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INTRODUCTION

Une hormone est un messager chimique véhiculé par le sang, qui apporte une information
spécifique a une cellule donnée de 1’organisme. L’hormone thyroidienne ou T3 est une molécule
triiodée ; elle est produite par la glande thyroide, située sur la face ventrale du larynx. T3 est
nécessaire a la maturation et I’homéostasie de nombreux organes ; son action sur le développement
du systéme nerveux central est connue depuis plus d’un siécle. Dans certaines vallées isolées des
Alpes, les enfants souffrant de carence en iode pendant la période néonatale étaient par la suite
atteints d’un retard mental sévére : la carence iodée perturbe la biosynthése de I’hormone
thyroidienne, et 1’hypothyroidie congénitale conduit 4 une arriération mentale, connue chez
I’homme sous le terme de “crétinisme”. Chez les nouveau-nés hypothyroidiens, 1’administration
d’hormone thyroidienne pendant les deux premiéres années de vie post-natale permet de prévenir
les anomalies d’histogéneése cérébrale. Si le dépistage et le traitement de "hypothyroidie
congénitale sont aujourd’hui efficaces dans les pays occidentaux, étudier 'action de T3 sur le
développement du cerveau demeure d’un trés grand intérét. En effet, il est possible de provoquer
des hypothyroidies expérimentales chez le rat et la souris, qui sont des modéles d’étude du
développement cérébral chez les mammiféres, Puisque 1’hormone thyroidienne est un régulateur
majeur du développement du systéme nerveux central, la manipulation du statut thyroidien chez le
modele animal permet de perturber, et donc de mieux comprendre ce développement. Etudier
I’action de T3 est un abord original pour déterminer comment les cellules re¢oivent une information
et comment elles répondent a cette information lors des processus d’histogenése du cerveau.
L’hormone thyroidienne est alors utilisée comme un outil permettant de mettre en évidence certains

mécanismes du développement du cerveau.

L’objectif de ce travail a ét€ de préciser ’action de T3 sur le développement du cerveau de la
souris, dans une optique de biologie intégrative, c’est-a-dire de I’échelle moléculaire et cellulaire
jusqu’a 1'échelle histologique. Dans une premiére partie bibliographique, le mécanisme d’action
moléculaire de T3 sur la transcription de génes cibles est exposé. Malgré ces études, 1’action de T3
dans le cerveau est encore mal comprise. Le patron d’activité spatio-temporel de T3 était
notamment inconnu. Dans une seconde partie expérimentale, un modele animal, la souris, est utilisé
pour déterminer ot et quand I’hormone thyroidienne est active dans le cerveau : les souris FindT3
possédent dans leur génome un transgéne permettant de tracer la présence conjointe de T3 et de

coactivateurs. Un outil moléculaire est également construit, afin de déterminer, & plus long terme,
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si ’hormone thyroidienne agit directement ou indirectement sur une population cellulaire donnée du
cerveau. Les résultats obtenus sont discutés ; ils suggérent notamment une action encore inconnue
de T3 pendant le développement embryonnaire du cerveau. A partir des données bibliographiques et
de I’étude expérimentale, un modele d’action moléculaire de T3 est proposé. Enfin les nombreuses

perspectives ouvertes par ce travail sont mentionnées.
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Premiére partie :

MECANISME D’ACTION MOLECULAIRE
DE 1’HORMONE THYROIDIENNE (T3)
DANS LE CERVEAU DE LA SOURIS







I. ’HORMONE THYROIDIENNE

L’hormone thyroidienne, secrétée par la glande thyroide, est nécessaire au développement
normal du cerveau : un déficit congénital d’hormone thyroidienne est responsable d’un retard
mental sévére. Bien que I’action neuro-développementale de [’hormone thyroidienne soit connue

depuis plus d’un si¢cle, son mécanisme d’action moléculaire commence tout juste 4 étre compris.

A. Métabolisme de I’hormone thyroidienne T3

La forme active de I’hormone thyroidienne est la 3, 5, 3’ triiodothyronine ou T3. Elle est
produite par la glande thyroide, essentiellement sous la forme d’un précurseur : la 3, 5, 3°, 5

tétraiodothyronine ou T4 (figure 1).

HO@ @CH2—~CH T3
COOH

HO. @Cm— T
COOH

Figure 1 : Structure chimique

- de ’hormone thyroidienne la 3, 5, 3’ triiodothyronine ou T3
- de son précurseur: la 3, 5, 3’, 5° tétraiodothyronine ou thyroxine ou T4

La thyroide est une glande endocrine bilobée, située sur la face ventrale du larynx,

constituée de deux types de cellules sécrétrices : les cellules & calcitonine et les cellules folliculaires
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ou thyrocytes, qui secrétent ’hormone thyroidienne. Les thyrocytes produisent une macromolécule,
le thyroglobuline, et ils accumulent activement I’iode d’origine alimentaire. L’enzyme
thyroperoxydase provoque I’iodation des résidus tyrosine de la thyroglobuline. La thyroglobuline
iodée est stockée dans la lumiere des follicules ol elle forme le colloide. Elle est ensuite
réinternalisée dans les thyrocytes par endocytose. Dans les lysosomes, la protéolyse de la
thyroglobuline iodée aboutit & la libération de 3, 5, 3°, 5’ tétraiodothyronine ou T4 essentiellement,
et d’une faible quantité de 3, 5, 3’ trilodothyronine ou T3 dans la circulation sanguine. Chez
’homme, la thyroide est fonctionnelle dés 10-12 semaines de vie embryonnaire, et il existe un pic

de sécrétion de T4 entre 18 et 20 semaines de vie post-natale (Larsen 1998),

Dans le sang, Ia proportion de T4 libre est trés faible (0,02 %). La majorité de la T4 circule
sous forme liée & des protéines plasmatiques, essentiellement la Thyroxine Binding Globuline (68
%), 1a transthyrétine (11 %) et I’albumine (20 %). 80 % de la T3 circulante est produite dans les
tissus périphériques, par déiodation en 5° de la T4, majoritairement par la déiodase de type 1 oy D1
dans le foie. T3 entre dans les tissus périphériques et on considére que la concentration locale de
T3 dans ces tissus refléte approximativement le taux de T3 dans le sérum (Larsen 1998). Le cerveau
constitue une exception car la barriére hémato-méningée est relativement imperméable & la T3, La
T4 franchit cette barricre, et elle est également transportée du sang dans le liquide céphalo-
rachidien, via les plexus choroides. La D1 n’est pas exprimée dans le cerveau (Thompson & Potter
2000). Dans cet organe, la T4 est convertie en T3 par la déiodase de type 2 ou D2, une enzyme
exprimée seulement dans le systéme nerveux, I’hypophyse, le tissus adipeux brun et le placenta
(Guadano-Ferraz & al. 1999). Dans tous les tissus, la T4 et la T3 sont dégradées en dérivés diiodés

ou monoiodés notament par la déiodase de type 3 ou D3,

La synthése de I’hormone thyroidienne est régulée au niveau central, par I'intermédiaire
d’un axe hypothalamo-hypophysaire. La synthése de T4 dans la thyroide est régulée positivement
par I"hormone hypophysaire TSH (Thyroid Stimulating Hormone) (Shupnik & al. 1985). La
production de TSH est elle-méme stimulée par 1a TRH (Thyrotropin Releasing Hormone) d’origine
hypothalamique (Koller & al. 1987). De plus, la T3 circulante exerce un rétrocontrdle négatif sur sa
propre synthése en réprimant [’expression des génes codant pour la TSH et la TRH (figure 2). Le

niveau de T3 dans le sérum est donc étroitement régulé (Larsen 1998).
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Figure 2 : Régulation de la synthése de I’hormone thyroidienne
par 1'axe hypothalamo-hypophysaire

Les cellules folliculaires de la thyroide produisent essentiellement un
précurseur de I’hormone thyroidienne : la thyroxine ou T4, La déiodation
périphérique de cette molécule, principalement au niveau du foie, assure la synthése
périphérique de ’hormone thyroidienne T3. T3 est la forme biologiquement active,
elle exerce ses effets au niveaux des tissus cibles. La production de Ia T4 est activée
par la TSH hypophysaire, elle-méme activée par la TRH hypothalamique. La T3
exerce un rétrocontrole négatif sur sa propre synthése en réprimant I’expression des
génes codant pour la TRH dans I’hypothalamus (Koller et al., 1987) et la TSH dans
Vhypophyse (Shupnik et al., 1985).
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B. Fonctions de I’hormone thyroidienne T3

T3 a des fonctions nombreuses et variées : elle permet la maturation de nombreux organes

(systéme nerveux, os long, intestin, muscles) au cours du développement et elle contribue au

maintien de ’homéostasie chez 1’adulte (figure 3).

Contrble de la croissance Contr6le des fonctions :
Maturation des systémes : - intestinale
- nerveux - rénale
- hématopoiétique - hépatique
- 0sseux - cardiaque
- intestinal - thyroidienne
- musculaire Régulation de la thermogénése
1 1
. o , [T3]
[ | i
6 mois 4 mois 18 mois Adulte
Vie foetale Vie post-natale
Naissance

Figure 3 : Principales fonctions de I’hormone thyvroidienne (T3) chez I’homme

C. Mécanisme d’action moléculaire de T3

Le mécanisme d’action moléculaire de T3 est connu : Phormone thyroidienne régule
directement la transcription de génes cibles, via des récepteurs nucléaires appelés récepteurs
I’hormone thyroidienne. Il existe deux génes, TR et TRS, qui codent pour huit isoformes de TR
(Flamant & al. 2003). Quatre isoformes sont fonctionnelles : TRol, TRB1, TRB2 et TRP3.
L’isoforme TRe2 n’interagit pas avec T3, les isoformes TRAc1, TRA02 et TRAB3 n’interagissent
pas avec I'ADN (figure 4). Ces isoformes ont des patrons d’expression spécifiques (Shahrara & al.

1999) : dans le cerveau et le coeur, TRl et TR2 sont exprimées majoritairement, TRBI est
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Isoformes TR

Liaison a
I’ADN Liaison a I’hormone

Isoformes TR

Figure 4 : Les protéines codées par les génes TR et TR
(d’aprés Flamant & Samarut, 2003)

TRa et TR sont les deux génes qui codent pour les récepteurs & ’hormone thyroidienne T3.
TR code pour un récepteur TRa1 et trois autres isoformes incapables de lier la T3. TRo2
conserve la liaison 4 I’ ADN alors que les protéines TRAw1 et TRA0:2, formes tronquées en
Nterminal de TRol et TRa2 respectivement, sont dépourvues du domaine de liaison 4 ’ADN. 11
code par ailleurs pour deux protéines 2 localisation mitochondriales : p28 et p43. TRf3 code pour
trois récepteurs TRB1, TRP2, TRP3, et une isoforme tronquée TRAB3 dépourvue du domaine de
liaison de I’ ADN, mais capable de fixer la T3.

A/B : domaine Nterminal variable, C : domaine de liaison a4 I'ADN, D : domaine charniére,
E : domaine de fixation du ligand
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Pisoforme prédominante dans le foie, tandis que TRP2 est majoritaire dans 1’oreille interne,
I’hypothalamus et la rétine. Les TR sont exprimés de facon précoce au cours du développement
embryonnaire : TRl est exprimé des la dixi€éme semaine de gestation chez I’homme (Smith & al.
2002) et dés E14,5 dans le cerveau feetal du rat (Morreale de Escobar & al. 1995).

Les TR sont des facteurs de transcription qui possédent un domaine de liaison a ’ADN
(DBD) et un domaine de liaison du ligand (LBD), ot se fixe T3. Dans le LBD, il existe également
un domaine de transactivation dépendante du ligand, appelé AF-2. TR se fixe sur des éléments de
réponse appelée TRE, dans le promoteur des génes cibles de T3, le plus souvent a 1'état
d’hétérodimere avec un autre récepteur nucléaire appelé RXR. En absence de T3, TR est sous la
forme aporécepteur, il interagit avec des corépresseurs et il réprime la transcription des génes cibles.
Lorsque TR est li€¢ a T3, il change de conformation tridimensionnelle pour prendre la forme
holorécepteur. L’hélice 12, qui constitue la partie centrale du domaine de transactivation AF-2, se
replie sur le récepteur, TR interagit alors avec des coactivateurs et il active I’expression du gene
cible (figure 5) (Wagner & al. 1995). Certains geénes cibles de T3 sont régulés de facon inverse,
c¢’est-a-dire que leur expression est activée en absence de T3 et réprimée en présence de T3. C’est le
cas par exemple du géne codant pour la TSH, impliqué dans le mécanisme de rétrocontrlle de T3

sur sa propre synthése.

Les actions nucléaires de T3 sont aujourd’hui bien décrites, et elles correspondent a la plus
grande partie du signal véhiculé par I’hormone. Toutefois, des effets extranucléaires de T3 et T4 ont
été identifiés : T3 agit sur les flux ioniques : elle augmente I’influx calcique (Rosic & al. 1998),
dans les mitochondries, elle stimule la production d’ATP (Sterling & al. 1980) et la transcription du
génome mitochondrial (Casas & al. 1999), enfin T4 augmente la polymérisation de 1’actine (Farwell

& al. 1993). Ces effets sont trés rapides, suggérant qu’aucun relai nucléaire n’est nécessaire.

II. HYPOTHYROIDIE

Au début du XIX° siécle, dans certains villages isolés des Alpes, des carences en iode ont
provoqué des hypothyroidies congénitales séveres ; les individus, atteints d’un retard mental sévére,
étaient appelés “crétins des Alpes”. Cette forme séveére d’hypothyroidie néonatale a aujourd’hui
disparu des pays occidentaux. Mais il existe également d’autres formes d’hypothyroidie, dont la

prévention et le traitement sont plus difficiles.
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Fisure 5 : I.’hormone thyroidienne 'T'3 régule la transcription de génes cibles

(d’aprés Glass, 2000)

1.’hormone thyroidienne T3 régule la transcription de génes cibles via les récepteurs nucléaires
appelés TR. TR se fixe dans le promoteur du géne cible, sur des éléments de réponse appelés TRE,
le plus souvent a I’état d’hérérodimere avec le récepteur RXR.
En présence de T3, TR interagit avec des coactivateurs et il active I’expression du géne cible.
En absence de T3, TR interagit avec des corépresseurs et il réprime 1’expression du géne cible.




A. Classification

Il existe trois classes différentes d'hypothyroidie :

- L'hypothyroidie primaire, la plus fréquente, qui se traduit par une diminution de la
production de T4 et de T3, suite & une organogenése anormale de la thyroide ou une anomalie d’un
effecteur de la biosynthése hormonale. L'aplasie et 'hypoplasie de la glande thyroide sont
responsables de 80 % des cas d’hypothyroidie néonatale. Notons que l'ectopie de la thyroide est

souvent accompagnée d'hypoplasie (Macchia & al. 1999),

- L'hypothyroidie centrale qui résulte d'un disfonctionnement de 1'hypophyse ou de
I'hypothalamus (absence de production de TRH ou de TSH).

- L'hypothyroidie fonctionnelle, qui désigne des pathologies dans lesquelles des symptdmes
d’hypothyroidie sont présents en dépit d’une concentration sérique de T3 normale ou modérément
élevée. La maladie de Résistance 3 I’'Hormone Thyroidienne (RTH) par exemple résulte d’une
mutation dans le géne codant pour le récepteur nucléaire TR (Weiss & Refetoff 2000). TR étant
impliqué dans Ie mécanisme de rétrocontrdle négatif de T3 sur sa propre production, une mutation
de ce récepteur est responsable d’un taux de T3 et T4 normal ou modérément élevé dans le sérum
des patients atteints de RTH, alors qu’ils présentent certains signes cliniques d’hypothyroidie.
Aucune mutation de TR n’a encore été identifiée chez des patients hypothyroidiens, ce qui suggére
que cette mutation est soit 1étale, soit responsable d’un tableau clinique totalement différent de

I’hypothyroidie.

B. Etiologie

Chez le nouveau-né, la cause principale d’hypothyroidie est une carence en iode au cours de la
grossesse. Dans les régions ol I’iode ne fait pas défaut, I’hypothyroidie congénitale est d’origine
héréditaire. Il existe des anomalies de 1’hormonosynthése, dues & des anomalies génétiques trés
diverses, notamment des mutations dans les génes impliqués dans I’organogenése de la thyroide
(genes codant pour le Facteur de Transcription de la thyroide 2, Pax8), la synthése de ’hormone
thyroidienne (génes codant pour la thyroglobuline, ’enzyme thyroperoxydase, le transporteur de
’iode), ou Ia synthése de TRH ou TSH (Macchia & al. 1999).

Les adolescents et les adultes hypothyroidiens sont le plus souvent atteints de thyroidite

chronique. La plus fréquente des thyroidites est celle d’Hashimoto, qui atteint le plus souvent les

-2



adolescents (1,2 % de la population d’4ge scolaire), en particulier du sexe féminin (2 filles pour 1
garcon), Il s’agit d’une maladie auto-immune, due 2 la production d’anticorps anti-thyroperoxydase,
ou parfois d’anticorps anti-thyroglobuline, qui détruisent le tissu thyroidien. Le patient présente un
goitre ferme, c’est-3-dire une hypertrophie de la thyroide, et des signes modérés d’hypothyroidie.
La thyrotdite d’Hashimoto peut évoluer vers une forme atrophique. Bien qu'aucun antigéne
d'histocompatibilité (HLA) indiquant une prédisposition 4 la maladie de Hashimoto n’ait encore été
identifié, il existe une tendance familiale a cette maladie.

Une hypothyroidie peut également étre induite par des facteurs exogénes. Par exemple, les Poly-
Chlorés-Biphényls (PCB) sont des polluants de I’environnement qui affectent la fonction
thyroidienne, mais dont les mécanismes d’actions moléculaires sont encore trés mal connus. Parmi
les autres causes d'hypothyroidie acquise, on compte l'ingestion d'éléments goitrogenes ou le

traitement de I'hyperthyroidie par ablation chirurgicale de la thyroide ou radiothérapie.

