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Liste des abréviations 

 

AMH:   anti müllerian hormone  

APC:   adenomatous polyposis coli 

BCL-2:  B-cell lymphoma  

BMP:   bone morphogenetic protein 

BPES:   blepharophimosis ptosis epicanthus inversus syndrome 

BRCA ½ :  breast cancer 1/2 

CK1:  Caséine kinase I 

Dmrt1:  doublesex and mab-3 related transcription factor 1 

EGFP:   enhanced green fluorescent protein 

eIF2B :  Eukaryotic translation initiation factor 2B 

ESO:   epithelium de surface ovarien 

Fgf9:   Fibroblast growth factor 9 

Fgfr2:   Fibroblast growth factor receptor 2  

FIGLa :  Factor In the GermLine  

Foxl2:   forkhead box L2 

FSH:   follicle stimulating hormone 

FST :   follistatine 

Fzd:   Frizzled 

Gata4:  GATA binding protein 4 

GSK3:   Glycogen Synthase Kinase 3 

HMG:   high mobility group 

IGF1:   Insulin-like growth factor 

JNK:   kinase JUN-N-terminal 

Jpc:   jours post coitum 

Jpp:   jours post partum  

LEF:   Lymphoid enhancing factor 

LGR:   G protein-coupled receptor 

LH:   luteinizing hormone 

LRP:   Low density lipoprotein receptor related protein 

NOBOX :  Newborn oogenesis homeobox 

PCP:   polarité cellulaire planaire 
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PGD2:   Prostaglandin D2 

PKC:  protein kinase C 

PLC:   phospholipase C 

PPK:   hyperkératose palmoplantaire 

Ptgds:  prostaglandin D synthase 

PTK7:   protein tyrosine kinase 7 

PTM:   péritubulaires myeloïdes 

RAC1:   ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 

RHOA:  Ras homolog gene family member A 

ROR:   RAR-related orphan receptor 

R-spondin1:  Roof plate-specific Spondin 1  

SCC:   carcinomes des cellules squameuses 

SFC:   stem cell factor 

SF1:  Steroidogenic factor 1 

Sox:   Sry-Related HMG box 

SRY:   Sex-determining Region of the Y chromosome  

TCF :   T-cell factor 

TESCO:  testis-specific enhancer of Sox9 core element  

TGFß:  transforming growth factor beta 

TSR-1:  thrombospondin type 1 repeat 

VEGF:   vascular endothelial growth factor 

Wnt:   Wingless-type MMTV integration site family member 

WT1:   wilms tumor 1 
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Chapitre I : La détermination du sexe et la formation des 

gonades chez la souris 

 Le but essentiel de la détermination sexuelle est dǯéquiper les organismes avec lǯanatomie et la physiologie nécessaires pour permettre la reproduction sexuée. Bien 
que chez les mammifères le devenir sexuel de lǯorganisme soit déterminé à la 
fécondation, ce devenir est révélé pendant le développement fœtal. Cǯest à ce 
moment-là que la gonade commence à se différencier pour former un ovaire ou un 

testicule, après une période de bipotentialité sexuelle. 

Plus précisément, chez les mammifères le sexe est déterminé par la présence ou lǯabsence du chromosome Y, apporté par le spermatozoïde. Le gène SRY  (Sex-

determining Region of the Y chromosome), porté par le chromosome Y, code pour le 

facteur essentiel à la détermination testiculaire (Sinclair et al., 1990). Chez les 

individus XX, en absence du chromosome Y, la gonade se différencie en ovaire. C Ǯest 
pour cela que la voie femelle a été très 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 mammifères, la gonade se forme à la surface du mésonephros dans la 

crête urogénitale. Grâce à la prolifération de lǯépithélium cœlomique, qui est un 
mésothélium particulier au niveau de la gonade. Plusieurs gènes sont impliqués dans 

la régulation de cette prolifération. Les gonades de souris XX et XY invalidées pour les 

gènes Wnt4 et Rspo1 présentent une diminution de la prolifération de lǯepithélium cœlomique 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 lǯinsuline et les récepteurs )GFͳ sont 
également indispensables à cette étape (Pitetti et al., 2013), ainsi que la voie de 

signalisation impliquant Sf1, régulée par les facteurs de transcription Six1 et Six4 

(Fujimoto et al., 2013). Une partie de ces cellules migrent de lǯépithélium coelomique 
dans la gonade pour donner les cellules nourricières ou de support de la 
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gametogenèse. Les cellules germinales terminent leur migration qui a commencé 

dans lǯallantoïde où elles se sont différenciées, en passant par le tube digestif et le mésonephros, pour entrer finalement dans la gonade. Jusquǯà ce stade, cǯest à 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 « nourricières » des gonades XX et XY sont les premières à se différencier 

sexuellement : soit en cellules de la granulosa qui composeront plus tard les follicules de lǯovaire, soit en cellules de Sertoli qui participeront à la formation des cordons 
testiculaires du testicule. Le destin des autres types cellulaires de la gonade dépend 

des progéniteurs des cellules nourricières. Les cellules stéroïdogènes qui produisent 

les hormones mâles ou femelles se différencient après la spécification des cellules 

nourricières. Il nǯétait pas clair au départ si des précurseurs des cellules 

stéroïdogènes existent dans la gonade bipotentielle ou si ce linéage se différencie à 

partir de précurseurs somatiques multipotents, en réponse à des signaux provenant 

des cellules de support ou des cellules endothéliales (Habert, Lejeune, & Saez, 2001). 

Il a cependant été décrit récemment que les cellules stéroïdogènes du testicule 

embryonnaire jouent un rôle très important dans la formation des cordons séminifères et quǯil y au moins 2 populations progénitrices distinctes qui donnent 

naissance aux cellules interstitielles de la gonade : lǯépithélium cœlomique et des 
cellules spécialisées se trouvant à la frontière gonade-mésonephros (DeFalco, 

Takahashi, & Capel, 2011). 

Les cellules germinales se spécifient sexuellement entre 12,5-13,5 jpc puisque cǯest à ce moment là quǯelles entrent en méiose dans la gonade XX et quǯelles arrêtent 
de proliférer dans la gonade XY (Kocer, Reichmann, Best, & Adams, 2009). Il a longtemps été considéré que lǯentrée en méiose dans les gonades XX dépend seulement de lǯactivité de lǯacide rétinoïque. Le testicule préviendrait cette activité grâce à lǯexpression de Cypʹ͸Bͳ qui est une enzyme qui dégrade lǯacide rétinoïque 
(Bowles et al., 2006). )l a été cependant montré récemment que lǯacide rétinoïque nǯest pas le seul acteur impliqué dans lǯentrée en méiose des cellules germinales XX 

(S. Kumar et al., 2011). La voie de signalisation WNT/ßcatenin semble être également 

activée dans les cellules germinales pour que celles-ci entrent en méiose. En lǯabsence de RSPOͳ, un activateur majeur de cette voie dans lǯovaire (voir ci-dessous), les cellules germinales XX nǯentrent pas en méiose et elles se différencient en cellules 
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germinales mâles, avant même la mise en place des cellules de Sertoli (Chassot et al., 

2011). 

La gonade bipotentielle est composée de cellules somatiques qui expriment 

principalement des gènes qui resteront exprimés dans lǯovaire tandis que les cellules 
germinales expriment des gènes de cellules germinales contribuant à la 

spermatogenèse (Jameson et al., 2012). Ainsi le linéage somatique doit être 

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 séminifères (Figure 1). 

 

1) Les cellules de Sertoli coordonnent presque tous les aspects de la morphogenèse testiculaire, cǯest pour cela que leur spécification est essentielle pour 

la formation du testicule (Svingen & Koopman, 2013). Elles proviennent des cellules progénitrices qui dérivent de lǯépithélium cœlomique, une monocouche cellulaire qui recouvre entièrement la cavité cœlomique (Schmahl et al., 2000). Entre 11.5 et 12.5 

jpc les cellules de lǯépithélium cœlomique migrent à lǯintérieur 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 contrôlée par un seul facteur, 

SOX9, en aval du gène SRY, qui se situe sur le chromosome Y. Chez la souris, Sry est 

exprimé seulement entre 10.5 à 12.5 jpc dans les cellules progénitrices des cellules de Sertoli. Cette brève fenêtre dǯexpression signifie que Sry est important pour lǯinitiation de la différenciation des cellules de Sertoli, mais nǯest pas indispensable à 
leur maintien (Koopman et al., 1990). La première 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 à 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 morphogenèse du testicule et de l’ovaire chez 
la souris. La gonade bipotentielle est formée à 10.5 jpc. Dans la gonade XY (En haut, bleu), 

Sry est exprimé à ce stade là et son expression conduit aux premières étapes de la 

morphogenèse du testicule, la spécification des cellules de Sertoli (1). A 12.5 jpc le testicule 

est déjà compartimentalisé. Cette étape se fait grâce à la migration de cellules endothéliales dans la gonade ȋʹȌ. Lǯétape finale du  développement testiculaire est lǯélongation des cordons 
testiculaires (3). Dans la gonade XX (En bas, rose), la spécification des cellules de la granulosa 

définit la première étape de la morphogenèse ovarienne (1). Les cellules germinales femelles 

entrent en méiose à 13.5 jpc et sǯarrêtent au stade diplotène de la méiose ) à ͳ͹.ͷ jpc. La specification des cellules de la granulosa a lieu durant lǯembryogenese pour sǯarreter après la 
naissance (2) puis elles entourent les ovocytes pour former les follicules primordiaux. 

Pendant la première semaine de vie (3) les follicules continuent de se former et les cellules 

de la thèque sont recrutées afin de former les follicules primaires (Ungewitter & Yao, 2013). 
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(TESCO). Tout comme SRY, SOX9 est indispensable à la différenciation 

testiculaire puisque les souris mutantes pour le gène Sox9 présentent une inversion 

de sexe complète. (Chaboissier et al., 2004).  De plus lǯexpression ectopique de Sox9 dans des gonades XX permet lǯinduction du développement male ce qui suggère que le rôle principal de SRY est dǯinduire lǯexpression de Sox9 (Vidal et al., 2001). A son tour, SOXͻ induit lǯexpression de gènes impliqués dans la différenciation 

des cellules de Sertoli, tels que Fgf9 (Fibroblast growth factor 9) et Ptgds 

(Prostaglandin D synthase). Contrairement à Sry, Sox9 est exprimé tout au long de la vie fœtale et persiste à lǯâge adulte (Kent et al., 1996). Cependant son expression nǯest 

pas indispensable pour le développement et le maintien du testicule après la 

détermination du sexe (Barrionuevo et al., 2009). Sox9 reste nécessaire au maintien 

de la fertilité chez les mâles âgés de plus de 5 mois. Après la détermination du sexe, dǯautres gènes Sox comme Sox8 sont impliqués dans le développement testiculaire 

(Barrionuevo et al., 2009). De nombreux autres gènes sont nécessaires au 

développement testiculaire et la plupart conduisent au développement de gonades 

dysgéniques quand ils sont mutés. Parmi ces modèles, les souris invalidées pour le 

gène Dmrt1 par exemple développent des testicules sévèrement dysmorphiques 

(Matson et al., 2011), et les souris invalidées pour le gène Gata4, présentent une mutation qui empêche lǯinteraction de GATA4 avec FOG-2. Ces modèles montrent que ces deux facteurs sont nécessaires à lǯactivation de Sry, puisque ces souris 

développent des testicules anormaux (Tevosian et al., 2002). Sf1 est nécessaire au maintien de lǯexpression de Sox9 et les souris invalidées pour ce gène ne développent 

pas de glandes surrénales et de gonades. Le gène Wt1 est également très important 

pour le développement testiculaire puisquǯune dysgénésie gonadique sévère est 

observée chez les souris dépourvues de Wt1. Ces gènes 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 première 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 première vague de prolifération des cellules de Sertoli a lieu en réponse à une boucle dǯautorégulation initiée par SRY. SRY induit lǯexpression de Sox9, qui induit à 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 lǯexpression de SOXͻ et stimule la 
prolifération des cellules de Sertoli. B. La seconde vague a lieu après 15.5 jpc chez la souris et 

elle est induite par lǯactivine 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) Après la différenciation des cellules de Sertoli, la gonade XY commence à sǯorganiser en ʹ parties indispensables aux fonctions testiculaires : les cordons 

testiculaires qui permettent la maturation des gamètes et le tissu interstitiel qui 

produit principalement les hormones.  La première vague de migration à partir de lǯépithélium cœlomique a lieu à 
11,2 jpc et donnera naissance à des cellules de Sertoli, des cellules interstitielles, ainsi que dǯautres 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 à lǯintérieur de la gonade XY. 
Cette migration est absolument indispensable à la formation des cordons 

testiculaires et les cellules qui en font partie sont incapables de se différentier en 

cellules de Sertoli, contrairement à la première vague décrite plus haut. Cette 2ème 

vague de migration est constituée de cellules endothéliales (Combes et al., 2009) qui 

contribuent à la formation du réseau vasculaire du testicule. La formation des 

vaisseaux sanguins est contrôlée par Sry et commence à 12 jpc : VEGF et lǯactivine B 
promeuvent alors la vascularisation du testicule (Figure 3). 

La dernière étape de la compartimentation du testicule est la formation de la 

membrane basale à fin de former une barrière physique autour des cordons 

testiculaires. Les données récoltées ces dernières années proposent le modèle suivant pour cette dernière étape: la migration des cellules endothéliales à lǯintérieur 
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 myéloïdes (PTM) synthétisent les constituants 

de la lame basale autour des cordons et créent un environnement dans lequel aura 

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

 ͵Ȍ Plus tardivement dans le développement fœtal les cordons testiculaires suivent un processus dǯélongation pour former les tubes séminifères. )l a été 
démontré récemment que les cellules de Leydig fœtales contrôlent cette élongation. Lǯinactivation de lǯactivine A, membre de la famille du TGFß, dans les cellules de Leydig nǯaffecte pas la formation des cordons testiculaires mais affecte en revanche lǯélongation de ces derniers après ͳͷ.ͷ jpc (Archambeault & Yao, 2010). 
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Figure 3: Migration des cellules endothéliales et formation des cordons testiculaires. Il 
y a très peu de vascularisation dans le testicule à 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 à lǯintérieur 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 lǯabsence de SRY. Il a cependant été démontré depuis, quǯil existe plusieurs facteurs spécifiques de lǯovaire sans lesquels 

le développement ovarien ne peut pas avoir lieu. Trois événements cellulaires sont nécessaires à la formation de lǯovaire : 1) La spécification des cellules de la granulosa, 

2) la formation des follicules (folliculogenèse) et, 3) la compartimentation des 

cellules somatiques (figure 1). 

 ͳȌ Chez la femelle, les cellules de la granulosa sont lǯéquivalent des cellules de 
Sertoli. Elles entourent les cellules germinales et secrètent des facteurs 

indispensables  à la 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 l Ǯépithélium de surface de la 

gonade. Zheng et al., (2014) et Mork et al., (2012) ont démontré que beaucoup de cellules provenant de lǯépithélium cœlomique, dénommé épithélium de surface ovarien à ce moment du développement ȋESOȌ, migrent à lǯintérieur de lǯovaire et 
donnent naissance à des cellules de la granulosa, FOXL2 positives. Cette étude a été 

complétée récemment par une deuxième étude qui a suivi le devenir des cellules 

FOXL2-positives afin de déterminer avec plus de précision lǯorigine des follicules formés jusquǯà P͹. Les principaux gènes connus nécessaires à la spécification des 

cellules de la granulosa sont Rspo1, Wnt4 et Foxl2, chronologiquement. 

RSPO1 joue un rôle essentiel dans la différenciation de lǯovaire. Ce gène a été décrit pour la première fois lors de lǯétude dǯune famille dans laquelle 4 frères 

présentaient une inversion sexuelle de type mâle XX (Parma et al., 2006). Chez la 

souris, R-spondin1 est exprimé dans la gonade indifférenciée à 11,5 jpc, puis à partir 

de 12.5 jpc son expression est restreinte à lǯépithélium cœlomique chez le mâle. 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 

même étude a démontré quǯen absence de R-spondin1, la voie WNT/ß-catenin nǯest 
plus active dans les gonades des individus XX. Ceci suggère que RSPO1 participe à lǯactivation de cette voie dans lǯovaire, puisque la famille des protéines RSPO est déjà 
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connue comme activatrice de la même voie que WNTͶ. Dǯautre part, si la voie 

ßcatenin est activée de façon ectopique dans les gonades XX Rspo1 -/-, le 

développement sexuel des souris est normal, ce qui confirme bien que RSPO1 agit par cette voie dans lǯovaire (Chassot et al., 2008). Un autre point important de cette étude 

est que, alors que R-spondin1 est toujours exprimé dans les gonades XX Wnt4 -/- , 

dans les gonades XX Rspo1 -/- Wnt4 ne lǯest plus (Tomizuka et al., 2008). Cela indique que lǯexpression de Wnt4 dépend de R-spondin1 dans la signalisation régissant le 

développement ovarien. 

WNT4 est également un activateur de la voie de signalisation WNT/ßcatenin comme mentionné dans le paragraphe précédent. Chez lǯhomme, la duplication dǯune 
partie de la région proximale du chromosome 1 qui contient le gène 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 

à partir de 11.5 jpc elle est maintenue uniquement dans la gonade XX (Vainio et al., 

1999). Ce gène, tout comme R-spondin1, 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 à la différenciation des cellules de la 

granulosa. Chez la femme, des mutations hétérozygotes non-sens de FOXL2 

provoquent le syndrome BPES (Blepharophimosis Ptosis Epicanthus inversus 

Syndrome) qui est caractérisé par des anomalies des paupières associées dans 

certain cas à une insuffisance ovarienne prématurée due à une déficience de la 

formation des follicules (Crisponi et al., 2001). Chez la souris, Foxl2 est exprimé dans 

les cellules de la pré-granulosa dès 12.5 jpc et les souris femelles mutées pour ce gène 

présentent des défauts de maturation des follicules (Schmidt et al., 2004; Uda et al., 

2004). Ceux-ci sǯarrêtent entre les stades primordiaux et primaires, puis ensuite 

dégénèrent. Foxl2 est également important pour le maintien des cellules de la granulosa tout au long de la vie adulte de lǯindividu. La perte de Foxl2 au stade adulte 

entraine un phénotype de transdifférenciation de lǯovaire en testicule avec lǯactivation de Sox9 (Uhlenhaut et al., 2009). Enfin, Foxl2 est également important 

pour la folliculogenèse puisque après la naissance les ovaires des souris Foxl2 -/- 

présentent des cellules de la granulosa de forme aplatie, caractéristiques des 

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

al., 2004). 

 ʹȌ Le follicule ovarien est lǯunité fonctionnelle du système reproductif femelle. )l est constitué dǯun seul et unique ovocyte entouré de cellules somatiques de la 

granulosa et de cellules de la thèque. 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 lǯabsence de celles-ci. Après 

la formation des follicules primordiaux, une fine couche de matrice extracellulaire est 

déposée autour de chaque follicule et créé un environnement approprié à la 

maturation des ovocytes. Les follicules primordiaux se situent principalement dans la 

zone externe de l Ǯovaire appelée cortex ovarien.  
La maturation folliculaire passe par différentes étapes (figure 4Ȍ. Tout dǯabord, 

les follicules primordiaux se forment 1-2 jours après la naissance chez la souris. 

Ensuite les follicules pré-antraux se développent indépendamment des hormones responsables de lǯovulation, les gonadotropines. A partir du stade de follicule 

secondaire, une couche de cellules de la thèque sǯajoute autour de la membrane 
basale du follicule. A la puberté, la FSH (Follicle stimulating hormone), secrétée par lǯhypophyse, induit la prolifération et la survie des cellules de la granulosa, puis lǯovulation a lieu suite à un pic de L( ȋluteinizing hormoneȌ, également secrétée par lǯhypophyse. Après lǯovulation, les cellules de la thèque et de la granulosa se 

différencient pour former le corps jaune. 

