ce
dernier pourrait donc favoriser la survie de cellules épithéliales ayant accumulé des
mutations qui peuvent conduire a la transformation de ces cellules et finalement a
des tumeurs ovariennes. Comme l'ovaire est une source riche d’hormones, de
facteurs de croissance et de cytokines, qui s’y trouvent souvent a des concentrations
plus élevées que les concentrations sériques normales, tous ces facteurs sont des

candidats potentiels de la régulation de I'ESO (Lindgren et al., 2002).

4, Cancers ovariens

En France, le cancer de I'ovaire concerne environ 4400 personnes par an.
C’est le 7¢me cancer le plus fréquent chez la femme et il comprend un panel vaste de
différents phénotypes. Si les événements qui conduisent au développement tumoral,
les lignées cellulaires impliquées, ainsi que les genes responsables de I'apparition et
de la progression des cellules tumorales ne sont pas totalement identifiés a ce jour, il
est d'un commun accord que les cancers ovariens sont une maladie complexe qui
dérive de 3 types cellulaires qui permettent de classifier les cancers ovariens en trois
groupes : Les tumeurs épithéliales, les tumeurs du stroma et des cordons sexuels
ainsi que les tumeurs germinales (Mullany & Richards, 2012). De plus des données
récentes suggerent que certaines tumeurs épithéliales agressives ont une origine
extra-ovarienne (Auersperg, 2011; J. Kim et al., 2012). On compte donc trois classes

de cancers ovariens :

4.1 Tumeurs épithéliales

Les tumeurs épithéliales, appelées aussi carcinomes, sont les tumeurs
gynécologiques les plus létales. Il est estimé qu‘elles sont responsables de plus de

140.000 déces par an dans le monde (Jemal et al., 2011).
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A T'heure actuelle il est considéré que la plupart des carcinomes ovariens sont
originaires de I'ESO, de kystes d’inclusion post-ovulatoires formés apres la rupture et
la réparation de la surface ovarienne et des trompes de Fallope (Mok et al., 2007).
Des facteurs considérés comme réduisant le risque de développer un cancer ovarien
sont entre autres la grossesse, l'utilisation de contraceptifs oraux et l'allaitement
(Tortolero-Luna & Mitchell, 1995). Tous ces facteurs sont associés a un nombre
réduit d’ovulation et il est considéré que l'augmentation du nombre d’ovulation
durant la vie joue un role important dans l'apparition de cancers ovariens
(Ricciardelli & Oehler, 2009). Selon I'hypothese de l'ovulation incessante, chaque
ovulation crée une blessure au niveau de 'ESO. Les cellules de ce dernier proliferent
suite a la rupture afin de réparer 'ESO au site d’ovulation (Tortolero-Luna &
Mitchell, 1995). Cependant, cette hypothése est contradictoire avec le fait que des
patientes présentant le syndrome d’ovaires polykystiques, ayant donc un nombre
réduit de cycles ovulatoire, ont un risque accru de développer une tumeur ovarienne
(Schildkraut et al., 1996). Le risque important de tumeurs ovariennes apres
l'utilisation de médicaments indiqués en cas d’infertilité soutient le fait que la
stimulation de ’'ESO avec des gonadotropines augmente le risque de développement
tumoral (Mok et al., 2007). Cette hypothese est également appuyée par le fait que
I'incidence de cancers ovariens augmente apres la ménopause, durant laquelle le
niveau de gonadotropines augmente (Mandai et al., 2007).

Les carcinomes sont classés en fonction des différents épithéliums du tractus
génital femelle. Ils sont divisés en carcinomes sériques, muqueux, endométrioides,
“clear cell” et “transitional cell”. 11 était considéré jusqu’a récemment que ces
carcinomes proviennent de 'ESO et que des métaplasies conduisent par la suite au
développement des différents types cellulaires énumérés si dessus. Cependant, des
études histopathologiques, moléculaires et génétiques récentes ont permis d’établir
un nouveau modele pour la carcinogeneése ovarienne. Plus précisément, il y aurait
deux catégories, désignées comme type I quand des lésions pré-tumorales ont été
décrites au sein de I'ovaire, et type Il quand de telles lésions n’ont pas été identifiées
et la tumeur pourrait étre apparue de novo a partir de 'ESO (Landen C.N et al.,, 2008).

Les tumeurs de type I ont un comportement indolent et semblent faire partie
au départ d’'un ensemble morphologique et moléculaire tels que des adénofibromes

bénins qui se développent ensuite vers des formes de tumeurs plus prolifératives
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pour enfin devenir invasives. Ces tumeurs sont souvent limitées a l'ovaire au
moment du diagnostique avec un génome stable et sans mutations de p53. Des
mutations somatiques sont cependant fréquemment détectées (Kurman & Shih,
2008).

Les tumeurs de type II sont plus agressives, sont diagnostiquées a des stades
plus avancés et ont un profil génétique trés instable. La plupart d’entre elles
présentent des mutations de p53 et beaucoup d’entre elles ont des mutations
également de genes impliqués dans les cancers mammaires, tels que BRCA 1 et 2
(George & Shaw, 2014; Santin et al., 2005). Il est considéré a ce jour que ces tumeurs
peuvent se développer a partir de I'épithélium des trompes de Fallope et/ou I'ESO

(Przybycin et al.,, 2010).

4.2 Tumeurs du stroma et des cellules de la granulosa

Ces tumeurs comprennent 7% des cancers ovariens. La sécrétion d’hormones
est caractéristique de ces tumeurs qui se présentent souvent comme une masse
unilatérale importante. 70% des tumeurs de cette catégorie sont des tumeurs des
cellules de la granulosa, qui sont classées a 95% adultes et 5% juvéniles (Colombo et
al., 2007). Ces tumeurs sont caractérisées par une croissance relativement lente et
sont assez rares du fait que les follicules atrésiques soient éliminés de fagon tres
efficace. Ces tumeurs sont les tumeurs spontanées les plus communes chez la souris
(Beamer et al,, 1985). Il est important de noter qu’il y a a ce jour des preuves que
chez certaines espéces, comme la souris, un nombre important de cellules de la
granulosa proviennent de 'ESO durant la vie péri-natale (Mork et al,, 2012 ; Zheng et
al,, 2014). Il reste cependant inconnu si ces cellules, dérivées de I'ESO participent au
développement tumoral. Des études menées sur des modéles animaux différents
peuvent mener a '’hypothése que les cellules de la granulosa dérivées des cellules
épithéliales de I'ESO, maintiennent une certaine plasticité et dans certains cas
peuvent se développer de facon incontrélée en lI'absence d’ovocyte, important
régulateur de la croissance folliculaire (Braw-Tal et al., 1993; Houghtaling et al,,

2003).
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4.3 Tumeurs des cellules germinales

Ces tumeurs représentent 20-25% des néoplasmes ovariens mais seulement
1-2% des cancers ovariens (Pectasides et al., 2008). Elles représentent cependant la
majorité des tumeurs ovariennes chez les femmes de moins de 20 ans.
Contrairement aux tumeurs épithéliales, ces tumeurs sont diagnostiquées le plus
souvent au stade I, parce qu’elles se développent rapidement (H. O. Smith et al,,
2006). Elles comportent plusieurs catégories, la plus fréquente étant les tératomes,
qui se divisent eux mémes en tératomes matures (bénins), immatures (malins) et
monodermaux. Les tératomes cystiques matures présentent un grand intérét parce
qu’ils contiennent des tissus adultes provenant des trois couches germinales,
I'ectoderme, le mésoderme et 'endoderme. De méme que les tératomes immatures
avec la différence que ces différents tissus sont plus proches des tissus
embryonnaires (Crum CP, 1999). Dans la plupart des cas, ces tumeurs se forment a
partir d’'embryons qui commencent a se développer en absence de fécondation

(Stevens & Varnum, 1974).

5. La voie WNT dans I'ovaire adulte

L'importance de la voie WNT dans le développement de I'ovaire
embryonnaire est a ce jour établie puisque I'étude de modeles murins de perte de
fonction de Wnt4 a montré une absence totale d’ovocytes dans 'ovaire de ces souris
(Vainio et al,, 1999). Une autre étude a démontré que Wnt7a est également impliqué
dans la différenciation du tractus génital femelle (Parr & McMahon, 1998).

En 2002, Ricken et al. ont démontré que des acteurs de la voie de signalisation
WNT sont exprimés dans les ovaires de rates immatures et que leur expression était
spécifique de différents types cellulaires ovariens (Ricken et al, 2002). Plus
précisément, ils ont observé que Wnt2 et Fzd4 sont exprimés dans les cellules de la
granulosa, alors que Wnt2b est exprimé dans les cellules de I'OSE.

L’étude des souris invalidées pour Wnt2 n’a cependant pas pu montrer de
probleme de fertilité suggérant une éventuelle redondance avec un autre Wnt

(Monkley et al, 1996). Les souris invalidées pour Fzd4, présentent un
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développement folliculaire normal mais ont des problémes de fertilité du a un défaut
d’'implantation. Les corps jaunes de ces souris ne se développent pas normalement,
ce qui explique le défaut d’'implantation observé (Hsieh et al., 2005).

Il a également été montré tres récemment que Wnt4 est non seulement
important pour la différenciation ovarienne au stade embryonnaire, mais aurait
également un role dans l'ovaire adulte (Prunskaite-Hyyryldinen et al., 2014). En
croisant des souris ayant le géne Wnt4 floxé avec 2 lignées murines différentes
(Amhr2Cre et doxycycline-inducible Rosa(rtTA)-knock-in Cre) les auteurs ont pu
observé que la folliculogenese chez ces femelles est compromise. Ces souris sont
donc séverement hypofertiles. Ces défauts ont été associés dans la méme étude avec
des anomalies de la polarité cellulaire au sein des follicules. La laminine et le
collagene IV ont assemblé des structures de membrane basale ectopiques, les
composants des jonctions adhérentes ont perdu leur patron d’expression polarisé et
I'expression de la connexin 43 est réduite de 30%. De plus, 'expression de I’Amh est
inhibée en absence de Wnt4 (Prunskaite-Hyyryldinen R et al., 2014). Il est donc clair
que la signalisation induite par Wnt4 est nécessaire a la maturation folliculaire,
I'expression de '’Amh et I'organisation polarisée des cellules folliculaires.

Enfin, I'’étude d’'un modele murin de stabilisation de f3catenin dans 'ovaire a
montré que ces souris développent des structures anormales ressemblant a des
follicules mais dans lesquels il n’y a pas d’ovocytes et que ces structures dégénerent
en cancers (Boerboom et al, 2005). Cette étude a permis de démontrer le role
important de fScatenin dans la prolifération, la différenciation et la survie des cellules

de la granulosa.

Mis a part la fonction de la voie WNT dans 'ovaire normal, un lien entre cette
voie et les tumeurs ovarienne a également été établi puisque des mutations de
fScatenin ont été découvertes dans des cas de cancers ovariens (Saegusa & Okayasu,
2001). Le plus souvent, la dérégulation de la voie est due a une mutation du gene de
f3catenin, mais des mutations inactivatrices de APC, AXIN1 et AXIN2 ont également

été observées (Wu etal,, 2001).
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Objectifs de la these

Rspol et Sox9 sont connus comme étant des facteurs clés de la détermination
du sexe femelle et male respectivement. Comme décrit dans l'introduction, les
mutations de ces genes peuvent induire des inversions de sexe chez ’humain et la
souris (Parma et al., 2006 ; Chassot et al., 2008 ; Houston et al., 1983 ; Chaboissier et
al., 2004). Mon travail de these se divise en deux parties distinctes : a) L’étude du role
de Sox9 et R-spondinl dans les pathologies d’'inversion de sexe chez la souris et b)

L’étude du role de R-spondinl dans '’homéostasie de I'ovaire adulte chez la souris.

a) Un des génes clefs de la détermination ovarienne, R-spondinl, a été
découvert chez une famille de patients atteints d’hyperkératose palmoplantaire. Son
invalidation chez la souris conduit a une inversion de sexe chez les individus XX qui
apparait autour de la naissance (Parma et al, 2006). L’apparition des cordons
testiculaires est concomitante avec I'expression de Sox9 ce qui suggere que Sox9 est le
facteur responsable de la différenciation testiculaire dans les gonades XX Rspol--.
Pour tester cette hypothese, nous avons besoin dans un premier temps d'un modeéle
viable d’invalidation conditionnelle du gene Sox9 dans la gonade Sox9flox/flox;
Sf1 :cre™/+. Tous les modeles précédemment utilisés présentent un fort taux de
mortalité, qui empéche de construire des modeles murins composites (Chaboissier et
al.,, 2004 ; Barrinuevo et al.,, 2006). Pour la réalisation de la suite de cette étude, la
génération d’'un modele viable et permettant une invalidation efficace du gene Sox9
dans les gonades est indispensable.

Dans un second temps nous allons mettre en place un modele de double invalidation
des genes R-spondinl et Sox9 pour tester si Sox9 est responsable de l'inversion de
sexe chez les souris XX Rspo17/-. Si Sox9 est nécessaire a I'inversion de sexe, nous nous
attendons a ce qu’aucun cordon testiculaire ne se forme en absence de Sox9. Il est
possible que les gonades XX Rspol~/-; Sox9flox/flox : Sf1 :cre™/* restent indifférenciées
ou qu’elles se développent en ovaires. Cette partie de I'’étude nous montrera si Sox9
est bien le facteur qui induit la différenciation testiculaire dans les gonades des souris

XX Rspo1+/-.
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b) Le role de R-spondinl dans la détermination ovarienne est déja bien
établi. Cependant le role de ce gene dans la physiologie de 'ovaire adulte reste a
étudier. Une analyse fonctionnelle par mutation de perte-de-fonction et gain-de-
fonction permettra de définir le réle de R-spondinl dans 'ovaire apres la naissance.
Le modele murin d’invalidation complete de R-spondinl, généré au laboratoire
conduit a une inversion de sexe chez la plupart des individus (Chassot et al., 2008).
Pour analyser le role de R-spondin1 dans les gonades XX Rspol~/- apreés la naissance, il
faut obtenir des gonades qui ne présentent pas ou peu d’inversion de sexe. Il a été
montré que la pénétration du phénotype d’inversion sexuelle dépend du fond
génétique utilisé (Munger et al., 2009). Nous rechercherons un fond génétique qui
favorise le développement ovarien dans les gonades XX Rspo1~/-. Nous commencerons
notre étude en caractérisant le phénotype des individus XX Rspol/- de différents
fonds génétiques. Le fond génétique 129SV favorise la masculinisation contrairement
au fond génétique C57Bl6. Cependant, R-spondinl est nécessaire au développement
de la glande mammaire (Chadi et al., 2009). L’ablation d’une copie de ce gene sur fond
génétique C57Bl6 affecte séverement le développement de la glande mammaire,
I'allaitement des souriceaux et leur survie. De ce fait, ce fond génétique ne peut étre
utilisé dans notre analyse.