C. Tableau clinique

L’hormone thyroidienne est nécessaire & la croissance et au développement du cerveau. Un
déficit d’hormone pendant la période néonatale a des conséquences extrémement séveres. Elle
touche un enfant sur 3000 ou 4000 (Macchia & al. 1999). Chez le nouveau-né, les signes et
symptOmes classiques de I'hypothyroidie sont les suivants : jaunisse, difficultés a la tétée, cri
rauque, léthargie, hypothermie, hypotonie, abdomen distendu et peau tachetée. Avec le temps,
peuvent également apparaitrent une macroglossie, une hernie ombilicale et des fontanelles
apparentes. Si la maladie est diagnostiquée et traitée dés la naissance, la croissance et le
développement mental de I'enfant se font de fagon normale. Par contre, si I'hypothyroidie n'est pas
traitée, les patients souffrent & I’age adulte de déficiences physiques et mentales graves : arriération
mentale, nanisme, persistance de caractéres infantiles, surdité, mauvaise vision, peau séche et
épaisse, langue proéminente, faiblesse musculaire, léthargie grave et fatigue (Legrand 1986). Sur le
plan neurologique en particulier, I’hypothyroidie néonatale entralne une ataxie cérébelleuse ainsi
que des troubles cognitifs : troubles de la mémoire, hallucinations, confusions et comportement
psychotique (Smith & al. 2002).

Chez I’adulte, la mise en place d’une hypothyroidie a des conséquences beaucoup moins
séveres. Elle affecte environ deux pour cent de la population. Une sécrétion insuffisante d'hormone
thyroidienne ralentit le métabolisme. Le patient n'a pas d'appétit, ne supporte pas le froid, a la pean

seche et rugueuse, les cheveux cassants, la voix rauque, il se fatigue vite, souffre de constipation et
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de faiblesse musculaire. L'examen clinique peut révéler les symptdmes suivants : atrophie de la
glande thyroide, peau séche, écailleuse, froide et péle, épaississement de la peau et des tissus sous-
cutanés (myxcedéme), ralentissement des réflexes et des pulsations cardiaques, parfois méme un
déficit de mémorisation (Legrand 1986).

Le diagnostic d'hypothyroidie peut étre confirmé par le taux réduit des hormones
thyroidiennes (T4 et T3) dans le sang, et d’une valeur élevée de TSH. Notons le cas particulier du
syndrome de résistance a I’hormone thyroidienne (RTH) ol le taux de T3 et T4 sérique est normal 2

augmenté et la valeur de TSH élevée.

Les symptomes des patients souffrant de RTH sont trés variables, car 1’insensibilité des
organes cibles de T3 est plus ou moins étendue selon les individus. Ils peuvent &tre caractéristiques
de I’hypothyroidie : retard de croissance, troubles neurophysiologiques, surdité, ou bien
caractéristiques de 1’hyperthyroidie, étant donné que le taux sérique de T3 et T4 est parfois
augmenté : hyperactivité, tachycardie (Weiss & Refetoff 2000). En effet, le myocarde en particulier
exprime essentiellement le récepteur TR, fonctionnel chez les patients atteints de RTH, qui est

activé lorsque la concentration de T3 est élevée.

D. Traitement
1. Hypothyroidie primaire

L'hypothyroidie se traite par ['administration quotidienne de T4, sous forme de comprimés.
On administre aujourd'hui de la thyroxine synthétique trés pure, dont les effets secondaires sont
rares et qui ne provoque qu’exceptionnellement une réaction allergique. Les comprimés de
lévothyroxine ont une demi-vie assez longue (de 7 & 9 jours). Le dosage de la T3 et 1a T4, libres et

totales, ainsi que de la TSH, sont indispensables pour déterminer ia posologie adéquate.

a. Hypothyroidie néonatale

L'hypothyroidie chez le jeune enfant, particuliérement chez le nouveau-né, est réellement
une situation d'urgence. La posologie initiale pour un nouveau né est de 12 & 15 pg/kg de
comprimés de lévothyroxine. Aprés deux semaines, le dosage doit étre diminué pour tenter de
maintenir le taux de T4 sérigue entre 10 et 15 pg/dl. Durant la premiére année de vie, des dosages
de T3 et T4, libres et totales, ainsi que de TSH doivent étre réalisés  intervalles de 1 & 2 mois, puis

tous les 3 & 4 mois au cours de Ja deuxiéme année. A long terme, une hormonothérapie thyroidienne
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de remplacement excessive peut causer une craniosténose, ¢’est-d-dire une fermeture prématurée
des sutures du crine, une maturation anormale du cerveau, la fermeture des épiphyses des os ainsi
qu’une ostéoporose. Les enfants soumis & un traitement excessif sont irritables, nerveux et ils
gagnent difficilement du poids. A long terme, une hormonothérapie thyroidienne de remplacement
insuffisante retarde le développement physique et intellectuel. En régle générale, un dosage de

remplacement stable est obtenu vers I'dge de trois ans.

b, Hypothyroidie chez 1’ adulte

La dose quotidienne pour un adulte est de 0,1 & 0,2 mg de thyroxine, La dose exacte est
déterminée a partir d’un examen clinique : I’objectif premier est de supprimer les signes
d’hypothyroidie. Le dosage du taux sérique de T3 et T4 libres et liées et de TSH permet d’ajuster 1a
posologie. La plupart des patients requiérent entre 0,125 et 0,15 mg de thyroxine par jour ; les
adolescents regoivent une dose d'adulte. La dose établie reste généralement constante, et un dosage
de T3 et T4 n’est nécessaire qu’une fois par an. Un stress important ou une maladie peut parfois
accroitre la quantité de T4 nécessaire. Si le diagnostic d'hypothyroidie est juste, le traitement se
poursuit durant toute la vie du patient car l'insuffisance thyroidienne est généralement progressive et

permanente.

2, Traitement de I'nypothyroidie hypophysaire ou hypothalamique

La thyroxine permet aussi de traiter I'nypothyroidie provoquée par une insuffisance
hypophysaire ou hypothalamique. Ces affections sont cependant trés rares par rapport aux
hypothyroidies primaires. Dans ces cas, le patient peut souffrir d'autres déficiences hormonales, qui

doivent étre dépistées et traitées,

3. Traitement de I"hypothyroidie fonctionnelle

Les patients atteints d’une Résistance & I'Hormone Thyroidienne sont traités en augmentant
les doses de T4 jusqu’a disparition des signes cliniques d’hypothyroidie. Cependant, ce traitement
présente des effets secondaires, notamment sur la fonction cardiaque. En effet, le myocarde
exprimant essentiellement le géne TRa, ’excés d’hormone thyroidienne dans le sang entraine
notamment une tachycardie. Pour éviter ces effets secondaires, des molécules analogues de T3,

capables de se fixer uniquement sur TR et non sur TRo,, sont recherchés. La molécule GC-1 (3,5-
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dimethyl-4-(4"-hydroy-3'-isopropylbenzyl)-phenoxy acide acétique) (Chiellini & al. 2002) est un
exemple de ligand relativement spécifique de TR, Mais cette molécule n’a pas encore été testée

dans le traitement des RTH.

E. Epidémiovigilance

Plus de 90 % des cas d'hypothyroidie néonatale sont décelés au moyen d'une analyse de
laboratoire, ce qui diminue les occasions d'établir un diagnostic clinique. De nos jours, tout
nouveau-né est soumis au dépistage d'un niveau trop faible de T4 entre le 3¢ et le 4¢ jour de sa
naissance. Une valeur T4 basse & normale doit &tre suivie d’un second test le plus tot possible. En
effet, dans les pays occidentaux, I'nypothyroidie néonatale est habituellement causée par une glande
thyroide ectopique ou hypoplasique, qui peut tout de méme produire une petite quantité d'hormone
thyroidienne. De petites quantités d'hormene peuvent également étre absorbées par le lait maternel.
Un programme de second dépistage systématique 2 I'dge de 4 a4 6 semaines a permis d'améliorer de
plus de 10 % la détection de I'hypothyroidie congénitale.

Plus T'hypothyroidie de I'enfant est traitée tardivement, plus grande sera sa perte de capacité
intellectuelle, mesurée par les tests d'intelligence standards (quotient intellectuel - QI). Il a été
démontré que le QI ultime était notablement plus élevé chez les enfants dont I'hypothyroidie avait
été décelée et traitée avant qu'ils n'aient atteint 1’4ge de 6 semaines, par rapport & ceux dont

I'hypothyroidie n'avait pas ét€ traitée durant les 6 2 12 premiéres semaines de vie.

III. ACTION NEURODEVELOPPEMENTALE DE T3

A. Intérét d’étudier ’action de T3 sur le développement du cerveau

Le traitement de I’hypothyroidie étant connu, on peut s’interroger sur 1'intérét d’étudier
I’action de T3 sur le développement du cerveau. Tout d’abord, il existe un état hypothyroidien
encore trés mal connu : I’hypothyroidie feetale. En effet, bien que la thyroide feetale ne soit
fonctionnelle qu’a partir de 10-12 semaines de vie embryonnaire, la T4 maternelle est capable de
franchir la barriere placentaire (Obregon & al. 1984). Lavado-autric & al. (2003) ont publié
récemment les résultats d’une étude épidémiologique montrant que, pendant la gestation, une

hypothyroxinémie maternelle, c’est-a-dire un déficit en T4 sans déficit en T3, augmente le risque de
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déficit neurodéveloppemental du feetus. Or, chez la meére, I’hypothyroxinémie n’entraine pas de
symptdmes cliniques ; elle peut seulement étre diagnostiquée par dosage de la T4 totale dans le
sérum. Le dépistage et le traitement des hypothyroidies feetales ne sont donc pas encore établis.
D’autre part, le traitement de la pathologie de résistance a 1’hormone thyroidienne (RTH), peut étre

amélioré grice & une meilleure compréhension du mécanisme d’action moléculaire des TR.

Sur le plan fondamental, étudier 1’action de T3 sur le développement du cerveau est un
abord original pour déterminer comment les cellules regoivent une information et comment elles
répondent a cette information lors des processus d’histogengse du cerveau. Puisque ’hormone
thyroidienne est un régulateur majeur du développement du systéme nerveux central, la
manipulation du statut thyroidien chez le modele animal permet de perturber, et donc de mieux
comprendre ce développement. L’hormone thyroidienne est alors utilisée comme un outil

permettant de mettre en évidence certains mécanismes du développement du cerveau.

B. Modéles animaux permettant d’étudier ’action de T3 dans Ie cerveau

L’hypothyroidie congénitale entraine un retard mental sévére, qui doit étre traité par
administration de T4 avant le premier mois post-natal, afin de prévenir des dommages cérébraux
irréversibles. Vers I'dge de 2 ou 3 mois, la mise en place d’une hypothyroidie n’a pas de
conséquence majeure sur les performances intellectuelles de I’enfant. Il existe donc une période
critique durant laquelle ie cerveau est vulnérable a I"hypothyroidie. Elle s’étend chez I’homme du
second trimestre de gestation 2 1’age de 2 ou 3 ans, et correspond & un développement cérébral
intense : multiplication des cellules gliales, myélinisation, dendritogénése et synaptogénése
(Legrand 1986).

Chez I’homme, les études anatomiques et histologiques de cerveaux de crétins sont rares. Le
cerveau des rongeurs, essentiellement le rat et la souris, ont servi de modéles pour comprendre les
effets de I’hypothyroidie sur la maturation cérébrale. Le développement du cerveau suit un schéma
similaire pour les mammiféres, seule la chronologie des événements différe. Les rats et les souris
sont particulidrement immatures 4 la naissance : leur développement cérébral est équivalent a celui
d’un feetus humain au 6e mois de gestation. A 1’age de 10 jours post-natal, leur cerveau correspond
a un cerveau humain & la naissance. Le développement post-natal du cerveau du rat et de Ia souris

est donc un modéle simplifié du développement du cerveau humain au cours du second trimestre de

la grossesse.




Afin d’étudier les conséquences de 1’hypothyroidie chez le rat et la souris, des techniques
expérimentales ont été développées. La premiére méthode a consisté en une ablation chirurgicale de
la thyroide ou thyroidectomie chez les rats nouveau-nés. Mais cette technique de micro-chirurgie est
particuliérement délicate a réaliser. La seconde méthode consiste & utiliser des inhibiteurs
chimiques de la synthése de I’hormone thyroidienne. Les molécules les plus utilisées appartiennent
a deux familles : les dérivés du mercapto-imidazole comme le méthimazole (MMI) et les dérivés du
thiouracile, par exemple le méthylthiouracile (MTU) et le propylthiouracile (PTU). Ces molécules
inhibent la fonction thyroidienne a différents niveaux. Dans la thyroide, elles entrent en compétition
avec I’iode et elles inhibent la thyropéroxydase. De plus, leurs métabolites inhibent 1’ activité de la
déiodase de type 1, ce qui diminue la conversion périphérique de T4 en T3 (Ferreira & al. 2003).
Ces molécules sont administrées dans I’alimentation des femelles gestantes ou allaitantes pour

provoquer une hypothyroidie expérimentale chez les nouveau-nés.

Mais ces traitements pourraient présenter des effets secondaires ou une toxicité non
maitrisée. C’est pourquoi des modéles murins modifiés génétiquement ont été mis au point. La
méthode d’invalidation génétique par recombinaison homologue a permis de générer des souris
dont un géne impliqué dans 1’organogénése de la thyroide, de ["hypophyse ou Ia synthése de TRH et
de TSH a été inactivé (Poguet 2002). Seul le modéle murin le plus spécifique, ¢’est-a-dire les souris

délétées pour le géne Pax8, sera présenté.

Le géne Pax8, qui code pour un facteur de transcription, est requis pour la différenciation
des cellules précurseurs en thyrocytes. Pour étudier la fonction du facteur de transcription Pax8,
exprimé au niveau de la thyroide et du rein, Mansouri & al. (1998) ont généré des souris présentant
une inactivation de ce géne. Les souris homozygotes Pax8-/- ont une thyroide réduite, constituée
uniquement de cellules a calcitonine. Ces souris présentent comme seule anomalie primaire une
absence totale de synthése d'hormone thyroidienne. Elles présentent les défauts caractéristiques de

I'hypothyroidie primaire : TSH élevée, croissance diminuée, retard d'ossification, retard de
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développement de I’intestin et du cerveau. Elles ne survivent pas plus de deux semaines aprés la
naissance, mais elles peuvent étre sauvées par des injections quotidiennes de T4 et de T3 durant les
trois premicres semaines de vie post-natales. Elles constituent donc un bon modele pour étudier les

effets de I'hypothyroidie primaire sur le développement post-natal précoce.

C. L’hypothyroidie entraine une désynchronisation des processus d’histogenése du

cerveau

Un déficit d’hormone thyrotdienne entralne de multiples anomalies dans le cerveau néonatal
des rongeurs. In vitro, il a été montré que tous les types cellulaires du cerveau sont sensibles a
Paction de T3 : différentes catégories de neurones, les oligodendrocytes, les astrocytes et les
cellules microgliales. T3 agit sur la prolifération, la différenciation, la migration, la myé€linisation,
I’arborisation des dendrites et des axones et la synaptogénése. Etant donné la complexité des
interactions cellulaires pendant le développement du cerveau, les anomalies présentes dans les
cerveaux hypothyroidiens sont la résultante des actions directes de T3 sur un type cellulaire, et

d’actions indirectes.

Le cervelet posséde une structure simple et sa maturation est tardive, essentiellement durant
la période post-natale, ¢’est pourquoi les conséquences de I’hypothyroidie ont été particuliérement
étudiés dans cette structure. Les effets de 1’hypothyroidie sont visibles & 1’échelle anatomique : on
observe une réduction de la taille du cervelet chez le rat hypothyroidien par rapport au contrble a
I’age de 15 jours post-nataux (Koibuchi & Chin 2000). A I’échelle cellulaire, il existe un retard de
migration des cellules de la couche granulaire externe chez I’animal hypothyroidien, alors que ces
cellules ont déja migré chez le contrdle (figure 6). La maturation des neurones est ralentie dans le
cervelet du rat hypothyroidien : les cellules de Purkinje acquierent tardivement leur forme adulte,
lisse et en poire, et la résorption de leurs prolongements périsomatiques est retardée (Legrand
1982). A I’age de 15 jours, leur arborisation dendritique est réduite par rapport au contrdle, Ce
retard de maturation entraine des anomalies de synaptogénése : par exemple, la densité en synapses
entre les fibres paralleles et les épines dendritiques des cellules de Purkinje augmente moins
rapidement en cas d’hypothyroidie (Nicholson & Altman 1972) (Vincent & al. 1982). Les
anomalies de croissance et de ramification des axones et des dendrites conduisent donc a la
désynchronisation des principaux processus d’histogenése de I’écorce cérébelleuse : I’hypothyroidie

engendre une diminution des connexions entre les neurones et une installation de connexions en
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Figure 6 : Conséquences de Phypothyroidie néonatale
sur le développement du cervelet

(d’apres Koibuchi and Chin, 2000)

Un déficit de T3 en période néonatale chez le rat conduit a un réduction
de la taille du cervelet (b) & I'dge de quinze jours (P15) par rapport au contrble (a).
A ["échelle cellulaire, il existe un retard de migration des cellules de la couche
granulaire externe chez I’animal hypothyroidien (a), alors que ces cellules ont déja

migré chez le contrdle (b), ainsi qu’une diminution de I’arborisation des cellules de
Purkinje.
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position anormale.

Ces observations dans le cervelet expliquent I’ataxie cérébelleuse observée chez les patients
atteints d’hypothyrofdie néonatale, mais elles n’expliquent pas leur retard mental, puisque le
cervelet a seulement pour r6le de coordonner les mouvements volontaires et involontaires, et de

réguler le tonus musculaire.

