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Rôle de la signalisation Rspondin dans le 

développement et l’homéostasie de la 

glande surrénale. 
 

 
La glande surrénale est un organe endocrinien d’une importance vitale de par son rôle dans 

le maintien de l’homéostasie corporelle (régulation de la pression sanguine, de l’équilibre 

hydro-sodée, …). Pour assurer cette fonction, le cortex surrénalien est divisé en différentes 

zones qui produisent des hormones spécifiques. Les mécanismes de la mise en place de 

cette zonation au niveau embryonnaire ainsi que de son maintien tout au long de vie sont 

encore inconnus de nos jours.  

Ce travail de thèse s’intéresse au rôle que jouent les gènes de la famille R-spondin dans ces 

mécanismes. Il démontre d’abord que parmi les 4 gènes de cette famille (Rspo1 à 4), seuls 

les gènes Rspo1 et 3 sont exprimés dans la glande surrénale et ce au cours du 

développement embryonnaire et de la vie adulte. Ils sont exprimés de manière très 

spécifique au niveau de la capsule et codent pour des protéines secrétées qui agissent sur 

les cellules adjacentes de la zone glomérulée afin d’induire l’activation de la voie 

canonique Wnt/β-caténine. 

La délétion du gène Rspo3 pendant le développement embryonnaire et au cours de la vie 

adulte, démontre que celui-ci est un acteur majeur de la zonation et de l’homéostasie 

surrénalienne. En effet l’absence de ce gène pendant le développement embryonnaire 

entraine une absence de recrutement des cellules positives pour Gli1 elle-même induites 

par l’expression de Shh. Il en résulte donc une absence de zonation.  Sa fonction reste 

également essentielle au cours de la vie adulte puisqu’elle assure à la fois le recrutement 

des cellules nécessaires au remplacement de celles qui sont perdues et le maintien de la 

zone glomérulée. 

L’absence du gène Rspo1, n’affecte pas le développement ni la zonation ou l’homéostasie 

de la glande surrénale. Par contre, si on l’exprime de façon ectopique dans tous le cortex 

surrénalien, entrainant une activation anormale de la voie Wnt/β-caténine dans cette zone, 

on peut observer une hyperplasie des glandes surrénales. A partir de 1 an d’âge, cette 

hyperplasie surrénalienne entraine une formation de tumeurs.  
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Ces phénomènes pourraient s’expliquer par un recrutement trop important de cellules 

progénitrices censées remplacer uniquement les cellules perdues. 

 

Ce travail démontre donc que la capsule par le biais du gène Rspo3 agit comme un centre 

de signalisation capable de contrôler à la fois l’homéostasie par le remplacement des 

cellules endommagées et le maintien de la zonation de la glande surrénale. L’expression 

du gène Rspo1 bien que non essentielle au bon développement et à l’homéostasie de la 

glande surrénale doit être finement régulée puisqu’une activation anormale induit chez la 

souris des anomalies et pourrait être associée à des pathologies chez l’homme. 
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Bien que petites par leur taille, les glandes surrénales sont d’une importance capitale. 

Elles produisent en effet des hormones nécessaires au maintien de l’homéostasie 

physiologique. La synthèse de ces hormones se fait dans des zones spécialisées se 

mettant en place dès le développement embryonnaire. La quantité et la qualité des 

hormones produites doivent être finement contrôlées pour leur bon fonctionnement. Il 

est donc capital que la zonation et l’homéostasie de ces organes se mettent en place 

correctement et soient maintenues tout au long de la vie. Il a déjà été montré que les 

voies de signalisation Wnt/β-caténine et SHH sont impliquées dans ces processus.  De 

plus, au sein du laboratoire il a été démontré au préalable que la protéine RSPO1 

connue comme agoniste de la voie Wnt/β-caténine était présente dans la capsule 

surrénalienne.  

 

Ce travail de thèse se demande donc si les protéines R-SPONDIN sont des facteurs 

nécessaires à la mise en place de la zonation lors du développement embryonnaire. 

Participent-elles également à son maintien tout au long de la vie ?  

Ont-elles un rôle dans la détermination de la taille des glandes surrénales ? Et qu’est-

ce qui permet à cette taille de se maintenir ? 

Cette introduction présentera donc dans un premier temps, les voies de signalisation 

Wnt/β-caténine et SHH ainsi que la famille des protéines R-spondin. 

Ensuite, elle traitera la glande surrénale dans la globalité et nos connaissances actuelles 

concernant son développement, sa zonation et son homéostasie. 
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Partie 1 : 

Les voies de signalisation 
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I. Voie de signalisation 

Sonic Hedgehog 

 
La voie de signalisation SHH joue un rôle crucial lors du développement embryonnaire et 

de l’homéostasie des tissues à l’âge adulte (Jiang and Hui, 2008).  Les dysfonctionnements 

de cette voie de signalisation sont à l’origine de nombreuses maladies humaines et cancers. 

Le gène Hh a été identifié pour la première fois chez la drosophile (Nüsslein-Volhard and 

Wieschaus, 1980). Son nom lui provient de l’aspect de hérissons qu’ont les embryons de 

drosophiles Knock Out pour ce gène. 

Il s’agit d’une protéine soluble secrétée qui agit à distance. Lors du développement 

embryonnaire, elle joue le rôle d’un morphogène c’est-à-dire que le gradient de diffusion 

de la protéine sert à organiser et à polariser les tissus. 

Les souris invalidées pour le gène Shh présentent de graves anomalies du développement 

embryonnaire (cyclopie, défaut dans la formation des membres, du système nerveux,…) 

démontrant l’importance de cette voie de signalisation (Chiang C. et al., 1996). Chez 

l’homme, une mutation du gène Shh conduit à l’holoprosencéphalie, une malformation 

cérébrale souvent liée à des anomalies faciales (Roessler et al., 1996). 

SHH va agir comme un inhibiteur sur son récepteur PATCHED (PTC), une protéine à 12 

segments transmembranaires (Ingham et al., 1991 ; Stone et al., 1996). Ptc inhibant lui-

même la protéine SMOOTHENED (SMO), la liaison de SHH va entrainer une levée 

d’inhibition permettant ainsi sa phosphorylation par les protéines kinases CK1 et GRK2. 

SMO va alors s’accumuler dans le cil primaire et être activée (Denef et al., 2000). 

L’activation de SMO inhibe les protéines KIF7 et SUFU, elles même inhibant l’activation 

des protéines GLI (Svärd et al., 2006) (fig. 1). 

Les protéines GLI sont des facteurs de transcription dont l’activité doit être finement 

régulée. En l’absence de SHH, elles sont clivées par le protéasome et la partie carboxy-

terminale transloque dans le noyau où elle agit comme répresseur de la transcription, alors 

qu’en présence de SHH, la forme entière de GLI est stabilisée et va agir comme un 

activateur de transcription (Aza-Blanc et al., 1997, 2000) (fig.1). 
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La protéine GLI1 agit surtout comme activateur, alors que les protéines GLI2 et GLI3 ont 

une activité répressive forte. Les souris Knock-Out pour le gène Gli1 se développent 

normalement alors que les souris Knock-out pour les gènes Gli2 et Gli3 présentent des 

anomalies majeures (Park et al., 2000). De plus, l’absence de Gli1 aggrave le phénotype 

des souris knock-Out pour Gli2, montrant une redondance partielle de ces protéines (Park 

et al., 2000). Il semblerait que ces protéines agissent de manière combinée, mais que les 

combinaisons soit variables et dépendantes à la fois du contexte cellulaire et tissulaire et 

des espèces. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 1 : Voie de signalisation SHH chez les mammifères. Adapté de (Chen and Jiang, 

2013) 
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II. Voie de signalisation 

Wnt/β-caténine 

 

 
Il existe principalement deux types de voies de signalisation Wnt : La voie canonique et la 

voie non-canonique (fig.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Vue d’ensemble des voies canoniques et non-canoniques de WNT. (Lien and 

Fuchs, 2014) 
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La voie non-canonique comprend l’activation de la signalisation calcique qui aboutit à 

l’activation du facteur de transcription NFAT et la voie PCP (Planar cell Polarity) 

impliquant de petites GTPases et la protéine JNK. 

 

La voie de signalisation canonique est cruciale pour l’embryogénèse puisqu’elle participe 

à la formation de la majorité des organes. Mais son rôle ne s’arrête pas au développement 

embryonnaire puisqu’il a été également démontré que cette voie de signalisation est 

déterminante pour l’activation et le renouvellement des cellules souches. Elle contribue 

donc au maintien de l’homéostasie tissulaire au cours de la vie adulte. 

 

La principale caractéristique de la voie canonique est l'accumulation et la translocation de 

la protéine β-caténine dans le noyau. En absence du ligand WNT, la protéine β-caténine est 

séquestrée par un complexe protéique composé entre-autre par les protéines AXIN, GSK3 

et APC. La protéine GSK3 phosphoryle alors la β-caténine sur des acides aminées sérines 

particuliers. Ces phosphorylations vont permettre à la protéine CK1 de reconnaitre la β-

caténine et d’entrainer son ubiquitinylation et sa dégradation par le protéasome. 

En présence de WNT, celui-ci va aller se fixer à son récepteur FRIZZLED. La protéine 

FRIZZLED va alors pouvoir se fixer sur un autre récepteur LRP5/6. Cette interaction va 

entrainer le recrutement du complexe de dégradation de la β-caténine à la membrane. Il va 

donc libérer la β-caténine qui puisqu’elle n’est plus dégradée va s’accumuler dans le 

cytoplasme et migrer dans le noyau. A ce moment, elle pourra aller interagir avec ses 

cofacteurs TCF et LEF pour activer la transcription de gènes cibles (fig.3). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Fonctionnement de la voie canonique Wnt/β-caténine. (de Lau et al., 2014) 
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III. Les protéines R-spondin 

 
1. Généralités  

 
Les protéines R-spondin sont des membres de la superfamille de protéines TSR-1 pour 

ThromboSpondin type 1 Repeat. Le préfixe R provient du fait que la protéine murine soit 

exprimée au cours du développement embryonnaire dans le toît du tube neural (Roof plate).  