 ͵Ȍ Lǯenvironnement somatique de lǯovaire doit évoluer au fur et à mesure de la maturation des follicules. Quand un follicule passe de lǯétape de follicule primordial 
au follicule primaire, les cellules pré granulosa qui lǯentourent doivent aussi se 
différentier en cellules de la granulosa matures. Cette différenciation est stimulée par des facteurs secrétés par lǯovocyte. La morphologie fibroblastique des cellules de la 
pré-granulosa change alors et devient cuboïdale et leur statut quiescent devient  
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Figure 4: Classification des étapes majeures de la folliculogenèse chez les mammifères. 
Les follicules primordiaux se forment 1-2 jours après la naissance chez la souris et in utero chez lǯhumain. Le 
développement au stade pré-antral est indépendant des gonadotropines. A partir du stade de follicule 

secondaire, une couche de cellules de la thèque se forme autour du follicule. A la puberté, la secretion de FSH 

induit la prolifération et la survie des cellules de la granulosa. Lǯovulation du follicule dominant a lieu suite à 
un pic de sécrétion de LH. Après ovulation, les cellules de la granulosa et de la thèque se différencient encore 

et forment le corps jaune (corpus luteum). 
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prolifératif. Foxl2 est un facteur déterminant de ces changements (Schmidt et 

al., 2004). Les cellules de la granulosa commencent alors à secréter des facteurs 

importants pour le développement folliculaire tels que SCF (stem cell factor) et AMH 

(Anti-Müllerian hormone). Les ovocytes dans les follicules primaires secrètent aussi 

des facteurs importants pour le développement folliculaire tels que GDF9 (growth 

differentiation factor 9), de la famille du TGFß (Hussein et al., 2005). 

Le recrutement et la maturation des cellules de la thèque se fait après la 

spécification des cellules de la granulosa. Les cellules de la thèque sont des cellules mésenchymateuses responsables de la production dǯandrogènes et sont donc 

indispensables pour le développement folliculaire. Elles entourent le follicule au stade primaire mais ne commencent pas la production dǯandrogènes avant le stade 
secondaire ou pré-antral (Gelety & Magoffin, 1997). Lǯorigine de ces cellules nǯest pas définie à lǯheure actuelle, principalement parce que nous ne connaissons pas de 

marqueurs spécifiques de ces cellules. La théorie la plus répandue au sujet de lǯorigine de ces cellules est quǯelles proviennent du stroma ovarien dǯo‘ elles sont 
recrutées grâce à des facteurs secrétés par les follicules. La possibilité quǯelles proviennent de cellules du mésonephros ayant migré à lǯintérieur de lǯovaire avant 
11.5 jpc ou après 16.5 jpc ne peut être exclue (Ungewitter & Yao, 2013).  

Plusieurs facteurs sécrétés par les ovocytes et les cellules de la granulosa 

contrôlent la différenciation des cellules précurseurs des cellules de la thèque:  lǯinsulin-like growth factor (IGF1), le basic fibroblast growth factor (bFGF), SCF/KIT et 

les membres de la famille du TGFß, AMH et GDF9 (Young & McNeilly, 2010). Un 

phénotype des cellules de la thèque important a été observé chez les souris mutées 

pour le gène GDF9: les follicules des ovaires déficients en Gdf9 ne recrutent pas de 

cellules de la thèque et donc ne maturent pas au-delà du stade de follicule primaire 

3b (Elvin et al., 1999). Les cellules de la thèque ont 2 fonctions principales: Elles 

secrètent des androgènes indispensables à la production dǯœstrogènes et elles 

contribuent à la formation du système vasculaire qui nourrit les follicules en 

croissance. 
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Chapitre II : R-spondin1 et la voie WNT/ßcatenin  

 

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 lǯexpression du gène qui code pour la R-spondin1 murine. Ce gène 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 dǯune région C-terminale avec des 

amino-acides chargés positivement et de deux domaines furin-like, riches en 

cystéines près de la région C-terminale de la protéine mature. Les premiers rôles 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-spondin1 (Kamata et 

al., 2004) et R-spondin2 ont été caractérisées en 2004. Finalement, R-spondin4 a été 

caractérisée en 2006 (Blaydon et al., 2006). Les R-spondins des mammifères sont 

similaires du point de vue de la structure de leur gène et de leurs domaines 

protéiques. Chez lǯhomme les 4 membres de cette famille ont une homologie de 40% 

à 60% en acides aminés (figure 5). 

Des homologues des R-spondins sont présents chez tous les vertébrés et chez 

certains invertébrés. Cependant, aucun homologue nǯest retrouvé chez Drosophila ou 

Caenorhabditis (de Lau et al., 2012).  En considérant la distribution phylogénétique, 

un gène ancêtre des R-spondins était propablement présent chez les ancêtres des 

deutérostomes et deux duplications successives de ce gène primitif auraient généré 

la diversité des R-spondins observée aujourdǯhui (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/ßcatenin 

canonique (Kazanskaya et al., 2004). Cette voie joue un rôle important dans la 

prolifération cellulaire, la différenciation et le maintien des cellules souches. Lǯactivation 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 contrôlée par plusieurs antagonistes extracellulaires (figure 6). Les R-spondins 

ont un effet potentialisant sur WNT et lǯanalyse 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 possèdent un 

peptide signal au niveau du domaine N terminal (Sig-Seq, jaune), 2 domaines furine-like riches en 

cystéine (FU-like CRͳ et ʹ, bleuȌ qui permettent lǯactivation de la voie β-caténine, un domaine 

thrombospondine (TSR, roufe) et un signal putatif de localisation nucléaire en C-terminal (vert). Les pourcentages dǯ acides aminés identiques dans chaque domaine montre un pourcentage dǳhomologie relativement élevé. (Jin & Yoon, 2012). 
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que les répétitions de furine sont essentielles et suffisantes pour entrainer cet effet. 

Les premières expériences in vivo démontrant cela ont été réalisées sur des jeunes 

embryons de grenouille. Elles montrent que la déplétion de R-spondin2 dans un 

blastomère 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 mammifères (Borycki & 

Emerson, 2000)(Cossu & Borello, 1999). Lǯeffet potentialisant des R-spondins sur lǯactivité de la voie de signalisation WNT/ß-catenin a également été démontré dans 

des expériences de tumeurs induites (Lowther et al., 2005). Dans ces cas, la voie est à un niveau dǯactivité élevé, dû au fait que des sites dǯinsertion du virus tumoral ont 
été retrouvés dans les gènes de la famille des Wnt, ainsi que dans le gène de R-

spondin2. 10% des carcinomes intestinaux non dépendants dǯAPC sont dus à des 

fusions de R-spondin2 ou R-spondin3 (Seshagiri et al., 2012). 

 

 

1. La voie de signalisation Wnt 

 

Les WNTs, protéïnes riches en Cys, sont très conservées durant lǯévolution 

(Willert & Nusse, 2012). )l existe ͳͻ gènes identifiés chez lǯhumain (Kikuchi et al., 

2011). Chaque WNT est capable de sǯassocier à plusieurs récepteurs différents, en fonction du contexte cellulaire, et dǯactiver plusieurs voies de signalisation en aval. 
Ces voies de signalisation sont classées en 2 catégories : la voie canonique 

(dépendante de ßcatenin) et les voies non-canoniques (indépendantes de ßcatenin). 

Cette classification a cependant ses limites puisque au sein de la signalisation WNT, quǯelle 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 quǯils activent, puisque quǯils ont plus de ͳͷ 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 à lǯactivation des petites GTPases R(OA et RACͳ qui activent à leur tour la 
kinase RHO (ROCK) et la kinase JUN-N-terminale (JNK). Ceci conduit à la polymérisation de lǯactine 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 glycogène synthase kinase 3 

(GSK3) phosphoryle ßcatenin, ce qui mène à sa dégradation. En la présence dǯun 
ligand WNT, le complexe de dégradation comprenant la GSK3, la caséïne kinase I 

(CKIȌ, lǯAxine et lǯadenomatosis polyposis coli ȋAPCȌ, est recruté à la membrane et est inactivé. Ceci permet à la ßcatenin de sǯaccumuler dans le cytoplasme et de passer 

par la suite dans le noyau pour activer ses gènes cibles. C) La voie WNT-Ca2+  active la 

kinase II dépendante de Ca2+ et de la calmoduline (CAMKII), la protéine kinase C 

(PKC) et la calcineurine. La calcineurine active le facteur nucléaire NFAT, qui régule à 

son tour la transcription de gènes qui contrôlent 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 - ßcatenin dépendante 

 

La voie ßcatenin-dépendante est celle qui est à ce jour la mieux caractérisée 

(Figure 6Ȍ. Elle est activée par lǯinteraction de certains WNTs avec le récepteur Frizzled et LRPͷ ou LRP͸. La cascade moléculaire activée conduit à lǯinhibition de 
GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 3) dont un des substrats clé est le co-activateur 

transcriptionnel ßcatenin. En absence de WNTs à la surface de la cellule, ßcatenin est 

phosphorylée puis dégradée par le protéasome. Lǯinactivation de ßcatenin se fait par 
un complexe de dégradation qui comprend, en plus de GSK3, APC (Adenomatosis 

Polyposis Coli), Axin et CKI (Caséine Kinase I). En présence de WNT, et de lǯactivation de la voie, ßcatenin nǯest pas phosphorylée et sa forme cytoplasmique 

stabilisée migre vers le noyau, où elle sǯassocie avec au moins deux facteurs de 
transcription pour réguler la transcription de gènes 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). GSK͵ est capable de réguler également dǯautres substrats en aval des WNTs, dont les cyclines et le facteur dǯinitiation de traduction eIF2B. Ces substrats sont 

impliqués dans le cytosquelette et la régulation du cycle cellulaire. Des données 

récentes suggèrent que GSK3 peut dégrader des centaines de protéines en aval dǯun 
signal WNT (Taelman et al., 2010). 

 

 

1.2 Voies indépendantes de ßcatenin- 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 lǯactivation de cette voie peut être des 
changements au niveau du cytosquelette, de la polarité cellulaire et de la migration cellulaire. Lǯactivation transcriptionnelle de facteurs de transcription dépendants de 
JNK, tels que ATF2 (Activating Transcription Factor ʹȌ, puis lǯactivation de leurs 
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gènes cibles, peuvent résulter également de lǯactivation de la voie PCP (Simons & 

Mlodzik, 2008). Cette voie est surtout impliquée dans la régulation de la polarité 

cellulaire au cours des processus de morphogenèse. 

La voie PCP et la voie canonique sont connues pour être 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 ßcatenin est la voie WNT-Ca2+ (figure 7C). 

La fixation de WNT sur son récepteur active des protéïnes G trimériques via les 

récepteurs Frizzled, activant la phospholipase C (PLC), qui produit du diacylglycérol et de lǯinositol-1,4,5- triphosphate (Ins(1,4,5)P3). Le Ins(1,4,5)P3 conduit à 

lǯaugmentation de Ca2+ dans la cellule et à lǯactivation dǯeffecteurs tels que la kinase 
II, dépendante de Ca2+ et de la calmoduline (CAMKII), la calcineurine et la protéïne 

kinase C (PKC). Ces dernières activent finalement le régulateur transcriptionnel 

nuclear factor associated with T cells  (NFAT) qui contrôle la destinée cellulaire et la 

migration. Cette voie est impliquée dans les cancers, lǯinflammation et la 
neurodégénérescence (De, 2011). 

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

discutées ici. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 29 

2. Rôle des membres de la famille des R-spondins 

 

La voie de signalisation WNT/ß-catenin est importante dans beaucoup de processus développementaux durant lǯembryogenèse dans le monde animal. Lǯeffet des R-

spondins de potentialiser cette voie implique leur importance dans différents 

processus. 

 

 

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

 

Des mutations du gène RSPO1 induisent lǯapparition dǯun syndrome très rare chez lǯhumain (1/20.000 individus) qui combine une inversion de sexe de type mâle 

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. Lǯétude génétique de cette famille, complémentée de celle dǯun autre patient venant dǯune autre famille sans parenté, a permis dǯidentifier des mutations dans le gène RSPO1. Lǯinversion de sexe est due à lǯabsence dǯexpression de R-spondin1 dans les gonades des individus XX affectés, puisque 

normalement une augmentation de son expression est observée à 11.5 jpc dans les gonades XX. Ceci a été confirmé avec lǯétude des souris invalidées pour R-spondin1, 

comme décrit au chapitre précédent. Chez les mammifères, le sexe de lǯindividu est déterminé par la présence du 
programme génétique mâle ou femelle qui dirige le développement du testicule ou de lǯovaire. Bien quǯil 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 dǯêtre activée. R-spondin1 avec Wnt4 en sont les activateurs connus à ce jour. 

De plus R-spondin1 montre un profil dǯexpression spécifique de la femelle chez les 

vertébrés, dont le poulet et la tortue (Smith et al., 2008), ce qui indique un rôle 

conservé dans la détermination sexuelle femelle. 

Il a aussi été montré que R-spondin1 est impliqué dans le développement de la 

glande mammair, chez la souris (Chadi et al., 2009), et dans lǯangiogenèse chez le 



 30 

poisson zèbre (Gore et al., 2011). Enfin R-spondin1 est un régulateur négatif de la 

genèse de novo des cellules ß dans le pancréas (Chahal et al., 2014). 

 

 

R-spondin2 : développement des membres, des poumons et des follicules pileux 

 

Il y a quatre modèles murins invalidés pour R-spondin2, générés à ce jour. Ces 

modèles présentent des malformations craniofaciales, des membres et des reins et 

meurent à la naissance à cause de problèmes 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 dǯune lignée transgénique présentant des défauts pulmonaires 
ainsi que des membres, est dû à lǯinsertion du transgène dans le locus de R-spondin2. 

Ceci a pour résultat la production dǯun transcrit tronqué dans lǯexon ͵, ce qui 
empêche R-spondin2 dǯinteragir avec LRP͸ et dǯactiver la voie WNT/ßcatenin (Bell et 

al., 2008). Les femelles hétérozygotes pour ces mutations du gène R-spondin2 présentent une stérilité dépendante de lǯâge et qui sǯaccompagne du développement dǯovaires polykystiques (Bell et al., 2008; Nam et al., 2007). 

Les phénotypes du squelette des modèles murins invalidés pour R-spondin2 a permis dǯétablir un lien entre ce gène et la voie ßcatenin canonique (Yamada et al., 

2009). Ce lien a été consolidé avec lǯétude des phénotypes pulmonaires de ces 
modèles qui ont permis de définir que RSPO2 active la voie WNT/ßcatenin via le 

récepteur LRP6 durant le développement des poumons (Bell et al., 2008). 

Un lien de redondance a également été établi entre R-spondin2 et R-spondin3 durant le développement des membres postérieurs puisque le phénotype sǯaccentue après lǯinactivation de R-spondin3 en plus de R-spondin2 (Neufeld et al., 2012). 

R-spondin2 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 quǯil est impliqué dans la cicatrisation cutanée et la formation des 
keloïdes en induisant la prolifération des kératinocytes (Chua et al., 2011). 

 

 

R-spondin3 : développement du placenta. 
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Lǯétude des modèles murins knock-out pour R-spondin3, a montré son 

implication dans le développement placentaire et vasculaire. Ces souris meurent à 

10 jpc à cause des défauts dans le développement du placenta (Aoki et al., 2007). 

Plus spécifiquement, R-spondin3 aurait un rôle important dans lǯinteraction entre le chorion et lǯallantoïde. 
Chez Xenopus, lǯinactivation du gène R-spondin3 par injection dǯun 

morpholino, a conduit à trois défauts. Lǯapparition dǯun œdème ventral ainsi que des 
défauts vasculaires chez les têtards, semblent être dépendants de la voie 

WNT/ßcatenin (Kazanskaya et al., 2008), alors que lǯinterruption de la gastrulation 
et la malformation du cartilage de la tête (Ohkawara et al., 2011) semblent régulés 

par la voie WNT/PCP.  

De plus il a été récemment montré que R-spondin3 pourrait participer à la régulation de lǯhoméostasie énergétique dans le cerveau chez le rat. Le récepteur 

impliqué dans ce cas est LGR4 et R-spondin1 aurait également joué le même rôle 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 gène RSPO4 est impliqué dans la formation des ongles. Les mutations de ce 

gène entraînent une anonychie/hyponychie, c'est-à-dire une absence ou une 

hypoplasie sévère des ongles (Blaydon et al., 2006), sans anomalie majeure des os 

(Baran & Kechijian, 2001). Le lien entre R-spondin4 et lǯanonychie chez lǯhumain a 
été fait grâce à plusieurs études d'association pangénomique (Brüchle et al., 2008; 

Seitz et al., 2007; Wasif & Ahmad, 2013). Les altérations génétiques observées ont 

pour résultat un défaut de synthèse de R-spondin4 fonctionnelle. 

Les souris mutantes pour R-spondin2, décrites précédemment ont des défauts 

également au niveau des griffes il reste donc à 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 

 Lǯidentification des composants membranaires transmettant le signal des R-spondins à lǯintérieur de la cellule est passée par plusieurs étapes dǯessais et dǯerreurs. 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 sǯest 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 à ces 

récepteurs, les auteurs se sont tournés vers les R-spondins en se basant sur leur rôle connu dǯactivateurs de la voie WNT. Plusieurs expériences qui ont suivi ont montré 
une très haute affinité entre les R-spondins et LGR4 et LGRͷ. De plus, lǯinactivation 
du gène Lgr4 dans ces mêmes lignées cellulaires conduit à une baisse de la sensibilité 

de ces cellules à R-spondin. Cet effet est inversé par LGR4, LGR5 et LGR6 mais pas par dǯautres LGRs. Les 4 R-spondins se lient avec une haute affinité à ces trois 

récepteurs LGR. Ceci mène à une augmentation de la phosphorylation de LRP5 et 

LRP6 et à la stabilisation de ßcatenin (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 être associés avec le complexe FZD/LRP. Cela laisse supposer que lǯaction de R-spondin sur la voie de signalisation WNT/ßcatenin est 

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

 

Plusieurs études ont été menées afin de déterminer la localisation des 

récepteurs LGR4, LGR5 et LGR6 et leur rôle physiologique pendant lǯembryogenèse. 
Chez la souris, Lgr4 est très fortement exprimé dans le cartilage, les reins, les 

grandes surrénales, le tractus génital, les yeux et les cellules du système nerveux 

(Hoshii et al., 2007; Kato et al., 2006; Van Schoore et al., 2005). Lgr5 a également un 

patron dǯexpression complexe durant lǯembryogenèse (Morita et al., 2004). Il est retrouvé dans quelques rares cellules souches de lǯœil adulte, de la glande mammaire, de lǯintestin, de la peau et des gonades (Barker et al., 2008; Flesken-
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Nikitin et al., 2013). Lǯexpression de Lgr6 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 dǯauto-

renouvellement de ceux-ci. Ceci a été particulièrement étudié dans les muqueuses du tractus digestif, tel que lǯestomac, lǯintestin grêle et le colon. Plusieurs études ont 

contribué à démontrer que Lgr5, un gène cible de WNT/b-catenin, est un marqueur unique des cellules souches qui contribuent à lǯauto-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 lǯintestin sont capables dǯêtre maintenues in vitro et dǯinduire la formation dǯorganoïdes (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 lǯétablissement du cycle du follicule pileux et reste très importante pour lǯactivité des cellules souches tout au long de la vie (Lowry et al., 

2005; van Genderen et al., 1994).  