Dans un second temps nous étudierons un modele d’expression constitutive de
R-spondinl dans l'ovaire. Il a été montré que le niveau d’expression de R-spondinl
diminue drastiquement a 1’'age adulte (Auguste et al., 2011)(Uhlenhaut et al., 2009).
Ainsi I'analyse de ce modéle nous permettra de comprendre le réle de R-spondinl
dans le développement de l'ovaire apres la détermination du sexe et éventuellement
dans l'apparition de pathologies ovariennes. Cette hypothese est appuyée par I'étude
de Boerboom et al., (2008) dans laquelle I'activation constitutive de f3catenin dans
I'ovaire induit 'apparition de structures folliculaires anormales qui dégénerent en

tumeurs des cellules de la granulosa.
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ARTICLE 1

« XY So0x9 embryonic loss-of-function
mouse mutants show complete sex reversal
and produce partially fertile XY oocytes »

Developmental Biology
(2011)
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A. Sox9/R-spondin1 et I'inversion de sexe

1.  Article 1- Les souris XY invalidées pour le géne Sox9 au
stade embryonnaire présentent une inversion de sexe complete et
donnent des femelles partiellement fertiles

Résumé

Chez les mammiferes, la différenciation de la gonade est la premiere étape de
la détermination du sexe. L'expression de Sry, situé sur le chromosome Y, conduit a
I'expression du facteur de transcription Sox9, promouvant par la suite la
différenciation testiculaire. Il a déja été montré qu’en absence de Sox9 les gonades
foetales XY expriment des marqueurs ovariens. Afin d’identifier les réseaux
génétiques impliqués dans l'inversion de sexe, nous avons réalisé une étude globale
du transcriptome de gonades mutantes et contrdles de souris a 13,5 jpc. Nous avons
utilisé des gonades d’individus XY Sf1:Cre(TG/+); Sox9(flox/flox) dans lesquelles Sox9
est délété dans les précurseurs des cellules de Sertoli, des ovaires XX Sox9(flox/flox)
et des testicules XY Sox9(flox/flox) comme controles a 11,5 jpc. Nous avons observé
un profile transcriptionnel intermédiaire entre celui des gonades males et femelles.
Cependant, les gonades XY Sf1:Cre(TG/+); Sox9(flox/flox) se développent en tant
qu’ovaires XY contenant des follicules a P0O. Par quantification, nous avons montré
que les follicules sont moins nombreux chez les femelles XY mutantes par rapport a
des femelles contrdles. De plus, ces femelles XY présentent une fertilité réduite de
2/3 par rapport a leurs sceurs controles. En effet, la majorité de ces ovocytes ne se
développent pas au dela du stade deux cellules. En résumé, nous avons montré que
les femelles XY Sf1:Cre(Tg/+); Sox9(flox/flox) sont capables de produire des
descendants, bien qu'en nombre réduit en comparaison avec la descendance de

femelles controles.
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To Investipete the geoome-wide iranscriptionel dignsture in XY
Tt ol v 3K amd XY wik-iype conirols ve parforoed an
expresyion Moiling smalsds of B115 goaads ysing moge: Genelhing
[twrials am] Mthods), The mEMA prolles from dplcie XY 50
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i 1. Sl rxpresslon snshl i T 0™ St oyl vl (4] Wolssle mosst lo st ytaridtastion srelysis selivg o S setoress probe ot 719 ks (A] XT
] wrogesiil ridge, (B} sn X0 comirel ssd [C) o XY msteet. eromslicorescrsss detrriies of 3000 peoiein da £ 13 (B X oosiro] srogesitl rdyes, X0 ool (B} md.
[IF 707 st gt e ey, PWCNTTZ, W prsrsaell s e mnaioer sy srgupion:. s P v gy et o o gy plcmrm o LEF, Ak I L5 00 puomspally ] sy oo sl
whevess TTRDG puiiewn. of excporssion s s eves e 30T wild-type [ ool 1T sssland (T £F-L) R0 e et g AME e gl be XT welh-lype E1 3 gonads () bot
admmrrs i KN (] ol W0 st el e . (T ], Tl svmariorn. IEENT 31 sl iy gt niope. o 71555 0T (1) sl 5 sy st . (T a0y vl [ ] irlietiony

et corplete s reversal e ool

O+ Spegi=dt= 0y FT), XY Soed™ = 00 WT} and 105 Soug=it=
DOCWT) goaads were determined and compared o each othes,
Sandend diiz qualtiy comirol promeduss vealsl bomogenenes
Inyhwriciration Tottern [Srpplersends] Pl Lo amd the expecied ranme
of elgnal disivibetioss acnos e smpls set {Supplsesia] g 18], We
malysed glohal expremion sgrale yxing 2 distnce matrie Jnd 3
damirogam and Foumd the smpls tiphcsts D e groupsd ogethes;
oweryil 0¥ gt and 07 wildype trenscripinmesy wene cipgee]
ingaither and XX wikl-iype was separaiml (Soppleneial Fig, 100

Te curry oupt thres bwe-aoy compurisany (XY ET] verms XX WT,
XY_KC verwon XY_WT; XY WT verso s 33H_WT) we st identified for
wach sampls pair the probe sets o which siysals abena the cot-off
were obaerved (995 log? woity, Senplemesty] Fp 2A), We newt
snlected penes algnificantly diferwriblly mpresed (= 1-Told changs;
Limms test, FOR adjorted pwalpe<inng) snd split them Indo

the kmeans clasering algorithn (o=} We fousl 379 geom
sipnifcantly differetially sxpreped brteren XY wili-tyne 404
motant gonais. Among them 151 penm showed Increased synakb
And 08 gesry yhowed decresced ggnaly, respectively, in the XY
mokat a5 compared o the XY contvol (Sopplemenial Fg 24,
middls mipmn), XV mikamt verms XX wild-thyne identifi=d I7D
junas mgniBcantly d frrentially sxpreesed incloding 108 showing
sronger 4nd 160 shiwing weaker dgnak o the XY morant
(Supplmmential Fig. 24, left). Fieally, we Kestfisd 1047 o

aigniicantly difsrentally exprecssd ebwam XK and XY wild-
type semples inchuding 429 which displey rironger rigmaly in
malee and §19 yeoms which display soeeger dgnals n Females
(Swpplementsl Fig 24, right),
Seinciml g mequind for eraran differsntiiion 1Be Kol
7, Bmpa, end P shevased pirongger shngly b or g Cre
i In comparben w XY ool indicis ongeing
Semgle differantistion; they sre shovn by Table 1A, Tio walidate the
expramkn profing amalysks we mamined the trawcripten of
arlected genes by whole monet fn sin ybridirgtien, Pogr genes
in Sertol cells {Soxd, Soxlf, Psis, aned Apf), and coe mch
sxprerad In Lnndly oells (PSS Cypl 1ol } and pro-spemsaiogoera
(B3] yiedded poithve sianals tn X0 goaads bk ot in 200 wild-type
and s an hverreslisie vl of mpresin n XY et sples
{Talde 10}, Consistently, mBMA from bl ke o be expresasd in
famales (Rgpol, Bapl, EmecZ, Myf19 amd Sirad] wam detecisd In XX

claman wrimy Ven disgrams. (Sapplementz] Fig. 20). Tw Gt oor
clames mrwnrise genes that chow negl dymaly in 00 wild-type,
Imtwrmediate sgnals in the XY meolarts s the weadlest shnals in XY
wikh-iype wmgles (Fix 2A). Consyendy, Ceas 1 (124 gener) b
waricied for peney earing the Gans Daiplogy aanetiion Bnme sech
A3 Chomoreme argeoeieation Emelved in msoslr (G009, 4
chamred® mpecied by cems, palos 2751007}, aml Mrks
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Talde 1
Comparalive axpresc
WL PNl

5 analyzis ol penes oaremived in oovarun ans iesiicular

LirmeE THImE Enirez EY_KD EY_KIws EY_W v
peni D HW_WT AT KT
A Exprezsian af genes myad 12 oFerkm Jewngmest af ET3LS
Faniz LEATT Lzl 00e 128
(T | FHNT 113 n2g IEES
Bepi) 1 B0 138 01z 150
bmp2 121% 114 nsx 20T
Fir 14313 3al 02e 380
K Expreazan af genes roeedved e gevme oeil deveiopmest af ETES
K 5573 157 (1 50
Lirak RS 192 nas i
LTTNIE] 0962 233 178 4.11
| 134H 11 141 141
ik | 13164 028 il nad
LY 244551 052 037 n7a
Powy Sy 1T [ [ 111 na 120
Modis? ATEA B0 120 naz 1 82
Tl 15K nas nig ne
Dvisar3l Ed437 (1] 01 04n
T BErgiessian af ¥ chrosmoseie genes ar Ef15
Lt F el MG 4l 540 440
ny 497 420
oaz 245 246
Enmyief 15657 [LE ] 241 24%
.10 150 130
iy 21674 i 51 nis
Ayl FIMGT nns | BE 1 0%
it 12768 1] 037 [INE]
ri) Enpresons of geovs levaleed m sty diforensianion
Sl SnE] 105 ni 1%
San [0 GEs 047 1NN 58
Prpds Prre 151" 188 n: 218
ket 141 B nay | IR 11 5
Tl il PSS 13070 405 1.7 635
bl 1667 135 nar 17&
Dk 1336 221 021 242
et l el nian 11°#H1 1nn
Ay 2167 -I o o5l o.1a
Hatil | 1M 434 1ib 5h0
e 1 84n Sdme 2 _;'..: 2 140 BT 28T
Fritil 190Kz 157 00 15%
UL o i T 134ES 14 L irg 1] 1.5
Hed3h [ 15403 240 02 26

The given valoes are the logk of te @ndicared Sld change.

(DOC7128, 511, 1,70 00 Y), Class 2 (362 gener) by ava ensiched for
Osrormrsames opestostion. v fnmslests (D092, 190, S5 1Y)
a well a1 Reproduciion [DODDOOA, 25/%, 5.1 x10), Memals gormeir
senemtion (DOTI00, 571, 485 107™7), Regsbation of rigme! transducias
[O0006E, 23/8, L1510~} and Negsthe ngeistion of opomoss
(EMMEMEE, 1173, 55107}, Chaee 3 condalng only 18 geney but i3 2
wmrichend For Oerormesoms orgelation imsolred inmrioets (0152, 370,
T 1T, Mesinpln (07126, 40, 0.7 1), and Gonete pemeration
[D0CTATE, 50, E2Hc10—"] widle Class 4 (135 ganem) b srbchad omly
for Mislorls (O0T126, 7/0. 3.7 % 1005,

The mext thwes danesy shovmn 1o Fig, 28 dentify penes for whidh we
i the strongest shrnaly b o willd-tyme and the weakest In20Cwild-
type Famplas whils XY martamets. shenw troter el bt (<5 and
B} or eqgrielzet sigraly g the XY veild-type (7], Clagy 5 (212 genes)
In mwiched, amevy othen, for Sx dfevoticis (0007548, B1,
100x 107 %), Spermamgenesie (DO7Z8, 8/, GEx1TY), Semid
mriobel proces (DOGE202, 102, L7x1077), and Rapuiotion of
epopingls (DOAZOR], 15/%, ZBor10 Y] snd Cegs 6 (155 gensa] wa
foud 1o e mriched for Esbryvnic covpopeos (004B558, 1073,
13107}, Ol Mffevemtiction (DOBD154, 25710, 2510 and also

Stevodd rostbolic proces (B0CAND. £11, 18 10"), Oam T comtainmd
ol gemary et may G bermn wead Soamd i be enriched,
Pimalty, va detrmined tres ceves shown In Mg 2C that display
dtferencesy betvnun e and lemagle gooads (which
dist{mguishes this proup frem e ottuer shova o fge 14 axd B} aml
Torr weidch EMA conrnrationy bn the 07 mtmst wer either e o
bw closer o feeals (O and C10} or mabe (9 amd C11) posads. Clam
B[4 peres ] el Clawe 11 (45 gpenes) wens mot enriched for soy GO termes,
Clarsn 9 (17 ) and Clama 101 (17 g} yrere found 1o sowiched fer
genzy amocisted with processs mch ap Cellslor morracwsdeouls
meteholic pooes [004260, 72 85% 10", Ol proilfEration
(DODEIRA, 3/, 5.15% 107 amd Aniomical siruchers merphtrmess
(0009853, 471, 852X 10"

Sax Fnversad of oewiern ond ol XY 5700 Sond™ = neicy

Pronvious amalyess. osivy X SoxS momiamis. coold mot be parformsd
aiter 15,5 hecanse of the axrly Iathality of the Sord mustant alieles
ped In these spies, b madel howeser, we were ghie b
Tt gaim bowr XY omstamt gemesds develop at PO s eglal ana bysis
ol 100 it poeudie did vt chavwe e oond fnmation gy corsmamed b0
it XY oontrel (Ag 3A) In additfon, Seooll cells vwee
detected in the testionlar teheler of 30V coniral gonsds hest o gl
vy apparnt In XK or XY meria et posady uslng SC0H v ST which
are nnclagr gl cpbonlaseic markbers of Serin oelle reypecthedy
[P 34). In cmoivest, FOXLE imemonosiainkng shows] foliolar ol
differentiption in 00 cvaries sad in XV restert gengdy indizxting
ity dewalop an ovar{an sirecom at PO [Py 34).

AL B115, genes fmecheed in the onset of melosly such 2 Racd s
Emnl vam op-mgulaind 1n XY swiaet gonsds in conparison o XY
reeviroly (Tohle 1), Ab PO, histological sralysy revesled the presenoe of
oot e el Tin 20 wilkd-ype and XY oeutant yorssds whsoes Y
quisgcent goaacytes. were found within the testonlar cords fn XY
posain Thin [n oottt with the ooloume of oor
pofiling analbyly which indicgte) thet melosly wes Initigted in JOC
welld-type gl JOF maskaart pern cedls (Fig AA)

XY it mrice ecdhibiie] mals odemal gl once dey
mﬂddﬂﬂnﬂhﬂmﬂhﬂuhﬂﬂu[ﬁﬂ,w
amalyss of ths wogenial nyaies of semn-rresleold mios
mmmmmmnmwmm
vasicies, prosiEing, vas deleeas, spididmee or ool @ pecied in
mualer Mireover, hishological 4anbprds chovwed that X7 oot gerads
did pot devalop seminiferoos tubulss a5 scpecied In stis bk el
owyrian follicles of different steges of muturetion (Fig &) Docpies
e cloeved o soma of de pre-ovalaimy felldes. Funtermons
s cerpus. Raheom wa nresank in X0V otk mbce sgeating Hurk
oralation might bave cooomed. Talen ogether, thees data ndicate
gox revernnl of X nstant nedee,

Fowd £z dispewarle far sverfag fochian

St emcpreaetons Ty Tereens dhestected £ Hhe Brner Eypeer of ther theeey, celly
Feygaiing 3 potsrtal fection for S0 o tee oy (Hotamboda of al,
Z00F), Moreover e 5 e omagen: b expreseed in the thecy ooy of
the warles (Binghun etal, 2006) esting Hust Sowd contd e depletd
In ovadan cells. Az a we sxamioml the vl of 5ol

expresion in 10X Soxd " gag J0C maptent ovadkes of four-wesk-old
Tt sl - PCE. W el thiar Sowed sscuraartion vwas

redoced In 200 rmpynk cvaries & commpared 0000 ool
(Fg- 38).

e i eatimpte fha ety of the YO0 motnty In comparise
o XK couinl aale. To this end, XK omeant and 102
S oy v il Bt frvtey oy o e o o thekr age Le. 1.5
i Jmoudis and 3 0 6 oenths (Fig. X)L Te aesge ol of

offspring oltaine] o X0 mapturs: Beabes wans similar 0 X comtoly
with a0 average of | pupe par i o e Fowr yroups of Emale
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i ¥ Ecermlen prof{ieg ol T sl XT wikd-iype verms XY seslart s, [ A ety i shiowmn or Eriplicaie srples Troms KT wikl-trpe (XT], XY sl (XY_00] amd 300
Ay (10T ey, Fayr L. o oy ooy Alaiem O weiiets plgly Juy eyl -t 2UT el Ry i i UK il CUT-X00) . (W) Wiy Lok 0y o Sor wrivivl pipsals
e ptvwmger bn KT wilid=-trpe e e X0 slb-type DO IE0) (€] Poor clases. soe shewvs Bec which s slgniiiosst sileneroe wres ol beftwaren X and WK wild-iype sesples
[3_1CX], Barparyeplieen i e sy lymercrerincplol oy O ey 01 L, Ty smdsr ol Py Vsrm cowenycpunstiagy peelsy yuty 2 iugplpyed. b e oy 1 plann tn gl Bem plety sicpley G
Jny? cigril diglelionn . wrtfivi Wy oo o . Buvthr il i ey ey, A Dilnete Ho b iy T rpprngriy T rration, Bawl By trolieaie gl daremtiy] prprsplon, Dyin T
enienal sl sl mlst beatis sspler et pael) ore ndioried ot the . Eossples of el SO e e shews, A logd sale b e
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L.5-3 manths Ah eanihe

B & Faickegicnl st fssrrsrerer sslwls on syl sectiors off gensis Srom sty XY, X0 ol X1 5000 Syl by, (AT Barsslseryin srel asln
Iipimiogicel anulyels of pramdel pectiang, Low megrriegtion 10 [A-C) High segrifigiion 180 [I-F], XV iy (A] sy iy propmcy of asiviSsrsy (ki willh g cevd)
ninkeiey peivrvorsi g ofle sl e ot T oeshosst, B ookt posssls () rossslibe sverkes (5] beth comslstieg off seletic gros orlls sl bixhiihivd Jo s (1, L
{1 Aeyersioprrersurymmroy gyl g vey i sl By il iy, (-7 1] Rewrvrome rsrppersmery Sewr SHEN {mpel]  Trpeiogr o Seinil colll myriel s shlrind tn iy )Y ety
o(KF) Bt et 1 300 (] s Byl sl (T (1-1.) Dt Hiom off SOREGT [realll, » rusdors off Eeviell o] ylopls wres evisbeal b e T oosivols (TH ok set o 00 (K} or ressgenic
[oily (L], (RHY] FCIKIZ (orl] o rrogrioe, oof sumriarn puerie ol oy clgimectyl B JOU vellol-{)/gey [prmnily () il nsk b E vercioed ey, (), i el o X0 el e remnlerorsg.

