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Développement :
les commutateurs

En biologie du
développement, l'une des
questions fondamentales est
celle des événements initiaux
et de leur controle, c’est-a-dire
des « commutateurs » (major
switch, en anglais) ouvrant
ou fermant une voie de
différenciation. Selon Muller
et Clos, les hormones
thyroidiennes ne joueraient
pas ce role dans le
développement du systeme
nerveux central ; plutét, elles
assureraient une régulation
temporelle du processus,
marquant la transition entre
la phase proliférative et les
phases de différenciation et
de survie de la neurogenése.
En revanche, la protéine
Inscuteable de drosophile
serait un véritable
commutateur de la division
asymétrique des neuroblastes.
Chez les mammiferes, les
mécanismes d’apparition de
lasymétrie droitegauche ne
sont pas connus, mais des
geénes, tels que inv et iv
pourraient participer au
processus de commutation,
aboutissant a l’expression
asymétrique d’une cascade de
genes tels que lefty ou nodal.
Enfin, le géne SCL/TALL,
pour Uhématopoiese, et le
gene MITF, pour la
mélanogenese, pourraient
réellement participer a un
processus initial de
commutation d’un programme
de différenciation.

L’hormone thyroidienne
est-elle
un donneur de temps
au cours
du développement
du systeme
nerveux central ?

Yves Muller, Jean Clos

Le développement du systéme nerveux obéit
a deux modeles : le modele instructif ou
clonal (expression de linformation géné-
tique) et le modeéle sélectif (régulation lors
d’une période « critique » de Uexpression
génique par des hormones ou des facteurs
de croissance — autosélectif — ou par des
facteurs épigénétiques — nutrition, envi-
ronnement...). Les deux processus carac-
téristiques du développement que sont la
prolifération et la différenciation
cellulaire seraient réglés indépendamment.
Le récepteur o de la T3 (RT3a) est syn-
thétisé de maniere constitutive dans les
lignées neuronale et gliale. En l'absence
de T3, ou en présence de T3 mais

en Uabsence de facteurs de transcription
susceptibles de former des hétérodimeres
avec ce récepteur (récepteur RXR

de Uacide 9cis-rétinoique), ce sont les
facteurs de croissance (PDGF, NGF,
NT-3, IGF) qui reglent Uactivité
mitotique des neuroblastes et des glio-
blastes. La présence de T3 (due au
démarrage de la fonction thyroidienne

et a l'augmentation des capacités

de désiodation tissulaire de la T4)

et (ou) Uapparition de facteurs de
transcription susceptibles d’interagir
avec RT3a et de conférer au complexe

hormone-récepteur son caractére fonctionnel
entrainent le blocage du cycle

cellulaire et induisent la différenciation,
vraisemblablement via Uinhibition du
complexe API, inducteur de Uactivité
mitotique et répresseur de la différenciation
dans de nombreux types cellulaires.
L’action de la T3 se poursuit par une
coordination dans lUespace de la mise

en place du réseau synaptique,
parallelement @ une régulation dans le
temps de la différenciation (développement
du cytosquelette et neuritogenése) et de

la survie (apoptose) de ses différents
élements. De maniere concomitante,
Uhormone controle Uapparition et (ou)

la surexpression de son récepteur f.
Directement et de maniére permissive via
des facteurs de croissance et des facteurs
neurotrophiques dont la synthése dépend
de facteurs hormonaux, la T3 joue donc
un role essentiel dans la régulation
temporelle de la prolifération, de la
différenciation et de la survie cellulaire.
Ce role lui donneune position déterminante
parmi les facteurs neurotropes impliqués
dans les réarrangements structuraux et
lesadaptations fonctionnelles
caractéristiques de la plasticité du tissu
nerveux en développement.
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existence d’une période