Pour expliquer le retard mental des crétins, Eayrs (1960) s’est intéressé au cortex cérébral.
Dans cette structure, chez le rat hypothyroidien, les neurones sont plus petits et fortement agrégés,
suite & une diminution globale du développement des axones et des dendrites (Thompson & Potter
2000). La probabilité d’interaction entre les axones et les dendrites serait réduite de 80 %. Dans le
cortex des rats hypothyroidiens, comme dans le cervelet, il existe donc un développement anormal
des prolongements neuronaux et des contacts synaptiques. Ces défauts persistent et entrainent une
désynchronisation des processus d’histogenése du cerveau.

Ces anomalies structurales sont accompagnées d’altérations fonctionnelles (Lenard & Bell
1973). Chez les rats hypothyroidiens, Eayrs (1960) a ainsi montré une corrélation entre la sévérité
des anomalies dendritiques et le comportement des rats. Chez des enfants hypothyroidiens
congénitaux et chez des rats rendus hypothyroidiens, I’électroencéphalogramme est modifié a la
naissance : le rythme alpha en particulier est perdu (Smith & al. 2002). L’amplitude de la réponse
corticale suite 4 la stimulation des structures thalamiques est diminuée chez les rats
hypothyroidiens. Les perturbations structurales du cortex cérébral et les anomalies fonctionnelles

associées s’accompagnent d’un retard dans I’ acquisition de beaucoup de comportements innés,

Le terme de cognition fait référence aux activités mentales impliquées dans 1’acquisition, le
stockage, la mobilisation et I’utilisation de la connaissance. Les mécanismes a I’origine d’un déficit
d’apprentissage chez les crétins sont encore peu connus. Récemment, Sui et Gilbert (Sui & Gilbert
2003) ont montré chez le rat que I’hypothyroidie pré- et post-natale induite par le PTU empéche la
transmission et la plasticité synaptique dans I’hippocampe, une structure impliquée de fagon
cruciale dans les fonctions d’apprentissage et de mémorisation. L’exposition au PTU augmente Ia
transmission synaptique excitatrice et réduit notamment la potention & long terme du potentiel post-
synaptique excitateur, qui est le support de la mémorisation & court terme. Ce disfonctionnement

synaptique peut expliquer les déficits cognitifs observés chez les animaux hypothyroidiens.

Un déficit d’hormone thyroidienne perturbe donc I’histogenése du cerveau et affecte

€galement ses fonctions, en particulier la transmission synaptique entre les neurones.
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Fonction Nom
dans le systéme nervenx de la protéine

Protéines du Tubuline-ct
cytosqueleite MAP2
Différenciation Tau
Neuronale Neurogranine
Transmission
synaptique Synaptotagmin 1
B-trace
Molécules NCAM
d'adhésion Molécule d'adhésion L1
Migration Reelin
Protéines Dabl
extracellulaires Tenascine C
Laminine
NGF
Neurotrophine 3
Neurotrophines BDNF
et leurs réceptenrs TrkA
Prolifération et TrkB
apoptose P75 LNGFR
IGF1
NGFI-A

Bel2

MBP
Myélinisation MAG
CNP
PLP
Fonction des Mitochondries Protéines mitochondriales
Hairless
Modulation de la fonction des HT RORo
Déiodases de type I et IT1
PcP2
Calbindine
IP3R
Tub
Inclassables ZAKI-4
BETB
SWAP
Ferritine
Métallothionéine

Tableau I : Les génes régulés par T3 dans le systéme nerveux chez le rat ou la souris.

Présentation par fonction
(Poguet, 2002)
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D. A I’échelle moléculaire, T3 contribue & générer un transcriptome spécifique dans

une cellule au cours du développement du cerveau

Les anomalies cellulaires présentes dans le cerveau des animaux hypothyroidiens résultent
essentiellement d’une perturbation de I’expression des génes cibles de T3 dans les cellules. Poguet
(2002) a recensé les génes dont |’expression est régulée directement ou indirectement par T3 dans le
cerveau (tableau I). Mais, parmi ces genes, les génes cibles directement régulés par les TR et
cruciaux pour le développement du cerveau ne sont pas clairement identifiés. L hypothyroidie
néonatale entrafne notamment un retard de myélinisation. L.a protéine basique de la myéline, MBP,
est un gene cible de T3 qui a été bien étudié. Une diminution de son expression en période
néonatale est une explication satisfaisante au retard de myélinisation chez I’animal hypothyroidien.
Les génes codant pour les neurotrophines BDNF et NT-3 sont également des génes cibles de T3 :
leur niveau d’expression est diminué dans le cervelet des rats hypothyroidiens. Ces neurotrophines
appartiennent a4 un groupe de protéines incluant également le facteur de croissance nerveuse NT-
4/5, qui joue un role crucial dans la différenciation neuronale, la croissance des neurites et la
synaptogénése {Koibuchi & Chin 2000). BDNF et NT-3 pourraient médier de nombreuses actions
de T3 sur le développement du cervelet, car la restauration de leur expression prévient en partie les
anomalies de développement du cervelet induites par I’hypothyroidie chez la souris (Koibuchi &
Chin 2000). Dans I'hippocampe, BDNF est également impliqué dans de nombreuses formes de
potentiation 2 long terme de différentes synapses (Zakharenko & al. 2003). BDNF pourrait donc
médier certaines actions de T3 dans les processus de mémorisation & court terme. Parmi les auires
génes majeurs du neuro-développement et dont I’expression est régulée par T3, citons Reelin,
Reelin code pour une protéine impliquée dans la migration des neurones. Une sous-expression de
reelin explique en partie les défauts de lamination des couches neuronales dans les cerveaux
hypothyroidiens. Notons par ailleurs que tous les génes dont I’expression est régulée par T3 dans le

cerveau ne sont pas encore identifiés  ce jour.

Les génes cibles de T3 ont chacun une période critique, un intervalle de temps durant lequel
T3 peut réguler leur expression. Le moment et la durée de cette période varient selon les genes,
mais le plus souvent il s’agit des deux premiéres semaines de vie post-natale chez le rat et Ia souis.
Aprés cette période, ’expression de ces génes atteint le méme niveau que I’animal euthyroidien
(Farsetti & al. 1992) (Zou & al. 1994) (Ghorbel & al. 1999). L’hormone thyroidienne a donc une
action trés ponctuelle sur le transcriptome des cellules ; cette action limitée dans le temps suggére
que T3 ne soit pas seulement un facteur trophique, mais posséde également un rdle informatif au

cours du développement du cerveau.
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E. L’inactivation des TR chez la souris a permis de mieux comprendre les mécanismes

moléculaires de ’hypothyroidie

Pour préciser les mécanismes d’action moléculaire de T3 in vive, de nouveaux modéles
murins modifi€s génétiquement ont été générés. Afin de déterminer le rble respectif de ces
différentes isoformes des TR, treize modeles différents, présentant une inactivation ou une mutation
de TRo ou de TRp, ont été construits (Flamant & al. 2003). De fagon surprenante, les souris
complétement dépourvues de TR, appelées TRa0/0 TRS-/- ont un phénotype beaucoup moins
sévére que les souris hypothyroidiennes. Ces souris sont viables, tandis que les souris Pax8-/-
meurent 4 I’dge de trois semaines (Mansouri & al. 1998). Elles présentent un retard d’ossification
moindre, un retard de maturation des villosités intestinales moindre ainsi qu’une diminution de la
taille de la rate moindre. Pour I’expliquer, différentes hypotheéses ont ét¢ émises : 1. Il pourrait
exister un troisiéme géne codant pour un récepteur & I’hormone thyroidienne, cependant I’analyse
du génome de la souris ne révéle aucun géne homologue de TR / TRf. 2. Les actions extra-
nucléaires de T3 sont beaucoup plus importantes qu’on ne le pensait. 3. Lors d’hypothyroidie, ce
n’est pas 1’absence de T3 qui est responsable du phénotype hypothyroidien, mais ce sont donc les
récepteurs non liés a T3, en permanence sous la forme aporécepteurs, qui ont des effets déléteres sur
le développement. En effet, les aporécepteurs recrutent des corépresseurs et répriment de fagon
constitutive I’expression des génes cibles de T3. Flamant & al. (2002) ont confirmé cette hypothése
en montrant que, contrairement aux souris hypothyroidiennes Pax8-/- qui meurent avant 1’age de
trois semaines, les souris hypothyroidiennes et délétées pour le récepteur TRo (Pax8-/- TRo0/0)

sont viables.

Dans le cerveau, TRo(l est I’isoforme qui est exprimée majoritairement. Les souris TRaI-/-
ne présentent pas les anomalies stracturales typiques de 1’hypothyroidie dans le cervelet, ¢’est-a-
dire un défaut de migration des cellules granulaires externes et un retard de différenciation des
cellules de Purkinje (figure 6). Lorsqu’une hypothyroidie expérimentale est induite chez ces souris,
elles ne présentent pas non plus ces anomalies (Morte & al. 2002). Ceci confirme le rble
prépondérant de I’aporécepteur TR dans Ia pathogénie de 1’hypothyroidie. Certaines mutations du
géne TR transforment le récepteur en aporécepteur constitutif. Deux mutations différentes du géne
TRo ont été introduites chez la souris : la mutation PV, qui élimine le domaine de transactivation
AF-2 (Kaneshige & al. 2001}, et la mutation R384C, qui réduit de dix fois I’affinité de liaison
T3/TR (Tinnikov & al. 2002). Le phénotype des souris homozygotes est, comme attendu, trés
proche de celui des souris hypothyroidiennes Pax8-/-. Comme les rats hypothyroidiens (Smith & al.

2002), les souris TROPV /+ ont une consommation cérébrale de glucose diminuée, alors qu’elle est
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normale chez les souris portant la méme mutation dans le géne TR (Itoh & al. 2001), ce qui

confirme le réle prédominant de TR dans le cerveau.

F. Conclusion sur le mécanisme d’action de T3 dans le cerveau

L’action de I’hormone thyroidienne sur le développement du cerveau est connue depuis
longtemps ; le traitement de I’hypothyroidie néonatale permet d’assurer un développement normal
du cerveau, s’il est entrepris précocement. Cependant, les conséquences et la prévention des
hypothyroidies fcetales restent encore trés mal connues. Grace a I’ utilisation de modéles animaux, il
a été mis en évidence qu’un déficit d’hormone thyroidienne pendant le développement conduit a
une désynchronisation des principaux processus d’histogenése du cerveau. T3 contribue en effet &
générer un transcriptome spécifique dans une cellule & un moment donné du développement. Dans
le cerveau, la pathogénie de 1’hypothyroidie n’est pas di & un déficit de T3, mais a 1’action
répressive constitutive du récepteur TRl en absence de T3.

Cependant, il demeure de nombreuses inconnues dans le mécanisme d’action moléculaire
des TR. Comment les complexes T3/TR ont-ils une action spécifique sur le transcriptome d’une
cellule 7 Récemment, de nombreux cofacteurs de transcription, qui régulent la transactivation ou la

transrepression médiée par T3, ont été identifiés.

IV.ROLE DES COFACTEURS DE TRANSCRIPTION DANS LA SPECIFICITE
D’ACTION DES RECEPTEURS DE L’HORMONE THYROIDIENNE

A. Les cofacteurs de transcription de TR

Le terme cofacteurs regroupe & la fois les coactivateurs et les corépresseurs de TR. Il désigne
des protéines qui interagissent directement avec TR, ou qui appartiennent a des complexes
moléculaires interagissant directement avec TR, et qui régulent son activité de transactivation ou de

transrépression.
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a. Schématisation des différents domaines des TR

LBD

Fonction de Fixation de T3
DBD
Liaison a
indépendante du ligand U'ADN  Charnidre dépendante du ligand

Transactivation AF-1, Fonction de transactivation AF-2,

il SoTA TR

t t

Sites d’interaction
avec les corépresseurs

Site d’interaction
avec les coactivateurs

b. Structure tridimensionnelle de TRP

Figures 7 : Structure des TR

(d’aprés htip://www.msg.ucsf.edu/flett/PDB_files.htmi)

a. Le récepteur de I'hormone thyroidienne TR est composé de quatre
domaines, dont un domaine C qui lie ’ADN (DBD) et un domaine E qui lie T3 (LBD).
Les sites d’interaction TR / cofacteurs se situent dans le LBD.

b. Sur cette représentation tridimensionnelle de TR, le sillon
amphipathique oul se fixent les coactivateurs est visible, ainsi que le sillon hydrophobe ol
se fixent les corépresseurs.
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Ils sont séparés en quatre groupes fonctionnels :
1. les facteurs remodelant la chromatine
2. les cofacteurs intervenant dans les complexes multi-protéiques a activité histone acétylase (HAT)
ou histone désacétylase (HDAC)
3. les membres du complexe TRAP/Médiateur

4. les facteurs généraux de la transcription, comme TFIIB, non inclus dans cette étude (figure 8).

Hermanson & al. (2002) ont €tabli une liste provisoire des cofacteurs des récepteurs nucléaires,
qui reste ouverte. L’alignement des séquences des cofacteurs a permit d’identifier deux motifs
d’interaction avec le domaine de liaison du ligand de TR. Quand TR est sous la forme aporécepteur,
un sillon amphipathique de TR interagit avec les motifs (I/L)XX(I/V)I (boite CoRRN) des
corépressseurs. Quand TR est sous la forme holorécepteur, un sillon hydrophobe de TR interagit
avec le motif stéréospécifique des coactivateurs, LXXLL (boite RN) (Glass 2000). Mais la présence
d’une boite CoRRN ou RN ne suffit pas & définir un corépresseur ou un coactivateur de TR : la
protéine candidate doit effectivement interagir avec TR et elle doit également augmenter la

transrepression ou la transactivation médiée par TR.

En absence de T3, le complexe TR/RXR interagit avec des complexes macromoléculaires de
corépresseurs (figures 7) et il réprime la transcription du géne cible. Lorsque T3 se fixe sur TR, le
domaine de transactivation AF-2 de TR change de conformation moléculaire, ce qui provoque la
dissociation des complexes corépresseurs et dégage un domaine d’interaction avec des complexes
macromoléculaires de coactivateurs (figures 7). Le complexe T3/TR/RXR active alors la
transcription du géne cible (Glass 2000) (figure 8). L’interaction TR/coactivateurs et
TR/corépresseurs dépend donc de la fixation de T3 sur TR. Ainsi T3 est la molécule majeure
permettant de basculer de la transactivation de 1’expression d’un géne cible 2 la transrepression, et
vice-versa. Un second niveau de contrfle peut &tre apporté par les cofacteurs de TR, puisque leur
interaction avec TR est requise pour transactiver ou transréprimer 1’expression du gene cible.
Cependant les cofacteurs sont générallement recrutés par d’autres récepteurs nucléaires, et leur
expression est souvent ubiquitaire (Leo & Chen 2000). Comment peuvent-ils alors réguler
spécifiquement la voie de signalisation de fa T3 ? Nous avons donc recherché s’il existait des
cofacteurs de TR dont le patron d’expression était restreint et qui interagissaient sélectivement avec
TR. Nous avons d’abord réalisé un classement des cofacteurs de TR en fonction de leur sélectivité

d’interaction avec TR.
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Figure 8 : Régulation de la transcription par I’hétérodimére TR/RXR
(d’aprés Glass, 2000)

Les cofacteurs de TR, recrutés par I’hétérodimére TR/RXR pour réguler la
transcription des génes cibles de T3, sont séparés en quatre groupes fonctionnels :
L. les facteurs remodelant la chromatine
2. les cofacteurs intervenant dans les complexes multi-protéiques 2 activité histone
acétylase ou histone désacétylase
3. les membres du complexe TRAP/Médiateur
4. les facteurs généraux de la transcription,
L’ordre d’intervention de ces groupes est controversée, elle serait en fait différente selon le
promoteur du géne cible.

4. Facteurs généraux
de transcription



1. Sélectivité d’interaction TR/cofacteur

B. Aucun cofacteur n’est directement responsable de la spécificité d’action de TR

Pour tenter d’identifier un cofacteur interagissant exclusivement avec TR, nous avons

recensé, pour un certain nombre d’entre eux, les autres facteurs de transcription qui interagissent

aussi avec ce cofacteur, de maniére non exhaustive. Les coactivateurs (tableau II), puis les

corépresseurs de TR (tableau IIT), ont été classés selon une sélectivité croissante d’interaction avec

TR.