{1] PRI o i, plrvaring & Jagy S
et pvarien [m =] -t—dhﬂm

Bl yrprasion parrre b EN il gty Secd
eoerimls (=) (P = QLY (] Thee Tty wlor clilertorsd o 1.3 1o 3 mnt e mr 34 roilion k] X Sha™™™ Jeles (11 ]

In iigaarnbly Bz gk, Bt tesn(N] [ P o S wxprmlon tn X0

Wl 25, Teapactivaly] T X0 Tt g e T2 47 U4 renpcivel) (P ] G0 (P 0431

(Fig. 3C), Thiy mumaedy thet SwS sgresvion In overdes and mome
ol in S O mpressing cells [s sot negeired o i

XY 0™ Soxd™ " frvacies o sl firifie

‘W mod imastigaie whether the XY mutar feale s lertlie.
‘T X0 et vl weree e wlth 5 300 SR wrild e

T
SodPmme (3) (e of the Y0 muskent rmice v used for subseuss
mating and waa ol to produce two viabls liies. This
shuwve thiet 30 mmtyné fermyley are fertile glbelt ot 8 rednoed beved,

XV S e gy g g juy prodiie 0 raduoed munher of oocyer

We subsennently ivestizaed the cmmes br the moor Sty
oloerved 0 XY mstant females. MUH [ Mouss YV Homslogoos), 2
myrioer of 300 and X7 germ by (Toansken o a1, 30T, mnfinmed the
proas of g olls o XY oeant peads that was
Ioaralived arnemd the corificel neglon of the gonadsin oomparkzm 00
it PO aml F7 bt oot ot X175 (g SAL o additon,
of germ celly showed lewer of them in XY makert
than In XX conbrels & PO and B7 (Mg 38} o swmesay,

EEE

atthongh 207 mmptemd gonads dsvelop bnto arler, They, howeser,
CErain 3 v mamber of gpenm cells thas normal costrol maries.
To detmnmine if XY moiant feaales am abls to prodecs et
oocytes, cvarbm simplption wes periormed ysing three groups
cisting of five 300 Soed™ = females, sh X3 motant fenales
e 0 byt femalen sach (Plg. S0 21 godmele veere seven weeks.
old. Arhough wa frumd variatiens i oraras ses betowessn et
X¥ mptand lernader, thee ouaries of thess Burgbes wers roglier thm X0
tant ovarims (M. 5C). This bs Hiosly dom to e retuced momber of
wmmhﬂnnﬂlsiﬂlh'hﬁﬂmﬂnnhn
frmalan}, 160 (sbe XX motant female] and 55 (sbr XY
mutymt fermples) oocpes or embryer were mllscied, Tn aerege
nine vocyiss of fertilized snbopos wem Eoversl par XY ootz
fermple ton dag after the super-owplsiion (Fig 30 B cempariyon,
v mecoreed an vy of 25 aml 26 cocyies or Tirom XX
SoudP= ynd XX mmtane Bemiales resmectively. W concinde that X
meant emaley prodecs substanthally kewer oocypes or EmEbryos
after pupenavlation than X0 conirndy,

The develogment of ey Jrmm X¥ F10ES+: SurgFeee e iy
povitaly fopaied

Uty BEY™ el e b mac ronmrmall i Bt v sheovrn theat XY
ooaryies i mok complels Medosly 1 revylting bn indertilty of thee XY
Temales (il of ol 2008 Consivieyily, $5% of in wico cubbomd XY
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XY

XY 51.:crer

Mg &, S ryversl b nulett XT 5700+ Soupieier from sl il (4, B, ) Enlmssa] gossityliy, o -kl sty TV, 2 sl el 20T mriowsi; Brampgenis muley roppariively.

(X, . ] Mygumnlc o Bty 4ty rem. rrorsd X, M sy e X rorrimnd oy ey

£ ) el sy ety clgrmyrimurinitiey oiCE Sy [EC waging, e,

iy,
orhiciy sl oveces. bl o semisel vesiien, prosisibe, o eleves, cpldiblynms or vt s ecpecied i sele (T T besth, SV; sermiel sesirle & bidder, Ov; ooy, Od: owllect,
Uk iy, I wiphi cmry, L3 Il sy (-1 Eieeyiin g oge hisedopiesl ssalyels of greadsl mectissy. Lowr mgpuificption S10 (5-1), Eiph segeifiegiion 100 (1]
] lecrers mernisliieroros tetvoles of e 30 bestrs sd (T} the preseone sfisgeerssogenhc oelis, X possls (H] shesr ol siages ol folico legenesiy becholieg: sorytes (K] s clened s

ot ST muptomt gl zries (LM

oocyss fiom this Hos did oot mach e ol sage emboyo
in X¥ mllLﬂml.. Buq‘h.‘l:il]lul om. ~ovolatml XX
Ttk FE]-

S g ] XY 10T Soygfier o ot rrice wene millected
at 1.5 day pest 0L Injection {dpll XY msiant cocyiss showed mxrme
morphalogics] shanrmlitiey than 100 Sars =R ey we ohsered 5.
high dagres of waxudes, pramdsion and abmormal
division [Fig, B0 s companed 200 ooyt (Pix GAY. To
Wiyl mberotulaley sl chromosomey oooptes wer sbylned with o
Tabwlin arsd DAP (Fige. 58 ard B). At Malrsl B normal barrel-shaped
spindle brmption sround the seoond metaphose chromosomes wae
obamrved 300 Sond®™ " | Py 58} ard 1Y mrtant oot 28 ooy
deycribed In the BGY™ hackgroond [Villemere o o, 2007},

Wa rubseqoantty imastigated wisther cocytss fem XY mutart
femyley were able b devslop ivn ool wage cmbipn) aiter
fartiBeation. Out of 126 30 S Jnd 150 J0¥ maotamt oogps
embrpos v anbised, 103 (B15) and 137 (B8] were soored o heing
it e, o slghi-oall sges, repechedy (Fi. 501 o contrast, 41
(73%) embryor from XY mmstand had reached of beaet the tem-cell
siags. The mnbeyos vere culinred for anotier 24 b amd oul of 16 XX
Sngofeim 157 300 mestrt 4nd 1 XOF mtynt embryos recoveved, 57

[SEXY, 73 {53X) and tvre {52 eached the meruls-, or blastocyst sgs
fn witrn, reamectivedy (Flx 500,

Finally, ool sage smiryes frem sups-ovalaied XY otant
forngley 4ad )X Spro®E covrnly wers poltacied gt 1,5 dpl amd
cultured over nigis prior o mmmestainieg, Whils most XY mtant
ancytes pogresed throngh Meleds B ghooreal tweo-cell st
divishen deficts ywane prrelmnt. We alw chesrrml B oedael,
hilamtorneresy with ool Hiple naxcled, clemcage shnormalibes and mpciegr
mapterinl which appeared o be ynable to condeng (P, GP-1) &%
compared to XX Smd®f= (Mg &5}, Takan mgetier, them rsuls
shevy thet X mmstynd pwarizs conkein fewer wvuleted aocies In
comparism o 30 controls and thata population of embryes from XY
femyley cpmmot dewelon heynod the beo-cell stage.

The prevent shly eed tw Coafloed mecombinatien sysimm o
chlnde Saytd e ermbryann be 30V s g vee et sesrgl pleces
of evldence at both the ANA and brel at dfferent
developmentyl shiges that the St Lty wad indeed efficbentiy and
spucifiz By emoved from the target denm (sea Fig. 1}. I comtrast to
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Hig L X e B e s it i (] Tttt ! meverorsiivriony o XY it spsnlerny eyrn o] B e il peglion of e XY oy, Insssrolecrrerrmrs:
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which gre gerretedd by Lesdiy oelix gre shaent gnd male rependhacthe
orgEn developeent i not simelaed. neead, the Mulleias doom
develop ity femyle penitelia, This b promoted by the ghaence of the
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tramsrrint sigrovre resembiling ot 20 wlld-type amd 200 wild-type
e Our data indicate that Soxfl emencl was Himly oonpleis In
the dwues iovedtipied: 43 & conabquence Hily Tattern posalbly
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ol 7}, SperiBcally, XY mastant gonady show significamity wesker
RMA commvirstie of Seroll oull ek g och 25 Sod [Kent
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2. Article 2- L’inversion de sexe des souris XX Rspol
mutantes peut avoir lieu en I'absence des déterminants

testiculaires Sry et Sox9.

Résumé

Chez les mammiferes, la détermination sexuelle male est gouvernée par
I'expression de Sox9, alors que chez la femelle le développement des ovaires dépend
de l'expression de R-spondinl (RSPO1), un activateur de la voie de signalisation
WNT/fcatenin . Des analyses génétiques de modéles murins ont montré que Sry et
Sox9 sont tous les deux requis et suffisants pour induire le développement
testiculaire. Ces genes sont considérés comme les déterminants majeurs de la voie de
différenciation male. En outre, I'inversion de sexe chez les individus XX invalidés
pour le géne Rspol, concorde avec I'expression de Sox9, suggérant que ce facteur de
transcription induit une différenciation testiculaire dans des conditions
pathologiques. De maniére inattendue, nous montrons que la différenciation
testiculaire s’opére en l'absence de l'expression de Sox9 chez les individus XX
invalidés pour les genes Rspol et Sox9 (XX Rspol(K0)Sox9(cKO)). Ceci indique que
Sry et Sox9 ne sont pas indispensables a I'inversion sexuelle de type male XX chez les
individus mutés pour Rspol. Les analyses moléculaires suggerent que I’expression de
Sox8 et Sox10 permettent la différenciation testiculaire en I'absence de Sox9 chez les
souris Rspo1(KO)Sox9(cKO). De plus, également les souris XY Rspol(K0)Sox9(cKO)
présentent un développement testiculaire, nos résultats montrent que Rspol est
I'acteur principal de l'inversion de sexe de type femelle XY chez les souris XY
S0x9(cKO). R-spondinl est donc un activateur essentiel du développement ovarien,
non seulement dans des conditions normales, mais aussi dans les cas d’inversion de
sexe. Ces résultats démontrent que la voie de différenciation male et la voie femelle
sont toutes les deux induites par des voies génétiques actives et distinctes. Le dogme
qui considere la voie de différenciation femelle comme une voie par défaut a donc

besoin d’étre révisé.
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Testicular Differentiation Occurs in Absence of R-spondini
and 50x9 in Mouse Sex Reversals
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Abstract

In mammals, male sex determination i4 govemsd by SRY-dependent activation of 5ox®, whereas female devedopmeant
inwolees R-spondind (RSP0}, an activator of the WHNT/beta-catenin signaling pathweay. Genetic analyses in mice have
demanstrated Sry and Sox® 1o be bath required and sufficent to induce testicular development. These genas are thersfare
consdered a5 master regulators al the male pathway. Indeed, female-to-male sex reversal in XX Feoal mutant mice
correlates with Sox® expression, suggesting that this wranscription factor induces vestioular differentiation in pathological
canditians Ulle:ﬂpELludI:.r. here ! shawy that testicular differentistion can accur in XX mutants lacking both Ripa) and Saxd
ireferred 1o a3 X Ripol™ Sax™, indicating that Sry and Soxd are dispensable 1o induce fernale-ta-rmale sex resarsal,
Molecular anakyses show Expre-_-s.lurl ur bavth Faul and Sox a3, sugges!lrlg that sctivation of Sax gemnes u!hm thian En'_u? can
induce rrale differentistion in |?.'\-,|?u' o™ rhice. Moreaver, since tetis develspament e in XY Rspal Soxs™ mice,
aur dats shew that AspoT i the main efector Tor male-to-female sex reversal in X¥ Sex?™ mice. Thus, Fagal is an eszential
sttnvator ol ovarian deselopment nat anly in ronmal situations, but also in sex revérsal situations. Taken together thess data
demanstrate that bath rmale and female sex diferentiation i induced by distinet, active, genetic pathways, The dagrma that
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considers female differentiation as a default patheay therefone needs 1o be definitively revised.
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Author Summary

Mammalian  sex  detemnination 8 controlled by the
paternal ransmission aof the Y-linked gene, 5RY. Wsing
mause madeals, it has Baen shawn that the main, i noet the
only, rode of Sry B to activate the trandcription lactor Sox%,
and thede two genes are necessary and sufficient to allow
male development. Indeed, dofects in Sy andfor Sax@
expression resull in male-to-lemale e reversal of KY
individuals. In XX individuals, Repal is imparant Tor
ovarian deselopment as evidenced by lemale-to-male
sey  resersal of MM Ripol mutants, Since testicular
differentiation appear: concamitantly with Sox® expras-
iy, 1 owad asiurmed that Sox? i< the inducers of testicular
differentiation in XX Repa) mutants Our genstic study
charws that §) meither Sy nor Sox® are reguired Tor fermale-
to-male sex reversals; i) other masculinizing lactors like
SoxE and S5oxI0 are sctivaled n seik revarssl conditiond; mi)
Ripe] is the main effector of rmale-to-female sex revarsal in
the XY Soxd mutants. Tagether thede data suggest that
male and fermale genetic pathways are both main eflectors
invalved in fex determination and that the long-standing
dagrma of a default female pathway should definitively be
revised.
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B. Développement normal et pathologique de I'ovaire

Apres avoir étudié le role de Sox9 et de R-spondin1 dans les inversions de sexe
qui surviennent au moment du développement de la gonade, nous nous sommes
intéressés au role de R-spondinl dans la physiologie de I'ovaire adulte.

Comme nous 'avons démontré dans le deuxieme article, une régulation fine
entre la voie femelle, activée par R-spondinl et la voie male, activée par Sox9 dans
des conditions normales de développement, est requise. Ces facteurs sont des
acteurs principaux du développement des gonades chez la souris. Il serait
intéressant par la suite, d’évaluer le rdéle de R-spondinl dans la gonade adulte. Dans
cette étude nous avons étudié spécifiquement le roéle de R-spondinl dans la
physiologie de 1 ‘ovaire adulte.

Pour cela deux modeles murins ont été utilisés : Tout d’abord le modele de
souris invalidé pour le gene R-spondinl, RspolKO, utilisé dans les études décrites
précédemment. Nous avons également utilisé un modele murin d’expression
ectopique de R-spondinl, R26: Rspol TG¢/+ croisé avec la lignée SfI :Cre, utilisée
également dans les études décrites précédemment (Bingham et al., 2006). Cette
recombinase Cre permet l'expression de R-spondinl de fagon ectopique dans les

tissus somatiques de la gonade (folliculaires et stéroidogenes).

1. Patron d’expression de R-spondinl et de la voie de

signalisation WNT /f3catenin .

Il est déja démontré que R-spondinl et la voie WNT/[Scatenin sont fortement
exprimés dans l'ovaire embryonnaire et sont nécessaires a la différenciation
ovarienne (Chassot et al., 2008). Pour définir ses roles potentiels dans la physiologie
de l'ovaire adulte, nous avons tout d’abord établi le patron d’expression et
d’activation des acteurs principaux de la voie de signalisation de R-spondinl a

différents temps autour de la naissance et a I'age adulte.
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Figure 10 : Expression de R-spondinl et activation de la voie Wnt/fScatenin en
aval. A) Patron d’expression de R-spondinl par hybridation in situ dans l'ovaire a
différents stades du développement : son expression est forte au stade embryonnaire
(16.5 jpp) et se situe dans 'ESO et les cellules de la pré-granulosa. Son expression
diminue ensuite apres la naissance (P4, P8) et devient restreinte a 'ESO et faiblement
dans les follicules formés a P8. Son expression est faible a I'dge adulte et se situe dans
’ESO et dans les follicules situés dans la partie corticale de I'ovaire. B) Coloration f3-
galactosidase d’ovaires de souris AxinZ2/LacZ agées de 3 mois. L'expression d’AxinZ se
situe principalement dans I'ESO et dans les follicules du stade primaire a pré-antral.
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Comme démontré par des expériences de qPCR réalisées précédemment, R-
spondinl est trés fortement exprimé dans l'ovaire embryonnaire (Auguste et al.,
2011)(Uhlenhaut et al.,, 2009). Par hybridation in situ sur des sections d’ovaires a
plusieurs ages, nous avons montré que son expression diminue autour de la
naissance (P0) et un deuxiéme pic d’expression plus faible apparait entre PO et P8.
Par la suite, une faible expression de R-spondinl est maintenue a I'age adulte dans
certains follicules ovariens tandis que I'expression de R-spondinl reste forte dans
I'épithélium de surface ovarien (ESO)(Figure 10A).