 

 

4. Mode d’action 

 Jusquǯà présent, mis à part le fait quǯil est établi que les R-spondins se lient 

aux récepteurs LGR (Wang et al., 2013), leur effet sur lǯactivation de la voie 

WNT/ßcatenin nǯest pas totalement comprise. )l a été démontré récemment que cet 
effet potentialisant des R-spondins passe par lǯexpression de 2 autres gènes cibles de 

la voie de signalisation Wnt : Rnf43 et Znrf3. Ces 2 gènes 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 lǯubiquitination des lysines de la boucle cytoplasmique des domaines 7TM du récepteur Frizzled, ce qui a pour résultat lǯendocytose des récepteurs de Wnt.  Cela résulte en lǯinactivation de cette voie de signalisation. 
Plusieurs études ont permis dǯétablir le lien entre ces ʹ ligases et lǯeffet 

potentialisant de R-spondin/LGR sur la voie WNT/ßcatenin . Plus précisément une 
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interaction spécifique entre R-spondin et ZNFR3 a été observée et a permis dǯétablir 
un modèle dans lequel LGR5 et RNF43/ZNFR3 se lient par le biais des domaines 

Furin-like de R-spondin. Cette interaction conduit à lǯendocytose de RNF43/ZNFR3. 

Le complexe R-spondin/LGR5 neutralise donc RNF43/ZNFR3, permettant ainsi le 

maintien des récepteurs Frizzled à la surface de la cellule. Ceci conduit à lǯaugmentation de la signalisation due au signal de WNT (de Lau et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 35 

Chapitre III: Gène Sox9, fonction et gènes cibles 

 

1. La famille des Sox 

 

Le mystère de la détermination sexuelle chez les mammifères 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-groupȌ de fixation à lǯADN. Lǯexpression 
de cette protéine est nécessaire et suffisante pour obtenir une différenciation de type 

male (Koopman et al., 1991). Cette découverte a permis tout dǯabord de commencer 
à décoder les bases moléculaires de la détermination du sexe, mais elle a également permis dǯidentifier toute une famille de protéines qui ont des fonctions très 
importantes chez les métazoaires. Dans les années qui ont suivi cette découverte, 20 

gènes 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 mammifères, et sont classés dans ces groupes en fonction du degré de similarité des protéines à lǯintérieur et en 
dehors de leur domaine HMG. Plus précisément, Sox9 fait partie du groupe E, avec 

Sox8 et Sox10. Des mutations de ces gènes chez lǯhumain sont responsables de 
syndromes cliniques sévères, tels que des troubles du développement sexuel (SRY et 

SOX9), 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 lǯinduction de lǯexpression de Sox9 par Sry. Chez lǯhumain, 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 dǯinversion 
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de sexe chez un individu XX (Huang et al., 1999). Des phénotypes similaires ont été 

décrits chez la souris : lǯexpression constitutive de Sox9 dans la gonade induit une 

inversion de sexe des individus XX (mâles XX) (Bishop et al., 2000). De plus, lǯexpression ectopique de Sox9 sous le contrôle du promoteur de WT1 induit 

également une inversion de sexe chez les individus XX transgéniques (mâles XX) 

(Vidal et al., 2001). Les souris XY, qui portent les allèles endogènes de Sox9 flanqués 

de 2 sites loxP (Sox9flox/flox), présentent une inversion de sexe (femelles XY) quand les ʹ allèles sont excisés à lǯaide de transgènes Cre spécifiques sǯexprimant 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 lǯexpression de Sox9 à un très faible niveau est activée par 

SF1 dans les deux sexes à 10.5 jpc et elle est ensuite augmentée juste après lǯactivation de Sry chez les individus XY. 

Suite à ces études, une région de 3.2 kb, nommée testis-specific enhancer of 

Sox9 (TES) a été identifiée. SRY et SF1 se lient directement à plusieurs sites de TES 

et activent le promoteur de Sox9. La séquence TES est retrouvée en amont de Sox9 chez dǯautres 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 espèces. Aucune activité de la séquence TES humaine nǯa été 
observée dans le testicule de modèles de souris transgéniques (R Sekido & Lovell-

Badge, 2013). Plusieurs autres études sur des cas de patients humains XY présentant des dysgénésies gonadiques nǯont pas permis dǯidentifier de mutations liées à la 
séquence TES. )l serait donc possible quǯil y ait dǯautres séquences régulatrices en 

amont du gène SOX9 chez lǯhumain. Enfin, les protéines SOX ont peu dǯeffet par elles mêmes sur la transcription 
de leurs gènes cibles. Elles fonctionnent très souvent en synergie avec dǯautres 
facteurs de transcription. Par exemple, SRY régule lǯexpression de Sox9 avec lǯaide de 
SF1. Ceci a pour résultat des inversions de sexe de type femelle XY dans des cas de 

mutations de Sf1 (Luo, Ikeda, & Parker, 1994).  
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3. Gènes cibles de Sox9 

 Peu après lǯexpression de Sox9, deux boucles de régulation se mettent en 

place via FGF9 et PGD2. Plus précisément, SOX9 active directement ou indirectement lǯexpression de Fgf9 et FGFͻ à son tour maintient lǯexpression de Sox9 en passant par 

le récepteur FGFR2 (Y. Kim et al., 2006). Des mutations de perte de fonction de Fgf9 

ou Fgfr2 conduisent à une réduction de lǯexpression 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 gène Ptgds qui code pour la prostaglandine 

D synthase qui conduit à la production de PGD2. La signalisation autocrine et/ou 

paracrine de PDG2 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 gène Ptgds, lǯexpression de Sox9 est réduite et il semble que sa 

translocation vers le noyau soit retardée. Cependant il resterait suffisamment dǯexpression de SOXͻ pour permettre la différenciation testiculaire (Moniot et al., 

2009). 

Sox8 et Sox10 sont également exprimés dans les gonades XY, mais leur niveau dǯexpression reste inférieur à celui de Sox9 (Polanco et al., 2010). Lǯexpression de 
Sox8 est dépendante du niveau de SOXͻ puisquǯelle est réduite dans les gonades des 

souris XY Sox9flox/flox ; Sf1-Cre à 13.5 jpc (Barrionuevo et al., 2009). De plus, lǯexpression de Sox9 nǯest pas modifiée dans les gonades des souris XY Sox8-/-  (Sock 

et al., 2001), ce qui suggère donc que Sox8 se situe en aval de Sox9. Les souris 

invalidées pour Sox8 présentent un défaut de spermatogenèse qui conduit à la 

stérilité à 5 mois attribuée à des défauts de la barrière hémato-testiculaire ȋOǯBryan 
et al., 2008). De plus, Sox8 et Sox9 contrôlent lǯexpression de Sox10 (Georg, 

Barrionuevo, Wiech, & Scherer, 2012). Aucune fonction cependant de Sox10 nǯa été 
décrite dans le développement et la fonction testiculaire (Britsch et al., 2001; 

Pingault et al., 1998). Enfin, chez lǯhumain, SOX10 se situe à 22q13, où se trouve un locus responsable dǯinversion de sexe de type Ͷ͸, XX quand il est dupliqué 
(Seeherunvong et al., 2004). Lǯexpression ectopique de Sox10 sous le contrôle du 

promoteur de WT1 induit une inversion de sexe chez les souris XX (mâles XX) 

(Polanco et al., 2010).   
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Dǯautres cibles directes de SOXͻ ont été identifiées. SOXͻ est requis pour lǯactivation du gène de lǯhormone anti-Müllerienne (Amh) qui code pour une 

molécule TGF-ß-like qui est secrétée par les cellules de Sertoli fœtales. Des mutations du site de liaison de SOXͻ sur une région régulatrice en ͷǯ de Amh, conduit à lǯapparition de pseudo-hermaphroditisme avec absence de transcription dǯAmh 

(Arango et al., 1999). Ce site de liaison est enrichi pour SOX9 dans des essais de ChIP 

(Ryohei Sekido & Lovell-Badge, 2008). Lǯexpression d’Amh se fait également grâce à 

SF1 et WT1(-KTS), par leurs sites de liaison dans la même 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 à partir 

de précurseurs communs (Albrecht & Eicher, 2001) et ces deux types cellulaires 

expriment AMH après 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 à la régulation de lǯexpression dǯAM( dans la gonade embryonnaire 
mâle (Barrionuevo et al., 2009; Chaboissier et al., 2004; Viger et al., 1998). Ces facteurs sont exprimés également dans lǯovaire post-natal (Salmon et al., 2005). Dans la gonade femelle, SOXͻ reste cytoplasmique pendant le début de lǯembryogenèse. Son expression est ensuite rapidement réprimée dans lǯovaire murin (Kent et al., 

1996; Morais da Silva et al., 1996). Plusieurs études effectuées sur lǯexpression de 

Sox9 dans lǯovaire adulte ont montré que son expression nǯest pas maintenue chez 
les mammifères, puisque la voie de signalisation WNT/ßcatenin réprime lǯexpression 
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 à des 

stades similaires a démontré que Sox9 est exprimé dans des cellules de la thèque 

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 thèque et nǯont pas dǯactivité steroïdogène (Notarnicola et al., 2006). Elles sont potentiellement 

importantes pour la production de collagène ou de laminine qui constituent la lame 
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basale (Rodgers et al., 2003). Cependant, le rôle fonctionnel de SOX9 dans lǯovaire 
adulte reste à élucider. 
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Chapitre IV: L’ovaire adulte 

 Une des fonctions principales de lǯovaire est la reproduction de lǯindividu via la production dǯovocytes. La structure requise pour mener à bien cette fonction est le follicule ovarien, qui est lǯunité fonctionnelle de lǯovaire. Chaque follicule est composé dǯun ovocyte et des cellules somatiques de la granulosa qui lǯentourent. 
Contrairement aux tissus dǯautres organes, le développement de chaque follicule 
ovarien est unique et donc chaque follicule représente une unité fonctionnelle indépendante au sein de lǯovaire (McGee & Hsueh, 2000). Lǯovaire adulte mature est composé à chaque instant donné dǯun grand nombre de follicules qui sont tous à un 

stade de développement différent (figure 7) 

 

 

1. Folliculogenèse  

 

Une des premières études visant à comprendre comment est initiée la 

formation des follicules est celle de (Hirshfield, 1992) qui a proposé lǯhypothèse de 
deux populations de follicules primordiaux dans lǯovaire post-natal de rat. A lǯaide 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 lǯovaire se développent à partir de progéniteurs quiescents 

durant la deuxième moitié de la vie embryonnaire. Les cellules de la granulosa du 

cortex ovarien dérivent par contre de cellules progénitrices qui se divisent de façon active. Lǯexistence de ces deux populations différentes de cellules progénitrices suggère quǯil y a ʹ populations différentes de follicules primordiaux dans lǯovaire de 
rat peu après la naissance. Les follicules de la zone médullaire entrent en croissance 

juste après leur formation alors que ceux du cortex ovarien peuvent croitre tout au long de la vie de lǯindividu. Une vingtaine dǯannées après ces premières expériences, une autre étude a apporté des résultats qui prouvent lǯexistence de ces ʹ populations de follicules par le biais de lǯexpression de Foxl2 dans ces deux populations à des stades différents du 

développement (Mork et al., 2012). Plus précisément, cette étude montre quǯà partir 
de 11.5 jpc et jusquǯà 14.5 jpc, des précurseurs des cellules de la granulosa qui sont  



 41 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 7: Structure de l’ovaire de souris adulte. Lǯovaire adulte peut être divisé en une zone corticale ȋcortex ovarienȌ et une zone 
médullaire (medulla ovarienne). Dans le tissu conjonctif lâche de la medulla 

ovarienne se trouvent les vaisseaux sanguins, alors que les ovocytes se trouvent dans 

la zone corticale à différents stade folliculaires. (http://app-asap.over-

blog.com/article-structure-de-l-ovaire-43833787.html) 
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Foxl2 négatives migrent à lǯintérieur de l Ǯovaire à partir de lǯépithélium de la gonade embryonnaire. Ces précurseurs continuent de proliférer avant dǯexprimer Foxl2, 

après quoi leur prolifération baisse de façon significative. Les cellules somatiques 

exprimant Foxl2 restent quiescentes dans la zone médullaire de lǯovaire pendant le 

reste du développement embryonnaire et recommencent à proliférer juste après la 

naissance. 

La seconde population de cellules précurseurs, qui prolifèrent de façon intense, commence à migrer à lǯintérieur de lǯovaire à partir de ͳͷ.ͷ jpc jusquǯà P4 

après la naissance. Cette deuxième population de cellules somatiques exprime Foxl2 

seulement après la formation des follicules primordiaux adultes, quelques jours après la naissance. Ces résultats appuient fortement lǯhypothèse posée par 
Hirshfield, (1992) mais des limites techniques nǯont pas permis de suivre le destin de 
chaque vague de follicules après la naissance des individus. 

Très récemment, une étude indépendante des précédentes a pu apporter beaucoup dǯinformations sur lǯorigine des deux populations de follicules 

primordiaux (Zheng et al., 2014). Grâce au modèle de souris Foxl2-CreERT2 ; mT/mG, 

le devenir des cellules qui expriment Foxl2 a été suivi. Après injection de tamoxifène 

aux mères gestantes à 16.5 jpc, les cellules qui expriment Foxl2 passent de la 

fluorescence rouge (tbTomato/ mT) à la fluorescence verte (EGFP/ mG). Il a ainsi été 

observé que les cellules exprimant Foxl2 participaient à la formation des follicules de 

la première vague de migration à P3 et P13 après la naissance. Lǯinjection du 
tamoxifène à P5 permet de suivre les cellules Foxl2 positives de la première vague de 

migration de la folliculogenèse, ainsi que celles qui participent à la formation des follicules primordiaux adultes. Ces résultats montrent bien quǯil y a deux vagues de migration des cellules précurseurs de la granulosa à lǯintérieur de lǯovaire et donc 
deux classes de follicules primordiaux (figure 8). 
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Figure 8: Deux classes de follicules primordiaux formés à partir de 2 vagues de 
cellules somatiques Foxl2 positives. 
Durant la vague embryonnaire, les cellules précurseurs des cellules somatiques, qui 

sont à ce stade Foxl2 négatives, migrent de lǯépithelium de la gonade à la région 
médullaire. Elles se différencient ensuite en cellules somatiques qui expriment Foxl2 

(pré-granulosa) à partir de 11.5 jpc et enfin en cellules de la granulosa de la première vague folliculaire après la naissance. La migration de ces cellules à lǯintérieur de lǯovaire dure jusquǯà environ ͳͶ.ͷ jpc. Pendant ce temps, le 2ème groupe de cellules 

précurseurs des cellules de la granulosa, qui sont Foxl2 négatives à ce stade, continuent de proliférer dans le cortex ovarien jusquǯà la naissance. Lǯexpression de 
Foxl2 est alors augmentée dans ces cellules après la formation des follicules 

primordiaux adultes, et constituent la vague néonatale de cellules Foxl2 positives 

(Zheng et al., 2014). 
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2. Maturation folliculaire 

 

2.1 Formation des follicules primordiaux  

 

Après la différenciation des cellules germinales primordiales, les ovogonies 

prolifèrent avec une cytocinèse incomplète. Ceci laisse les cellules filles connectées 

entre elles par des ponts intercellulaires. Les cellules germinales rentrent ensuite en 

méiose pour donner les ovocytes. A ce stade les ovocytes sont indépendants des cellules somatiques et la majorité dǯentre eux va entrer en apoptose au moment de la rupture de ce groupe dǯovocytes (Pepling & Spradling, 2001). La première étape de la  

folliculogenèse consiste en la formation des follicules primordiaux par dépôt des 

cellules squameuses pré-granulosa sur les ovocytes qui ont survécu à la rupture des 

kystes de cellules germinales. 

Parmi les voies apoptotiques importantes impliquées dans la réduction du nombre dǯovogonies, on retrouve les membres de la famille de protéines BCL ȋB Cell 
Lymphoma/leukemia), qui ont des fonctions opposées dans ce processus (Matzuk, 

2001). BCL2 et BCLX sont anti-apoptotiques alors que BAX promeut lǯapoptose des 
cellules germinales (Perez et al., 1999; Rucker et al., 2000). Une deuxième voie 

apoptotique impliquée dans ce processus est la voie des Caspases (Joshi et al., 2007). Ce sont des protéases responsables du clivage dǯun grand nombre de protéines au sein de la cellule, ce qui conduit à lǯapoptose. Lǯétude de ces voies a permis de démontrer que lǯapoptose est importante pour établir le stock de follicules primordiaux. )l a également été montré que lǯapoptose joue un rôle important tout au long de la folliculogenèse pour lǯatrésie folliculaire. 
FIGL (Factor In the GermLine ) 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 gène Figl sont stériles suite à une absence totale de follicules et dǯovocytes (Soyal et al., 2000). Plus précisément, alors quǯà ͳͺ jpc les souris mutantes ont le même nombre de cellules germinales que les 

souris contrôles, les follicules primordiaux ne se forment pas dans la période périnatale et il nǯy a plus dǯovocytes à partir de Pʹ. 
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2.2 Recrutement des follicules primordiaux  

 

Le recrutement folliculaire est généralement divisé en 2 catégories : lǯactivation initiale des follicules primordiaux, qui a lieu tout au long de la vie jusquǯà la ménopause et, après la puberté, le recrutement cyclique dǯun nombre limité de 
petits follicules parmi le groupe de follicules en croissance (McGee & Hsueh, 2000). 

Des modèles murins ont permis de définir plusieurs facteurs de transcription et 

voies de signalisation qui régulent cette étape de la folliculogenèse. La transition de 

follicule primordial au follicule primaire est marquée par un changement 

morphologique des cellules de la granulosa entourant le follicule, qui deviennent 

cuboïdales. Foxl2 est un facteur important de cette étape puisque les souris 

invalidées pour ce gène 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 nǯa pu être observé (Schmidt et al., 2004). Un autre 

gène important à cette transition de follicule primordial à follicule primaire est le 

gène 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 folliculogenèse (Bouilly et al., 2014). Lǯétude de Zheng et al., 2014 a démontré que la première vague de follicules 

constitue le stock de follicules croissants de P23 à P35 et que tous les follicules 

antraux à ce stade proviennent de cette même vague. Cette première vague de 

follicules primordiaux est caractérisée par un temps très court de maturation des 

follicules, comparé aux follicules primordiaux adultes (2ème vague) (Zheng et al., 

2014), et une production aberrante dǯenzymes steroïdogènes. Ceci mène à une baisse de la production dǯoestradiol (Galas et al., 2012). Une étude de transplantation dǯovaires adultes et néonataux sur des rates adultes ovariectomisées a permis de  démontrer que la première vague de follicules facilite la mise en place de lǯaxe 
hypothalamo-hypophysaire au début de la période de reproduction. Le rôle 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, 
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1999). AMH est exprimé dans les cellules de la granulosa des follicules pré-antraux 

et des follicules à petit antrum (Durlinger et al., 2002). Lǯactivation des follicules 
primordiaux, ainsi que la croissance des follicules peut être arrêtée par lǯAM( 
(Durlinger et al., 2002; Nilsson et al., 2007). Un rôle potentiel de la première vague 

de folliculogenèse serait donc de générer une cohorte de follicules en croissance, 

exprimant AMH afin de bloquer le développement des follicules primordiaux adultes. Enfin, plusieurs dǯétudes ont suggéré que la première vague de follicules 
entre en atrésie et dégénère rapidement (Eppig & Handel, 2012). Cependant les 

follicules de cette première vague sont capables de se développer in vitro et de 

donner naissance à des individus chez la souris et le rat après réimplantation 

(Popova et al., 2002). De plus, il a été récemment montré que la première vague de follicules persiste jusquǯà ͵ mois après la naissance et ces follicules sont les follicules 
ovulatoires dominants pendant cette période (Zheng et al., 2014). La première vague 

de follicules semble donc avoir également un rôle important pour la fertilité des 

jeunes adultes. 