En plus du domaine TSR-1, ces protéines sont caractérisées par un domaine C-terminal 

chargé en acide aminés basiques et de 2 domaines furin-like riche en acide aminés 

Cystéines. Comme ce sont des protéines secrétées elles possèdent également un signal 

peptide. 

Il existe 4 membres dans la famille R-spondin : RSPO1 à RSPO4. Ces protéines sont 

hautement conservées au cours de l’évolution puisqu’on les retrouve chez tous les vertébrés 

ainsi que chez certains chordés primitifs, hémichordés et échinodermes. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 4 : Composition des protéines de la Famille R-spondin. (de Lau et al., 2012) 
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2. Mode d’action des protéines R-spondin  

 
Les protéines R-spondin sont des agonistes de la voie canonique Wnt/β-caténine et agissent 

de manière synergétique avec les protéines WNT. En effet, en l’absence de WNT et de R-

spondin, il existe un système de rétroaction négative de la voie de signalisation due aux 

protéines ligase RNF43 et ZRNF3. Celles-ci vont associer leur domaine RING aux 

complexes FRIZZLED/LRP entrainant la poly-ubiquitination des domaines 

transmembranaires des protéines FRIZZLED et donc l’endocytose des complexes 

abrogeant ainsi l’activation de la voie de signalisation. Le mode d’action des R-spondin 

consiste à se fixer à leurs récepteurs qui sont les protéines de la famille LGR via leur 

domaine furin-like 2. Le domaine furin-like 1 va alors pouvoir interagir avec les protéines 

RNF43 et ZNRF3 entrainant leur exclusion de la membrane et empêchant ainsi le 

rétrocontrôle négatif de la voie (fig. 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 :  Représentation schématique du mode d’action des protéines Rspondin sur 

la voie de signalisation Wnt/β-caténine (de Lau et al., 2014) 
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3. Rôle des protéines R-spondin  

 
a. RSPO1 :  

Chez l’Homme, les mutations du gène RSPO1 sont responsables d’un syndrome 

extrêmement rare qui combine une réversion de sexe, une hyperkératose palmoplantaire 

(PKK) et une prédisposition au carcinome des cellules squameuse de la peau (SCC).  

La PKK et le SCC pourraient s’expliquer par des niveaux réduits d’activation de la voie 

Wnt/β-caténine dans les kératinocytes. (Parma et al., 2006).   

La réversion de sexe, serait due au fait que RSPO1 via la voie Wnt/β-caténine est nécessaire 

chez la femme pour le développement des ovaires. En effet, des études menées chez la 

souris femelle Knock-out pour le gène Rspo1 montrent le développement de gonades 

masculinisées ou ovo-testis causé par un défaut d’activation de Wnt4 et par conséquent de 

la voie Wnt/β-caténine (Chassot et al., 2008).  

 

b. RSPO2 : 

La protéine RSPO2 est exprimée dans les bourgeons des membres et des poumons au cours 

du développement embryonnaire (Nam et al., 2007). Les souris mutantes pour le gène 

Rspo2 présentent un phénotype appelé « footless » en raison de l’absence de 

développement des membres. En effet l’absence de signalisation Wnt/β-caténine conduit à 

un défaut d’expression des facteurs de transcription FGF4 et FGF8 nécessaires au maintien 

de la crête apicale ectodermique (Nam et al., 2007b). Ces souris montrent également au 

niveau des poumons, une réduction du nombre de bronchioles. 

Une étude menée sur des chiens domestiques montre une implication du gène Rspo2 dans 

le recrutement du type de follicule pileux lors du développement  (Cadieu et al., 2009) .  
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c. RSPO3 : 

La protéine RSPO3 est exprimée très tôt au cours du développement embryonnaire puis 

qu’on la retrouve dans l’interface entre le chorion et l’allantoïde lors de la formation du 

placenta. Elle participe à la formation de celui-ci et notamment à la mise en place de la 

vascularisation. Les souris dont le gène Rspo3 est inactivé meurent très tôt au cours du 

développement embryonnaire suite aux défauts de formation du placenta (Aoki et al., 2007) 

(Kazanskaya et al., 2008). Une inactivation ciblée au niveau du cœur entraine une mortalité 

précoce suite à des défauts de formation du cœur (Cambier et al., 2014). 

De plus, parmi les protéines R-spondin, RSPO3 est la seule à activer en plus de la voie 

canonique de Wnt, les voies non-canoniques. Chez le xénope, il a été démontré qu’elle 

pouvait activer le Syndecan (Ohkawara et al., 2011) et chez la souris la protéine RSPO3 

endothéliale contrôle la stabilité et la taille de la vascularisation via la voie non canonique 

Wnt/Ca2+/NFAT (Scholz et al., 2016). 

 

 

d. RSPO4 : 

Des mutations du gène RSPO4 provoquent un syndrome appelé anonychie qui se 

caractérise par l’absence d’ongle sur les doigts et les orteils (Bergmann et al., 2006). 
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Partie 2 : 

La glande surrénale 
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I. Généralités 

 
Bien que les glandes surrénales aient été décrites pour la 1ère fois en 1563 par Eustache, 

leur importance vitale n’a été démontrée qu’au cours du 19e siècle par Brown-Séquard 

après une série d’adrénalectomies sur des chiens. Plus tard au cours de ce même siècle, les 

progrès en termes d’histochimie ont permis de révéler la présence de 2 parties bien 

distinctes au niveau cellulaire et fonctionnel : la corticosurrénale et la médullo-surrénale. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Représentation schématique de la localisation et de la structure des glandes 

surrénales.  
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1. La médullo-surrénale : 

 
Comme son nom l’indique, la médullo-surrénale est située au centre de la glande surrénale. 

Elle a pour fonction la synthèse des catécholamines telles que l’adrénaline et la 

noradrénaline en réponse à une stimulation du système nerveux sympathique. Celles-ci sont 

sécrétées en cas de stress ou lors d’une activité physique. Elles se fixent alors sur les 

récepteurs de types béta et entrainent une hausse de la pression artérielle, une augmentation 

du rythme cardiaque et une dilatation des bronches et des pupilles. 

 L’origine embryonnaire des cellules chromaffines diffère de celle des cellules corticales. 

En effet, les cellules de la médulla ne proviennent pas du mésoderme intermédiaire mais 

sont dérivées de la crête neurale ectodermique. Au stade E10, un groupe de cellules de la 

crête neurale, va commencer à migrer et n’atteindra la future glande surrénale qu’au stade 

E12. Ces cellules envahissent alors le primordium adrénalien mais restent isolées les unes 

des autres. Elles ne se compacteront pour former la médulla qu’après la naissance 

(Anderson and Axel, 1986) (Anderson et al., 1991). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

Figure 7 : Voie métabolique de synthèse des catécholamines dans la médullo-surrénale 

Adrénaline 

Noradrénaline 
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2. La corticosurrénale  

 
La glande corticosurrénale constitue la partie externe de la glande surrénale et représente 

environ 90% du volume total de l’organe. Elle assure la synthèse de stéroïdes dérivant du 

cholestérol et se compose de différentes zones distinctes à la fois par l’organisation, le type 

cellulaire mais aussi par leur fonction. Du plus externe vers le plus interne, on retrouve la 

zone glomérulée, la zone fasciculée et la zone réticulée (ou zone X chez la souris) (fig.8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Vue histologique de la glande surrénale. 

 cap: capsule; zg: zone glomérulée; zf: zone fasciculée; zr: zone réticulée; med: médulla.   

 

 

 



25 
 

2.1 La zone glomérulée : 

 
La zone glomérulée est une fine couche cellulaire située juste en dessous de la capsule. Les 

cellules sont organisées en glomérule autour des vaisseaux sanguins et assurent la synthèse 

des minéralocorticoïdes (aldostérone). L’aldostérone est l’hormone responsable de la 

régulation de l’équilibre hydrominéral. En effet, elle va agir au niveau des reins, de la 

muqueuse intestinale et des glandes salivaires et sudoripares pour favoriser la rétention 

d’eau, de sodium et l’élimination du potassium. Sa sécrétion dans le sang est sous le 

contrôle du système rénine-angiotensine (fig.9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Régulation de différentes constantes corporelles par le système rénine- 

angiotensine.  
En cas de baisse de la pression dans l’artère rénale ou encore de baisse de la natrémie, la rénine 

sera secrétée par les cellules de l’appareil juxtaglomérulaire du rein. Elle va alors cliver 

l’angiotensinogène pour produire l’angiotensine I qui elle-même sera convertie en angiotensine II. 

Celle-ci a de nombreux effets physiologiques dont la stimulation de la synthèse et de la sécrétion 

d’aldostérone par les cellules de la zone glomérulée du cortex surrénalien. Il existe un rétrocontrôle 

négatif de la rénine par l’angiotensine II puisque celle -ci inhibe la sécrétion de rénine. De plus 

l’augmentation de l’aldostérone entraine via l’activation de la pompe sodium potassium, 

l’augmentation de la pression artérielle au niveau de l’artère rénale ce qui inhibe fortement la 

sécrétion de rénine. 
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La zone glomérulée participe également au maintien de l’homéostasie de tout le cortex 

surrénalien. En effet, il a été démontré par un suivi de lignée cellulaire que les cellules 

exprimant la protéine Cyp11b2 nécessaire à la synthèse de l’aldostérone étaient capables 

de migrer et de se transformer en cellules de la zone fasciculée exprimant les protéines 

nécessaires à la production de glucocorticoïdes (Freedman et al., 2013) (fig.10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Les cellules de la zone fasciculée dérivent des cellules de la zone 

glomérulée. 
(A) Représentation schématique des locus AS+/Cre et du rapporteur R26RmT/mG ainsi que du modèle 

de remplacement des cellules fasciculées par les cellules glomérulées. 