Nous avons ensuite caractérisé la localisation de l'activation de la voie
WNT/[Scatenin dans I'ovaire de souris dgées de 3 mois. Pour cela, nous avons utilisé
un modele murin dans lequel la séquence LacZ a été inséré sous le contrdle du
promoteur du gene AxinZ (Lustig et al.,, 2002), une cible directe de fScatenin. Nous
avons visualisé 'activation de la voie par un marquage f3-galactosidase. L’analyse de
plusieurs sections a permis de définir que I'activation de la voie f3catenin se situe
principalement au niveau de I'ESO ainsi que des follicules ovariens. L’analyse de
plusieurs coupes a permis de définir que les follicules marqués sont des follicules

allant jusqu’au stade pré-antral (Figure 10B).

Nous avons également analysé des ovaires de souris LGR4:LacZ et
LGRS :LacZ , agées de 3 mois, afin de voir la localisation de deux récepteurs
potentiels de R-spondinl dans l'ovaire. Les marquages f3-galactosidase sur
cryosections montrent que ces récepteurs sont principalement localisés au niveau
des corps jaunes et tres faiblement au niveau de 'ESO (Figure 11a). Comme pour
I'analyse de l'activation de la voie WNT/f3catenin, I'analyse de plusieurs coupes en

série est nécessaire pour confirmer ce résultat.
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Figure 11a: Localisation des récepteurs LGR4 et LGR5 dans l'ovaire de souris
adulte. Le marquage f3-galactosidase effectué sur des ovaires de souris Lgr4:LacZ et
Lgr5:LacZ montre que les deux récepteurs de Rspondinl sont exprimés fortement
dans les corps jaunes des ovaires normaux et semblent tres légerement exprimés
dans d’autres structures telles que I'ESO et certains follicules.

Figure 11b: Activation de la voie Wnt/ficatenin dans les ovaires de souris
Rspo1KO. Coloration f3-galactosidase d’ovaires de souris AxinZ/LacZ; Rspol+/+ et
Axin2/LacZ ; Rspol-/-. Chez les controles, 'expression d’AxinZ se situe principalement
dans I’ESO et dans les follicules du stade primaire a pré-antral. Chez les souris Rspo1-
/- 'expression d’Axin2 se situe également dans les mémes structures.
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2. Role de R-spondinl dans le développement et le maintien

de l'ovaire.

Apres avoir défini I'expression de R-spondinl dans I'ovaire de souris du stade
embryonnaire au stade adulte, ainsi que l'activation de la voie de signalisation
WNT/[scatenin en aval, nous avons voulu évaluer si son role dans I'ovaire adulte est
crucial. Pour cela nous avons utilisé le modele de souris invalidées pour le géne R-
spondinl, généré au laboratoire (Chassot et al, 2008). Les individus XX Rspo1KO
présentent une inversion de sexe partielle, comme décrit dans cette étude.
Cependant, ce modéle murin a été généré et étudié de fagon approfondie lors du
développement foetal mais trés succinctement chez I'adulte.

Nous avons tout d’abord procédé a l'analyse des ovaires de souris
Axin2/LacZ ; Rspol+/+ et Axin2/LacZ ; Rspol-/- afin de voir si la voie de signalisation
WNT/[Scatenin est réprimée en absence de R-spondinl. Nous avons observé que la
voie WNT/fScatenin reste activée dans les gonades Rspol-/- de facon similaire aux
ovaires controles (Figure 11b), dans I'ESO et les follicules jusqu’au stade pré-antral.
Cependant, I'analyse d’un plus grand nombre de sections de ces ovaires permettra de
confirmer les stades folliculaires ou AxinZ2 est exprimée.

Nous avons ensuite étudié des gonades de souris de fond génétique mixte
C57Bl6/129SV agées de 6 mois et nous avons tout d’abord observé une taille réduite
de ceux-ci comparés aux ovaires de souris controles (Figure 12).

L’analyse histologique de ces échantillons montre une variabilité du
phénotype entre les individus et selon le plan de coupe. Certaines gonades Rspol-/-
présentent plusieurs corps jaunes alors que d’autres présentent de grandes cavités
dépourvues d’ovocytes (Figure 13). Dans les cas les plus marqués, les gonades
semblent ne contenir que du tissu conjonctif. Enfin, un épaississement plus ou moins
notable de I'ESO est observé dans la majorité des gonades invalidées pour le gene R-
spondinl (Figure 14). Cet épaississement est constitué de cellules de forme allongée
comme le montrent les noyaux de ces cellules. Cette forme n’est jamais retrouvée

parmi les cellules de 'ESO de souris controéles.

Nous avons par la suite effectué un marquage Picro Sirius Red qui marque les

fibres de collagene de type I et I1I en plus des muscles. Ce marquage a révélé que les
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Figure 12 : Vue macroscopique des ovaires de souris controles et Rspol1KO
agées de 6 mois. Les ovaires mutés pour le gene Rspol sont de taille inférieure par
rapport a un ovaire controle.

Figure 13 : Histologie des ovaires de souris controles et Rspo1KO agées de 6
mois. Les ovaires invalidés pour le géne Rspol présentent une histologie fortement
anormale, avec moins de follicules ainsi que dans certains cas des cavités vides
d’ovocytes.

Figure 14 : Vue détaillée de I'ESO de souris controles et Rspo1KO agées de 6
mois. Chez les souris Rspo1KO, I'ESO est épaissi et les cellules qui le constituent ont
une morphologie allongée différente de celle de 'ESO de souris contréles qui est
constitué d’une simple couche de cellules épithéliales
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Figure 15: Localisation du collagene dans les ovaires de souris controles et
Rspo1KO agées de 6 mois. Les ovaires des souris Rspol1KO produisent un niveau
tres élevé de collagene comparé aux souris contrdles, situé principalement au niveau
de la surface ovarienne.

gonades des individus XX Rspol1KO possédent plus de fibres de collagene comparé
aux ovaires contrdles (Figure 15). Plus précisément, cette accumulation de collagene
se situe principalement au niveau de I'ESO quand celui-ci est épaissi et dans
I’ensemble de I'ovaire dans le cas des individus présentant les phénotypes les plus
marqués (riche en tissu conjonctif).

L’histologie des gonades de femelles XX RspolKO agées de 6 mois montre
clairement que l'organe est séverement affecté par l'invalidation du géne de R-
spondinl. Nous avons par la suite essayé de caractériser le phénotype observé d’'un
point de vue moléculaire. Tout d’abord avec un anticorps anti-FOXL2 (marqueur des
cellules de la granulosa des follicules et la theque), nous avons évalué la présence ou
non d’'une inversion de sexe chez ces individus. Nous avons pu observer la présence
de follicules chez les souris contrdles ainsi que chez les souris Rspo1KO (Figure 16).

E-Cadherin est exprimée dans les jonctions adhérentes de certaines cellules
épithéliales et permet de visualiser les cellules de I'épithélium de surface ovarien. E-
Cadherin n’est pas exprimée a la surface de la plupart des gonades Rspo1KO. Seuls
1/3 des gonades gardent ce marquage. Cependant, les cellules de I'épaississement au
niveau de I'ESO ne sont pas marquées; seule la couche extérieure montre la
présence de E-Cadherin. Le fait que ces cellules perdent I'expression de E-Cadherin
indique qu’elles perdent leurs propriétés de cellules épithéliales. Afin d’étudier si ces
cellules sont des cellules mésenchymateuses, nous avons utilisé un marqueur de ces
cellules, la Vimentine. (Figure 16) L’absence de marquage par la Vimentine suggere

que les cellules de I'épaississement de I'épithélium ovarien ne sont pas des cellules
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meésenchymateuses. Cela reste cependant a confirmer avec d’autres marqueurs de
cellules mésenchymateuses.

WT1 a été montré comme étant un activateur potentiel de RSPO1 dans le rein
(Motamedi et al., 2014). Nous avons montré que WT1 est exprimé dans I'épithélium
de surface des ovaires de souris contrdles mais pas dans celui des gonades Rspo1KO.
Cela suggere que l'expression de WT1 est régulée par RSPO1 soit par un mécanisme
de rétrocontréle de RSPO1 sur WT1 ou parce que les cellules anormales de

’épithélium de surface n’ont plus la capacité d’exprimer WT1 (Figure 16).

Les souris XX Rspo1KO présentent de séveres anomalies au niveau gonadique
au stade adulte. De plus, I'ablation de R-spondinl au niveau de I'ESO induit des
désorganisations et potentiellement des différenciations anormales de ce tissu. Etant
donné la forte expression de R-spondinl dans I'ESO controle, il est vraisemblable que
ce facteur est impliqué dans les mécanismes d’ovulation et plus particulierement
dans la réparation de I'ESO apres la rupture et 'expulsion de 'ovocyte. Cependant, R-
spondinl est un gene clé du développement précoce de l'ovaire. Les anomalies
observées dans la gonade adulte pourraient provenir d’'un défaut de spécification des
lignées cellulaires foetales comme en témoigne l'inversion sexuelle de certaines
cellules de la granulosa. Pour étudier le rdle potentiel de R-spondinl dans les
processus d’ovulation/réparation, il faut utiliser un modele d’invalidation

conditionnelle qui permet la délétion du géne d’intérét dans I'ovaire différencié.
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Figure 16 : Identification des types cellulaires présents dans les gonades des
souris Rspo1KO agées de 6 mois. Présence de follicules chez les souris contréles et
RspolKO (FOXLZ2), absence de E-cadhérine dans I'ESO des ovaires RspolKO sans

apparition de marqueurs mésenchymateux tels que Vimentin. Absence également de
WT1 dans I’ESO de ces souris.

95



3. Caractérisation des tumeurs ovariennes dues a I’expression

de R-spondin1

3.1Mode¢le d’expression ectopique de R-spondinl

Les résultats de I’étude du role de Rspol montre que ce facteur est nécessaire
au maintien de I'état quiescent des cellules de pré-granulosa en période feetale. Son
ablation favorise une accélération de la différenciation des cellules de la granulosa et
la transdifférenciation de ces cellules en cellules de Sertoli (Maatouk, Mork, Chassot,
Chaboissier, & Capel, 2013). Ainsi I'’expression de R-spondinl semble diminuer dans
les cellules folliculaires au cours de leur maturation. Pour étudier si I'expression de
R-spondinl doit étre réprimée au cours du développement ovarien, nous avons
réalisé I'étude du mutant de gain-de-fonction de R-spondinl. Afin d’exprimer de R-
spondinl de facon ectopique, le laboratoire d’Andreas Schedl a généré un modele
murin dans lequel le ADNc de R-spondin1 est inséré dans le locus de RosaZ6 (données
non publiées). Le croisement de ces souris avec la lignée transgénique SfI :Cre
(Bingham et al., 2006) a permis d'induire l'expression de R-spondinl dans les
cellules somatiques de l'ovaire. Les individus XX RosaZ26Rsrol/+; Sf1:Cre et
Rosa26Rspol/Rspol; Sf1:Cre sont hypofertiles jusqu’a I'dge de 4 mois et deviennent
infertiles dés 1'age de 6 mois. Nous devons cependant compléter ces résultats

préliminaires en augmentant le nombre de femelles étudiées (Tableau 1).

Les individus XY Rosa26Rspol/+; Sf1:Cre et RosaZ26Rspol/Rspol ; Sf1:Cre sont fertiles
et se reproduisent de facon normale. Ceci est du probablement au fait que le site
Rosa26 est tres peu exprimé dans le testicule.

L’expression de R-spondinl dans les ovaires résulte en une hyperplasie de ces
organes en comparaison avec des ovaires de souris controles du méme age. Les
ovaires mutants présentent un grand nombre de kystes visibles a la surface de
'ovaire (Figure 17- panel du haut). Nous avons vérifié que I'expression ectopique de
R-spondin1 dans l'ovaire est bien effective en effectuant des hybridations in situ avec
la sonde dirigée contre R-spondinl utilisée précédemment pour établir le patron
d’expression de ce dernier. L'expression observée dans l'ovaire controle est celle

observée précédemment (Figure 10), et son expression est fortement augmentée
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Up to 4 months old & months old
Control 7.25 pupsffemale |3
1.16)
Gain of function 1.25 pupsffemale (T o
1,58)

Tableau 1 : Nombre de souriceaux par portée chez des souris controles et des

souris XX RosaZ26~spo1/+; Sf1:Cre et Rosa2 6Rspo1l/Rspol; §f];(Cre

dans les ovaires des individus Rosa26ksrol/+; Sf1:Cre (Figure 17- panel du milieu). De
plus, un marquage f3-galactosidase sur des ovaires controles et R268spol/+;
Axin2 :LacZ; Sfl: CRE montre une forte activation de la voie de signalisation
canonique de la fScatenin, dont AxinZ2 est la cible directe (Figure 17- panel du bas).
Ceci montre que R-spondinl active la voie WNT/f3catenin canonique dans notre

modeéle murin.

L’analyse histologique par marquage HE (Hematoxyline-Eosine) des ovaires
hyperplasiques observés chez les souris XX RosaZ6FRsrol/*; Sf1:Cre et RosaZ26Rspol/Rspol
Sf1;Cre a été effectuée en collaboration avec le Dr. Katja Teerds (Utrecht University,
Netherlands). Cette analyse montre une tres grande variabilité du phénotype avec la
présence de kystes souvent remplis de sang (Figure 17- panel du haut). Des kystes
similaires n’ont pas été observé dans les contrdles examinés. De plus, les souris XX
Rosa26Rspol/+; Sf1:Cre présentent un nombre réduit de follicules antraux a 12 mois
mais semblent en revanche contenir plus de tissu interstitiel dans lequel est retrouvé
un grand nombre de follicules d’apparence pré-antrale (Figure 18A et cercles noirs).
Ces follicules pourraient correspondre a des follicules atrétiques. Certains corps
jaunes contiennent des érythrocytes (Figure 18B). Ce phénomene n’est jamais
observé dans les ovaires de souris contréles. Enfin, certains kystes observés

présentent des keratinocytes au niveau de leur paroi (Figure 18C).
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Figure 17 : Gain de fonction de Rspo1 dans les ovaires de souris adultes.

Vue macroscopique d'un ovaire controle et d'un ovaire R26Rspol/+; Sfl1: CRE.
L’ovaire transgénique montre une augmentation importante de sa taille comparé a
un ovaire controle et quelques kystes remplis de sang sont apparents a sa surface.
Rspo1 est exprimé partout dans I'ovaire transgénique, alors que son expression est
située au niveau de ’ESO et des follicules du cortex ovarien dans I'ovaire contréle.
L’activation de la voie de signalisation Wnt/fScatenin par marquage {3-
galactosidase est visualisée et elle est importante dans les ovaires de souris
R26Rspo1/+; Axin2 :LacZ ; Sf1: CRE, comparée a celle d'un ovaire controle.
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3.2 Apparition du phénotype

Les ovaires des souris XX RosaZ26Rspol/+; Sf1:Cre sont donc hyperplasiques et
présentent plusieurs anomalies en comparaison avec des ovaires controles. Nous
nous sommes intéressés par la suite a 'apparition du phénotype. A P28 (jour post
partum), I'analyse histologique montre un grand nombre de follicules (Figure 19-
panel du haut). Afin de déterminer si ces follicules sont dépourvus d’ovocytes,
comme ceux observés a des temps plus tardifs (12-18 mois), nous avons effectué des
marquages HE sur des coupes sérielles pour pouvoir visualiser chaque follicule en
entier. Nous avons ainsi observé qu’a cet age tous les follicules, sauf quelques rares
exceptions, ont un ovocyte. Ceci reste cependant a quantifier. La méme analyse a P40
montre que, contrairement a P28, les follicules se situant principalement dans la
partie médullaire de I'ovaire sont dépourvus d’ovocytes. Ces résultats nous ont
permis de conclure que le phénotype folliculaire des ovaires de souris RosaZ26Rspol/+;
Sf1:Cre adultes est déja présent a P40.

