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Résumé

La voie de signalisation Hippo est une cascade de kinases hautement conservée entre les
especes qui contréle des processus cellulaires fondamentaux comme la prolifération, I'apoptose et la
différenciation. Dans la cascade, les kinases Large tumor suppressor 1 et 2 (LATS1/2) phosphorylent et
inactivent les co-activateurs transcriptionnels Yes-associated protein (YAP) et Transcriptional
coactivator with PDZ-binding motif (TAZ) pour réguler finement le développement, la taille et
I’'homéostasie de nombreux tissus. Bien qu’il ait été démontré que YAP/TAZ étaient essentiels au
maintien du cortex surrénalien durant la vie adulte, le réle des kinases en amont n’a jamais été étudié.
L’'objectif de ce projet était donc d’élucider le réle de LATS1 et de LATS2 dans le développement
corticosurrénalien. Pour ce faire, un modéle de souris Lats1/o¥fox;| gts2fo/flox:Nr5q1-cre, permettant
I'inactivation conditionnelle de Lats1/2 dans les tissus stéroidiens, a été créé. La caractérisation de ce
modele a révélé que Latsl/2 étaient indispensables pour maintenir lidentité des cellules
adrénocorticales durant le développement embryonnaire. En I'absence de Lats1/2, les cellules du
cortex acquierent des propriétés myofibroblastiques et perdent progressivement leur capacité de
stéroidogenese, causant une insuffisance surrénalienne fatale vers 2 a 3 semaines d’age chez les deux
sexes. Cette transdifférenciation est probablement causée, du moins en partie, par une augmentation
de l'activité transcriptionnelle de YAP/TAZ puisqu’une augmentation de I'expression nucléaire de
YAP/TAZ et de I'expression de certains génes cibles de la voie Hippo ont été observées dans les cellules
myofibroblastiques. Ces résultats révelent donc un tout nouveau réle de la voie Hippo dans le

développement du cortex surrénalien.

Mots-clés : Voie Hippo, LATS1, LATS2, YAP, TAZ, glande surrénale, cellules adrénocorticales,

développement, souris transgéniques



Abstract

The Hippo signaling pathway is a highly conserved kinase cascade that controls fundamental
cellular processes such as proliferation, apoptosis and differentiation. In this cascade, the Large tumor
suppressor kinase 1 and 2 (LATS1/2) phosphorylate and inactivate the main downstream effectors, Yes-
associated protein (YAP) and Transcriptional coactivator with PDZ-binding motif (TAZ), to finely
regulate the development, size and homeostasis of several organs. It was recently demonstrated that
YAP and TAZ were essential for the maintenance of the adrenal cortex during adult life, but the role of
the upstream kinases has never been studied. The objective of the present project was therefore to
elucidate the role of LATS1 and LATS2 in adrenocortical development. We generated a
Lats1o¥/flox;| gts 2fo/flox:Nr5q1-cre mouse model in which Lats1/2 were conditionally inactivated in
steroidogenic cells. The characterization of this model revealed that Lats1/2 were required to maintain
proper adrenocortical cell identity during embryonic development. In the absence of Latsi/2,
adrenocortical cells acquire myofibroblastic properties and lose their steroidogenic capacity, leading to
adrenal deficiency and death at 2 to 3 weeks of age. This transdifferentiation is probably caused, at
least in part, by an increased transcriptional activity of YAP/TAZ since a stronger nuclear expression of
YAP/YAZ and higher expression levels of Hippo target genes were observed in the myofibroblastic
population. These results suggest an important novel role of Hippo signaling in adrenal cortex

development.

Keywords: Hippo pathway, LATS1, LATS2, YAP, TAZ, adrenal gland, adrenocortical cells,

development, transgenic mice
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Whnt : Wingless-Type MMTV Integration Site Family
Wnt4 : Wnt Family Member 4

WT1 : Wilms tumor 1

Wts : Warts

WTX : Géne tumoral de Wilm sur le chromosome X
WWP1 : WW Domain Containing E3 Ubiquitin Protein Ligase 1
WWTR1 : WW domain-containing transcription regulator protein 1
YAP : Yes-associated protein

Yes : Tyrosine kinase Yes Proto-Oncogene 1

Yki : Yorkie

ZD : Zone définitive

zF : Zone fasciculée

zG : Zone glomérulée

ZNRF3 : Zinc and ring finger 3

zR : Zone réticulée

zX :Zone X

a-SMA : Alpha smooth muscle actin

B-TrCP : Ligase E3 B-transducin repeat-containing protein
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Introduction

La voie de signalisation Hippo a été découverte chez la drosophile il y a plus de deux décennies.
C'est une cascade de kinases hautement conservée chez les animaux qui entraine ultimement la
phosphorylation de ses effecteurs, les co-activateurs transcriptionnels YAP et TAZ, et leur inactivation par
les kinases LATS1 et LATS2. Ceci permet de contréler la prolifération, I'apoptose et la différenciation des
cellules. La signalisation Hippo est essentielle pour le développement et 'homéostasie de nombreux
organes et ses effets sont tissu-dépendants. Des déréglements de la voie sont responsables de plusieurs

pathologies et leur implication dans la formation de tumeurs est désormais bien établie.

Les glandes surrénales sont des glandes endocrines composées d’un cortex externe, qui produit
des corticostéroides, des minéralocorticoides et une petite quantité d’androgenes, et d’une médulla
interne qui sécréte des catécholamines. Le cortex prend origine d’une structure embryonnaire appelée le
primordium adrénogonadique, qui donne aussi naissance aux gonades. Plusieurs voies de signalisation et
facteurs de transcription orchestrent le développement du primordium adrénogonadique, sa séparation
en deux primordiums distincts (gonadique et adrénocortical) et la différenciation subséquente de ces

précurseurs en tissus matures fonctionnels.

Il a récemment été démontré que YAP et TAZ étaient nécessaires pour le maintien post-natal du
cortex surrénalien. En effet, la délétion conditionnelle de Yap et Taz a engendré une dégénérescence
corticale progressive chez les souris males adultes. Une autre étude a aussi révélé que YAP et TAZ étaient
souvent surexprimés dans les tumeurs adrénocorticales pédiatriques humaines plus agressives. La voie
Hippo joue donc un réle dans I’homéostasie du cortex surrénalien, mais son réle dans le développement
embryonnaire n’a jamais été étudié. L'objectif de ce projet est donc d’élucider le réle de la voie Hippo dans
le développement adrénocortical par la création d’'un modeéle de souris transgénique permettant

I'inactivation des kinases clés de la voie Hippo Lats1 et Lats2 dans les cellules stéroidogéniques.
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Chapitre 1 — Revue de littérature

1. Glande surrénale

1.1 Anatomie et histologie de la glande surrénale murine post-natale

Chez les mammiféres, les glandes surrénales sont des organes pairés ovoides situés au péle cranial
des reins dans 'espace rétropéritonéal. Chez les femelles, elles sont environ 25% plus volumineuses et
sont plus opaques a cause d’une plus grande quantité de lipides par rapport aux males (1). Chez la souris,
la glande est entourée d’une mince capsule fibreuse et contient quatre zones concentriques distinctes : la
zone glomérulée (zG), la zone fasciculée (zF) et la zone X (zX), qui forment le cortex, ainsi que la médulla
(Figure 1). Il n’y a pas de zone réticulée discernable, contrairement aux humains. Le cortex occupe 80% du

volume de la glande et la médulla en occupe 20% (2).

Au niveau microscopique, la zG, qui est la zone la plus externe du cortex, est formée de petites
cellules légérement basophiles avec un noyau relativement gros et un peu de cytoplasme. Elles sont
organisées en arcs denses indistincts. Ces cellules contiennent quelques gouttelettes lipidiques
périnucléaires de taille uniforme (3). Parmi les marqueurs spécifiques de la zG se retrouvent I’aldostérone
synthase (CYP11B2) (4), Disabled homolog 2 (DAB2) (5), Protein delta homolog 1 (DLK1 ou PREF-1) (6) et
la f-caténine (7). La zF, plus interne, représente environ 70-75% du cortex. Ses cellules sont organisées en
colonnes séparées par des capillaires fenestrés qui s’étendent vers la médulla. Elles possedent un noyau
central et un cytoplasme plus éosinophile que la zG, avec de multiples vacuoles lipidiques de tailles
variables. Les principaux marqueurs de la zF sont la 11-beta hydroxylase (CYP11B1) (8) et I'aldo-keto
reductase family 1, member B7 (AKR1B7) (9). La zX, propre a la souris, correspond aux cellules du cortex
feetal qui s’accumulent a la jonction cortico-médullaire (10). Ces cellules sont éosinophiles et plus petites
que les cellules des autres zones du cortex (11). Elles expriment spécifiquement I'enzyme 20alpha-
hydroxystéroide déshydrogénase (20a-HSD). Sa fonction est toutefois encore controversée; elle semble
étre impliquée dans le métabolisme de la progestérone et possiblement des glucocorticoides et des
minéralocorticoides (12). Les cellules de la zZX commencent a étre visibles au huitieme jour post-natal (13).
Chez les males, la zX est beaucoup plus petite et disparait entierement a la puberté (environ 40 jours) (14,

15) sous I'effet des androgenes (12), tandis qu’elle disparait rapidement durant la premiere gestation (5-



15¢ jour) chez la femelle (15, 16). En I'absence de gestation, la zX régresse beaucoup plus
lentement, soit vers 3 a 7 mois d’age (15). Chez I'humain et d’autres espeéces, il y a une troisiéme zone
corticale située entre la zF et la médulla appelée zone réticulée (zR). Cette zone produit du
déhydroépiandrostérone (DHEA) et son dérivé sulfaté (DHEAS) (17). Les cellules de la zR sont
histologiquement similaires a celles de la zF, avec cependant moins de gouttelettes lipidiques et plus de

pigments de lipofuscine (18) (Figure 1).

La médulla, située au centre de la glande, est constituée d’une population homogéne de cellules
chromaffines organisées en amas de tailles variables séparés par des sinusoides. Elles possedent un noyau
central et un cytoplasme basophile contenant un grand nombre de granules sécrétoires lui donnant une
apparence finement granulaire. Quelques cellules ganglionnaires y sont disséminées. La médulla peut

s’étendre jusqu’a la capsule au niveau du hile (19, 20).

Un plexus artériolaire sous-capsulaire dirige le sang vers le centre de la surrénale par deux types
de vaisseaux, soit des sinusoides qui irriguent le cortex et la médulla et des artéres médullaires qui se

rendent directement dans la médulla (21).

Capsule
G

zF

zX

Meédulla

Figure 1. Histologie de la glande surrénale murine.
La glande surrénale provient d’une souris femelle nullipare d’environ 2 mois d’age. zF : Zone fasciculée,
zG : Zone glomérulée, zX : Zone X.
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1.2 Physiologie
La glande surrénale est une glande endocrine dont le réle principal est de produire des hormones

essentielles a la survie de I'organisme. Chaque zone de la glande produit différentes hormones selon son

arsenal enzymatique.
1.2.1 Roles des hormones stéroidiennes surrénaliennes

1.2.1.1 Aldostérone
L'aldostérone est une hormone stéroidienne produite par la zG en réponse a I'angiotensine Il
(systeme rénine-angiotensine), a une augmentation du potassium sérique, a une déficience en sodium, a
la corticotrophine (ACTH) et a plusieurs autres facteurs paracrines. Son réle principal est de réguler le
volume extracellulaire et la pression sanguine en contrélant I'équilibre sodium-potassium. Elle contribue

également a I'équilibre acido-basique (22).

Le systeme rénine-angiotensine est un régulateur important de la synthése d’aldostérone. Lorsque
le débit sanguin rénal ou la concentration sérique de sodium sont diminués, I'appareil juxtaglomérulaire
rénal sécrete de la rénine (23, 24). Celle-ci clive I'angiotensinogéne circulant synthétisé par le foie pour
produire de I'angiotensine |, qui sera convertie en angiotensine Il au poumon. Cette derniére a un effet
direct sur le systéme vasculaire au niveau artériel et induit également la synthése d’aldostérone par les

glandes surrénales en stimulant la transcription de Cyp11b2 (25).

L’aldostérone agit en se liant initialement a un récepteur minéralocorticoide cytoplasmique pour
former un complexe qui se rend au noyau pour réguler la transcription. Ceci résulte en une augmentation
de la réabsorption de sodium et de I'excrétion de potassium et de protons (H+) dans I'épithélium du tubule
contourné distal (22) par I'activation de canaux sodiques épithéliaux apicaux et de pompes Na*/K*-ATPase
basolatérales (26). Les récepteurs minéralocorticoides sont aussi exprimés dans d’autres tissus tels que le
systeme cardiovasculaire (cceur (27), les cellules endothéliales (28, 29), les muscles lisses (29, 30)) et les

cellules mésangiales du rein (31).

1.2.1.2 Glucocorticoides
Les glucocorticoides sont des hormones stéroidiennes produites par la zF en réponse au stress et
de maniere circadienne sous le contréle de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien. L'ACTH produite
par I'hypophyse est le principal stimulus et agit sur les cellules de la zF via un récepteur couplé a une

protéine G appelé Melanocortin 2 receptor (MC2R). La plupart des tissus contient des récepteurs aux
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glucocorticoides (GR). lls sont essentiels a la survie et sont impliqués dans de nombreux processus
physiologiques tels que le métabolisme, I'immunité, I'inflammation, la croissance squelettique, le systéme
cardiovasculaire, la reproduction et la cognition (32, 33). Leurs principales fonctions sont d’augmenter la
concentration de glucose sanguin via la néoglucogenese, faciliter le catabolisme des protéines, des lipides
et des hydrates de carbone, moduler le systeme immunitaire et stimuler les enzymes nécessaires a la
synthése de catécholamines par la médulla (34). Les glucocorticoides jouent aussi un role crucial dans la
gestation et le développement foetal. Au début de la gestation, ils sont essentiels a I'implantation de
I’embryon, a la décidualisation de la paroi utérine et a la suppression de I'immunité maternelle (35, 36).
Vers la fin de la gestation, les surrénales foetales commencent a produire des glucocorticoides en
circulation (24 semaines chez I’humain, jour embryonnaire 15 (el5) chez la souris); cette augmentation
est cruciale pour la maturation finale de plusieurs organes en préparation a la vie post-natale,
particulierement les poumons (37, 38). Les souris déficientes en récepteurs aux glucocorticoides (GR null)

meurent d’insuffisance respiratoire a la naissance (39).

1.2.1.3 Androgénes surrénaliens

Les glandes surrénales des rongeurs ne produisent pas d’androgénes, contrairement a d’autres
especes comme I"humain. La zone réticulée (zR) sécréte plusieurs androgénes, soit la DHEA, la DHEAS (le
plus abondant), 'androsténedione et la 113-hydroxyandrosténedione (40). Ces molécules sont beaucoup
moins puissantes que la testostérone ou la dihydrotestostérone ; elles ne se lient que trés peu aux
récepteurs d’androgeénes (AR) et possedent une faible capacité d’activation. Elles servent principalement
de précurseurs pouvant étre convertis en androgenes plus puissants dans les tissus périphériques (ex.
glandes sébacées, prostate, etc.) (41). Chez I'humain, la zR est fonctionnelle a partir de 6 a 8 ans, ce qui

coincide avec I'expression du cytochrome b5 (CYB5), qui augmente I'activité de I'enzyme CYP17A1 (42).

1.2.2 Catécholamines
Les cellules chromaffines de la médulla synthétisent et sécretent des catécholamines dans la
circulation en réponse a une activation du systeme nerveux sympathique afin d’'induire une réponse rapide
au stress pour assurer la survie de I'organisme. Les deux principales catécholamines sont I'épinéphrine
(70-80%) et la norépinéphrine. Ce sont des neurohormones qui interagissent avec les récepteurs
adrénergiques. Dans le systéme cardiovasculaire, leur principale action est d’augmenter la fréquence
cardiaque et d’induire une vasoconstriction périphérique pour augmenter le débit et la pression sanguine.

Ils causent aussi une piloérection, une bronchodilatation, une relaxation des muscles lisses, une

23



constriction des sphincters gastro-intestinaux, une mydriase et des changements métaboliques

permettant d’augmenter les niveaux sanguins de glucose (glycogénolyse) et d’acides gras libres (43).

1.2.3 Stéroidogenese
La stéroidogenése regroupe l'ensemble des étapes menant a la synthese d’hormones
stéroidiennes par le cortex surrénalien. Ce processus complexe inclut la mobilisation du cholestérol, le
précurseur de tous les stéroides, puis son transfert a la membrane mitochondriale et sa transformation

enzymatique en hormones stéroidiennes.

1.2.3.1 Mobilisation du cholestérol
Le cholestérol est le précurseur commun de toutes les hormones stéroidiennes. Il est transformé
en stéroides spécifiques par plusieurs réactions enzymatiques successives et le produit final dépend du
type cellulaire. Le cholestérol peut provenir de plusieurs sources : synthése de novo, importation de
cholestérol sous forme estérifiée incorporé dans des lipoprotéines a faible densité (LDL) ou haute densité

(HDL) ou hydrolyse du cholestérol estérifié stocké dans les gouttelettes lipidiques (21, 44).

Dans la surrénale, la synthése de novo entre en jeu surtout lorsque les besoins en stéroides sont
augmentés (45). Le cholestérol est synthétisé en plusieurs étapes successives a partir d’acétyl-coA qui
provient d’une réaction d’oxydation. L’étape limitante est catabolisée par I’"hydroxyméthylglutaryl-CoA
réductase (HMG-CoA), dont I'expression est régulée par un facteur de transcription appelé sterol-

regulatory element-binding protein (SREBP) (46).

Chez I’humain, la majorité du cholestérol utilisé dans la surrénale provient de I'importation de
cholestérol estérifié associé aux LDL (47). Les LDL se lient aux récepteurs de LDL (LDLR) et sont internalisés
par endocytose dans la cellule. Le cholestérol estérifié est ensuite hydrolysé par la lipase acide lysosomale
(LIPA) dans les endosomes tardifs afin de produire du cholestérol libre. La protéine NPC Intracellular
Cholesterol Transporter 2 (NPC2) facilite I’hydrolyse tandis que NPC Intracellular Cholesterol Transporter 1

(NPC1) facilite I'exportation du cholestérol libre de 'endosome tardif (21, 48).

Contrairement aux LDL, lI'incorporation du cholestérol dans la cellule via les HDL ne se fait pas par
endocytose, mais par un canal non-aqueux appelé Scavenger receptor class B, type 1 (SR-B1) situé dans la
membrane cytoplasmique. Le HDL se lie a SR-BI, relache son cholestérol estérifié et retourne dans la

circulation (49). Celui-ci peut étre directement incorporé dans des gouttelettes lipidiques (50) ou étre
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hydrolysé en cholestérol libre par la lipase hormonosensible (HSL) (51). Chez les rongeurs, les HDL sont la

principale source de cholestérol (52) (Figure 2).

Lors d’une stimulation hormonale aigué, I'hydrolyse du cholestérol estérifié des gouttelettes
lipidiques par la HSL est privilégiée. Cette derniére est activée par I’ACTH via la voie PKA ou I'angiotensine

Il et elle participe aussi au transport du cholestérol vers la membrane mitochondriale externe (MME) (53).

1.2.3.2 Transport du cholestérol libre vers la membrane mitochondriale externe

(MME)
Le cholestérol libre doit atteindre la mitochondrie afin d’entamer la stéroidogenese. La
mitochondrie ne peut pas entreposer de grandes quantités de cholestérol libre, donc la majorité se trouve
dans la MME (54). Le cholestérol atteint la MME par des mécanismes impliquant du transport vésiculaire

ou des protéines de liaison solubles (55).

1.2.3.3 Transfert du cholestérol de la MME a la membrane mitochondriale interne

(MMI)

Une fois a la MME, le cholestérol libre doit atteindre la MMIL. Il s’agit de I'étape limitante de la
stéroidogenése et la protéine Steroidogenic acute regulatory protein (StAR) en est le principal acteur. StAR
fait partie d’'un complexe protéique associé aux membranes mitochondriales appelé le transduceosome.
Ce complexe contient d’autres protéines dont un canal anionique voltage-dépendant (VDAC) et |a protéine
translocatrice TSPO (56) (Figure 2). Dans la mitochondrie, StAR doit étre clivée pour devenir fonctionnelle.
En réponse a une stimulation hormonale (ACTH, hormone lutéinisante (LH)), StAR est également
phosphorylée, ce qui augmente davantage son activité (57, 58). Le niveau d’activité de StAR est régulé
finement par plusieurs voies de signalisation incluant la voie PKA, la protéine kinase C (PKC) et la voie

ERK1/2 (59).

Le knockout de StAR dans un modele de souris a engendré une déficience en glucocorticoides et
une altération sévéere de I'architecture surrénalienne avec I'accumulation de lipides (60). Ces changements
concordent avec ce qu’on retrouve chez les humains atteints d’hyperplasie surrénalienne lipoide

congénitale, une maladie autosomale récessive |étale causée par la perte de fonction de StAR (61).
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Figure 2. Mobilisation initiale et transport du cholestérol pour la stéroidogeneése
Modifié de Strauss, Modi et McAllister, 2014 (62) et Miller, 2011 (63)

1.2.3.4 Transformation du cholestérol en hormones stéroidiennes

Une fois a la MMI, le cholestérol est converti en prégnénolone par I’'enzyme CYP11A1 ou P450SCC
(Cytochrome P450, family 11, subfamily A, polypeptide 1 ou Cholesterol side chain clivage) (40). Il s’agit
également d’une étape limitante de la stéroidogenése (64). Cette réaction produit aussi de
I'isocaproaldéhyde, un métabolite toxique qui sera transformé en dérivés moins toxiques par des aldoses
réductases (principalement AKR1B7) ou des aldéhydes déshydrogénases (65, 66). Ensuite, ces produits
vont sortir de la mitochondrie et plusieurs réactions catalysées par les enzymes cytochrome P450 et
hydroxystéroides déshydrogénases vont se succéder afin de produire les hormones stéroidiennes. Le
produit final dépend du type cellulaire, qui exprime un arsenal enzymatique spécifique. Les hormones
stéroidiennes ne peuvent pas étre stockées pour une sécrétion immédiate, donc la réponse dépend

toujours de la synthése de novo (40).

1.2.3.5 Synthése d’aldostérone

La synthése de minéralocorticoides se produit dans la zG et nécessite trois enzymes spécifiques.
Premiérement, I'enzyme 35-hydroxystéroide déshydrogénase type 2 (HSD32) convertit la prégnénolone
en progestérone de maniére irréversible (67). Deuxiemement, I'enzyme 21-hydroxylase (CYP21A2 ou
P450c21) convertit la progestérone en 11-déoxycorticostérone. Enfin, CYP11B2 (P450c11AS) catalyse les

trois derniéres étapes, soit la 115-hydroxylation, la 180 hydroxylation et la 18-méthyloxydation. La zG
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exprime trés peu de 17a-hydroxylase/17,20-lyase (CYP17A1 ou P450c17), qui méne plutdt a la synthése

de cortisol et d’androgenes (68).