(B–F) Analyse confocale de l’expression des protéines mGFP et mTomato dans les souris AS+/Cre ∷ 

R26RmT/mG depuis la naissance jusqu’à 12 semaines. Les flèches indiquent les cellules GFP+.   

(Freedman et al., 2013) 
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2.2 La zone fasciculée : 
 

 

La zone fasciculée est dédiée à la production de glucocorticoïdes tels que le cortisol. Ses 

fonctions ou actions principales sont l'augmentation de la glycémie par le biais de la 

néoglucogenèse, l'inhibition de certaines réponses du système immunitaire, la régulation 

du métabolisme des graisses, protéines et glucides et la régulation du cycle circadien (en 

complément de la mélatonine) (fig.11). 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Représentation schématique des différentes fonctions du cortisol. 

 

 

 

 

 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Glyc%C3%A9mie
https://fr.wikipedia.org/wiki/N%C3%A9oglucogen%C3%A8se
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cycle_circadien
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La sécrétion de cortisol est principalement contrôlée par 3 régions du corps humain : 

l’hypothalamus, l’hypophyse et la glande surrénale (fig.12). En effet la sécrétion de CRH 

(Corticotrophin Releasing Hormone) par l’hypothalamus stimule l’hypophyse qui en 

réponse secrète une autre hormone : l’ACTH (AdrénoCorticoTropic Hormone). Celle-ci 

agira sur les cellules de la zone fasciculée dans la glande surrénale qui vont alors produire 

et secréter le cortisol. En retour, le cortisol agit sur l’hypothalamus pour stopper la sécrétion 

de CRH. Il y a donc une boucle de rétroaction négative permettant la régulation fine du 

taux de cortisol dans le sang. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 :  Régulation de l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien. 
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2.3 La zone réticulée : 

 

Il s’agit de la zone la plus interne du cortex surrénalien. Chez l’Homme, elle a pour fonction 

la production de DHEA qui sera ensuite converti en testostérone. Bien que cette production 

soit négligeable chez l’homme par rapport à la quantité produite par les testicules, chez la 

femme il s’agit de l’unique source de testostérone.  

Chez la souris, cette zone n’existe pas. La zone la plus interne du cortex surrénalien est 

appelée zone X, et ne produit pas de DHEA. Son rôle reste encore inconnu à ce jour. En 

fait il s’agit d’un reliquat de la glande surrénale embryonnaire. Elle va même complétement 

disparaitre lors de la puberté chez les mâles et après la 1ère gestation chez les femelles. 

 

 

 

 

 

 

2.4 La capsule : 

 
Il s’agit d’une zone fine constituée seulement de quelques couches cellulaires. Pendant très 

longtemps son importance a été négligée par la communauté scientifique qui pensait son 

rôle uniquement structural. Cependant de récentes découvertes ont montré son importance 

tant au niveau du développement que de l’homéostasie. 

Il a été démontré que la capsule renferme des populations cellulaires variées (Bandiera et 

al., 2013; Wood et al., 2013).  Des cellules exprimant fortement la protéine GLI1 vont avoir 

un rôle fondamental au cours du développement embryonnaire puisque ce sont elles qui 

vont proliférer et se différencier pour former le cortex définitif qui remplacera le cortex 

fœtal (Wood et al., 2013). D’autres cellules exprimant le facteur de transcription WT1 sont 

aussi capables de se différencier en cellules stéroïdogéniques et de participer à 

l’homéostasie (Bandiera et al., 2013). De plus, mon travail de thèse montre également un 

rôle primordial de la capsule agissant comme centre de signalisation contrôlant la zonation 

et l’homéostasie du cortex surrénalien. 
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II. La stéroïdogenèse 

 
Les hormones stéroïdiennes constituent une classe importante d’hormones lipidiques 

possédant un noyau stérol. Elles ont pour précurseur commun le cholestérol dont la 

principale source est l’alimentation. Elles sont synthétisées par différents organes tels que 

la glande surrénale ou encore les gonades et le cerveau.  

La première étape de la stéroïdogenèse se fait à l’intérieur de la mitochondrie. Il faut donc 

que le cholestérol hydrophobe puisse traverser les deux membranes mitochondriales et 

l’espace intermembranaire hydrophile. Cette étape limitante se fait grâce à l’action de 2 

protéines : StAR (steroigenic acute regulatory proteine) et PBR (peripheral benzodiazepine 

receptor). 

Une fois que le cholestérol est entré dans la mitochondrie, il est pris en charge par une 

enzyme présente dans tous les tissus stéroïdogéniques : CYP11A1 (ou P450SCC : 

cytochrome P450 side chain clivage). Celle-ci va cliver la chaine latérale du cholestérol 

pour donner la prégnénolone. La prégnénolone va ensuite quitter la mitochondrie pour les 

membranes du réticulum endoplasmique. Elle est alors convertie en progestérone grâce à 

l’action de l’enzyme 3βHSD (3β hydroxysteroid dehydrogenase). 

La progestérone sera ensuite convertie par différentes enzymes selon le tissu dans lequel 

elle se trouve et cela aboutira à la formation des différents types d’hormones stéroïdiennes 

(fig. 13). 

Dans la zone fasciculée et réticulée, les enzymes CYP21 (ou P450c21 : cytochrome P450 

21-hydroxylase) et CYP11B1 (ou P450c11 : cytochrome P450 11b hydroxylase) 

permettent la formation du cortisol et de la corticostérone. Mais l’enzyme CYP17 (ou 

P450c17 : cytochrome P450 17α-hydroxylase) nécessaire à la formation du cortisol n’est 

présente que chez les primates. Les autres espèces tels que les rongeurs ne secrètent que la 

corticostérone. 

De plus l’enzyme CYP17 possède une activité 17,20 lyase qui permet en conjugaison de 

son autre activité de fabriquer les androgènes surrénaliens DHEA et DHEA-S. 

Dans la zone glomérulée, la synthèse d’aldostérone nécessite la présence des enzymes 

CYP21 et CYP11B2 (ou P450aldo : cytochrome P450 aldostérone synthase). CYP11B2 



31 
 

étant spécifique de la zone glomérulée, elle catalyse la transformation de la 

déoxycorticostérone en aldostérone. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Voies de synthèse des hormones stéroïdiennes de la corticosurrénale. 
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III. Développement 

embryonnaire : 

 
La mise en place de la glande surrénale commence par la prolifération de l’épithélium 

cœlomique face au mésonéphros ventral à 9 jours de développement chez la souris ou 4 

semaines chez l’homme. Il y a alors formation du primordium adrénogonadique (Bland et 

al., 2003; Hu et al., 1999). A ce stade, on peut identifier les cellules du primordium 

adrénogonadique dans le tractus urogénital par l’expression du facteur de transcription SF1. 

Ce primordium va ensuite se différencier en 2 structures : le primordium gonadique et le 

primordium adrénalien. Cette séparation s’effectuera à 8 semaines chez l’homme soit 10 

jours chez la souris et elle est dépendante de l’expression du gène Gata4 lui-même 

nécessaire à l’expression des gènes Sf1 et Lhx9 (Tevosian et al., 2015). L’expression de Sf1 

est ensuite maintenue dans le primordium adrénalien  grâce aux facteurs de transcription 

WT1 et CITED2 (Val et al., 2007). Plus tard à 12 jours, le primordium adrénalien est envahi 

par des cellules issues de la crête neurale ectoblastique qui seront à l’origine de la 

médullosurrénale (Anderson et al., 1991). Cette invasion est suivie par l’encapsulation de 

la glande par des cellules du mésenchyme entourant le primordium adrénalien. Le facteur 

de transcription WT1 ne sera alors plus exprimé que dans les cellules de la capsule. En 

effet, l’arrêt de l’expression de Wt1 est nécessaire à la différentiation des cellules 

stéroïdogéniques (Bandiera et al., 2013). 

 

Dans la capsule, son expression va ensuite permettre l’activation de GLI1 (Bandiera et al., 

2013). Les cellules exprimant GLI1 vont maintenir une très faible expression de WT1. On 

distingue ainsi la présence de 2 populations cellulaires dans la capsule : les cellules avec 

un fort niveau d’expression de WT1 et un faible niveau d’expression de GLI1 et celles avec 

un fort niveau d’expression de GLI1 et un faible niveau d’expression de WT1.  

La mise en place du cortex définitif va alors pouvoir débuter grâce à la prolifération et à la 

différentiation des cellules avec un fort niveau d’expression de GLI1 qui vont alors petit à 

petit remplacer les cellules du cortex fœtal  (Huang et al., 2010). Le développement de la 

glande surrénale ne se terminera qu’après la naissance avec la mise en place de la zone 
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réticulée entre 6 et 8 ans chez l’Homme (Else and Hammer, 2005; Lalli, 2010).  

Chez la souris, une partie du cortex fœtal appelée zone X est maintenue jusqu’à la puberté 

chez les mâles et jusqu’à la première gestation chez les femelles où elle subira une apoptose 

massive. Le rôle de cette structure est encore méconnu puisqu’on ne sait toujours pas si 

elle est capable de synthèse enzymatique.  

 

 
1.  Facteurs impliqués dans le 

développement de la glande surrénale 

 
Dans le but d’identifier les mécanismes contrôlant le développement de la glande surrénale, 

de nombreuses études ont été menées sur des modèles animaux. L’analyse des anomalies 

ou des insuffisances surrénaliennes observées dans ces différents modèles ainsi que chez 

des patients humains ont permis d’identifier de nombreux gènes et voies de signalisations 

importantes.  