A ce stade la question se pose de savoir si le nombre accru de follicules que
I'on observe a P28, P40 et plus tardivement, est du a la formation d’'un plus grand
nombre de follicules au moment de la folliculogenese ovarienne. Une seconde
explication peut étre une diminution de l'atrésie folliculaire qui a normalement lieu
dans un ovaire controle. Pour déterminer cela nous avons quantifié par PCR
quantitative I'expression de genes spécifiquement exprimés dans les ovocytes (Mvh)
et les cellules de la granulosa (FoxI2) de souris Rosa26Rsrol/+; Sf1:Cre et de souris
controles pendant (P0) et a la fin (P8) de la folliculogenése normale. Nous avons
également quantifié | ‘expression de R-spondinl aux mémes ages afin de confirmer
une fois de plus notre modele. R-spondinl est exprimée plus fortement chez les
souris Rosa26Rspol/+; Sf1:Cre que controles a PO et a P8 (Figure 20A). PO est un temps
qui se situe entre les deux vagues de la folliculogenese, et P8 correspond a la fin de la
folliculogenese chez la souris. A PO, nous n’observons pas de différence d’expression
des geénes FoxI2 et Mvh ce qui suggere que le nombre d’ovocytes et de cellules de
granulosa est similaire entre ovaires mutants et controles (Figure 20B). A P8, nous
observons une baisse significative de 'expression de Mvh dans les ovaires mutants
(p< 0.05). A P8, les cellules de la granulosa proliferent pour constituer les follicules

primaires et secondaires. Cette réduction d’expression de Mvh n’est peut-étre pas
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Figure 18 : Histologie des ovaires des souris R26~spo1/+; Sf1: CRE.

L’analyse montre que ces ovaires présentent un grand nombre de follicules pré-
antraux anormaux qui ne sont pas présents dans les ovaires de souris controles
(panel du haut). Les anomalies observées sont principalement des structures
folliculaires anormales dépourvues d’ovocytes (A), la présence d’érythrocytes
dans des corps jaunes (B) et la présence de keratinocytes sur la paroi interne de
certains kystes (C).
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due a une diminution du nombre d’ovocytes mais a une augmentation des autres
composants cellulaires de l'ovaire. Pour estimer cela, nous avons réalisé des
expériences d'immunodétection en utilisant un anticorps dirigé contre MVH (Mouse
Vasa Homologue), qui marque toutes les cellules germinales. En quantifiant les
ovocytes et en rapportant ce chiffre a la surface ovarienne quantifiée nous obtenons
les données regroupées dans la figure 20C. Ces données suggerent une légere baisse
du nombre d’ovocytes dans les ovaires des souris RosaZ6Rsrol/*; Sf1:Cre comparés
aux ovaires de souris controles du méme age (P7). Cependant ces résultats sont
préliminaires et doivent étre répétés sur un plus grand nombre d’individus pour étre
statistiquement significatifs. Ces données indiquent que le nombre de follicules
formés dans ces ovaires est équivalent entre ovaires mutants et controles au cours
de la folliculogeneése. Le grand nombre de follicules observés a des temps plus tardifs
pourrait donc étre dii a un défaut d’atrésie folliculaire, qui conduirait a une

accumulation de follicules anormaux.

3.3 Caractérisation des structures folliculaires anormales

Apres avoir déterminé le temps d’apparition des anomalies des ovaires de

souris Rosa26Rsrol/Rspol; Sf1:Cre, nous avons mieux caractérisé le phénotype observé.

3.3.1 Les cellules constituant les structures folliculaires anormales ont

une double identité

Tout d’abord nous avons caractérisé les structures folliculaires anormales
afin de comprendre de quels types cellulaires elles sont constituées. Nous avons
donc utilisé des anticorps dirigés contre FOXLZ2 et N-Cadherin qui sont des
marqueurs des cellules de la granulosa et avons observé que ces structures
anormales sont positives pour ces 2 marqueurs. Elles sont donc constituées de
cellules de la granulosa et ont une structure tres désorganisée comparée aux
follicules normaux (Figures 21-22).

Les cellules de la granulosa proviennent de I'ESO, précédemment épithélium

ceelomique, comme décrit dans I'introduction. Ces cellules font partie au départ d’'un
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Figure 19 : Analyse histologique des souris controles et gain de fonction de R-
spondinl autour de la puberté. A P28, un grand nombre de follicules dont certains
semblent anormaux ont pu étre observés dans les ovaires de souris R26Rspol/+; Sf1:
CRE. Plusieurs ovocytes ont cependant pu étre observés (panel du haut). A P40 en
revanche, les structures folliculaires anormales sont dépourvues de leurs ovocytes
(panel du bas).
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Figure 20: Quantification des cellules FOXL2 et MVH positives dans des
ovaires controles et gain-de-fonction de R-spondin1 a PO et P8. A) L’expression
de R-spondinl est plus importante chez les individus XX RosaZ26Rsrol/+; Sf1:Cre
comparés aux controles, confirmant ainsi notre modele de gain-de-fonction. B) A PO
nous n’'observons pas de différence d’expression de FOXL2 et MVH entre les
controles et les souris XX RosaZ6Rspol/+; Sfl:Cre. A P8 cependant, une réduction
significative d’expression de MVH est observée entre les contrdles et les souris XX
Rosa26Rspol/+; Sfl:Cre  (p<0.05). C) Cette réduction est observée et quantifiée
également en immunologie sur des coupes d’ovaires controles et XX RosaZ26Rspol/+;

Sf1:Cre a P8.
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épithélium, ce qui nous a amené a vérifier 'expression des marqueurs épithéliaux
Kératine18 et Pan-cytokératine. Nous avons observé que ces structures folliculaires
sont positives pour ces deux marqueurs, qui sont également présents dans I'ESO des
souris contréles et faiblement dans les follicules de ces ovaires (Figure 22). Ces
résultats montrent que les cellules de la granulosa qui constituent les structures
folliculaires anormales continuent a exprimer parallelement des marqueurs typiques
des cellules dont elles proviennent (Kératines). Ces résultats suggerent que le
maintien de I’expression de R-spondin1 dans les cellules de la granulosa résulte en un
probleme de différenciation de ces cellules. Celles-ci pourraient ainsi garder une
capacité a se différencier en différents types cellulaires comme les kératinocytes

(Figure 18).

Nous avons ensuite utilisé un anticorps qui reconnait les deux formes de
f3catenin, la forme active qui est nucléaire et la forme impliquée dans I'adhésion
cellulaire, qui se situe a la membrane de la cellule. Dans les ovaires de souris
controles, nous avons détecté la présence de f3catenin a la membrane des cellules de
la granulosa des follicules anormaux (Figure 23). Dans les ovaires des souris
Rosa26Rspol/+; Sf1:Cre, les cellules qui forment les structures folliculaires anormales
expriment également f3catenin au niveau de leur membrane. Nous n’avons pas pu
mettre en évidence de marquage nucléaire dans les cellules de la granulosa jusqu’au
stade de corps jaune. Ceci pourrait étre dii a la forte accumulation de f3catenin
membranaire qui pourrait masquer le marquage nucléaire, ou pourrait également
suggérer que dans ces cellules, la voie f3catenin canonique n’est peut-étre pas la
principale, bien que ceci est peu probable étant donné que nous avons montré la
forte activation d’Axin2, une cible directe de f3catenin dans les ovaires R26Rspol/+;

Axin2 :LacZ ; Sf1: CRE (Figure 17-panel du bas).
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Figure 21: Les structures folliculaires des souris RosaZ6Rspol/Rspol; Sf]:Cre
agées d’'un an sont constituées de cellules de la granulosa. Les follicules des
ovaires de souris controles ainsi que des souris RosaZ26Rsrol/Rspol; Sf1:Cre expriment
FOXL2. Ces structures désorganisées sont composées de cellules de la granulosa.
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Figure 22: Les structures folliculaires de souris de 1 an présentent des
caractéristiques de cellules de 'ESO, ainsi que de cellules de la granulosa. Dans
les ovaires de souris controdles, différents membres de la famille des kératines sont
exprimés dans I'ESO, et peu dans les follicules, qu'ils soient primaires ou antraux. Les
structures folliculaires des ovaires des souris Rosa26fspol/+; Sf1:Cre, expriment eux
aussi ces marqueurs localisés normalement seulement au niveau de I'ESO. La N-
cadherin est exprimée dans I'ESO et les follicules chez les controles ainsi que les
souris Rosa26Rspol/+; Sfl:Cre.
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Figure 23: Les structures folliculaires des souris Rosa26Rspol/+; Sf1:Cre
expriment f3catenin a leur membrane. Dans les ovaires de souris contrdles, la
f3catenin est exprimée a la membrane des cellules de la granulosa jusqu’a ce qu’elles
se lutéinisent. Les souris Rosa26FRsrol/*; Sfl1:Cre présentent le méme marquage
membranaire dans les cellules de la granulosa des structures folliculaires anormales.

3.3.2 Les structures folliculaires anormales sont quiescentes

Les ovaires des souris Rosa26Rso1/+; §f1:Cre contiennent un grand nombre de
structures folliculaires comparés aux ovaires de souris controles et ces structures
sont dépourvues d’ovocytes autour de P40. Nous avons réalisé des marquages afin
d’évaluer le statut prolifératif et apoptotique de ces structures. Pour visualiser la
prolifération au sein de ces structures, nous avons utilisé un anticorps dirigé contre
la protéine Ki67 qui est associée a la prolifération cellulaire puisque elle est active
pendant les phases du cycle cellulaire (G1, S, G2 et mitose). Nous avons observé des
cellules en prolifération parmi les cellules des follicules normaux dans les ovaires
contrdles et les ovaires des souris Rosa26Rspol/+; Sfl:Cre. Cependant, les structures

folliculaires anormales ne présentent pas de marquage Ki67, ce qui indique qu’elles
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ne proliferent pas (Figure 24). Il semblerait qu'il y ait plus de prolifération dans le

stroma des ovaires RosaZ26Rspol/+; Sf1:Cre mais ceci reste a quantifier.

| R26RspoT~ | R26R*o7*; Sf1: CRE |

P40

Figure 24: Prolifération et apoptose au sein des ovaires surexprimant
Rspondinl. Les structures folliculaires anormales ne proliferent pas (Ki67) et
n’entrent pas en apoptose (Caspase3). Dans les ovaires controles, les cellules de la
granulosa proliferent principalement dans les follicules primaires et ce jusqu’au
stade antral. De I'apoptose est également observée a des degrés différents en fonction
du stade folliculaire.

Pour visualiser I'apoptose dans ces mémes structures, nous avons utilisé un
anticorps dirigé contre la Caspase3, un médiateur important de I'apoptose cellulaire.
Dans les ovaires de souris contrdles, il y a des cellules en apoptose dans les follicules
ovariens et dans les corps jaunes. Les follicules normaux des ovaires de souris
Rosa26Rspol/+; Sf1:Cre présentent eux aussi des cellules en apoptose. Cependant, les
structures folliculaires anormales sont dépourvues de marquage Caspase 3 (Figure
24). Ces résultats montrent que les structures folliculaires observées dans les ovaires
Rosa26Rspol/+; Sf1:Cre sont en état de quiescence puisqu’elles ne sont ni prolifératives

ni apoptotiques. Ceci est surprenant puisqu’en I'absence d’ovocytes, ces structures
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devraient entrer en atrésie et disparaitre par apoptose. Le maintien de I'expression

de R-spondin1 agirait comme un facteur de survie.

3.3.3 Les structures folliculaires ne se développent pas au dela du stade

pré-antral.

Nous nous sommes ensuite intéressés a déterminer le stade folliculaire
correspondant aux structures folliculaires décrites ci-dessus. Nous avons pour cela
réalisé un marquage avec un anticorps dirigé contre I'’AMH, exprimé dans les
follicules primaires jusqu’au stade pré-antral, et un anticorps dirigé contre la
Vimentine, qui n’est exprimée dans les follicules qu’a partir du stade antral. Plus
précisément elle est exprimée par les cellules de la granulosa dites murales dans les
follicules antraux, et dans toutes les cellules des corps jaunes.

Nous avons observé que les structures folliculaires des souris RosaZ26Rspol/+;
Sf1:Cre ne sont pas marqués par '’AMH, mais sont en revanche marquées par la
Vimentine (Figure 25). Ceci suggere que les cellules de ces structures se sont
développées jusqu’au stade ou les follicules perdent I'expression d’Amh et acquierent

I'expression de Vimentin.
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Figure 25 : Stade folliculaire des structures anormales dans les ovaires des
souris R26Rspo1/+; Sf1: CRE a P40. Les structures folliculaires anormales
n’expriment pas '’Amh qui est exprimé dans les follicules normaux jusqu’au stade
pré-antral. Elles expriment en revanche Vimentin qui est exprimé dans les corps
jaunes, ainsi que dans les cellules de la granulosa murale des grands follicules
antraux, dans les ovaires controles.

3.3.4 Les structures folliculaires anormales sont désorganisées

Les marquages effectués précédemment pour déterminer la nature des
cellules qui constituent les structures folliculaires des souris RosaZ26%spol/+; Sf1:Cre
ont montré que bien que ces cellules soient des cellules de la granulosa (FOXL2
positives) ayant gardé des caractéristiques des cellules de I'ESO dont elles
proviennent (Kératines), elles semblent cependant désorganisées par rapport a des
cellules de follicules normaux (Figure 21- 60x). Afin de voir 'organisation de ces
structures folliculaires nous avons réalisé un marquage picro Sirius red, qui marque
les collagéne de type I et III qui sont des composants du tissu conjonctif ovarien. Les

structures folliculaires anormales présentent une désorganisation importante de

110



leurs composants cellulaires. Les cellules de la theque, qui forment normalement une
fine couche autour des cellules de la granulosa, forment dans les ovaires des souris
Rosa26Rspol/+; Sf1:Cre un amas cellulaire qui ne semble pas entourer les cellules de la
granulosa. Ces derniéres, semblent condensées par rapport aux cellules de la
granulosa de follicules normaux (Figure 26). Nous avons ensuite utilisé un anticorps
dirigé contre Sf1 afin de vérifier la nature des cellules observées avec le marquage
Picro Sirius Red. Sf1 est fortement exprimé dans les cellules de la théque et a un
moindre niveau dans les cellules de la granulosa (Hinshelwood et al., 2003). Ce
marquage montre que dans les ovaires de souris RosaZ6Rsrol/*; Sf1:Cre les cellules
aux abords des cellules de la granulosa expriment tres fortement SF1, de la méme
facon que les cellules de la théeque de follicules normaux dans les ovaires de souris
contrdles. Ces cellules sont des cellules stéroidogenes de la theque et semblent
completement désorganisées. Cependant, il est difficile de déterminer si cette
désorganisation provient de la nature ambigué et/ou de la désorganisation méme

des cellules de la granulosa des structures folliculaires anormales (Figure 27).
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Figure 26 : Les structures folliculaires anormales des ovaires RosaZ26Rspol/+;
Sf1:Cre sont désorganisées. Le marquage Picro Sirius Red effectué pour visualiser
le collagene de type I et le collagéne de type IlI, présents dans les tissus conjonctifs
ovariens, montre une désorganisation des cellules de la granulosa ainsi que des
cellules de la theque. Chez le controle, ces dernieres sont normalement organisées
en fine couche qui entoure les cellules de la granulosa des follicules normaux. (étoile
blanche : cellules de la granulosa des structures folliculaires anormales, étoile
noire : cellules de la théeque).
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Figure 27 : Organisation des cellules de la theque dans les ovaires des souris
R26Rspo1/+; Sf1: Cre a P40. Sf1 est exprimé dans les cellules de la théque et plus
faiblement dans les cellules de la granulosa des ovaires controles. Les cellules
granulosa des follicules anormaux n’expriment pas SfI1, mais en revanche les cellules
de la theque sont tres fortement marquées et semblent désorganisées et plus
nombreuses que dans les ovaires controles.
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3.3.5 Caractérisation de la vascularisation des ovaires RosaZ26Rspol/+:

Sf1:Cre

L’analyse approfondie de l'histologie des ovaires de souris RosaZ26Rspol/+;
Sf1:Cre effectuée en collaboration (Dr. Katja Teerds) a montré la présence
d’érythrocytes dans des structures de corps jaunes (Figure 18). Nous avons donc
cherché a mettre en évidence un défaut de vascularisation pouvant expliquer ce
phénotype. Pour cela, nous avons utilisé un anticorps dirigé contre Pecam qui est un
marqueur de néo-vascularisation, beaucoup utilisé pour étudier la vascularisation
aux stades embryonnaires. Chez les souris contrdles, Pecam marque le stroma
ovarien autour des follicules, ainsi que les corps jaunes, hautement vascularisés. En
revanche nous n’avons pas observé de marquage Pecam dans les structures
folliculaires anormales (Figure 28). Il n'y a donc pas de vascularisation dans ces
structures.

Nous avons ensuite utilisé un anticorps dirigé contre l'alpha-sma (alpha
smooth muscle actin) qui marque les cellules myoépithéliales qui entourent les
vaisseaux sanguins de taille importante. Ce marquage ne montre pas de différence
entre les ovaires controles et les ovaires de souris RosaZ6FRsrol/*; Sf1:Cre. Dans les
deux cas, alpha-sma est localisée dans le tissu interstitiel entourant les follicules
normaux et/ou les structures folliculaires anormales (Figure 28).