1.2.3.6 Synthése de glucocorticoides

Chez I’lhumain, CYP17A1 catalyse la 17a-hydroxylation de la prégnénolone et de la progestérone,
qui sont transformées en 17-hydroxyprégnénolone et en 17-hydroxyprogestérone respectivement. Par la
suite, de maniere similaire a la zG, I'enzyme HSD32 peut transformer la 17-hydroxyprégnénolone en 17-
hydroxyprogestérone, qui sera transformé en 11-déoxycortisol par CYP21A2. Finalement, I'enzyme
CYP11B1 produit le cortisol et est souvent utilisée comme marqueur de la zF. La corticostérone est aussi
produite chez I’humain, mais en trés petite quantité (68). La souris est déficiente en CYP17A1, donc elle
produit de la corticostérone au lieu du cortisol. La progestérone est hydroxylée en 11-déoxycorticostérone
par la 21-hydroxylase comme dans la zG. Puis, I'enzyme CYP11B1 la transforme en corticostérone (68, 69)

(Figure 3).

1.2.3.7 Synthése d’androgénes surrénaliens

Chez I'humain, des androgénes sont produits dans la zR, les deux principaux étant la DHEA et la
DHEAS. L'enzyme CYP17A1 effectue la synthése de DHEA a partir de prégnénolone et d’androsténedione
a partir de progestérone. C'est I'activité lyase de CYP17A1 qui est impliquée dans la synthése d’androgénes
et non l'activité hydroxylase, qui est plutot impliquée dans la synthése de glucocorticoides dans la zF. La
réaction lyase est environ 10 fois plus importante dans la zF que la zG a cause de la présence d’un cofacteur
appelé CYB5a (70). La DHEA est conjuguée en sa forme sulfatée DHEAS par la sulfotransférase SULT2A1
(71). La surrénale est capable de produire une faible quantité de testostérone par conversion

d’androsténedione par I'enzyme 176-hydroxystroid dehydrogenase type 5 (173HSD5) (Figure 3).
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Figure 3. Etapes de la stéroidogenése dans le cortex surrénalien
Les enzymes en jaune sont présentes chez les humains et les souris. Les enzymes en vert sont
absentes chez les souris. Modifié de Turcu, 2015 (72).

1.3 Développement embryonnaire et maintien de la glande surrénale

murine

1.3.1 Développement morphologique embryonnaire de la glande surrénale

Chez la souris, la formation de la glande surrénale débute vers le jour embryonnaire 9.5 (€9.5) par
I’épaississement de |'épithélium coelomique, correspondant a la créte urogénitale (73, 74). Cette
population cellulaire forme le primordium adrénogonadique (PAG), qui est le précurseur commun des
gonades et des surrénales. Le PAG contient une population mixte de progéniteurs du cortex surrénalien
et des cellules somatiques des gonades, qui expriment tous le facteur de transcription steroidogenic
factor-1 (SF1), aussi appelé Adrenal-4-binding protein (Ad4BP) (73, 75, 76). Au jour €10.5, le PAG se sépare
en deux entités, soit le primordium adrénocortical et le primordium gonadique, qui vont continuer leur
différenciation selon différentes voies de signalisation. Les cellules du primordium gonadique migrent
dorsolatéralement tandis que celles du primordium adrénocortical, qui expriment plus fortement SF1,
migrent dorsomédialement pour se positionner ventrolatéralement a I'aorte dorsale (73, 74). Des cellules
dérivées de la créte neurale envahissent le primordium adrénocortical au jour el2.5 et se différencient
éventuellement en cellules chromaffines neuroendocrines qui formeront la médulla (77). Au jour e14.5, la

glande surrénale devient encapsulée par plusieurs couches de cellules par un processus impliquant

28



possiblement la condensation des cellules mésenchymateuses adjacentes (mésoderme intermédiaire) (38,
78). Durant cette période, la vascularisation et I'innervation se développent. Les différentes zones du
cortex définitif se forment apres I'encapsulation et cette étape est complétée apres la naissance (79). Leur
différenciation commence en fait a €11.5-12.5, lorsque I'expression des enzymes stéroidogéniques de
base (cholesterol side chain cleavage enzyme ; CYP11A1) et I'accumulation de mitochondries et de biotine
endogene deviennent détectables (80, 81). L'expression de I'enzyme terminale CYP11B1 est détectable a
e13.5 tandis que I'expression de CYP11B2 débute autour de 1 jour post-natal (1 dpp) chez la souris (82,
83) (Figure 4).
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Figure 4. Développement embryonnaire et post-natal de la glande surrénale chez la souris
La ligne du temps n’est pas a I'échelle. ZF : zone foetale, ZD : zone définitive. Modifié de Xing, 2015 (84).

1.3.2 Facteurs et voies de signalisation impliqués dans le développement précoce
du cortex surrénalien
Le développement du cortex surrénalien est un processus complexe qui est régulé par plusieurs
voies de signalisation entrant en jeu a des moments précis. L'étude de patients humains affectés par des
mutations et des modeles de souris transgéniques de perte ou gain de fonctions ont permis de mettre en

lumiere plusieurs acteurs clés qui seront présentés dans les prochaines sections.

1.3.2.1 Steroidogenic factor 1 (Sf1 ou Nr5al)
SF1 est un facteur de transcription appartenant a la famille des récepteurs nucléaires orphelins
(75, 85) qui est exprimé dans le cortex surrénalien, les cellules de Leydig, de Sertoli foetales, de la theque,

de la granulosa et dans le corpus luteum (86). Il régule I'expression de plusieurs génes codant pour des
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enzymes stéroidogéniques et est un régulateur majeur de la stéroidogenése et de la différenciation des
cellules stéroidogéniques. Il n’est donc pas surprenant qu’il soit crucial pour le développement surrénalien

(87).

Dans la surrénale, son expression débute dans la créte urogénitale & €9-9.5. Les souris Sf17°, dans
lesquelles le gene Sf1 est complétement inactivé, sont caractérisées par une absence totale de gonades et
de glandes surrénales, et meurent autour du 8° jour post-natal d’insuffisance surrénalienne. Leur
primordium adrénogonadique initial se développe, mais il régresse par apoptose entre e11.5 et e12.5 (75).
Les souris Sf1*” présentent une hypoplasie adrénocorticale visible dés e13.5 avec une médulla
hypoplasique et désorganisée. Chez les souris Sf1*-adultes, il y a une hypertrophie évidente des cellules
adrénocorticales et la stéroidogenése est légérement altérée avec une réponse au stress moins efficace
(88). Leurs gonades ont par contre une apparence normale. Ces résultats démontrent que : 1) SF1 est
essentiel au développement précoce et au maintien des surrénales et des gonades d’une maniere
proportionnelle a son niveau d’expression. En effet, dans une étude réalisée par le groupe de Val en 2007,
la sévérité du phénotype surrénalien était corrélée au degré de perte d’expression de Sf1 dans le PAG a
e10.5 (80). 2) L'expression de Sf1 dans le cortex est également cruciale pour I'organisation et la croissance
de la médulla, suggérant que SF1 régule des genes impliqués dans les interactions cortico-médullaires
durant I'organogeneése. 3) Les gonades sont moins sensibles a une diminution d’expression de Sf1 dans les

modeles transgéniques étudiés (88-90).

La régulation précise de I'expression de Sf1 est primordiale durant I'organogenése. Son expression
doit atteindre un niveau seuil critique dans le PAG pour permettre la différenciation adéquate du
primordium adénocortical. A ce moment, le co-facteur transcriptionnel CBP/p300 interacting
transactivator with ED-rich tail 2 (CITED2) interagit avec Wilms tumor 1 (WT1) dans le PAG au niveau des
séquences régulatrices en 5’ de Sfl1 pour augmenter I'expression de Sfl1 au-dela de ce seuil. Il est
intéressant de noter que les souris Cited2”" n’ont pas de surrénale a e17.5 et que I'expression de Sf1 dans

leur PAG est drastiquement diminuée, mais leurs gonades sont d’apparence normale (80, 91, 92).

En 2006, le groupe de Zubair a identifié un amplificateur appelé fetal adrenal-specific enhancer
(FAdE) dans le quatriéme intron de Sf1 qui est un médiateur critique de I'expression de Sf1 dés e10.5 dans
le primordium adrénocortical chez la souris (10). FAJE contient des sites de liaison pour différents facteurs
de transcription, soit Pre B cell leukemia homeobox 1/Pbx/knotted 1 homeobox 1 (PBX/PREP) et
PBX/Homeobox (PBX/HOX), qui sont essentiels pour initier la transcription de Sf1. Par la suite, |la protéine

SF1 se lie elle-méme a FAdE pour maintenir sa propre transcription via une boucle d’auto-régulation (10).
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FAdE n’est plus utilisé a partir de e14.5 et il semble y avoir un amplificateur différent de Sf1 dans la

surrénale adulte qui n’a pas encore été découvert (10).

Plusieurs autres éléments sont impliqués dans la régulation du niveau d’expression de SF1 dans le
développement embryonnaire de la surrénale. Le Transcription factor 21 (TCF21) ou POD1 est un facteur
de transcription exprimé des €9.5 qui sert a restreindre I'expression de Sf1. Son absence empéche la
séparation physique du PAG (93). Le facteur Dosage-sensitive sex reversal adrenal hypoplasia congenita
critical region on the X chromosome (DAX1) ou Nuclear Receptor Subfamily 0 Group B Member 1 (NROB1),
qui appartient a la famille des récepteurs nucléaires, régule aussi le niveau d’expression de SF1. Il agit
comme répresseur de la transcription de Sf1 en diminuant I'activité de FAdE (79) et il inhibe également la
transcription des génes stéroidiens médiée par SF1(94). Zubair et ses collaborateurs ont observé que DAX1
était plus fortement exprimé dans le primordium gonadique, ce qui inactive FAdE, tandis que la plus faible
expression dans le primordium adrénocortical maintient I'activité de FAdE. En se basant sur ces résultats,
ils ont spéculé que DAX1 empéche la différenciation adrénocorticale des cellules du PAG dédiées a un
destin gonadique (79, 95). Plus récemment, un nouveau réle de DAX1 a été découvert grace a des souris
Dax17"(inactivation de Dax1, situé sur le chromosome X); il a été démontré que DAX1 joue un rdle essentiel
dans le maintien de la pluripotence des cellules progénitrices adrénocorticales. En effet, la déficience en
DAX1 cause une différenciation excessive des progéniteurs sous-capsulaires, épuisant éventuellement

cette population cellulaire, et menant a I'insuffisance surrénalienne (96).

1.3.2.2 Wilms’ tumor suppressor gene 1 (WT1)

Plusieurs études de perte de fonction ont établi que WT1 était essentiel au développement
adrénogonadique ainsi que de plusieurs autres organes (97). Le géne Wt1 code pour un régulateur
transcriptionnel; il tire son nom du fait qu’il est muté dans un nombre significatif (10-15%) de tumeurs
rénales pédiatriques appelées tumeur de Wilm. Jusqu’a 26 isoformes différentes peuvent étre générées
via des mécanismes pré et post-transcriptionnels. Par exemple, I’épissage alternatif a la jonction des exons
9 et 10 génere des isoformes avec ou sans la présence de trois acides aminés (WT1+KTS ou WT1-KTS
respectivement). Ces isoformes possedent différentes fonctions biologiques en lien entre autres avec leur
affinité pour I’ADN et leur localisation cellulaire (98). Wt1 est exprimé dans le PAG et dans les gonades

indifférenciées, mais pas dans les cellules adrénocorticales aprées leur séparation du PAG (99).

Durant le développement adrénocortical, I'expression de WT1 est apergue en premier au jour €9.5
dans la créte urogénitale, accompagnée de GATA4, qui est considéré un marqueur du PAG. Les premiéres

cellules SF1+ apparaissent au jour €9.75 (WT1+/GATA4+/SF1+), suivies de la chute rapide de I'expression
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de WT1 et de GATA4. Au jour el11.5, WT1 n’est plus détectable dans les cellules SF1+ mais il demeure
exprimé dans quelques cellules de la capsule. Il est a noter que de rares cellules WT1+/GATA4+ persistent
dans le cortex durant le développement. Parallelement, des cellules des gonades en développement
continuent de co-exprimer WT1 et SF1. Les souris déficientes en Wt1 n’avaient pas de reins, de gonades

ni de surrénales, mais on pouvait apercevoir un épaississement de la créte urogénitale (100).

Afin de déterminer le réle de cette répression de WT1 dans le développement adrénocortical,
Bandiera et al. (2013) ont utilisé un modeéle de souris permettant d’exprimer différentes isoformes de Wt1
dans les cellules stéroidogéniques a partir de el2.5 (croisements de souris
Rosa26:Wt1+KTS et Rosa26:Wt1-KTS avec Sf1-Cre). Les surrénales des embryons homozygotes
Rosa26WH+TS/WHHKTS, 6£1_Cre sont normales tandis que celles des Rosa26"HT/WtKTS, 5£1_Cre sont moins
volumineuses, avec une morphologie cellulaire altérée. Dans ce méme modele, I'activation de I'isoforme
WT1-KTS, mais pas de WT1+KTS, a maintenu I'expression de GATA4 et a empéché la différenciation
stéroidogénique en régulant directement les génes cibles Glioma-associated oncogen (Gli1) et Tcf21 dans
les cellules adrénocorticales SF1+ dés le jour e12.5. TCF21 peut se lier au promoteur de SF1 pour
restreindre son expression (101, 102). Ces résultats démontrent que la répression de WT1-KTS est
essentielle a la différenciation des cellules du PAG en cellules adrénocorticales stéroidogéniques. WT1 joue
donc deux roles dans le développement adrénocortical : 1) il active Sf1 au niveau du PAG, conférant un
destin stéroidogénique aux cellules comme expliqué précédemment et 2) il restreint I'expression de Sf1
via l'activation de Tcf21 dans certaines cellules de la capsule, pour maintenir une population qui n’est pas

différenciée en cellules stéroidogéniques (98).

Des expériences de tracage avec le modele Wt1:Cre-GFP;mTmG (103), qui marque les cellules qui
expriment WT1 et ses descendants de maniéere irréversible en activant la protéine verte fluorescente
(GFP), ont permis de démontrer que la totalité des cellules SF1+ provient de cellules WT1+ du PAG. De

plus, une grande proportion des cellules mésenchymateuses de la capsule dérive de cellules WT1+ (98).

Il'y aderares cellules adrénocorticales WT1+ qui persistent durant la vie adulte et qui représentent
une population de progéniteurs capables de se différencier en cellules stéroidogéniques SF1+. Des
expériences de tracage ont démontré que la contribution de ces progéniteurs au maintien du cortex adulte
semble négligeable en situation physiologique (98). Dans la surrénale, la gonadectomie stimule la
prolifération des cellules fusiformes sous-capsulaires (cellules A), normalement quiescentes, et leur
différenciation en gonadal-like cells (cellules B) capables de synthétiser des hormones sexuelles (104, 105),

probablement en réponse a la LH (106-108). Ces cellules expriment CYP17 et le récepteur de la LH. Dans

32



les souris Wt1:Cre-GFP,mTmG gonadectomisées, les cellules qui exprimaient WT1+ ont perdu I'expression
de WT1 et expriment fortement SF1 et GATA4, indiquant que les cellules WT1+ peuvent se différencier en
cellules B apparentées aux cellules des gonades. En conclusion, les cellules WT1+ représentent une
population de cellules progénitrices ayant conservé des propriétés du PAG et qui sont capables de se

commettre a la lignée gonadique ou adrénergique (98).

1.3.2.3 Voie Wnt/[3-caténine dans le développement précoce
La voie de signalisation Wnt est impliquée dans le développement embryonnaire de plusieurs
organes. Plus particulierement, Wnt4 est essentiel au développement normal du cortex surrénalien, des
reins (109), de I’hypophyse (110), du canal de Miiller (111) et des ovaires (112). Les souris déficientes en

Wnt4 meurent d'insuffisance rénale a un jour d'age.

La quantité de B-caténine cytoplasmique est régulée par un complexe de destruction composé de
la glycogéne synthase kinase 3 (GSK3), de la sérine/thréonine caséine kinase 1 (CK1), de la protéine
Adenomatous polyposis coli (APC), de I’Axin et du géne tumoral de Wilm sur le chromosome X (WTX).
L'activation de la voie canonique Wnt résulte en I'accumulation cytoplasmique et nucléaire de la B-
caténine (113). Plus concrétement, les ligands WNT se lient au récepteur Frizzled et au co-récepteur
LRP5/6, ce qui méne a la phosphorylation de la région intra-cellulaire de LRP5/6 par GSK3B et CK1y. La
protéine Axin est recrutée a la membrane cytoplasmique et interagit avec LRP5/6 phosphorylé, ce qui
empéche la destruction de la B-caténine, qui s’accumule alors dans le cytoplasme, une étape qui dépend
de Dishevelled (Dvl). La B-caténine transloque alors au noyau, ou elle agit comme co-activateur
transcriptionnel en interagissant avec les membres de la famille T-cell factor/lymphoid enhancer factor
(TCF/LEF) (4, 114-116) pour induire I'expression des génes cibles. Dans la surrénale, la protéine R-spondin
3 (RSPO3) est un ligand particulier qui envoie un signal des cellules mésenchymateuses de la capsule vers
les cellules sous-capsulaires afin d’activer la voie Wnt/B-caténine pour maintenir la zonation (117). En
absence de ligand WNT, la B-caténine cytoplasmique est phosphorylée par la GSK3 dans le complexe de
destruction suivi de son ubiquitination par la ligase E3 8-transducin repeat-containing protein (B-TrCP) et

sa dégradation protéasomale subséquente. Ceci diminue la transcription des génes cibles (Figure 5).
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Figure 5. Voie de signalisation canonique Wnt/f-caténine
Schéma simplifié de la voie de signalisation canonique Wnt/f-caténine inactive a gauche et active a droite.
Modifié de Kim, 2014 (118).

La [-caténine est requise pour stimuler et pour maintenir la prolifération des cellules
adrénocorticales durant le développement. En effet, I'inactivation compléte de la S-caténine chez des
souris Sf1/Cre'" a drastiquement diminué la prolifération du cortex, avec une disparition presque
compléte du cortex et de la médulla vers e18.5. L'inactivation partielle de la B-caténine (souris Sf1/Cre'°*)
a causé un amincissement et une désorganisation du cortex a 45 semaines d’age avec une diminution des
marqueurs stéroidiens, indiquant que la B-caténine est aussi importante pour le renouvellement des

cellules corticales durant la vie adulte (115).

Six ligands WNT ont été identifiés dans la surrénale murine; WNT4, 5a, 5b, 2b, 9a et 11 sont
exprimés chez le foetus tandis que seul WNT4 est exprimé chez I'adulte. Une étude d'hybridation in situ a
démontré que, durant la vie foetale, WNT4 est exprimé dans une région circulaire prés du pole antérieur
du mésonéphros au jour ell.5 avec un patron similaire a SF1, correspondant a I'ébauche du cortex
surrénalien. Par la suite, WNT4 est exprimé dans la région plus externe du cortex surrénalien, chevauchant
I'expression de CYP11B2 et PREF-1 (ou DLK1). Bien que les surrénales des souris déficientes en Wnt4 ont
une morphologie normale a la naissance, I'expression de CYP11B2 est diminuée (119) au premier jour de

vie, ce qui suggeére que la zG ne se développe pas normalement sans Wnt4. A cet age, I'aldostérone
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circulante était significativement plus basse chez les mutants. Dans les embryons Wnt4”, des cellules
CYP21-positives (un marqueur adrénocortical) ont été apercues dans les gonades males et femelles,
suggérant que certaines cellules d'origine adrénergique auraient migré vers les gonades lors du
développement précoce (ell). Wnt4 est donc impliqué dans la séparation des précurseurs des cellules

gonadiques et adrénergiques, ou empéche la migration de cellules adrénergiques vers les gonades (119).

1.3.3 Transition du cortex foetal au cortex adulte et origine de la capsule

Au moment ol la glande surrénale émerge cranialement au rein, le cortex contient deux
populations cellulaires distinctes : le cortex feetal (zone interne, plus grandes cellules) et le cortex adulte
ou définitif (zone externe, petites cellules denses) (79). Le nombre de cellules du cortex adulte augmente
graduellement alors que les cellules du cortex foetal s’"accumulent a la jonction cortico-médullaire. Avec
leurs analyses de tragage, le groupe de Morohashi a proposé en 2008 que le cortex adulte dérive du cortex
feetal (cellules dans lequel le promoteur FAdE est actif). La capacité de ces cellules de servir de précurseurs
au cortex adulte est perdue a partir de e14.5. Dans leurs expériences, DAX1 était plus fortement exprimé
dans le cortex adulte, doncils ont suggéré que DAX1 régulait cette transition des cellules foetales a adultes

(79). Ceci est compatible avec la persistance de la zone X chez les souris déficientes en Dax1 (120).

Histologiquement, la formation de la capsule a été décrite comme la coalescence de cellules
mésenchymateuses du mésoderme intermédiaire. Des analyses génétiques plus poussées ont permis de
mieux caractériser les populations cellulaires qui composent la capsule. En fait, une proportion
significative des cellules dérive effectivement de la condensation de cellules mésenchymateuses
adjacentes durant le développement surrénalien et elles expriment WT1. Certaines de ces cellules
expriment GLI+ et d’autres non (98). Il y a une autre sous-population qui origine des cellules
adrénocorticales foetales SF1+ qui se différencient en cellules mésenchymateuses capsulaires. Ces cellules
sont GLI1+ et SF1-. Elles servent de progéniteurs pour les cellules adrénocorticales adultes (cortex
définitif). Nous ignorons si les cellules adrénocorticales adultes peuvent prendre directement origine des
cellules foetales. En d’autres mots, certaines cellules capsulaires GLI+ dérivent du mésenchyme adjacent
(GLI+/WT1+) et d’autres des cellules du cortex foetal (GLI+/WT1-) (98, 121). Finalement, il y a une
population de cellules mésenchymateuses dans la capsule exprimant Tcf21 qui donnent naissance aux
cellules stromales du cortex surrénalien, mais pas aux cellules stéroidogéniques. Ces populations

cellulaires capsulaires perdurent dans la vie adulte et sont importantes pour ’homéostasie (121).
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La maniere dont les cellules capsulaires s’engagent dans le cortex pour son maintien n’est pas
encore completement élucidée, mais plusieurs acteurs sont importants tels que WNT4, insulin-like growth

factor 2 (IGF2), DLK1 ou PREF-1, DAX1, B-caténine, le récepteur aux glucocorticoides, etc. (122)

1.3.4 Développement du cortex définitif
Comme expliqué plus tot, le cortex définitif commence a étre formé dans la deuxieme moitié de
la gestation et est renouvelé durant toute la vie post-natale. Plusieurs voies de signalisation permettent

de réguler méticuleusement le développement et I’'homéostasie de ce tissu endocrinien.