Tableau I1 : Classement des coactivateurs de TR selon leur sélectivité d’interaction

Coactivateur | Mode | Cofacteurs des RN | Cofacteurs des facteurs Absence Références
d’action suivants : de tramscription d’interaction
suivants :
Complexe RC TR RAR ER GR MyoD (Glass 2000)
SWI/SNE RXR (Hermanson & al.
2002)
Complexe ? TR VDRRARRXR | p53 VP16 SP1 SREBP (Hermanson & al.
TRAP PPAR ER HNF4 NFKB (p65) E1A 2002) (Ito & al.
GR ER AR 2000a)
CBP/p300 HAT TR RARRXR ER | AP-1 HNF4 CREB Elkl (Glass 2000)
PPAR GR p21 p53 SREBP IRF3 (Tanaka & al.
STATs NFKB 1997) (Yao & al.
c-jun c-Fos c-Myb E1A 1998)
MyoD Stat?,
AIB3 HAT TR RXR PPAR ER | AP-1 SRF CREB C/EBPo. | COUP-TFI |(Kuang & al.
NFKB 2002) (Ko & al.
2002)
SRC-1 HAT TR RAR ER RXR NFKB SMAD3 AP-1 E2F E47 (Glass  2000)
GR PR PPAR AR ARNT SP1 VP16 CREB (Weiss & al.
2002)
TIE-2 HAT TR ER AR PR GR ARNT MyoG MEF2C (Glass 2000)
MR VDR RAR (Weiss & al.
RXR ER 2002)
pCIP HAT TR RAR VDR ER CREB INFo. (Xu & al. 2000)
PR
PCAF HAT TR RXR RAR ER p33 MyoD (Yamauchi & al.
GR AR 2000)
PGC-1 IAR TR ER MR GR NRF-1 (Glass  2000)
HNF4 PPAR (Hermanson & al.
2002)
Sous unité ? TR VDR RAR RXR GR (Ito & al. 2000a)
Trap220 PPAR ER AR
Trip230 ? TR RXRa Rb (Chen & al. 1999)

RN = Récepteurs Nucléaires
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RC = Remodelage de la chromatine HAT = Histone Acétylase




IAR = Interaction avec 'ARN

Tableau III :

lassement des corépresseur

? = inconnu

e TR selon leur sélectivité

’interaction

Corépresseur Mode Cofactenrs des | Cofacteurs des facteurs de Absence Références
d’action RN suivants : transcription suivants : | d’interaction
Sin3A etB HDAC | TR RAR Rev-Erb Famille Myc MyoD (Glass 2000)
COUP-TF Mad/Max Mad/Mxi Spl Sp3 (Hermanson &
BCL6 al. 2002)
NCoR HDAC | TR RARTRRXR | Famille Myc REST/NRSF PPARY (Glass 2000)
ER PR Rev-Erb MAD CBF1/RBP- (Jepsen & al,
COUP-TF, DAX1 Jkappa/Su(H) MyoD 2000}
Mad/Max Mad/Mxi Pbx1
BCL6
SMRT HDAC |TRRARTRRXR | MAD Pbxl BCL6 MyoD PPARY (Glass 2000}
VDR PPAR ER | CBF1/RBP-Jkappa/Su(}) et
PR facteurs 4 homéodomaines
v-ErbA
HDAC-1et2 HDAC | TR RAR et autres Rbl YY1 p53 NFKB (Glass 2000)
RN (Hermanson &
al. 2002)
Alien ? TR COUP-TF RAR RXR GR | (Tenbaum & al.
Ftz-F1 DAX-1 2003)
SUN-CoR ? TR Rev-Erb (Tenbaum & al,
2003)
Hairless HDAC TR RORa RARRXR |(Moraitis & al.
2002)

RN = Récepteurs Nucléaires
HDAC = Activité Histone Déacétylase ou participation a un complexe multi-protéique 4 Activité Histone

Déacétylase

Seuls Trip230 et Hairless interagissent quasi-exclusivement avec TR. Mais peu de résultats

publiés montrent une absence d’interaction entre un cofacteur et un facteur de transcription, et

toutes les interactions n’ont pas été testées. Ces tableaux permettent seulement de conclure que la

plupart des cofacteurs interagissent avec de nombreux facteurs de transcription.

Pour déterminer si un cofacteur est impliqué sélectivement dans la signalisation de T3 in

vivo, nous avons indiqué le phénotype des souris dont un ou deux alleles d’un cofacteur ont été

inactivés (tableau IV). Notons que le géne codant pour Trip230 n’a pas été délété. Les cofacteurs de

TR regroupés en bas du tableau sont ceux dont I'inactivation affecte la signalisation de T3, sans

affecter les autres voies de signalisation.
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Tableau IV :

nséquences de Pinactivation de cofacteurs in viv

Nom | Gén | Mortalité Phénotype Conséquences | Référence
sur la voie de T3
CBP -/- E8-10 (Tanaka &
al. 1997)
CBP +- Anomalies du squelette variables selon le (Tanaka &
fond génétique al. 1997)
p300 -/ E9-11,5 Anomalies dans la neurulation, la (Yao & al.
prolifération cellulaire et le 1998)
développement cardiaque
p300 +/- B (55%) 19% exencéphalie chez les embryons de (Yao & al.
souris 129/Sv 1998)
NCoR -- | E15,5-17,5 Défaut de développement neural, de (Jepsen &
I'érythropoiése et de la maturation des al. 2000)
thymocytes. Diminution dans les
fibroblastes embryonnaires :
- de la transrépression médiée par TR ,
MAD et REST/NRSF
- de la fonction des antagonistes de ER
PCAF -/- Absence d’anomalies phénotypiques (Yamauchi
évidentes & al, 2000)
AIB3 -/- E9,5-11,5 Morphologie cardiaque anormale, défant (Kuang &
de développement du placenta. Défaut al. 2002)
d’activité de PPAR dans les fibroblastes
embryonnaires.
pCIP -/- 10 % de malformations. Défaut de (Xu & al
croissance, retard de puberté, diminution 2000)
de la fonction reproductive femelle,
hypodéveloppement de la glande
mammaire. Probléme de production des
oestrogénes
TIE-2 -f- Poids 4 1a naissance diminué, Pas de perturbation | (Weiss &
Réduction de la fertilité ; atteinte de la de la fonction de | al. 2002)
spermiogénése, hypodéveloppement du TRp
placenta
SRC-1 of~ Fertiles mais diminution de la taille de Diminutiondela | (Weiss &
I'utérus, prostate, testicules et glandes fonction de TRE | al. 2002)
mammaires
Résistance aux oestrogénes, progestérone,
androgénes, T3
Hairless | m*/ Absence de poils. Anomalies des cellules (Garcia-
m de Purkinje du cervelet, comparables aux Atares &
souris hypothyroidiennes al. 1998)
Trap220 -f- E précoce Défaut de croissance de I'embryon, Diminution de (Ito & al.
hypoplasie cardiaque, anomalies de I'expiession des | 2000a)
développement neuronal avec apoptose génes contrdlés par
extensive. T3
Disfonctionnement de TR, mais pas de
RAR, RXR, p53 ni VP16 dans les
fibroblastes embryonnaires
Trap220 +/- Fertiles, retard de croissance Disfonctionnement | (Ito & al.
de TRP 2000a)
Gén : génotype Ex : x*™ jour de vie embryonnaire * voir B3
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La délétion du géne codant pour SRC-1 perturbe le fonctionnement de TR, mais aussi le
fonctionnement des récepteurs des oestrogénes, de la progestérone, et des androgénes. Seuls les
inactivations d’ Hairless et de Trap220 inhibent spécifiquement I’action des TR.

D’aprés ces tableaux, il semble donc qu’il n’existe aucun cofacteur inferagissant
exclusivement avec TR. Les cofacteurs les plus sélectifs, Trap220, Hairless et Alien, seront donc

étudiés.

2.Trap220

Le mécanisme d’action du complexe TRAP/Médiateur est encore inconnu, malgré ses
multiples fonctions de coactivation. La sous-unité Trap220 interagit avec ’ensemble des récepteurs
nucléaires et active leur action. Cependant, in vivo, la délétion de Trap220 perturbe spécifiquement
Ie fonctionnement de TR. La transactivation dépendante de T3 est diminuée de moitié dans les
fibroblastes embryonnaires Trap220-/+, et de 80 % dans les fibroblastes Trap220-/-, tandis que
I’activité des rétinoides, médiée par RARo et de RXRa, les deux récepteurs nucléaires les plus
proches de TR, n’est pas modifiée (Ito & al. 2000a). Les fibroblastes embryonnaires Trap220-/-
conservent une réponse faible 4 T3 : d’autres facteurs peuvent compenser partiellement I’absence de
Trap220 dans ces cellules. Ce coactivateur n’est donc pas nécessaire & 1’ activité de transactivation
de TR.

3. Hairless et Alien

Hairless est un corépresseur de TR et du récepteur orphelin RORo. (Moraitis & al. 2002).
Dans le noyau, il est localisé dans les corps associés 4 la matrice des désacétylases. Au cours d’une
expérience d’expression transitoire, Hairless a été co-immunoprécipité avec TR et les HDAC 1, 3 et
5 dans des cellules Cos. Il réprime donc Ia transcription en s’associant a I’activité des HDAC
(Potter & al. 2002). Hairless s’exprime principalement dans la peau et dans certaines régions du
cerveau, notamment de facon intense dans la couche granulaire interne du cervelet (Potter & al.
2002), ol T3 a une activité trés faible (voir seconde partie expérimentale). Dans le cerveau
uniquement, I’expression d’Hairless est fortement induite par T3 : en Western blot, la protéine
Hairless , non détectable dans le cerveau de rats hypothyroidiens, devient visible trois heures aprés
administration de T3 (Potter & al. 2002). In vitro, en présence d’une trés forte concentration de T3

(10"M), Hairless diminue la transcription médiée par TR d’un facteur 2 (Potter & al. 2001). Or les
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autres corépresseurs de TR sont actifs seulement lorsque T3 est absente. Hairless est le seul
cofacteur capable de réguler I’activité de TR 2 un niveau supérieur & T3, In vivo, il serait impliqué
dans un mécanisme de régulation négative de I’action de T3 dans le cerveau post-natal.

La mutation m de Hairless, due & 1'insertion du virus de la leucémie murine dans I’intron 6,
réduit de 95% I’expression du géne. Les souris m/m présentent des anomalies de la cochlée, et une
modification de la forme des cellules de Purkinje, associée & une diminution de taille de 27%
(Garcia-Atares & al. 1998). Toutes ces anomalies sont présentes chez les souris hypothyroidiennes
(Poguet 2002). La délétion d'un corépresseur entraine un phénotype comparable & un déficit en T3 ;
ce résultat paradoxal n’est pas expliqué.

Alienct est un autre corépresseur dont I’expression est inductible par T3 dans le cerveau
(Tenbaum & al. 2003). Une hybridation in situ monire une expression d’Alien dans presque toutes
les structures cérébrales. Cependant cette technique ne distingue pas le transcrit d’Alienc de celui
d’Alienf, qui code pour une sous-unité du signalosome COP9, impliquée dans de nombreuses
fonctions cellulaires, Le patron d’expression d’ Alieno doit donc étre spécifié, mais ceci suggére que

le mécanisme d’action d’Hairless n’est pas particulier.

Hormis le corépresseur Hairless dans le cervelet, il n’existe donc pas de cofacteur
interagissant quasi exclusivement de TR, dont I’expression retreinte expliquerait I’activité de T3
spécifiquement dans certaines cellules. Par quel moyen les cofacteurs peuvent-ils alors spécifier

P'action des TR ?

C. Les interactions moléculaires TR/cofacteurs sont spécifiques

En recherchant les particularités d’interactions moléculaires entre TR et les cofacteurs, nous

répondrons & trois questions de niveaux différent sur la spécificité d’action des TR.

1. Les éléments de réponse influenceraient les interactions TR/cofacteurs

Dans une cellule, comment T3/TR régule-t-il spécifiquement 1’expression d’un géne cible
donné, par rapport aux autres genes cibles de T3 ? Il existe peu de données sur TR permettant de
répondre a cette question, mais il est possible de raisonner par analogie & partir des données
disponibles sur un autre récepteur nucléaire : le récepteur des glucorcorticoides (GR). Rogatsky &

al. (2002} ont caractérisé les interactions de GR et de TIF2 sur certains éléments de réponse aux
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glucocorticoides GRE, dans un seul type cellulaire U208S. Sur le GRE de la collagénase 3, I’activité
corépressive de TIF-2 est due aux résidus 765 & 1007. Sur le GRE de I’ostéocalcine, ce domaine
n’est pas nécessaire 4 I’action corépressive de TIF-2, Comment un élément de réponse détermine-t-
il le domaine de répression engagé ? Les s€équences d’ ADN des GRE influencent la conformation
moléculaire du complexe régulant la transcription, par exemple en dictant 1’orientation de la surface
de dimérisation de GR (Lefstin & Yamamoto 1998). Les GRE pourraient dicter I’orientation de la
surface d’interaction de GR avec TIF-2. Les éléments de réponse spécifieraient les interactions
récepteurs nucléaire / cofacteur et détermineraient ainsi I’engagement de tel ou tel domaine de
transactivation / transrepression du cofacteur. L’influence de la séquence des TRE sur les
interactions TR/cofacteur n’a pas été étudiée mais un résultat similaire est attendu. La séquence des
TRE contiendrait ainsi une information permettant au complexe T3/TR de réguler spécifiquement

I'expression d’un géne cible donné.

2, L’affinité d’interaction TR/cofacteur est différente pour chaque cofacteur

Lorsque les ligands sont présents, pourquoi TR a-t-il une activité différente d’un autre
récepteur nucléaire alors qu’ils partagent les mémes cofacteurs ? Un récepteur nucléaire interagit
plus fortement avec une boite d’interaction d’un cofacteur par rapport a un autre. Par exemple,
Cohen & al. (2001) ont montré que TRP1 interagit plus fortement avec la boite N2 de NcoR
gu’avec la boite analogue S2 de SMRT. RARc a plus d’affinité pour la boite S2 de SMRT. Les
résidus flanquant les boites RN et CoRRN ont un role prépondérant : par exemple la sérine 884,
adjacente au motif LXXI.I. de TRBP, est responsable de la sélectivité d'interaction TRBP/ER¢.
versus TRBP/TR, TRBP/RXR et TRBP/ERJ (Ko & al. 2002). Une quantification précise des
affinités d’interaction récepteur nucléaire / cofacteur reste a établir, sans surexprimer les récepteurs
nucléaires et les cofacteurs, afin d’éviter des interactions artéfactuelles. Les résultats révéleraient
paradoxalement des affinités trés variables. Dans une méme cellule, les récepteurs nucléaires
recruteraient ainsi des cofacteurs différents, qui réguleraient différemment chaque voie de

signalisation.

3. En réponse & des signaux cellulaires, les cofacteurs peuvent subir des
modifications post-traductionnelles modifiant leur interaction avec TR

Différents signaux cellulaires peuvent 8tre transmis par les cofacteurs pour influencer la

signalisation de T3, ce qui peut &tre illustré par deux exemples.
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a. L’activation de la voie des kinases MEK-1 diminue |'interaction TR/SMRT

Le corépresseur SMRT est phosphorylé in vitro et in vive par des composants de la cascade
des MAP kinases, en particulier la kinase MEKK1 (Hong & Privalsky 2000). Cette phosphorylation
diminue de 66 % I’interaction TR/SMRT dans une expérience de double hybride. De plus, MEKK-1
entraine un changement de localisation subcellulaire de SMRT dans les ceflules CV-1. L’action des
kinases v-ErbB et MEK-1 est moins visible, celle des kinases ERK-1 et p38 est inexistante. Dans
des cellules non stimulées, des protéines fusion GFP-SMRT forment des taches punctiformes
uniquement dans le noyau. L’expression transitoire de MEKK-1 entraine une diffusion des
protéines GFP-SMRT dans le nucléoplasme, ainsi qu’une redistribution dans le cytoplasme. Un
mutant de SMRT, non phosphorylé par MAPK in vitro, subit un changement de localisation
identique, suggérant que MEKK-1 entraine la délocalisation de SMRT par un mécanisme autre que
la phosphorylation. Ainsi, en inactivant un corépresseur, la voie des kinases MEK-1 active

indirectement la voie de la T3.

b. Les interactions TR/Trip230 sont régulées au cours du cycle cellulaire

Gréice 2 une technique d’immunofluorescence sur des cellules CV1, Chen & al. (1999) ont
localisé le coactivateur Trip230 dans I’appareil de Golgi pendant ’interphase. Pendant la phase S,
Trip230 est phosphorylé et partiellement transporté dans le noyau. L’interaction TR/Trip230 est
donc régulée par le cycle cellulaire. La protéine du rétinoblastome (Rb), impliquée dans la
progression du cycle cellulaire de la phase G1 4 S, interagit avec Trip230 dans une expérience de
double hybride. Aucun complexe ternaire Trip230/Rb/TR n’a été détecté par co-
immunoprécipitation : pendant I’interphase, Rb pourrait donc séquestrer Trip230 dans le
cytoplasme. De plus, pendant 'interphase, 1’addition de T3 dans le milieu de culture provogue en
une heure la translocation de Trip230, phosphorylé, de I’appareil de Golgi vers le noyau. Trip230
est alors colocalisé avec TR dans le noyau. Ainsi, I'interaction TR/Trip230 pourrait également &tre

régulée par la voie de la T3,

En dépit de I’importance du ligand dans la fonction de T3, TR fonctionne donc comme un
carrefour moléculaire, vers lequel convergent des signaux hormonaux et non hormonaux, pour
générer une régulation combinatoire de [’expression des génes cibles. Les cofacteurs seraient les
médiateurs d’une interaction entre la voie de signalisation de T3 et d’autres voies de signalisation.

Par quel mécanisme moléculaire les cofacteurs régulent-ils la transactivation / transrépression

médiée par TR ?




D. Les interactions moléculaires TR / cofacteurs dirigent la transactivation /

transrepression médiée par T3 via un code des histones

1. I.a transactivation/transrépression médiée par TR est associée a un_patron
spécifique de modifications post-traductionelles des histones

Les séquences TRE sont soumises au mécanisme dynamique de condensation /
décondensation de la chromatine. L’ADN est organisé autour d’octaméres d’histones, les
nucléosomes. Les queues des histones, c’est-a-dire les domaines N-terminaux dépassant des
nucléosomes, subissent des modifications post-traductionnelles. Auparavant, on associait
acétylation globale des histones et activation de la transcription, déacétylation et répression. Ces
modifications sont en fait plus complexes : elles comprennent des phosphorylations, des
méthylations, des ubiquitinisations et des sumoylations précises, ainsi qu’une acétylation ou
désacétylation ciblée de certains résidus. Le patron de modification des histones est corrélé a I’état
de condensation / décondensation de la chromatine et & 1’état transcriptionnel local des génes
(Jenuwein & Allis 2001).

Par immuno-précipitation de la chromatine d’oocytes de Xénope, Li & al. (2002) ont montré
que la transrépression médiée par TR est associée & des modifications de 'histone H3: une
augmentation de la méthylation de Ia lysine 9, et une diminution de la méthylation de la lysine 4 et
de I'arginine 17, de la phosphorylation de la sérine 10 et de I’acétylation de la lysine 14, La
transactivation médiée par TR, au contraire, est associée a une diminution de la méthylation de la
lysine 4 et 9, et & une forte augmentation de la méthylation de I’arginine 17, de la phosphorylation
de la sérine 10 et de 1’acétylation de la lysine 14. L’activation du promoteur pS2 par le récepteur
des cestrogeénes conduit a des modifications trés différentes : la lysine 18 et la lysine 23 sont
acétylées, I’arginine 17 méthylée (Daujat & al. 2002). Ces modifications seraient donc une
signature d’un récepteur nucléaire. En effet, la transactivation médiée par le récepteur des
aestrogénes ER et le récepteur des glucocorticoides GR sur un méme élément de réponse HRE
aboutit & deux patrons de modification des histones différents (Li & al. 2003). Ces modifications
seraient d’une part une mémoire de la voie hormonale activée, et elles transmettraient également
une information spécifique, en contrdlant la transcription en aval : ¢’est ]a notion de code des

histones (Jenuwein & Allis 2001), proposée récemment et encore discutée.
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Deux questions se posent alors ;
1. Comment ce code est-il mis en place 7
2. Comment ce code dirige-t-il ]’état transcriptionnel du géne cible ?
Ces interrogations concernent le mécanisme de la transcription en général. Les récepteurs nucléaires
sont alors des modeles d’étude privilégiés, car la présence ou non d’un ligand permet de basculer

aisément de la transrépression a la transactivation.