Ces résultats montrent qu’'il n'y a pas de défaut important dans la
vascularisation des ovaires Rosa26Rspol/+; Sfl1:Cre . La présence d’érythrocytes dans
le corps jaunes des souris RosaZ6Rsrol/+*; Sfl:Cre proviendrait d'une infiltration

érythrocytaire anormale.
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Figure 28 : Vascularisation des ovaires R26~”spo1/+; Sf1: CRE et controles a P40.
Pecam est exprimé dans les corps jaunes des ovaires controles montrant la néo-
vascularisation de ce dernier. Les follicules anormaux des souris R26%spo1/+; Sf1: CRE
ne présentent pas de marquage Pecam. Le marquage des cellules endothéliales avec
Alpha-sma ne montre pas de différence entre les ovaires contréles et les ovaires
R26Rspo1/+; Sf1: CRE.
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3.4 Apparition de kystes remplis de sang

Durant l'analyse macroscopique des ovaires de souris XX RosaZ26Rspol/+;
Sf1:Cre nous avons observé que ces ovaires présentent un nombre important de
kystes remplis de sang, ce qui arrive plus rarement chez les femelles contrdles
(Figure 17). Nous avons voulu savoir si les kystes remplis de sang que nous avons
observé sont des kystes d’inclusion, formés suite a 'ovulation. Pour cela, nous avons
effectué des expériences de superovulation sur des souris controles et des souris XX
Rosa26Rspol/+; Sf1:Cre agées de 4 semaines. Cet age a été choisi parce que les souris
répondent mieux a la stimulation hormonale car les voies hormonales ne sont pas
encore établies. Nous avons prélevé les ovaires des souris a deux temps différents
apres ovulation pour voir I'évolution éventuelle dans I'apparition de kystes. Des 5
jours apres ovulation, les ovaires de femelles contréles ne présentent plus de signes
apparents d’ovulation, la blessure survenue au moment de I’expulsion de I'ovocyte
est réparée. Contrairement, aux ovaires controles, dans le cas des ovaires de souris
XX Rosa26Rspol/+; Sf1:Cre, plusieurs Kystes remplis de sang ont été observés 5 jours et
15 jours apres ovulation (Figure 29). De plus, le nombre de kystes est plus important
15 jours apres ovulation, suggérant peut-étre l'implication d’'un défaut dans la
formation des corps jaunes, apres ovulation chez les souris XX RosaZ26Rsrol/+; Sf1:Cre

ce qui conduirait a la formation de ce type de kystes.
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Figure 29: Apparition de Kkystes remplis de sang apres ovulation dans les
ovaires de souris XX Rosa26Rspo1/+; Sf1:Cre. Apres induction de superovulation de
souris controles et XX Rosa26Rsvol/+; Sf1:Cre les ovaires ont été prélevés a deux temps
différents. Cinq jours apres ovulation, les ovaires controlent ne présentent plus de
blessures a leur surface, alors que des kystes remplis de sang sont visibles a la
surface des ovaires RosaZ6Rsol/+; Sfl:Cre. Ce phénomene s’accentue quinze jours

apres ovulation.
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3.5 _Apparition de cancers ovariens chez des individus de plus d’'un an

Dans certains cas, 'apparition de tumeurs ovariennes a été observée. Elles
surviennent chez des individus agés de plus d’'un an chez lesquels le développement
tumoral a été détecté a cause d’'un gonflement important de I'abdomen des souris.
Ces tumeurs sont de taille importante (Figure 30) et leur prévalence reste a évaluer
avec un plus grand nombre d’individus. Le type de tumeurs développées chez les
individus XX RosaZ26Rsrol/+; Sfl:Cre est actuellement en train d’étre caractérisé en

collaboration avec des pathologistes de I'hopital Pasteur de Nice.

R2GRspo | R26Rw°%; Sf1: CRE |

18 months

Figure 30 : Apparition de tumeurs ovariennes chez les souris Rosa26Rspo1/+;
Sf1:Cre. Nous avons observé l'apparition de tumeurs ovariennes chez certains
individus étudiés, agés de plus d’un an. Ces tumeurs sont d'une taille importante
comparées a la taille d'un ovaire non tumoral.
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Materiel et méthodes

Souris

Les souris Rspol-/- ont été générées au laboratoire et le modeéle a été publié
précédémment (Chassot et al., 2008).

Les souris Rosa 26: Rspol ont été générées au laboratoire d’Andreas Schedl
par Valérie Vidal (données non-publiées). Le cDNA codant pour R-spondinl a été
inséré dans le vecteur Rosa21-DEST (Hohenstein et al, 2008). La stratégie de
clonage a été basée sur le systéeme Gateway® (Invitrogen). L’ADNc de R-spondinl a
été clone dans le vecteur pENTR11 (Invitrogen) puis transferé dans le pRosa26-
DEST en utilisant la LR clonase II (Invistrogen). Le vecteur obtenu (ci-dessous ) a été
linéarisé et electroporé dans des cellules souches embryonnaires dérivées de souris
129SV qui ont été séléctionnées par résistance a la néomycine. Les clones ou une
recombinaison homologue a eu lieu ont été identifiés par analyse southern blot en
utilisant des sondes spécifiques du 5’ et de la néomycine. Les clones positifs ont été
micro-injectés dans des blastocystes afin de générer des souris chimériques.

Le modéle murin déja publié Sf1:Cre a été obtenu par le biais de Keith L.

Parker (Bingham et al., 2006).

Rspol Att

Génotypage

Les souris Rspol-/- sont genotypées comme décrit par Chassot et al., 2008.

Les souris Rosa 26: Rspol sont genotypées a l'aide de trois amorces afin de
discriminer l'allele Rosa26 sauvage et l'allele ciblé (Rosa26 common S :5-
AGGGAGCTGCAGTGGAGTAG- 3’, Rosa26 WT AS :5-AGCCTGCCCAGAAGACTCCC-3’,
Pgk prom AS:5’- GAAAAGCGCCTCCCCTACCC-3)

L’allele Sf1:Cre a été détecté en utilisant les primers pour la Cre: Cre 100

(CAATTTACTGACCGTACAC) et Cre 775 (AGCTGGCCCAAATGTTGCTG)
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Analyse histologique

Les ovaires ont été collectés a partir de souris d’ages différents, fixés en
solution Bouin puis déshydratés progressivement. Ils ont ensuite été inclus en

paraffine puis coupés a 5um et enfin colorés avec de ’hématoxyline et I'éosine.

Immunofluorescence

Les ovaires ont été collectés a différents ages, fixés au paraformaldéhyde 4%
sur la nuit, déshydratés progressivement et inclus en paraffine. Des coupes de 5pm
d’épaisseur sont ensuite effectuées, récupérées sur lame et réhydratées
progressivement. Les antigénes sont démasqués en ébouillantant les coupes 2
minutes dans la solution “antigen umasking solution” (Vector). Les sections sont
incubées 1h dans une solution de PBS-Tween 0,1%, 3% BSA + 10% NDS a
température ambiante, puis a 4°C pendant une nuit avec une solution d’anticorps
primaires dans PBS-Tween 0,1%, 3% BSA, 0,1% NDS. Les anticorps primaires sont
couplés a des anticorps secondaires fluorescents (1 heure a température ambiante),
puis les sections de gonade sont ensuite montées entre lame et lamelle dans un
milieu de montage (Vectashield) qui contient un marquage au DAPI. L’observation
est réalisée a 'aide d’'un apotome Zeiss.

Les anticorps suivants ont été utilisés:

- Anti Vimentin de lapin (1/200)(Abcam ref :ab92547)

- Anti N-cadherin de lapin (1/200) (Invitrogen ref: 33-3900)

- Anti E-cadherin de souris (1/200)(BD Transduction Laboratories ref
:610182)

- Anti SF1 de souris (1/100)(TransGenic Inc ref:K0610)

- Anti Pancytokeratin de souris (1/250)(Sigma ref :C2562)

- Anti WT1 de souris (1/100)(Dako ref: M3561)

- Anti Keratin18 de lapin (1/200)(Abcam ref:ab52948)

- Anti AMH (mis) de chévre (1/100)(Santa Cruz ref:sc6886)

- Anti MVH de lapin (1/200)(abcam ref ab13840)

- Anti Sox9 de lapin (1/250)(Sigma ref : HPA001758)

- Anti Foxl2 de lapin (1 :200) (collaboration avec Dagmar Wilhelm)

Extraction d’ARN et analyse du niveau d’expression des génes

Les ovaires de souris agées de PO et P8 ont été isolés et congelés en
carboglace puis conservés a -80°C. L’extraction des ARN a été effectuée a partir d'un

ovaire en utilisant le kit PureLink® RNA Mini Kit (Ambion, cat# 12183025) et la
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transcription inverse en cDNA a été effectuée sur 200ng d’ARN purifié (M-MLV
Reverse Transcriptase, Invitrogen, cat# 28025-013). L’expression génique a été
évaluée en utilisant le SybrGreen (Roche, cat # 04 707 516 001) et la fluorescence
relative a été quantifiée avec le LightCycler® 480 (Roche). Les primers utilisés sont

les suivants:

Gene Rev primer Fw primer

MVH CCAAGATCAGGGGACACAGT CTTTGGTAAGTGTCACCATTGC
FoxI2 GGCGTCGTGAACTCCTACA  TGCAGATGATGTGCGTGAG
SDHA TGTTCAGTTCCACCCCACA TCTCCACGACACCCTTCTG
Rspol TTCCAGGGAATGTGATGAA CTCTTCTGACTTCAACCAG

Coloration f3-galactosidase

Les ovaires sont coupés au cryostat (8um d’épaisseur). Les sections sont
fixées 10min a 4°C avec de la PFA 0,2%, rincées 2 fois a 4°C avec du PBS-MgCL>
(2mM) puis 10min avec une solution de ringage (0,1M NaZHPO4, 0,1M NaH2P04,
2mM MgCl2, 0,01% Na Deoxycholate, 0,02% NP-40). Les sections sont ensuite
placées dans une solution de coloration (200mM K3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6, 1mg/ml
Xgal, solution de ringage). Une fois la coloration visible, les sections sont rincées 3

fois 10min dans du PBS-MgCl2 puis montées entre lame et lamelle.

Hybridation in situ

La localisation de ’ARN se fait grace a une sonde couplée a la digoxigénine
(DIG) (Roche). L’ajout d’'un anticorps anti-DIG couplé a la phosphatase alcaline
(Roche) suivi de I'ajout du substrat de cette enzyme, le BMPurple (Roche Ref: 11 442

074 001) permet de révéler la présence de la sonde par une coloration bleue.
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Discussion

Dans cette partie de notre étude sur le role de R-spondin1 dans la physiologie
de l'ovaire post natal, nous avons utilisé deux modeles murins différents, le modeéle

d’invalidation du gene R-spondin1 et le modele de gain de fonction.

Il a été montré que R-spondinl joue un réle majeur dans le développement
gonadique embryonnaire. Des le début du développement, elle intervient au niveau
de la gonade bipotentielle ou elle est importante pour la prolifération des cellules de
I'épithélium ccelomique qui sont les cellules progénitrices des cellules de la gonade
(Chassot et al,, 2012). Dans cette étude les souris invalidées pour R-spondinl et
Wnt4, montrent une prolifération réduite au niveau de I'épithélium ccelomique, ce
qui conduit au développement d’'un testicule hypoplasique chez les individus XY
Wnt4(-/-); Rspol(-/-). Plus tard, quand la gonade est engagée dans la voie de
différenciation male ou femelle, le réle de R-spondin1 se restreint au développement
ovarien, puisque les souris XX Rspol1KO présentent une inversion de sexe partielle
(Chassot et al., 2008).

Son rdle dans les pathologies d’inversion sexuelle a également été démontré
avec |'étude du modele de double invalidation du gene Sox9 et R-spondin1 (Lavery et
al,, 2012). I1 avait été démontré précedemment que les souris invalidées pour le géne
Sox9 de fagon conditionnelle présentent une inversion de sexe des individus XY, avec
une augmentation de I'expression de marqueurs ovariens dans les gonades de ces
individus (Chaboissier et al., 2004). Dans ce modele d’'inversion de sexe de type
femelle XY, il était considéré que la seule invalidation du géne Sox9, responsable de la
différenciation male, est suffisante au développement de caractéristiques ovariennes
chez ces mutants. L’étude du modele de double invalidation de Sox9 (inversion de
sexe de type femelle XY) et de R-spondinl (inversion de sexe de type male XX) a
permis cependant de mettre en évidence que I'expression du gene R-spondinl est
responsable de I'expression de marqueurs de type ovarien et de la formation de
follicules chez les mutants Sox9cKO. En son absence, les mutants Sox9cKO présentent
une différenciation testiculaire, démontrant que Sox9 n’est pas le seul effecteur de la

différenciation male, du moins dans ces cas pathologiques (Lavery et al., 2012).
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La troisieme partie de ma these concerne le rdole de R-spondinl dans
I’'homéostasie tissulaire et le maintien de I'ovaire adulte. Pour cela, j'ai utilisé deux
modeles murins, le modele d’invalidation du gene R-spondinl dans les études
d‘inversion de sexe et le modele de gain-de-fonction de R-spondin1 dans I'ovaire.

Plusieurs points ont pu étre mis en évidence grace a I'’étude du modele
d’invalidation. Le phénotype montre clairement, d’'un point de vue macroscopique,
que les ovaires des souris RspoIKO sont de taille réduite par rapport aux ovaires
contrdles. De plus, 'analyse histologique montre plusieurs anomalies: dans les
ovaires ou I'on retrouve des structures folliculaires normales, celles-ci sont trés peu
nombreuses contrairement aux ovaires de souris sauvages. Les quelques follicules
sont le plus souvent dépourvus d’ovocytes, et forment donc de grandes cavités
folliculaires. L’ESO est tres souvent épaissi et constitué de plusieurs couches de
cellules allongées, tres différentes des cellules qui constituent I'ESO normal. Enfin ces
souris peuvent étre stériles et ce en fonction de leur fond génétique. Nous pouvons

émettre deux explications/hypotheéses afin d’expliquer ce phénotype :

- La premiere explication est que le phénotype observé chez les mutants
Rspo1l-/- adultes serait du a un défaut de différenciation des cellules de la granulosa
au moment de la folliculogenese. En effet, Chassot et al, 2012 a montré que R-
spondinl avec Wnt4 sont nécessaires a la prolifération des cellules de I'épithélium
coelomique. Il n’est pas décrit si seule I'invalidation de R-spondin1 peut suffire pour
avoir le méme phénotype de baisse de prolifération. Son role donc dans la formation
des follicules de la premiere vague, ou follicules médullaires, n’est pas connu.
Cependant, un peu avant la naissance, l'absence de R-spondinl conduit a un
vieillissement accéléré qui peut aller jusqu’a l'inversion de sexe (Maatouk et al.,
2013). Ceci indique que R-spondinl est un facteur primordial de la différenciation
des cellules de la granulosa de la 2éme vague, décrite par Mork et al., 2012 et Zheng
et al, 2014. Plus précisémment, R-spondinl est nécessaire au maintien de I'état
quiescent des cellules de la pré-granulosa. Le phénotype observé chez les Rspol-/-
adultes est donc un phénotype partiellement voire completement du a I'anomalie de
différenciation des cellules fcetales.

R-spondinl est exprimé faiblement a partir de la naissance et jusqu’a I'age
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adulte au niveau de I'ESO et du cortex ovarien. Une grande partie de la
folliculogenese ovarienne a lieu a partir de la naissance chez la souris, méme si ce
processus est déja commencé au stade embryonnaire (Zheng et al, 2014).
Connaissant le réle de R-spondinl dans la prolifération des cellules de I'épithélium
ccelomique de la gonade bipotentielle (Chassot et al,, 2012), on peut supposer qu'il
est également important pour la prolifération des cellules de 'ESO qui vont migrer a
I'intérieur de I'ovaire et former les follicules. Ceci expliquerait sa présence dans I'ESO
et dans le cortex ovarien, aprés la naissance. En l'absence de R-spondini, la
folliculogenese ne se déroulerait pas selon le modele prévu, résultant dans la

formation d’'un nombre limité des follicules.