1.3.4.1 Sonic hedgehog

Sonic hedgehog (SHH) fait partie d’'une famille de protéines jouant un réle important dans le
développement embryonnaire, I’homéostasie et le cancer chez les mammiferes (123-126). Les protéines
de la famille Hedgehog (HH) sont des molécules sécrétées qui agissent sur leurs cellules cibles en se liant
a des récepteurs comme Patched1 (PTCH1; récepteur transmembranaire a 12 passages), cell-adhesion-
molecule-related/downregulated by oncogenes (CDO), brother of Cdo (BOC) ou GAS1 (127, 128). En
I’'absence de HH, PTCH1 est localisé a la base du cil primaire, ou il exclut la protéine transmembranaire
Smoothened (SMO). Les facteurs de transcription GLI2 et GLI3, qui peuvent avoir une activité activatrice
ou inhibitrice et qui sont également localisés dans le cil primaire, sont alors dégradés et clivés pour
produire leur forme inhibitrice. Ceci résulte en diminution de la transcription des génes cibles de HH. A
I'inverse, I'inhibition de PTCH1 via la liaison d’'une protéine HH méne a la dé-répression de SMO et son
accumulation dans le cil primaire. Ceci inhibe la protéolyse de GLI2/3 et donc active la transcription des
génes cibles. Glil est un gene cible direct de la signalisation HH et agit comme transactivateur

transcriptionnel en augmentant la transcription des genes cibles de HH (129, 130) (Figure 6).
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Figure 6. Voie de signalisation SHH simplifiée
SUFU : Suppressor of Fused. Modifié de Rimkus, 2016 (131)

Dans la surrénale, I'expression de Shh est détectée dans des agrégats de cellules sous la capsule
durant I'embryogenése et la vie post-natale. Les premieres cellules SHH-positives sont visibles dans le
primordium adrénocortical a e11.5, apres la séparation du PAG, et sont indépendantes de la signalisation
Shh (82). Une deuxiéme population de cellules SHH+ descendent des cellules GLI1+ et répondent a la
signalisation Shh. La majorité des cellules SHH+ exprime des marqueurs stéroidogéniques comme SF1 et
la biotine endogene (132), mais n’exprime pas CYP11B2 ni CYP11B1 malgré leur localisation dans la zG
(82). Ce sont donc des cellules de la lignée stéroidogénique partiellement différenciées qui ne possedent
pas les enzymes nécessaires a la synthése hormonale. Des analyses de lignée ont démontré que les cellules
SHH+ peuvent se différencier en tous les types de cellules stéroidogéniques (CYP11B1+ ou CYP11B2+) et
migrer centripetement dans toutes les zones corticales (zG et zF), mais pas dans la capsule ni la médulla,
donc Shh marque une population de cellules progénitrices corticales (132). Les cellules SHH+ n’ont pas une
capacité de prolifération supérieure aux autres cellules adrénocorticales, mais elles peuvent s’auto-

renouveler de maniére illimitée pour maintenir une réserve de progéniteurs (4, 17).

Dans un modele de souris qui ont une délétion conditionnelle de Smo dans la lignée
stéroidogénique (Sf1-cre;Smo®”/°) (133), il n’y avait pas d’anomalie en lien avec la taille de la glande, la
différenciation des cellules stéroidogéniques et la zonation. Ce résultat confirme que les cellules

stéroidogéniques ne répondent pas significativement a la signalisation Shh (82). La délétion conditionnelle
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d’un allele Shh dans les cellules stéroidogéniques (SF1-cre;Shh®) a engendré une hypoplasie corticale
évidente dés e13.5 avec une diminution de la prolifération cellulaire et un amincissement de la capsule.
La zonation et la différenciation étaient normales. De plus, la médulla était de taille normale et bien
différenciée, mais souvent ectopique (excentrique, en flots ou sur la capsule) (82, 134, 135). En conclusion,
la voie de signalisation Shh est essentielle pour la croissance du cortex surrénalien, mais pas pour la

différenciation ni la zonation (82).

Comme expliqué plus tot, il y a des cellules GLI+ dans la capsule (130) qui expriment fortement le
récepteur PTCH1 (136) et répondent a la signalisation Shh. Des analyses de lignage ont démontré que les
descendants des cellules capsulaires GLI+ se trouvent dans le cortex et expriment alors SF1 et SCC. Ces
résultats suggeérent que les cellules mésenchymateuses capsulaires GLI1+SF1- peuvent acquérir une
identité stéroidogénique GLI1-SF1+ pour contribuer a tout le cortex, incluant la population de progéniteurs

SHH+ (82, 135).

1.3.4.2 Fibroblast growth factors (FGFs)

Les Fibroblast Growth Factors sont impliqués dans le développement de plusieurs tissus, dont la
surrénale (137). Il existe quatre récepteurs (FGFR1-4), qui sont des tyrosine kinases transmembranaires
contenant trois domaines immunoglobulines extracellulaires. L'épissage alternatif des récepteurs FGFR1-
3 forme des isoformes lllb ou lllc. Le récepteur FGFR2F lllb peut étre activé par 5 ligands : FGF 1, 3, 7, 10
et 22 (138), mais seulement FGF1 a été détecté dans le cortex. L'isoforme FGFR2 llic est aussi exprimé
dans le cortex et est activé par FGF 2 et 9 (139), qui ont été détectés dans la capsule. En culture cellulaire,
FGF2 a un effet mitogene sur les cellules adrénocorticales (140). Une signalisation entre la capsule et le
cortex est donc possible via les FGFs, mais l'importance relative de cette signalisation dans le

développement et le maintien du cortex reste a élucider.

Guasti et al. (2013) ont tenté de mieux comprendre le réle de FGFR2 dans le développement
adrénocortical avec des souris transgéniques. lls ont montré que chez I’'embryon et I'adulte, les isoformes
de FGFR2F lllb/c sont exprimées sous la capsule dans des cellules CYP11B1-négatives dans un patron
similaire a SHH et S-caténine (82, 141). Les souris Fgfr2 Illb null meurent a la naissance, donc les embryons
ont été étudiés a el5.5. lls présentaient une hypoplasie surrénalienne associée a une diminution de la
prolifération cellulaire corticale. La capsule était sévérement épaissie, vraisemblablement a cause d’une
augmentation de la prolifération capsulaire. Dans le cortex, I’expression de marqueurs stéroidiens était

diminuée. Puisque la glande était formée, la signalisation via FGFR2 n’est pas essentielle a la formation du
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primordium adrénocortical, mais est requise pour la croissance subséquente de la glande (115, 141). Ce
méme groupe a également investigué I'interaction entre la signalisation des FGF avec d’autres voies. Dans
la capsule des embryons Fgfr2 Ilib null, 'expression de Glil était augmentée. Ceci pourrait indiquer que le

réle de la signalisation FGF via FGFR2 Illb est de restreindre I'activité de la voie Shh (141).

Enfin, I'expression du preadipocyte factor-1 (Pref-1 ou DIlk1), normalement exprimé dans la
capsule chez les souris, avait complétement disparu chez les mutants. Ce résultat est tres intéressant; dans
une étude d’énucléation de la surrénale de rats, I'expression de Pref-1 chutait, et il a été suggéré que Pref-
1 régulait négativement la différenciation adrénocorticale (6) L’énucléation est un modele qui consiste a
enlever la masse interne de la surrénale pour que le cortex se régénere a partir de la capsule et des cellules
sous-capsulaires adhérées. Guasti et al. (2013) ont suggéré que Pref-1 pourrait inhiber la différenciation
des cellules souches GLI+ de la capsule, ce qui expliquerait le phénotype capsulaire observé dans leur

étude (141).

1.3.4.3 GATA Binding Protein 4 et 6

Les facteurs de transcription GATA Binding Protein (GATA1 a GATAG) jouent un role partiellement
redondant dans le développement de plusieurs tissus (142, 143). Dans la glande surrénale, il a été
démontré que la délétion simultanée de GATA4 et GATAG6 dans les cellules précurseurs adrénocorticales
entrainait une perte de I'expression de SF1, une diminution de la prolifération cellulaire et I'agénésie de
la glande chez les deux sexes. Les femelles décédaient d’insuffisance surrénalienne en bas age, mais les
males avaient une durée de vie normale, probablement grace a la synthése compensatoire d’hormones
stéroidiennes dans les testicules. En effet, un nombre supérieur de cellules adrenal-like étaient observées
au niveau du testicule (144). Ces cellules, normalement présentes en petites quantité dans les testicules,
exprimaient des enzymes adrénocorticales et synthétisaient des glucocorticoides (144, 145). La délétion
de GATAG6 uniquement entraine une hypoplasie surrénalienne alors que les surrénales des animaux ayant
une délétion de GATA4 semblaient phénotypiquement normales. En résumé, GATA6 est crucial pour la
différenciation et le maintien des cellules adrénocorticales et GATA4 y est dispensable, mais serait malgré

tout impliqué dans la formation de la glande surrénale (144).

1.3.5 Maintien post-natal et zonation du cortex surrénalien
La surrénale est un organe dynamique qui est continuellement renouvelé afin de répondre aux
besoins de I'organisme dans un contexte physiologique ou pathologique. Plusieurs études de tracage ont

permis de mieux comprendre comment le cortex surrénalien définitif se développe et se renouvelle durant
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la vie post-natale, ce qui a mené a I'élaboration du modele de migration centripéte. D’apres ce modéle,
des cellules progénitrices sont recrutées en continu a partir des réservoirs capsulaires ou sous-capsulaires
via la signalisation Shh/Gli1 (82, 146). Elles migrent vers 'intérieur de la glande, en se différenciant d’abord
en cellules de la zG. En continuant leur migration, elles atteignent éventuellement la zF, ou elles se
différencient sous I'influence de plusieurs signaux, avant de mourir par apoptose a la jonction cortico-
médullaire (146). Les prochaines sections expliqueront les mécanismes moléculaires a la base de ces

différenciations successives.

1.3.5.1 Zonation de la zG : voie Wnt/B-caténine

Dans la zG, la voie Wnt/B-caténine régule la prolifération cellulaire et est un acteur important dans
I’établissement de l'identité des cellules de la zG (114, 147). Dans |'étude de Vidal datant de 2016,
I'inhibition de la signalisation Wnt (délétion de Rspo3) a réduit la prolifération des cellules de la zG (117).
Dans une autre étude, I'activation constitutive de la 8-caténine chez des souris transgéniques a stimulé la
prolifération de la zG et a méme entrainé la présence de cellules de la zG ectopiques dans la zF (114). De
méme, une activation soutenue de la voie Wnt/B-caténine a été identifiée dans 70% des adénomes
produisant de I'aldostérone (148). Ce phénoméne pourrait étre di au fait que la signalisation Wnt/B-
caténine supprime I'activité de la zF. Ceci a été démontré entre autres avec une culture d’une lignée de
cellules murines zF-like (ATC7-L), dans laquelle I'activation de la signalisation Wnt a réduit I'expression de

Cyp11b1 et du récepteur de I’ACTH Mc2r, propres a la zF (4).

La prolifération des cellules de la zG peut étre enclenchée par plusieurs stimuli, dont I'angiotensine
I, un faible apport en sodium ou un apport élevé en potassium (149-153). La voie Wnt/B-caténine est aussi
importante pour réguler la synthese d’aldostérone. Dans des cultures cellulaires humaines, il a été
démontré que la B-caténine pouvait amplifier I'expression du récepteur a I'angiotensine Il (AT1R) et
indirectement stimuler I'expression de I'enzyme CYP11B2 en régulant la transcription des récepteurs
nucléaires orphelins NUR77 et NURR1 (148). Similairement, |’activation constitutive de la 8-caténine ou
I'inactivation de I’APC ont toutes les deux mené a de I’hyperaldostéronisme chez des souris transgéniques
(114, 154). Alinverse, les modéles de délétion de B-caténine ou de Wnt4 ont engendré une diminution de

I’expression de CYP11B2 et de la production d’aldostérone (115, 119).

Plus récemment, un nouvel acteur important a été identifié dans le maintien du gradient de la
signalisation Wnt dans le cortex : le Zinc and ring finger 3 (ZNRF3). Rappelons que ce gradient est crucial
pour la zonation et pour l'identité et la fonction des cellules adrénocorticales. ZNRF3 est une ubiquitine

ligase E3 transmembranaire qui agit comme régulateur négatif de la signalisation Wnt (155) en induisant
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I’endocytose des récepteurs Frizzled. ZNRF3 est lui-méme régulé par la protéine sécrétée RSPO, qui élimine
ZNRF3 de la membrane cytoplasmique (156). Dans des souris transgéniques, la perte de ZNRF3 dans les
cellules adrénocorticales a entrainé une hyperplasie du cortex associée a une expansion de la zF. Le
gradient Wnt était altéré, avec une activation modérée de la signalisation Wnt dans le cortex interne (157).
Chose surprenante, ce phénotype est différent du modele de gain de fonction de la -caténine (activation
importante), dans lequel c’est la zG qui prend de I'expansion (114), confirmant que le niveau d’activité
Wnt/B-caténine influence le destin cellulaire. Dans la méme étude, un modéle de double knockout de
Znrf3 et de porcupine (PORCN), une enzyme requise pour la sécrétion des ligands WNT (158), a
partiellement rétabli le phénotype, ce qui indique que la fonction de ZNRF3 dépend fortement de la
signalisation Wnt. En somme, ZNRF3 est un important médiateur du gradient de la signalisation Wnt dans

le cortex et donc de I’lhoméostasie du cortex surrénalien.

1.3.5.2 Zonation de la zF : VVoie ACTH/AMPc/PKA

Dans la zF, la différenciation des cellules ainsi que la régulation de la stéroidogenése et de la
prolifération cellulaire sont sous le contréle de la voie ACTH/AMPc (adénosine monophosphate cyclique),
qui est principalement active dans cette zone. Cette cascade de signalisation débute avec la liaison de
I’ACTH a son récepteur mélanocortine 2 couplé aux protéines G (MC2R) qui interagit avec la protéine MC2R
accessoire (MRAP) (159-161). Cette liaison entraine la relache de la sous-unité alpha de la protéine
stimulatoire G (Alpha subunit of the stimulatory G protein) et la conversion de I'ATP en AMPc par
I'adénylyl-cyclase (162, 163), menant a l'activation de 'AMPc-dependent protein kinase (PKA) et la
phosphorylation subséquente de cibles cytoplasmiques ou nucléaires comme les facteurs de transcription
cAMP-responsive element modulator (CREM) et cAMO-responsive element binding protein (CREB) (164).
Les enzymes CYP11B1 et AKR1B7, exclusivement exprimées dans la zF, sont des cibles de la voie

ACTH/AMPc (9, 146)

Plusieurs expériences ont démontré que la signalisation ACTH/AMPc régule la prolifération
cellulaire de la zF. Par exemple, les humains avec une mutation des génes codant pour le récepteur MC2R
et pour MRAP présentent une zF hypoplasique avec une zG morphologiquement intacte (165). Des souris
transgéniques avec une délétion du précurseur de I’ACTH, la proopiomélanocortine (POMC), avaient elles
aussi une diminution de prolifération cellulaire et une hypoplasie sévere de la zF (166). Des résultats
similaires ont été obtenus chez des souris adultes lors de la suppression de la production d’ACTH avec la

dexaméthasone, un glucocorticoide synthétique (146).
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La signalisation ACTH/AMPc joue aussi un r6le primordial dans la zonation structurelle et
fonctionnelle de la zF et son maintien. Dans une étude réalisée par le groupe de Martinez en 2010, une
délétion du géne Prkarla codant pour la sous-unité régulatrice 1a de PKA (R1a) dans le cortex surrénalien
a permis d’obtenir un modele de souris avec une activation constitutive de la signalisation AMPc. Ces
souris ont développé un syndrome de Cushing indépendant de I"hypophyse, une dérégulation de la
différenciation adrénocorticale et une hyperplasie surrénalienne. Ce modeéle avait aussi des défauts de
zonation, avec |'apparition d’'une nouvelle population cellulaire d’origine incertaine exprimant des

marqueurs de la zF et de la zone X (167).

1.3.5.3 Antagonisme entre la voie Wnt/B-caténine et la voie ACTH/AMPc
Comme expliqué précédemment, la zonation du cortex et son renouvellement durant la vie post-
natale repose sur le recrutement de progéniteurs sous-capsulaires et leur différenciation subséquente en
cellules de la zG puis de la zF. Plusieurs études récentes ont prouvé que ce changement d’identité cellulaire
au courant de la migration repose sur I'antagonisme entre la signalisation Wnt/B-caténine et ACTH/AMPc.

Voici le modeéle le plus accepté actuellement :

Tout d’abord, I'identité des cellules de la zG est établie grace a I'activation de la voie Wnt/B-
caténine, qui induit I'expression du récepteur de I'angiotensine Il (AT1R) et de 'enzyme CYP11B2 (148) et
inhibe la différenciation en cellules de la zF via la répression de I'expression du récepteur de ’ACTH (MC2R)

et de CYP11B1 (4, 114, 147, 148).

En continuant leur migration centripéte, les cellules de la zG se rapprochent de la zF et échappent
progressivement a I'influence de la signalisation Wnt. Ceci réduit alors I'inhibition de I'expression de MC2R
(4), permettant I'activation de la signalisation PKA par la liaison de ’ACTH a MC2R. La voie ACTH/AMPc
vient alors inhiber définitivement la signalisation Wnt, permettant aux cellules de la zG de se différencier
en zF. La différenciation zG-zF se fait donc progressivement plutét qu’abruptement (147). Des cellules
exprimant a la fois CYP11B1 et CYP11B2 ont été observées a la jonction zF-zG, ce qui concorde avec cette

hypothése (146).

1.3.5.4 Intégration des différentes voies dans ’homéostasie du cortex
Le renouvellement du cortex est un processus complexe qui implique plusieurs des voies de
signalisation. Un bref résumé de notre compréhension actuelle de l'interaction entre les voies sera

présenté.
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Chez I'adulte, en situation physiologique, ce sont les cellules progénitrices sous-capsulaires
SHH+/SF1+ qui donnent naissance aux cellules CYP11B2+ différenciées de la zG, qui se différencient par la
suite en cellules CYP11B1+ de la zF (82, 146). La signalisation Shh active GLI1 dans les cellules souches
mésenchymateuses GLI1+ de la capsule. Ces cellules vont étre recrutées pour donner naissance a toutes
les cellules corticales SF1+, incluant les cellules progénitrices SHH+. Le recrutement des cellules GLI1+ joue
un role important durant le développement pour former le cortex, mais leur contribution au

renouvellement de la lignée corticale est grandement diminuée chez I'adulte (82, 135) (Figure 7).

Des expériences de tracage ont été réalisées avec un modele d’atrophie de la zF induite par
I’'administration de dexaméthasone chez des souris par le groupe de Hammer en 2018 afin d’étudier plus
en profondeur les mécanismes impliqués dans la régénération corticale aprés un dommage, plus
particulierement les interactions entre la signalisation Wnt et Shh. Ces souris étaient modifiées
génétiquement de maniére a exprimer des genes rapporteurs sous le contréle des promoteurs inductibles
de Gli et Shh. Les résultats ont permis de conclure qu’apreés I'atrophie de la zF, les cellules capsulaires GLI1+
contribuent rapidement et transitoirement a la régénération (a court terme) tandis que les cellules
corticales progénitrices SHH+ sont recrutées a plus long terme et apportent une contribution beaucoup

plus significative (168) (Figure 7).

Dans la méme étude, I'inhibition de Gli1 dans la capsule par I'inhibiteur pharmacologique GANT61
a diminué I'activation de la voie Wnt dans le cortex, probablement a cause d’une diminution de la sécrétion
de WNT4 et de RSPO3 dans la capsule (168). A I'inverse, I'activation constitutive de la signalisation Shh
dans les cellules GLI1+ (modele de souris SmoM2) a augmenté I'expression des genes de la voie Wnt,
causant une augmentation de la prolifération corticale et un regain plus rapide de la fonction de la zF aprés
I'atrophie induite par la dexaméthasone. Ces résultats suggérent que la signalisation paracrine Shh est

nécessaire a la signalisation Wnt dans le cortex (168).

Pour résumer les conclusions de cette étude, les cellules progénitrices SHH+ répondant a la
signalisation Wnt dans la zG produisent la protéine SHH, qui va activer la voie de signalisation Shh dans les
cellules souches capsulaires GLI1+. En réponse a ce signal, les cellules GLI1+ vont se délaminer rapidement
dans le cortex et se différencier en cellules stéroidogéniques pour le renouvellement ou la régénération
de la glande. De plus, I'activation de GLI1 va aussi augmenter I'expression des ligands WNTs (RSPO3 et
WNT4) dans la capsule. RSPO3 va ensuite amplifier la signalisation Wnt et activer la B-caténine dans les

cellules répondant a la voie Wnt, soit les cellules de la zG incluant les cellules Shh+. Ces dernieres vont
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repopuler la glande en se différenciant en cellules de la zG et en entamant la migration centripéte (168)

(Figure 7).
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Figure 7. Maintien et régénération du cortex surrénalien chez la souris adulte
AT Il : Angiotensine Il. La ligne blanche pointillée représente la jonction cortico-médullaire. Les
fleches noires et blanches représentent la signalisation paracrine et endocrine, respectivement.
Les fleches bleues, vertes, oranges et roses représentent la migration des cellules vers le centre
de la glande. Modifié de Finco 2018 (168).

1.3.5.5 Impact du sexe sur I’homéostasie du cortex

Récemment, le groupe de Schedl (2019) a étudié I'influence du genre sur le renouvellement du
cortex surrénalien avec des analyses de tragage et des modeéles d’inversion de sexe, de gonadectomie et
de traitement a la dihydrotestostérone. Ils ont découvert des différences drastiques entre les femelles et
les males. Chez la souris femelle, le cortex adulte est entierement renouvelé en 3 mois tandis que ce
processus nécessite plus de 6 mois chez les males (extrapolé a 9 mois). Chez ces derniers, seules les cellules
progénitrices SHH+ participent au maintien du cortex. Chez les femelles, le recrutement et la prolifération
de cellules souches mésenchymateuses capsulaires contribuent aussi au renouvellement, ce qui explique
pourquoi le cortex est si rapidement remplacé par rapport aux males. Il a été démontré que ce sont les
androgénes qui affectent négativement le recrutement de cellules souches capsulaires (169). De plus, les
androgénes supportent I'activité WNT/B-caténine, ce qui ralentit la différenciation des cellules de la zG en
cellules de la zF chez le male et donc ralentit le renouvellement. La faible quantité d’androgénes retrouvée
chez la femelle favorise plutot la signalisation PKA et donc la différenciation en zF (170). L’inactivation
conditionnelle du récepteur aux androgénes est suffisante pour abolir tout dimorphisme sexuel dans la

surrénale (171), démontrant encore une fois I'importance des androgenes.
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1.4 Autres effets du dimorphisme sexuel surrénalien

Il existe un dimorphisme sexuel important dans la surrénale tant au niveau phénotypique que
fonctionnel chez les souris. En effet, les femelles ont des surrénales plus volumineuses que les males. Cette
différence est principalement attribuable a la zF en raison de sa grande contribution au volume total de la
surrénale (172, 173). Il y a également de profondes différences dans la dynamique d’apparition et de

dégénérescence de la zone X chez les souris tel qu’expliqué plus tot.

D’un point de vue fonctionnel, les concentrations plasmatiques d’ACTH, de corticostérone et
d’aldostérone sont plus élevées chez les femelles (172, 174). Une étude utilisant des analyses
transcriptomiques extensives basées sur des puces a ADN a mis en évidence un trés grand nombre de
genes surrénaliens (269) régulés différemment selon le genre, parmi lesquels 71 étaient affectés par des
modifications du milieu androgénique. Par exemple, on trouve Nr5al, codant pour SF1 et NrOb1, codant
pour DAX1, qui sont exprimés plus fortement chez les femelles. Une étude précédente a également
rapporté que les androgénes régulaient négativement NrOb1 chez les males (175). Comme ces facteurs
régulent la stéroidogeneése, il est tentant de spéculer que ces différences pourraient en partie expliquer la
synthése plus importante d’hormones stéroidiennes chez les femelles (176). D’'un point de vue
développemental, le gene Cyp17 est fortement exprimé chez les femelles et faiblement chez les males a
el4.5, et son expression disparait chez les males a e18.5 mais pas chez les femelles. L'importance de cette

expression dimorphique n’est pas bien comprise.