Parmi ces gènes, le facteur de transcription WT1 est d’une importance capitale. En effet, 

les souris KO pour ce gène meurent après 13.5 jours de développement embryonnaire. Le 

développement de la glande surrénale s’arrête au stade de l’épaississement de l’épithélium 

cœlomique. Il n’y a donc pas de formation de glande surrénale, ni de gonades. L’expression 

du facteur de transcription WT1 est retrouvée au niveau de l’AGP (Primordium Adreno-

Gonadal) puis elle est maintenue dans le primordium gonadique mais disparait dans le 

primordium surrénalien. Ceci suggère donc que l’arrêt de l’expression de ce gène est 

nécessaire pour l’induction de la différentiation des cellules stéroïdogéniques. Ceci est 

d’ailleurs confirmé dans l’étude du Dr Bandiera (Bandiera et al., 2013). 

Un autre gène d’une importance capitale est celui codant pour le facteur de transcription 

SF1. Cette protéine est nécessaire à l’activation des gènes codant pour les enzymes 

impliquées dans la stéroïdogenèse. L’absence de celle-ci est associée à des défauts sévères 

des glandes surrénales et des gonades chez la souris mais également chez l’Homme. 

 Les souris KO pour le gène SF1 ne développent pas de glandes surrénales ni de gonades 

(Luo et al., 1994; Sadovsky et al., 1995). Les souris hétérozygotes pour ce gène ont une 

AGP plus petite mais compensent partiellement par une prolifération intense (Babu et al., 

2002). L’expression du gène codant pour la protéine SF1 doit être finement régulée. Elle 

est activée par les protéines ODD1 et SALL1 via le facteur de transcription WT1 
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(Nishinakamura et al., 2001; Val et al., 2007; Wang et al., 2005). Il existe également une 

boucle de rétroaction négative avec la protéine DAX1. En effet, SF1 active l’expression de 

DAX1 qui l’inhibe en retour (Clipsham and McCabe, 2003; Mizusaki et al., 2003) (fig.14).  

Des mutations sur les gènes contrôlant l’expression de SF1 sont également à l’origine de 

troubles de développement des glandes surrénales. Par exemple, les mutations du gène 

codant pour la protéine DAX1 sont responsables chez l’homme de l’hypoplasie congénitale 

des glandes surrénales (Zanaria et al., 1994).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14 : Contrôle de l’expression du facteur de transcription SF1 

 

 

La voie de l’insuline est elle aussi capable de contrôler l’activité de SF1. En effet, chez la 

souris des mutations touchant à la fois le récepteur de l’insuline et le récepteur de l’IGF1 

(IGFR1) sont responsables entre autres de défauts sévères du développement surrénalien 

(Pitetti et al., 2013). Dans ce modèle, il a été observé une réduction drastique du taux 

d’expression de SF1 lors de la formation de l’AGP pouvant être à l’origine des défauts 

observés. 
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2. Mise en place embryonnaire des glandes 

surrénales 

 

 

 

Cette partie étant entièrement traité dans l’article 1, j’ai choisi de présenter ici cet article 

(En anglais ci- dessous). 

 

 

 

 

 

Article 1 : Review  

Steroidogenic organ 

development and homeostasis : 

A WT1-centric view 
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Fig. 1. (A) Structural features of the Wilms’ tumor suppressor gene WT1. A combination of alternative start codons (blue arrows), alternatively spliced exons (in dark blue) and RNA editing (green triangle) gives rise to at least 

36 protein isoforms. Blue boxes: exons; red line: intron and 5′ and 3′ regions. (B) In the wild type allele the usage of two alternative splice donor sites located at the end of exon 9 leads to the insertion or omission of the 3 amino 

acids KTS between zinc fingers 3 and 4 of the WT1 protein. The Frasier allele harbors a point mutation (red star) at the second splice donor site of exon 9, leading to the production of only WT1(−KTS) variants. (C) In healthy 

individuals the ratio between WT1(+KTS) and WT1(−KTS) isoforms is rather constant (60%:40%, respectively). In Frasier patients, the presence of one mutated allele leads to a shift in the overall ratio between the two isoforms. 

ZF: zinc finger domain. 
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Fig. 2. WT1 in adrenogonadal development. (A) Representation of a transverse view of a developing mouse embryos at the level of the adrenogonadal primordium (AGP, 

beige color). The AGP arises at E9.75 as a thickening of the coelomic epithelium. By E11 the AGP has separated (red arrows) to give rise to the adrenal (AP) and gonadal 

primordia (GP) (beige color). At this stage, primordial germ cells (brown color) have invaded the gonad. (B) Schematic view of a urogenital ridge. At E9.75, GATA4, SIX1/4 

and WT1 together with CITED2 are required for Sf1 activation. At E10, primordial germ cells (brown color) invade the AGP and then move ventrally. By E11 the gonad and the 

adrenal are distinct structures, WT1 expression is maintained in the gonad and lost in SF1 positive adrenal progenitors. (C) Steroidogenic cells of the gonadal primor- dium 

maintain expression of WT1, which is important to induce the male and female pathways. In males, WT1+/−KTS isoforms together with cofactors (SF1 and GATA4/ FOG2) 

induce expression of Sry leading to the formation of a testis. WT1-KTS also contributes, together with SOX9, to the expression of the anti Mullerian hormone Amh. In the adult 

testis, WT1 maintains Sertoli cell function throughout life by regulating Eps8, Icap1-a and Kpna1. In females, Wnt4 and Rspo1 are required for ovary formation. In analogy to 

the kidney, WT1 may regulate both genes on the transcriptional level, although formal proof for this regulation is presently missing. In the adult ovary, WT1 expression is 

maintained in the ovarian surface epithelium (OSE) and in the granulosa cells, but its role in these tissues has not been elucidated so far. (D) Main events during adrenal 

development. At E11.5 neural crest derived chromaffin cells approach the adrenal primordium. By E12.5 chromaffin cells invade the future adrenal cortex  and in parallel 

WT1+ mesenchymal cells surrounding the adrenal start to condensate giving rise to the adrenal capsule. In these cells, WT1 enhances Gli1 activation. Later in embryonic 

development, adrenal zonation begins to give rise to the zona glomerulosa (ZG), the zona fasciculata (ZF) and the X-zone (ZX) (which is the remaining part of the fetal cortex). 

Both WT1 and GLI1 expressing capsular cells are involved in the generation of the definitive cortex. Expression of zone-specific markers (e.g. Cyp11b2 in ZG) commences 

around E17.5. Adrenal development is completed after birth with X-zone regression at puberty in males and at the first pregnancy in females. In adult adrenal glands, WT1 is 

found in the external layers of the capsule where it represses steroidogenic differentiation by up-regulating Tcf21, which in turn represses Sf1 expression. 
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IV. Homéostasie 

 
L’homéostasie d’un tissu est sa capacité à se régénérer pour remplacer les cellules mortes et 

ainsi conserver sa taille et sa fonction tout au long de sa vie. Pour cela, il doit avoir une réserve 

de cellules souches indifférenciées capables de proliférer et de se différencier en différents types 

cellulaires spécialisés. Cette capacité doit être finement régulée, puisque pas assez de 

prolifération conduirait à une réduction progressive du tissu (hypotrophie) alors que trop de 

prolifération conduirait à une augmentation de taille (hypertrophie). 

 

Dans le cortex surrénalien, il a été d’abord proposé un modèle centripétal dans lequel 

les cellules souches serait situées à la périphérie (capsule ou zone subcapsulaire) et migreraient 

de manière centripète pour donner successivement les cellules des différentes zones.  Nous 

savons aujourd’hui que la réalité est plus complexe puisque plusieurs études ont démontré la 

présence de différents types cellulaires pouvant être considérés comme des cellules 

souches/progénitrices s’activant à des périodes ou dans des conditions particulières. Les 

mécanismes régulant ces populations cellulaires et leur activation sont encore mal connus à ce 

jour. De plus, il semblerait que l’homéostasie du cortex surrénalien puisse également être 

maintenue grâce à une certaine plasticité cellulaire permettant à des cellules déjà différenciées 

de donner un autre type cellulaire. 

 

Dans la capsule, des études de suivi de lignées cellulaires ont démontré l’existence de 

plusieurs types cellulaires pouvant donner des cellules stéroïdogéniques et non 

stéroïdogéniques dans le cortex.  

Parmi elles, les cellules exprimant le facteur de transcription WT1, sont capables de migrer dans 

le cortex et de se différencier en cellules stéroïdogéniques exprimant le facteur de transcription 

SF1 (Bandiera et al., 2013). Toutefois cet évènement reste rare mais peut être stimulé par la 

réalisation d’une gonadectomie. Ces cellules se différencient alors en cellules stéroïdogéniques 

de type sexuelles (gonadal like). Pour plus de détails sur ce mécanisme voir la revue (Bandiera 

et al., 2015) dans l’introduction, partie 2. 
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Figure 15 : Modèle de migration et de différenciation des cellules exprimant WT1 

dans des conditions normales ou après une gonadectomie. Adapté de (Bandiera et al., 

2013). 

 

 

 

 

 

D’autres cellules capsulaires exprimant le facteur de transcription GLI1 ou le facteur de 

transcription TCF21 sont également capables de migrer dans le cortex et de se différencier mais 

surtout au cours de la formation du cortex définitif pendant l’embryogénèse  (Wood et al., 

2013).  Les cellules exprimant GLI1 forment alors les cellules stéroïdogéniques alors que les 

cellules exprimant TCF21 donnent des cellules stromales non-stéroïdogéniques. Ces 

phénomènes extrêmement rares à l’âge adulte participent peu à l’homéostasie mais peuvent être 

réactivés dans certaines conditions pathologiques (Berthon et al., 2010; Sahut-Barnola et al., 

2010). 
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Dans la zone glomérulée, il existe également plusieurs types cellulaires dont certains expriment 

la protéine SHH. Ces cellules stimulent les cellules capsulaires exprimant GLI1 mais sont 

également capables de migrer et de donner des cellules de type fasciculé (King et al., 2009).  