- Une deuxieme hypothese est que les souris invalidées pour le géne R-
spondinl présentent des défauts de réparation de 'ESO apres ovulation, en plus d’'un
défaut initial au niveau des cellules de la granulosa.. R-spondinl et Axin2 étant
exprimées dans I'ESOQ, il est probable que 'activation de la voie WNT /f3catenin soit
nécessaire a la réparation de la rupture de I'ESO. D’autant plus que nous observons
un épaississement de I'ESO chez les femelles Rspol-/- adultes, qui de monocouche
chez les souris controles devient stratifié. Plus précisément, les cellules de 'ESO sont
activées de fagon transitoire et proliferent pour permettre la réparation de cet
épithélium apres les ruptures induites par l'ovulation (Osterholzer, Johnson, &
Nicosia, 1985). Bien que les mécanismes moléculaires impliqués dans la réparation
de l'ovaire ne soient pas connus, il est démontré que les cellules progénitrices sont a
la base du renouvellement naturel d'un tissu et de sa réparation a la suite d'une
lésion. La voie WNT/Bcatenin est connue pour réguler 1'équilibre entre état souche
et état différencié des cellules progénitrices somatiques (Fodde & Brabletz, 2007). Il
a ainsi été montré que dans le tissu neural cette voie de signalisation joue un réle
crucial dans le maintien de I'autorenouvellement et la prolifération des progéniteurs
neuraux (Piccin & Morshead, 2011). De plus, il a été montré que la voie de
signalisation WNT/Bcatenin est activée dans l'épicardium, une autre partie du
meésothelium qui recouvre le coeur, pour favoriser la réparation cardiaque lors d'une
lésion (Duan et al., 2012). Ceci suggere que la signalisation WNT/Bcatenin pourrait
également étre impliquée dans les processus de réparation d'autres organes

recouverts par le mésothélium comme les ovaires. Il est a noter que la voie
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WNT/Bcatenin participe a la mobilisation des cellules souches de la peau lors de la
cicatrisation cutanée (Whyte, Smith, & Helms, 2012), processus ressemblant aux

différentes étapes de la réparation de I'ovaire (Kruk & Auersperg, 1992).

Nous avons observé cependant que chez les souris RspolKO, AxinZ2 est
exprimée au sein de I'ovaire, de facon similaire aux souris AxinZ/LacZ contréles. La
question se pose donc de savoir comment I'expression d’Axin2 est maintenue chez
ces souris. Une hypothése serait qu‘en 'absence de R-spondinl dans I'ovaire adulte,
un autre membre de la famille R-spondin pourrait la remplacer dans son réle
d’activateur de la voie WNT/f3catenin . Un candidat potentiel serait R-spondinZ,
puisqu’elle est également exprimée dans l'ovaire et que sa délétion induit une
stérilité a I'age d’environ 2 mois chez la souris (Bell et al., 2008). Une deuxiéme
hypothese est qu’'un seul WNT suffise a activer la voie canonique dans l'ovaire
adulte, puisqu’il a été montré que Wnt4 est encore exprimé chez la souris adulte
(Prunskaite-Hyyryldinen et al., 2014). Une autre question que souleve ce résultat est
de savoir a quoi est dii le phénotype observé chez nos mutants Rspo1KO, puisque la
voie canonique WNT/f3catenin reste activée. Ceci pourrait tout d’abord s’expliquer
par le fait que R-spondin1 ne soit pas nécessaire dans I'ovaire post natal, au dela de la
folliculogenese et que le phénotype que I'on observe résulte seulement de défauts de
ce processus. Une autre expliquation serait que le rdéle de R-spondinl dans le
maintien de I'ovaire adulte passe par 'activation d’'une voie Wnt non-canonique. Il a
été démontré dans la littérature que R-spondin3 peut se lier au récepteur syndecan 4
(Sdc4) et induire la voie de signalisation Wnt/PCP afin de promouvoir la
morphogenése chez le Xénope (Ohkawara et al., 2011). Cependant aucun phénotype

ovarien n’a été observé chez les souris Sdc4-/-.

Nos résultats concernant le modéle d’invalidation de R-spondinl présentent
des limites. Tout d’abord, comme décrit précédemment, le role de R-spondinl est
prépondérant dans la différenciation ovarienne au stade embryonnaire (Chassot et
al, 2008). Néanmoins, chez la souris, les phénotypes d’inversion de sexe sont
sensibles au fond génétique. Dans le fond génétique que nous avons étudié, le
phénotype d’'inversion de sexe chez les individus Rspo1KO ne concerne pas 100%
des individus. Certains d’entre eux se développent en tant que femelles et dans

plusieurs cas, on observe le développement d’ovotestis. Cependant, 'invalidation du
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gene R-spondinl au stade embryonnaire implique certainement des défauts de
développement ovarien méme en l'absence d’inversion de sexe. Il est donc
indispensable de valider ces résultats préliminaires avec un modele de souris ou R-
spondinl1 sera flanqué de deux sites LoxP. Le croisement de ces souris avec une lignée
Cre inductible permettra l'invalidation de ce gene a des stades ou la détermination
sexuelle et/ou la folliculogenése sont terminées, ce qui permettra d’évaluer son réle
dans un ovaire formé normalement. Nous pourrons ainsi par la suite évaluer plus
précisément le rdéle de R-spondinl dans la folliculogenése, ainsi que dans les
processus d’ovulation et de réparation a chaque cycle ovulatoire, si celui-ci est
présent. Ceci permettra de déterminer de facon plus stre le role de R-spondinl dans

I’homéostasie tissulaire de I'ovaire, chez la souris.

Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié le modele murin d’expression
ectopique de R-spondinl dans l'ovaire. Dans ce modele 'expression de R-spondinl,
qui est inséré dans le locus de RosaZ6, est induite dans les tissus stéroidogénes et
I'ovaire apres croisement de la lignée R267s01/+ avec la Sf1 :Cre. L'expression de R-
spondinl dans l'ovaire adulte étant plutot faible en temps normal, nous avons étudié
ce que pouvait induire le maintien de son expression au niveau de ’homéostasie de
'ovaire adulte. L’apparition du phénotype commence a étre visible d'un point de vue
histologique a partir de P28, ou I'on observe un plus grand nombre de follicules pré-
antraux en comparaison aux ovaires de souris controéles. A P40, on constate que de
nombreux follicules anormaux sont dépourvus d’ovocyte. L’analyse d’ovaires de
souris XX RosaZ26Rspol/+; Sf1:Cre agées de plus d’'un an nous a permi d’observer que
ces structures folliculaires anormales ne disparaissent pas avec le temps, comme on
aurait pu le penser du fait qu’ ils soient dépourvus d'ovocytes. Pour cette raison, ces
structures devraient entrer en atrésie puis disparaitre. Contrairement a cela, elles ne
proliferent pas et n’entrent pas en apoptose, comme nous avons pu le montrer.
Apres avoir étudié la nature de ces structures folliculaires anormales, nous avons
démontré qu’elles sont constituées de cellules de type granulosa qui gardent
cependant des caractéristiques épithéliales des cellules de I'ESO, dont elles
proviennent. Ainsi, l'expression de R-spondinl dans l'ovaire adulte mene a
I'apparition de structures folliculaires anormales, dont les cellules semblent avoir

une double identité, celles de cellules de la granulosa et celles de cellules de 'ESO. La
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baisse du niveau d’expression de R-spondinl semble donc nécessaire a la
différenciation normale des cellules de la granulosa. Ceci se confirme par le fait que,
dans la gonade embryonnaire, R-spondinl maintient le statut des cellules somatiques
au stade de cellules de la pré-granulosa. Celles-ci se différencient en cellules de la
granulosa aprés la baisse du niveau d’expression de R-spondinl (Maatouk et al,
2013). Dans les ovaires de souris XX RosaZ6fsrol/+; Sf1:Cre en revanche, cette baisse
du niveau d’expression de R-spondinl n’a pas lieu, ce qui semble maintenir les
cellules de la granulosa a un stade précurseur. Comme les cellules de la granulosa
proviennent de 'ESO durant la folliculogenese (Zheng et al.,, 2014 : Mork et al., 2012),
elles pourraient garder certaines de leurs caractéristiques puisqu’elles ne
parviennent pas a se différencier en cellules de la granulosa matures. Les structures
folliculaires anormales seraient donc des follicules dont les cellules somatiques ne
sont pas différenciées correctement.

Nous avons essayé par la suite de déterminer la cause de l'augmentation du
nombre de follicules anormaux. Nos résultats montrent qu’a la naissance, les ovaires
controles et les ovaires de souris XX RosaZ6fsrol/+; Sf1:Cre contiennent le méme
nombre d’ovocytes et de cellules pré-granulosa. En revanche, a P8, moment ou la
folliculogenese est terminée, on observe une diminution d’ovocytes dans les ovaires
XX RosaZ26kspol/+; Sf1:Cre . Cette diminution, qui reste a confirmer, se traduit par une
absence complete d’ovocytes dans ces structures des 40 jours apres la naissance.
Cette disparition des ovocytes est probablement due a I'immaturité des cellules
somatiques qui sont responsables du développement ovocytaire. En absence d'un
environnement somatique normal, les ovocytes entrent en apoptose. Par la suite, les
follicules anormaux dépourvus de leurs ovocytes devraient entrer en atrésie pour
ensuite disparaitre. Ils restent cependant quiescents au sein de l'ovaire, suggérant
que la signalisation de R-spondin1 les empéche de disparaitre. Elle serait dans ce cas
la un facteur de survie des cellules de la granulosa.

Nous avons également observé la désorganisation des structures folliculaires
anormales au niveau des cellules de la granulosa mais aussi des cellules de la theque.
En tenant compte du fait que ces structures expriment tres fortement la fScatenin a la
surface de leurs cellules, et que les récepteurs Lgr4 et Lgr5 ne sont présents que dans
les corps jaunes des ovaires normaux, nous pouvons supposer que la signalisation de

R-spondinl dans les follicules passe par une voie Wnt non-canonique telle que la voie
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PCP. Ceci perturberait la polarité des cellules de la granulosa conduisant a une
désorganisation de celles-ci comme nous I'avons observé. Cependant, le fait qu’Axin2
soit activée dans les structures folliculaires anormales, suggere plutét que la
signalisation due a R-spondinl dans ces structures, passe par un autre récepteur
capable d’activer la voie canonique. La fSatenin peut également étre impliquée dans
I'adhésion cellulaire, comme mentionné précédemment. Nous pouvons supposer que
la désorganisation des cellules folliculaires suite a une dérégulation de leur polarité
pourrait induire des changements au niveau des jonctions cellulaires de ces cellules,
expliquant le fort marquage de fScatenin a leur surface. Une adhésion cellulaire
excessive pourrait peut-étre aussi étre la cause du maintien de ces structures au sein
de ces ovaires.

En ce qui concerne la formation de kystes ovariens remplis de sang, il
semblerait d’aprés nos résultats que cela pourrait étre lié a I'ovulation. Comme le
modeéle d’invalidation du gene R-spondinl, les ovaires des souris XX RosaZ26Rspol/+;
Sf1:Cre pourraient avoir un défaut de réparation de I'ESO apres ovulation. Dans ce
cas la cependant, le probleme s’expliquerait plus par une prolifération excessive de
I'ESO apres sa rupture. Ceci concorderait avec le role de R-spondinl dans la
prolifération des cellules somatiques au stade de la gonade bipotentielle (Chassot et
al,, 2012). Le role mitogeéne de R-spondinl a également été démontré dans les cellules
épithéliales de l'intestin (Ootani et al,, 2009)(K.-A. Kim et al., 2005) et des cellules
germinales de I'ovaire (Chassot et al., 2011).

Enfin, en ce qui concerne l'apparition de cancers ovariens chez les individus
agés de plus de douze mois, plusieurs questions se posent. Tout d’abord, comme
décrit dans l'introduction, les cancers ovariens sont divisés en plusieurs groupes en
fonction principalement du type cellulaire a l'origine de la tumeur. Les tumeurs
d’origine épithéliale, qui proviendraient de I'ESO, présentent le pourcentage
d'apparition le plus élevé, puis viennent ensuite les cancers ovariens d’origine
folliculaire, puis ceux d’origine germinale. Bien que la cause de ces tumeurs ne soit
pas clairement définie, l'utilisation de différents modeles murins a permis
I'identification de plusieurs genes impliqués dans cette tumorigenese (Mullany &
Richards, 2012). Parmi ceux-ci, la voie de signalisation Bcatenin qui est connue pour
étre responsable du développement de divers cancers (Klaus & Birchmeier, 2008),

by

semble directement liée a ce phénomene. Cette voie est fortement activée dans
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certaines tumeurs des cellules folliculaires (granulosa) (Boerboom et al., 2005), et
favorise l'apparition d’adénocarcinome endométrioide ovarien (Rong Wu et al,
2007).

Dans quelle catégorie se situent les tumeurs développées chez certains
individus XX Rosa26fspol/+; Sf1:Cre ? D’apres nos résultats elles pourraient
principalement se développer a partir des cellules de la granulosa des follicules
anormaux. Ces cellules n’étant pas différenciées correctement, pourraient, a un
moment , se dé-différencier completement pour se re-différencier ensuite en
d’autres types cellulaires. Ceci pourrait expliquer le fait que des érythrocytes aient
été observés dans plusieurs structures apparentes a des corps jaunes. Nos résultats
montrent qu’il n'y a pas de défaut de vascularisation dans les ovaires XX
Rosa26kspol/+; Sfl1:Cre suggérant une infiltration érythrocytaire au sein de ces
structures. Ces érythrocytes pourraient provenir donc de cellules qui se sont
différenciées au sein de I'ovaire. L’hypothese que les tumeurs se développent a partir
des cellules de la granulosa est appuyée par une étude effectuée sur un modele
d’expression ectopique de fScatenin dans l'ovaire, Catnbflox(Ex3)/+; Amhr2:Cre
(Boerboom et al., 2005). Les ovaires de ces souris développent plusieurs lésions pré-
tumorales similaires aux structures folliculaires décrites dans notre modele.
L’expression de fScatenin dans ces structures est localisée a la membrane, comme
dans notre cas, mais aussi dans le noyau des cellules. Cette diférence pourrait
s’expliquer par le fait que le modele étudié par Boerboom et al., 2005 stabilise une
forme tres active de la fScatenin dans la cellule. Ceci expliquerait également la
différence de prévalence de ces tumeurs entre ces deux modeles puisque les souris
Catnbflox(Ex3)/+; Amhr2:Cre développent toutes des tumeurs ovariennes.

Etant donné cependant le patron d’expression de deux récepteurs connus de
R-spondinl dans l'ovaire, Lgr4 et Lgr5, nous pouvons penser également que les
cancers qui apparaissent dans notre modele proviennent des corps jaunes, puisque
c’est la principalement que sont présents les récepteurs de R-spondinl Une autre
possibilité serait que les tumeurs proviennent de I'ESO qui suite a l'ovulation,
prolifererait de fagon aberrante, sous I'action mitogénique de R-spondin1.

Dans tous les cas, une étude plus approfondie des tumeurs développées
devrait nous permettre de déterminer leur origine cellulaire. Parallelement, I'étude

de tumeurs ovariennes humaines pour l'expression de R-spondinl permettrait de
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consolider son role oncogénique dans 'ovaire. De plus, I'utilisation d’une lignée Cre
telle que I’Amhr2:Cre nous permettrait d’'induire l'expression ectopique de R-
spondinl seulement dans les cellules de granulosa de l'ovaire. Un phénotype
similaire a celui que nous avons déja observé démontrerait que les anomalies
observées dans ces ovaires, ainsi que I'apparition des tumeurs, proviendraient des
cellules de la granulosa. Enfin, des analyses transcriptomiques des ovaires contrdles
versus des ovaires RosaZ6Rsol/+; Sf1:Cre a différents stades de la progression du
phénotype permettront d’identifier les voies génétiques dérégulées au cours du
développement de ces tumeurs.

En conclusion, cette étude nous a permis de mettre en évidence le réle
important de R-spondinl dans la physiologie de l'ovaire adulte puisque son
inactivation, ainsi que son expression maintenue induisent des phénotypes tres
marqués. L'implication directe de ce gene dans le dysfonctionnement de I'ovaire et
I'apparition de tumeurs ovariennes n’avait jamais été démontrée jusqu’a présent et
on pourrait espérer que R-spondinl puisse un jour servir de marqueur éventuel dans
le dépistage précoce des cancer ovariens. Enfin, nous avons mis en évidence que la
voie de signalisation de R-spondinl doit étre régulée de facon trés précise chez
I'adulte, de la méme facon qu’au stade embryonnaire durant la détermination

sexuelle.
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DISCUSSION
-GENERALE ET-
PERSPECTIVES



Discussion générale et perspectives

Mon travail de these consiste a étudier le role de R-spondinl et Sox9, deux génes
clefs de la détermination du sexe dont I'absence de régulation conduit a des processus
d’inversion de sexe, ainsi que le role de R-spondinl dans la physiologie de l'ovaire
adulte.