Il est important de mentionner que l'incidence de nombreuses pathologies surrénaliennes est
drastiquement plus élevée chez les femmes, comme le syndrome de Cushing (177), la maladie d’Addison
(178) et les cancers adrénocorticaux (179, 180). Ce phénomene a également été reproduit dans des
modeles de souris transgéniques. Par exemple, I’activation constitutive de la S-caténine dans le cortex a
déclenché le développement de carcinomes adrénocorticaux chez certaines femelles agées, mais pas chez
les males (114). Il a été suggéré que la susceptibilité accrue des femelles aux pathologies surrénaliennes

pourrait étre due au plus haut taux de renouvellement cortical chez celles-ci.

1.5 Interactions entre le cortex et la médulla

Le contact anatomique intime entre le cortex et la médulla a rapidement soulevé I’hypothése
d’une interaction fonctionnelle entre ces deux tissus d’origine embryonnaire différente. En effet, des
analyses ultrastructurelles ont démontré qu’ils sont en contact direct, sans tissu conjonctif ni membrane

interstitielle les séparant. De plus, le flot sanguin provient du plexus artériel externe et se dirige vers la
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médulla de maniére centripete, collectant des hormones stéroidiennes en traversant le cortex (181). De
nombreuses études in vitro et in vivo ainsi que des observations cliniques ont permis de conclure que ces

deux tissus sont interdépendants.

1.5.1 Régulation de la différenciation et de la fonction des cellules chromaffines

par le cortex surrénalien

Le cortex surrénalien régule la synthése de catécholamines par la médulla. Wurtman et Axelrod
ont démontré en 1965 que la synthése d’épinéphrine est influencée par I'axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien. Dans cette étude, I'activité de la phényléthanolamine-N-méthyltransférase, une enzyme qui
transforme la norépinéphrine en épinéphrine dans la médulla, était séverement diminuée aprés une
hypophysectomie, et redevenait normale suite a I'administration d’ACTH ou de dexaméthasone (182). Des
études sur des cultures de cellules chromaffines ont démontré que la tyrosine hydroxylase (TH), qui
métabolise la tyrosine en dihydroxyphénylalanine, et la dopamine-S-hydroxylase, qui convertit la
dopamine en norépinéphrine, sont également influencées par les glucocorticoides (183). L’administration

de dexaméthasone in vivo chez des rats a augmenté I'expression de TH (184).

Les hormones stéroidiennes jouent aussi un réle dans la différenciation et le maintien des cellules
chromaffines. Lorsque les cellules chromaffines sont mises en culture seules, elles perdent leur capacité
de produire des catécholamines et une croissance neuritique se produit. L’ajout de dexaméthasone inhibe

la formation de neurites et maintient I'identité endocrine (185).

Dans un modeéle de souris GR”" (récepteur aux glucocorticoides), la médulla était absente et les
surrénales ne produisaient pas de catécholamines (39). Une autre étude basée sur un modele de souris
déficientes en GR a toutefois remis en cause I'importance des glucocorticoides pour le développement des
cellules chromaffines puisque les souris mutantes avaient un nombre normal de cellules chromaffines avec
une ultrastructure normale, mais les enzymes PNMT et sécrétogranine Il étaient absentes (186). Comme
expliqué plus tot, les souris Sf1”" ont une médulla peu développée et excentrique, suggérant que SF1 est
critique pour I'organisation et la croissance de la médulla (88). L'inactivation de d’autres genes corticaux
ont également engendré des anomalies de la médulla (21-hydroxylase (187), Corticotropin-releasing

hormone type 1 receptor (CRH1R) (188), Cited2 (91), Shh (134), B-caténine (115), etc.)

1.5.2 Régulation de la fonction du cortex par la médulla
Bien que I’ACTH et I'angiotensine soient les plus puissants stimuli de la stéroidogenése, plusieurs

facteurs paracrines produits par les cellules chromaffines la régulent également. Par exemple, les
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catécholamines (183) et des neuropeptides comme les encéphalines, I’acétylcholine, le Pituitary adenylate
cyclase-activating polypeptide (PACAP), la substance P, la galanine et des dérivés de chromogranine
stimulent la stéroidogenése. D’autres peptides I'inhibent, comme I'adrénomédulline, le neuropeptide Y,
la dopamine et I’ANP (183, 189). Dans une étude in vitro, la production de cortisol par des cellules
adrénocorticales bovines en co-culture avec des cellules chromaffines étaient 10 fois supérieure a la
culture adrénocorticale pure (190). Chez les souris TH”" déficientes en catécholamines, les cellules
adrénocorticales présentent une augmentation des liposomes avec des mitochondries tubulaires ayant
une diminution des membranes internes, accompagnés d’'une diminution de la corticostérone
plasmatique. Ces changements suggerent une hypofonction du cortex et confirment I'interdépendance

cortico-médullaire (191).

2. Voie de signalisation Hippo

L'apparition d’organismes multicellulaires fut un événement clé dans [I'évolution. La
multicellularité requiert des mécanismes permettant d’assurer le maintien de la taille, de la forme et de
I'identité des différents tissus formant un organisme. La voie de signalisation Hippo, découverte il y a un
peu plus de deux décennies, s’est avérée jouer un réle fondamental dans la régulation de la taille des
organes et de I'homéostasie en contrdlant la prolifération cellulaire, I'apoptose, la différenciation et les

cellules souches.

2.1 Découverte de la voie Hippo chez la drosophile

La protéine kinase clé de la voie Hippo, codée par le gene warts (wts), a été découverte en 1995
dans une étude de criblage génétique chez la drosophile (Drosophila melanogaster) qui visait a identifier
des genes suppresseurs de tumeurs (192, 193). Une mutation de warts engendre un phénotype
d’hyperprolifération cellulaire avec une diminution de I'apoptose et le développement de tumeurs. Plus
tard, des études similaires ont permis d’identifier que la délétion des genes Hippo (hpo), Salvador (sav) et
Mats (mats; Mob as tumor suppressor) résulte en un phénotype similaire (194-198) et ces genes se sont
avérés étre des composantes de la cascade Hippo, qui était alors appelée la voie Salvador-Warts-Hippo.
Yorkie (yki), I'effecteur de la voie, a été identifié en 2005 et agit comme co-activateur transcriptionnel.
Yorkie est phosphorylé et régulé négativement par WTS. Des études d’'épistasie génétique ont permis de
placer Yorkie en aval de SAV, WTS et HPO dans la cascade. Des mutations inactivant le géne Yorkie
entrainent une diminution de la prolifération, alors que sa surexpression cause une surcroissance tissulaire

(199).
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D’un point de vue mécanistique, la protéine HPO, aidée par le cofacteur SAV, phosphoryle et active
WTS. Par la suite, WTS interagit avec MATS pour faciliter la phosphorylation subséquente de Yorkie par
WTS. Une fois phosphorylé, Yorkie est maintenu dans le cytoplasme par des protéines 14-3-3 (200, 201).
Lorsque la voie est inactivée, Yki n’est pas phosphorylé et peut pénétrer le noyau, ou il interagit avec le

facteur de transcription Scalloped (Sd), un membre de la famille TEA domain (TEAD), pour réguler

Cytoplas\

I’expression de ses génes cibles (202, 203) (Figure 8).

Rétention
cytoplasmique

Yki

Transcription des

Noyau génes cibles
Yki

Sd

Figure 8. Voie de signalisation canonique Hippo chez la drosophile
Modifié de Zhao, 2010 (204).

2.2 Voie de signalisation Hippo canonique chez les mammiféres

La voie de signalisation Hippo consiste en une cascade de kinases similaire a celle de la drosophile
(Tableau 1) qui régule ultimement la localisation cellulaire et la stabilité des co-activateurs
transcriptionnels Yes-associated protein (YAP) et Transcriptional coactivator with PDZ-binding motif (TAZ)
aussi connu sous le nom WW domain-containing transcription regulator protein 1 (WWTR1), les principaux

effecteurs de la voie.
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Drosophile Mammiferes

HIPPO (HPO) MST1, MST2

WARTS (WTS) LATS1, LATS2
SALVADOR (SAV) SAV1
MOB AS TUMOR

SUPPRESSOR (MATS) MOB1A, MOB18

YORKIE (YKI) YAP, TAZ

SCALLOPED (SD) TEAD1, TEAD2, TEAD3, TEAD4

Tableau 1. Equivalence des composantes de la voie Hippo entre la drosophile et les mammiféres

Lorsque la voie est activée (Figure 9), les kinases mammalian sterile twenty-like 1 et 2 (MST1 et
MST2) aussi connues respectivement sous les noms serine/threonine kinase 4 et 3 (STK4/3) forment des
hétérodiméres avec leur protéine régulatrice SAV1 via leur domaine C-terminal SARAH (Salvador—Ras
association (RA) domain family (RASSF)—-Hippo). Cette interaction forme un complexe enzymatique actif
qui est requis pour que MST1/2 phosphorylent SAV1, MOB1A/B et les kinases Large tumor suppressor 1/2
(LATS1 et LATS2) (205-207). La phosphorylation de MOB1 I’active, ce qui lui permet de se lier au site auto-
inhibiteur sur LATS1/2, levant son auto-inhibition, et induisant I'auto-phosphorylation de LATS1/2 (205,
207, 208). Ensuite, le complexe activé LATS1/2-MOB1A/B phosphoryle a son tour les co-activateurs
transcriptionnels YAP et TAZ a plusieurs sites, ce qui les inactive (199, 209). Selon le site de
phosphorylation, YAP/TAZ peuvent étre séquestrés dans le cytoplasme suite a la liaison a la protéine 14-
3-3 ou peuvent subir une phosphorylation subséquente par la kinase caséine 1 (CK1). Cette
phosphorylation va activer un motif de dégradation appelé le phosphodégron, menant au recrutement de

B-TrCP et a I'ubiquitination et la dégradation protéasomale de YAP/TAZ (209-211).

Lorsque la voie Hippo est inactivée, YAP et TAZ sont non-phosphorylés et peuvent transloquer
dans le noyau. lls ne possedent pas de domaine de liaison a I’ADN, donc ils se lient aux facteurs de
transcription de la famille TEAD pour induire la transcription de génes cibles (212, 213). Lorsque YAP/TAZ
sont absents du noyau, TEAD agit plutét comme répresseur de la transcription en se liant au transcription
cofactor vestigial-like protein 4 (VGLL4) (214) (Figure 9). En plus de se lier aux facteurs de transcription de
la famille TEAD, YAP/TAZ peuvent aussi se lier a d’autres facteurs de transcription tels que p73 (215), EGFR
family member v-Erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 4 (ERBB4) (216), Early
growth response protein 1 (EGR-1) (217), Runt-related transcription factors (RUNXs) (218), SMAD family
members (SMADs) (219), TBX5 (220) et Forkhead box protein O1 (FOX01) (221).
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Figure 9. Voie de signalisation canonique Hippo chez les mammiféres
Modifié de Piccolo, 2014 (222).

2.3 Effecteurs de la voie Hippo

2.3.1 Large tumor suppressor 1 et 2 (LATS1/2)

2.3.1.1 Structure

LATS1 et LATS2 sont des protéines kinases sérine/thréonine appartenant a la sous-famille AGC
(223). Les deux LATS partagent jusqu’a 85% de similarité au niveau de leur domaine kinase localisé a
I'extrémité C-terminale, mais leur extrémité N-terminale est différente (224). Il y a un motif
hydrophobique prés du domaine catalytique (223). A I'extrémité N-terminale, il y a deux séquences (LCD1
et 2) conservées requises pour la régulation et la fonction des LATS (225) ainsi qu’un domaine associé a
I'ubiquitine, permettant de lier des protéines ubiquitinées favorisant son activation (226). LATS1/2
possedent également des régions propres a chacun, leur conférant différentes fonctions. Par exemple,
I’'extrémité N-terminale de LATS1 contient un domaine riche en proline (227), tandis que LATS2 possede
une région PAPA répétée (224). Une autre différence majeure est que LATS1 contient 2 motifs PPxY,

essentiels pour I'interaction avec YAP/TAZ alors que LATS2 en a un seul (228) (Figure 10).
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Figure 10. Structure simplifiée des kinases LATS1 et LATS2 humaines.
Les cercles jaunes contenant la lettre P représentent les sites de phosphorylation et les éléments
qui effectuent la phosphorylation sont indiqués au-dessus. La structure moléculaire n’est pas a
I’échelle. Modifié de Furth, 2017 (229).

2.3.1.2 Régulation de LATS1/2

Régulation de I'expression génique

Dans un contexte tumoral, il a été démontré que I'expression de Lats1/2 était inactivée par des
mutations (230), des processus épigénétiques et I'hyperméthylation des promoteurs (231). Dans des
conditions physiologiques ou lors de stress métabolique ou génotoxique, la protéine suppresseur de
tumeur p53 peut réguler positivement la transcription de Lats2 directement. Il y a une boucle de
rétrocontrdle dans laquelle Lats2 renforce la stabilité de p53 (232-234). Aussi, YAP/TAZ et les facteurs de
transcription TEADs activent directement I'expression de LATS2 (mais pas LATS1); il pourrait s’agir d’un
mécanisme de rétrocontrole servant a maintenir ’lhoméostasie et atténuer les effets oncogéniques d’un
exces de YAP (235, 236). Aprés la transcription, des microARN peuvent réguler positivement ou

négativement I'expression de LATS1/2 (237).
Régulation post-traductionnelle

LATS1/2 sont régulés de maniére post-traductionnelle par un mécanisme de phosphorylation-
autophosphorylation : MST1/2 phosphorylent LATS1 sur Ser909 et Thrl079 et LATS2 sur Thr1041 pour
augmenter leur activité (207, 238). Comme expliqué plus t6t, MOB1 se lie au domaine hydrophobique de

LATS1/2 pour lever leur auto-inhibition et faciliter leur auto-phosphorylation sur les résidus
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Ser674/Ser1049 et Ser 835, respectivement (206). Les kinases LATS peuvent aussi étre dé-phosphorylées
par PP2A pour empécher I'activation de LATS1 par MST (205, 206). Il faut mentionner que MST1/2 ne sont
pas les seuls a pouvoir activer les kinases LATS. En effet, la délétion de Mst dans le foie murin résulte en
hyperactivité de YAP sans réduction de la phosphorylation de LATS (239). D’autres kinases peuvent
également phosphoryler LATS1/2 sur leurs motifs hydrophobiques, incluant MAP4K1/2/3/5, MAP4K4/6/7
et les kinases TAO (TAOK1/2/3) (240-243). LATS1/2 peuvent aussi étre phosphorylés par d’autres
mécanismes indépendamment de la voie Hippo. Pour ne donner que quelques exemples, LATS2 est
phosphorylé par les Checkpoint kinases 1 et 2 (CHK1/2) en réponse a un dommage a I’ADN induit par des
rayons ultraviolets (244). Durant la mitose, LATS1 est phosphorylé par CDK1/CDC2 (245) et LATS2 par
Aurora A (246). De plus, la stabilité protéique est un autre moyen de réguler LATS1/2. La phosphorylation
de LATS1 par NUAK1 diminue grandement sa stabilité (247), tandis que la protéine Kidney and brain
(KIBRA) stabilise LATS2 et inhibe son ubiquitination en le phosphorylant (248). L’ubiquitination de LATS1/2
par NEDD4 méne a leur dégradation (249). De plus, des ligases E3 avec un domaine WW comme Itchy E3
Ubiquitin Protein Ligase (ITCH) et WW Domain Containing E3 Ubiquitin Protein Ligase 1 (WWP1)
déstabilisent aussi LATS1 et peuvent méme déplacer YAP/TAZ du site de liaison PPxY (250-252).
Finalement, la localisation de LATS1/2 dans la cellule est aussi importante pour leur régulation et leur
fonction. Par exemple, LATS1/2 ont été détectés au niveau des centrosomes, ce qui pourrait étre associé
aleur réle dans la régulation de la mitose (227). La localisation de LATS2 dans le noyau est trés importante

pour potentialiser I'activité de p53 (253).

2.3.1.3 Fonctions

Le role principal de LATS1/2 est de réguler I'activité de YAP et TAZ dans la voie canonique Hippo.
Au-dela de ce role, LATS1/2 ont de nombreuses autres fonctions indépendantes d’Hippo. Il faut aussi savoir
gu’il y a un important chevauchement fonctionnel et structurel entre LATS1 et LATS2, mais qu’ils peuvent
avoir des fonctions distinctes dans certains contextes et peuvent étre régulés différemment. LATS1/2
répondent a de nombreux signaux intra et extra-cellulaires qui contrélent un tres vaste éventail de
fonctions biologiques comme le cycle cellulaire, la différenciation et la motilité cellulaire (révisé dans
(229)). Par exemple, dans le cycle cellulaire, LATS1 empéche la transition entre les phases G2 et M en se
liant a la Cyclin-dependant kinase 1 (CDK1) alors que LATS2 bloque la transition G1/S en inhibant le
complexe Cyclin E/Cyclin-dependant kinase 2 (CDK2), ce qui limite la prolifération cellulaire (245, 254, 255).
LATS1/2 ont également des roles bien établis dans le contréle de I"apoptose. Par exemple, LATS1 peut

accentuer I'expression de la protéine pro-apoptotique BAX (256) et LATS2 peut diminuer |'expression des
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protéines anti-apoptotiques BCL-xL et BCL2 (257). L'axe fonctionnel LATS2-p53 régule aussi le cycle
cellulaire et I'apoptose (258). Dans le noyau, LATS2, mais pas LATS1, influence I'épigénome des cellules
Hela S3 en se liant au complexe protéique Polycomb repressive complex 2 (PRC2), en le phosphorylant et
en affectant son activité méthyltransférase et la tri-méthylation subséquente de I'histone H3 (259). Dans
la prostate, LATS2 inhibe la liaison du récepteur aux androgenes a la chromatine et son activité
transcriptionnelle (260). Dans la glande mammaire, LATS1/2 inhibe I'activité de transcription du récepteur
a l'cestrogéne alpha soit directement, soit indirectement en modulant divers co-répresseurs et co-
activateurs de maniére indépendante de la voie Hippo. LATS1/2 peuvent se lier au récepteur a I'cestrogéne

et promouvoir sa dégradation protéasomale. Ceci influence le destin des cellules mammaires (261, 262).

2.3.2 YAP et TAZ

2.3.2.1 Structure de YAP et TAZ

YAP et TAZ sont des protéines homologues qui ont certains domaines en commun. Une portion de
la région N-terminale de YAP/TAZ interagit avec les facteurs de transcription TEAD1-4 (263, 264). YAP/TAZ
contiennent un ou deux domaines WW vers le centre de la protéine et un domaine de transactivation au
niveau de I'extrémité C-terminale. Ils ont aussi un domaine enroulé en spirale (coiled-coil) et un motif de
liaison PDZ (265). YAP a la particularité d’avoir un domaine riche en proline a son extrémité N-terminale
et un motif de liaison SH3 apres le deuxieme domaine WW, par ou il interagit avec la tyrosine kinase Yes
Proto-Oncogene 1 (Yes) (263). TAZ ne posseéde pas le domaine riche en proline ni le motif de liaison SH3,

donc il n’interagit sGrement pas avec Yes (révisé dans (266)) (Figure 11).
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Figure 11. Structure simplifiée des domaines de YAP et TAZ.
Les cercles jaunes contenant la lettre P représentent les sites de phosphorylation de LATS1/2.BD :
Binding domain, PD : Phosphodégron. Modifié de Piccolo, 2014 (222).
2.3.2.2 Régulation de YAP et TAZ

Régulation de I'expression génique

Les mécanismes de régulation de I'expression de YAP et TAZ ont peu été étudiés a ce jour. Nous
savons que le facteur de transcription GA Binding Protein (GABP) peut se lier au promoteur de Yap pour
activer sa transcription et que la déplétion de GABP diminue I'expression de YAP, ce qui bloque le cycle
cellulaire en G1/S et augmente la mort cellulaire. Puisque GABP est inactivé par les mécanismes oxydatifs,
il a été suggéré que YAP participerait ainsi aux mécanismes de défense contre les oxydants (267).
Egalement, lors du processus de différenciation de cellules souches mésenchymateuses en ostéoblastes
ou en adipocytes, il a été démontré que le SRY-Box Transcription Factor 2 (SOX2) régule directement
I’expression de Yap en se liant a son promoteur et en activant sa transcription, indépendamment de la
cascade Hippo, afin de déterminer le destin ostéogénique ou adipocytaire. L'ostéogenese est bloquée par
une forte expression de SOX2 ou YAP et accélérée par leur déplétion. L'adipogenése nécessite plutét un

niveau modéré de YAP (268).
Régulation post-traductionnelle

Un des principaux mécanismes de régulation de YAP/TAZ est leur phosphorylation par LATS et leur
ubiquitination via la cascade Hippo. YAP et TAZ ont respectivement 5 et 4 séquences HxRxxS (H : histidine,
R: arginine, S: sérine, X : autre acide aminé) pouvant étre phosphorylées par LATS1/2, les principaux
résidus étant Ser127 pour YAP et Ser89 pour TAZ (199, 264, 269, 270). La phosphorylation de ces sites

génere des sites de liaison pour les protéines 14-3-3. La phosphorylation des résidus Ser397 de YAP et
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Ser311 de TAZ par LATS entraine la phosphorylation de Ser400/Ser403 de YAP et Ser314 de TAZ par la
kinase caséine £/6, ce qui méne a l'ubiquitination de YAP/TAZ et leur dégradation par la voie SCF B-TrCP

(210, 211) comme expliqué plus tot (révisé dans (266)).

D’autres kinases peuvent également phosphoryler YAP/TAZ indépendamment de la cascade Hippo
comme Abelson tyrosine kinase (C-ABL), c-Jun N-terminal kinase (JNK), YES, Proto-oncogen c-Src (SRC),
Protéine kinase B (AKT), p38, CDK1 et Nima-related protein kinase 1 (NEK1). La phosphorylation de YAP
par C-ABL et JNK favorise I'apoptose. La phosphorylation de YAP par YES induit plut6t la formation d’un
complexe appelé YAP1-f-catenin-T-box5 (TBX5) qui interagit avec le promoteur des genes anti-
apoptotiques afin de promouvoir la survie des lignées cellulaires [-caténine-actives (271). La
phosphorylation par AKT cause la rétention cytoplasmique de YAP par les protéines 14-3-3 de maniere
similaire a la voie Hippo (270). La phosphorylation de YAP par CDK1 permet de réguler le cycle cellulaire
(272). Alinverse, les protéines phosphatases PP1A et PP2A contrebalancent LATS1/2 en déphosphorylant
YAP et TAZ (266, 273, 274).