 

 

2.3 Folliculogenèse pré-antrale  

 Elle est caractérisée par le développement de lǯovocyte, la prolifération des cellules de la granulosa et lǯacquisition dǯune couche cellulaire somatique 
supplémentaire, la thèque. Chez la souris, le développement de follicules pré-antraux 

commence 10 à 12 jours après 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 folliculogenèse, la communication entre lǯovocyte et les cellules somatiques qui lǯentourent devient plus évidente. Même si lǯovocyte a besoin des 
cellules somatiques pour son développement, le rythme de croissance du follicule 

dépend beaucoup de l Ǯovocyte qui secrète plusieurs facteurs nécessaires à la 

maturation folliculaire, tels que les membres de la famille du TGF-ß (transforming 
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growth factor ß), GDF9 (growth différenciation factor 9), BMP6 (bone 

morphogenetic protein 6) et BMP15 (Emori & Sugiura, 2014). 

 

 

2.4 Formation de la thèque 

 

Une fois que le follicule atteint le stade de 2 couches de cellules de la 

granulosa, un nouveau changement morphologique a lieu. La thèque se met en place 

autour du follicule (Hirshfield, 1991). Les cellules de la thèque interne, qui se forme 

autour de la membrane basale qui entoure les cellules de la granulosa, sont responsables de la production dǯandrogènes pour les cellules de la granulosa 
(Magoffin, 2005). La thèque externe se compose de fibroblastes, de cellules 

similaires à des cellules de muscle lisse et des macrophages et elle est importante pour lǯovulation. Les cellules qui se différencient en cellules de la thèque proviennent 
de précurseurs mésenchymateux qui sont déjà présents dans le stroma ovarien 

(Hirshfield AN, 1991). Comme la folliculogenèse pré-antrale, la formation de la 

thèque est indépendante des gonadotropines (Kumar et al., 1997). Après la 

formation de la thèque interne, la LH contrôle la production des androgènes par les 

cellules de la thèque. 

 

 

 2.5 Formation des follicules antraux 

 Lors de la formation de lǯantrum, 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. Lǯune dǯentre elles est la population de cellules de le granulosa dites murales, qui est importante pour la steroïdogenèse et lǯovulation. Les cellules de la granulosa du 

cumulus entourent lǯovocyte, favorisant sa croissance et son potentiel de 

développement. Ces deux populations différentes sont définies par des gradients opposés, la FS( qui provient de lǯhypophyse et les facteurs secrétés par lǯovocyte provenant de lǯintérieur 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 folliculogenèse à une régulation extra-ovarienne puisque lǯaxe 
hypothalamo-hypophyse-gonades commence à fonctionner. Les hormones FSH et LH 

sont donc indispensables à cette étape de la folliculogenèse. Elles sont les 

gonadotropines hypophysaires qui coordonnent le développement des follicules antraux et lǯovulation. Ces glycoprotéines hétérodimériques ont une sous-unité ß 

unique et une unité  commune. Plusieurs boucles de régulation positives et négatives dans lǯaxe hypothalamo-hypophyse-gonades coordonnent la maturation 

folliculaire et la sélection du follicule dominant ainsi que le comportement sexuel et 

la préparation à la grossesse. Même si les follicules pré-antraux sont déjà capables de 

répondre à la FSH, au stade antral la FSH devient essentielle (Kumar et al., 1997), non seulement pour prévenir lǯapoptose des cellules de la granulosa et lǯatrésie 
folliculaire (Chun et al., 1996), mais aussi pour la prolifération des cellules de la granulosa, la production dǯoestradiol et lǯexpression du récepteur de la L( (Richards, 

1994). Lǯovaire 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, l’expansion du cumulus, l’ovulation et la 

lutéinisation 

 La plupart des follicules en croissance vont entrer en atrésie avant dǯarriver 
au stade de follicule antral. Les follicules antraux seront sélectionnés pour leur 

capacité à répondre à la FSH parmi une cohorte qui arrivera au stade pré-ovulatoire. 

Puis ces follicules induisent un signal rétroactif sur lǯhypophyse par sécrétion dǯœstradiol et dǯinhibine. Le niveau de FS( baisse dans le sérum. Lǯaugmentation de la production dǯœstradiol par les follicules conduit à une augmentation de la 

production de LH, qui a pour résultat le pic de LH. Les follicules capables de 

répondre à ce pic sont ceux qui seront amenés à 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 rôle 

important pour le maintien de la grossesse. La formation du corps jaune à partir des cellules qui restent dans le follicule après lǯexpulsion de lǯovocyte, est déclenchée par lǯovulation. 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 à ses 

stades précoces. 

 

 

 3. L’épithélium de surface ovarien 

 Lǯépithélium de surface ovarien (ESO) dérive du mésothélium pelvien et 

recouvre l Ǯensemble de lǯovaire. Au stade embryonnaire, lǯESO provient de lǯépithélium cœlomique qui provient à son tour du mésoderme. Pendant et juste avant lǯarrivée des cellules germinales primordiales dans la crête génitale, les cellules de lǯépithélium cœlomique prolifèrent et certaines dǯentre elles pénètrent 

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 folliculogenèse. Plus tard durant le développement embryonnaire, lǯépithélium cœlomique de la surface latérale de la crête urogénitale prolifère et forme plusieurs 
invaginations, qui coalescent afin de former les canaux de Muller. Les canaux de Muller à leur tour donnent naissance à lǯépithélium du système génital supérieur ȋBarber NRK, ͳͻͺͺȌ. Lǯépithélium cœlomique embryonnaire peut donc se différencier de plusieurs façons différentes. LǯESO adulte garde le caractère non-engagé, pluripotent de son précurseur embryonnaire, lǯépithélium cœlomique. 

Il a un rôle important dans la physiologie ovarienne normale. Il participe à chaque cycle ovulatoire avec ses ruptures et réparations. )l a été démontré que lǯESO 
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autour du site dǯovulation est exposé à des cytokines inflammatoires et dǯautres 
facteurs produits au moment de la rupture du follicule, qui ont pour résultat dǯaugmenter la probabilité de dommages sur lǯADN (Murdoch & Martinchick, 2004). Lǯactivité mitogénique des cellules de lǯESO dans le processus de réparation de ce 
dernier pourrait donc favoriser la survie de cellules épithéliales ayant accumulé des 

mutations qui peuvent conduire à la transformation de ces cellules et finalement à des tumeurs ovariennes. Comme lǯovaire est une source riche dǯhormones, de facteurs de croissance et de cytokines, qui sǯy trouvent souvent à des concentrations 
plus élevées que les concentrations sériques normales, tous ces facteurs sont des candidats potentiels de la régulation de lǯESO (Lindgren et al., 2002). 

 

 

 4. Cancers ovariens 

 

En France, le cancer de lǯovaire concerne environ ͶͶͲͲ personnes par an. Cǯest le ͹ème 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 gènes responsables de lǯapparition et 
de la progression des cellules tumorales ne sont pas totalement identifiés à ce jour, il est dǯun 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 suggèrent 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 quǮelles sont responsables de plus de 
140.000 décès par an dans le monde (Jemal et al., 2011). 
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A lǯheure actuelle il est considéré que la plupart des carcinomes ovariens sont originaires de lǯESO, de kystes dǯinclusion post-ovulatoires formés après 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, lǯutilisation de contraceptifs oraux et lǯallaitement 
(Tortolero-Luna & Mitchell, 1995). Tous ces facteurs sont associés à un nombre réduit dǯovulation et il est considéré que lǯaugmentation du nombre dǯovulation durant la vie joue un rôle important dans lǯapparition de cancers ovariens 
(Ricciardelli & Oehler, 2009). Selon lǯhypothèse de lǯovulation incessante, chaque 

ovulation crée une blessure au niveau de lǯESO. Les cellules de ce dernier prolifèrent suite à la rupture afin de réparer lǯESO au site dǯovulation (Tortolero-Luna & 

Mitchell, 1995). Cependant, cette hypothèse est contradictoire avec le fait que des patientes présentant le syndrome dǯovaires 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 après lǯutilisation de médicaments indiqués en cas dǯinfertilité soutient le fait que la stimulation de lǯESO avec des gonadotropines augmente le risque de développement 
tumoral (Mok et al., 2007). Cette hypothèse est également appuyée par le fait que lǯincidence de cancers ovariens augmente après 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, endométrioïdes, ǲclear cellǳ et ǲtransitional cellǳ. )l était considéré jusquǯà récemment que ces carcinomes proviennent de lǯESO 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 dǯétablir 

un nouveau modèle pour la carcinogenèse ovarienne. Plus précisément, il y aurait 

deux catégories, désignées comme type I quand des lésions pré-tumorales ont été décrites au sein de lǯovaire, et type )) quand de telles lésions nǯont pas été identifiées 

et la tumeur pourrait être apparue de novo à partir de lǯESO ȋLanden C.N et al., 2008). 

Les tumeurs de type I ont un comportement indolent et semblent faire partie au départ dǯun 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 à lǯovaire 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 à des stades 

plus avancés et ont un profil génétique très instable. La plupart dǯentre elles 

présentent des mutations de p53 et beaucoup dǯentre elles ont des mutations 

également de gènes impliqués dans les cancers mammaires, tels que BRCA 1 et 2 

(George & Shaw, 2014; Santin et al., 2005). Il est considéré à ce jour que ces tumeurs peuvent se développer à partir de lǯépithélium des trompes de Fallope et/ou lǯESO 
(Przybycin et al., 2010). 

 

4.2 Tumeurs du stroma et des cellules de la granulosa 

 Ces tumeurs comprennent ͹% des cancers ovariens. La sécrétion dǯhormones 
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 à 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 façon très 

efficace. Ces tumeurs sont les tumeurs spontanées les plus communes chez la souris 

(Beamer et al., 1985). )l est important de noter quǯil y a à ce jour des preuves que 
chez certaines espèces, comme la souris, un nombre important de cellules de la granulosa proviennent de lǯESO durant la vie péri-natale (Mork et al., 2012 ; Zheng et al., ʹͲͳͶȌ. )l reste cependant inconnu si ces cellules, dérivées de lǯESO participent au 
développement tumoral. Des études menées sur des modèles animaux différents 

peuvent mener à lǯhypothèse que les cellules de la granulosa dérivées des cellules épithéliales de lǯESO, maintiennent une certaine plasticité et dans certains cas peuvent se développer de façon incontrôlée en lǯabsence dǯovocyte, 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 quǯelles se développent rapidement  (H. O. Smith et al., 

2006). Elles comportent plusieurs catégories, la plus fréquente étant les tératomes, 

qui se divisent eux mêmes en tératomes matures (bénins), immatures (malins) et 

monodermaux. Les tératomes cystiques matures présentent un grand intérêt parce quǯils contiennent des tissus adultes provenant des trois couches germinales, lǯectoderme, le mésoderme et lǯendoderme. De même 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 à partir dǯembryons qui commencent à se développer en absence de fécondation 

(Stevens & Varnum, 1974). 

 

 

5. La voie WNT dans l’ovaire adulte 

 Lǯimportance de la voie WNT dans le développement de lǯovaire 
embryonnaire est à ce jour établie puisque lǯétude de modèles murins de perte de 
fonction de Wnt4 a montré une absence totale dǯovocytes dans lǯovaire 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 lǯOSE.  Lǯétude des souris invalidées pour Wnt2 nǯa cependant pas pu montrer de 

problème 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 problèmes de fertilité du à un défaut dǯimplantation. Les corps jaunes de ces souris ne se développent pas normalement, ce qui explique le défaut dǯimplantation observé (Hsieh et al., 2005). 

Il a également été montré très récemment que Wnt4 est non seulement 

important pour la différenciation ovarienne au stade embryonnaire, mais aurait également un rôle dans lǯovaire adulte (Prunskaite-Hyyryläinen et al., 2014). En 

croisant des souris ayant le gène Wnt4 floxé avec 2 lignées murines différentes 

(Amhr2Cre et doxycycline-inducible Rosa(rtTA)-knock-in Cre) les auteurs ont pu 

observé que la folliculogenèse chez ces femelles est compromise. Ces souris sont 

donc sévèrement hypofertiles. Ces défauts ont été associés dans la même étude avec 

des anomalies de la polarité cellulaire au sein des follicules. La laminine et le 

collagène IV ont assemblé des structures de membrane basale ectopiques, les 

composants des jonctions adhérentes ont perdu leur patron dǯexpression polarisé et lǯexpression de la connexin Ͷ͵ est réduite de ͵Ͳ%. De plus, lǯexpression de lǯAmh est 
inhibée en absence de Wnt4 (Prunskaite-Hyyryläinen R et al., 2014). Il est donc clair 

que la signalisation induite par Wnt4 est nécessaire à la maturation folliculaire, lǯexpression de lǯAmh et lǯorganisation polarisée des cellules folliculaires. 
Enfin, lǯétude dǯun modèle murin de stabilisation de ßcatenin dans lǯovaire a 

montré que ces souris développent des structures anormales ressemblant à des follicules mais dans lesquels il nǯy a pas dǯovocytes et que ces structures dégénèrent 

en cancers (Boerboom et al., 2005). Cette étude a permis de démontrer le rôle 

important de ßcatenin dans la prolifération, la différenciation et la survie des cellules 

de la granulosa. 

 Mis à part la fonction de la voie WNT dans lǯovaire normal, un lien entre cette 
voie et les tumeurs ovarienne a également été établi puisque des mutations de 

ßcatenin ont été découvertes dans des cas de cancers ovariens (Saegusa & Okayasu, 

2001). Le plus souvent, la dérégulation de la voie est due à une mutation du gène de 

ßcatenin, mais des mutations inactivatrices de APC, AXIN1 et AXIN2 ont également 

été observées (Wu et al., 2001). 
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Objectifs de la thèse 
 

 

 Rspo1 et Sox9 sont connus comme étant des facteurs clés de la détermination 

du sexe femelle et mâle respectivement. Comme décrit dans lǯintroduction, les mutations de ces gènes peuvent induire des inversions de sexe chez lǯhumain et la 
souris (Parma et al., 2006 ; Chassot et al., 2008 ; Houston et al., 1983 ; Chaboissier et 

al., 2004). Mon travail de thèse se divise en deux parties distinctes : aȌ Lǯétude du rôle 
de Sox9 et R-spondin1 dans les pathologies dǯinversion de sexe chez la souris et bȌ Lǯétude du rôle de R-spondin1 dans lǯhoméostasie de lǯovaire adulte chez la souris. 

 

a) Un des gènes clefs de la détermination ovarienne, R-spondin1, a été découvert chez une famille de patients atteints dǯhyperkératose palmoplantaire. Son 
invalidation chez la souris conduit à une inversion de sexe chez les individus XX qui apparaît autour de la naissance ȋParma et al., ʹͲͲ͸Ȍ. Lǯapparition des cordons testiculaires est concomitante avec lǯexpression de Sox9 ce qui suggère que Sox9 est le 

facteur responsable de la différenciation testiculaire dans les gonades XX Rspo1-/-. 

Pour tester cette hypothèse, nous avons besoin dans un premier temps dǯun modèle viable dǯinvalidation conditionnelle du gène Sox9 dans la gonade Sox9flox/flox ; 

Sf1 :creTr/+. Tous les modèles précédemment utilisés présentent un fort taux de 

mortalité, qui empêche de construire des modèles murins composites (Chaboissier et 

al., 2004 ; Barrinuevo et al., 2006).  Pour la réalisation de la suite de cette étude, la génération dǯun modèle viable et permettant une invalidation efficace du gène Sox9 

dans les gonades est indispensable. 

Dans un second temps nous allons mettre en place un modèle de double invalidation 

des gènes R-spondin1 et Sox9 pour tester si Sox9 est responsable de lǯinversion de 
sexe chez les souris XX Rspo1-/-. Si Sox9 est nécessaire à lǯinversion de sexe, nous nous attendons à ce quǯaucun cordon testiculaire ne se forme en absence de Sox9. Il est 

possible que les gonades XX Rspo1-/- ; Sox9flox/flox ; Sf1 :creTr/+ restent indifférenciées ou quǯelles se développent en ovaires. Cette partie de lǯétude 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 rôle de R-spondin1 dans la détermination ovarienne est déjà bien 

établi. Cependant le rôle de ce gène dans la physiologie de lǯovaire adulte reste à 

étudier. Une analyse fonctionnelle par mutation de perte-de-fonction et gain-de-

fonction permettra de définir le rôle de R-spondin1 dans lǯovaire après la naissance. 
Le modèle murin dǯinvalidation complète de R-spondin1, généré au laboratoire 

conduit à une inversion de sexe chez la plupart des individus (Chassot et al., 2008). 

Pour analyser le rôle de R-spondin1 dans les gonades XX Rspo1-/-  après la naissance, il faut obtenir des gonades qui ne présentent pas ou peu dǯinversion de sexe. )l a été montré que la pénétration du phénotype dǯinversion 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 Rspo1-/- de différents 

fonds génétiques. Le fond génétique 129SV favorise la masculinisation contrairement 

au fond génétique C57Bl6. Cependant, R-spondin1  est nécessaire au développement 

de la glande mammaire (Chadi et al., 2009). Lǯablation dǯune copie de ce gène sur fond 
génétique C57Bl6 affecte sévèrement le développement de la glande mammaire, lǯallaitement des souriceaux et leur survie. De ce fait, ce fond génétique ne peut être 
utilisé dans notre analyse. Dans un second temps nous étudierons un modèle dǯexpression constitutive de 
R-spondin1 dans lǯovaire. Il a été montré que le niveau dǯexpression de R-spondin1 diminue drastiquement à lǯâge adulte (Auguste et al., 2011)(Uhlenhaut et al., 2009). Ainsi lǯanalyse de ce modèle nous permettra de comprendre le rôle de R-spondin1 dans le développement de lǯovaire après  la détermination du sexe et éventuellement dans lǯapparition de pathologies ovariennes. Cette hypothèse est appuyée par lǯétude de Boerboom et al., ȋʹͲͲͺȌ dans laquelle lǯactivation constitutive de ßcatenin dans lǯovaire induit lǯapparition de structures folliculaires anormales qui dégénèrent en 
tumeurs des cellules de la granulosa. 
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A. Sox9/R-spondin1 et l’inversion de sexe 
 

 

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

Résumé 

 
Chez les mammifères, la différenciation de la gonade est la première étape de la détermination du sexe. Lǯexpression de Sry, situé sur le chromosome Y, conduit à lǯexpression du facteur de transcription Sox9, promouvant par la suite la 

différenciation testiculaire. )l a déjà été montré quǯen absence de Sox9 les gonades foetales XY expriment des marqueurs ovariens. Afin dǯidentifier les réseaux génétiques impliqués dans lǯinversion de sexe, nous avons réalisé une étude globale 

du transcriptome de gonades mutantes et contrôles de souris à 13,5 jpc. Nous avons utilisé des gonades dǯindividus 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 contrôles à 11,5 jpc. Nous avons observé 

un profile transcriptionnel intermédiaire entre celui des gonades mâles et femelles. 

Cependant, les gonades XY Sf1:Cre(TG/+); Sox9(flox/flox) se développent en tant quǯovaires XY contenant des follicules à PͲ. Par quantification, nous avons montré 
que les follicules sont moins nombreux chez les femelles XY mutantes par rapport à 

des femelles contrôles. De plus, ces femelles XY présentent une fertilité réduite de ʹ/͵ par rapport à leurs sœurs contrôles. En effet, la majorité de ces ovocytes ne se 
développent pas au delà 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 quǯen nombre réduit en comparaison avec la descendance de 

femelles contrôles. 
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 2. Article 2- L’inversion de sexe des souris XX Rspo1 

mutantes peut avoir lieu en l’absence des déterminants 

testiculaires Sry et Sox9.  