Chez 'homme, les mutations hétérozygotes de SOX9 résultent en inversion de
sexe chez la grande majorité des patients XY (Houston et al., 1983). L'invalidation
complete du gene Sox9 conduit a une létalité périnatale, méme a I'état d'hétérozygotie
(Bi et al, 1999). La différenciation des testicules est normale et la 1étalité de ces
animaux empéche de générer des animaux Sox97/- afin d’analyser si Sox9 est
nécessaire au développement des gonades. Tous les modeles d’invalidation
conditionnelle des deux alleles de Sox9 dans les gonades (Chaboissier et al, 2004 ;
Barrinuevo et al.,, 2006) ont montré que Sox9 est nécessaire a la différenciation des
cellules de Sertoli et au développement testiculaire. Cependant dans tous ces modéles,
I'ablation de Sox9 n’est pas restreinte aux gonades entrainant la létalité de ces
mutants avant la puberté. Dans une premiere partie de ma these, j'ai contribué a
|’établissement d’'un modeéle d’invalidation conditionnelle du gene Sox9 en utilisant la
lignée Sox9flox/flox (Akiyama et al., 2002). Le croisement de cette lignée Sox9flox/flox gyec
le modele murin Sf1:Cre (Bingham et al,, 2006) a permis d'invalider Sox9 dans les
gonades, la glande surrénale et I'hypophyse. Nous avons montré que les gonades des
individus XY Sox9¢K0 se développent en ovaires capables de produire des ovocytes
fertiles qui se développent jusqu'au stade 2 cellules (Lavery et al., 2011). Sox9 est
donc l'acteur principal nécessaire et suffisant a la différenciation des testicules et au
développement male.

Nous avons ensuite évalué le role de Sox9 dans l'inversion de sexe observée chez
les individus XX Rspol-/- (Rspo1X0). L'étude du modele murin d'invalidation de R-
spondinl généré au laboratoire a montré que les individus XX Rspol-/- développent
des gonades hypoplasiques contrairement aux individus contrdles. Ces gonades
contiennent dans la plupart des cas des structures caractéristiques du testicule, telles
que des cordons séminiferes composés de cellules de Sertoli (Chassot et al., 2008).
L’'inversion de sexe observée apparait de facon concomitante avec l'expression de

marqueurs spécifiques du testicule, tels que Sox9 et sa cible directe, Amh. Ces résultats
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suggerent que SOX9 est responsable de l'inversion de sexe dans les gonades XX
Rspo1KO.

Si Sox9 est le facteur initiateur de l'inversion de sexe, on peut donc penser que
I'ablation de ce géne empéche la différenciation testiculaire dans les gonades XX
Rspo1-/-. De fagon inattendue, nous avons observé des cordons testiculaires dans les
gonades XX et XY Rspo1K0;Sox9<K0, Cela indique que le développement de structures
testiculaires et par conséquent l'inversion de sexe peut avoir lieu en I'absence de Sry
et de Sox9.

L'expression de Sox8 et Sox10 chez les individus XX RspolX0;Sox9<K0 et XY
Rspo1X0:So0x9<K0 suggere qu'ils sont éventuellement responsables de la différenciation
testiculaire observée en lI'absence de Sox9. Cette hypothése est appuyée par le fait que
I'expression ectopique de Sox10 chez des individus XX induit une différenciation
testiculaire (Polanco et al., 2010). Cependant aucun role de Sox10 n’a été décrit dans
le développement testiculaire (Britsch et al.,, 2001; Pingault et al., 1998). Sox8 a été
montré comme renfor¢ant la masculinisation des gonades grace a des études de
double invalidation de Sox8 et Sox9 (Chaboissier et al., 2004). Les souris Sox8k0
présentent un défaut de spermatogenése conduisant a la stérilité a I'dge de 5 mois
(O’Bryan et al.,, 2008; Singh, Cummings, Mishina, & Archer, 2013)(0'Bryan et al, 2008;
Singh et al, 2013.). L’'invalidation constitutive de Sox8 et I'ablation conditionnelle de
Sox9 a 14.5 jpc résulte en un phénotype plus sévere que celui du a I'ablation d'un seul
gene. A 17.5 jpc, les gonades XY Sox8%0;Sox9k0 montrent une transdifférenciation des
cellules de Sertoli, un nombre réduit de cordons sexuels et leur désintégration due a
des anomalies de la lame basale (Barrionuevo et al, 2009; Georg et al, 2012). Cela
indique que Sox8 et Sox9 sont fonctionnellement redondants durant la période fcetale.
Il se pourrait donc qu'en l'absence de Sox9, Sox8 puisse compenser cette absence et
induire la différenciation testiculaire chez les doubles mutants Rspo1k9;S0x9<K0. Afin
d'élucider ce point, il serait intéressant de poursuivre 1'étude en générant des souris
mutantes pour ces genes (R-spondinl, Sox9 et Sox8/Sox10) et regarder si la
différenciation testiculaire est compromise. De plus, il serait intéressant de savoir
comment est activé Sox8 et/ou Sox10 en I'absence de Sox9, puisque l'expression de
Sox8 se situe en aval de Sox9 (Chaboissier et al., 2004 ; Barrionuevo et al., 2008) et

Sox8 et Sox9 controlent I'expression de Sox10 (Georg et al,, 2012).
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De plus, les gonades XY RspolX0;Sox9k0 se développent en testicules
hypoplasiques démontrant le role essentiel de Rspol pour la différenciation ovarienne
observée chez les individus XY Sox9cKO. Ceci signifie que la voie de différenciation
femelle est une voie qui doit étre activée afin de permettre la différenciation
ovarienne, contrairement a ce qu'il était jusqu'a présent admis dans le domaine. Nous
avons donc proposé un nouveau modele pour la détermination du sexe chez la souris
qui ne considere plus la voie de différenciation ovarienne comme une voie par défaut,
mais plutét comme une voie qui doit étre activement induite par R-spondini. Ainsi, la
détermination du sexe peut étre considérée comme une balance entre la voie de
signalisation male activée par les Sox et la voie de signalisation femelle activée par R-

spondinl.

Etonnement, l'inversion de sexe chez les individus XX RspolX0 survient assez
tardivement (16,5 jpc) comparé a l'age de la détermination du sexe (11,5 jpc). En effet,
chez la souris male, Sry commence a étre exprimé a 10jpc, avec un pic d'expression
situé a 11,5jpc. Son expression induit l'activation de Sox9 a 11,5jpc qui par la suite
active d’autres geénes cibles tels que Amh et Fgf9 conduisant au développement
testiculaire. Chez les souris XX Rspo1k0 et XX Wnt4X0, le processus d'inversion de sexe
débute vers 16,5 jpc-17,5 jpc., c’est-a-dire apres le stade de la détermination du sexe
(Maatouk et al,, 2013). Les cellules de la pré-granulosa entrent en prolifération, se
différencient en cellules de la granulosa de fagon anormalement précoce, puis se
trans-différencient en cellules de Sertoli. L’ablation des cellules germinales par un
traitement au busulfan empéche la reprise de la prolifération, la différenciation
anormale précoce et la trans-différenciation des cellules de la pré-granulosa des
gonades XX Rspo1K0 et XX Wnt4K0. Ces résultats suggerent que I'invalidation de Rspol
ou Wnt4 affecte les cellules germinales qui secretent un signal initiant les processus
conduisant a linversion de sexe. Il faut noter que les cellules germinales se
différencient anormalement chez les mutants XX Rspolk0 et présentent des
caractéristiques soit de cellules germinales primordiales comme l'expression
maintenue d’Oct4 soit de pré-spermatogonies comme I'expression de NanosZ2 (Chassot
et al.,, 2011). On peut donc faire I'hypothese que les cellules germinales des gonades
XX RspolX0 secretent un signal favorisant I'inversion de sexe. L’'identité de ce signal

reste a élucider. Dans les gonades XX Wnt4k0, les cellules germinales présentent
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également une différenciation anormale (Naillat et al., 2010). Cependant, la plupart de
ces cellules dégénérent par apoptose a 15,5-16,5jpc. De ce fait, le signal masculinisant
secrété par les cellules germinales doit étre produit avant ce stade. Tous ces résultats
suggerent que les ovocytes sont importants au maintien des cellules de la granulosa a

un stade indifférencié.

R-spondinl est nécessaire a la différenciation ovarienne au stade embryonnaire. Son
absence conduit a la différenciation précoce des cellules de pré-granulosa en cellules
de la granulosa avant qu’elles se transdifférencient en cellules de Sertoli (Maatouk et
al. 2013). Cela suggere que RSPO1 est un facteur du maintien de I'état non différencié
des cellules de pré-granulosa. Sachant que l'expression de R-spondinl dans l'ovaire
diminue de facon trées significative apres la naissance, nous avons étudié l'impact que
pouvait avoir le maintien de son expression tout au long de la vie adulte. Dans le
modele de gain-de-fonction de I'expression de R-spondinl, I'expression de ce gene est
maintenue dans l'ovaire adulte et induit l'expression d’AxinZ2, un marqueur de
I'activation de la voie de signalisation WNT /f3catenin (Lustig et al., 2002). Les ovaires
de ces souris présentent un grand nombre de structures folliculaires anormales. Les
cellules qui constituent ces structures expriment FOXL2 et sont donc des cellules de la
granulosa. Cependant, ces cellules expriment également des marqueurs épithéliaux de
leurs cellules progénitrices qui sont localisées dans I'épithélium de surface ovarien.
Cela suggere que le maintien de I'expression de R-spondinl empéche ces cellules de se
différencier en cellules de la granulosa mature. De ce fait, I'expression de R-spondinl
doit étre transitoire afin de permettre la différenciation normale des cellules de la
granulosa. De plus l'expression de R-spondinl semble empécher |'atrésie folliculaire
qui est un processus normal de 1'ovaire visant a éliminer une grande partie des
follicules anormaux, dont certains qui ne seront pas amenés a ovuler.

L’étude de l'activation constitutive de f3catenin dans l'ovaire montre 'apparition de
structures folliculaires anormales similaires a celle observées dans notre modele
(Boerboom et al., 2008). Ces structures évoluent rapidement en tumeurs des cellules
de la granulosa. Chez le mutant de gain-de-fonction de R-spondinl, I'apparition de
tumeurs ovariennes est plus tardive et l'incidence de ces tumeurs est faible. Cette
différence au niveau de I'apparition et la sévérité du phénotype pourrait s’expliquer

par le fait que dans le modele de gain-de-fonction de R-spondini, nous observons une
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baisse d’expression d’Axin2 au sein des structures folliculaires anormales. De plus,
nous observons la présence d'un signal f3catenin membranaire au sein de ces
structures. Cela montre que la voie WNT/f3catenin canonique s’éteint dans ces
structures folliculaires anormales au profit de f3catenin comme acteur de I'adhésion
cellulaire. Les structures folliculaires anormales observées dans notre modeéle restent
cependant une source possible de [l'apparition des tumeurs. Une étude
anatomopathologique en collaboration avec le Dr. Ambrosetti, nous permettra
d'évaluer ce point.

Nous avons également observé un nombre accru de kystes sanguins apres induction
de l'ovulation dans les ovaires des souris gain-de-fonction de R-spondinl. Cela montre
que l'expression de R-spondinl favorise l'apparition de kystes aprés ovulation.
L’analyse histologique révele qu’'un grand nombre de kystes remplis de sang sont
associés a des corps jaunes. De plus, nous avons observé la présence d’'un ovocyte
dans les kystes sanguins. Cependant cela a lieu rarement. Cela suggere que I'expulsion
de I'ovocyte peut étre affectée au moment de I'ovulation, peut-étre a cause d’'un défaut
au niveau de la rupture de I'épithélium de surface ovarien. De plus, dans les gonades
de ces mutants n’ayant pas subi de superovulations, nous avons remarqué
fréquemment une infiltration érythrocytaire dans les corps jaune. Cela suggere que
les kystes sanguins observés lors de la superovulation résultent d'un
dysfonctionnement du corps jaune. Pour vérifier cela il est possible de procéder a des
expériences de superovulation et de comptage ensuite des ovocytes expulsés. En
I'absence de ceux-ci des coupes sérielles des ovaires permettra de visualiser si les
ovocytes sont maintenus a l'intérieur des kystes sanguins. Finalement des marquages
immunologiques devraient nous permettre d'identifier la nature des cellules formant

les kystes.

En conclusion, notre étude montre que la détermination du sexe ainsi que
I'homéostasie de 1'ovaire adulte doivent étre finement régulées durant tous les stades
de la vie de l'individu puisque des dérégulations de ses geénes clefs, comme le géne R-
spondinl, menent a l'apparition de diverses pathologies, telles que les inversions de

sexe et plusieurs pathologies de I'ovaire adulte telles que les tumeurs ovariennes.
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Résumé

Mon laboratoire d’accueil a participé a l'identification du gene R-spondinl (Rspol), dont les

mutations sont responsables d’anomalies cutanées telles que I'hyperkératose palmo-plantaire, les
prédispositions aux cancers spinocellulaires et certains types d’'inversions de sexe. La génération du
modeéle murin a permis de montrer que RSPO1, un activateur de la voie de signalisation Wnt/fScatenin,

est nécessaire a la différenciation ovarienne.
R-spondinl et Sox9 sont connus comme étant des facteurs clé de la détermination du sexe

femelle et male respectivement. Dans la premiere partie de ma thése, j’ai participé a 'étude de leur
fonction dans les pathologies d’inversions de sexe afin de déterminer le réle de chacune de ces voies
dans ces processus. La compréhension de ces processus au stade embryonnaire est indispensable pour
pouvoir ensuite comprendre les différentes pathologies des gonades et leurs mécanismes d’apparition.
Ces études ont confirmé tout d’abord les résultats déja obtenus sur le réle de Sox9 dans la
différenciation testiculaire, en apportant également un modeéle d’invalidation du gene Sox9 viable,
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contrairement aux modeéles utilisés jusqu’a présent. Grace a ce modéle nous avons pu générer
également un modéle murin de double invalidation de Rspol and Sox9 afin d’évaluer I'importance de
chacune de ces voies dans la détermination du sexe. Notre étude a démontré que la différenciation
testiculaire peut avoir lieu en l'absence de Sry et Sox9. lls montrent également que R-spondinl est
nécessaire au développement ovarien. L’ensemble de ces observations nous ont permis de proposer un
nouveau modele pour la détermination du sexe chez la souris qui ne considere plus la voie de
différenciation ovarienne comme une voie par défaut, mais plutét comme une voie qui doit étre
activement induite par R-spondinl. Ainsi, la détermination du sexe peut étre considérée comme une
balance entre la voie de signalisation male activée par les Sox et la voie de signalisation femelle activée
par R-spondinli.

Je me suis ensuite penchée dans la deuxieme partie de ma these, sur le role de R-spondinl dans
la physiologie de l'ovaire post natal. Sachant que Rspol est un facteur de maintien de 1'état non
différencié des cellules de la granulosa et que son expression diminue de facon significative apres la
naissance, nous avons étudié I'impact que pouvait avoir le maintien de son expression tout au long de la
vie adulte. Pour cela nous avons étudié un modele murin de gain-de-fonction de R-spondinl dans
I'ovaire. Les ovaires de ces souris présentent un grand nombre de structures folliculaires anormales. Les
cellules qui constituent ces structures expriment FOXL2 et sont donc des cellules de la granulosa.
Cependant, ces cellules expriment également des marqueurs épithéliaux de leurs cellules progénitrices
qui sont localisées dans I'épithélium de surface ovarien. Cela suggére que le maintien de I'expression de
R-spondinl empéche ces cellules de se différencier en cellules de la granulosa mature. De ce fait,
I'expression de R-spondinl doit étre transitoire afin de permettre la différenciation normale des cellules
de la granulosa. De plus, I'expression de R-spondinl semble empécher l'atrésie folliculaire qui est un
processus normal de I'ovaire visant a éliminer une grande partie des follicules anormaux, dont certains
qui ne seront pas amenés a ovuler. Nous avons également observé un nombre accru de kystes sanguins
apres induction de l'ovulation dans les ovaires des souris gain-de-fonction de R-spondini1. Cela montre
que I'expression de R-spondin1 favorise I'apparition de kystes aprés ovulation.

En conclusion, notre étude montre que la détermination du sexe ainsi que 1'homéostasie de
l'ovaire adulte doivent étre finement régulées durant tous les stades de la vie de l'individu puisque des
dérégulations de ses genes clefs, comme le géne R-spondinl meénent a l'apparition de diverses
pathologies, telles que les inversions de sexe et plusieurs pathologies de l'ovaire adulte telles que les
tumeurs ovariennes.
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