D’ailleurs un knock-out du gène Shh chez la souris entraine une hypoplasie de la glande 

surrénale (King et al., 2009). 

D’autres cellules exprimant la protéine CYP11B2 donc déjà différenciés en cellules 

stéroïdogéniques de type glomérulée produisant de l’aldostérone sont capables de plasticité 

cellulaire puisqu’elles migrent dans la zone fasciculée et se différencient alors en cellules 

stéroïdogéniques de type fasciculé produisant du cortisol (Freedman et al., 2013). Mais s’agit-

il des mêmes cellules que celles exprimant Shh ? L’étude menée par (Walczak et al., 2014) 

semble démontrer qu’il s’agit de deux populations distinctes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 16 : Modèle de conversion des cellules de la zone Glomérulée en cellule de la zone 

fasciculée. (Freedman et al., 2013; Pihlajoki et al., 2015) 
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 La voie de signalisation Wnt/β-caténine semble également impliquée dans 

l’homéostasie du cortex surrénalien. En effet, l’expression de la protéine β-caténine activée est 

détectable lors de la formation de l’AGP ainsi que dans les cellules de la zone glomérulée chez 

l’adulte. L’activation de cette protéine est connue pour maintenir les cellules 

souches/progénitrices dans un état indifférencié.  

Le knock-out conditionnel du gène Ctnnb1 codant pour la protéine β-caténine dans les cellules 

du cortex surrénalien montre une réduction drastique des cellules adrénocorticales au stade 

E12.5 et une absence totale de glande surrénale au stade E16.5 (Kim et al., 2008). La réduction 

du taux de protéine β-caténine (SF1-Cre low) permet un développement normal de la glande 

surrénale mais à partir de 30 semaines on observe une dégénérescence du cortex (Kim et al., 

2008). Ces phénotypes sont présumés être le résultat d’une déplétion dans les réserves de 

cellules souches/progénitrices. 

De plus, la stabilisation de β-caténine par l’excision de l’exon 3 entraine une hyperplasie de la 

glande surrénale à partir de 5 semaines qui se transforme en tumeur à partir de 17 semaines 

(Berthon et al., 2010) et chez l’homme, les mutations activant la voie Wnt/β-caténine sont la 

principale cause de tumeurs surrénaliennes.  

Une fine régulation de cette voie de signalisation est donc nécessaire au maintien des réserves 

et à l’activation des cellules souches progénitrices à la fois au cours du développement 

embryonnaire et chez l’adulte. 
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V. Zonation 

 
Chez l’Homme, le cortex surrénalien se compose de trois différentes zones : la zone glomérulée 

(ZG), la zone fasciculée (ZF) et la zone réticulée (ZR). Elles sont toutes trois différentes de par 

leur organisation structurale et leur fonction. Elles produisent chacune différents types 

d’enzymes nécessaires à notre métabolisme et à notre survie. Il est donc nécessaire que la 

zonation se fasse correctement et soit maintenue tout au long de la vie.  

 

La protéine β-caténine est importante dans l’organisation de nombreux tissus chez l’adulte. Par 

exemple, dans le foie la présence de cette protéine de manière restrictive dans les cellules du 

système central est nécessaire au maintien de la zonation. De la même manière, il semblerait 

que la présence de la protéine β-caténine dans la zone glomérulée soit nécessaire à la zonation 

du cortex surrénalien. L’activation de β- caténine dans les cellules de la zone fasciculée chez 

les souris Akr1b7 : cre; Catnblox(ex3) entraine une activation de gènes tels que Cyp11b2 

normalement spécifiques de la zone glomérulée. Des études récentes ont également démontré 

que la protéine β- caténine devait être absente de la zone fasciculée pour que les cellules 

puissent se différencier normalement (Drelon et al., 2015).  

Les souris Knock-out pour le gène Wnt4, agoniste de la voie Wnt/β-caténine, montrent des 

défauts dans la formation de la zone glomérulée, ainsi qu’une absence de production 

d’aldostérone (Heikkilä et al., 2002). La voie Wnt/β-caténine doit donc être présente dans la 

zone glomérulée et absente de la zone fasciculée pour obtenir une zonation normale de la glande 

surrénale. 

 

Une autre voie de signalisation importante est celle de l’AMP cyclique. En effet celle-ci est 

active dans la zone fasciculée en réponse à une stimulation par l’hormone ACTH via le 

récepteur MC2R (Novoselova et al., 2013). Les souris Knock-Out pour le gène codant pour le 

récepteur MC2R ont d’ailleurs une zone fasciculée atrophiée et ne produisent pas de 

corticostérone. Leur zone glomérulée, elle n’est pas affectée (Chida et al., 2007). Chez 

l’Homme, des mutations sur ce gène causent une déficience en glucocorticoïdes due à une 

glande surrénale atrophiée ne contenant pas de zone fasciculée.  
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Tout cela montre donc l’importance de la voie de l’AMP cyclique dans la formation et le 

maintien de la zone fasciculée. 

Il a été également démontré que la voie Wnt/β-caténine pouvait inhiber l’expression du 

récepteur MC2R et donc la voie de l’AMP cyclique (Walczak et al., 2014). Il se pourrait donc 

qu’une inhibition mutuelle de ces 2 voies de signalisation soit à l’origine de la mise en place et 

du maintien de la zonation du cortex surrénalien. 
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Les protéines de la famille Rspondin, ont pour fonction l’activation de la voie canonique Wnt/β-

caténine. Cette voie de signalisation est connue pour être essentielle pour l’activation, la 

prolifération et la différentiation des cellules souches dans divers organes dont la glande surrénale 

et cela à la fois au cours du développement embryonnaire pour la formation des organes ainsi que 

durant la vie adulte pour le maintien de l’homéostasie (Berthon et al., 2010; Kim et al., 2008). 

Sachant que le gène Rspo1 était exprimé dans cet organe, nous nous sommes intéressés à 

l’expression des autres gènes de la famille et aux rôles qu’ils pouvaient jouer dans toutes ces 

fonctions. Nous avons alors montré que seuls Rspo1 et Rspo3 était exprimés dans la glande 

surrénale. 

 

Les objectifs de ma thèse étaient donc : 

 

 Détermination du rôle joué par le gène Rspo3 : 

Le Knock out complet du gène Rspo3 étant létal très tôt au cours du développement 

embryonnaire à cause de son rôle dans la formation du placenta, nous avons dû recourir à une 

stratégie de Knock out conditionnel. Pour cela nous avons croisé des souris portant l’allèle 

floxé pour le gène Rspo3 avec des souris exprimant la CRE recombinase de manière ubiquitaire 

mais sous le contrôle du tamoxifène. Ainsi nous avons pu éteindre le gène Rspo3 au stade E11.5 

après formation du placenta, mais avant la formation de la glande surrénale pour étudier le rôle 

de ce gène durant le développement embryonnaire. Pour étudier son rôle durant la vie adulte 

l’induction au tamoxifène a été réalisé à 12 semaines. 

 

 Détermination du rôle joué par le gène Rspo1 :  

L’étude du rôle du gène Rspo1 a été possible grâce au modèle de souris Knock-Out pour ce 

gène dont nous disposions au laboratoire (Chassot et al., 2008). Nous disposions également 

au laboratoire d’un modèle de souris pouvant exprimer de manière ectopique le gène Rspo1 

(Rocha et al., 2015). Ces souris ont été croisées avec des souris exprimant une CRE 

recombinase sous le contrôle du promoteur SF1 afin d’étudier l’effet de l’expression de 

Rspo1 dans le cortex surrénalien. 
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Résultats 
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Partie 1: Article 2 

The adrenal capsule is a 

signalling center 

controlling cell renewal 

and zonation through 

Rspo3 
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Partie 2: 

Etude du gain de fonction Rspo1 
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Nous venons de démontrer l’importance du gène Rspo3 et de la signalisation Wnt/β-caténine pour 

le développement, la zonation et l’homéostasie des glandes surrénales. 

De plus, chez l’homme les principales causes de développement de cancers surrénaliens sont liées à 

des dérèglements de la voie Wnt/β-caténine (Espiard and Bertherat, 2015) et chez la souris une 

activation constitutive de cette voie entraine également une hyperplasie des glandes surrénales et le 

développement de tumeurs (Berthon et al., 2010). Les protéines R-spondin en tant qu’agonistes de 

la voie Wnt/β-caténine pourraient aussi jouer un rôle dans ce processus. Pour le vérifier, nous avons 

généré un modèle de souris qui exprime de manière ectopique la protéine RSPO1 dans le cortex 

surrénalien. Nous étudierons ici les effets de cette surexpression dans les glandes surrénales. 
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I.  Matériels et méthodes 
 

Expérimentation animale : 

 

Tous les travaux menés sur les animaux ont été conformes aux lignes directrices nationales et 

internationales et ont été approuvés par le comité d'éthique local (PEA-RCE / 2013-88).  

 

Immunofluorescence et analyse histologique : 

 

Pour les expériences d'immunofluorescence, les tissus ont été fixés pendant une nuit dans 

une solution à 4% de paraformaldéhyde, progressivement déshydratés et inclus dans la 

paraffine.  Les sections de 7 micromètres d'épaisseur ont été réhydratées, bouillies dans une 

cocotte-minute pendant 2 minutes avec une solution de démasquage d’antigène (Vector 

Laboratories), et bloquées dans une solution PBS contenant 10% de sérum d'âne normal 

(Jack- fils Immunoresearch) et 3% de BSA. Tous les anticorps primaires ont été appliqués 

pendant une nuit à 4 ° C aux concentrations indiquées dans le tableau d'anticorps. Les 

anticorps secondaires ont été dilués à 1 : 200 et incubés à température ambiante pendant 1 h. 

β-caténine a été détectée en utilisant un anticorps secondaire biotynylé suivie d'une détection 

streptavidine-Cy3 (Sigma-Aldrich). 