2. Les récepteurs nucléaires interagissent sélectivement avec deg cofacteurs
responsables des modifications des histones

Grice & une technique de co-immunoprécipitation de la chromatine, une étude récente,
menée sur les récepteurs PR et GR (Li & al, 2003), a permis de comprendre comment le code des
histones est mis en place, Lorsque PR et GR agissent sur le méme élément de réponse HRE, ils
interagissent tous les deux avec le coactivateur pCIP. Par contre, seul PR interagit avec SRC-1 et
CBP. La lysine 5 de ’histone H4 est alors spécifiquement acétylée par CBP. Lors d’inactivation de
la fonction de SRC-1 par ARN interférence, I’acétylation de H4 diminue. SRC-1 est donc
nécessaire pour recruter CBP. GR interagit lui avec TIF-2 et PCAF. La lysine 14 est alors
spécifiquement acétylée par PCAF, et la sérine 10 de I"histone H3 est phosphorylée. Au cours d’une
expérience d’interférence ARN anti-TIF-2, 1’acétylation de H3 diminue. TIF-2 est donc nécessaire
pour recruter PCAF. Par conséquent, PR et GR interagissent avec deux coactivateurs différents, qui
recrutent deux cofacteurs a activité HAT différents, acétylant des résidus différents de la queue des
histones. Le patron de modification des histones résulte donc d'une affinité d'interaction récepteur
nucléaire /cofacteur différente. Des résultats similaires sont attendus pour TR. Par exemple, TR
pourrait recruter spécifiquement le corépresseur Suv39H1, une enzyme a activité histone méthyle
transférase. En effet, Suv39H1 méthyle la Iysine 9 de H3, or nous avons vu que la transrépression

médiée par TR est associée a cette méthylation.

La modification d’un résidu d’histone provoque ensuite d’autres modifications. Une
cinétique fine montre une intervention séquentielle des cofacteurs. Par exemple, la méthylation de
’arginine 3 de H4 par PRMT-1 facilite I’acétylation de H4 par p300 (Jenuwein & Allis 2001). Lors
de la transactivation médiée par le récepteur des astrogénes, |’acétylation des lysines 18 et 23 de
H3 par CBP favorise la méthylation de I’arginine 17 par CARM-1 (Daujat & al. 2002).

Un patron de modification des histones spécifique est ainsi obtenu. Comment est-il utilisé pour

définir un état transcriptionnel actif ou inactif ?
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3. Mécanismes permettant au code des histones de contrdler les événements de
transactivation / transrépression

On pensait que I’acétylation des histones facilitait Ie remodelage de I’ADN en neutralisant
les charges positives de la queue des histones, ce qui conduisait & la perte de 1’association des
octaméres d’histones avec I’ADN. Une étude (Ito & al. 2000b) suggére méme que le cofacteur
p300, & activité HAT, transfére directement le dimeére d’histone H2A-H2B depuis les nucléosomes
sur une protéine chaperon des histones, NAP-1. Ce mécanisme maintiendrait une configuration

ouverte de la chromatine, autorisant la transcription.

Récemment, un autre mécanisme a été proposé pour expliquer comment le code des histones
peut contrbler la transcription. D’une part, 1’acétylation des histones crée des sites de liaison pour
des bromodomaines. 11 existe plus de 75 protéines & bromodomaines chez ['homme (Jenuwein &
Allis 2001), dont les coactivateurs TAFII250 et CARMI. La protéine recombinante GST-CARMI,
par exemple, se fixe sur H3 uniquement lorsque la lysine 18 ou 23, et non la 14, est acétylée (Daujat
& al. 2002). En ce qui concerne directement TR, [’action HAT des cofacteurs de la famille SRC et
p300 est nécessaire pour que TR recrute le complexe TRAP. TRAP interagirait donc également
fortement avec les résidus acétylés de la queue des histones (Sharma & Fondell 2002).

D’autre part, la méthylation des lysines crée des sites d’interaction avec des
chromodomaines. Par exemple Suv39H1 (Jenuwein & Allis 2001) méthyle spécifiquement la lysine
9 de I’histone H3, qui sert de surface de liaison pour le chromodomaine de la protéine de

I’hétérochromatine HP-1 chez Saccharomiyces cerevisiae.

4. Les éléments manguants de la théorie du code des histones

Ainsi les modifications des histones créent des sites d'interaction avec des protéines de la
machinerie transcriptionnelle non spécifique, comme TAFH250 ou des protéines du complexe
TRAP. Chaque modification aurait des conséquences différentes selon sa localisation
chromosomique, la combinaison des modifications et les enzymes impliquées (Jenuwein & Allis
2001). Certaines hypothéses de la théorie du code des histones sont encore a démontrer. Si les
modifications des histones dirigent la transactivation et la transrepression, elles doivent €tre
réversibles, car la transcription est soumise & des régulations rapides. Les HDAC ou les
phosphatases peuvent désacétyler et déphosphoryler les résidus cibles des HAT, mais aucune

enzyme 2 activité histone déméthylase n’a encore été identifiée. Pourtant, la méthylation de la
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lysine 9 de H3 diminue rapidement lorsque TR a une action de transactivation (Li & al. 2002), sans
dilution par division cellulaire. La queue des histones étant exposée et labile, elle pourrait Etre
soumise a une protéolyse (Jenuwein & Allis 2001). Méme si les mécanismes ne sont pas connus,

toutes les marques des histones semblent donc réversibles.

5. Conclusion

Les différents acteurs de la signalisation de T3, c’est-a-dire T3, TR, les cofacteurs et les
promoteurs des geénes-cibles, interagissent donc de fagon complexe et étroitement régulée. Cette
étude bibliographique montre que le mécanisme d’action moléculaire des TR est beaucoup plus
complexe qu’une simple activité dépendante du ligand. Le code des histones semble jouer un role
crucial dans la spécificité d’action des TR, mais ce modele nécessite davantage de preuves
expérimentales. Le fonctionnement des TR illustre ainsi la complexité des transferts d’informations
dans une cellule, dans lequel le code des histones pourrait s’avérer un véhicule informatif original.

Malgré ’ensemble de ces données moléculaires, il est donc impossible de prédire si la
signalisation de T3 sera activée ou non dans une cellule donnée du cerveau, a un moment donné du
développement. Dans la seconde partie expérimentale de cette thése est présenté un systéme
rapporteur appelé FindT3, qui permet de déterminer ol et quand est active T3 dans le cerveau de la
souris. Cette partie montre comment des études & différentes échelles (moléculaire, cellulaire et
histologique) permettent d’aboutir & une compréhension intégrative de 1’action de I’hormone

thyroidienne sur le développement du cerveau.
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Deuxieme partie :

ETUDE EXPERIMENTALE
DE L’ACTION DE L’HORMONE THYROIDIENNE
AU COURS DU DEVELOPPEMENT DU CERVEAU
DE LA SOURIS
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I. INTRODUCTION

En dépit des connaissances sur le mécanisme d’action moléculaire de T3, le patron spatial et
temporel de la signalisation de T3 est encore inconnu. L.’ objectif de ce travail a été de répondre a
deux questions :

» T3 est-elle active de fagon ubiquitaire dans le cerveau ?
» Quand T3 commence-t-elle & agir ?

Par ailleurs, malgré les données disponibles sur les conséquences cérébrales de I’hypothyrotdie,
le mode d’action de T3 sur une population de cellules n’est pas défini. A plus long terme, il s’agira
de répondre 2 une autre question :

» T3 agit-elle directement ou indirectement sur un type cellulaire donné ?
Dans cet objectif, un outil permettant de distinguer les effets directs et indirects de T3 a été

construit,

A. 1ére partie : Intérét du modéle rapporteur pour Pactivité de T3

T3 est généralement considérée comme un facteur trophique, transporté par le sérum et qui
pénétre dans les tissus cibles. Le cerveau est une exception car la barriére hémato-méningée est
relativement imperméable a T3 : seulement 20% de la T3 dans le cerveau résulte d’un passage
direct de ’hormone (Guadano-Ferraz & al. 1999). Le précurseur de T3, la thyroxine ou T4, franchit
cette barritre, et elle est €galement transportée du sang dans le liquide céphalo-rachidien, via les

plexus choroides.

1. Indices d’une action hétérogeéne de T3 dans le cerveau

a. Les effets de ["hypothyroidie sont hétérogénes dans le cerveau

Dans le cerveau, différentes données suggerent que la signalisation de T3 est hétérogeéne.
L’hypothyroidie entraine par exemple une diminution de I’expression de la neurogranine dans la
couche VI du cortex cérébral et la couche granulaire de I’hippocampe, mais pas dans la couche

pyramidale de I’hippocampe (Poguet 2002) . Elle a donc des conséquences région-spécifique.
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b. La distribution de T3 dans le cerveau est hétérogéne

La distribution de T3 dans le cervean a été déterminée par différentes techniques. Chez le
rat, un dosage biochimique de T3 dans différentes fractions du cerveau montre des variations de 1
pmol/g dans le cervelet & 2,8 pmol/g dans le mésencéphale. La concentration de T3 est aussi
soumise & des variations circadiennes. Par exemple, & 14 heures, elle est 1,6 fois plus élevée qu'a
minuit dans le mésencéphale et le cervelet (Pinna & al. 2002). Mais cette technique a une résolution
spatiale limitée. Un immunomarquage anti-T3 (Rozanov & Dratman 1996) a quant 4 lui permis de
visualiser I’'hétérogénéité de la distribution de T3 directement sur des coupes histologiques de
cerveau. Mais les résultats obtenus ne sont pas toujours en accord avec les dosages, laissant
supposer que P'accessibilité de T3 a I'anticorps n’est pas uniforme dans le cerveau. Enfin,
Iinjection de ['*I]T3 ou de ['*I]T4, suivie d’un autoradiogramme sur des coupes de cerveau (Pinna
& al. 2002), a également donné un signal hétérogeéne. Mais cette méthode permet seulement
d’analyser I’entrée de T3 et de T4 dans le cerveau. Malgré les limites des techniques wutilisées, il

semble donc que la distribution de T3 dans le cerveau soit hétérogéne.

Pour I’expliquer, de nombreuses études ont ét€ menées sur les particularités du métabolisme
de T3 dans le cerveau. T4 est convertie localement en T3 par la déiodase de type 2 (D2).
L’expression de la D2 augmente lorsque la quantité de T4 diminue, préservant ainsi une
concentration normale de T3 (Guadano-Ferraz & al. 1999). La déiodase de type 3 (D3) dégrade
localement T3 et T4. L’expression de la D3 augmente lorsque la quantité de T4 ou de T3 augmente.

Le cerveau est donc protégé des fluctuations importantes du niveau de T3 (Tu & al. 1999).

Les déiodases sont des enzymes a activité locale, dont le patron d’expression est restreint.
Par exemple, la D3 est fortement exprimée dans les neurones pyramidaux de I’hippocampe, les
cellules granulaires du noyau dentate et les couches II & VI du cortex cérébral (Tu & al. 1999). La
D2 est exprimée essentiellement dans trois types cellulaires : les cellules gliales, les tanicytes
bordant le troisiéme ventricule et les astrocytes dans tout le cerveau (Guadano-Ferraz & al. 1999).
Le niveau d’expression des déiodases n’est pas exactement corrélé i leur activité enzymatique, en
particulier pour la D2 (Guadano-Ferraz & al. 1997). La D2 a une activité 4 fois plus élevée dans le
cortex frontal que dans le mésencéphale, la D3 a une activité 17 fois plus élevée dans 1’amygdale
que dans le mésencéphale (Pinna & al. 2002). Pour déterminer si I’activité des déiodases explique la
distribution de T3, Pinna & al. (2002) ont mesuré la concentration de T3 et l'activité de 1a D2 et de
la D3 dans sept fractions du cerveau du rat adulte. Ils obtiennent une corrélation significative

uniquement entre la concentration de T3 et l'activité de la D3 (r = - 0,752, p < 0,019).
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Les résultats obtenus par Gordon & al. (1999) suggérent qu’un autre mécanisme régule la
concentration locale de T3 : ’hormone serait transportée le long des axones des neurones. Apres
une lésion du locus cceruleus, 1a quantité de T3 dans les noyaux cellulaires et les axones des
neurones noradrénergiques de 1’hippocampe et du cortex cérébral diminue. T3 serait donc
accumulée dans le locus ceeruleus et distribuée aux cibles post-synaptiques via un transport axonal

antérograde. Cette hypothése reste & vérifier.

c. L’action de T3 est répulée a 1’échelle cellulaire

Si la distribution de T3 est connue, elle ne permet pas de prédire le patron d’activité de
I’hormone, car des facteurs intracellulaires régulent ’action de T3.

Au moins dans certains types cellulaires (Abe & al. 2002), des transporteurs d’anions de Ia
famille OATP2 et 3 modulent ’entrée de T3 dans le noyau.

Dans le noyau, T3 agit via un complexe TR/RXR/cofacteurs. D’aprés le patron d’expression
des différentes isoformes de TR et RXR, I’hétérodimeére TR/RXR est présent dans toutes les
cellules du cerveau (Poguet 2002). Par contre, certains cofacteurs de TR ont une expression
restreinte. Or ils régulent le signalisation de T3 (voir premicre partie bibliographique). Par exemple,
le corépresseur Hairless s’exprime essentiellement dans la couche granulaire interne du cervelet a
’age de quinze jours post-nataux (P15) (Potter & al. 2002).

Ces arguments suggérent donc une action hétérogeéne de T3 dans le cerveau post-natal.

2. Indices d’une action de T3 chez [’embryon

T3 pourrait également étre active dans le cerveau embryonnaire.

Chez le rat et la souris, la thyroide feetale est fonctionnelle & partir de 18,5 jours de vie
embryonnaire (E18,5). Or T4 et T3 sont détectables dans I’embryon de rat dés E13,5-E14,5
(Obregon & al. 1984). T4 peut donc franchir la barritre placentaire, méme si une grande quantité
est dégradée dans le placenta (Chan & Kilby 2000). La T3 présente chez 1’embryon est soit de la T3
maternelle, soit elle résulte de la conversion de la T4 maternelle en T3 par I’embryon. La fonction
de I’hormone thyroidienne chez ’embryon est inconnue. Les TR sont exprimés dés E13,5, et dés
E14,5 dans le cerveau feetal du rat (Morreale de Escobar & al. 1995). Une hypothyroidie maternelle
entraine une réduction de la viabilité des embryons, une diminution de leurs poids, un retard de

maturation osseuse et cardio-respiratoire, et elle compromet le développement neural néonatal
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{Chan & Kilby 2000). Ces anomalies peuvent avoir deux origines : I’hypothyroidie maternelle
entraine une diminution de fonction du placenta, ou bien un déficit de T3 dans I’embryon lui-méme
compromet son développement. Une hypothyroxinémie maternelle, ¢’est-a-dire un déficit en T4,
sans déficit en T3, affecte spécifiquement le développement du cerveau : elle entraine des
perturbations de la migration cellulaire, ce qui modifie la cytoarchitecture du cortex
somatosensoriel et de I’hippocampe (Morreale de Escobar & al. 1995) (Lavado-Autric & al. 2003).
La T4 maternelle est donc nécessaire pour le développement du cerveau embryonnaire, sans qu’on

sache oll, quand ni comment elle agit.

3. Pourquoi le systéme FindT3 ?

a. Lalecon des systémes rapporteurs pour I’action des rétinoides

Pour définir précisément dans quelles structures cérébrales et a quel stade du développement
agit T3, nous avons utilisé un modgle rapporteur : les souris transgéniques FindT3.

Le systéme Find a été mis au point pour déterminer le patron d’activité de I’acide rétinoique,
qui agit via des récepteurs nucléaires RAR, trés proche des TR, Dans les années 1990, différentes
équipes ont utilisé des systémes rapporteurs pour I’activité des rétinoides, basés sur des éléments de
réponse 2 RAR (RARE) devant le géne rapporteur lacZ (Balkan & al. 1992) (Colbert & al. 1993)
(Niederreither & al. 2002). Mais ces systémes entrainaient des doutes persistants sur la spécificité
d’expression du géne lacZ. En effet, les RARE sont aussi des €léments de réponse a d’autres

récepteurs nucléaires, notamment CAR, TR2, NGFI-B et COUP-TF (Aranda & Pascual 2001).