 

Résumé 

 

Chez les mammifères, la détermination sexuelle mâle est gouvernée par lǯexpression de Sox9, alors que chez la femelle le développement des ovaires dépend de lǯexpression de R-spondin1 (RSPO1), un activateur de la voie de signalisation 

WNT/ßcatenin . Des analyses génétiques de modèles murins ont montré que Sry et 

Sox9 sont tous les deux requis et suffisants pour induire le développement 

testiculaire. Ces gènes sont considérés comme les déterminants majeurs de la voie de différenciation mâle. En outre, lǯinversion de sexe chez les individus XX invalidés 
pour le gène Rspo1, concorde avec lǯexpression de Sox9, suggérant que ce facteur de 

transcription induit une différenciation testiculaire dans des conditions 

pathologiques. De manière inattendue, nous montrons que la différenciation testiculaire sǯopère en lǯabsence de lǯexpression de Sox9 chez les individus XX 

invalidés pour les gènes Rspo1 et Sox9 (XX Rspo1(KO)Sox9(cKO)). Ceci indique que 

Sry et Sox9 ne sont pas indispensables à lǯinversion sexuelle de type mâle XX chez les 

individus mutés pour Rspo1. Les analyses moléculaires suggèrent que lǯexpression de 

Sox8 et Sox10 permettent la différenciation testiculaire en lǯabsence de Sox9 chez les 

souris Rspo1(KO)Sox9(cKO). De plus, également les souris XY Rspo1(KO)Sox9(cKO) 

présentent un développement testiculaire, nos résultats montrent que Rspo1 est lǯacteur principal de lǯinversion de sexe de type femelle XY chez les souris XY 
Sox9(cKO). R-spondin1 est donc un activateur essentiel du développement ovarien, 

non seulement dans des conditions normales, mais aussi dans les cas dǯinversion de 
sexe. Ces résultats démontrent que la voie de différenciation mâle et la voie femelle 

sont toutes les deux induites par des voies génétiques actives et distinctes. Le dogme 

qui considère la voie de différenciation femelle comme une voie par défaut a donc besoin dǯêtre révisé. 
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B. Développement normal et pathologique de l’ovaire 
 
 
 

Après avoir étudié le rôle 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 rôle de R-spondin1 dans la physiologie de lǯovaire adulte.  Comme nous lǯavons démontré dans le deuxième article, une régulation fine 

entre la voie femelle, activée par R-spondin1 et la voie mâle, 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, dǯévaluer le rôle de R-spondin1 dans la gonade adulte. Dans 

cette étude nous avons étudié spécifiquement le rôle de R-spondin1 dans la 

physiologie de l Ǯovaire adulte. 
Pour cela deux modèles murins ont été utilisés : Tout dǯabord le modèle de 

souris invalidé pour le gène R-spondin1, Rspo1KO, utilisé dans les études décrites 

précédemment. Nous avons également utilisé un modèle murin dǯexpression 
ectopique de R-spondin1, R26 : Rspo1 TG/+ croisé avec la lignée Sf1 :Cre, utilisée 

également dans les études décrites précédemment (Bingham et al., 2006). Cette recombinase Cre permet lǯexpression de R-spondin1 de façon ectopique dans les 

tissus somatiques de la gonade (folliculaires et stéroïdogènes). 

 

 

1. Patron d’expression de R-spondin1 et de la voie de 

signalisation WNT/ßcatenin . 

 
 

Il est déjà démontré que R-spondin1 et la voie WNT/ßcatenin sont fortement exprimés dans lǯovaire embryonnaire et sont nécessaires à la différenciation 
ovarienne (Chassot et al., 2008). Pour définir ses rôles potentiels dans la physiologie de lǯovaire adulte, nous avons tout dǯabord établi le patron dǯexpression et dǯactivation des acteurs principaux de la voie de signalisation de R-spondin1 à différents temps autour de la naissance et à lǯâge adulte. 
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Figure 10 : Expression de R-spondin1 et activation de la voie Wnt/ßcatenin en 
aval. A) Patron dǯexpression de R-spondin1 par hybridation in situ dans lǯovaire à 
différents stades du développement : son expression est forte au stade embryonnaire 

(16.5 jppȌ et se situe dans lǯESO et les cellules de la pré-granulosa. Son expression 

diminue ensuite après la naissance (PͶ, PͺȌ et devient restreinte à lǯESO et faiblement dans les follicules formés à Pͺ. Son expression est faible à lǯâge adulte et se situe dans lǯESO et dans les follicules situés dans la partie corticale de lǯovaire. B) Coloration ß-galactosidase dǯovaires de souris Axin2/LacZ âgées de ͵ mois. Lǯexpression dǯAxin2 se situe principalement dans lǯESO et dans les follicules du stade primaire à pré-antral. 
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Comme démontré par des expériences de qPCR réalisées précédemment, R-

spondin1 est très fortement exprimé dans lǯovaire embryonnaire (Auguste et al., 

2011)(Uhlenhaut et al., 2009). Par hybridation in situ sur des sections dǯovaires à 
plusieurs âges, nous avons montré que son expression diminue autour de la naissance ȋPͲȌ et un deuxième pic dǯexpression plus faible apparaît entre P0 et P8. 

Par la suite, une faible expression de R-spondin1 est maintenue à lǯâge adulte dans 

certains follicules ovariens tandis que lǯexpression de R-spondin1 reste forte dans lǯépithélium de surface ovarien ȋESO)(Figure 10A).  Nous avons ensuite caractérisé la localisation de lǯactivation de la voie 
WNT/ßcatenin dans lǯovaire de souris âgées de ͵ mois. Pour cela, nous avons utilisé 

un modèle murin dans lequel la séquence LacZ a été inséré sous le contrôle du 

promoteur du gène Axin2 (Lustig et al., 2002), une cible directe de ßcatenin. Nous 

avons visualisé lǯactivation de la voie par un marquage ß-galactosidase. Lǯanalyse de plusieurs sections a permis de définir que lǯactivation de la voie ßcatenin se situe principalement au niveau de lǯESO ainsi que des follicules ovariens. Lǯanalyse de 
plusieurs coupes a permis de définir que les follicules marqués sont des follicules allant jusquǯau stade pré-antral (Figure 10B). 

 

Nous avons également analysé des ovaires de souris LGR4 :LacZ et 

LGR5 :LacZ , âgées de 3 mois, afin de voir la localisation de deux récepteurs 

potentiels de R-spondin1 dans lǯovaire. Les marquages ß-galactosidase sur 

cryosections montrent que ces récepteurs sont principalement localisés au niveau 

des corps jaunes et très faiblement au niveau de lǯESO ȋFigure ͳͳaȌ. Comme pour lǯanalyse de lǯactivation de la voie WNT/ßcatenin, lǯanalyse de plusieurs coupes en 
série est nécessaire pour confirmer ce résultat. 
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Figure 11a : Localisation des récepteurs LGRͶ et LGRͷ dans l’ovaire de souris 
adulte. Le marquage ß-galactosidase effectué sur des ovaires de souris Lgr4:LacZ et 

Lgr5:LacZ montre que les deux récepteurs de Rspondin1 sont exprimés fortement 

dans les corps jaunes des ovaires normaux et semblent très légèrement exprimés dans dǯautres structures telles que lǯESO et certains follicules. 
 

 

 

 

 

 
 

Figure 11b : Activation de la voie Wnt/ßcatenin dans les ovaires de souris 
Rspo1KO. Coloration ß-galactosidase dǯovaires de souris Axin2/LacZ ; Rspo1+/+ et 

Axin2/LacZ ; Rspo1-/-. Chez les contrôles, lǯexpression dǯAxin2 se situe principalement dans lǯESO et dans les follicules du stade primaire à pré-antral. Chez les souris Rspo1-

/- lǯexpression dǯAxinʹ se situe également dans les mêmes structures. 
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2. Rôle de R-spondin1 dans le développement et le maintien 

de l’ovaire. 

 Après avoir défini lǯexpression de R-spondin1 dans lǯovaire de souris du stade embryonnaire au stade adulte, ainsi que lǯactivation de la voie de signalisation 
WNT/ßcatenin en aval, nous avons voulu évaluer si son rôle dans lǯovaire adulte est 
crucial. Pour cela nous avons utilisé le modèle de souris invalidées pour le gène R-

spondin1, généré au laboratoire (Chassot et al., 2008). Les individus XX Rspo1KO 

présentent une inversion de sexe partielle, comme décrit dans cette étude. 

Cependant, ce modèle murin a été généré et étudié de façon approfondie lors du développement foetal mais très succinctement chez lǯadulte.  Nous avons tout dǯabord procédé à lǯanalyse des ovaires de souris 
Axin2/LacZ ; Rspo1+/+ et Axin2/LacZ ; Rspo1-/- afin de voir si la voie de signalisation 

WNT/ßcatenin est réprimée en absence de  R-spondin1. Nous avons observé que la 

voie WNT/ßcatenin reste activée dans les gonades Rspo1-/- de façon similaire aux ovaires contrôles ȋFigure ͳͳbȌ, dans lǯESO et les follicules jusquǯau stade pré-antral. Cependant, lǯanalyse dǯun plus grand nombre de sections de ces ovaires permettra de 

confirmer les stades folliculaires où Axin2 est exprimée. 

Nous avons ensuite étudié des gonades de souris de fond génétique mixte Cͷ͹Bl͸/ͳʹͻSV âgées de ͸ mois et nous avons tout dǯabord observé une taille réduite 
de ceux-ci comparés aux ovaires de souris contrôles (Figure 12). Lǯanalyse histologique de ces échantillons montre une variabilité du 
phénotype entre les individus et selon le plan de coupe. Certaines gonades Rspo1-/- 

présentent plusieurs corps jaunes alors que dǯautres présentent de grandes cavités dépourvues dǯovocytes (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 lǯESO est observé dans la majorité des gonades invalidées pour le gène R-

spondin1 (Figure 14). Cet épaississement est constitué de cellules de forme allongée 

comme le montrent les noyaux de ces cellules. Cette forme nǯest jamais retrouvée parmi les cellules de lǯESO de souris contrôles. 
 

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

fibres de collagène de type I et III en plus des muscles. Ce marquage a révélé que les  
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Figure 12 : Vue macroscopique des ovaires de souris contrôles et Rspo1KO 

âgées de 6 mois. Les ovaires mutés pour le gène Rspo1 sont de taille inférieure par 

rapport à un ovaire contrôle.  

 

 

 
 
Figure 13 : Histologie des ovaires de souris contrôles et Rspo1KO âgées de 6 
mois. Les ovaires invalidés pour le gène Rspo1 présentent une histologie fortement 

anormale, avec moins de follicules ainsi que dans certains cas des cavités vides dǯovocytes. 
 

 
 

 
 

Figure 14 : Vue détaillée de l’ESO de souris contrôles et Rspo1KO âgées de 6 
mois. Chez les souris Rspo1KO, lǯESO est épaissi et les cellules qui le constituent ont une morphologie allongée différente de celle de lǯESO de souris contrôles qui est constitué dǯune simple couche de cellules épithéliales 
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Figure 15 : Localisation du collagène dans les ovaires de souris contrôles et 
Rspo1KO âgées de 6 mois. Les ovaires des souris Rspo1KO produisent un niveau 

très élevé de collagène comparé aux souris contrôles, situé principalement au niveau 

de la surface ovarienne. 
 

 

 

gonades des individus XX Rspo1KO possèdent plus de fibres de collagène comparé 

aux ovaires contrôles (Figure 15). Plus précisément, cette accumulation de collagène 

se situe principalement au niveau de lǯESO quand celui-ci est épaissi et dans lǯensemble de lǯovaire dans le cas des individus présentant les phénotypes les plus 

marqués (riche en tissu conjonctif). Lǯhistologie des gonades de femelles XX Rspo1KO âgées de 6 mois montre clairement que lǯorgane est sévèrement affecté par lǯinvalidation du gène de R-

spondin1. Nous avons par la suite essayé de caractériser le phénotype observé dǯun point de vue moléculaire. Tout dǯabord avec un anticorps anti-FOXL2 (marqueur des 

cellules de la granulosa des follicules et la thèque), nous avons évalué la présence ou non dǯune inversion de sexe chez ces individus. Nous avons pu observer la présence 

de follicules chez les souris contrôles 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 lǯépithélium de surface ovarien. E-Cadherin nǯest pas exprimée à la surface de la plupart des gonades Rspo1KO. Seuls 

1/3 des gonades gardent ce marquage. Cependant, les cellules de lǯépaississement au niveau de lǯESO ne sont pas marquées ; seule la couche extérieure montre la 

présence de E-Cadherin. Le fait que ces cellules perdent lǯexpression de E-Cadherin indique quǯelles perdent leurs propriétés de cellules épithéliales. Afin dǯétudier si ces 
cellules sont des cellules mésenchymateuses, nous avons utilisé un marqueur de ces 

cellules, la Vimentine. ȋFigure ͳ͸Ȍ Lǯabsence de marquage par la Vimentine suggère que les cellules de lǯépaississement de lǯépithélium ovarien ne sont pas des cellules 
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mésenchymateuses. Cela reste cependant à confirmer avec dǯautres 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 WTͳ est exprimé dans lǯépithélium 
de surface des ovaires de souris contrôles mais pas dans celui des gonades Rspo1KO. Cela suggère que lǯexpression de WTͳ est régulée par RSPOͳ soit par un mécanisme 

de rétrocontrôle de RSPO1 sur WT1 ou parce que les cellules anormales de lǯépithélium de surface nǯont plus la capacité dǯexprimer WTͳ ȋFigure ͳ͸Ȍ. 
 

 

Les souris XX Rspo1KO présentent de sévères anomalies au niveau gonadique 

au stade adulte. De plus, lǯablation de R-spondin1 au niveau de lǯESO induit des 
désorganisations et potentiellement des différenciations anormales de ce tissu. Etant 

donné la forte expression de R-spondin1 dans lǯESO contrôle, il est vraisemblable que 
ce facteur est impliqué dans les mécanismes dǯovulation et plus particulièrement dans la réparation de lǯESO après la rupture et lǯexpulsion de lǯovocyte. Cependant, R-

spondin1 est un gène clé du développement précoce de lǯovaire. Les anomalies 

observées dans la gonade adulte pourraient provenir dǯun défaut de spécification des lignées cellulaires fœtales comme en témoigne lǯinversion sexuelle de certaines 
cellules de la granulosa. Pour étudier le rôle potentiel de R-spondin1 dans les processus dǯovulation/réparation, il faut utiliser un modèle dǯinvalidation conditionnelle qui permet la délétion du gène dǯintérêt dans lǯovaire différencié. 
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Figure 16 : Identification des types cellulaires présents dans les gonades des 
souris Rspo1KO âgées de 6 mois. Présence de follicules chez les souris contrôles et 

Rspo1KO (FOXL2), absence de E-cadhérine dans lǯESO des ovaires Rspo1KO sans 

apparition de marqueurs mésenchymateux tels que Vimentin. Absence également de WTͳ dans lǯESO de ces souris. 
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3. Caractérisation des tumeurs ovariennes dues à l’expression 

de R-spondin1 

 

3.1 Modèle d’expression ectopique de R-spondin1 

 Les résultats de lǯétude du rôle de Rspo1 montre que ce facteur est nécessaire au maintien de lǯétat quiescent des cellules de pré-granulosa en période fœtale. 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 lǯexpression de R-spondin1 semble diminuer dans les cellules folliculaires au cours de leur maturation. Pour étudier si lǯexpression de 
R-spondin1 doit être réprimée au cours du développement ovarien, nous avons réalisé lǯétude du mutant de gain-de-fonction de R-spondin1. Afin dǯexprimer de R-

spondin1 de façon ectopique, le laboratoire dǯAndreas Schedl a généré un modèle 

murin dans lequel le ADNc de R-spondin1 est inséré dans le locus de Rosa26 (données 

non publiées). Le croisement de ces souris avec la lignée transgénique Sf1 :Cre 

(Bingham et al., 2006) a permis dǯinduire lǯexpression de R-spondin1  dans les cellules somatiques de lǯovaire. Les individus XX Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre et 

Rosa26Rspo1/Rspo1 ; Sf1;Cre sont hypofertiles jusquǯà lǯâge de Ͷ mois et deviennent infertiles dès lǯâge de ͸ mois. Nous devons cependant compléter ces résultats 
préliminaires en augmentant le nombre de femelles étudiées (Tableau 1). 

 

Les individus XY Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre et Rosa26Rspo1/Rspo1 ; Sf1;Cre sont fertiles 

et se reproduisent de façon normale. Ceci est du probablement au fait que le site 

Rosa26 est très peu exprimé dans le testicule. Lǯexpression de R-spondin1 dans les ovaires résulte en une hyperplasie de ces 

organes en comparaison avec des ovaires de souris contrôles du même âge. Les 

ovaires mutants présentent un grand nombre de kystes visibles à la surface de lǯovaire ȋFigure ͳ͹- panel du hautȌ. Nous avons vérifié que lǯexpression ectopique de 
R-spondin1 dans lǯovaire est bien effective en effectuant des hybridations in situ avec 

la sonde dirigée contre R-spondin1 utilisée précédemment pour établir le patron dǯexpression de ce dernier. Lǯexpression observée dans lǯovaire contrôle est celle 
observée précédemment (Figure 10), et son expression est fortement augmentée  
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Tableau 1 : Nombre de souriceaux par portée chez des souris contrôles et des 

souris XX Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre et Rosa26Rspo1/Rspo1 ; Sf1;Cre  

 

 

dans les ovaires des individus Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre (Figure 17- panel du milieu). De 

plus, un marquage ß-galactosidase sur des ovaires contrôles et R26Rspo1/+; 

Axin2 :LacZ ; Sf1: CRE montre une forte activation de la voie de signalisation 

canonique de la ßcatenin, dont Axin2 est la cible directe (Figure 17- panel du bas). 

Ceci montre que R-spondin1 active la voie WNT/ßcatenin  canonique dans notre 

modèle murin. 

 Lǯanalyse histologique par marquage (E ȋ(ematoxyline-Eosine) des ovaires 

hyperplasiques observés chez les souris XX Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre et Rosa26Rspo1/Rspo1 ; 

Sf1;Cre a été effectuée en collaboration avec le Dr. Katja Teerds (Utrecht University, 

Netherlands). Cette analyse montre une très grande variabilité du phénotype avec la 

présence de kystes souvent remplis de sang (Figure 17- panel du haut). Des kystes similaires nǯont pas été observé dans les contrôles examinés. De plus, les souris XX 

Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre présentent un nombre réduit de follicules antraux à 12 mois 

mais semblent en revanche contenir plus de tissu interstitiel dans lequel est retrouvé un grand nombre de follicules dǯapparence pré-antrale (Figure 18A et cercles noirs). 

Ces follicules pourraient correspondre à des follicules atrétiques. Certains corps 

jaunes contiennent des érythrocytes (Figure ͳͺBȌ. Ce phénomène nǯest jamais 
observé dans les ovaires de souris contrôles. 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 dǯun ovaire contrôle et dǯun ovaire Rʹ͸Rspo1/+; Sf1: CRE. Lǯovaire transgénique montre une augmentation importante de sa taille comparé à 
un ovaire contrôle et quelques kystes remplis de sang sont apparents à sa surface. 