Pour l'analyse histologique, les glandes surrénales obtenues à partir d'embryons ou de souris 

adultes ont été fixées pendant une nuit dans une solution à 4% de paraformaldéhyde, 

progressivement déshydratées et incubées dans de la paraffine. Les sections de sept 

micromètres d'épaisseur ont été ensuite colorées avec de l'hématoxyline et de l'éosine selon 

des procédures standard. 
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Protéine Host Type Dilution Secondaire Producer Reference 

Β-caténine Mouse Monoclonal 1 :100 Biothynilated/Streptavidin-
Cy3 

BD Transduction 
Laboratories 

réf. 610153 

SF1 Rabbit Polyclonal 
1 :500-
1000 

AlexaFluor 488 
Morohashi K, Ref.35 

TH Rabbit Polyclonal 1 :500 AlexaFluor 647 AbCam ab290 

DAB2 Rabbit Polyclonal 1 :250 AlexaFluor 647 Abcam ab33441 

AKR1b7 Goat Polyclonal 1 :250 AlexaFluor 488 Santa Cruz sc27763 

 

 

Hybridation in situ 

Les tissus ont été fixés pendant une nuit dans une solution à 4% de paraformaldéhyde, 

progressivement déshydratés et inclus en paraffine. Des sections de sept micromètres 

d'épaisseur ont été hybridées avec des sondes Rspo1, P450scc et 21oh selon les protocoles 

décrits précédemment (Cormai et al., 2010). 

 

 

L'analyse par PCR en temps réel 

L'ARN a été extrait à partir des glandes surrénales d’embryons à E18,5 ou d’adultes en 

utilisant un agent Trizol (Invitrogen) en suivant les instructions du fabricant. La transcription 

reverse a été réalisée en utilisant l’enzyme M-MLV transcriptase inverse (Invitrogen) en 

combinaison avec des amorces aléatoires. L'ADNc obtenu a ensuite été utilisé comme 

matrice pour l'analyse qPCR en utilisant le kit SYBR Green Master (Roche) et un appareil 

LightCycler 1.5 (Roche). Les niveaux d'expression ont été normalisés sur le niveau 

d’expression de Hprt.  Les amorces ont été conçues sur le site Web Universal ProbeLibrary 

(Roche).  
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Coloration au Salmon GAL 

Les souris sauvages et gain de fonction ont été croisés avec des souris exprimant une cassette 

d’insertion Axin2-lacZ, exprimant donc la protéine LacZ sous le contrôle du promoteur du 

gène Axin2. La détection de présence de la protéine LacZ a été réalisé en suivant le protocole 

décrit ci-dessous :(Sundararajan et al., 2012). 
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II. Résultats 

 
 

Pour étudier le rôle du gène Rspo1 dans les glandes surrénales, nous avons généré un modèle de 

souris (que nous appellerons gain de fonction : Rspo1GOF), qui exprime de manière ectopique la 

protéine RSPO1 dans le cortex surrénalien. Pour cela, nous avons inséré dans le génome de la souris 

une cassette contenant le gène Rspo1 précédé par le gène codant pour la néomycine se terminant par 

un site d’arrêt de transcription et flanqué de 2 régions loxP. 

Ainsi en l’absence de protéine CRE recombinase, ce sera la néomycine qui sera exprimé et grâce à 

la présence du site d’arrêt de transcription le gène Rspo1 ne s’exprimera pas. Par contre en, présence 

de protéine CRE, celle-ci entrainera une recombinaison des sites loxP et entrainera l’excision du 

gène néomycine ainsi que du site d’arrêt de transcription. Dans cette conformation, le gène Rspo1 

pourra être exprimé. Nous avons ensuite croisé ces souris avec des souris exprimant la protéine CRE 

recombinase sous le contrôle du promoteur du gène Sf1. Ainsi ce modèle de souris exprimera la 

protéine RSPO1 dans toutes les cellules exprimant le gène Sf1 (fig. 1). 
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Schéma représentant l’insertion de l’ADNc codant pour le gène Rspo1 dans le locus Rosa 26 avec en amont la présence d’une 

cassette de résistance à la néomycine encadrée de site loxP permettant l’expression du transgène Rspo1 uniquement en 

présence de recombinase CRE. L’expression de la recombinase CRE étant sous le contrôle du promoteur du gène Sf1, elle induit 

l’expression du transgène dans le cortex surrénalien. 

 

 

 

Nous avons d’abord vérifié que le transgène soit bien exprimé dans les glandes surrénales des souris 

gain de fonction (Rspo1GOF). Pour cela nous avons extrait les ARNs de souris contrôles et gain de 

fonction âgées de 6 mois. Nous avons ensuite réalisé des expériences de reverse transcription et de 

PCR quantitative afin de quantifier le niveau d’expression du gène Rspo1. Pour des souris 

homozygotes (Rspo1GOF/GOF) âgées de 6 mois, nous pouvons observer presque 8 fois plus 

d’expression de Rspo1 comparé à des souris contrôles (fig. 2A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Représentation schématique du modèle Gain de fonction. 
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Afin de confirmer ces résultats, nous avons également réalisé une hybridation in situ avec une sonde 

dirigée contre les ARNm du gène Rspo1 sur des coupes de glandes surrénales de souris gain de 

fonction et de souris contrôles. Les glandes surrénales de souris contrôles expriment le gène Rspo1 

uniquement dans la capsule surrénalienne (fig. 2B). Au contraire, les souris gain de fonction 

expriment fortement l’ARNm du gène Rspo1 dans tout le cortex surrénalien (fig. 2B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A :  RT-Q-PCR réalisée sur des ARNs extraits de glandes surrénales prélevées chez des souris gain de fonction ou sauvages 
âgées de 6 mois et quantifiant le niveau d’expression du gène Rspo1 normalisé par rapport à l’expression du gène Hprt. Les 

souris gain de fonction homozygotes expriment de manière plus forte le gène Rspo1 que les souris contrôles. (n=4, p<0.05). 
B : Hybridation in situ dirigée contre les ARNm du gène Rspo1 réalisée sur des coupes de glandes surrénales prélevées chez 
des souris gain de fonction ou contrôles âgées de 18 jours et demi de développement. Noter la présence de signal dans tout le 
cortex surrénalien chez les souris Rspo1GOF. 
   

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 2 : Expression du transgène. 
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La protéine RSPO1 étant un agoniste de la voie Wnt/β-caténine, nous avons ensuite vérifié 

l’activation de cette voie dans le cortex surrénalien. Une immunohistochimie dirigée contre la 

protéine β-caténine a été réalisée et montre que dans le modèle gain de fonction elle est localisée 

dans le noyau des cellules de la zone fasciculée (fig. 3A). Pour confirmer l’activation de la voie dans 

le cortex, les souris gain de fonction ont été croisées avec des souris exprimant une cassette 

d’insertion Axin2-Lacz. Le gène Axin2 étant une cible de la voie Wnt/β-caténine, sa présence indique 

que la voie est bien active. Des colorations utilisant le Salmon gal comme substrat pour la β-

galactosidase réalisées sur les sections de ces souris montrent que chez les souris contrôles la 

coloration  est présente uniquement dans la zone glomérulée alors que chez les souris gain de 

fonction elle est aussi présente dans la zone fasciculée (fig. 3A). La protéine Axin2 est donc exprimée 

uniquement dans la zone glomérulée chez les souris sauvages mais dans les 2 zones glomérulée et 

fasciculée chez les souris gain de fonction. 

La quantification du taux d’expression du gène Lef1 qui est une cible directe de la voie β-caténine 

montre également une activation de la voie Wnt/β-caténine beaucoup plus forte chez les souris gain 

de fonction (fig. 3B). 
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A :  Immunohistochimie dirigée contre la protéine β-caténine réalisée sur des coupes de glandes surrénales prélevées chez 
des souris gain de fonction ou contrôles âgés de 6 mois. Coloration Salmon Gal réalisée sur des coupes de glandes surrénales 
prélevées chez des souris gain de fonction ou contrôles ayant une cassette ax2LacZ âgées de 6 mois. Le marquage nucléaire 
de la β-caténine et la présence de coloration Salmon gal montrent une activation de la voie Wnt/β-caténine dans la zone 
fasciculée chez les souris gain de fonction. 
B : RT-Q-PCR réalisées sur des ARNs extraits de glandes surrénales prélevées chez des souris gain de fonction ou sauvages 
âgées de 6 mois et quantifiant le niveau d’expression du gène Lef1 normalisé par rapport à l’expression du gène Hprt. Les 
souris gain de fonction homozygotes expriment 300 fois plus le gène Lef1 que les souris contrôles (n=4, p<0.05). 
 
 
 
 
 

Au niveau phénotypique, les souris gain de fonction montrent une hyperplasie souvent bilatérale des 

glandes surrénales et ceci est visible dès E18.5. 

L’analyse cinétique du poids a révélé que les glandes surrénales de souris contrôles augmentent en 

taille jusqu’à 6 semaines puis maintiennent un poids stable durant toute la vie adulte (3,34mg ±0,86). 

Au contraire, les souris avec 1 ou 2 copies (hétéro/ homozygote) du transgène actif révèlent une 

hyperplasie importante qui a tendance à s’aggraver avec l’âge. Il semblerait donc que les glandes 

surrénales des souris gain de fonction soient plus grosses dès la naissance et continuent ensuite de 

grandir pendant la vie adulte. 

 

 

 

 

 

 Figure 3 : Activation de la voie de signalisation canonique Wnt/β-caténine. 
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Graphique représentant la cinétique du poids des glandes surrénales en mg normalisé par rapport au poids des souris 

sauvages (A) et gain de fonction hétérozygotes (B) et homozygotes (C). Noter que le poids des glandes surrénales des souris 

gain de fonction augmente de manière dépendante à l’âge.  