Pour contourner ce probléme, Solomin & al. (1998) ont construit des souris possédant un
transgéne effecteur, qui code pour un récepteur hybride Gal4-RAR, et un transgéne rapporteur, qui
posséde des éléments de réponse & Gal4 (Gal4-RE) suivis du géne LacZ. Le récepteur Gal4-RAR
posséde le domaine de liaison a I’ADN du facteur de transcription Gal4 de la levure, et le domaine
de liaison du ligand de RAR. Il se fixe sur les Gal4-RE et, en présence d’acide rétinoique et de
coactivateurs, il transactive I’expression du géne LacZ. L’élément de réponse Gal4-RE n’est pas
activé par les facteurs de transcription des mammiféres. Pour augmenter 1’expression du transgene,
le systeme Find a été mis au point. pFindRAR (Mata De Urquiza & al. 1999) posséde des Gal4-RE
en amont de la séquence Gal4-RAR. Ainsi, en présence d’acide rétinoique et de coactivateurs, le
récepteur hybride transactive sa propre expression : le systéme est donc auto-inductible (Find =

Feedback Inducible Nuclear receptor Driven).
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Récepteur Gald-TRa

Figure 9 : pFindT3

pFindT3 posseéde une séquence qui code pour un récepteur hybride Gal4-TRq,
associant le domaine de fixation a I’ADN du facteur de transcription Gal4 de levure, et le
domaine de fixation de T3 et des coactivateurs de TR, Ce récepteur hybride se fixe sur des
éléments de réponse a Gal4 (Gal4-RE). En présence de T3 et de coactivateurs, il transactive
I’expression du géne rapporteur lacZ, et il transactive également sa propre expression. Le
systéme est donc auto-inductible.
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Différents promoteurs ont été testés pour Gald-RAR et Gal4-RE LacZ, in vitro et in vivo
(Mata De Urquiza & al. 1999). Le promoteur minimal hsp68 donne un patron d’expression de LacZ
identique pour 70 a 90% des embryons. Le plasmide pFind, contenant seulement le DBD de Gal4
non fusionné au LBD d’un récepteur nucléaire, est exprimé dans 1 embryon sur 4, selon un patron

totalement aléatoire. L’expression de LacZ dépend donc de la présence du récepteur Gal4-RAR

activé,

b. pFindT3

Les éléments de réponse & T3, les TRE, sont variables dans leur structure ; les plus étudi€s
sont des DR4, c’est-a-dire une répétition directe de la séquence 5’-AGGTCA-3’, espacée de 4
nucléotides. Comme DR4 est aussi un élément de réponse pour les récepteurs nucléaires LXR, FXR
et UR (Aranda & Pascual 2001), nous avons utilisé la méme stratégie que Solomin & al. pour
déterminer spécifiquement la signalisation de T3.

Le plasmide pFindT3 (figure 9) a été construit par Frédéric Flamant & partir du plasmide
pFindRAR, en remplagant la séquence codante de Gal4-RAR par celle de Gal4-TRo (Flamant &
Samarut 1998). pFindT3 a été micro-injecté dans des oocytes de souris par le service transgénése de
I’ENS. Deux souris transgéniques, 2 1’origine des deux lignées FindT3A et FindT3B, ont été
obtenues au début de ce travail expérimental.

Pour activer 1’expression de pFindT3, la présence concomitante de T3 et de coactivateurs est
nécessaire. Le systéme fonctionne indépendamment de la présence des TR endogénes. Mais les
hétérodimeéres TR/RXR étant ubiquitaires dans le cerveau (Poguet 2002), I’expression de pFindT3
devrait effectivement refléter la signalisation de T3. Ce systéme rapporteur a d’abord été€ validé,

puis il a été exploité pour déterminer ot et quand agit T3.

B. 2éme partie ; Intérét de distinguer les effets directs et indirects de T3

1. Indices d’une action indirecte de T3 dans le cerveau

La connaissance du patron de signalisation de T3 ne suffit pas & déterminer tous les r6les de
I’hormone, car T3 aurait aussi des actions indirectes. En effet, trés peu de génes cibles directement
régulés par T3 ont été identifiés (Poguet 2002). T3 active ’expression des génes NT-3 et BDNF
(Poguet 2002). Or les protéines NT-3 et BDNF sont des neurotrophines impliquées dans la
communication entre les cellules de Purkinje et les cellules de Ia couche granulaire externe du

cervelet (Poguet 2002). Elles sont transportées dans le cerveau le long des axones (Caleo & al.
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2000). Des souris qui n’expriment pas NT-3 dans le cerveau ont un phénotype proche des souris
hypothyroidiennes, notamment un défaut de foliation dans le cervelet & P8 (Bates & al. 1999). De
plus, NT-3 et BDNF peuvent compenser une partie des anomalies cellulaires lors d’hypothyroidie :
la greffe de cellules exprimant fortement NT-3 ou BDNF chez des rats hypothyroidiens prévient la
mort cellulaire des neurones de la couche granulaire interne du cervelet ; NT-3 favorise aussi la
différenciation et la migration des neurones de la couche granulaire externe et stimule 1’élaboration
de ’arborescence des cellules de Purkinje (Neveu & Arenas 1996). NT-3 et BDNF pourraient donc

étre les médiateurs d’une action indirecte de T3 dans le cervelet.

2. Stratégie utilisée pour séparer les effets directs et indirects de T3

Pour déterminer les effets directs et indirects de T3, la réponse & T3 sera supprimée
spécifiquement dans certaines cellules, en exprimant un récepteur muté. Un vecteur d’expression
conditionnelle qui code pour TRatl muté a donc été construit, et son activité a été testé in vitro. Par

la suite, ce vecteur sera introduit dans le génome de la souris par recombinaison homologue.

II. MATERIEL ET METHODE

A. Construction des plasmides

Pour les différentes étapes de clonage décrites dans la figure 16 (p. 81), le protocole suivant
a été utilisé : les plasmides ont été digérés par une unité d'enzyme donnée (Promega) pour 1 ug
d'ADN dans le tampon approprié, 1 heure & 37°C. Aprés digestion, les vecteurs ont été
déphosphorylés aux extrémités 5' grice a la phosphatase alcaline de crevette (Roche), 30 minutes a
37°C. Les inserts séparés sur gel d'agarose a 1% ont été extraits et purifiés par adsorption, lavages et
élution sur colonne (Qiagen). Le vecteur et l'insert, dans un rapport molaire 1/5, ont été ligués avec
la ligase T4 (Roche) 4 heures & 20°C ou 16 heures & 4°C. La présence et l'orientation de l'insert ont
été déterminées par digestion avec des enzymes de restriction.

Pour obtenir les plasmides pIF2TRa1A et pIF2TRalmA, 50 pl de bactéries compétentes
DHS50, (C = 10° bactéries/ul) (Invitrogen) ont été transformées avec le plasmide nCre (don de T.

Lamonerie) et pIF2TRol ou pIF2TRa1m.
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B. Cultures cellulaires et transfection

Les cellules Cos7 ont été cultivées dans du milieu Dulbecco Modified Eagle (Gibco)
supplémenté avec 2 mM de L-glutamine (Biomedia) et 10% de sérum de veau feetal (Gibco-BRL),
déplété de T3. Le sérum a été déplété par chromatographie échangeuse d’ions sur les colonnes
AG1-X8 (Biorad). Les cellules ont été transfectées avec 3 ul de Fugene (Roche Applied Science)

par ug &’ ADN pendant 6 heures, puis le milieu de culture a été changé.

C. Tests fonctionnels in vitro

1. Quantification de ’expression_du_géne LacZ aprés expression transitoire de
pFindT3

Dans des plaques de 6 puits, 3 x 10° cellules Cos ont été transfectées avec 20 ng de pFindT3.
Les cellules ont été cultivées 48 heures en présence de 0 & 10°M de T3, de 0 a 10°M d’acide
rétinoique 9-cis ou de 0 & 10°M de P-2-oestradiol, puis lysées dans 100 pl de tampon (Promega).
Cinquante Wl du lysat ont été mélangés avec 50 ul de réactif deux fois concentré [O-Nitrophenyl-f3-
D-galactopyranoside ou ONPG 1,33mg/ml (Sigma), B-mercaptoéthanol & 100 mM, MgCl12 2 mM
dans un tampon phosphate 200 mM, pH 7,4]. Apres 45 minutes de réaction, la densité optique a été

lue & 405 nm.

2. Détection de la protéine TR0l ou TRotlm par Western-blotting

Dans des boites de 100 mm de diamétre, 3 x 10° cellules Cos ont été transfectées avec dix
microgrammes des plasmides pIF2TRo1A, pIF2TRo1mA, pIF2TRal, pIF2TRetIm ou pSG5STRo1
(don de O. Chassande). Les celiules ont été lysées 48 heures plus tard, dans 30 jl de tampon RIPA
[Tris HCI pH = 7,4 25 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5mM, SDS 0,1%, deoxycholate 0,5%, Triton
1%], pour réaliser un Western Blot. Les protéines ont été dénaturées 5 minutes & 100°C dans 30 pl
de tampon Laemmli [Tris HCI pH = 6,8 0,35 M, SDS 10,3%, Glycérol 36%, bleu de bromophénol
0,012%, DTT 0,6 M], puis séparées par électrophorése sur gel de polyacrylamide 10% [SDS 0,1%,

Tris, 0,025 M]. Elles ont été transférées sur membrane de nitrocellulose (Amersham Pharmacia
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Biotech) par électrotransfert 1 heure a 180 mA 2 4°C dans un tampon [Tris 25 mM, Glycine 0,192
M, éthanol 20%]. La membrane a ét€ saturée dans du TBS-T [TBS 1% Tween] 16 heures i 4°C.,
Elle a été incubée 1 heure avec 'anticorps primaire dans du TBS-T, lavée, puis incubée 45 minutes
avec l'anticorps secondaire couplé a la peroxydase, et & nouveau lavée. TR a été détecté par
chimioluminescence a l'aide du kit ECL (Amersham), L’ utilisation d’un anticorps polyclonal anti
TR0-1-403 au 1/250°™, produit chez le lapin (Interchim), a donné un signal faible. L’anticorps

monoclonal anti-TRal (C1) sc-739 (TEBU) au 1/200*™, produit chez la souris, a ensuite été utilisé.

3. Excision de la cassette PGKNeoR de pIF2TRo1m dans les cellules Cos

Dans des boites de 100 mm de diamétre, 3 x 10° cellules Cos ont été transfectées avec dix
microgrammes des plasmides pIF2TRal ou pIF2TRalm. Pour sélectionner les clones
transgéniques, les cellules ont été cultivées 15 jours en présence de 250 pug/ml de G418 (Gibco).
Puis 3 x 10° cellules ayant intégré le plasmide pIF2TRa1 ou pIF2TRotIm dans leur génome ont été
transfectées avec 10 pg du plasmide nCre. Aprés 72 heures de culture sans G418, I’émission de

fluorescence, traduisant 1’expression d’EGFP, a été observée au microscope.

4, Mesure de 1’activité de transactivation de pIF2TR¢1m

Dans des plaques de 24 puits, 5 x 10* cellules Cos ont été transfectées avec 100 ng du
plasmide pGL2ZDR4Luc (don de H. Escriva), et 50 ng de pIF2TRaIA, pIF2TRolmA ou pIF2TRal.
En paraligle, 5 x 10* cellules Cos ont été transfectées avec 100 ng de pGL2DR4Luc, 30 ng de
pIF2TRa1 et 0, 15 ou 30 ng de pIE2TRo1m, en ajustant la quantité totale de plasmide & 160 ng
avec pIRES2EGFP (Clontech). Quarante huit heures aprés, T3 (10”M) a été ajoutée ou non durant
12 heures. Apres lyse des cellules dans 150 pl de tampon (Promega), 50 pl de Iysat ont été
mélangés avec 100 pl du substrat Luciferase Assay Reagant II (Promega). La lumicre émise a été

mesurée pendant 10 secondes avec un luminométre automatique.
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C. Souris transgéniques

1. Génotypage des souris

Le génotype des souris a été déterminé par PCR :

Oligonucléotides Température | Nombre | Allele |Fragment | Référence
d’hybridation | de cycles amplifié
5-ATTACGGTCAATCCGCCG 50°C 32 FindT3 | 543 pb
5'-ATCGGCATAACCACCACG Sauvage -
5'-GCTAAGAGAAGGTGGATGAGAG 56°C 35 Pax8 370 pb | (Mansouri
5'-GATGCTGCCAGTCTCGTAGG Sauvage | 390 pb & al.
5'-GGATGTGGAATGTGTGCGAGG 1998)
5-“ATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACG 58°C 32 TRa0 | 115pb | (Gauthier
5-TTCAGGAGGATGATCTGGTCTTCGCAAG Sauvage | 660 pb & al.
5'-GAGGAGGCGAAAGGAGGAG 2001)

S"TGCCCTGGGCGTTAGTGCTG

Les souris Hairless m/m (Iffa Credo) ont été identifié par leur phénotype, c¢’est-a-dire une

alopécie d’abord péri-oculaire et péri-labiale vers P10 qui s’étend dans le sens postérieur pour

devenir totale vers P30.

2. Traitements administrés aux souris FindT?3

Pour induire une hypothyroidie, les souris FindT3 ont été nourries avec des croquettes

déplétées en iode et contenant du propyl-thio-uracyl (PTU) (Harland Teklad). Pour induire une

hyperthyroidie, 100 plI de solution de T3, & raison de 200 ug/Kg (Sigma) et de T4, & raison de 2

mg/Kg (Sigma) dans du PBS, ont été injectés quotidiennement par voie intrapéritonéale pendant 5

jours.

Pour inhiber les désacétylases, 10 souris FindT3 A et B ont regu des injections intra-

péritonéales journaliéres de 0,5 mg/kg de trichostatine A (Sigma) dans 40 pl de DMSO (Mishra &

al. 2003).
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Pour Iéser le locus cceruleus, 10 souris FindT3A et B de 15 jours ont regu une injection
intrapéritonéale de 100 ul/10g de DSP-4 [N-(2-chloroethyl)-N-ethyl-bromobenzyl} (Research

biochemicals Inc.) & 8 mg/ml dans du PBS, préparé extemporanément.

E. Révélation de I’activité de la B-galactosidase dans les organes des souris FindT3

Pour faciliter la dissection du cerveau, 5 souris FindT3A et B (P8 et P15) ont été
anesthésiées par injection intrapéritonéale de 100 [l/30g d’une solution & 33 mg/ml de Kétamine
(Panpharma) et & 1,6 mg/ml d’Hypnovel (Roche), puis fixées par perfusion intracardiaque de 20 mi
d’une solution de PBS 4 4% de paraformaldéhyde (PFA) (Sigma).

Les organes entiers ou des tranches de cervean de I mm d’épaisseur, découpées avec un
scalpel, ont été fixés pendant 1h dans une solution de PBS 4 4% de PFA. Apreés ringage au PBS, un
test au Xgal a été réalisé pendant 16h a 30°C avec une solution & 0,165 mg/ml de ferricyannure,
0,21 mg/ml de ferrocyannure, 1 mg/ml de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-f-D-galactopyranoside ou

Xgal (Buromedex), 4mM de MgCI2 et 0,2 ul/ml de NP-40 dans du PBS.

F. Immunomarquages

Aprés dissection, 3 cerveaux FindT3B (P2) ont subi un test au Xgal avant d’&tre inclus en
paraffine et coupés en tranches de 10 um au microtome, Les coupes ont été saturées dans du PBS
avec 0,1% de triton et 5% de sérum de chévre (Sigma), incubées 16 heures & 4°C avec l'anticorps
primaire, lavées, et incubées 1 heure & température ambiante avec I'anticorps secondaire. Pour les
neurones, [’anticorps primaire monoclonal Tuj1 (anti-tubuline, isoforme PI) de souris (Chemicon
International) dilué au 1/50°™ a été révélé avec un anticorps secondaire anti-souris couplé 2 la
Cyanine 3 (Jackson ImmunoResearch) au 1/750°™. Pour les astrocytes, I’anticorps primaire anti-
GFAP de lapin (Dako) dilué au 1/50°™ a été révélé par un anticorps secondaire anti-lapin couplé au
FITC (Jackson ImmunoResearch) au 1/100%™,
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G. Cultures primaires

Dans 6 expériences de culture de neurones, 5 4 10 cerveaux de souris FindT3A et B, agées
de PO & P7, ont été disséqués en 5 fractions : lobes olfactifs, cortex antérieur, cortex postérieur,
colliculus et cervelet. Chaque fraction a été dissociée par trituration dans 1 ml d'une solution de
Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS) sans Ca** ni Mg (Gibco). La concentration en cation a été
restaurée par dilution dans 2 ml de HBSS (Gibco). Apres centrifugation 1 minute a 200g, les
cellules ont ét€ resuspendues dans 0,5 ml de milieu Neurobasal (Gibco), supplémenté avec 2% de
B27 (Gibco), 0,5 mM de L-glutamine, 100 U/ml de pénicilline et 100 pg/ml de streptomycine
(Gibco), et cultivées dans des puits de 15 mm de diamétre sur un film de poly-D-lysine (incubation
d’une solution 2 0,05 mg/mi de poly-D-lysine pendant une heure). Dans [a moitié des puits, 107°M
de T3 a ét€ ajoutée, ainsi que 0,5 10”M de trichostatine A dans une expérience. Un test au Xgal a
été réalisé aprés 48 heures. Pour vérifier que les cellules étaient effectivement des neurones, un

immunomarquage anti-Tuj1 (voir E) a été réalisé.

Dans deux expériences de culture d'astrocytes, 4 cerveaux de souris FindT3A et B (P8 et
P15), ont été disséqués dans du PBS. Les cellules ont été dissoci€es par la trypsine (0,01% dans du
PBS), puis cultivées dans du DMEM supplémenté avec 2 mM de L-glutamine, 10% de sérum
déplété de T3, et 0 ou 10°M de T3. Aprés 8 jours, seuls les astrocytes ont survécu, et un test au
Xgal a été réalisé.

Pour la culture de fibroblastes embryonnaires, 4 embryons ont été disséqués a E15,5. Le

protocole était ensuite identique aux astrocytes.

H. RT-PCR quantitative

L’ ARN a été extrait des fractions de cerveaux grice a un kit Gene-Elute (Sigma) et dosé au
spectrophotométre & 260 nm. Sa qualité a ét¢ déterminée sur gel d'agarose & 2%. L'ARN a été
dénaturé 5 minutes 4 70°C. La transcription inverse de 'ARN en ADNc a été réalisée avec des
amorces aléatoires et la transcriptase inverse Mul.V (Promega) 1 heure & 37°C. Les ADNc ont été
amplifiés en présence de Sybr green (Roche Applied Science) par PCR en temps réel (MJ
Research), avec les oligonucléotides S5S'GAAGATGGGACTCCTCAGCGTA et
5’GCTTGAGCAGAATGACCGAGTC pour la D2, SSTCAACAGTGAAGGCGAGGAG et
5’ ATGCCACACGGCTTTGAGAGAG pour la D3, Pour normaliser les résultats, 1’expression d’un
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géne de ménage, la phosphoprotéine ribosomale acide (36B4) a été quantifiée pour chaque
échantillon, avec les oligonucléotides: 5 -ACCTCCTTCTTCCAGGCTTT et 5°-
CCCACCTTGTCTCCAGTCTTT.