«critique » au cours du déve-

loppement du systéme ner-

veux central (SNC) des mam-

miféres correspondant a des
changements structuraux et fonction-
nels rapides peut étre rapprochée
des modifications spectaculaires qui
caractérisent la métamorphose des
amphibiens, et dont on sait depuis
prés d’'un demi-siecle qu’elles sont
étroitement dépendantes de la thy-
roide [1]. Cette analogie a eu I’avan-
tage de susciter de nombreuses expé-
riences sur les effets des hormones
thyroidiennes au cours du dévelop-
pement du SNC du rat, au premier
rang desquelles se situent les travaux
de J. Eayrs (a partir de 1955) sur le
cortex cérébral et de J. Legrand (a
partir de 1961) sur le cortex cérébel-
leux. L’hormone biologiquement
active est la triiodothyronine ou T3
issue du précurseur, la thyroxine ou
T4, par désiodation tissulaire péri-
phérique.

l L’histoire

Au cours du développement du cer-
velet, unanimement reconnu comme
un excellent modéle d’étude, la défi-
cience thyroidienne s’accompagne
d’une désynchronisation de deux
événements majeurs, la migration
des cellules granulaires (inter-
neurone afférent majoritaire) et le
développement de la cellule de Pur-
kinje (efférence unique). Cette ano-
malie de I'ontogenése cérébelleuse
conduit a la fois a une réduction du
nombre de synapses et a une désor-
ganisation spatiale de la circuiterie,
entrainant une augmentation de la
mortalité des cellules granulaires.
Ces observations conduisirent J.
Legrand au concept d’'une hormone
«coordinatrice » du développement
du SNC, assurant en particulier la
transition entre prolifération et dif-
férenciation [2-7]. Au sein de son
équipe (UA 955 Cnrs, puis, apres
son déces, « Groupe de neuro-
biologie du développement» dans
I'Ura 1197 du Cnrs), nous n’avons
jamais cessé de valoriser cette idée,
dans une période ou les facteurs
neurotrophiques occupaient le
devant de la scene! Nous savons
depuis longtemps que, dans le SNC,
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I’hyperthyroidie bloque I’activité
proliférative, alors que I’hypothyroi-
die I’entretient au-dela des délais
normaux. Dans le cervelet du rat
hyperthyroidien, cela se traduit par
une disparition anticipée de la
couche germinative externe et par
une diminution irréversible du
nombre final de cellules acquis par
la structure. Au contraire, chez 1’ani-
mal hypothyroidien, la disparition
de cette couche est différée et le
nombre final de cellules est normal,
voire subnormal. Tous les types cel-
lulaires sont concernés, que leurs
précurseurs soient issus de cette
couche germinative périphérique
(interneurones: cellules granulaires,
étoilées et en corbeille) ou de la
zone périventriculaire (astrocytes et
oligodendrocytes). Le blocage ou
I’allongement de la durée de la
phase proliférative s’accompagne,
respectivement, d’une tres forte
poussée neuritique et d’une hypo-
plasie irréversible du réseau dendri-
tique et axonique [7-9]. Plus récem-
ment, des expériences ont montré
que la T3 entraine une tres forte
diminution de I'activité proliférative
des cellules PC12 dans lesquelles
I’oncogene v-erbA, homologue du
geéne codant pour le récepteur
RT30l de ’hormone, a été introduit
au moyen d’un vecteur viral murin
(voir plus loin) [10]. Si I'importance
de I'hormone thyroidienne dans la
régulation temporelle de la prolifé-
ration et de la différenciation cellu-
laire n’est plus vraiment a démon-
trer, les mécanismes de son
intervention restent encore large-
ment méconnus, méme si les cul-
tures de cellules ont fait progresser
considérablement nos connaissances
dans ce domaine.

Facteur_s de _croissance_
et prolifération cellulaire

Que la lignée soit neuronale ou
gliale, la prolifération cellulaire est
toujours controlée par des facteurs
de croissance (epidermal growth factor
ou EGF, insulin like growth factors ou
IGF-1 et 2, fibroblast growth factors ou
FGFa et b, platelet derived growth factor
ou PDGF). Certains, agissant plus
spécifiquement sur le systéme ner-
veux, sont appelés facteurs neuro-

trophiques (nerve growth factor ou
NGF, neurotrophine 3 ou NT-3).
Tous ces facteurs mitogénes ont la
particularité de se lier a un récep-
teur membranaire oligomérique
ayant un domaine intracellulaire a
activité de tyrosine kinase respon-
sable de leur activité biologique
[11]. Parmi ces facteurs, les IGF
apparaissent ubiquitaires [12]. Le
PDGF agit plutot sur les cellules
gliales [13], tandis que le NGF
semble spécifique des neurones [14,
15]. La NT-3 est un facteur mito-
géne a la fois pour les neurones et
les cellules gliales (résultats non
publiés et [16]). La stimulation de
I’activité mitotique peut se faire
selon un mode autocrine, pour les
cellules granulaires du cervelet par
exemple (résultats non publiés et
(14, 15]) ou paracrine, pour les oli-
godendrocytes, via les astrocytes par
exemple [17].