2.3.2.3 Génes cibles de YAP/TAZ

Les effecteurs de la voie Hippo YAP et TAZ exécutent leurs fonctions biologiques en induisant
I’expression de nombreux genes cibles. Des études génomiques a haut débit dans différents tissus ont
révélé que le patron d’expression génique n’est pas constant, mais dépend plutét du type cellulaire, des
signaux recus par la cellule et des partenaires de liaison a I’ADN utilisés par YAP et TAZ. Par exemple, dans
les fibroblastes associés au cancer, la transcription des génes Angiomotin Like 2 (Amotl2), Ankyrin Repeat
Domain 1 (Ankrd1), Anillin Actin Binding Protein (Anin), Connective tissue growth factor (Ctgf), Diaphanous
Related Formin 3 (Diaph3) et Serum deprivation-response protein (Sdpr) est régulée par YAP et ces genes
sont requis pour le remodelage de la matrice extra-cellulaire (MEC), le maintien du phénotype
fibroblastique et I'invasion cellulaire (275). Dans les cellules mammaires humaines, Ctgf a été identifié
comme une cible directe majeure de YAP-TEAD, ol il participerait aux effets oncogéniques de YAP tels que
la stimulation de la prolifération et la progression tumorale (212). L’analyse de puces a ADN de foie murin
a révélé que YAP induit la transcription de plusieurs genes associés a la prolifération des hépatocytes
comme le marqueur de prolifération Ki67, le proto-oncogene c-myc, SRY-Box Transcription Factor 4 (Sox4),
H19 Imprinted Maternally Expressed Transcript (H19) et Alpha Fetoprotein (Afp). Il stimule aussi la
transcription de plusieurs inhibiteurs de I'apoptose comme Baculoviral IAP Repeat Containing 5
(Birc5)/Survivin et Birc2/Cellular Inhibitor of Apoptosis protein 1 (clAP1) ainsi que le géne MCL1 Apoptosis

Regulator (Mcl1), un membre de la famille Bcl2 (200). Parmi les autres genes cibles bien établis de
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YAP/TAZ, on retrouve le Cellular Communication Network Factor (CCN1)/Cysteine Rich Angiogenic Inducer
61 (Cyr61), AXL Receptor Tyrosine Kinase (Axl), Inhibin Subunit Alpha (InhA), Collagen Type VIII Alpha 1
Chain (Col8al) et de nombreux autres. Malgré la grande variété de génes ciblés par la voie Hippo, une liste
des genes les plus souvent régulés par YAP et TAZ a été établie, appelée la conserved YAP signature (212,

276). Parmi ces genes, Ctgf et Cyr61 sont les marqueurs les plus constants de I'activation de YAP.

2.4 Régulation de la voie Hippo

2.4.1 En amont de la voie
Contrairement a la majorité des voies de signalisation, la voie Hippo n’est pas constituée d’un
systeme traditionnel de ligands et de récepteurs spécifiques. Elle est plutét régulée par un vaste éventail
de signaux intra et extra-cellulaires qui dépendent du type cellulaire et du contexte. Les signaux de stress,
la polarité cellulaire, les contacts cellule-cellule, le cycle cellulaire, les récepteurs couplés aux protéines G

et les signaux mécaniques sont tous d’importants modulateurs de la cascade.

2.4.1.1 Signaux de stress

Puisque YAP et TAZ stimulent la prolifération et la survie cellulaire en regle générale, il n’est pas
surprenant que leur activité soit modulée par divers signaux de stress. Par exemple, MST1/2 peuvent étre
activés par un coup de chaleur, une forte concentration d’arsénite de sodium (277) et du peroxyde
d’hydrogene. De plus, il a été démontré que MST1 participait a la mort cellulaire induite par le stress
oxydatif en activant directement les facteurs de transcription FOXO dans les neurones (278). Le stress
énergétique causé par une déficience en glucose induit la phosphorylation de YAP/TAZ par LATS1/2 (279).
L'accessibilité de d’autres nutriments affecte aussi la voie Hippo ; chez la drosophile, les kinases salt-
induced kinase 2/3 phosphorylent SAV pour promouvoir |'expression des génes cibles de Yorkie (280).
L'inhibition de la synthése de cholestérol inhibe indirectement YAP (281). Il est rapporté que le stress
osmotique augmente I'activité de YAP (282). Enfin, I’hypoxie induit I’activation de YAP/TAZ en déstabilisant
LATS2 via le recrutement de SIAH2, une ubiquitine ligase E3 (283).

2.4.1.2 Polarité cellulaire et adhésion cellule-cellule
Les tissus épithéliaux sont caractérisés par la présence de structures spécialisées qui assurent la
cohésion entre les cellules : jonctions serrées, jonctions adhérentes et desmosomes (284). Les cellules
épithéliales possédent aussi une polarité, c’est-a-dire une orientation spatiale particuliere avec une

répartition caractéristique de certains organites aux poOles apical, basal et aux faces latérales. Ces
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propriétés épithéliales sont impliquées dans la régulation de la voie Hippo par plusieurs mécanismes. En
regle générale, I'activité de YAP et TAZ est plus faible dans les cellules épithéliales bien différenciées et

plus forte dans les cellules progénitrices (285, 286).

La protéine Merlin, encodée par le géne Neurofibromatosis type-2, inhibe YAP/TAZ en agissant en
amont de la voie Hippo de plusieurs maniéres. Dans les cellules épithéliales, Merlin est situé pres des
jonctions adhérentes et serrées. Cette localisation est essentielle a son role dans I'intégrité des jonctions
cellulaires et comme suppresseur de tumeur (287-289). Merlin se lie avec la protéine Kibra, ce qui permet
I’activation des kinases LATS et la phosphorylation subséquente de YAP/TAZ (248, 290, 291). Merlin peut
aussi se lier directement a LATS1/2 afin de les recruter a la membrane cytoplasmique pour qu’ils soient

activés par MST-SAV (292).

Scribble est une protéine située a I'aspect baso-latéral de la membrane cytoplasmique qui joue un
réle important dans la polarité cellulaire. Elle permet d’assembler un complexe contenant les composantes
de la voie Hippo (MST, LATS, TAZ) afin d’activer LATS (276). Il est important de noter que la perte des
propriétés épithéliales (polarité, jonctions cellulaires) est un élément clé de la progression des tumeurs et
constitue une des premieres étapes a la transition épithéliale a mésenchymateuse (EMT), menant a
I'invasion tumorale et aux métastases (293). Lors d’EMT, Scribble est fréquemment délocalisé et la voie

Hippo est inactivée, comme il a été démontré dans des tumeurs mammaires (276).

L'a-caténine est une protéine adaptatrice, située entre la membrane cytoplasmique et le
cytosquelette d’actine, impliquée dans les jonctions adhérentes et associée avec E-cadhérine. Elle agit
comme suppresseur de tumeur en bloquant la localisation nucléaire et I'activité de YAP (294, 295). Le
complexe protéique Crumbs au pole apical est aussi impliqué dans la polarité cellulaire et régule la voie
Hippo. Ce complexe contient la protéine transmembranaire Crumbs et les protéines cytoplasmiques Pals
et Patj. Il se lie a YAP et TAZ pour favoriser leur localisation dans le cytoplasme par un mécanisme incertain
(296). Il pourrait agir en amont ou en aval de Scribble ou réguler les angiomotines (AMOT). Ces derniéres,
situées au niveau des jonctions serrées (297), se lient a LATS1/2 et a YAP/TAZ et peuvent activer la cascade
de kinases Hippo ou participer a la séquestration de YAP/TAZ dans le cytoplasme (298-301). Toutefois, il a
été démontré plus tard que les angiomotines pouvaient aussi activer YAP dépendamment du contexte

(302).
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2.4.1.3 Cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est I'ensemble des étapes de la vie d’une cellule, incluant des phases de
prolifération et de quiescence. Plusieurs études ont démontré que les composantes de la voie Hippo sont
affectées par le cycle cellulaire, mais les mécanismes impliqués sont mal compris. En 1999, Tao et al. ont
découvert que I'état de phosphorylation de LATS1 dépend du cycle cellulaire et que la kinase forme un
complexe avec CDC2 pour le réguler négativement, ce qui pourrait contribuer a son rdole de suppresseur
de tumeur. Dans leur étude, ils ont montré que LATS1 est phosphorylé entre G2/M ou au début de la
prophase et est déphosphorylé a la jonction de la métaphase et de I'anaphase dans des cellules
immortalisées humaines Hela (245). D’autres études ont trouvé que YAP et TAZ sont également

phosphorylés a plusieurs sites par CDK1 durant la phase G2/M (272, 303-305).

2.4.1.4 Protéines solubles et récepteurs couplés aux protéines G

De nombreuses molécules extracellulaires comme les hormones et les facteurs de croissance
peuvent réguler la voie Hippo en se liant a des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Ces récepteurs
membranaires sont tres abondants chez les mammiféres et permettent de moduler les activités cellulaires
en réponse a des signaux distaux (306). La signalisation par les RCPG peut affecter I'activité de YAP/TAZ
positivement ou négativement selon le type de protéine G, en modulant les Rho-GTPases et |'actine F (307,
308). Par exemple, les ligands associés aux protéines Gaizis, Gaie ou Gagar comme l'acide
lysophosphatidique, la thrombine, I'angiotensine Il et I'cestrogéne activent YAP/TAZ tandis que les ligands
associés aux protéines Gas, tels que le glucagon et I'épinéphrine, inhibent YAP/TAZ (307, 309). D’autres
facteurs solubles peuvent moduler la cascade Hippo indépendamment des RCPG comme les cytokines, les

vascular endothelial growth factors (VEGFs) (310), Wnt, TGF-S (311), I'insuline, etc. (306)

2.4.1.5 Mécanotransduction
Les cellules regoivent constamment des signaux mécaniques générés par |'état de leur
cytosquelette, leur forme, I'attachement des cellules et leur microenvironnement physique (rigidité de la
MEC), forces de tension causées par les cellules adjacentes). La mécanotransduction consiste a traduire
ces sighaux mécaniques en signaux biochimiques afin de prendre des décisions cruciales, comme proliférer
versus se différencier, pour maintenir I’homéostasie tissulaire et s’adapter aux contraintes physiques
(312). Les signaux mécaniques représentent un des mécanismes les plus importants pour réguler I'activité

de YAP/TAZ (222).
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Lorsqu’une cellule dispose d’une grande surface adhésive de MEC, elle tend a s’étirer et a subir un
haut niveau de stress mécanique. Le cytosquelette s’adapte en formant, entre autres, des fibres d’actine
filamenteuse (actine F), ce qui active YAP/TAZ et stimule la prolifération cellulaire au détriment de la
différenciation (312). A I'inverse, une cellule ayant peu de surface adhésive adoptera une forme ronde et
compacte, causant l'inactivation de YAP/TAZ et leur exclusion du noyau, ce qui favorisera plutét la
différenciation (312). La rigidité de la MEC est un autre régulateur important de YAP/TAZ; lorsque la MEC
est rigide, YAP/TAZ sont activés/non-phosphorylés et localisés au noyau et vice versa. Cette régulation est
indépendante de la voie Hippo et prime sur celle-ci. En effet, la délétion de LATS1/2 n’a pas pu empécher
I'inactivation de YAP/TAZ dans des cellules en culture sur des MEC synthétiques souples ou des petites
surfaces adhésives (312, 313). Le détachement des cellules de la matrice extra-cellulaire active LATS1/2
via des modifications du cytosquelette, ce qui induit la mort cellulaire par anoikose (314). Finalement,
I'architecture tissulaire et les contacts cellule-cellule restreignent la prolifération des cellules, un
phénomeéne appelé I'inhibition de contact. En culture, YAP et TAZ sont localisés dans le noyau et actifs
lorsque la densité cellulaire est faible et deviennent cytoplasmiques/inactifs lorsqu’il y a confluence (forte

densité cellulaire) sous le contréle de la voie Hippo (209, 315).
2.4.2 Interactions avec d’autres voies de signalisation

2.4.2.1 Voie de signalisation Wnt/8-caténine
Les WNT sont une famille de facteurs de croissance impliqués notamment dans la régulation de la
prolifération cellulaire, les cellules souches, la régénération et le développement de tumeurs (316, 317).
La voie de signalisation a été expliquée en détails dans la section 1.4.2.3. Depuis une dizaine d’années, on
a découvert que les voies canoniques Wnt et Hippo interagissent a plusieurs niveaux bi-directionnellement
afin de permettre une trés fine régulation des processus cellulaires. La nature de ces interactions et leurs
conséquences semblent étre tissu-dépendantes. Seuls quelques exemples seront discutés afin de dresser

un portrait global.

D’abord, YAP et TAZ font partie du complexe de destruction de la B-caténine (318). La formation
de ce complexe cause la séquestration cytoplasmique de YAP et TAZ. Lorsque la voie Wnt est inactivée, ils
s’associent a I’Axin, ce qui permet de recruter B-TrCP et ainsi d’entrainer la dégradation de la B-caténine.
La B-caténine phosphorylée peut aussi faciliter la dégradation de TAZ par B-TrCP, mais pas de YAP (319).
L'arrivée d’un ligand WNT (activation de la voie) induit I'association entre le récepteur LRP6 et I’Axin tout

en reldchant YAP/TAZ du complexe de destruction (318). Cette libération de YAP/TAZ leur permet de se
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rendre au noyau pour réguler la transcription. A I'inverse, la déplétion de YAP/TAZ permet I'activation de
la B-caténine et de son activité transcriptionelle via le TCF. A titre d’exemple, les souris Taz null

développent des reins polykystiques avec une accumulation nucléaire de B-caténine (320).

La voie Hippo peut réguler la voie Wnt de d’autres manieres. En effet, il a été démontré que TAZ
bloque l'interaction entre CK18/¢ et DVL dans le cytoplasme, ce qui inhibe la phosphorylation de DVL
induite par WNT3 et donc inactive la voie Wnt/B-caténine (320). De plus, la kinase LATS2 a la capacité
d’interagir avec la B-caténine dans le noyau pour empécher son interaction avec son cofacteur BCL9 (321).
Plusieurs études ont montré que |'expression de certains genes semble étre a la fois sous le contréle de
YAP/TAZ et de la B-caténine. C'est le cas pour Sox2 et Snai2 dans les cardiomyocytes (322). Dans les cellules
cancéreuses colorectales, YAP et la B-caténine peuvent se lier au méme facteur de transcription (TBX5)

pour stimuler I'expression des génes Birc5 et Bcl2/2 qui favorisent la survie cellulaire (271).

2.4.2.2 Voie TGF-8/SMAD

Les membres de la superfamille TGF-B (TGF-Bs, activine, BMP, GDF, etc.) sont des facteurs de
croissance qui jouent un réle critique dans le développement embryonnaire et I’homéostasie tissulaire
chez I'adulte (révisé dans (323-325)). Dans la voie canonique, un ligand TGF-B se lie au récepteur TGF-$3 de
type Il, entrainant le recrutement, la phosphorylation et I'activation du récepteur TGF-B de type | (326,
327). Celui-ci phosphoryle a son tour SMAD2/3, qui s’associent par la suite a SMAD4 (328). Le complexe
activé SMAD2/3-4 transloque au noyau pour se lier aux éléments de liaison de SMAD (SMAD binding
elements; SBE) pour la transcription de génes cibles (329). SMAD?7 agit plutét comme inhibiteur de la voie;
il se lie au récepteur TGF-B de type | pour empécher la phosphorylation de SMAD2/3 et pour induire la
dégradation protéasomale du récepteur par des ligases ubiquitine E3 (Smurf1/2, WW1) ou son inactivation
par la phosphatase GADD34/PP1 (330). Au niveau de la transcription, CREB binding protein (CBP) et p300
servent de co-activateurs transcriptionnels (331) alors que SnoN et SKI agissent comme co-répresseurs

(332) (révisé dans (324, 325, 333)) (Figure 12).
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Figure 12. Voie de signalisation TGF-8/SMAD

Adapté de Mimoun, 2018 (333).

YAP/TAZ et les SMADs interagissent a plusieurs niveaux dans la cellule dépendamment du type
cellulaire et du contexte. D’abord, YAP peut favoriser I'association entre SMAD7 et le récepteur TGF-B de
type | pour inactiver la signalisation TGF-B (334). Ensuite, Varelas et al. (2008) ont défini TAZ comme un
médiateur essentiel de la localisation cellulaire de SMAD (335). Lorsque la voie TGF-B est activée, TAZ se
lie au complexe SMAD2/3-4 pour promouvoir la localisation nucléaire du complexe et son association a la
machinerie transcriptionnelle. En absence de TAZ, le complexe SMAD2/3-4 est incapable de s’accumuler
au noyau et d’activer la transcription. Dans cette étude, la perte de TAZ dans des cellules souches
embryonnaires humaines a causé I'inhibition de la signalisation TGF-B et une diminution de I'expression
de genes associés a la pluripotence (Oct4 et Nanog) (335). Le méme groupe de recherche a aussi découvert
que YAP et TAZ peuvent dicter la localisation cellulaire du complexe SMAD en fonction de la densité
cellulaire. Lorsque la densité cellulaire est élevée dans une culture de cellules épithéliales, la voie Hippo
est activée, donc YAP et TAZ sont phosphorylés et situés dans le cytoplasme, ou ils séquestrent les
complexes SMAD et inactivent ainsi la voie TGF-B (296). Ce phénomeéne se produit de maniére cellulaire-
dépendante, car il semble uniquement avoir lieu dans les cellules épithéliales polaires et n’a pas été
observé dans les cellules mésenchymateuses ni dans certaines autres cellules épithéliales (336). Les
interactions entre la voie TGF-B et Hippo sont complexes et plusieurs revues de littérature les expliquent

plus en détails (323, 333).
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2.4.2.3 Intégration des voies TGF-8, WNT et Hippo dans la fibrose
Pendant longtemps, les cascades de signalisation ont été étudiées de maniére isolée, mais de plus
en plus nous réalisons qu’elles sont en fait inter-reliées et qu’elles forment un réseau de signalisation d’une
grande complexité, ce qui permet de réguler trés finement les réponses cellulaires selon le contexte et
I’environnement cellulaire. Par exemple, de profondes interactions entre les voies TGF-B, WNT et Hippo
ont récemment été mises en évidence dans la fibrose des organes, dans I'optique de trouver de nouvelles

cibles thérapeutiques pour ralentir ce processus.

Lors de dommages chroniques, les mécanismes cellulaires et moléculaires de réparation sont
perturbés, ce qui résulte en fibrose excessive du tissu et en l'altération de sa fonction et de son
architecture (337). En effet, cette stimulation chronique entraine la différenciation de plusieurs types
cellulaires (fibroblastes, péricytes, cellules dérivées de la moelle osseuse, cellules épithéliales et
endothéliales) en myofibroblastes (révisé dans (338)) et leur prolifération excessive. Dans un tissu
cicatriciel normal, les myofibroblastes sont des cellules trés actives qui servent a déposer de la MEC
(collagene, glycoprotéines, protéoglycanes), a la contracter et a la remodeler (339). Les voies TGF-B, WNT
et Hippo integrent leurs signaux a plusieurs niveaux pour moduler la différentiation, la fonction des

myofibroblastes et le développement de la fibrose.

Premierement, I'activité d’une cascade de signalisation peut induire la production d’agonistes ou
d’antagonistes d’une autre voie. Par exemple, la stimulation des fibroblastes par WNT3a augmente
I’expression du ligand TGF-B1 et favorise la différenciation en myofibroblastes (340). De plus, TGF-B peut
aussi augmenter |'activité de la voie WNT en inhibant I'antagoniste Dickkopf-1 (DKK1), ce qui augmente la
stabilité de la B-caténine et favorise sa localisation nucléaire dans les fibroblastes, favorisant la fibrose

(341).

Deuxiemement, les trois voies interagissent aussi en modulant la rétention cytoplasmique et la
dégradation des régulateurs transcriptionnels dans le cadre de la fibrose. Plusieurs exemples
d’interactions avec la voie Hippo ont déja été énumérés dans les sections précédentes (2.4.2.1 et 2.4.2.2).
En se liant a YAP, SMAD7 a une plus grande affinité pour le récepteur de type | et son effet répressif sur la
voie TGF-B est amplifié (219). D’ailleurs, SMAD7 interagit avec la B-caténine pour induire la dégradation
médiée par SMURF2, ce qui atténue I'activité WNT dans la peau (119). Dans les fibroblastes non-stimulés,
I’Axin facilite la liaison de SMAD3 au récepteur TGF-B de type I. Lorsque la voie TGF-f3 est activée, I’Axin

favorise la phosphorylation de SMAD3 et sa dissociation du récepteur, donc I’Axin est un acteur important
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de la communication entre les voies TGF- et WNT dans le cytoplasme, menant a la transcription de génes

pro-fibrotiques (342).

Finalement, les voies peuvent interagir en affectant la localisation nucléaire des effecteurs et en
modulant la transcription. Dans une expérience, l'inactivation de YAP a atténué l'expression de
I’endothelinl et de CTGF ce qui suggere de YAP contrdle I'expression de certains génes cibles de TGF-B
(343). L'expression de la métalloprotéinase 2 était augmentée, renforcant I’"hypothése que YAP interagit
avec les SMADs pour diriger les cellules vers un phénotype fibrotique (338). Dans la fibrose, des cellules
épithéliales peuvent se transdifférencier en un phénotype myofibroblastique (transition épithéliale a
mésenchymateuse). A titre informatif, la transdifférenciation est un processus durant lequel une cellule
non-souche ou une cellule déja différenciée perd ses propriétés et acquiert de nouvelles propriétés et de
nouvelles fonctions. Durant la transition de cellules épithéliales alvéolaires, la stimulation par les ligands
TGF-B et WNT a un effet synergique sur I'expression de la protéine Alpha smooth muscle actin (a-SMA),
exprimée par les myofibroblastes, et sur les facteurs de transcription TCF/LEF (voie WNT) (344).
Concrétement, la B-caténine et SMAD3 se co-localisent sur le promoteur de a-SMA. Il a été démontré plus
tard qu’ils régulaient ensemble I'expression de d’autres génes impliqués dans la fibrogenese (345). En plus,
TGF-B peut induire la translocation nucléaire de la B-caténine en inactivant la dégradation médiée par

GSK3 (338).

2.4.2.4 Autres voies de signalisation
La voie Hippo interagit avec plusieurs autres voies de signalisation comme la voie Hedgehog,

Notch, Jak/Stat, Jnk, phosphatidylinositol 3-kinase (P13-kinase)/AKT et les voies apoptotiques (323).

Une interaction entre la voie Hippo et la voie Sonic Hedgehog a été établie dans les
médulloblastomes humains. Observée surtout chez les enfants, c’est une tumeur originant des
précurseurs neuronaux cérébelleux (cerebellar granule neuron precursors) qui serait causée par une
activation aberrante de la signalisation Shh. Il a été démontré que Shh favorise la surexpression de YAP et
sa localisation dans le noyau dans ces médulloblastomes. YAP stimulerait la prolifération des précurseurs

neuronaux cérébelleux (346).

La voie de signalisation PI3-kinase/AKT favorise la survie cellulaire. Elle interagit avec la voie Hippo
de plusieurs maniéres. Lorsque la voie PI3-kinase est activée, AKT peut phosphoryler directement YAP pour
faciliter la liaison aux protéines 14-3-3 (270). AKT peut aussi phosphoryler MST1 sur le résidu thréonine

387 entre autres, ce qui restreint son activité de kinase (347).
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En lien avec I'apoptose, le proto-oncogéne Raf-1 proto-oncogen serine/threonine kinase (RAF1)
peut se lier a MST2 pour l'inhiber. De plus, la protéine RASSF1A, dont I'expression est souvent diminuée
dans les cellules cancéreuses, empéche la liaison de RAF1 a MST2, ce qui active MST2 et par le fait méme
ses fonctions pro-apoptotiques (348). Dans le cytoplasme, la protéine Phosphatase 1 regulatory subunit
13B (ASPP1) inhibe I'apoptose en empéchant l'interaction entre LATS1 et YAP/TAZ (349). Dans un contexte
oncogénique, ASPP1 transloque au noyau en réponse a la phosphorylation de LATS2. Dans le noyau, LATS2

et ASPP1 favorisent I'apoptose médiée par p53 (253).