Rspo1 est exprimé partout dans lǯovaire transgénique, alors que son expression est située au niveau de lǯESO et des follicules du cortex ovarien dans lǯovaire contrôle. Lǯactivation de la voie de signalisation Wnt/ßcatenin par marquage ß-

galactosidase est visualisée et elle est importante dans les ovaires de souris 

R26Rspo1/+; Axin2 :LacZ ; Sf1: CRE, comparée à celle dǯun ovaire contrôle. 
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3.2 Apparition du phénotype 

 

Les ovaires des souris XX Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre sont donc hyperplasiques et 

présentent plusieurs anomalies en comparaison avec des ovaires contrôles. Nous nous sommes intéressés par la suite à lǯapparition du phénotype. A P28  (jour post partumȌ, lǯanalyse histologique montre un grand nombre de follicules (Figure 19- panel du hautȌ. Afin de déterminer si ces follicules sont dépourvus dǯovocytes, 
comme ceux observés à 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 quǯà cet âge tous les follicules, sauf quelques rares 

exceptions, ont un ovocyte. Ceci reste cependant à quantifier. La même analyse à P40 

montre que, contrairement à P28, les follicules se situant principalement dans la partie médullaire de lǯovaire sont dépourvus dǯovocytes. Ces résultats nous ont 
permis de conclure  que le phénotype folliculaire des ovaires de souris Rosa26Rspo1/+ ; 

Sf1:Cre adultes est déjà présent à P40.  

A ce stade la question se pose de savoir si le nombre accru de follicules que lǯon observe à Pʹͺ, PͶͲ et plus tardivement, est du à la formation dǯun plus grand 
nombre de follicules au moment de la folliculogenèse ovarienne. Une seconde explication peut être une diminution de lǯatrésie folliculaire qui a normalement lieu 

dans un ovaire contrôle.  Pour déterminer cela nous avons quantifié par PCR quantitative lǯexpression de gènes spécifiquement exprimés dans les ovocytes ȋMvh) 

et les cellules de la granulosa (Foxl2) de souris Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre et de souris 

contrôles pendant (P0) et à la fin (P8) de la folliculogenèse normale. Nous avons 

également quantifié l Ǯexpression de R-spondin1 aux mêmes âges afin de confirmer 

une fois de plus notre modèle. R-spondin1 est exprimée plus fortement chez les 

souris Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre que contrôles à P0 et à P8 (Figure 20A). P0 est un temps 

qui se situe entre les deux vagues de la folliculogenèse, et P8 correspond a la fin de la folliculogenèse chez la souris. A PͲ, nous nǯobservons pas de différence dǯexpression 

des gènes Foxl2 et Mvh ce qui suggère que le nombre dǯovocytes et de cellules de 
granulosa est similaire entre ovaires mutants et contrôles (Figure 20B). A P8, nous observons une baisse significative de lǯexpression de Mvh dans les ovaires mutants 

(p< 0.05). A P8, les cellules de la granulosa prolifèrent pour constituer les follicules primaires et secondaires. Cette réduction dǯexpression de Mvh nǯest peut-être pas  
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Figure 18 : Histologie des ovaires des souris R26Rspo1/+; Sf1: CRE. Lǯanalyse montre que ces ovaires présentent un grand nombre de follicules pré-

antraux anormaux qui ne sont pas présents dans les ovaires de souris contrôles 

(panel du haut). Les anomalies observées sont principalement  des structures 

folliculaires anormales dépourvues dǯovocytes ȋAȌ, la présence dǯérythrocytes 
dans des corps jaunes (B) et la présence de keratinocytes sur la paroi interne de 

certains kystes (C). 
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due à une diminution du nombre dǯovocytes mais à une augmentation des autres 
composants cellulaires de lǯovaire. Pour estimer cela, nous avons réalisé des expériences dǯimmunodétection en utilisant un anticorps dirigé contre MV( ȋMouse 
Vasa Homologue), qui marque toutes les cellules germinales. En quantifiant les 

ovocytes et en rapportant ce chiffre à la surface ovarienne quantifiée nous obtenons 

les données regroupées dans la figure 20C. Ces données suggèrent une légère baisse du nombre dǯovocytes dans les ovaires des souris Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre comparés 

aux ovaires de souris contrôles du même âge (P7). Cependant ces résultats sont préliminaires et doivent être répétés sur un plus grand nombre dǯindividus pour être 
statistiquement significatifs.  Ces données indiquent que le nombre de follicules 

formés dans ces ovaires est équivalent entre ovaires mutants et contrôles au cours 

de la folliculogenèse. Le grand nombre de follicules observés à des temps plus tardifs 

pourrait donc être dû à un défaut dǯatrésie folliculaire, qui conduirait à une 
accumulation de follicules anormaux. 

 

 

 

3.3 Caractérisation des structures folliculaires anormales 

 Après avoir déterminé le temps dǯapparition des anomalies des ovaires de 
souris Rosa26Rspo1/Rspo1 ; Sf1:Cre, nous avons mieux caractérisé le phénotype observé. 

 

3.3.1 Les cellules constituant les structures folliculaires anormales ont 

une double identité 

 Tout dǯabord 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 FOXL2 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 très désorganisée comparée aux 

follicules normaux (Figures  21-22). Les cellules de la granulosa proviennent de lǯESO, précédemment épithélium cœlomique, comme décrit dans lǯintroduction. Ces cellules font partie au départ dǯun  
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Figure 19 : Analyse histologique des souris contrôles et gain de fonction de R-

spondin1 autour de la puberté. A P28, un grand nombre de follicules dont certains 

semblent anormaux ont pu être observés dans les ovaires de souris R26Rspo1/+; Sf1: 

CRE. Plusieurs ovocytes ont cependant pu être 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 contrôles et gain-de-fonction de R-spondin1 à P0 et P8. A) Lǯexpression 
de R-spondin1 est plus importante chez les individus XX Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre 

comparés aux contrôles, confirmant ainsi notre modèle de gain-de-fonction. B) A P0 nous nǯobservons pas de différence dǯexpression de FOXLʹ et MV( entre les 
contrôles et les souris XX Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre. A P8 cependant, une réduction significative dǯexpression de MV( est observée entre les contrôles et les souris XX 

Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre  (p<0.05). C) Cette réduction est observée et quantifiée également en immunologie sur des coupes dǯovaires contrôles et XX Rosa26Rspo1/+ ; 

Sf1:Cre à P8. 
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épithélium, ce qui nous a amené à vérifier lǯexpression 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 lǯESO des 
souris contrôles 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 à exprimer parallèlement des marqueurs typiques 

des cellules dont elles proviennent (Kératines). Ces résultats suggèrent que le maintien de lǯexpression de R-spondin1 dans les cellules de la granulosa résulte en un 

problème de différenciation de ces cellules. Celles–ci pourraient ainsi garder une 

capacité à se différencier en différents types cellulaires comme les kératinocytes 

(Figure 18). 

 

Nous avons ensuite utilisé un anticorps qui reconnaît les deux formes de 

ßcatenin, la forme active qui est nucléaire et la forme impliquée dans lǯadhésion 
cellulaire, qui se situe à la membrane de la cellule. Dans les ovaires de souris 

contrôles, nous avons détecté la présence de ßcatenin à la membrane des cellules de 

la granulosa des follicules anormaux (Figure 23). Dans les ovaires des souris 

Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre, les cellules qui forment les structures folliculaires anormales expriment également ßcatenin au niveau de leur membrane. Nous nǯavons pas pu mettre en évidence de marquage nucléaire dans les cellules de la granulosa jusquǯau 
stade de corps jaune. Ceci pourrait être dû à la forte accumulation de ßcatenin 

membranaire qui pourrait masquer le marquage nucléaire, ou pourrait également suggérer que dans ces cellules, la voie ßcatenin canonique nǯest peut-être pas la 

principale, bien que ceci est peu probable étant donné que nous avons montré la forte activation dǯAxin2, une cible directe de ßcatenin dans les ovaires R26Rspo1/+; 

Axin2 :LacZ ; Sf1: CRE (Figure 17-panel du bas). 
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Figure 21 : Les structures folliculaires des souris  Rosa26Rspo1/Rspo1 ; Sf1;Cre 
âgées d’un an sont constituées de cellules de la granulosa. Les follicules des 

ovaires de souris contrôles ainsi que des souris Rosa26Rspo1/Rspo1 ; 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 l’ESO, ainsi que de cellules de la granulosa. Dans 

les ovaires de souris contrôles, différents membres de la famille des kératines sont exprimés dans lǯESO, et peu dans les follicules, quǯils soient primaires ou antraux. Les 
structures folliculaires des ovaires des souris Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre, expriment eux aussi ces marqueurs localisés normalement seulement au niveau de lǯESO. La N-cadherin est exprimée dans lǯESO et les follicules chez les contrôles ainsi que les 
souris Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre. 
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Figure 23 : Les structures folliculaires des souris Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre 
expriment ßcatenin à leur membrane. Dans les ovaires de souris contrôles, la ßcatenin est exprimée à la membrane des cellules de la granulosa jusquǯà ce quǯelles 
se lutéinisent. Les souris Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre présentent le même 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 Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre contiennent un grand nombre de 

structures folliculaires comparés aux ovaires de souris contrôles et ces structures sont dépourvues dǯovocytes autour de PͶͲ. Nous avons réalisé des marquages afin dǯévaluer 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 à 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 

contrôles et les ovaires des souris Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre. Cependant, les structures 

folliculaires anormales ne présentent pas de marquage Ki͸͹, ce qui indique quǯelles  
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ne prolifèrent pas ȋFigure ʹͶȌ. )l semblerait quǯil y ait plus de prolifération dans le 
stroma des ovaires Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre mais ceci reste à quantifier. 

 

 
Figure 24 : Prolifération et apoptose au sein des ovaires surexprimant 
Rspondin1. Les structures folliculaires anormales ne prolifèrent pas (Ki67) et nǯentrent pas en apoptose ȋCaspase͵Ȍ. Dans les ovaires contrôles, les cellules de la 
granulosa prolifèrent principalement dans les follicules primaires et ce jusquǯau stade antral. De lǯapoptose est également observée à des degrés différents en fonction 
du stade folliculaire. 

 

 Pour visualiser lǯapoptose dans ces mêmes structures, nous avons utilisé un 
anticorps dirigé contre la Caspase͵, un médiateur important de lǯapoptose cellulaire. 
Dans les ovaires de souris contrôles, il y a des cellules en apoptose dans les follicules 

ovariens et dans les corps jaunes. Les follicules normaux des ovaires de souris 

Rosa26Rspo1/+ ; 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 

Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre sont en état de quiescence puisquǯelles ne sont ni prolifératives 
ni apoptotiques. Ceci est surprenant puisquǯen lǯabsence dǯovocytes, ces structures 
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devraient entrer en atrésie et disparaître par apoptose. Le maintien de lǯexpression 
de R-spondin1 agirait comme un facteur de survie. 

 

 

 

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

pré-antral. 

 

Nous nous sommes ensuite intéressés à déterminer le stade folliculaire 

correspondant aux structures folliculaires décrites ci-dessus. Nous avons pour cela réalisé un marquage avec un anticorps dirigé contre lǯAM(, exprimé dans les follicules primaires jusquǯau stade pré-antral, et un anticorps dirigé contre la 

Vimentine, qui nǯest exprimée dans les follicules quǯà 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 Rosa26Rspo1/+ ; 

Sf1:Cre ne sont pas marqués par lǯAM(, mais sont en revanche marquées par la 
Vimentine (Figure 25). Ceci suggère que les cellules de ces structures se sont développées jusquǯau stade ou les follicules perdent lǯexpression d’Amh et acquièrent lǯexpression de Vimentin. 
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Figure 25 : Stade folliculaire des structures anormales dans les ovaires des 
souris R26Rspo1/+; Sf1: CRE à P40. Les structures folliculaires anormales nǯexpriment pas lǯAmh qui est exprimé dans les follicules normaux jusquǯau 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 contrôles. 

 

 

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 Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre 

ont montré que bien que ces cellules soient des cellules de la granulosa (FOXL2 positivesȌ ayant gardé des caractéristiques des cellules de lǯESO dont elles 
proviennent (Kératines), elles semblent cependant désorganisées par rapport à des 

cellules de follicules normaux (Figure 21- 60x). Afin de voir lǯorganisation de ces 
structures folliculaires nous avons réalisé un marquage picro Sirius red, qui marque 

les collagène de type I et III qui sont des composants du tissu conjonctif ovarien. Les 

structures folliculaires anormales présentent une désorganisation importante de 
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leurs composants cellulaires. Les cellules de la thèque, qui forment normalement une 

fine couche autour des cellules de la granulosa, forment dans les ovaires des souris 

Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre un amas cellulaire qui ne semble pas entourer les cellules de la 

granulosa. Ces dernières, 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 thèque et à un 

moindre niveau dans les cellules de la granulosa (Hinshelwood et al., 2003). Ce 

marquage montre que dans les ovaires de souris Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre les cellules 

aux abords des cellules de la granulosa expriment très fortement SF1, de la même 

façon que les cellules de la thèque de follicules normaux dans les ovaires de souris 

contrôles. Ces cellules sont des cellules stéroïdogènes de la thèque et semblent 

complètement désorganisées. Cependant, il est difficile de déterminer si cette 

désorganisation provient de la nature ambiguë et/ou de la désorganisation même 

des cellules de la granulosa des structures folliculaires anormales (Figure 27). 
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Figure 26 : Les structures folliculaires anormales des ovaires Rosa26Rspo1/+ ; 
Sf1:Cre sont désorganisées. Le marquage Picro Sirius Red effectué pour visualiser 

le collagène de type I et le collagène de type III, présents dans les tissus conjonctifs 

ovariens, montre une désorganisation des cellules de la granulosa ainsi que des 

cellules de la thèque. Chez le contrôle, ces dernières 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 thèque). 
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Figure 27 : Organisation des cellules de la thèque dans les ovaires des souris 
R26Rspo1/+; Sf1: Cre à P40. Sf1 est exprimé dans les cellules de la thèque et plus 

faiblement dans les cellules de la granulosa des ovaires contrôles. Les cellules 

granulosa des follicules anormaux nǯexpriment pas Sf1, mais en revanche les cellules 

de la thèque sont très fortement marquées et semblent désorganisées et plus 

nombreuses que dans les ovaires contrôles. 
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3.3.5 Caractérisation de la vascularisation des ovaires Rosa26Rspo1/+ ; 

Sf1:Cre  

 Lǯanalyse approfondie de lǯhistologie des ovaires de souris Rosa26Rspo1/+ ; 

Sf1:Cre effectuée en collaboration (Dr. Katja Teerds) a montré la présence dǯérythrocytes dans des structures de corps jaunes (Figure 18). Nous avons donc 

cherché à 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 contrôles, Pecam marque le stroma 

ovarien autour des follicules, ainsi que les corps jaunes, hautement vascularisés. En revanche nous nǯavons pas observé de marquage Pecam dans les structures folliculaires anormales ȋFigure ʹͺȌ. )l nǯy a donc pas de vascularisation dans ces 
structures. Nous avons ensuite utilisé un anticorps dirigé contre lǯalpha-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 contrôles et les ovaires de souris Rosa26Rspo1/+ ; 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 quǯil nǯy a pas de défaut important dans la 
vascularisation des ovaires Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre . La présence dǯérythrocytes  dans 
le corps jaunes des souris Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre proviendrait dǯune infiltration 
érythrocytaire anormale. 
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Figure 28 : Vascularisation des ovaires R26Rspo1/+; Sf1: CRE et contrôles à P40. 
Pecam est exprimé dans les corps jaunes des ovaires contrôles montrant la néo-

vascularisation de ce dernier. Les follicules anormaux des souris R26Rspo1/+; Sf1: CRE 

ne présentent pas de marquage Pecam. Le marquage des cellules endothéliales avec 

Alpha-sma ne montre pas de différence entre les ovaires contrôles et les ovaires 

R26Rspo1/+; Sf1: CRE. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 116 

3.4 Apparition de kystes remplis de sang 

 Durant lǯanalyse macroscopique des ovaires de souris XX Rosa26Rspo1/+ ; 

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 contrôles 

(Figure 17). Nous avons voulu savoir si les kystes remplis de sang que nous avons 

observé sont des kystes dǯinclusion, formés suite à lǯovulation. Pour cela, nous avons 
effectué des expériences de superovulation sur des souris contrôles et des souris XX 

Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre âgées de 4 semaines. Cet âge a été choisi parce que les souris 

répondent mieux à la stimulation hormonale car les voies hormonales ne sont pas 

encore établies. Nous avons prélevé les ovaires des souris à deux temps différents après ovulation pour voir lǯévolution éventuelle dans lǯapparition de kystes. Dès ͷ 
jours après ovulation, les ovaires de femelles contrôles ne présentent plus de signes apparents dǯovulation, la blessure survenue au moment de lǯexpulsion de lǯovocyte 
est réparée. Contrairement, aux ovaires contrôles, dans le cas des ovaires de souris 

XX Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre, plusieurs kystes remplis de sang ont été observés 5 jours et 

15 jours après ovulation (Figure 29). De plus, le nombre de kystes est plus important 

15 jours après ovulation, suggérant peut-être lǯimplication dǯun défaut dans la 
formation des corps jaunes, après ovulation chez les souris XX Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre 

ce qui conduirait à la formation de ce type de kystes. 
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Figure 29 : Apparition de kystes remplis de sang après ovulation dans les 
ovaires de souris XX Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre. Après induction de superovulation de 

souris contrôles et XX Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre les ovaires ont été prélevés à deux temps 

différents. Cinq jours après ovulation, les ovaires contrôlent ne présentent plus de 

blessures à leur surface, alors que des kystes remplis de sang sont visibles à la 

surface des ovaires Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre. Ce phénomène sǯaccentue quinze jours 
après ovulation. 
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3.5  Apparition de cancers ovariens chez des individus de plus d’un an 

 Dans certains cas, lǯapparition de tumeurs ovariennes a été observée. Elles 
surviennent chez des individus âgés de plus dǯun an chez lesquels le développement tumoral a été détecté à cause dǯun gonflement important de lǯabdomen des souris. 

Ces tumeurs sont de taille importante (Figure 30) et leur prévalence reste à évaluer avec un plus grand nombre dǯindividus. Le type de tumeurs développées chez les 

individus XX Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre est actuellement en train dǯêtre caractérisé en collaboration avec des pathologistes de lǯhôpital Pasteur de Nice. 
 

 
 

Figure 30 : Apparition de tumeurs ovariennes chez les souris Rosa26Rspo1/+ ; 
Sf1:Cre. Nous avons observé lǯapparition de tumeurs ovariennes chez certains individus étudiés, âgés de plus dǯun an. Ces tumeurs sont dǯune taille importante comparées à la taille dǯun ovaire non tumoral. 
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Materiel et méthodes 
 
 

 
Souris 

Les souris Rspo1-/- ont été générées au laboratoire et le modèle a été publié 

précédémment (Chassot et al., 2008). 

Les souris Rosa 26: Rspo1 ont été générées au laboratoire dǯAndreas Schedl 
par Valérie Vidal (données non-publiées). Le cDNA codant pour R-spondin1 a été 

inséré dans le vecteur Rosa21-DEST (Hohenstein et al., 2008). La stratégie de 

clonage a été basée sur le système Gateway ȋ)nvitrogenȌ. LǯADNc de R-spondin1 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 à la néomycine. Les clones où une 

recombinaison homologue a eu lieu ont été identifiés par analyse southern blot en utilisant des sondes spécifiques du ͷǯ et de la néomycine. Les clones positifs ont été 
micro-injectés dans des blastocystes afin de générer des souris chimériques. 

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

Parker (Bingham et al., 2006). 

 

 

 

Génotypage 

Les souris Rspo1-/- sont genotypées comme décrit par Chassot et al., 2008. 

Les souris Rosa 26: Rspo1 sont genotypées à lǯaide de trois amorces afin de discriminer lǯallèle Rosa26 sauvage et lǯallèle ciblé ȋRosaʹ͸ common S :ͷǯ-
AGGGAGCTGCAGTGGAGTAG- ͵ǯ, Rosaʹ͸ WT AS :ͷǯ-AGCCTGCCCAGAAGACTCCC-͵ǯ, Pgk prom AS:ͷǯ- GAAAAGCGCCTCCCCTACCC-͵ǯȌ Lǯallèle 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 à partir de souris dǯâges différents, fixés en 
solution Bouin puis déshydratés progressivement. Ils ont ensuite été inclus en 

paraffine puis coupés à ͷµm et enfin colorés avec de lǯhématoxyline et lǯéosine. 