 

 

 

 

 

 Figure 4 : Hyperplasie surrénalienne chez les souris gain de fonction. 
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Nous avons procédé à un examen macroscopique et histologique des glandes surrénales de souris 

contrôles, hétérozygotes et homozygotes à différents âges. L’augmentation de taille semble dépendre 

à la fois de l’âge et du dosage en transgène puisque les glandes surrénales de souris homozygotes 

sont plus grosses que celle de souris hétérozygotes (fig.5A). A partir de 1 an, certaines souris 

développent des tumeurs qui peuvent atteindre 1,8g (fig.5A). L’analyse histologique par coloration 

hématoxyline et éosine montre que bien que la taille des glandes soit supérieure, leur structure est 

maintenue (fig.5B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A : Vue macroscopique des glandes surrénales de souris sauvages et gain de fonction à 18 jours et demi de développement,   6 

mois et 18 mois. Les animaux homozygotes sont plus affectés que les hétérozygotes. 

B : Analyse histologique des coupes de glandes surrénales de souris sauvages, et gain de fonction âgées de 6 mois et 1 an. 

 

 

 Figure 5 : Caractérisation morphologique et structurale. 
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Pour aller plus loin dans l’analyse structurale et fonctionnelle, nous avons ensuite réalisé des 

colorations par immunofluorescence pour vérifier l’expression de certaines protéines marquant les 

différentes zones (fig.6A). L’expression de la protéine DAB2, marqueur de la zone glomérulée étant 

inchangée nous pouvons suggérer que cette zone n’est pas affectée. De plus, contrairement à ce qui 

a été observé dans l’étude de (Berthon et al., 2010) où une forme stable de la β-caténine est exprimée 

dans la zone fasciculée, nous n’observons pas dans ce modèle d’extension de la zone glomérulée 

dans la zone fasciculée. Cependant, le marquage de la protéine AKRB17 dans la zone fasciculée 

montre une perte d’expression dans la partie interne de celle-ci (fig.6A).  

Pour vérifier la fonctionnalité de ces glandes, nous avons également réalisé des hybridations in situ 

dirigées contre un gène spécifique de la stéroïdogenèse : P450scc (fig.6B). Ces résultats confirment 

la présence d’enzymes stéroïdogéniques et suggèrent donc que la glande est fonctionnelle (fig.6B). 

Mais la zone fasciculée interne bien qu’exprimant SF1 n’exprime plus les enzymes de la 

stéroïdogenèse. 
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Figure 6 :  Etude de la zonation des glandes surrénales GOF. 

 

A : Colorations par Immunofluorescence dirigés contre les protéines AKR1B7, SF1 et DAB2 réalisés sur des coupes de glandes 

surrénales de souris sauvages ou gain de fonction âgées de 6 mois. 

B : Colorations par Immunofluorescence dirigés contre les protéines AKR1B7 et SF1 et hybridation in situ dirigés contre 

l’ARNm du gène P450scc réalisés sur des sections consécutives de glandes surrénales de souris gain de fonction âgées de 6 

mois. 
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Au niveau physiologique nous avons ensuite mesuré les taux plasmatiques de cortisol (fig.7A) et 

d’aldostérone (fig.7B). Bien que ceux-ci montrent une forte augmentation chez les souris gain de 

fonction comparées aux souris sauvages, ces résultats ne sont pas significatifs en raison d’une trop 

grande variabilité. Ces mesures doivent donc être refaites dans de meilleures conditions et en évitant 

toute source de stress pour les souris. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
A : Taux plasmatiques de corticostérone (ng/ml) de souris sauvages ou gain de fonction âgée de 6 mois (n=5). 
B : Taux plasmatiques d’Aldostérone (pg/ml) de souris sauvages ou gain de fonction âgée de 6 mois (n=7). 

 

 

 

 

La glande surrénale est un organe endocrinien, elle doit donc avoir un riche réseau vasculaire pour 

l’acheminement des hormones. Nous avons voulu vérifier si ce réseau était affecté par l’expression 

du gène Rspo1. Pour cela nous avons réalisé des colorations en immunofluorescence permettant de 

visualiser le réseau vasculaire (anticorps dirigés contre la protéine PECAM) dans notre modèle gain 

de fonction (fig. 8). L’analyse de souris âgées de 6 mois montre la présence de zones où les vaisseaux 

  

Figure 7 : Caractérisation physiologique. 

A B 
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sont plus nombreux et anarchiques (fig. 8). Chez les souris gain de fonction de 18 mois ayant 

développé des tumeurs, nous pouvons noter la présence de gros vaisseaux dilatés (fig.9d). 

L’expression ectopique du gène Rspo1 a donc une incidence sur le réseau vasculaire de la glande 

surrénale. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Immunofluorescences réalisées sur des glandes surrénales de souris sauvages ou gain de fonction âgées de 6 mois (a, b) ou 
de18 mois (c, d) avec un anticorps dirigé contre la protéine PECAM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a b 

c d 

 Figure 8 :  Etude de la vascularisation des glandes surrénales des souris GOF.  
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A partir de 1 an, les souris gain de fonction développent des tumeurs surrénaliennes. Afin de mieux 

caractériser ces tumeurs, nous avons réalisé des analyses histologiques et fonctionnelles. La 

coloration histologique (fig. 9A) montre une grande hétérogénéité dans les tissus. De plus, l’analyse 

de l’expression des enzymes stéroïdogéniques a révélé une totale désorganisation de la glande avec 

des zones stéroïdogéniques et non stéroïdogéniques disséminées de manière aléatoire (fig. 9D). Une 

analyse par immunofluorescence avec des anticorps dirigés contre la protéine SF1 révèle qu’une 

large proportion de la tumeur ne produit plus cette protéine (fig. 9B, zone 4). 

L’expression ectopique de Rspo1 est supposée conduire à la stabilisation de la β-caténine. Pour 

déterminer si c’est le cas dans la tumeur, nous avons réalisé une immunofluorescence avec des 

anticorps dirigés contre cette protéine. Bien que dans les glandes contrôles, l’expression de la β-

caténine soit restreinte à la zone glomérulée, les échantillons de tumeurs montrent une expression 

forte et étendue.  

Finalement, une analyse de la prolifération par marquage immunofluorescent de la protéine KI67 

montre que celle-ci est très élevée bien que le pourcentage soit variable entre les différentes zones 

(fig. 9C). 
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A : Coloration Hématoxyline/Eosine, les différents cadres représentent les zones montrées dans les figures suivantes. Noter 
l’hétérogénéité tissulaire. 
B : Immunofluorescence réalisée avec des anticorps dirigés contre les protéines SF1 et β-caténine. La protéine SF1 n’est pas 
exprimée dans la zone 4 alors que la β-caténine est exprimée partout. 
C : Immunofluorescence réalisée sur les zones 1, 2, 3, 4 et 5 des coupes de la tumeur avec un anticorps dirigé contre la protéine 
KI67 (marqueur de prolifération). Noter la prolifération massive bien que différente selon les zones. 
D : Hybridations in situ réalisées sur des coupes de glandes surrénales de souris sauvages ou gain de fonction âgées de 18 
mois. Les sondes sont dirigées contre les ARNm des protéines 21 Hydroxylase et P450SCC. Noter la présence de zones 
stéroïdogéniques et non-stéroïdogéniques 

D 

 Figure 9 : caractérisation des tumeurs. 
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III. Discussion 

 
Les protéines Rspondin sont une famille de protéines suscitant l’intérêt de nombreux chercheurs de 

par leur action agoniste sur la voie de signalisation WNT/β-caténine. Celle-ci joue un rôle très 

important dans le développement et l’homéostasie des glandes surrénales.  

Mais quel est le rôle des protéines R-spondin et plus spécifiquement de RSPO1 dans ces processus? 

 

Nous avons démontré dans ce projet que les souris exprimant de manière ectopique le gène Rspo1 

dans le cortex surrénalien présentaient un phénotype d’hyperplasie des glandes surrénales. 

Une telle augmentation de taille peut être due soit à une augmentation de la prolifération soit à une 

diminution de l’apoptose. L’effet prolifératif de RSPO1 par l’intermédiaire de la voie β-caténine a 

déjà été démontré dans l’épithélium intestinal  (Kim et al., 2005). Pourtant une étude préliminaire 

de la prolifération dans notre modèle ne montre pas de différences significatives.  Le stade le plus 

précoce que nous avons analysé étant E18.5 et les glandes surrénales GOF étant déjà beaucoup plus 

grosses à ce stade-là, on pourrait alors se demander si une prolifération massive ne se ferait pas plus 

tôt au cours du développement embryonnaire. Par ailleurs, on observe que la taille des glandes 

surrénales de souris gain de fonction continue à augmenter au cours de la vie adulte ce qui n’est pas 

le cas chez les souris sauvages. Des analyses de l’apoptose ont été réalisées mais ne montrent aucune 

différence entre les souris contrôles et les souris GOF. Cela suggère que bien que nous n’ayons pas 

pu la détecter, la prolifération doit être plus importante chez les souris GOF et qu’il faudrait répéter 

ces analyses afin d’obtenir des résultats significatifs. Il faudrait également pouvoir déterminer avec 

précision quels sont les différents types cellulaires affectés ? s’agit-il de cellules 

souches/progénitrices déjà connues tels que celles exprimant SHH ou CYP11B2 ? ou bien s’agit-il 

de cellules de la zone fasciculée ?  
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Un phénotype similaire à celui de nos souris gain de fonction a été obtenu avec des souris ayant une 

mutation stabilisatrice de la protéine β-caténine dans le cortex surrénalien (modèle appelé Δcat) 

(Berthon et al., 2010). Mais dans ce modèle, on observe une extension de la zone glomérulée dans 

la zone fasciculée, ce qui n’est pas le cas de nos souris gain de fonction. 