2.5 Roles de la voie Hippo dans la glande surrénale

Bien que I'importance de la voie Hippo soit bien établie dans le développement et I’'homéostasie
de plusieurs tissus, notamment le systéme nerveux (350), le systéme respiratoire (351-354), les muscles
(355, 356), le coeur (322, 357, 358), le systeme gastro-intestinal (359), le foie (360), le pancréas (359, 361),
les reins (362-364), la glande mammaire (365), les dents (366), le systéme reproducteur male (367, 368)
et femelle (369) et de nombreux autres, le r6le de la voie Hippo dans la glande surrénale n’a pas beaucoup

été étudié.

Dans une étude parue en 2017, la délétion conditionnelle de Yap et Taz dans les cellules
stéroidiennes (Yap™/foX; Taz"*/fX:Nr5a1-cre) a permis d’investiguer le réle de la voie Hippo dans le cortex
surrénalien post-natal. Chez la souris adulte normale, YAP est exprimé fortement dans le cytoplasme et le
noyau des cellules de la zG, dans le noyau des cellules de la zF et dans les cellules endothéliales. TAZ
démontre une expression nucléaire dans la zG, la zF, la capsule et les cellules endothéliales ainsi qu’une
expression cytoplasmique dans la zX (femelles) (370). Les males Yap™*;Taz**;Nr5a1-cre et
Yap™*; Tazl'*/f°;Nr5a1-cre présentaient un phénotype surrénalien normal d’un point de vue histologique
tandis qu’on pouvait observer une atteinte corticale chez les males Yap™#°;Taz"*/*;Nr5a1-cre et
Yapo/fox Taz'o/fox:Nr5a1-cre, avec de nombreuses vacuoles et de larges structures lipoides multinucléées
a 20 semaines d’age ainsi qu’une atrophie et une dégénérescence sévere du cortex a 30 semaines d’age.
Les souris Yap™/f:Nr5a1-cre manifestaient des changements similaires mais beaucoup plus légers. Ces
résultats démontrent que YAP joue un rble prépondérant dans le maintien du cortex et qu’il y a une
certaine redondance fonctionnelle entre YAP et TAZ. Le développement embryonnaire et la zonation du

cortex ne semblaient pas affectés dans ce modéle.

Ensuite, il y avait une augmentation de I'apoptose dans les cellules adrénocorticales des males

mutants Yap™fo;Taz'/f%:Nr5a1-cre, expliquant en partie la dégénérescence. De plus, ces souris
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démontraient une diminution de la corticostérone induite par I’ACTH a 10 semaines, une accumulation de
lipides dans le cortex et une diminution de I’expression de génes stéroidogéniques. Ces résultats suggerent
que la capacité de stéroidogenése était diminuée, probablement a cause d’une perte de cellules
adrénocorticales. De plus, la régénération du cortex était moins efficace chez les mutants apres une
suppression de la zF par la dexaméthasone. L'expression de Shh, de NrOb1 et de Glil était diminuée et
celle de DIk1 était augmentée. |l a donc été suggéré que la délétion de Yap/Taz affecte les cellules

progénitrices par un mécanisme inconnu (370).

Le cortex surrénalien des femelles de tous les génotypes ne montrait pas d’anomalie
morphologique, mais les femelles Yap™/oX; TaZ"*/fX:Nr5a1-cre présentaient une diminution de la capacité
de stéroidogenése et de I'expression de Shh. Ces résultats mettent en évidence un dimorphisme sexuel

important dans I’"homéostasie du cortex, tel que discuté précédemment (370).

L'implication de la voie Hippo dans des tumeurs adrénocorticales pédiatriques humaines a
également été étudiée en 2016 (371). Dans cette étude, il a été démontré que YAP est fortement exprimé
dans le cortex surrénalien foetal et plus faiblement dans le cortex post-natal. YAP était souvent surexprimé
dans les tumeurs adrénocorticales et ainsi associé a un moins bon pronostic, avec une plus grande
incidence de métastases et de récurrence ainsi qu’une survie diminuée. L'inhibition in vitro de la voie
Wnt/B-caténine dans une lignée de cellules NCI-H295 par un inhibiteur pharmacologique de la B-caténine
(PNU-74654) a entrainé une diminution de I'expression de YAP, suggérant une interaction entre la voie

Whnt et Hippo dans la surrénale (371).
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Chapitre 2 — Hypotheése et objectif

Au cours des derniéres années, de nombreuses études ont permis de découvrir que la voie Hippo
était essentielle au développement et a I’homéostasie de plusieurs organes chez les mammiferes. Plus
particulierement, il a récemment été démontré que YAP et TAZ participaient au maintien du cortex

surrénalien chez la souris adulte.

Dans ce projet, nous souhaitons nous pencher davantage sur la période embryonnaire. Notre
hypothése est donc que la voie Hippo est également requise pour le développement normal du cortex
surrénalien, ce qui n’a jamais été étudié jusqu’a présent. L’objectif qui en découle est donc d’identifier le
réle physiologique des kinases LATS1 et LATS2 de la voie Hippo dans les cellules adrénocorticales pendant

le développement de la glande surrénale I'aide d’'un modeéle in vivo de souris transgéniques.
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3.1 Abstract

It has recently been shown that the loss of the Hippo signaling effectors Yes-associated protein
(YAP) and transcriptional coactivator with PDZ-binding motif (TAZ) in adrenocortical steroidogenic cells
impairs the postnatal maintenance of the adrenal gland. To further explore the role of Hippo signaling in
mouse adrenocortical cells, we conditionally deleted the key Hippo kinases large tumor suppressor
homolog kinases 1 and -2 (Lats1 and Lats2, two kinases that antagonize YAP and TAZ transcriptional co-
regulatory activity) in steroidogenic cells using an Nr5al-cre strain (Lats1%o/fo%;[ gts2fiox/flox:Nr5g1-cre). We
report here that developing adrenocortical cells adopt characteristics of myofibroblasts in both male and
female Lats1fo¥/fox;| gts2fiox/flox:Nr5g 1-cre mice, resulting in a loss of steroidogenic gene expression, adrenal
failure and death by 2 to 3 weeks of age. A marked accumulation of YAP and TAZ in the nuclei of the
myofibroblast-like cell population with an accompanying increase in the expression of their transcriptional
target genes in the adrenal glands of Lats11oViox:[gts2fo/fo-Nr5g1-cre  animals suggested that the
myofibroblastic differentiation could be attributed in part to YAP and TAZ. Taken together, our results
suggest that Hippo signaling is required to maintain proper adrenocortical cell differentiation and

suppresses their differentiation into myofibroblast-like cells.

3.2 Introduction

In mice, the adrenal cortex is derived from the intermediate mesoderm and arises from the
proliferation of coelomic epithelial cells. The latter initially form the adrenogonadal primordium (AGP) at
embryonic day 9.5 (€9.5), a structure from which the gonads also develop (1, 2). Around e10.5, the AGP
separates into two distinct tissues as the adrenal progenitor cells migrate dorsomedially to form the
adrenal primordium (AP) at e11.0 (3, 4). Shortly after, at e12.5, chromaffin cells derived from the neural
crest invade the AP to form the adrenal medulla (5, 6) while mesenchymal cells surrounding the developing
adrenal gland start to condense to form its capsule (7). Development of the definitive adrenal cortex starts
after encapsulation at el4.5, with zonation being first observed around el7.5. Adrenal cortex
development is then completed after birth (7, 8). While the definitive cortex expands, the fetal zone
decreases in size, and after birth forms the transient X-zone located in the innermost part of the cortex
(9). Despite this two-step developmental process, lineage-tracing experiments have shown that both the
fetal cortex and the definitive cortex derive from a common embryonic population of NR5A1-expressing
cells (8, 10). Though numerous transcription factors (including GATA binding protein 4 and 6 (GATA4/6)
(11), nuclear receptor subfamily 5, group A, member 1 (NR5A1) (1, 12, 13) and Wilm’s tumor 1 (WT1) (4)

as well as signaling pathways such as Insulin/Insulin-like growth factor (14), WNT/beta-catenin (15),
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Hedgehog (16) and protein kinase A (PKA) (17) are all known to be necessary for different stages of adrenal

development and maintenance, additional pathways are likely involved.

Hippo is an evolutionarily conserved signaling pathway with well-established roles in cell
fate determination, differentiation and proliferation during embryonic development (reviewed in (18, 19).
It consists of a kinase cascade that regulates two functionally redundant transcriptional co-activators, Yes-
associated protein (YAP) and transcriptional coactivator with PDZ-binding motif (TAZ). In response to
various extracellular signals, the mammalian STE20-like protein kinases 1 and 2 (MST1, MST2) are activated
and phosphorylate the large tumor suppressor homolog kinases 1 and 2 (LATS1, LATS2) which in turn
phosphorylates YAP and TAZ. YAP and TAZ phosphorylation leads to their inactivation by sequestration in
the cytoplasm and/or by proteasome-mediated degradation. When the cascade is inactivated, YAP and
TAZ accumulate in the nucleus and interact with transcriptional factors to regulate the transcription of

genes involved in cell growth, apoptosis, and proliferation (19, 20).

Arole for Hippo signaling in the adrenal gland was first suggested in a study which showed
that elevated YAP expression was associated with poor outcome of adrenocortical tumors in pediatric
patients (21). More recently, using a genetic model, the concomitant loss of Yap and Taz in steroidogenic
adrenocortical cells was shown to lead to the progressive degeneration of the adrenal cortex (22). In the
present study, to further characterize the role of the Hippo signaling pathway in adrenal cortex
development and maintenance, we generated a mouse model in which Latsl and/or Lats2 were

conditionally deleted in NR5A1-positive steroidogenic cells.

3.3 Material and Methods
Ethics
All animal procedures were approved by the Comité d'Ethique de I'Utilisation des Animaux of the

Université de Montréal (protocol numbers Rech-1739 and Rech-1909) and conformed to the guidelines of

the Canadian Council on Animal Care.
Transgenic mouse strains

Nr5al-cre mice (FVB-Tg-Nr5a1¢7°"/ RRID:IMSR_JAX :012462) were obtained from the Jackson
Laboratory and maintained by crossing Cre-positive males with wild-type females (C57BL/6,
RRID:IMSR_JAX:000664). Lats1"™/ o (Lats1™-HFm/Rel RRID:MGI:5568587) and Lats21o/fox (Lgts2tm?-1Fm/Rie),
RRID:MGI:5568590) mice were obtained from Dr Randy L. Johnson (M.D. Anderson Cancer Center,
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Houston, TX). Mice were selectively bred over several generations to obtain Lats1"/:Nr5a1-cre,
Lats2f/foX:Nr5a1-cre and Lats11V1o%; [ ats2foX/fox-Nr5q1-cre genotypes. Genotype analyses were done on

tail biopsies by PCR as previously described for Cre (23) and Lats1/2 (24).
Histopathology, immunohistochemistry and immunofluorescence

Whole embryos or isolated adrenal glands for light microscopy histopathologic analysis were fixed
in 4% paraformaldehyde for 4 hours (whole embryos, 1 day post partum (dpp) adrenals) or in formalin
overnight (adrenals from 2 week-old mice). Tissues were embedded in paraffin, sectioned (5 um), and
stained with hematoxylin and eosin stain (H&E). Immunohistochemistry was done on formalin-fixed,
paraffin-embedded, 5 um-thick tissue sections using VectaStain Elite avidin—biotin complex method kits
(Vector Laboratories) or the mouse on mouse (M.0.M.) elite peroxidase kit (Vector Laboratories) as
directed by the manufacturer. Sections were probed with primary antibodies against bromodeoxyuridine
(BrdU) [1:100, Dako corp (25)], cleaved caspase-3 (CAS3) [1:100, Cell signalling (26)], cytochrome P450,
family 11, subfamily B, polypeptide 1 (CYP11B1) [1:200 (27)], alpha smooth muscle actin (a-SMA) [1:100,
BioGenex (28)], steroid acute regulatory protein (STAR) [1:200, Santa Cruz biotech (29)], TAZ [1:500,
Sigmal-Aldrich (30)], tyrosine hydroxylase (TH) [1:200, Santa Cruz biotech (31)], YAP [1:100, Cell signaling
(32)], phospho-YAP [1:100, Cell signaling (33)] and vimentin [1:100, Cell signalling (34)]. Staining was done
using the 3,3’-diaminobenzidine peroxidase substrate kit (Vector Laboratories). Immunofluorescence was
done on formalin-fixed, paraffin-embedded, 5 um-thick tissue sections. Sections were probed with a
primary antibody for 20-alpha-hydroxysteroid dehydrogenase (20aHSD) [1:2500, a gift from F. Beuschlein
(35)]. Staining was performed using ImmPress polymer (Vector Laboratories) followed by the Alexa Fluor
555 Tyramide superboost kit (ThermoFisher scientific) and counterstaining with DAPI vectashield (Vector

Laboratories). Negative controls consisted of slides for which the primary antibody was omitted.
Hormone measurements

Blood samples for plasma collection were collected between 9:30 and 10:00 in 2K-EDTA
microvette tubes (Sarstedt) and centrifuged at 2000g for 15 minutes at 4 °C. Plasma samples were
transferred to polypropylene tubes and stored at -80 °C until analysis. ACTH levels in the plasma were
determined by immulite 2000 (Siemens Healthineers Global). Corticosterone levels were determined by
RIA (MP Biomedical). Assays were performed by the Center for Research in Reproduction at the Ligand

Assay and Analysis Core Laboratory of the University of Virginia.

Reverse transcription-quantitative PCR
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Total RNA from adrenal glands of e14.5, e17.5 and 1 day-old animals was extracted using the Total
RNA Mini Kit (FroggaBio) according to the manufacturer’s protocol. Total RNA was reverse transcribed
using 100 ng of RNA and the SuperScriptVilo™ cDNA synthesis kit (Thermo Fisher scientific). Real-time PCR
reactions were run on a CFX96 Touch instrument (Bio-Rad), using Supergreen Advanced gPCR MasterMix
(Wisent, St-Bruno, Canada). Each PCR reaction consisted of 7.5 ul of Power SYBR Green PCR Master Mix,
2.3 ul of water, 4 ul of cDNA sample and 0.6 pl (400 nmol) of gene-specific primers. PCR reactions run
without complementary cDNA (water blank) served as negative controls. A common thermal cycling
program (3 min at 95°C, 40 cycles of 15s at 95°C, 30 s at 60°C and 30 s at 72°C) was used to amplify each
transcript. To quantify relative gene expression, the Ct of genes of interest was compared with that of
Rpl19, according to the ratio R = [Et fPII9/ECt tareet] where E is the amplification efficiency for each primer
pair. Rp/19 Ct values did not change significantly between tissues, and Rp/19 was therefore deemed

suitable as an internal reference gene. The specific primer sequences used are listed in reference 36.
BrdU incorporation assay

Pregnant mice were injected intraperitoneally at gestational day 17.5 with 100 mg/kg body weight
BrdU (Sigma-Aldrich) and euthanized 4 hours after the injection. The embryos were collected, fixed in 4%
PFA for 4 hours and embedded in paraffin. The BrdU-labeled DNA was detected by immunohistochemistry

as described above.

Statistical analyses

All statistical analyses were performed with Prism software version 6.0d (GraphPad Software Inc.,
RRID: SCR_002798). All the data sets were subjected to the F test to determine the equality of variances.
Student’s t-test was used for all comparisons between genotypes except for ACTH results for which a
Mann-Whitney test was used because of the variance between samples. Means were considered

significantly different when P value was < 0.05. All data are presented as means = SEM.

3.4 Results

Loss of Lats1 and Lats2 causes loss of adrenocortical cell identity

To investigate the role of LATS1 and LATS2 in the adrenal cortex, mice bearing floxed alleles for
Lats1 and/or Lats2 were crossed with the Nr5al-cre strain, which targets steroidogenic cells including

those of the fetal and of the definitive adrenal cortex. Lats1"/f%: Nr5a1-cre and Lats2fo¥/f*. Nr5a1-cre
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mice had adrenal glands that appeared normal at the gross and histologic levels (data not shown) and a
normal lifespan, and for these reasons were not further studied. Conversely, Lats1/o¥/foX;[ gts2flox/flox.Nr5g -
cre mice died between 2 and 3 weeks of age, most likely from adrenocortical failure, as suggested by a
marked decrease in circulating corticosterone levels (below the assay detection threshold in the mutant
animals) and a concomitant increase in circulating ACTH levels in 10 to 12 day-old mutant mice of both
genders (36). Adrenal glands from 2 week-old Lats11oV/1o%:[gts2foX/flox.Nr5g1-cre males (Fig. 1A, B) were
larger (P < 0.01), more irregular and paler than the adrenal glands from the control Lats1/10¥flox:[ gts2flox/flox
animals, whereas adrenal glands from 2 week-old mutant females tended to be larger (P = 0.09) (Fig. 1B).
Histopathologic analyses (Fig. 1C, D; Fig. S2) revealed striking abnormalities in the adrenals of both male
(Fig. 1D) and female (36) mutant mice. First, zonation of the adrenal cortex was not apparent in the mutant
animals, and the majority of the presumptive adrenocortical cells adopted a spindle shape, with less
cytoplasm and smaller, elongated nuclei reminiscent of fibroblasts or myofibroblasts (Fig. 1D).
Interspersed among these spindle-shaped cells, a less abundant cell population featuring large nuclei with
an eosinophilic cytoplasm (Fig 1D, arrowheads) and a rare cell population featuring a pale cytoplasm
containing lipid droplets typical of steroidogenic cells were also observed (Fig. 1D, arrows). Furthermore,
20a-HSD-positive cells (Fig. 1E, F) were not detected in the adrenal glands of the mutant animals (Fig. 1F),
indicating that the X-zone was absent. These results suggest that both the fetal and the definitive adrenal

cortex were altered during development.

Finally, cortex-medulla disorganization was also apparent in the adrenal glands of the
Lats1fiox/flox.| gtsofiov/flo:Nr5g1-cre  animals, as only a few tyrosine hydroxylase (TH)-positive medullary
chromaffin cells were identified, scattered haphazardly within the adrenal gland (Fig. 1H). Larger masses
of medullary cells were also often found located at the periphery of the adrenal glands (Fig. 1H). These

observations also suggest that the formation of the medulla was altered during development.
LATS1 and LATS2 are required for the normal development of the adrenal gland

To analyse the onset and evolution of the phenotype observed in Lats17o¥/fox;| gts2flov/flox:Nr5g1-cre
mice, efficiency of the recombination in the developing adrenal gland was evaluated by RT-qPCR at
embryonic days el4.5, el7.5 and 1 day post-partum (dpp). RT-qPCR analyses showed a small but
significant reduction (23%) of adrenal Lats1 mRNA levels in e14.5 mutant animals (Fig. 2A), 68% and 36%
decreases in adrenal Lats1 and Lats2 mRNA levels in e17.5 mutant animals (Fig. 2B), and 80% and 62%

decreases in adrenal Lats1 and Lats2 mRNA levels in 1dpp mutant animals (Fig. 2C). These results suggest
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that the loss of Latsl and Lats2 was progressive within the adrenal cortex and that recombination is

initiated shortly before e14.5.

Consistent with the kinetics of the loss of Lats1/2 expression, adrenal glands from e14.5 and e15.5
Lats1fiox/flox.| gts2fiov/flo:Nr5g1-cre mice appeared phenotypically indistinguishable from age-matched
controls (Fig. 3) including presence of medullary cells located at the center of the adrenal gland. By e17.5
forward, the adrenal cortex was severely compromised, and no zonation was apparent (Fig. 3). Cells with
a large nucleus and an eosinophilic cytoplasm and spindle-shaped cells were observed in the adrenal
cortex (Fig. 3, S3A-C (31)), as observed in the 2 week-old animals. However, the spindle-shaped cells were
less abundant than in the 2 week-old animals. Also similar to what was observed in 2 week-old animals,
medullary cells were less abundant, and some medullary cells were observed at the periphery of the

adrenal gland (36).

To characterize the mutant adrenocortical cells, apoptosis and proliferation were evaluated in the
developing adrenal gland. Interestingly, no apoptotic cells were observed in the adrenal glands of either
control or mutant animals at e14.5 (36) and very rare cells were observed in the adrenal glands of either
control or mutant animals at e17.5 (36). BrdU incorporation assays showed that, in control e17.5 mice,
only a few adrenocortical cells were proliferating in the outer cortex, and medullary cells were also
proliferating (36). In contrast, proliferative cells were more scattered throughout the cortex in the adrenal
glands of Lats1f1oVfox: gts2foX/floX-Nr5g1-cre mice, and most of the proliferating cells had round nuclei,
whereas the spindled-shaped cells were mostly non-proliferative. Together, the absence of an increase in
apoptosis and the absence of proliferation of the spindled-shaped cells suggested that the adrenocortical

cells had transdifferentiated into the spindled-shaped cells.

To further evaluate the fate of the adrenocortical cells in the developing adrenal glands of
Lats1fiox/flox.| gts2fiox/flo:Nr5g1-cre  mice, steroidogenic activity was evaluated by CYP11B1 and STAR
immunohistochemistry. At e14.5, the expression of CYP11B1 expression was indistinguishable between
control and mutant animals (Fig. 4). At e15.5, the number of CYP11B1+ cells was already considerably
reduced (Fig. 4) in the adrenal cortex of Lats1"o/1ox:[qts2fo¥/floxNr5g1-cre  mice, despite being
morphologically similar to the adrenal cortex of control animals (Fig. 3). By e17.5, expression of CYP11B1
was only detected in a few cells scattered throughout the adrenal cortex of Lats1oV/1o%: [ gts2fox/flox-Nr5q1-
cre mice (Fig 4). Similar to what was observed for CYP11B1, a progressive decrease in STAR+ cells was
observed in the adrenal cortex of the Lats1%1o¥/fox- gts2floX/flox-Nr5a1-cre mice. However, this decrease was

delayed compared to CYP11B1, as a large proportion of adrenocortical cells still expressed STAR at e17.5
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(Fig. 5), and most STAR expression was then gone by 1dpp. These differences in the expression patterns
of Cypllbl and Star were also observed by RT-qPCR (36). Furthermore, mRNA levels of every
steroidogenic genes evaluated were also progressively and severely reduced in the adrenal gland of
mutant animals (36). Taken together, these results suggest that the loss of differentiated cell function

accompanies the loss of differentiated cell morphology.
Loss of Hippo signaling causes adrenocortical cells to commit to a myofibroblast-like cell fate.

As mentioned above, the spindle-shaped cells observed in the adrenal cortex of the
mutant animals were reminiscent of fibroblasts or myofibroblasts. To determine the identity of these cells,
adrenal glands of Lats1o¥/floX;| gts2flex/flox:Nr5g1-cre were first analyzed for expression of the mesenchymal
cell marker vimentin (31). Vimentin was detected in the capsular cells in both control and mutant animals
throughout development (Fig. 6). At e14.5, expression of vimentin was similar between the control and
the mutant animals, and was predominantly expressed in the medullary cell population at the center of
the adrenal gland, with weak expression detected in a few adrenocortical cells and in endothelial cells (Fig.
6). A similar pattern was observed at el5.5, however, a few spindle-shaped cells (Fig. 6, arrow) in the
adrenal cortex of Lats1M1o¥/fox:[ gts2fiox/flox:Nr5g1-cre mice also appeared to express vimentin more strongly
(Fig. 6). By e17.5, vimentin expression was still detected in scattered adrenocortical cells, as well as in
vascular and connective tissues in control animals. However, a marked increase in vimentin expression

was observed in the adrenal cortex of Lats1V/1o%: [ gts2foX/flox-Nr5q1-cre mice (Fig. 6).