La transition prolifération-
différenciation

En l'absence de facteurs mitogénes,
les précurseurs 0-2A des oligodendro-
cytes murins cessent de se diviser et
se différencient prématurément. En
présence de ces facteurs, mais en
absence d’hormone thyroidienne, ils
se divisent indéfiniment et ne se dif-
férencient jamais. L’ajout d’hormone
inhibe la prolifération cellulaire [18,
19]. L’hormone thyroidienne semble
donc jouer un roéle crucial dans I’évo-
lution de cette lignée. Nous avons pu
montrer sur le modéle cervelet et par
la technique de cytométrie en flux
que la T3 inhibe aussi I’entrée des
neuroblastes en phase S (résultats
non publiés). Cet effet survient avant
que n’apparaissent les premiers
signes de différenciation (expression
de marqueurs précoces de la matura-
tion neuronale et poussée neuri-
tique). L’inhibition de la prolifération
cellulaire par la T3 est également
observée dans d’autres lignées cellu-
laires et pour d’autres especes, les
myoblastes aviaires par exemple
[20]. Connus depuis longtemps
comme des inhibiteurs de la prolifé-
ration cellulaire dans le cerveau et le
cervelet [6, 21], les glucocorticoides
ont aussi des effets antiprolifératifs

sur la lignée oligodendrocytaire. m—
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L’acide rétinoique bloque également
la prolifération des oligodendrocytes
(18, 22].

Mis a jour par les premiers travaux
réalisés sur la lignée érythrocytaire
[23-25], le concept de commutation
prolifération-différenciation impli-
quant les récepteurs de la T3 a été
conforté par les données récentes
obtenues sur la lignée myoblastique
et présentées dans cette revue [26].
Dans cette lignée, les processus qui
induisent le blocage des cellules en
G1 sont aussi des processus qui débu-
tent la différenciation terminale. Le
complexe APl (dimére Fos-Jun) est
considéré a la fois comme un induc-
teur de l'activité mitotique et un
répresseur de la différenciation ter-
minale dans les myoblastes [27].
L’activité transcriptionnelle de ce
complexe semble étre une cible privi-
légiée de la T3 et de l'acide réti-
noique qui I'inhibent dans les myo-
blastes aviaires et murins. Cette
inhibition s’accompagne d’une accé-
lération de la sortie des myoblastes
du cycle cellulaire et d’'une stimula-
tion de leur différenciation termi-
nale, parallélement a une augmenta-
tion intranucléaire de la protéine
BTGI (B cell translocation gene 1), issue
d’une nouvelle famille de génes anti-
prolifératifs s’exprimant en phase G1
et réprimés en phase S [28]. Bien
que rien ne permette d’affirmer que
de tels processus surviennent aussi
dans les lignées de cellules nerveuses
murines, I'inhibition potentielle du
facteur de transcription AP1 par la
T3, I’acide rétinoique et les glucocor-
ticoides, récemment suggérée pour
la lignée oligodendrocytaire [18],
reste une hypothése de travail.