 

Immunofluorescence 

Les ovaires ont été collectés à différents âges, fixés au paraformaldéhyde 4% 

sur la nuit, déshydratés progressivement et inclus en paraffine. Des coupes de 5µm dǯépaisseur sont ensuite effectuées, récupérées sur lame et réhydratées 

progressivement. Les antigènes sont démasqués en ébouillantant les coupes 2 

minutes dans la solution ǲantigen umasking solutionǳ ȋVectorȌ. Les sections sont 

incubées 1h dans une solution de PBS-Tween 0,1%, 3% BSA + 10% NDS à 

température ambiante, puis à Ͷ°C pendant une nuit avec une solution dǯanticorps 
primaires dans PBS-Tween 0,1%, 3% BSA, 0,1% NDS. Les anticorps primaires sont 

couplés à des anticorps secondaires fluorescents (1 heure à 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. Lǯobservation est réalisée à lǯaide dǯun 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:KO610) 

- 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 chèvre (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 gènes 

Les ovaires de souris âgées de P0 et P8 ont été isolés et congelés en 

carboglace puis conservés à -ͺͲ°C. Lǯextraction des ARN a été effectuée à partir dǯun 
ovaire en utilisant le kit PureLink® RNA Mini Kit (Ambion, cat# 12183025) et la 

https://webmail.unice.fr/horde/imp/message.php?mailbox=**search&thismailbox=INBOX&index=700
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transcription inverse en cDNA a été effectuée sur ʹͲͲng dǯARN purifié ȋM-MLV 

Reverse Transcriptase, Invitrogen, cat# 28025-Ͳͳ͵Ȍ. Lǯexpression 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: 

 

Gène Rev primer Fw primer 
MVH CCAAGATCAGGGGACACAGT CTTTGGTAAGTGTCACCATTGC 

Foxl2 GGCGTCGTGAACTCCTACA TGCAGATGATGTGCGTGAG 

SDHA TGTTCAGTTCCACCCCACA TCTCCACGACACCCTTCTG 

Rspo1 TTCCAGGGAATGTGATGAA CTCTTCTGACTTCAACCAG 

 

 

Coloration ß-galactosidase Les ovaires sont coupés au cryostat ȋͺµm dǯépaisseurȌ. Les sections sont 
fixées 10min à 4°C avec de la PFA 0,2%, rincées 2 fois à 4°C avec du PBS-MgCL2 

(2mM) puis 10min avec une solution de rinçage (0,1M Na2HPO4, 0,1M NaH2PO4, 

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 rinçage). 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 lǯARN se fait grâce à une sonde couplée à la digoxigénine ȋD)GȌ ȋRocheȌ. Lǯajout dǯun anticorps anti-DIG couplé à la phosphatase alcaline 

(Roche) suivi de lǯajout du substrat de cette enzyme, le BMPurple ȋRoche 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 rôle de R-spondin1 dans la physiologie de lǯovaire post natal, nous avons utilisé deux modèles murins différents, le modèle dǯinvalidation du gène R-spondin1 et le modèle de gain de fonction. 

 

Il a été montré que R-spondin1 joue un rôle majeur dans le développement 

gonadique embryonnaire. Dès le début du développement, elle intervient au niveau 

de la gonade bipotentielle où elle est importante pour la prolifération des cellules de lǯépithélium cœlomique qui sont les cellules progénitrices des cellules de la gonade 

(Chassot et al., 2012). Dans cette étude les souris invalidées pour R-spondin1 et 

Wnt4, montrent une prolifération réduite au niveau de lǯépithélium cœlomique, ce qui conduit au développement dǯun testicule hypoplasique chez les individus XY 
Wnt4(-/-) ; Rspo1(-/-). Plus tard, quand la gonade est engagée dans la voie de 

différenciation mâle ou femelle, le rôle de R-spondin1 se restreint au développement 

ovarien, puisque les souris XX Rspo1KO présentent une inversion de sexe partielle 

(Chassot et al., 2008). Son rôle dans les pathologies dǯinversion sexuelle a également été démontré avec lǯétude du modèle de double invalidation du gène Sox9 et R-spondin1 (Lavery et 

al., 2012). Il avait été démontré précedemment que les souris invalidées pour le gène 

Sox9 de façon conditionnelle présentent une inversion de sexe des individus XY, avec une augmentation de lǯexpression de marqueurs ovariens dans les gonades de ces 
individus (Chaboissier et al., 2004). Dans ce modèle dǯinversion de sexe de type 
femelle XY, il était considéré que la seule invalidation du gène Sox9, responsable de la 

différenciation mâle, est suffisante au développement de caractéristiques ovariennes chez ces mutants. Lǯétude du modèle de double invalidation de Sox9 (inversion de 

sexe de type femelle XY) et de R-spondin1 (inversion de sexe de type mâle XX) a permis cependant de mettre en évidence que lǯexpression du gène R-spondin1 est responsable de lǯexpression 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 nǯest pas le seul effecteur de la 
différenciation mâle, du moins dans ces cas pathologiques (Lavery et al., 2012). 
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La troisième partie de ma thèse concerne le rôle de R-spondin1 dans lǯhoméostasie tissulaire et le maintien de lǯovaire adulte. Pour cela, jǯai utilisé deux modèles murins, le modèle dǯinvalidation du gène R-spondin1 dans les études dǮinversion de sexe et le modèle de gain-de-fonction de R-spondin1 dans lǯovaire. Plusieurs points ont pu être mis en évidence grâce à lǯétude du modèle dǯinvalidation. Le phénotype montre clairement, dǯun point de vue macroscopique, 

que les ovaires des souris Rspo1KO sont de taille réduite par rapport aux ovaires contrôles. De plus, lǯanalyse histologique montre plusieurs anomalies : dans les ovaires o‘ lǯon retrouve des structures folliculaires normales, celles-ci sont très peu 

nombreuses contrairement aux ovaires de souris sauvages. Les quelques follicules 

sont le plus souvent dépourvus dǯovocytes, et forment donc de grandes cavités 
folliculaires. LǯESO est très souvent épaissi et constitué de plusieurs couches de 

cellules allongées, très différentes des cellules qui constituent lǯESO normal. Enfin ces 

souris peuvent être stériles et ce en fonction de leur fond génétique. Nous pouvons 

émettre deux explications/hypothèses afin dǯexpliquer ce phénotype :  

 

- La première explication est que le phénotype observé chez les mutants 

Rspo1-/- adultes serait du à un défaut de différenciation des cellules de la granulosa 

au moment de la folliculogenèse. En effet, Chassot et al., 2012 a montré que R-

spondin1 avec Wnt4 sont nécessaires à la prolifération des cellules de lǯépithélium coelomique. )l nǯest pas décrit si seule lǯinvalidation de R-spondin1 peut suffire pour 

avoir le même phénotype de baisse de prolifération. Son rôle donc dans la formation 

des follicules de la première vague, ou follicules médullaires, nǯest pas connu. Cependant, un peu avant la naissance, lǯabsence de R-spondin1 conduit à un vieillissement accéléré qui peut aller jusquǯà lǯinversion de sexe (Maatouk et al.,, 

2013). Ceci indique que R-spondin1 est un facteur primordial de la différenciation 

des cellules de la granulosa de la 2ème vague, décrite par Mork et al., 2012 et Zheng 

et al., 2014. Plus précisémment, R-spondin1 est nécessaire au maintien de lǯétat 
quiescent des cellules de la pré-granulosa. Le phénotype observé chez les Rspo1-/- 

adultes est donc un phénotype partiellement voire complètement du à lǯanomalie de 
différenciation des cellules fœtales. 

R-spondin1 est exprimé faiblement à partir de la naissance et jusquǯà lǯâge 
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adulte au niveau de lǯESO et du cortex ovarien. Une grande partie de la 

folliculogenèse ovarienne a lieu à partir de la naissance chez la souris, même si ce 

processus est déjà commencé au stade embryonnaire (Zheng et al., 2014). 

Connaissant le rôle de R-spondin1 dans la prolifération des cellules de lǯépithélium cœlomique de la gonade bipotentielle ȋChassot et al., ʹͲͳʹȌ, on peut supposer quǯil est également important pour la prolifération des cellules de lǯESO qui vont migrer à lǯintérieur de lǯovaire et former les follicules. Ceci expliquerait sa présence dans lǯESO 
et dans le cortex ovarien, après la naissance. En l'absence de R-spondin1, la 

folliculogenèse ne se déroulerait pas selon le modèle prévu, résultant dans la formation dǯun nombre limité des follicules.  

 

- Une deuxième hypothèse est que les souris invalidées pour le gène R-

spondin1 présentent des défauts de réparation de lǯESO après ovulation, en plus dǯun 
défaut initial au niveau des cellules de la granulosa.. R-spondin1 et Axin2 étant 

exprimées dans lǯESO, il est probable que lǯactivation de la voie WNT/ßcatenin soit nécessaire à la réparation de la rupture de lǯESO. Dǯautant plus que nous observons 
un épaississement de lǯESO chez les femelles Rspoͳ-/- adultes, qui de monocouche 

chez les souris contrôles devient stratifié. Plus précisément, les cellules de lǯESO sont 
activées de façon transitoire et prolifèrent pour permettre la réparation de cet épithélium après les ruptures induites par lǯovulation (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 à 

la base du renouvellement naturel d'un tissu et de sa réparation à la suite d'une 

lésion. La voie WNT/βcatenin est connue pour réguler l'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 rôle crucial dans le maintien de lǯautorenouvellement et la prolifération des progéniteurs 
neuraux (Piccin & Morshead, 2011). De plus, il a été montré que la voie de 

signalisation WNT/βcatenin est activée dans l'épicardium, une autre partie du 
mésothelium qui recouvre le coeur, pour favoriser la réparation cardiaque lors d'une 

lésion (Duan et al., 2012). Ceci suggère que la signalisation WNT/βcatenin pourrait 
également être impliquée dans les processus de réparation d'autres organes 

recouverts par le mésothélium comme les ovaires. Il est à noter que la voie 
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WNT/βcatenin participe à 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 l'ovaire (Kruk & Auersperg, 1992).  

Nous avons observé cependant que chez les souris Rspo1KO, Axin2 est 

exprimée au sein de lǯovaire, de façon similaire aux souris Axin2/LacZ contrôles. La question se pose donc de savoir comment lǯexpression dǯAxin2 est maintenue chez 

ces souris. Une hypothèse serait quǮen lǯabsence de R-spondin1 dans lǯovaire adulte, 
un autre membre de la famille R-spondin pourrait la remplacer dans son rôle dǯactivateur de la voie WNT/ßcatenin . Un candidat potentiel serait R-spondin2, puisquǯelle est également exprimée dans lǯovaire et que sa délétion induit une stérilité à lǯâge dǯenviron ʹ mois chez la souris (Bell et al., 2008). Une deuxième hypothèse est quǯun seul WNT suffise à activer la voie canonique dans lǯovaire adulte, puisquǯil a été montré que WntͶ est encore exprimé chez la souris adulte 

(Prunskaite-Hyyryläinen et al., 2014). Une autre question que soulève ce résultat est 

de savoir à quoi est dû le phénotype observé chez nos mutants Rspo1KO, puisque la 

voie canonique WNT/ßcatenin reste activée. Ceci pourrait tout dǯabord sǯexpliquer 
par le fait que R-spondin1 ne soit pas nécessaire dans lǯovaire post natal, au delà de la folliculogenèse et que le phénotype que lǯon observe résulte seulement de défauts de 
ce processus. Une autre expliquation serait que le rôle de R-spondin1 dans le maintien de lǯovaire adulte passe par lǯactivation dǯune 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 

morphogenèse chez le Xénope (Ohkawara et al., 2011). Cependant aucun phénotype ovarien nǯa été observé chez les souris Sdc4-/-. 

 

Nos résultats concernant le modèle dǯinvalidation de R-spondin1 présentent des limites. Tout dǯabord, comme décrit précédemment, le rôle de R-spondin1 est 

prépondérant dans la différenciation ovarienne au stade embryonnaire (Chassot et al., ʹͲͲͺȌ. Néanmoins, chez la souris, les phénotypes dǯinversion de sexe sont 
sensibles au fond génétique. Dans le fond génétique que nous avons étudié, le phénotype dǯinversion de sexe chez les individus Rspo1KO ne concerne pas 100% des individus. Certains dǯentre eux se développent en tant que femelles et dans 

plusieurs cas, on observe le développement dǯovotestis. Cependant, lǯinvalidation du 
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gène R-spondin1 au stade embryonnaire implique certainement des défauts de développement ovarien même en lǯabsence dǯinversion de sexe. )l est donc 
indispensable de valider ces résultats préliminaires avec un modèle de souris où R-

spondin1 sera flanqué de deux sites LoxP. Le croisement de ces souris avec une lignée 

Cre inductible permettra lǯinvalidation de ce gène à des stades où la détermination 

sexuelle et/ou la folliculogenèse sont terminées, ce qui permettra dǯévaluer son rôle 
dans un ovaire formé normalement. Nous pourrons ainsi par la suite évaluer plus 

précisément le rôle de R-spondin1 dans la folliculogenèse, ainsi que dans les processus dǯovulation et de réparation à chaque cycle ovulatoire, si celui-ci est 

présent. Ceci permettra de déterminer de façon plus sûre le rôle de R-spondin1 dans lǯhoméostasie tissulaire de lǯovaire, chez la souris. 
 Dans un deuxième temps, nous avons étudié le modèle murin dǯexpression 

ectopique de R-spondin1 dans lǯovaire. Dans ce modèle lǯexpression de R-spondin1, 

qui est inséré dans le locus de Rosa26, est induite dans les tissus stéroïdogènes et lǯovaire après croisement de la lignée R26Rspo1/+ avec la Sf1 :Cre. Lǯexpression de R-

spondin1 dans lǯovaire adulte étant plutôt faible en temps normal, nous avons étudié ce que pouvait induire le maintien de son expression au niveau de lǯhoméostasie de lǯovaire adulte. Lǯapparition du phénotype commence à être visible dǯun point de vue 
histologique à partir de P28, o‘ lǯon observe un plus grand nombre de follicules pré-

antraux en comparaison aux ovaires de souris contrôles. A P40, on constate que de 

nombreux follicules anormaux sont dépourvus dǯovocyte. Lǯanalyse dǯovaires de 
souris XX Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre âgées de plus dǯun an nous a permi dǯobserver que 

ces structures folliculaires anormales ne disparaissent pas avec le temps, comme on aurait pu le penser du fait quǯ ils soient dépourvus d'ovocytes. Pour cette raison, ces 

structures devraient entrer en atrésie puis disparaître. Contrairement à cela, elles ne 

prolifèrent pas et nǯentrent pas en apoptose, comme nous avons pu le montrer. 

Après avoir étudié la nature de ces structures folliculaires anormales, nous avons démontré quǯelles sont constituées de cellules de type granulosa qui gardent cependant des caractéristiques épithéliales des cellules de lǯESO, dont elles proviennent. Ainsi, lǯexpression de R-spondin1 dans lǯovaire adulte mène à lǯapparition de structures folliculaires anormales, dont les cellules semblent avoir une double identité, celles de cellules de la granulosa et celles de cellules de lǯESO. La 
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baisse du niveau dǯexpression de R-spondin1 semble donc nécessaire à la 

différenciation normale des cellules de la granulosa. Ceci se confirme par le fait que, 

dans la gonade embryonnaire, R-spondin1 maintient le statut des cellules somatiques 

au stade de cellules de la pré-granulosa. Celles-ci se différencient en cellules de la 

granulosa après la baisse du niveau dǯexpression de R-spondin1 (Maatouk et al., 

2013). Dans les ovaires de souris XX Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre en revanche, cette baisse du niveau dǯexpression de R-spondin1 nǯa pas lieu, ce qui semble maintenir les 
cellules de la granulosa à un stade précurseur. Comme les cellules de la granulosa proviennent de lǯESO durant la folliculogenèse ȋZheng et al., ʹͲͳͶ : Mork et al., 2012), 

elles pourraient garder certaines de leurs caractéristiques puisquǯelles ne 
parviennent pas à 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 quǯà la naissance, les ovaires 

contrôles et les ovaires de souris XX Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre contiennent le même nombre dǯovocytes et de cellules pré-granulosa. En revanche, à P8, moment où la folliculogenèse est terminée, on observe une diminution dǯovocytes dans les ovaires 
XX Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre . Cette diminution, qui reste à confirmer, se traduit par une absence complète dǯovocytes dans ces structures dès 40 jours après la naissance. Cette disparition des ovocytes est probablement due à lǯimmaturité des cellules somatiques qui sont responsables du développement ovocytaire. En absence dǯun 
environnement somatique normal, les ovocytes entrent en apoptose. Par la suite, les 

follicules anormaux dépourvus de leurs ovocytes devraient entrer en atrésie pour ensuite disparaître. )ls restent cependant quiescents au sein de lǯovaire, suggérant 
que la signalisation de R-spondin1 les empêche de disparaître. Elle serait dans ce cas 

là 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 thèque. 

En tenant compte du fait que ces structures expriment très fortement la ßcatenin à 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-spondin1 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 à une 

désorganisation de celles-ci comme nous lǯavons observé. Cependant, le fait quǯAxinʹ 
soit activée dans les structures folliculaires anormales, suggère plutôt que la 

signalisation due à R-spondin1 dans ces structures, passe par un autre récepteur capable dǯactiver la voie canonique. La ßatenin peut également être impliquée dans lǯadhésion cellulaire, comme mentionné précédemment. Nous pouvons supposer que 

la désorganisation des cellules folliculaires suite à une dérégulation de leur polarité 

pourrait induire des changements au niveau des jonctions cellulaires de ces cellules, 

expliquant le fort marquage de ßcatenin à leur surface. Une adhésion cellulaire 

excessive pourrait peut-être aussi être 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 dǯaprès nos résultats que cela pourrait être lié à lǯovulation. Comme le modèle dǯinvalidation du gène R-spondin1, les ovaires des souris XX Rosa26Rspo1/+ ; 

Sf1:Cre pourraient avoir un défaut de réparation de lǯESO après ovulation. Dans ce cas là cependant, le problème sǯexpliquerait plus par une prolifération excessive de lǯESO après sa rupture. Ceci concorderait avec le rôle de R-spondin1 dans la 

prolifération des cellules somatiques au stade de la gonade bipotentielle (Chassot et 

al., 2012). Le rôle mitogène de R-spondin1 a également été démontré dans les cellules épithéliales de lǯintestin (Ootani et al., 2009)(K.-A. Kim et al., 2005) et des cellules germinales de lǯovaire ȋChassot et al., ʹͲͳͳȌ. 
Enfin, en ce qui concerne lǯapparition de cancers ovariens chez les individus âgés de plus de douze mois, plusieurs questions se posent. Tout dǯabord, comme décrit dans lǯintroduction, les cancers ovariens sont divisés en plusieurs groupes en 

fonction principalement du type cellulaire à l'origine de la tumeur. Les tumeurs dǯorigine épithéliale, qui proviendraient de lǯESO, présentent le pourcentage d'apparition le plus élevé, puis viennent ensuite les cancers ovariens dǯorigine folliculaire, puis ceux dǯorigine germinale. Bien que la cause de ces tumeurs ne soit pas clairement définie, lǯutilisation de différents modèles murins a permis lǯidentification de plusieurs gènes impliqués dans cette tumorigenèse (Mullany & 

Richards, 2012). Parmi ceux-ci, la voie de signalisation βcatenin qui est connue pour 

être responsable du développement de divers cancers (Klaus & Birchmeier, 2008), 

semble directement liée à ce phénomène. Cette voie est fortement activée dans 
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certaines tumeurs des cellules folliculaires (granulosa) (Boerboom et al., 2005), et favorise lǯapparition dǯadénocarcinome endométrioïde ovarien (Rong Wu et al., 

2007).  