To determine if the cells present in the adrenal cortex of the mutant animals further differentiated
into myofibloblasts, alpha smooth muscle actin (a-SMA) expression was evaluated by
immunohistochemistry. a-SMA was not detected in the adrenal cortex of control animals (Fig. 7).
Conversely, in the adrenal gland of Lats11oVx: [ gts2f¥/floX-Nr5a1-cre mice, a-SMA expression was detected
in an increasing number of adrenocortical cells, beginning in the subcapsular region at el7.5 (Fig. 7),
followed by the center of the adrenal gland in 1 day and 2 week-old animals (Fig. 7). This suggests that
some cells of the adrenal cortex progressively differentiate into myofibroblast-like cells. Furthermore, an
increase in the mRNA levels of actin, alpha 2, smooth muscle, aorta (Acta2, the gene coding for a-SMA)
and of the fibrosis/myofibroblast markers caldesmon 1 (Cald1), calponin 1, basic, smooth muscle (Cnn1),
snail family zinc finger 1 (Snail) and secreted phosphoprotein 1 (Spp1) (36) was observed in the adrenal
gland of mutant animals. Finally, an accumulation of collagen fibers in the adrenal cortex of mutant
animals (36) further confirmed that some adrenocortical cells of the mutant mice acquired features of

myofibroblasts, leading to tissue fibrosis. Interestingly, the number of a-SMA-positive cells was more
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restricted than the pattern of expression of vimentin-positive cells, even in older animals, suggesting either

that some fibroblast-like cells remained undifferentiated or differentiated into additional cell types.

Loss of Latsl and Lats2 causes an increase in the expression of YAP and TAZ downstream

transcriptional targets

To determine whether the loss of Lats1 and Lats2 lead to the inactivation of Hippo signaling in the
adrenal glands of Lats1%o/fox;[ gts2fiox/flox:Nr5g1-cre mice, the phosphorylation of YAP (a main LATS1/2
kinase substrate) was first evaluated by immunohistochemistry. Phospho-YAP was readily detected in the
adrenal cortex of control animals at e17.5, with the subcapsular region showing the strongest expression
(Fig. 8A). However, phospho-YAP expression was only detected in a few cells in the adrenal cortex of the
mutant animals (Fig. 8B), confirming Hippo signaling inactivation. Because the phosphorylation of YAP (and
of the functionally redundant TAZ) is normally associated with a decrease in their transcriptional co-
activator activity, mRNA levels of the well-established YAP/TAZ target genes Baculoviral IAP repeat
containing 5 (Birc5), connective tissue growth factor (Ctgf), cysteine-rich, angiogenic inducer 61 (Cyr61)
and nephroblastoma overexpressed (Nov) were quantified by RT-gPCR. A two-fold, three-fold and 15-fold
increase was respectively observed for Birc5, Ctgf and Cyr61 in the adrenal cortex of
Lats1fiox/flox.| gts2fiox/flox:Nr5g1-cre mice at e17.5, whereas expression of Nov was not modified at this age
(Fig. 8C). Conversely, only the expression of Ctgf was strongly increased (12-fold) in the adrenals of
newborn mutant animals, and a slight decrease in the expression of Nov was observed (Fig. 8D), confirming

that Hippo signaling was inactivated in the adrenal gland of the mutant animals.

To further characterize the expression pattern of YAP and TAZ in the adrenal gland of the mutant
animals, immunohistochemistry analyses for YAP and TAZ were also performed on adrenal glands from
el7.5 and 1dpp male mice. At both time points, strong YAP expression was detected in the nuclei of
capsular and adrenocortical cells of the control animals (36). Strong expression of YAP was also detected
in the nuclei of mesenchymal cells present in the adrenal cortex of Lats11oV/ox:[gts2foX/fox-Nr5q1-cre
animals (36) at both time points. TAZ was also detected in the nucleus of the capsular cells of the control
animals (36). TAZ was detected in the nuclei of adrenocortical cells of control mice at 1dpp (36), but was
mostly expressed in the cytoplasm of the adrenocortical cells at e17.5, with the strongest expression being
detected in the subcapsular region of the adrenal cortex at el7.5 (36). In the mutant group, strong
cytoplasmic and weak nuclear expression of TAZ was detected in the majority of the adrenocortical cells
at e17.5 (36). However, by 1dpp, strong nuclear expression of TAZ was also detected in the nuclei of the

majority of the adrenocortical cells (36).
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Taken together, these data suggest that YAP/TAZ transcriptional co-regulatory activity is increased
in the adrenal cortex of Lats1fo¥/flox|gtsofiov/floxNr5g1-cre mice and could be involved in the

transdifferentiation of adrenocortical cells into myofibroblast-like cells.

3.5 Discussion

In recent years, Hippo signaling has been identified as one of the most important signaling
pathways involved in tissue development, however, no study has evaluated its function in the
development of the adrenal cortex. Here we report that the inactivation of Lats1 and Lats2, the two core
kinases of the Hippo pathway, leads to the transdifferentiation of adrenocortical cells into myofibroblast-

like cells.

Two events could potentially explain the differentiation of the adrenocortical cells into
myofibroblast-like cells in the adrenal cortex of the Lats11o/fo%; [ gts2foX/flox:Nr5q1-cre mice. First, due to the
rapid appearance of the spindle-shaped cells, it seems likely that the steroidogenic cells of the adrenal
cortex progressively transdifferentiated into the myofibroblast-like cells. The fact that a marked increase
in vimentin expression was first observed at a time when STAR but not CYP11B1 was still expressed in
numerous cells tends to favor this hypothesis. Interestingly, an increase in the mRNA levels of Snail, a
gene involved in fibrosis and the adoption of the myofibroblast cell fate (37-39) was also observed in the
adrenal gland of mutant animals. Increases in vimentin (40) and Snail (37, 41) expression are hallmarks of
epithelial-to-mesenchymal transition (EMT); a process by which polarized epithelial cells gain
mesenchymal properties (42), and that can eventually lead to differentiation into myofibroblasts and
fibrosis in late stages of pathological conditions (43-46). Interestingly, the adrenal cortex shares common
characteristics with epithelia and expresses numerous epithelial markers such as cytokeratins, laminin |,
collagen IV and laminin-associated integrin subunits (47-50). The increases in vimentin and in the mRNA
levels of Snail suggest that the loss of Hippo signaling could induce the transdifferentiation of the
adrenocortical cells and subsequent fibrosis by a process having similitudes to EMT. Interestingly, it was
recently suggested that EMT-like processes including increased in vimentin and Snail expression could be
determinants of the malignancy of adrenocortical carcinoma (51, 52) and childhood-onset adrenocortical
tumors (52). Furthermore, suppression of Hippo signaling and increased YAP/TAZ activity play a role in
EMT/metastasis of some tumor cells (53, 54), regulate Snail expression (55, 56), and are a hallmark of
fibrosis in several tissues including the liver (57), the lung (58), the kidney (59, 60), the heart (61) and the
Mallerian  duct (62). The transdifferentiation of the adrenocortical cells in the

Lats1fiox/flox gts2fiovflox:Nr5g1-cre model could therefore share certain characteristics of these processes.
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A second possibility that could explain the phenotype observed in Lats1fo¥/fox: gts2flox/flox-Nr5q -
cre mice is that Hippo signaling could normally direct a subset of mesenchymal stem cells (migrating from
the capsule to form the definitive cortex) towards a steroidogenic cell fate (63, 64), and that the loss of
Lats1 and Lats2 interferes with this process. Interestingly, in the developing kidney, it was shown that the
loss of Lats1 and Lats2 in mesenchymal progenitor cells impairs their differentiation into cells of the
nephron and induces their differentiation into myofibroblasts (60), suggesting that loss of Lats1 and Lats2
could also impair the differentiation of adrenal stem cells during adrenal development. The fact that a-
SMA expression is first specifically detected in the subcapsular region rather than being randomly
distributed in the adrenal cortex also suggest that improper differentiation of the mesenchymal stem cells
could be involved in the development of the phenotype observed in the Lats11o/1x: [ gts2foX/f X Nr5q1-cre
mice. Our model does not permit us to distinguish between these two possibilities, and lineage tracing
experiments (63, 64) for adrenal cells and capsular stem cells within the Lats11oV/1o: [ gts2fX/fox-Nr5q1-cre
model would be needed to distinguish between them. However, it seems likely that both processes are

involved in the appearance of the myofibroblast-like cells in the adrenal cortex.

As mentioned above, an increase in YAP and TAZ activity has been associated with fibrosis
in numerous tissues. It therefore seems likely that an increase in their activity is involved in the
transdifferentiation of the adrenocortical cells. Aside from the increase in vimentin and the mRNA levels
of Snail, an increase in the mRNA levels of well-established transcriptional target of YAP and TAZ (65-67)
was also observed in the adrenal glands of Lats1fo¥/foX;[ gts2flov/flox:Nr5g1-cre mice. Interestingly, Cyr61
MRNA levels were increased in e17.5 animals, but this increase was not maintained in 1dpp animals. On
the other hand, Ctgf mRNA levels continued to be upregulated in 1dpp animals. This suggests that a
different set of genes could be regulated by YAP/TAZ depending of the stage of differentiation of the
adrenocortical cells. Interestingly, it was previously shown that CYR61 promotes EMT in various tumors
(68, 69), and that mRNA levels of Cyr61 increase in profibrogenic liver cells, but decline in
transdifferentiated myofibroblasts (70). It was also shown that CYR61 promotes the regression of fibrosis
by inducting the senescence of myofibroblasts in the liver and the heart (70-72), suggesting that CYR61 is
detrimental for myofibroblast formation. On the other hand, CTGF, which remain strongly expressed in
the adrenocortical cells, has been previously described as a key driver of fibrosis (73, 74) and myofibroblast
formation (75, 76), suggesting that CTGF could drive the last stage of the adrenocortical cell differentiation.
The mechanism whereby Hippo signaling regulates the transition from adrenocortical cells to
myofibroblast cells was not evaluated in this study. However, Hippo is known to act in synergy with

numerous signaling pathways, including the TGFB (77-79) and WNT (21, 79-81) pathways, both of which
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can also regulate Ctgf expression (73, 74, 82-86). It is therefore possible that activation/modulation of the
TGFB and/or WNT pathways is involved in the progressive differentiation of the adrenocortical cells in the
Lats1fiox/flox| gts2fiov/flox:Nr5g1-cre model. Further experiments will be needed to evaluate the contribution
of these pathways. Finally, though we believe that YAP/TAZ is the main driving force behind the observed
phenotype, it is important to mention that it was recently shown that LATS1 and LATS2 could bind to other
proteins such as estrogen receptor alpha (87) or polycomb repressive complex 2 (88) and act
independently of Hippo signaling. It is therefore possible that actions of LATS1/2 on proteins other than
YAP/TAZ could also contribute to the observed phenotype. Generation of a
Lats1fiox/flox.| gt 2fiox/flox.yqpfloxtlox. g Afloxflox N5 1-cre mouse model will be needed to determine if YAP and

TAZ stabilization is solely responsible for the observed phenotype.

Another finding in the Lats1%o/fo%:[ gts2flox/flox:Nr5q1-cre model was that fewer chromaffin
cells were present in the adrenal gland, and that they were either scattered throughout the cortex or
localized to the periphery of the adrenal gland. Loss of medullary cell growth (89, 90) and their ectopic
localization outside of the capsule (16, 91-94) have previously been observed in different genetic mouse
models with adrenal cortex development defects, leading several authors to propose that the adrenal
cortex is essential for the growth of the medullary cells and their correct localization at the center of the
adrenal gland (95, 96). The ectopic positioning of the medullary cells in the Lats1o/1o%:[ gts2fox/flox-Nr5q1-
cre model and the absence of proliferation of the medullary cells that were able to migrate to the center
of the adrenal gland suggests that the transdifferentiated adrenocortical cells are either unable to secrete
factors necessary for the migration and/or growth of the medullary cells or, more likely, do not provide

the proper structural support for their development.

In summary, we report here a previously unsuspected role of the Hippo pathway in the
development of the adrenal cortex, as loss of Lats1/2 causes the developing adrenocortical cells to commit
to a myofibroblast-like cell fate. Further studies will be required to define the mechanism of action of

Hippo signaling throughout the development of the adrenal gland and its potential role in adrenal gland

physiology.
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Figure 1. Adrenal glands of Lats1flovflox;| gts2fiox/flox:Nr5g1-cre mice are larger than controls and are
histomorphologically abnormal. A) Photographs of adrenal gland from 12 dpp Lats1fox/flox;| gts2fiox/flox
(control) and Lats1flox/fox;| gtsoflox/flox:Nr5qg1-cre  males. Ruler graduations are in millimeters. B)
Adrenosomatic index (adrenal gland weight/corporal weight) comparing male Lats1fox/flox;| gts2fiex/flox (n =
12) to Latsiflex/flox.| gtsofiex/fiox-Nr5gl-cre (n = 8) and female Lats1fiox/flox:| gtsfiox/flox (n = 10) to
Lats1flex/flox.| qts flox/flox:Nr5a1-cre (n = 8) mice. Data are expressed as means (columns) + SEM (error bars).
Asterisks = significantly different from control (** P <0.01). C, D) Photomicrographs comparing the adrenal
glands of 12 dpp male (C) Lats1fiox/fiox:| gts2fiox/flox and (D) Lats1fox/flox;| gts2fiex/flox:Nr5a1-cre mice. E, F)
Immunofluorescence analysis of 20aHSD expression in adrenal glands from 12 dpp female (E)
Lats1flex/flox.| qtsfiox/flox and (F) Lats1flox/flox:| gts2fiox/flox:Nr5a1-cre mice. G, H) Immunohistochemical analysis
of TH expression in adrenal glands from 12 dpp male (G) Lats1fioxflox;| gtsofiox/fiox and  (H)
Lats1flex/flox;| qts flox/flox:Nr5a1-cre mice. H & E = Hematoxylin and eosin stain, TH = tyrosine hydroxylase,
Arrow = cells with lipid droplets in their cytoplasm. Arrowhead = cells with a large nucleus and eosinophilic
cytoplasm. Scale bar in D is valid for C, scale bar in F is valid for E and scale bar in G is valid for H.
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Figure 2. Efficiency of Lats1 and Lats2 knockdown in Lats1flox/flox:[ gtg2flex/flox-Nr5g1-cre mice. A-C) RT-qPCR
analysis of Lats1 and Lats2 mRNA levels in the adrenal glands of (A) e14.5, (B) e17.5 and (C) 1 dpp male
mice of the indicated genotypes (n = 6 animals/genotype). All data were normalized to the housekeeping
gene Rpl19 and are expressed as means (columns) £ SEM (error bars). Asterisks = significantly different
from control (* P < 0.05; *** P < 0.001; **** P< 0.0001).
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Figure 3. Progressive appearance of spindle-shaped cells in the adrenal cortex of
Lats1flox/flox.| gts2flex/flox-Nr5g1-cre mice. Photomicrographs comparing male adrenal gland histology of
Lats1flox/flox.| gts2flex/flox-Nr5g1-cre with that of Lats1flox/flox:| gts2fiex/flox controls at the indicated ages. Scale
bar (lower right) is valid for all images. Hematoxylin and eosin stain.
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Figure 4. Reduction of CYP11B1 expression in the adrenal cortex of Lats1fiox/flox.| gts2flox/flox-Nr5q1-cre mice

during development. Immunohistochemical analysis of CYP11B1 expression in adrenal glands from e14.5,
el5.5, e17.5 and 1 dpp male mice of the indicated genotypes. Scale bar (lower right) is valid for all images.
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Figure 5. Progressive reduction of STAR expression in the adrenal cortex of Lats1flov/flox:| gtsflox/flox-Nr5q1 -
cre mice during development. Immunohistochemical analysis of STAR expression in adrenal glands from
el4d.5, el5.5, el7.5 and 1 dpp male mice of the indicated genotypes. Scale bar (lower right) is valid for all
images.
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Figure 6. Progressive increase of vimentin expression in the adrenal cortex of
Lats1flox/flox.| gtsfiex/flox-Nr5g1-cre mice during development. Immunohistochemical analysis of vimentin
expression in adrenal glands from e14.5, el5.5, e17.5 and 1 dpp male mice of the indicated genotypes.
Scale bar (lower right) is valid for all images.
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Figure 7. Progressive increase of a-SMA expression in a subpopulation of adrenocortical cells in
Lats1flox/flox| gts2fiex/flox-Nr5g1-cre mice. Immunohistochemical analysis of a-SMA expression in adrenal
glands from e14.5, e17.5, 1 dpp and 12 dpp male mice of the indicated genotypes. Scale bar (lower right)
is valid for all images.
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Figure 8. Lats1 and Lats2 deletion causes a decrease in the phosphorylation of YAP and an increase in the
expression of YAP and TAZ downstream target genes in Lats1fiox/flox:| gts2flox/flox-Nr5g1-cre mice. A, B)
Immunohistochemical analysis of phospho-YAP expression in adrenal glands from e17.5 dpp male mice of
the indicated genotypes. Scale bar in B is valid for all images. C, D) RT-qPCR analysis of Hippo target genes
MRNA levels in the adrenal glands of (C) e17.5 and (D) 1 dpp male mice of the indicated genotypes (n =6
animals/genotype). All data were normalized to the housekeeping gene Rp/19 and are expressed as means
(columns) + SEM (error bars). Asterisks = significantly different from control (* P < 0.05; *** P < 0.001;
***% p<0.0001).
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3.10 Supplementary Table

Table S1. Quantitative RT-qPCR primer sequences

Gene Forward Reverse
Acta2 AGCCATCTTTCATTGGGATGG CCCCTGACAGGACCTTGTTA
Birc5 TCATCCACTGCCCTACCGAG CAGGGGAGTGCTTTCTATGCT
Cald1 GTTGCTGCCCTAGAGATAGTCA AACCTTTGACTGTCCACCCC
Cnnl TGTTGCGCTTGTCTGTGTCA CTGGGCCAGCTTGTTCTTTAC
Ctgf GAGGAAAACATTAAGAAGGGCAAAA CCGCAGAACTTAGCCCTGTA
Cyp11ib1 GCTTCACCATGTGCTGAAATCC AGAAGAGAGGGCAATGTGTCA
Cyp11b2 GCACCAGGTGGAGAGTATGC CCATTCTGGCCCATTTAGC
Cyr61 TTGACCAGACTGGCGCTCT AGTTTTGCTGCAGTCCTCGT
Hsd3b AGCTGCAGACAAAGACCAAGGTGA GAACACAGGCCTCCAATAGGTTCT
Lats2 TGCACTGGATTCAGGTGGACTCA GAGAATGTGCCAGGCACCTCT
Mc2r TGGAAAAGTTCTCAGCACCAC TCTTTGTGTGGAAGGATCTGG
Nov AGAGTTGTTCTGAGATGAGACCC CCCTCTGGAACCATGCAAATG
Nr5a1 TCTCTAACCGCACCATCA TCGACAATGGAGATAAAGGT
Rpl19 CTGAAGGTCAAAGGGAATGTG GGACAGAGTCTTGATGATCTC
Snail CCACACTGGTGAGAAGCCATTC GACATGCGGGAGAAGGTTCG
Spp1 CCTTGCTTGGGTTTGCAGTC TGGTCGTAGTTAGTCCCTCAGA
Star GATTAAGGCACCAAGCTGTGCTG CTGCTGGCTTTCCTTCTTCCAGC
Th GAAAAACTCTCCACGGTGACTG GAGTGCAGGAGCTCTCCAAG
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3.11 Supplementary Figures
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Figure S1. Adrenal gland failure is responsible for the death of Lats1flox/flox;[ gts2flox/flox-Nr5g1-cre mice. A)
Plasma corticosterone levels in 10-12 dpp male and female Lats1fiox/flox;| gts2flox/flox-Nr5g1-cre mice. B)
Plasma ACTH levels in 10-12 dpp male and female Lats1flox/flox.| gtsofiox/flox-Nr5q1-cre mice. Data are
expressed as scattered plot ( Lats1flox/flox| gtsflox/flox male and female, n = 5; Lats1fiov/flox:| gts2flox/flox-Nr5q -
cre males and females, n=4), bars integrated to the plot represent the means + SEM. BT = below threshold
(< 14.9 ng/ml). Asterisks = significantly different from control (* P < 0.05; ** P < 0.01).
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Figure S2. Adrenal glands of female Lats1flo¥/flox:[ gts 2flox/flox-Nr5g1-cre mice have a phenotype similar to the
one observed in male. A, B) Photomicrographs comparing the adrenal glands of 12 dpp female
(C) Lats1flox/flox. | gtsflox/flox gnd (D) Lats1fiox/flox:| gts2fiox/flox-Nr5g1-cre mice. Scale bar in B is valid for A.
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Figure S3. Adrenal glands of Lats1fiox/flox;| gts2flox/flox-Nr5g1-cre mice at late stages of development. A)
Photomicrograph of the adrenal gland of a 1 dpp male Lats1flox/flox;| gts2flox/flox-Nr5g1-cre mouse. B) Higher
magnification of the boxed area 1 in photomicrograph (A) to illustrate a region with spindle-shaped cells.
C) Higher magnification of the boxed area 2 in photomicrograph (A) to illustrate a population of larger and
rounder cells. D) Immunohistochemical analysis of TH expression in the adrenal gland from a male e17.5
Lats1flex/flox;| gts2flox/flox-Nr5g 1cre/+ mouse.
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Figure S4. Apoptosis is not increased in Lats1fo¥/flox.| gts flox/flox:Nr5q1-cre mice. A-D) Immunohistochemical
analysis of cleaved-caspase 3 expression in adrenal glands from (A, B) e14.5 and (C, D) e17.5 male mice of
the indicated genotypes. E, F) Immunohistochemical analysis of cleaved-caspase 3 expression in the
adjacent kidneys from e17.5 mice of the indicated genotypes (positive controls). Arrows = Cleaved-caspase
3-positive cells.

98



L ats1flox/flox; Lats 2ﬂox/f|ox Lats 1f|ox/f|ox; Lal‘SZﬂOX/ﬂoX; Nr5ai-cre

= NN P o 30N & SN ey Y YR, P
A-BrdU = ous T U O BoBrdu 3‘ $i s ;;e'-“',;'}"-%‘
T I as TR ROV TA LY ¢ o RS S :
'w{.:_‘V: .'_c‘ e ,\'\;. ..0' S »n ..‘-.“‘ qr{ '%‘\‘ ‘..".0 ',"'g.'. .s ,vs;,.‘ .: . .