Déterminisme

de la commutation:
le réle des récepteurs
nucléaires

Les premieres données sur la réparti-
tion spatio-temporelle des récepteurs
nucléaires de la T3 dans le SNC obte-
nues au cours du développement et
chez I'animal adulte par immunocy-
tochimie et hybridation in situ sont,
pour l'essentiel, en accord avec les
observations plus récentes faites sur
des lignées neuronale, astrocytaire, et

msssssmm oligodendrocytaire [29-35]. Les pre-
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miers récepteurs détectables et aussi
les plus abondants sont RT3al et 2.
L’apparition et (ou) la surproduc-
tion de I'isoforme B1, en particulier
dans les lignées neuronales et gliales
murines, survient plus tard et coin-
cide avec la phase de différenciation
(I'isoforme B2 n’est produite dans
aucun de ces types cellulaires).
Contrairement a la forme o, synthéti-
sée essentiellement de maniére
constitutive, la production de I'iso-
forme B1 est fortement stimulée par
la T3, au niveau transcriptionnel ou
post-transcriptionnel [34]. L’en-
semble de ces données est en faveur
d’une implication de I’isoforme o
dans le controle de la prolifération
cellulaire et des isoformes o et B dans
le controéle de la différenciation et de
la mort cellulaire.

Comme le suggerent fortement les
travaux récents du groupe de
G. Cabello portant sur les myoblastes
aviaires [26], I'effet antiprolifératif
de la T3 pourrait étre relayé par le
récepteur o formant un hétérodi-
mere avec les récepteurs o et y de
I’acide 9-cisrétinoique (RXRa et ).
L’interférence possible de la forme
B n’a pas été étudiée, mais on sait
que ce type de récepteur n’est pas
synthétisé dans les myoblastes
murins. Comme les récepteurs de
I’acide rétinoique et des glucocorti-
coides, les récepteurs de la T3 acti-
vés par leur ligand inhibent I'activité
AP1. Or, les interactions RT3a1-AP1
ne sont pas fonctionnelles dans les
myoblastes prolifératifs dans lesquels
aucune isoforme de RXR n’est
détectable. La syntheése des iso-
formes o ou 7y restaure la capacité du
récepteur RT3al d’inhiber I’activité
AP1. RXR apparait donc comme le
partenaire essentiel de la régulation
du complexe AP1 par les hormones
thyroidiennes. RXRa et y sont pro-
duits de maniére constitutive dans
les précurseurs des oligodendrocytes
murins, alors que la forme B est
induite par l'acide rétinoique seul,
ou en interaction avec le FGFb dans
les oligodendrocytes en cours de
maturation [22]. Dans la mesure ou
AP1 est reconnu comme un induc-
teur de l’activité mitotique et un
répresseur de la différenciation dans
de nombreux types cellulaires [27],
on peut raisonnablement penser

que la commutation nécessite la
mise en jeu de partenaires iden-
tiques dans toutes les lignées cellu-
laires.

Méme si la disponibilité en facteurs
de transcription interactifs a un
moment donné de I’évolution de la
lignée cellulaire semble constituer
I’élément initiateur de la commuta-
tion, I'importance relative de I'hor-
mone comme modulateur de la
réponse ne peut étre totalement
exclue. Conformément au modele
généralement reconnu, en absence
totale de T3, I’'hétérodimére RXR-
RT3al réprime l'activation des
genes cibles de la T3 [36]. C'est le
cas des amphibiens anoures chez les-
quels cette répression peut étre
levée par la T3 exogéne a n’importe
quel moment du développement du
tétard, cette levée d’inhibition
s’accompagnant aussi d’une stimula-
tion de la transcription. Par la suite,
les événements majeurs de la mor-
phogenése sont coordonnés par le
simple fait d’une sensibilité différen-
tielle des tissus a un taux d’hormone
en augmentation progressive. L’hor-
mone thyroidienne joue donc ici le
role de commutateur selon un mode
«tout ou rien », tandis que les varia-
tions de sa concentration reglent le
déroulement de la morphogenese.
Chez les mammifeéres [37] et les
oiseaux [38], des niveaux significa-
tifs de T4 et de T3 d’origine mater-
nelle imprégnent déja I’embryon
avant méme que celui-ci n’en pro-
duise. Il est donc vraisemblable que
les récepteurs nucléaires jouent ici
un role essentiel. Toutefois, 1’aug-
mentation progressive du flux de
production de T4 par la glande, une
capacité de captage de la T4 et de
conversion en T3 par les cellules
nerveuses immatures tres supérieure
a celle des cellules adultes, contrai-
rement aux hépatocytes par
exemple [39], ne sont probable-
ment pas dépourvues de significa-
tion. Il faut aussi rappeler que I'effet
antiprolifératif de la T3 sur les
cultures de neuroblastes dépend de
sa concentration. Des concentra-
tions aussi faibles que 10-!' M dou-
blent la durée de la phase S, des
doses de 107 la triplent, tandis qu’a
10-®> M, la T3 bloque complétement
le cycle (résultats non publiés).
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T3: une hormone
coordinatrice