Notre étude présentée en partie 1 des résultats montre que la protéine RSPO3 et la voie WNT/β-

caténine sont déterminantes pour la formation et le maintien de la zone glomérulée. Il est donc 

logique qu’une augmentation de cette voie puisse changer le devenir des cellules fasciculées. Mais 

pourquoi n’est-ce pas le cas dans notre modèle gain de fonction ? Nous savons que la protéine 

RSPO1 bien qu’étant capable d’entrainer une activation de la voie WNT/β-caténine, n’est pas la plus 

efficace des R-spondin (Kazanskaya et al., 2004). De plus, la figure 3 de la partie 2 des résultats 

montre que bien que la voie WNT/β-caténine soit activée dans la zone fasciculée, son niveau 

d’activation est moindre que dans la zone glomérulée.. Il pourrait donc seulement s’agir d’un 

problème de niveau d’activation de la voie, celle-ci n’étant pas assez forte pour entrainer un 

changement d’identité des cellules fasciculées dans notre modèle. Alors que dans le modèle Δcat de 

(Berthon et al., 2010), la voie est très fortement active.  

Par ailleurs, il est étonnant d’observer en comparant encore ces 2 modèles que dans notre modèle 

gain de fonction les tumeurs apparaissent plus tôt et sont plus grosses. Il semblerait donc que bien 

que ce niveau d’activation soit plus faible il est plus efficace pour entrainer la prolifération. Mais 

dans notre modèle, le gène Rspo1 est également exprimé dans la zone glomérulée, ce qui n’est pas 

le cas dans le modèle Δcat où une CRE uniquement exprimée dans la zone fasciculée est utilisée. 

Les cellules de la zone glomérulée seraient donc peut être plus affectées au niveau de la prolifération, 

ce qui semble logique puisque cette zone abrite différentes populations de cellules progénitrices. 
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Figure 1 : Comparaison des modèles d’activation de la voie Wnt/β-caténine Δcat et gain de fonction. 

A :  Colorations par Immunofluorescence dirigées contre les protéines AKR1B7 et DAB2 réalisés sur des coupes de glandes 
surrénales de souris sauvages ou gain de fonction âgées de 6 mois. 
B : Graphique représentant la cinétique du poids des glandes surrénales en mg de souris sauvages(A) et gain de fonction 
hétérozygotes (B) et homozygotes (C). Noter que le poids des glandes surrénales des souris gain de fonction augmente de 
manière dépendante à l’âge.  
C : (A-C) Co-immunohistochimie pour β-caténine (rouge) et SF-1 (vert) sur des sections de glandes surrénales de souris WT 
et Δcat âgées de 10 mois. (D-F) Co-immunohistochimie pour AKR1B7 (rouge) et SF-1 (vert) sur des sections de glandes 
surrénales de souris WT et Δcat âgées de 10 mois. (G-K) Co-immunohistochimie pour β-caténine (rouge) et AKR1B7 (vert) 
sur des sections de glandes surrénales de souris WT et Δcat âgées de 10 mois. Panneau tiré de (Berthon et al., 2010) 
D : Poids de glandes surrénales de souris WT et Δcat âgées de 10 mois. 
Noter que dans le modèle Δcat on observe une extension de la zone glomérulée au dépend de la zone fasciculée, et que ce n’est 
pas le cas dans le modèle gain de fonction. On peut également observer que la taille des glandes surrénales est beaucoup plus 
importante dans le modèle gain de fonction que dans le modèle Δcat. Panneau tiré de (Berthon et al., 2010) 
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La caractérisation physiologique de glandes surrénales de notre modèle gain de fonction bien que 

non significative montre une tendance à l’augmentation de sécrétion des hormones stéroïdiennes. Ce 

qui semble logique puisque les glandes surrénales semblent plus grosses. Ces tests seraient 

néanmoins à refaire dans des moindres conditions de stress pour les souris afin de diminuer la 

variabilité et les valider. 

Nous pouvons néanmoins discuter le fait qu’une partie des cellules de la zone fasciculée interne 

n’exprime plus les gènes de la stéroïdogenèse (voir figure 6 partie 2 des résultats). Nous pourrions 

penser qu’une régulation hypothalamique suite à un taux hormonal trop élevé en serait à l’origine. 

Une étude plus approfondie de la physiologie des animaux serait donc nécessaire à la compréhension 

de ces mécanismes et pourrait aider à comprendre certaines pathologies d’hypersécrétions des 

hormones stéroïdiennes. 

 

Bien que le gène Rspo1 ne soit pas exprimé dans les cellules endothéliales, la vascularisation des 

glandes surrénales est affectée par son expression dans les cellules stéroïdogéniques juxtaposées. En 

effet on observe dans les glandes surrénales de souris GOF une désorganisation du réseau vasculaire 

et celle-ci est encore plus marquée dans les tumeurs. Sachant que le gène Rspo3 est exprimé dans le 

tissu endothélial et qu’il a un rôle majeur dans la vascularisation (Scholz et al., 2016), on peut 

imaginer que le gène Rspo1 par redondance fonctionnelle puisse aussi avoir un effet et expliquer le 

phénotype observé chez les souris GOF. 

   

Le rôle de RSPO1 en tant que gène permettant l’hyperplasie de l’organe sans modification de 

structure nous permet d’envisager d’éventuelles applications thérapeutiques dans le traitement 

d’hypoplasie des glandes surrénales comme on peut en observer dans certaines formes de syndrome 

d’Addison. Il a d’ailleurs été suggéré par Kim et collègues d’exploiter l’effet prolifératif de la RSPO1 

pour contrer les effets secondaires apoptotiques de la chimiothérapie sur le système digestif (Kim et 

al., 2005). Mais le fait qu’une longue exposition à la RSPO1 puisse causer des tumeurs démontre 

clairement qu’un éventuel traitement potentiel devra être soigneusement contrôlé. 
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D’ailleurs l’apparition de tumeurs dans notre modèle démontre l’effet oncogène important de 

RSPO1. De telles observations suggèrent un rôle pour RSPO1 dans la cancérogenèse des glandes 

surrénales chez des patients humains. Pourtant des analyses ont été réalisées sur un panel de patients 

souffrants de cancers surrénaliens et n’ont pas révélé d’augmentation du niveau d’expression de 

Rspo1 dans les tissus tumoraux.  

De manière plus générale, l’activité oncogène de RSPO1 dans d’autres tissus serait possible puisque 

son domaine d’expression n’est pas restreint uniquement à la capsule surrénalienne. D’ailleurs un 

effet oncogène de RSPO1 a été également démontré dans l’ovaire en utilisant le même modèle de 

souris gain de fonction (De Cian et al., 2016).  Notre modèle de souris Rosa26 : Rspo1 pourrait donc 

être tout à fait approprié pour l’étude de la surexpression de Rspo1 dans d’autres tissus après 

croisement avec des souris exprimant divers types de recombinase CRE. 
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Conclusion 
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Dans ce travail de thèse, nous nous sommes donc intéressés à la compréhension des mécanismes 

aboutissant à la zonation et a l’homéostasie des glandes surrénales. Et plus particulièrement au rôle 

de la capsule et des gènes de la famille Rspondin. 

Nous avons d’abord démontré que seuls les gènes Rspo1 et Rspo3 était exprimés dans la glande 

surrénale et ceci uniquement dans la capsule. 

Mais la capsule étant composée de plusieurs populations cellulaires différentes nous avons montré 

que le gène Rspo1 était exprimé par les cellules exprimant le facteur de transcription WT1 (situé 

dans le mésothélium) alors que le gène Rspo3 était exprimé par les cellules exprimant le facteur de 

transcription GLI1. 

 La délétion du gène Rspo3 dans la capsule a montré que celui-ci est nécessaire à la fois à la mise en 

place de la zonation de la glande lors du développement embryonnaire mais également à son 

maintien tout au long de la vie. En effet, le gène Rspo3 induit l’activation des voies Wnt/β-caténine 

et SHH dans les cellules de la zone glomérulée. Celle-ci vont alors activer l’expression de Gli1 dans 

les cellules capsulaires. Ces cellules vont alors pouvoir proliférer et former le cortex définitif lors du 

développement embryonnaire. Ensuite, chez l’adulte les cellules capsulaires exprimant Rspo3 vont 

permettre le maintien de l’activation des voies SHH et Wnt/β-caténine, permettant ainsi le maintien 

de la zone glomérulée. Le gène Rspo3 est également essentiel au maintien de l’homéostasie chez 

l’adulte. Il a en effet été montré que la zone glomérulée était un réservoir de cellules progénitrices 

puisqu’elles sont capables de se diviser et de se dédifférencier pour ensuite migrer dans la zone 

fasciculée et se redifférencier en cellules fasciculées. Mais en l’absence de Rspo3, les cellules de la 

zone glomérulée perdent l’activation des voies Wnt/β-caténine et SHH et se différencient en cellules 

fasciculées. La régénération n’est alors plus possible et le cortex va finir par s’atrophier. 

 

En ce qui concerne le gène Rspo1, nous avons démontré qu’il n’était pas nécessaire au 

développement et à l’homéostasie surrénalienne. Par contre son expression ectopique dans les 

cellules corticales montre l’importance de la régulation de ce gène puisqu’elle entraine une 

hyperplasie surrénalienne et la formation de tumeurs. 

Les gènes R-spondin exprimés dans la capsule surrénalienne ont donc un rôle majeur dans le 

développement, la zonation et le maintien de l’homéostasie de la glande surrénale. Ceci montre donc 

que contrairement à ce que l’on pensait la capsule n’a pas seulement un rôle structural. Elle agit 

comme un centre de signalisation via les gènes R-spondin et participe activement à la fonction de 
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l’organe. 

Ceci n’est pas valable uniquement pour la glande surrénale puisqu’il a également été démontré que 

ce système était le même dans le foie (Rocha et al., 2015) et qu’on pourrait l’imaginer facilement 

ailleurs puisque les gènes de la famille R-spondin sont exprimés dans le mésothelium de nombreux 

organes. 
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