I. Dosage de T3

Les cerveaux de 10 souris OF-1 ont été disséqués en trois fractions : cortex antérieur,
colliculus et cervelet, broyés dans du méthanol avec 0,04 mM de PTU, a 0°C, T3 a été particllement
purifiée par chromatographie échangeuse d’ions, d’aprés la technique décrite par Obregon & al.
(1984). Des quantités connues de T3 (6,6x10"%, 6,6x107"° et 6,6x10°g) dans la solution de
méthanol/PTU ont été extraites avec une efficacité proche de 100%. Chaque extrait sec a été
resuspendu dans 1 ml de milieu de culture et placé sur des cellules Cos transfectées avec pFindT3.
L’activité f-galactosidase a été mesurée 48h plus tard (voir B.2). Des dilutions en série de T3 ont
été utilisées pour construire une courbe étalon établissant la correspondance entre 1’activité (-
galactosidase et la quantité de T3. La quantité de T3 présente dans chaque extrait a été estimée 2

partir de cette courbe.
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Figure 10 : Test de ’activité de pFind T3 in vitro

La quantité de f-galactosidase exprimée par des cellules Cos transfectées avec
pFindT3 augmente lorsque la concentration de T3 dans le milieu de culture augmente, Le
bruit de fond en absence de T3 a ét€ soustrait. Une réponse significative est observée en
présence de 10" M de T3. L activation maximale de pFindRAR par 1’acide rétinoique est
donnée pour comparaison.
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III. RESULTATS

A. Exploitation du systeme rapporteur FindT3

1. L’expression de pFindT3 est régulée par T3 in vitro

L’activité du plasmide pFindT3 a d’abord été testé in vitro. pFindT3 a été exprimé de fagon
transitoire dans des cellules Cos, puis ces cellules ont été cultivées 48h en présence d’une quantité
variable de T3 (0 & 10"M). La quantité de B-galactosidase exprimée, mesurée par un test ONPG,
augmente lorsque la concentration de T3 augmente dans le milieu de culture (figure 10). In vitro, le
niveau d’expression de pFindT3 dépend donc de la disponibilité en T3, La spécificité du systéme
rapporteur a été€ vérifiée en testant ’action de I’acide rétinoique, qui agit via les récepteurs
nucléaires RAR, et de I’oestradiol, qui agit via les récepteurs nuciéaires ER, sur I’expression du
géne LacZ. Lors d’expression transitoire de pFindT3 dans les cellules Cos, I’acide rétinoique et

I’oestradiol n’induisent aucune expression de [a 3-galactosidase (données non montrées).

2. pFindT3 s’exprime essentiellement dans les neurones des souris transgéniques

Pour déterminer dans quels tissus s’exprime pFindT3, des tests au Xgal ont été effectués sur
les organes sensibles & T3 de souris FindT3A et B 4 P15, car la concentration sérique de T3 est
maximale a cet dge (1,8 ng/ml). Dans le cerveau, I’expression de la [-galactosidase est forte dans
les deux lignées (figure 11), notamment dans le cortex antérieur et les colliculus. Par contre,
I’expression de pFindT3 est trés faible dans le foie, le ceeur, la rate, la thyroide, la peau, les reins,
les ovaires et les muscles. Il existe deux exceptions : pFindT3 s’exprime dans les spermatogonies et
la rétine. Concernant I’intestin, le test au Xgal donne un bruit de fond important chez les contrbles

non transgéniques.

Les types cellulaires expriment pFindT3 dans le cerveau ont alors ét€ déterminés. Sur des
coupes de cerveau FindT3A et B, un test au Xgal a &té réalisé, puis un immunomarquage avec un
anticorps Tuj1 (anti-tubuline, isoforme PII) pour identifier les neurones, et un anticorps anti-GFAP
pour identifier les astrocytes. pFind13 s’exprime essentiellement dans les neurones , et il s’exprime
peu dans les astrocytes (données non montrées). Dans la rétine, le transgéne s’exprime dans la

couche des cellules ganglionnaires, qui sont des neurones.
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Figure 11 : Le patron d’expression de pFindT3 révéle la signalisation hétérogene de T3 dans le cerveaun

Un test au Xgal a été réalisé sur les cerveaux des souris FindT3A et FindT3B en péricde post-natale.
Cerveau FindT3A 4 P2, A: vue ventrale, B : vue dorsale. Cerveau FindT3A a P8, C : vue ventrale, D : vue dorsale.
Cerveau FindT3B 4 P2, E: vue ventrale, F : vue dorsale. Cerveau FindT3B 4 P8, G : vue venirale, H : vue dorsale,

pFindT3 a un patron d'expression similaire dans les deux lignées : il s'exprime fortement dans le cortex antérieur
{ca), les colliculus supérieurs (cos), faiblement dans les lobes olfactifs (ob), le corlex postérieur (cp) et le cervelet (cb), et
selon un patron complexe dans I'hypothalamus (hy). Dans la lignée A, il s'exprime davantage dans les colliculus inférieurs
{coi) ¢t le pons (ps).

Cerveau hypothyroidien Pax8-/- FindT3B, I : vue ventrale, J : vue dorsale, Cerveau hypothyroidien aprés traitement
au PTU a2 P15, K : vue ventrale, L : vue dorsale. Cerveau Pax8-/- FindT3B aprés administration de T3 et T4 pendant 5 jours,
M : vue ventrale, N : vue dorsale.

L'hypothyroidie entraine une diminution trés nette de l'expression de pFindT3. L'administration de T3 contrecarre
cette diminution.

O : Cervelet FindT3B 2 P15, vue dorsale. P : Lobes offactifs FindT3B & P15, vue ventrale. Q : Cervelet hyperthyroidien & P15,
vue dorsale. R : Lobes olfactifs hyperthyroidien FinT3B & P13, vue ventrale.

Dans les cerveaux hyperthyrotdiens, pFindT3 s'exprime dans des cellules du cervelet et des lobes olfactifs qui
n'expriment pas le transgéne dans des conditions euthyroidiennes.

Dans le cerveau, I'expression de pFindT3 dépend donc de la disponibilité de T3.
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Dans les autres types cellulaires, soit T3 a une activité beaucoup plus faible que dans les
neurones, soit il existe un défaut d’expression de pFindT3. Des astrocytes et des fibroblastes
embryonnaires transgéniques, issus des souris FindT3A et B, ont été cultivés en présence d'une
forte concentration de T3 (107M), pour tenter d’induire I’expression de pFindT3. L’expression de la
B-galactosidase reste trés faible aprés 48 heures de culture. Il semble donc exister un défaut
d’expression de pFindT3 dans certains types cellulaires.

Par conséquent, I’utilisation du modéle FindT3 est restreinte au cerveau.

3. L’expression de pFindT3 dans le cerveau dépend de la disponibilité de T3

Dans un premier temps, la fiabilité du modele FindT3 a été contrdlée. II a d’abord été vérifié
que le systéme rapporteur répondait & T3 in vivo.

Si la disponibilité de T3 dans le cerveau diminue, I’expression du géne LacZ devrait
diminuer, Le propyl-thio-uracil (PTU), administré dans I’alimentation des souris allaitantes, rend a
la fois les méres et les souriceaux hypothyroidiens. Aprés 15 jours de traitement an PTU,
I’expression de pFindT3 est fortement diminuée dans le cerveau des méres et des souriceaux a P15
(figure 11). Pour vérifier que cet effet résulte de I’absence de T3 et non d’une action indirecte du
PTU, de 1a T3 et de la T4 ont été injectées quotidiennement & 5 souris traitées au PTU, de P9 4 P14.

A P15, I’expression de pFindT3 dans leur cerveau est forte.

Les souris FindT3B ont également été croisées avec la lignée de souris Pax8+/-. Les souris
Pax8-/- sont dépourvues des cellules folliculaires de la thyroide. Elles meurent vers I’3ge de trois
semaines. Ce sont de trés bon modéles d’hypothyroidie congénitale (Mansouri & al. 1998). Dans la
majorité des cas (8/10), I’expression de pFindT3 est trés faible dans leur cerveau a P2, P8 (figure
11), P15 et P21, Les souris Pax8-/- FindT3 qui ont regu des injections quotidiennes de T3 et T4 de

P3 & P7 ont une expression trés intense du transgéne dans le cerveau a P8 (figure 11).

Nous avons ensuite tenté d’augmenter [a disponibilité de T3, en dépit des mécanismes
protégeant le cerveau d’une élévation du niveau de T3 : 5 souris FindT3B ont €t rendu
hyperthyroidiennes en injectant T3 et T4 de P9 a P14. A P15, pFindT3 s’exprime alors dans
certaines cellules des lobes olfactifs et de la couche granulaire externe du cervelet, dans lesquelles
’expression du transgéne n’est normalement pas induite chez les souris FindT3 euthyroidiennes &
cet Age (figure 11),

L’expression de pFindT3 est donc régulée par T3 dans le cerveau.
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4. Le site d'intégration influence peu I’expression du transgéne dans le cerveau

Le principal artéfact a redouter est une perturbation de 1’expression du transgéne par les
séquences chromosomiques adjacentes. Les copies de pFindT3, intégrées de fagon indépendante
dans le génome des deux géniteurs FindT3A et FindT3B, sont situées dans deux locus différents.
Les régions ol I'expression du transgeéne est influencée par le site d’intégration sont celles ou le
patron différe entre les deux lignées. Des tests au Xgal montrent que le patron de pFindT3 est
similaire dans les cerveaux des deux lignées & P2, P8 et P15 (figure 11), hormis deux exceptions :
pFindT3 s’exprime davantage dans les colliculus inférieurs et dans le pons des souris FindT3A. Le
site d’intégration influence donc trés peu 'expression de pFindT3. Chez I’embryon, le patron
d’expression du transgéne est similaire dans le cerveau, mais il différe dans les organes
périphériques (voir paragraphe 6).

Tous ces contrbles indiquent que P’expression du géne LacZ refléte la signalisation de T3 dans
le cerveau. Le modéle FindT3 a donc €t utilisé pour déterminer le patron d’activité spatio-temporel

de T3.

3. La signalisation de T3 dans le cerveau post-natal est hétérogéne

Des tests au Xgal ont été effectués sur des cerveaux post-nataux, & P2, P5, P8, P12 et P15
(données non montrées). Le patron d’expression de pFindT3 est stable, mis a part une diminution de
I’expression du transgéne dans les cellules granulaires externes du cervelet de PO 4 P15. Des coupes
coronales ont été réalisées, afin de visualiser I’expression du transgéne dans les structures internes
du cerveau 4 P15, Le patron d’expression de la [3-galactosidase, similaire dans les deux lignées, est
spécifique de certaines structures cérébrales (figure 12). I est décrit pour les deux lignées dans le

fableau V.
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Figure 12 : Expression de pFindT3 dans le cerveau post-natal

Un test au Xgal a été réalisé sur des tranches de cerveaux de souris FindT3A (A,B,C,D,E, G, 1,1, K) a P15.
Les sections coronales ont été réalisées aux positions approximatives suivantes, selon les lignes de bregma :
A=15 B=08 C=06 D=0 E=-0,5 F=-1 G=-1,5 H=-25 1=-3 J=-35 K=-5
L : une section parasagittale du cervelet montre une expression de pFindT3 dans les cellules de Purkinje (pcl)
dans la lignée B. Remarquez |’intensité du signal dans le cortex piriforme (pi, A & C), le thalamus (th, D 2 F),
’hippocampe (hi, F 1), le ganglion dorso-latéral (dlg, H) et les colliculus (co, J).
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Tableau V : Description du patron d’expression de pFindT3
dans les structures internes du cerveau a P15.5

FINDT3A |FINDT3B
N des bulbes olfactifs ) )
Neocortex
Couche moléculaire " )
Couche granulaire externe -t ++
Couche pyramidale externe it +
Couche granulaire interne |~ .
Couche pyramidale interne |~ )
Couche multiforme o +
Cortex piriforme H S
Striatum . +
Globus pallidus ) )
N Hippocampal + +
Subiculum ) )
CAl -t ++
CA2 ++ ++
CA3 ++ ++
Gyrus dentate ) )
Thalamus e +
Hypothalamus + +
N habénulaire - At
Amygdale 4+ +++
Tegmentum +H +
Colliculus supérieurs H i
Colliculus inférieurs + +
N Trigéminal + +
Nrouge + +
N antérieur du pons it +
N postérieur du pont ) }
N réticulaire du Pont ) )
N vestibulaire medial + +
N gigantocellulaire ) )
Olive inférieure ik +
N cerebellaire AR LAl
Cortex cerebellaire ) )
Cellules de Purkinje ) il
Couche germinale externe ) 3
Trigone germinale A +
Plexus choroide ) )
N spinal trigéminal -+ +
Moéklle épinicre
Matiére blanche ) )
Matiére grise i H

N : noyau
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6. T3 est active dang le cerveau moyen de ’embryon

Pour savoir & quelle date débute la signalisation de T3 6 4 12 embryons issus de parents
homozygotes ont été prélevés a E10,5, E13,5, E15,5, E17,5 dans les deux lignées. Un test au Xgal
sur les embryons entiers ou les cerveaux isolés montre une expression de pFindT3 dés E15,5 dans le
cerveau moyen (figure 11) pour les deux lignées. Le transgéne s’exprime également dans 1'épiderme
dorsal pour la lignée A, et dans 1’ oreille interne, un site d’action connu de T3 (Chan & Kilby 2000},
pour la lignée B.

A E17.5, pFindT3 a un patron d’expression plus complexe, similaire dans les deux lignées
(figure 13). Il s’exprime fortement dans le mésencéphale et le futur cortex piriforme.

T3 a donc une action région-spécifique trés précoce dans le cerveau embryonnaire.

Les résultats obtenus permettent de faire la part entre la T3 d’origine maternelle et la T3
produite par I’embryon au cours du développement embryonnaire et post-natal du cerveau. pFindT3
s’exprime dés E15,5 alors que ia thyroide de I’embryon n’est fonctionnelle qu’a E18,5 (Obregon &
al. 1984). La T3 active a E15,5 est donc maternelle, ou synthétisée localement a partir de la T4
maternelle. 8 souris Pax8-/- FindT3B sur 10 ont une expression de pFindT3 trés faible a P2, P8,
P15 et P21. Or elles sont allaitées par des méres Pax8-+/- euthyroidiennes. En période post-natale, le
passage de la T3 maternelle par le lait est donc minime. 1.’expression de pFindT3 dans le cerveau
de 2 souris Pax8-/- FindT3B ne signifie pas nécessairement un passage de la T3 par le Jait, mais

peut aussi résulter d’une pénétrance incompléte de la mutation Pax8.

L’hétérogénéité de la signalisation de T3 dans le cerveau peut s’expliquer par la distribution
de T3. Deux régions ou I’expression de pFindT3 est trés forte ont été€ disséquées : le cortex antérieur
et Ies colliculus, et une région on elle est faible : le cervelet. La T3 a été partiellement purifiée et
dosée en plagant les extraits sur des cellules transfectées avec pFindT3. La concentration de T3 est
forte dans le cortex antérieur (1500 fmol/g) et les colliculus (6000 fmol/g), et faible dans le cervelet
(500 fmol/g). Dans ces trois régions, la signalisation de T3 est donc corrélée avec la quantité de T3

extraite.
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Figure 13 : Expression de pFindT3 durant le développement embryonnaire

Un test au Xgal a ét6 réalisé sur des embryons et des cerveaux embryonnaires FindT3A et FindT3B.
A': Cerveau FindT3A 4 E15.5, vue latérale. B : Embryon FindT3A 4 E15.5 C ;: Embryon FindT3B & E15.5.
D : Cerveau FindT3A & ElS5,5, vue dorsale. Cerveau FindT3A 4 E17,5, E : vue dorsale, F : vue ventrale,
G : Coupe sagittale d’un cerveau FindT3B & E17.5. Les colliculus (co), I"hippocampe (hi) et le thalamus (th)
expriment pFindT3, mais pas le cortex latéral (cx}, les lobes olfactifs (ob), ni le cervelet (cb). Cervean FindT3B
a E17,5, H : vue dorsale, I : vue ventrale, Dans les deux lignées, pFindT?3 s'exprime donc fortement dans le
mésencéphale (mes) et le cortex piriforme (pi)a E17,5.
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Pour savoir si I’absence d’expression du géne LacZ dans certaines cellules du cerveau
s’explique par un niveau de T3 insuffisant, des cultures primaires de neurones transgéniques issus
de différentes régions du cerveau ont été réalisées en présence de 10'M de T3. Mais tous les
neurones perdent ’expression du transgene aprés 48h de culture, méme en présence d’un inhibiteur
des désacétylases, Ia trichostatine A. Lors de culture primaire, les neurones ne se multiplient pas

mais survivent quelques jours, ce qui perturbe peut-étre leur activité transcriptionnelle.

In vivo, pFindT3 ne s’exprime pas dans tous les neurones des cerveaux hyperthyroidiens &
P15 (figure 11). Pour déterminer si I’expression du transgéne est bloquée par des corépresseurs a
activité histone désacétylase, de la trichostatine A a ét€ injectée directement aux souris (Mishra &

al. 2003), a partir de P2, P4 ou P8. Mais ce traitement s'est avéré létal en 48 h.