de la morphogenése
et un facteur de survie

Comme le montre de maniere spec-
taculaire la métamorphose des
Amphibiens, la T3 est I’hormone
morphogénétique par excellence
chez les vertébrés. Dans le SNC des
mammiféres, elle contréle la pousse
des axones et des dendrites, ainsi que
la différenciation de leurs sites synap-
tiques potentiels, varicosités axo-
niques et épines dendritiques [40,
41]. Le développement des microtu-
bules et des microfilaments joue un
role primordial dans la pousse des
neurites. La polymérisation et la sta-
bilisation des monoméres de tubu-
line (pour les microtubules) et
d’actine (pour les microfilaments)
sont réglées par tout un ensemble de
protéines, en particulier les microtu-
bule associated proteins ou MAP. La
déficience thyroidienne a des effets a
la fois quantitatifs et qualitatifs sur les
protéines régulatrices de la polyméri-
sation de la tubuline dans les axones,
les protéines tau [42]. Ainsi la dimi-
nution de la quantité de protéines
tau est un facteur limitant dans la
polymérisation in vitro de la tubuline
extraite du cerveau du rat hypothy-
roidien. L’autre facteur limitant,
peut-étre le plus important, est une
modification de la composition de la
fraction tau. Issus d’un épissage alter-
natif, plusieurs ARNm codent pour
des protéines tau de type immature
ou de type adulte. Le role de la T3
consiste en une régulation tempo-
relle de cet épissage. De méme
qu’elle harmonise dans I’espace la
mise en place de la circuiterie, la T3
régit aussi dans le temps le dévelop-
pement de ses différents éléments.
La T3 est aussi indispensable a la sur-
vie des neurones grice une régula-
tion trés efficace de 'apoptose. Ses
effets anti-apoptiques surviennent en
phase de différenciation précoce et
sont étroitement corrélés a une trés
forte stimulation de la synthése de la
protéine Bcl-2 [43]. Toutefois, la
question est de savoir si les effets de
I’hormone sur la différenciation et la
survie des neurones sont directs et
(ou) relayés par des facteurs de crois-
sance ou neurotrophiques.
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Action directe
ou permissive ?

De nombreuses données font état de
possibilités de régulation a différentes
étapes de la synthése protéique. Au
cours de la métamorphose des
amphibiens, la T3 contrdle positive-
ment des geénes précoces et tardifs.
Deux réponses précoces a la T3 non
inhibées par des agents bloquant la
synthése protéique sont I'induction
transcriptionnelle du géne codant
pour son propre récepteur § (multi-
plié plus de 15 fois) et du géne
codant pour la 5’-désiodase, respon-
sable de la conversion de la T4 en T3.
Parmi les génes tardifs, celui de la car-
bamyl phosphate synthétase, enzyme-
clé pour le passage de I'ammonoté-
lisme a 'uréotélisme*, et le géne de

*Ammonotélisme : élimination de lazote sous forme
d’ammoniac; uréotélisme: élimination de lazote
sous forme d’urée.