 Dans quelle catégorie se situent les tumeurs développées chez certains 

individus XX Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre ? Dǯaprès nos résultats elles pourraient 
principalement se développer à partir des cellules de la granulosa des follicules anormaux. Ces cellules nǯétant pas différenciées correctement, pourraient, à un 
moment , se dé-différencier complètement pour se re-différencier ensuite en dǯautres types cellulaires. Ceci pourrait expliquer le fait que des érythrocytes aient 
été observés dans plusieurs structures apparentes à des corps jaunes. Nos résultats montrent quǯil nǯy a pas de défaut de vascularisation dans les ovaires XX 

Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre suggérant une infiltration érythrocytaire au sein de ces 

structures. Ces érythrocytes pourraient provenir donc de cellules qui se sont différenciées au sein de lǯovaire. Lǯhypothèse que les tumeurs se développent à partir 

des cellules de la granulosa est appuyée par une étude effectuée sur un modèle dǯexpression ectopique de ßcatenin dans lǯovaire, 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 modèle. Lǯexpression de ßcatenin dans ces structures est localisée à la membrane, comme 

dans notre cas, mais aussi dans le noyau des cellules. Cette diférence pourrait sǯexpliquer par le fait que le modèle étudié par Boerboom et al., 2005 stabilise une 

forme très active de la ßcatenin dans la cellule. Ceci expliquerait également la 

différence de prévalence de ces tumeurs entre ces deux modèles puisque les souris 

Catnbflox(Ex3)/+; Amhr2:Cre développent toutes des tumeurs ovariennes. Etant donné cependant le patron dǯexpression de deux récepteurs connus de 
R-spondin1 dans lǯovaire, Lgr4 et Lgr5, nous pouvons penser également que les 

cancers qui apparaissent dans notre modèle proviennent des corps jaunes, puisque cǯest là principalement que sont présents les récepteurs de R-spondin1 Une autre possibilité serait que les tumeurs proviennent de lǯESO qui suite à lǯovulation, 

prolifèrerait de façon aberrante, sous lǯaction mitogénique de R-spondin1. 

Dans tous les cas, une étude plus approfondie des tumeurs développées 

devrait nous permettre de déterminer leur origine cellulaire. Parallèlement, lǯétude de tumeurs ovariennes humaines pour lǯexpression de R-spondin1 permettrait de 
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consolider son rôle oncogénique dans lǯovaire. De plus, lǯutilisation dǯune lignée Cre 

telle que l’Amhr2:Cre nous permettrait dǯinduire lǯexpression ectopique de R-

spondin1 seulement dans les cellules de granulosa de lǯovaire. Un phénotype 

similaire à celui que nous avons déjà observé démontrerait que les anomalies observées dans ces ovaires, ainsi que lǯapparition des tumeurs, proviendraient des 

cellules de la granulosa. Enfin, des analyses transcriptomiques des ovaires contrôles 

versus des ovaires Rosa26Rspo1/+ ; Sf1:Cre à différents stades de la progression du 

phénotype permettront dǯidentifier les voies génétiques dérégulées au cours du 

développement de ces tumeurs. 

En conclusion, cette étude nous a permis de mettre en évidence le rôle 

important de R-spondin1 dans la physiologie de lǯovaire adulte puisque son 
inactivation, ainsi que son expression maintenue induisent des phénotypes très marqués. Lǯimplication directe de ce gène dans le dysfonctionnement de lǯovaire et lǯapparition de tumeurs ovariennes nǯavait jamais été démontrée jusquǯà présent et 
on pourrait espérer que R-spondin1 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-spondin1 doit être régulée de façon très précise chez lǯadulte, de la même façon quǯau stade embryonnaire durant la détermination 
sexuelle. 
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Discussion générale et perspectives 

 

Mon travail de thèse consiste à étudier le rôle de R-spondin1 et Sox9, deux gènes clefs de la détermination du sexe dont lǯabsence de régulation conduit à des processus dǯinversion de sexe, ainsi que le rôle de R-spondin1 dans la physiologie de l'ovaire 

adulte. Chez lǯhomme, les mutations hétérozygotes de SOXͻ résultent en inversion de 

sexe chez la grande majorité des patients XY (Houston et al., 1983). L'invalidation 

complète du gène Sox9 conduit à une létalité périnatale, même à l'état d'hétérozygotie 

(Bi et al., 1999). La différenciation des testicules est normale et la létalité de ces 

animaux empêche de générer des animaux Sox9-/- afin dǯanalyser si Sox9 est nécessaire au développement des gonades. Tous les modèles dǯinvalidation 
conditionnelle des deux allèles de Sox9 dans les gonades (Chaboissier et al, 2004 ; 

Barrinuevo et al., 2006) ont montré que Sox9 est nécessaire à la différenciation des 

cellules de Sertoli et au développement testiculaire. Cependant dans tous ces modèles, lǯablation de Sox9 nǯest pas restreinte aux gonades entrainant la létalité de ces mutants avant la puberté. Dans une première partie de ma thèse, jǯai contribué à lǯétablissement dǯun modèle dǯinvalidation conditionnelle du gène Sox9 en utilisant la 

lignée Sox9flox/flox (Akiyama et al., 2002). Le croisement de cette lignée Sox9flox/flox avec 

le modèle murin Sf1:Cre (Bingham et al., 2006) a permis d'invalider Sox9 dans les 

gonades, la glande surrénale et l'hypophyse. Nous avons montré que les gonades des 

individus XY Sox9cKO 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 à la différenciation des testicules et au 

développement mâle. 

Nous avons ensuite évalué le rôle de Sox9 dans l'inversion de sexe observée chez 

les individus XX Rspo1-/- (Rspo1KO). L'étude du modèle murin d'invalidation de R-

spondin1 généré au laboratoire a montré que les individus XX Rspo1-/- développent 

des gonades hypoplasiques contrairement aux individus contrôles. Ces gonades 

contiennent dans la plupart des cas des structures caractéristiques du testicule, telles 

que des cordons séminifères composés de cellules de Sertoli (Chassot et al., 2008). Lǯinversion de sexe observée apparaît de façon concomitante avec l'expression de 

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

Rspo1KO.  

Si Sox9 est le facteur initiateur de lǯinversion de sexe, on peut donc penser que lǯablation de ce gène empêche la différenciation testiculaire dans les gonades XX 

Rspo1-/-. De façon inattendue, nous avons observé des cordons testiculaires dans les 

gonades XX et XY Rspo1KO ;Sox9cKO. Cela indique que le développement de structures 

testiculaires et par conséquent l'inversion de sexe peut avoir lieu en l'absence de Sry 

et de Sox9.  

L'expression de Sox8 et Sox10 chez les individus XX Rspo1KO ;Sox9cKO et XY 

Rspo1KO:Sox9cKO suggère qu'ils sont éventuellement responsables de la différenciation 

testiculaire observée en l'absence de Sox9. Cette hypothèse est appuyée par le fait que 

l'expression ectopique de Sox10 chez des individus XX induit une différenciation 

testiculaire (Polanco et al., 2010). Cependant aucun rôle de Sox10 nǯa été décrit dans 
le développement testiculaire (Britsch et al., 2001; Pingault et al., 1998). Sox8 a été 

montré comme renforçant la masculinisation des gonades grâce à des études de 

double invalidation de Sox8 et Sox9 (Chaboissier et al., 2004). Les souris Sox8KO 

présentent un défaut de spermatogenèse conduisant à la stérilité à lǯâge de ͷ mois ȋOǯBryan et al., ʹͲͲͺ; Singh, Cummings, Mishina, & Archer, ʹͲͳ͵Ȍ(O'Bryan et al, 2008; Singh et al, ʹͲͳ͵.Ȍ. Lǯinvalidation constitutive de Sox8 et lǯablation conditionnelle de 
Sox9 à 14.5 jpc résulte en un phénotype plus sévère que celui du à l'ablation d'un seul 

gène. A 17.5 jpc, les gonades XY Sox8KO;Sox9cKO montrent une transdifférenciation des 

cellules de Sertoli, un nombre réduit de cordons sexuels et leur désintégration due à 

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 fœtale. 
Il se pourrait donc qu'en l'absence de Sox9, Sox8 puisse compenser cette absence et 

induire la différenciation testiculaire chez les doubles mutants Rspo1KO ;Sox9cKO. Afin 

d'élucider ce point, il serait intéressant de poursuivre l'étude en générant des souris 

mutantes pour ces gènes (R-spondin1, 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 lǯabsence de Sox9, puisque lǯexpression de 
Sox8 se situe en aval de Sox9 (Chaboissier et al., 2004 ; Barrionuevo et al., 2008) et 

Sox8 et Sox9 contrôlent lǯexpression de Sox10 (Georg et al., 2012). 
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De plus, les gonades XY Rspo1KO ;Sox9cKO se développent en testicules 

hypoplasiques démontrant le rôle essentiel de Rspo1 pour la différenciation ovarienne 

observée chez les individus XY Sox9cKO. Ceci signifie que la voie de différenciation 

femelle est une voie qui doit être activée afin de permettre la différenciation 

ovarienne, contrairement à ce qu'il était jusqu'à présent admis dans le domaine. Nous 

avons donc proposé un nouveau modèle pour la détermination du sexe chez la souris 

qui ne considère plus la voie de différenciation ovarienne comme une voie par défaut, 

mais plutôt comme une voie qui doit être activement induite par R-spondin1. Ainsi, la 

détermination du sexe peut être considérée comme une balance entre la voie de 

signalisation mâle activée par les Sox et la voie de signalisation femelle activée par R-

spondin1. 

 

Etonnement, l'inversion de sexe chez les individus XX Rspo1KO survient assez 

tardivement (16,5 jpc) comparé à l'âge de la détermination du sexe (11,5 jpc). En effet, 

chez la souris mâle, Sry commence à être exprimé à 10jpc, avec un pic d'expression 

situé à 11,5jpc. Son expression induit l'activation de Sox9 à 11,5jpc qui par la suite active dǯautres gènes cibles tels que Amh et Fgf9  conduisant au développement 

testiculaire. Chez les souris XX Rspo1KO et XX Wnt4KO, le processus d'inversion de sexe 

débute vers 16,5 jpc-17,5 jpc., cǯest-à-dire après 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 façon anormalement précoce, puis se 

trans-différencient en cellules de Sertoli. Lǯablation des cellules germinales par un 

traitement au busulfan empêche la reprise de la prolifération, la différenciation 

anormale précoce et la trans-différenciation des cellules de  la pré-granulosa des 

gonades XX Rspo1KO et XX Wnt4KO. Ces résultats suggèrent que lǯinvalidation de Rspo1 

ou Wnt4 affecte les cellules germinales qui secrètent un signal initiant les processus conduisant à lǯinversion de sexe. )l faut noter que les cellules germinales se 
différencient anormalement chez les mutants XX Rspo1KO et présentent des caractéristiques soit de cellules germinales primordiales comme lǯexpression 
maintenue d’Oct4 soit de pré-spermatogonies comme lǯexpression de Nanos2 (Chassot et al., ʹͲͳͳȌ. On peut donc faire lǯhypothèse que les cellules germinales des gonades 

XX Rspo1KO secrètent un signal favorisant lǯinversion de sexe. Lǯidentité de ce signal 
reste à élucider.  Dans les gonades XX Wnt4KO, les cellules germinales présentent 
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également une différenciation anormale (Naillat et al., 2010). Cependant, la plupart de 

ces cellules dégénèrent par apoptose à 15,5-16,5jpc. De ce fait, le signal masculinisant 

secrété par les cellules germinales doit être produit avant ce stade. Tous ces résultats 

suggèrent que les ovocytes sont importants au maintien des cellules de la granulosa à 

un stade indifférencié.  

 

R-spondin1 est nécessaire à la différenciation ovarienne au stade embryonnaire. Son 

absence conduit à la différenciation précoce des cellules de pré-granulosa en cellules 

de la granulosa avant quǯelles se transdifférencient en cellules de Sertoli (Maatouk et 

al. 2013). Cela suggère que RSPOͳ est un facteur du maintien de lǯétat non différencié 

des cellules de pré-granulosa. Sachant que l'expression de R-spondin1 dans l'ovaire 

diminue de façon très significative après la naissance, nous avons étudié l'impact que 

pouvait avoir le maintien de son expression tout au long de la vie adulte. Dans le 

modèle de gain-de-fonction de lǯexpression de R-spondin1, lǯexpression de ce gène est maintenue dans lǯovaire adulte et induit lǯexpression d’Axin2, un marqueur de lǯactivation de la voie de signalisation WNT/ßcatenin (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 lǯépithélium de surface ovarien. 
Cela suggère que le maintien de l'expression de R-spondin1 empêche ces cellules de se différencier en cellules de la granulosa mature. De ce fait, lǯexpression de R-spondin1 

doit être transitoire afin de permettre la différenciation normale des cellules de la 

granulosa. De plus l'expression de R-spondin1 semble empêcher l'atrésie folliculaire 

qui est un processus normal de l'ovaire visant à éliminer une grande partie des 

follicules anormaux, dont certains qui ne seront pas amenés à ovuler.  Lǯétude de lǯactivation constitutive de ßcatenin dans lǯovaire montre lǯapparition de 
structures folliculaires anormales similaires à celle observées dans notre modèle 

(Boerboom et al., 2008). Ces structures évoluent rapidement en tumeurs des cellules 

de la granulosa. Chez le mutant de gain-de-fonction de R-spondin1, lǯapparition de tumeurs ovariennes est plus tardive et lǯincidence de ces tumeurs est faible. Cette 
différence au niveau de lǯapparition et la sévérité du phénotype pourrait sǯexpliquer 
par le fait que dans le modèle de gain-de-fonction de R-spondin1, nous observons une 
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baisse dǯexpression dǯAxin2 au sein des structures folliculaires anormales. De plus, 

nous observons la présence dǯun signal ßcatenin membranaire au sein de ces 
structures. Cela montre que la voie WNT/ßcatenin canonique sǯéteint dans ces structures folliculaires anormales au profit de ßcatenin comme acteur de lǯadhésion 
cellulaire. Les structures folliculaires anormales observées dans notre modèle restent cependant une source possible de lǯapparition 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 après induction de lǯovulation dans les ovaires des souris gain-de-fonction de R-spondin1. Cela montre que lǯexpression de R-spondin1 favorise lǯapparition de kystes après ovulation. Lǯanalyse histologique révèle quǯun grand nombre de kystes remplis de sang sont associés à des corps jaunes. De plus, nous avons observé la présence dǯun ovocyte dans les kystes sanguins. Cependant cela a lieu rarement. Cela suggère que lǯexpulsion de lǯovocyte peut être affectée au moment de lǯovulation, peut-être à cause dǯun défaut au niveau de la rupture de lǯépithélium de surface ovarien. De plus, dans les gonades de ces mutants nǯayant pas subi de superovulations, nous avons remarqué 

fréquemment une infiltration érythrocytaire dans les corps jaune. Cela suggère que les kystes sanguins observés lors de la superovulation résultent dǯun 
dysfonctionnement du corps jaune. Pour vérifier cela il est possible de procéder à des 

expériences de superovulation et de comptage ensuite des ovocytes expulsés. En lǯabsence de ceux-ci des coupes sérielles des ovaires permettra de visualiser si les ovocytes sont maintenus à lǯintérieur des kystes sanguins. Finalement des marquages immunologiques devraient nous permettre dǯidentifier la nature des cellules formant 
les kystes. 

 

En conclusion, notre étude montre que la détermination du sexe ainsi que 

l'homéostasie de l'ovaire adulte doivent être finement régulées durant tous les stades 

de la vie de l'individu puisque des dérégulations de ses gènes clefs, comme le gène R-

spondin1, mènent à l'apparition de diverses pathologies, telles que les inversions de sexe et plusieurs pathologies de lǯovaire adulte telles que les tumeurs ovariennes. 
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Résumé 
 Mon laboratoire dǯaccueil a participé à lǯidentification du gène R-spondin1 (Rspo1), dont les mutations sont responsables dǯanomalies cutanées telles que lǯhyperkératose palmo-plantaire, les prédispositions aux cancers spinocellulaires et certains types dǯinversions de sexe. La génération du 

modèle murin a permis de montrer que RSPO1, un activateur de la voie de signalisation Wnt/ßcatenin, 

est nécessaire à la différenciation ovarienne. 

R-spondin1 et Sox9 sont connus comme étant des facteurs clé de la détermination du sexe femelle et mâle respectivement. Dans la première partie de ma thèse, jǯai participé à lǯétude de leur fonction dans les pathologies dǯinversions de sexe afin de déterminer le rôle 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 dǯapparition. Ces études ont confirmé tout dǯabord les résultats déjà obtenus sur le rôle de Sox9 dans la différenciation testiculaire, en apportant également un modèle dǯinvalidation du gène Sox9 viable, 
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contrairement aux modèles utilisés jusquǯà présent. Grâce à ce modèle nous avons pu générer 
également un modèle murin de double invalidation de Rspo1 and Sox9 afin dǯévaluer lǯimportance de 
chacune de ces voies dans la détermination du sexe. Notre étude a démontré que la différenciation testiculaire peut avoir lieu en lǯabsence de Sry et Sox9. Ils montrent également que R-spondin1 est 

nécessaire au développement ovarien. Lǯensemble de ces observations nous ont permis de proposer un 

nouveau modèle pour la détermination du sexe chez la souris qui ne considère plus la voie de 

différenciation ovarienne comme une voie par défaut, mais plutôt comme une voie qui doit être 

activement induite par R-spondin1. Ainsi, la détermination du sexe peut être considérée comme une 

balance entre la voie de signalisation mâle activée par les Sox et la voie de signalisation femelle activée 

par R-spondin1. 
 Je me suis ensuite penchée dans la deuxième partie de ma thèse, sur le rôle de R-spondin1 dans la physiologie de lǯovaire post natal. Sachant que Rspo1 est un facteur de maintien de lǯétat non 

différencié des cellules de la granulosa et que son expression diminue de façon significative après la 

naissance, nous avons étudié l'impact que pouvait avoir le maintien de son expression tout au long de la 

vie adulte. Pour cela nous avons étudié un modèle murin de gain-de-fonction de R-spondin1 dans lǯovaire. 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 lǯépithélium de surface ovarien. Cela suggère que le maintien de l'expression de 
R-spondin1 empêche ces cellules de se différencier en cellules de la granulosa mature. De ce fait, lǯexpression de R-spondin1 doit être transitoire afin de permettre la différenciation normale des cellules 

de la granulosa. De plus, l'expression de R-spondin1 semble empêcher l'atrésie folliculaire qui est un 

processus normal de l'ovaire visant à éliminer une grande partie des follicules anormaux, dont certains 

qui ne seront pas amenés à ovuler. Nous avons également observé un nombre accru de kystes sanguins après induction de lǯovulation dans les ovaires des souris gain-de-fonction de R-spondin1. Cela montre que lǯexpression de R-spondin1 favorise lǯapparition de kystes après ovulation. 
En conclusion, notre étude montre que la détermination du sexe ainsi que l'homéostasie de 

l'ovaire adulte doivent être finement régulées durant tous les stades de la vie de l'individu puisque des 

dérégulations de ses gènes clefs, comme le gène R-spondin1 mènent à l'apparition de diverses pathologies, telles que les inversions de sexe et plusieurs pathologies de lǯovaire adulte telles que les 
tumeurs ovariennes. 

 

 
 