. \'w . 2 A
oy, ¢
3 E v ’» % - e ‘ N f, Py < m
iR , '.\" ) LA "‘ “Dé.h““ :.L\'\«'k \.‘.\‘f), 4 ( » A A P . e
£ suo P 0%~ -.",.c: .-: AR gf\ -" A l.‘i‘h,\"lﬁc ) o] S Py 4™ _y-.-‘. » 54
WR~Y o P ot \'.,‘.\ v ,,“ _ .\‘ﬁ \ ".*' by o W :" o '\"- ’;-, s dE!l;t'
VA S AW IV@ s, B \ TN Y e S vt

Figure S5. Adrenal cell proliferation in Lats1flox/flox;| gts2fiox/flox-Nr5g1-cre mice. Immunohistochemical
analysis of BrdU incorporation in adrenal glands from e17.5 male mice of the indicated genotypes. Arrows
= BrdU-positive cells. Scale bar (right panel) is valid for both images.
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Figure S6. Expression of steroidogenic markers is altered in the adrenal glands of
Lats1flox/flox;| gtsoflox/flox-Nr5q1-cre mice. A, B) RT-gPCR analysis of tyrosine hydroxylase and genes involved
in steroidogenesis in adrenal glands from (A) e17.5 and (B) 1 dpp male mice of the indicated genotypes (n
= 6 animals/genotype). All data were normalized to the housekeeping gene Rp/19 and are expressed as
means (columns) £ SEM (error bars). Asterisks = significantly different from control (* P <0.05; ** P <0.01;
*** P <0.001; **** P< 0.0001).
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Figure S7. Expression of fibrosis and myofibroblast-specific genes is increased in
Lats1flex/flox.| gts2flox/flox- Njr5g 1-cre mice. A, B) RT-qPCR analysis of myofibroblast markers in adrenal glands
from (A) e17.5 and (B) 1 dpp male mice of the indicated genotypes (n = 6 animals/genotype). All data were
normalized to the housekeeping gene Rp/19 and are expressed as means (columns) + SEM (error bars).
Asterisks = significantly different from control (** P <0.01; *** P <0.001; **** P< 0.0001). C- F) Masson’s
trichrome staining performed on 12 dpp male mice of the indicated genotypes. E, F) Higher magnification
of the boxed area in C and D. Scale bar in D is valid for C. Scale bar in F is valid for E.
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Figure S8. Lats1 and Lats2 deletion causes an increase in the nuclear expression of YAP and TAZ and their
downstream target genes in Lats1fiox/flox| gts2fiox/flox-Nr5g1-cre mice. A-D) Immunohistochemical analysis
of YAP expression in adrenal glands from (A, B) e17.5 and (C, D) 1 dpp male mice of the indicated
genotypes. E-H) Immunohistochemical analysis of TAZ expression in male adrenal glands from (E, F) e17.5
and (G, H) 1 dpp male mice of the indicated genotypes. Scale bar (lower right) is valid for all images.
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Chapitre 4 — Discussion

4.1 Pourquoi étudier le développement de la glande surrénale?

La formation des organes repose sur un équilibre coordonné entre la différenciation des cellules,
leur prolifération et leur mort programmeée afin de générer des tissus ayant une taille, une forme et une
fonction précises. La voie Hippo s’est avérée jouer un role primordial dans la régulation de cet équilibre
par l'intermédiaire de ses composantes, dont LATS1, LATS2, YAP et TAZ, en intégrant des signaux
diversifiés dans plusieurs organes en développement (222). Bien qu’il ait été démontré que YAP et TAZ
participaient a 'homéostasie du cortex surrénalien durant la vie adulte (370), la contribution de la voie
Hippo dans son développement n’a jamais été étudiée. Puisque la voie Hippo est nécessaire au
développement normal de trés nombreux organes, nous avons émis I'hypothese qu’elle le serait

également pour la glande surrénale, ce qui a mené a I’élaboration de ce projet.

En plus d’élargir nos connaissances en lien avec la voie Hippo, démystifier les mécanismes
moléculaires qui gouvernent la formation des glandes surrénales pourrait avoir des répercussions cliniques
importantes. Quoique relativement rares, les défauts dans le développement des glandes surrénales sont
des conditions médicales graves qui entrainent une insuffisance surrénalienne fatale sans traitement
(372). Méme si le séquencgage de nouvelle génération a permis d’identifier certaines mutations en cause
chez des patients humains pédiatriques souffrant d’hypoplasie surrénalienne (372) (Dax1 (373, 374), Sf1
(375), Sterile Alpha Motif Domain Containing 9 (Samd9) (376) et Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1C
(CDKN1C) (377, 378)), I'étiologie demeure un mystere chez certains patients. Des déréglements de la
signalisation Hippo pourraient-ils étre impliqués dans le développement de ces pathologies ? De plus, il a
récemment été démontré que la surexpression de YAP dans les tumeurs adrénocorticales pédiatriques
humaines était associée a un moins bon pronostic, avec une plus grande incidence de métastases et de
récurrence ainsi qu’une survie diminuée des patients (371), mais le mécanisme en cause n’a pas été
investigué. Les études portant sur plusieurs types de tumeurs ont révélé que YAP/TAZ agissent comme
oncogenes, en favorisant la prolifération, la survie cellulaire, la migration et I'invasion des tissus, tandis
gue LATS1/2 sont plutdt des suppresseurs tumoraux, comme leurs noms l'indiquent (209, 314, 379). Les
souris Lats1o/fox; gts2floX/flox.Nr5q1-cre auraient potentiellement pu aider a identifier le role joué par la
voie Hippo dans les tumeurs adrénocorticales, mais le phénotype embryonnaire s’est avéré trop sévere

pour permettre le développement de tumeurs.



4.2 Retour sur les résultats

Les expériences menées dans ce projet, visant a caractériser les souris déficientes en Lats1/2 dans
les tissus stéroidiens (modele Lats1/o¥/foX;| gts2fovflox:Nr5a1-cre), ont permis de découvrir un tout nouveau
réle de la voie Hippo dans le développement de I'adrénocortex. Plus concretement, les kinases LATS1 et
LATS2 empéchent, de maniére fonctionnellement redondante, la transdifférenciation des cellules
adrénocorticales en cellules de type myofibroblastique qui ont perdu leur capacité de stéroidogenése
durant le développement. Ce changement d’identité cellulaire s’apparente a une transdifférenciation et
est probablement causé, du moins en partie, par une augmentation de I’activité de YAP/TAZ associée a
I'inactivation de la voie Hippo. Rappelons que la différenciation est le processus ou une cellule acquiert
des propriétés et des fonctions particuliéres pour se spécialiser en un type cellulaire précis tandis que la
transdifférenciation est un processus durant lequel une cellule non-souche ou une cellule déja différenciée

perd ses propriétés et ses fonctions pour en acquérir de nouvelles (changement de type cellulaire).

L’étude du modéle Lats1/fox; | ats2flX/flox:Nr5a1-cre nous a également permis de corroborer I'idée
désormais bien acceptée que le cortex surrénalien est nécessaire a la croissance de la médulla. En effet,
une diminution de la taille de la médulla et une localisation ectopique ont été observées dans plusieurs
modeles murins transgéniques présentant des anomalies de développement du cortex (91, 115, 134, 187,
188, 380). De maniére similaire, on observe un plus petit nombre de cellules chromaffines chez les souris
Lats1o¥/fox; | gts 2f10/flox:Nr5a1-cre et elles sont disséminées dans la glande ou regroupées dans un amas en
périphérie du cortex au lieu d’adopter une localisation centrale. Ce phénomeéne suggére que les cellules
myofibroblastiques observées ne sécretent probablement pas les facteurs nécessaires a la migration ou a
la prolifération des cellules chromaffines, ou que I'altération de I'architecture du cortex n’offre pas un
support structurel adéquat. Les cellules ont toutefois maintenu un certain niveau de différenciation, car
elles expriment toujours la tyrosine hydroxylase, une enzyme impliquée dans la synthese des
catécholamines (381). Il aurait été intéressant de faire un test de réaction chromaffine, qui consiste a
détecter I'épinéphrine ou la norépinéphrine par immunohistochimie, afin de déterminer si la médulla a
conservé sa fonction de synthése de catécholamines malgré les changements morphologiques qu’elle a

subis.

Durant le développement et la vie post-natale, le maintien de I’homéostasie du cortex surrénalien

repose sur un équilibre trés fin entre la prolifération, la migration et la différenciation des cellules souches
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et des cellules progénitrices sous-capsulaires en cellules adrénocorticales fonctionnelles; cet équilibre est
maintenu par linteraction entre plusieurs voies de signalisation. L'étude des souris
Yapo/fox TaZ'o/fox: Nr5a1¢¢* a récemment montré que la perte de YAP/TAZ affectait la population de
cellules progénitrices SHH+ et entrainait une dégénérescence du cortex chez I'adulte. Le phénotype
observé suite a la perte de LATS1/2 chez les embryons et les souris juvéniles
Lats1fiox/flox| gtsofio/flox N5 1re/* suggére que cette méme population de cellules est probablement aussi
affectée dans ce modele, ce qui laisse croire que des déréglements de la voie Hippo (activation ou
inactivation) peuvent avoir un impact important sur les cellules progénitrices. Ensemble, ces résultats
permettent de conclure définitivement que la voie Hippo doit étre méticuleusement régulée pour assurer
la survie des cellules du cortex surrénalien et/ou le maintien de leur identité. D’autres expériences sont
nécessaires pour mieux comprendre le mécanisme d’action des effecteurs de la voie Hippo, comme il sera

discuté dans la prochaine section.

4.3 Limites et perspectives

Les expériences réalisées dans le cadre de ce projet ont permis de tirer d’'importantes conclusions
par rapport au développement adrénocortical. Cependant, le modeéle transgénique utilisé et la

méthodologie comportent certaines limites qui pourraient étre corrigées dans des expériences futures.

Tout d’abord, il est important de considérer le degré de recombinaison génique et le moment
auquel il se produit. Dans notre cas, la recombinaison de Lats1 et Lats2 avec le systéeme Cre-loxP était
relativement efficace, mais incompléte, avec une réduction de I'expression de 80% et de 62% a un jour
d’age, respectivement. Le niveau d’expression génique a été déterminé par RT-gPCR sur des glandes
surrénales entiéres qui contenaient la médulla, ou la recombinaison n’a pas eu lieu, ce qui peut expliquer
en partie pourquoi l'inactivation de Lats1/2 n’était pas de 100%. De plus, selon le géne ciblé, la
recombinaison n’est pas toujours compléete avec le systeme Cre-lox puisque I'état de la chromatine
empéche parfois I'enzyme Cre d’accéder aux sites loxP. Finalement, I'inactivation de Lats1 a débuté avant
celle de Lats2. Il se pourrait que Lats2 soit situé dans une région ou la chromatine est moins facilement
accessible par I'enzyme de recombinaison. Méme si nous ignorons la proportion exacte des cellules
adrénocorticales ou il y a réellement eu une inactivation concomitante de Lats1/2, la sévérité du
phénotype observé suggere que la recombinaison était suffisante pour étudier ce modele. Pour valider
I'inactivation simultanée de Lats1/2 dans les cellules adrénocorticales, il aurait été pertinent d’évaluer
I'expression de LATS1 et LATS2 par immunohistochimie. Cependant, la non-disponibilité d’anticorps

commerciaux efficaces, un probléme récurrent auquel font face les chercheurs étudiant la voie Hippo,
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rend cette approche difficile. De maniére similaire a plusieurs autres études (364, 382-385), nous avons
étudié I'expression de LATS1/2 indirectement en analysant I’état de phosphorylation de YAP, |a localisation
cellulaire de YAP et TAZ (par immunohistochimie) et I'expression de Lats1/2 et des génes cibles de la voie
Hippo (par RT-gPCR), ce qui a permis de conclure avec assurance que la voie Hippo était bel et bien
inactivée chez les souris Lats1/o/fo%;|gts2fo/flex:Nr5g1-cre. L’hybridation in situ aurait pu étre une
alternative pertinente; il s’agit d’'une technique permettant de détecter les transcrits d’ARNm sur une
coupe histologique. Elle a permis de localiser Lats1/2 adéquatement sur des sections paraffinées

d’embryons entiers dans une étude développementale (386).

Dans notre analyse des résultats, il a été suggéré que les cellules fusiformes faisaient partie de la
famille des myofibroblastes en se basant sur leur morphologie histologique et sur I'expression des
marqueurs vimentin, a-SMA, calponine, caldesmon et Secreted Phosphoprotein 1. Toutefois, d’autres
types cellulaires ont une apparence fusiforme et expriment ces mémes marqueurs, comme les muscles
lisses et certaines cellules myoépithéliales (387). Ultimement, la microscopie électronique aurait été le
meilleur moyen de conclure sur l'identité exacte des cellules fusiformes observées dans I'adrénocortex
des souris Lats1o¥fox;| gts2o/fox:Nr5a1-cre puisque les myofibroblastes possédent des caractéristiques
ultrastructurales uniques. On les distingue par leur réticulum endoplasmique rugueux proéminent, leurs
myofilaments périphériques, leurs jonctions fibronexus (pas de lamina) et leurs jonctions communicantes

(388).

La mortalité des souris mutantes Lats1/o/fx;| gts2floX/flox:Nr5a1-cre vers 2 & 3 semaines d’age est
une autre limite importante de ce projet, faisant en sorte que ce modéle ne nous permet pas d’étudier le
réle de LATS1/2 dans le renouvellement post-natal de lI'adrénocortex. Pour pallier l'insuffisance
d’hormones stéroidiennes produites, il aurait été possible d’administrer un traitement compensatoire a
base de glucocorticoides et de minéralocorticoides (389, 390) pour prolonger la durée de vie et étudier les
souris plus longtemps. Il serait aussi intéressant de créer un modéle de souris Lats1¥fox; gts2flox/flox. A5
cre, dans lequel Lats1/2 seraient conditionnellement supprimés uniquement dans les cellules différenciées
de la zG, AS étant I'aldostérone synthase (Cyp11b2). L'expression d’AS débute a la naissance et est
maintenue durant toute la vie post-natale (146), donc le développement embryonnaire du cortex se
déroulerait normalement. Puisque le cortex est renouvelé par un mécanisme de migration centripéete, les
cellules de la zF seront éventuellement remplacées complétement par des cellules dérivant de la zG, ou la
recombinaison a lieu, vers 3 mois chez la femelle (146) et vers 10 mois chez le male (169). Ceci permettrait

d’étudier les conséquences de la perte de Lats1/2 sur le maintien du cortex chez des souris adultes a long
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terme. Dans le méme ordre d’idées, des modeles murins transgéniques inductibles pourraient étre créés
pour induire la délétion de Lats1/2 au moment voulu apreés le développement embryonnaire afin que la
recombinaison débute dans les glandes surrénales matures. Par exemple, un modéle AS-cre ou Cyp11bl-
cre inductible par le tamoxifen (CreER) ou le systeme Tet-Off, dans lequel I'expression du gene cible
dépend de I'activité d’'un activateur transcriptionnel inductible par la tétracycline (391), seraient de
bonnes options. Par contre, de tel modeles de souris inductibles n’ont jamais été créés et ne sont donc

pas actuellement disponibles.

Méme si la principale fonction de LATS1/2 est de réguler I'activité de YAP/TAZ, ils jouent d’autres
réles qui en sont indépendants. Par exemple, LATS1 empéche la transition entre les phases G2 et M alors
gue LATS2 bloque la transition G1/S, ce qui limite la prolifération cellulaire (245, 254, 255). lls sont aussi
impliqués dans le contréle de I'apoptose (256, 257). Une autre fonction des kinases LATS a considérer est
I'inhibition de I'activité transcriptionnelle du récepteur aux androgenes (260), qui est exprimé dans la
surrénale embryonnaire (392, 393). De plus, LATS1/2 peuvent bloquer I'activité de transcription du
récepteur aux cestrogénes et entrainer sa dégradation (261, 262). Ce récepteur est exprimé dans toutes
les zones du cortex surrénalien foetal et les cestrogenes provenant du placenta modulent le
développement morphologique et fonctionnel du cortex feetal (394). Les expériences effectuées dans le
cadre de ce mémoire ne permettent pas de déterminer si le phénotype surrénalien associé a la suppression
de Lats1/2 est uniquement causé par 'augmentation de I'activité de YAP/TAZ ou si I'inhibition des autres
fonctions de LATS1/2 contribue également au phénotype observé. Afin de répondre a cette question, il
serait intéressant de générer un modele de souris dans lequel Lats1, Lats2, Yap et Taz seraient inactivés
dans les tissus stéroidiens (souris Lats1fo¥/flox:| gts2flox/flox.ygpfloxfiiox. g floxflox-nr5q1-cre). Sices souris
possédent des glandes surrénales phénotypiquement normales (phénotype secouru), il sera possible de

conclure que I'activité amplifiée de YAP/TAZ était la seule cause du phénotype observé.

Finalement, le mécanisme expliquant I'apparition de cellules myofibroblastiques dans le cortex
surrénalien des souris Lats1/o/o%:| gts2fo¥/floX:Nr5g1-cre n’a pas été étudié dans ce projet, mais nous avons
émis deux hypothéses pour I'expliquer. Premierement, il est probable que les cellules adrénocorticales se
transdifférencient en cellules de la famille des myofibroblastes par un processus apparenté a une
transition épithélio-mésenchymateuse (EMT). Lors d’EMT, les cellules perdent leurs propriétés épithéliales
(polarité, jonctions cellulaires) et acquiérent des propriétés mésenchymateuses (capacité d’invasion et de
migration), un évenement qui se produit normalement dans les tumeurs, durant I'embryogenése de

certains tissus et dans la fibrose (révisé dans (395)). Les cellules adrénocorticales sont considérées comme
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étant de nature épithéliale car elles expriment plusieurs marqueurs classiques (cytokératine, laminine I,
collagene 1V, etc. (396-399) Dans le cas présent, plusieurs résultats suggerent une transdifférenciation.
D’abord, I'apparition de cellules fusiformes dans le cortex est tres rapide et il n’y a pas d’augmentation
significative de la prolifération cellulaire. Aussi, le fait que StAR (acteur de la stéroidogenése) et vimentin
(marqueur mésenchymateux) soient exprimés simultanément dans un grand nombre de cellules a un
moment ou CYP11B1 n’est plus exprimé évoque un phénotype transitoire, entre épithélial et
mésenchymateux. Enfin, Snaill est un géne impliqué dans la fibrose et 'EMT (400-402), et son expression
est augmentée dans les surrénales des souris Lats1/o¥fox;| gts2fov/flox:Nr5q1-cre. || est rapporté que la
suppression de la voie Hippo participe a la fibrose dans plusieurs tissus comme les poumons (403), les reins
(404), le coeur (385) et le foie (405). Deuxiemement, il est possible que I'inactivation de Lats1/2 altére la
différenciation des cellules souches mésenchymateuses capsulaires GLI1+ en cellules adrénocorticales.
Ces cellules sont recrutées pour contribuer au développement du cortex définitif et leurs descendants
migrent centripétement. Le fait que les premiéres cellules exprimant a-SMA se trouvent dans la région
sous-capsulaire concorde avec cette hypothése. Un phénotype similaire a été observé dans le rein en
formation lors de la délétion de Latsl/2 dans les progéniteurs des néphrons, caractérisé par une
accumulation de myofibroblastes dans le cortex et la médulla rénale avec dépét de fibres de collagene.
Des analyses de tragage ont révélé que les myofibroblastes provenaient de la différenciation des cellules
progénitrices mésenchymateuses des néphrons (364). Un phénomene similaire pourrait donc se produire
dans la glande surrénale. Puisque notre modele transgénique ne permet pas de trancher entre ces deux
hypothéses, des analyses de tracage de lignée sont requises pour aller plus loin. Un modele de souris
Lats1o¥/fox; | gts 210/fox:Nr5q1-cre + Gli-GFP ou Rosa®'*fA¢ pourrait &tre généré afin de suivre le devenir des

cellules souches GLI1+ dans la capsule et déterminer si elles sont a I'origine des myofibroblastes ou non.

L'apparition de cellules ressemblant a des myofibroblastes dans le cortex surrénalien
accompagnée du dép6t marqué de fibres de collagene s’apparente au processus de fibrose qui se déroule
lors de dommages tissulaires chroniques, caractérisé par la synthése excessive de matrice extracellulaire,
sa contraction et son remodelage par les myofibroblastes (339). Il a récemment été démontré que les
voies de signalisation Hippo, TGF-f et Wnt convergeaient a plusieurs niveaux afin de moduler I’activation
et le maintien du phénotype myofibroblastique. Ces interactions touchent surtout I'activation ou
I'inactivation en amont des voies, la localisation cellulaire des effecteurs et méme ['activité
transcriptionnelle (révisé dans (338)). Examiner ces interactions dans le modeéle de souris
Lats1fo¥/fox; | gts 2f10/flox:Nr5q1-cre pourrait sans doute approfondir notre compréhension des mécanismes

moléculaires impliqués dans la transdifférenciation mésenchymateuse aberrante des cellules
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adrénocorticales. Pour ce faire, plusieurs techniques moléculaires peuvent étre employées. Par exemple,
la localisation cellulaire des effecteurs clés en aval des voies Wnt (-caténine) et TGF-8 (SMAD2/3/4)
pourrait étre évaluée par immunohistochimie dans le but de mettre en évidence I'état d’activation des
voies. Dans la méme optique, I'expression de la forme activée de la f-caténine (phosphorylée) pourrait
étre mise en évidence par western blot. Ensuite, il serait intéressant d’analyser I’expression des principaux
genes cibles des voies Wnt (406) et TGF-f (407) par RT-qPCR dans le cortex surrénalien. Enfin, il a été
démontré que YAP/TAZ pouvaient réguler la localisation de SMAD2/3 dans la cellule en se liant
directement a celles-ci (335, 408). Une technique de co-immunoprécipitation, qui permet de détecter des
interactions protéine-protéine spécifique a l'aide d’anticorps, permettrait de vérifier si YAP/TAZ

interagissent davantage avec SMAD2/3 chez les souris Lats17o/foX;| gts2fov/flex:Nr5q1-cre.

La délétion conditionnelle de Lats1 et Lats2 dans les cellules mésenchymateuses des canaux de
Miiller en développement (modéle de souris Lats11o¥x; [ gts2flovflox: Amhr2ce/*) 3 poussé ces cellules a
adopter une identité de myofibroblaste, résultant en malformations du tractus reproducteur de la femelle.
Dans cette étude récente, cette différenciation a été attribuée a la surexpression de YAP/TAZ. Tout comme
dans notre modele, Ctgf, un géne cible de la voie Hippo, était surexprimé (409); il s’agit d’'un acteur
important dans I'activation et la différenciation des myofibroblastes (410, 411) et les auteurs ont suggéré
que sa surexpression pourrait contribuer au phénotype observé (409). L'expression de Ctgf est aussi
régulée par la voie TGF-£3, donc nous ne pouvons pas exclure que des interactions Hippo-TGF-f soient

responsables de sa surexpression dans notre modele.
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Chapitre 5 — Conclusion

Les résultats de ce projet contribuent significativement a I’'avancement de nos connaissances sur
le développement embryonnaire de la glande surrénale, un processus qui n’est pas encore complétement
élucidé a ce jour, ainsi que sur les fonctions de la voie Hippoe. Nos expériences ont permis de découvrir
que les kinases LATS1/2 de la voie Hippo jouent un réle indispensable dans le développement du cortex
surrénalien en empéchant la différenciation des cellules stéroidogéniques en cellules de la famille des
myofibroblastes, qui sont incapables de produire des hormones stéroidiennes et qui entrainent une
désorganisation séveére de I'architecture cortico-médullaire. La prochaine étape serait d’élucider
I'implication de LATS1/2 dans 'homéostasie du cortex chez I'adulte et dans la stéroidogenese, dans
I'optique de mieux comprendre les endocrinopathies surrénaliennes et méme le développement de

tumeurs, ce qui pourrait avoir d’'importantes retombées cliniques.
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