la collagénase, hydrolase impliquée
dans l'histolyse caudale, nécessitent
pour s’exprimer la synthése préalable
de facteurs transrégulateurs, directe-
ment induits par la T3 a partir de
genes précoces [44]. La T3 stimule la
différenciation terminale des myo-
blastes murins, en activant la trans-
cription des genes myoD1 et myogénine
[45], en accord avec l'identification
d’un élément de réponse de la T3
dans les promoteurs de ces geénes
[46]. Toutefois, et en dépit d'une
influence myogénique de I’hormone
plus prononcée que chez les mammi-
feres, ce type de corrélation n’est pas
observé chez les oiseaux [26]. Au
cours de la différenciation des cel-
lules nerveuses des mammiféres, nous
savons que la T3 regle la synthése de
son propre récepteur B, de certaines
protéines de la myéline ou du cytos-
quelette au niveau transcriptionnel,
post-transcriptionnel, voire post-tra-
ductionnel [47, 48]. En ce qui
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Figure 1. Modéle de régulation temporelle de la prolifération, de la différen-
ciation et de la survie des cellules nerveuses par I’'hormone thyroidienne, les
facteurs de croissance et les facteurs neurotrophiques. P: précurseur; M:
multiplication,; D: différenciation,; S: survie. La phase proliférative est
contrélée par des facteurs de croissance, variables selon le tissu considéré
mais, ayant tous des récepteurs membranaires a tyrosine kinase. Le point de
contréle de la commutation prolifération-différenciation, représenté par
I'astérisque rouge, dépendrait d’hormones a récepteurs nucléaires: I'hor-
mone thyroidienne mais aussi I'acide rétinoique et les glucocorticoides. La
différenciation et la survie de la cellule dépendraient de I'action conjuguée
des facteurs de croissance et des hormones.
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concerne la mort neuronale, dans la
mesure ou la T3 réduit de moitié le
nombre de neurones cérébelleux
apoptotiques en quelques heures et
stimule fortement la synthése de la
protéine anti-apoptotique Bcl-2 a des
doses de I'ordre de 1072 M (les plus
faibles doses efficaces connues a ce
jour in vitro), I'intervention directe de
la T3 dans I'une des étapes de ce pro-
cessus ontogénétique majeur parait
vraisemblable [43]. Cette hypothese
est confortée par des observations
récentes faites sur les amphibiens
[49].

La plupart des facteurs de croissance
et neurotrophiques sont aussi des fac-
teurs de différenciation et (ou) de
survie : IGF, NT-3, CNTF et IGF pour
les oligodendrocytes [50], NGF, NT-
3, BDNF, FGF et EGF pour les neu-
rones [51, 53]. Or, la synthese de ces
facteurs est souvent sous dépendance
hormonale [7, 52, 54]. C’est ainsi
que la T3 controle le développement
de la cellule de Purkinje et sa survie
via la NT-3 produite par les cellules
granulaires [52, 55]. Nous savons
aussi que la synthése de la NT-3, du
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Summary

Is thyroid hormone a clock-governing hormone during the development

of the central nervous system ?

The development of the nervous
system follows two models: the ins-
tructive or clonal model (expres-
sion of genetic information) and
the selective model (regulation
during a critical period of gene
expression by hormones or growth
factors (auto-selective), or by epige-
netic factors such as nutrition, envi-
ronment, etc.). The two processes
that characterize development, pro-
liferation and cell differentiation,
are regulated independently. The o
receptor of T3 (T3R) is constituti-
vely expressed in neuronal and glial
cell lines. Without T3, or in the pre-
sence of T3 but in the absence of
transcription factors likely to form
heterodimers with this receptor
(e.g. the aRXR receptor of 9-cisreti-
noic acid), growth factors (PDGF,
NGF, NT-3, IGF) do regulate the
mitotic activity of neuroblasts and
glioblasts. The presence of T3
(resulting from the onset of thyroid
activity and from the increased tis-
sue capacity for deiodation of T4)
and (or) the appearance of trans-
cription factors likely to interact
with RT3 to form a functional hor-

mone-receptor unit, leads to bloc-
king of the cell cycle; it then ini-
tiates cell differentiation, probably
by inhibiting the APl complex,
which induces mitotic activity and
represses differentiation in many
cell types. The action of T3 is follo-
wed by spatial coordination of the
establishement of the synaptic net-
work, in parallel with temporal
regulation of cell differentiation
(cytoskeletal development and neu-
ritogenesis) and of the survival
(apotosis) of its constitutive ele-
ments. Concomitantly, T3 controls
the appearance of, or the overex-
pression of, its B receptor. Thyroid
hormone plays an essential role in
the temporal regulation of prolife-
ration, differentiation and cell survi-
val, directly and (or) in a permissive
way via growth factors and neuro-
trophins, the synthesis of which is
hormone-dependent. This makes it
one of the determinant neurotropic
factors involved in the structural
reorganization and functional adap-
tations that characterize the plasti-
city of the developing nervous tis-
sue.
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