Dans la partie bibliographique, nous avons vu que le corépresseur Hairless pourrait étre
impliqué dans un mécanisme de rétrocontrdle négatif de Pactivité de T3 dans le cerveau. Hairless
est fortement exprimé dans le cervelet, en particulier dans les cellules de la couche granulaire
interne (Potter & al. 2002). Or I’expression de pFindT3 est trés faible dans ces cellules (figure 12).
Pour déterminer si ce corépresseur inhibe la signalisation de T3 dans le cervelet, les souris FindT3A
et FindT3B ont €€ croisées avec des souris qui possédent une mutation m dans le géne qui code
pour Hairless (Iffa Credo). Cette mutation spontannée, due a I’insertion du virus de la leucémie
murine, réduit de 95% 1’expression du géne Hairless. L’ objectif était de déterminer si 1’inactivation
d’Hairless conduisait a activer la signalisation de T3 dans le cervelet. Un test au Xgal réalisé sur
des coupes de cerveau montre que le patron d’expression de pFindT3 chez les souris Hairless m/m
FindT3A ou B n’est pas modifié par rapport aux souris contrbles FindT3A ou B 2 P15 et 4 P21 dans
tout le cerveau, et en particulier dans le cervelet (données non montrées). Hairless n’est donc pas le
seul facteur qui inhibe la signalisation de T3 dans le cervelet ; d’autres corépresseurs compensent

sans doute son action.

8. Le niveau d’expression des déiodases explique partiellement la signalisation
hétérogeéne de T3

La déiodase de type 2 (D2) synthétise localement T3 dans le cerveau et la déiodase de type 3
la dégrade (D3). Les données publi€es semblent indiquer une coincidence entre I’expression du
transgeéne et P'expression de la D2 et de la D3 (Guadano-Ferraz & al. 1997) (Tu & al. 1999). Pour

compléter ces données, I’expression des déiodases a été quantifiée dans le cerveau
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Figures 14 : Quantification de ’expression des déiodases de type 2 (D2) et de type 3 (D3

dans le cerveau embryonnaire et post-natal

D2 est 'enzyme qui synthétise T3 dans le cervean, D3 I’enzyme qui la dégrade.

a. Expression pré-natale : & partir d’ARN extrait du mésencéphale et du télencéphale & E15,5,
I'expression de la D2 et de la D3 a é¢ mesurée par RT-PCR quantitative pour 4 souris sauvages et 4 souris
possédant une délétion homozygote du géne TRa (TRot/0). CM : cerveau moyen, CA : cerveau antérieur.

b. Expression post-natale : I'expression de la D2 et de la D3 a été quantifié pour 3 souris 4 P15 dans le
cortex piriforme (1), le cortex latéral (2), le cervelet (3), les colliculus (4}, I’hypothalamus (5) et le pons (6) de
souris contrbles et de souris hypothyroidiennes (Pax8-/-). La valeur de référence 100% correspond aux niveaux
d'ARNm de la D2 et de la D3 présents dans un cerveau entier a P15, avec une quantité d’ ARN totale identique.
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embryonnaire et post-natal (figure 14), par RT-PCR quantitative, avec ’aide de Nathalie Allioli.
Rappelons que T3 régule I'expression de la D2 et 1a D3 dans le cerveau. D2 synthétise T3, mais T3
réprime [’expression de D2. La quantité d’ARNm de D2 est donc une cause et une conséquence de

la quantité locale de T3. De méme pour la D3. L’interprétation des résultats est donc difficile.

A P15, la quantité d'ARNm de D2 est élevée dans le cortex piriforme, ou l'expression de
pFindT3 est forte, et faible dans le cervelet, ol 'expression de pFindT3 est faible. Le niveau
d’expression de la D2 explique donc assez bien I'activité de T3 dans le cerveau post-natal. En
accord avec la littérature (Friedrichsen & al. 2003), l'expression de la D2 est augmentée chez les
souris hypothyroidiennes Pax8-/- par rapport aux souris sauvages, en particulier dans le cortex ; les
écarts types €élevés peuvent s’expliquer par une pénétrance incompléte de la mutation Pax8.

Chez I’embryon, la D2 s’exprime. Elle pourrait donc convertir la T4 maternelle en T3 dans
le cerveau de I’embryon. A E15,5, la D2 s’exprime essentiellement dans le télencéphale. L’ activité
de T3 dans cette région est faible. La D2 n’explique donc pas la signalisation de T3 chez I’embryon.
Son expression est réduite chez les embryons dépourvus de récepteur TRo. (Gauthier & al. 2001).

TR serait donc impliqué dans la régulation positive de ’expression de la D2 par T3.

La D3 peut expliquer le patron d’activité de T3 dans le cerveau embryonnaire : elle est
fortement exprimée dans le télencéphale & E15,5. Elle dégraderait donc une fraction importante de
T3. Elle s’exprime moins dans le mésencéphale, la seule région ot T3 est active. Dans le cerveau
post-natal, 1'expression de la D3 n’est pas corrélée & I’expression de pFindT3. L'expression de la D3
est diminuée chez les souris Pax8-/-, ce qui confirme que T3 régule positivement I’expression de la
D3.

En conclusion, ’expression de la D2 dans le cerveau post-natal et I’expression de 1a D3 dans

le cerveau embryonnaire expliquent seulement partiellement le patron de signalisation de T3,

9. Le transport de T3 pourrait influencer la signalisation de T3

Le transport de T3 contribuerait & la distribution hétérogéne de T3 dans le cerveau. Pour
tester cette hypothése, nous avons tenté de reproduire I’expérience de Gordon & al. (1999} en
détruisant spécifiquement les neurones noradrénergiques du locus ceeruleus qui transporteraient T3.
Pour cela, une drogue, le DSP-4, a été injectée aux souris FindT3A et B. Sur des coupes de cerveau,

aucune modification du patron d'expression de pFindT3 n’a été observée. Mais les souris traitées ne
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présentaient pas les symptdmes typiques d’une 1ésion du locus ceeruleus, par exemple un déficit de
propoprioception. L’efficacité du DSP-4 utilisé est donc incertaine.

Les axones des cellules ganglionnaires de la rétine se projettent dans les colliculus aprés un
relais dans le noyau géniculé dorso-latéral. pFindT3 s’exprime fortement dans ces trois structures.
T3 pourrait étre transportée de la rétine jusqu'aux colliculus, le long des axones. Cette hypothése
sera testée en sectionnant les nerfs optiques de souris FindT3 & la naissance, et en observant si

I’expression de pFindT3 diminue dans le noyau géniculé dorso-latéral et les colliculus.

Grice au systéme FindT3, deux résultats totalement nouveaux ont té obtenus : T3 agit trés
tot sur le développement du cerveau embryonnaire, et son action dans le cerveau post-natal est
extrémement hétérogéne. Certains résultats sont assez inattendus. Par exemple, dans le cervelet, T3
est active uniquement dans certaines cellules de la couche granulaire externe, jusqu’a P15, et dans
les cellules de Purkinje. Ces deux types cellulaires sont des cibles connues de T3 (Poguet 2002).
Mais le cervelet étant trés sensible & I’hypothyroidie, une expression plus étendue de pFindT3
pouvait étre attendue. Dans cette structure, T3 pourrait agir indirectement. Pour tester cette
hypothése, il serait intéressant de perturber la réponse & T3 spécifiquement dans certaines cellules

du cerveau.

B. Construction d’un outil permettant de déterminer les effets directs et indirects de

T3 sur une population de cellules neurales

1. Choix de 1a construction

a. Pourquoi une mutation de TRl ?

Dans le cerveau, TRl est I'isoforme fonctionnelle de TR exprimée majoritairement
(Bradley & al. 1992). Les souris dépourvues de récepteur TRal présentent une diminution du
nombre de terminaisons gabaergique des neurones pyramidaux de 1’hippocampe (Guadano-Ferraz
& al. 2003). Cependant, la délétion de TRo! n’entraine pas les anomalies cérébrales typiques de
I"hypothyroidie, par exemple une réduction de la taille du cervelet. Les souris privées de T3 et
dépourvues de récepteur TR ne présentent pas non plus ces anomalies (Morte & al. 2002). Les
manifestations cérébelleuses de ’hypothyroidie résultent donc en grande partie de I’effet dominant
négatif exercé sur la transcription par TR privé de ligand, La forme aporécepteur de TR fixe les
complexes corépresseurs sur les promoteurs des génes cibles et empéche leur dissociation, ce qui

entraine une répression constitutive des génes cibles de T3.

-78 -




Deux mutations différentes du géne TR ont été introduites chez la souris : 1a mutation PV,
qui élimine le domaine de transactivation AF-2 (Kaneshige & al. 2001), et la mutation R384C, qui
réduit de dix fois I’affinité de liaison T3/TR (Tinnikov & al. 2002). Ces mutations transforment
TRal en un aporécepteur constitutif. Le phénotype des souris homozygotes est, comme attendu,
trés proche de celui des souris hypothyroidiennes Pax8-/-. Les souris TRoPV /+ ont une
consommation cérébrale de glucose diminuée, alors qu’elle est normale chez les souris portant la
méme mutation dans le géne TRS (Itoh & al. 2001). Ceci confirme le rdle prédominant de TR dans
le cerveau. Une mutation de TR entrafne donc un phénotype beaucoup plus séveére qu’une
délétion. Pour observer des conséquences phénotypiques visibles lorsqu'une fraction minoritaire des

cellules du cerveau est ciblée, nous avons donc choisi de muter et non de déléter TRa.

b. Pourquoi une technique de recombinaison homologue ?

La technique de transgénése entraine I’intégration de nombreuses copies du plasmide dans le
génome et ne permet pas de contrdler le site d’intégration. La surexpression de TRo muté pourrait
entrainer des artéfacts. Il a donc été décidé d’introduire la construction mutée dans le locus TR« par

recombinaison homologue.

c. Choix de la construction pIF2TRIm

Nous avons choisi d’introduire la mutation qui a 1’effet dominant négatif Ie plus marqué
parmi 12 mutations connues de TRS! (Feng & al. 1998). Dans TRal, elle correspond a la mutation
L400R. Contrairement & la mutation PV, cette mutation ponctuelle ne perturbe pas la structure
tridimensionnelle de 1a protéine, mais eile empéche ’interaction du récepteur avec les coactivateurs
(figure 15), en particulier Gripl, méme lorsqu’il est surexprimé (Feng & al. 1998). De plus, elle
crée un site de restriction Sacll. L’expression de TRalm (TRo1L400R) est ainsi facilement

discernée de 1’expression de TRal, par RT-PCR suivie d’une digestion par Sacll.

Pour cibler uniquement une population cellulaire, cette mutation sera exprimée de facon
conditionnelle. Entre le promoteur et la séquence de TRaIm, a ét€ placée une cassette PGKNeoR
entourée de séquences loxP. La transcription s’arréte au site de polyadénylation du geéne NeoR : le
récepteur muté n’est pas transcrit. De fagon constitutive, les souris hét€rozygotes pour la mutation

conditionnelle exprimeront seulement un alléle TR sauvage, et elles devraient présenter un
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Site d’interaction
avec les coactivateurs

TRl "‘:’f

Figure 15 : La leucine 400 de TRl est impliquée dans I’interaction TR/coactivateurs
(d’apres hitp/iwww.msouest.edufilet/PDB_Tiles.himl)

a. La leucine 400 (Leu 400) de TRl est située & Ientrée du sillon d’interaction avec les
coactivateurs.

b. Un co-cristal entre TR 1 et un peptide chimique, dont la séquence correspond au motif
d’interaction des coactivateurs avec TR, montre que la leucine 400 est située sur le site
d’interaction TRal/coactivateur,
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Figure 16 : Construction du plasmide pIF2TRolm

Pour introduire la mutation L400R dans le vecteur rétroviral pBIRDTRo1, deux PCR ont éié réalisées avec
les oligonucléotides : 5'-CCCCGCGGTTCCTGGAGGTCTTTGAG et 5'-TCCAGGAACCGCGGGGGGAA
GAG. Les ADN produits ont été¢ mélangés et amplifiés par une troisiéme PCR, digérés par les enzymes de
restriction BamHI et Sall et purifiés sur gel. La séquence TRo!Im a €t€ clonée dans fe vecteur pBIRDTRa 2 la
place de TRal, entre les sites BamHI et Sall, pour donner le vecteur pBIRDTRa1m, La mutation créé un site de
restriction Sacll, La totalité de la séquence TRolm a été vérifiée par séquencage. Pour construire le vecteur
pIF2, j'ai cloné le fragment de restriction BamHI-Sall du vecteur RFMPGKNeoR (don de D, Duboule),
contenant une séquence PGKNeoR loxée, entre les sites Bgll et Sall du vecteur pIRES2EGFP (Clontech). I ai
ensuite construit le plasmide pIF2ZTRxim en clonant le fragment de restriction BamHI-Bgll de pBIRDTR1m,
contenant la séquence de TRuatlm, dans le site BamHI du vecteur pIF2, La cassette lox-PGKNeoR-lox TRolm
EGFP peut éfre extraite de pIF2TRaIm grice & la présence d’un site de restriction unique Nhel en 5, et Sfil en
3’. La méme stratégie a été utilisée pour construire le vecteur contréle pIF2TRo1.
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phénotype normal (Gauthier & al. 2001). Aprés excision de la cassette par la recombinase Cre,
TRalm s’exprimera, Nous avons choisi le systéme Cre-lox car il existe de trés nombreuses lignées
de souris exprimant la recombinase Cre uniquement dans un type cellulaire donné, par exemple les
cellules de Purkinje (Zinyk & al. 1998). Il existe également des souris possédant une recombinase
inductible par le tamoxiféne (Feil & al. 1996). L’expression de TRO.Im pourra ainsi étre controlée
dans ’espace et le temps.

Pour identifier les cellules qui expriment TRo1m, le géne rapporteur EGFP, qui code pour
une protéine détectable in vivo, a d’abord été choisi. Pour que les expressions de TRolm et EGFP
soient corrélées, un élément IRES, et non un promoteur, a pas €t placé devant le gene EGFP. Les
deux génes sont transcrits en un seul ARNm ; IRES est un site d’entrée des ribosomes qui permet la
traduction d’EGFP.

Pour faciliter les tests ir vitro, la construction a é1é placée en aval d’un promoteur fort : le
promoteur CMV, Le vecteur pIF2TRa1, qui differe de pIF2TRoilm seulement par les bases 1198 et
1199, a également été construit, afin de comparer la fonction de TRoul et de TRotlm lorsqu’ils sont
exprimés dans des conditions rigoureusement identiques. Le promoteur CMV sera ensuite remplacé

par le promoteur de TR¢ pour la recombinaison homologue.

2. TRalm est exprimé de facon conditionnelle

Les vecteurs pIF2TRolm (figure 16) et pIF2TRal ont été construits. II a €té contrdlé que la
cassette PGKNeoR pouvait étre excisée en co-transformant des bactéries DH50 avec pI[F2TRo1m
ou pIF2TR1 et un plasmide codant pour la recombinase Cre. Dans les deux cas, des analyses de
restriction ont montré que la cassette avait effectivement été excisée. Pour vérifier que les plasmides
obtenus pIF2TRc1A et pIF2TRoImA expriment TRl ou TRolm et EGEP, ils ont été transfectés
dans des cellules Cos. Aprés 48 heures de culture, certaines cellules émettent une fluorescence
verte, peu intense. Un Western blotting a été ensuite réalisé, avec un anticorps qui reconnait a la fois
TRo1 et TRolm, et ces protéines ont effectivement été détectées (Figure 17a). Il a été également
vérifié que les vecteurs pIF2TRal et pIF2TRolm, qui posseédent la cassette PGKNeoR,
n'expriment pas TRol ou TRolm de fagon constitutive (figure 17a), ni EGFP.

Pour vérifier que la cassette PGKNeoR pouvait directement étre excisée dans les
cellules Cos, deux lignées cellulaires, ayant intégré les plasmides p[F2TRal ou pIF2TRolm dans

leur génome, ont été générées. Ces cellules ne produisent pas de fluorescence. La recombinase Cre
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A. Mise en évidence de I’expression de TR0l et TRO:1m par Western blotting

pIF2TRaiA pIF2TRal pIF2TRolmA pIF2TRalm pSG5TRol

50 KDa
, g S o
35KDa —
B. Comparaison de ’activité de transactivation de TRl ef de TRO.Im
pIF2TRo.1A
pIF2TR¢1lm
pIF2TR a1
0 1000 2000 3000 4000 5000
Activité de la luciférase
M Sans T3
-7
WT3107M C. Inhibition de l’activité de TR0l par TRoIm
0 ng pIF2TRolmA
15 ng pIF2TRo.ImA
30 ng pIF2TROImA
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Activité de la luciférase

Figure 17 : Test de P’activité de pIF2TRo1m in vitro

A1 10 pg des plasmides pIF2TRe1A, pIF2TRa1, pIF2TRaImA, pIF2TRalm et pSG5TRoil (contrdle)
ont été transfectés individuellement dans 3x10° cellules Cos. Un western blot a été réalisé sur les extraits
cellulaires avec un anticorps gui reconnait 4 la fois TRal et TRolm. La cassette PGKNeoR de pIF2TRal et
pIF2TRotlm empéche 'expression de TRal et TRolm, tandis que lorsque ceite cassette a été excisée par la
recombinase Cre, pIF2ZTR1A et pIF2TRa1mA expriment TRatl et TRe1m.

B : 5x10* cellules Cos ont été transfectées avec 100 ng du plasmide pGL2DR4luc, portant un €lément
de réponse 3 TR devant le géne de la luciférase, et 50 ng de pIF2TRa1A (1), 50 ng de pIF2TRatlmA (2}, ou 50
ng de pIF2TRol (3). En présence de T3, seul p[F2TROIA a une activité de transactivation. La mutation L400R
abolit I'activité de TRl et la cassette PGKNeoR empéche la transcription de TR,

C: 5x10* cellules Cos ont &té transfectées avec 100 ng du plasmide pGL2DR4luc, 30 ng de PIF2TRG.1A
et la quantité indiquée de pIF2TRo1mA, complétée & 30 ng avec pIRES2EGFP, L’activité de transactivation de
TReil diminue proportionnellement  la quantité de TRotIm exprimée. TRotlm inhibe donc 1'action de TRl
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a €t€ exprimée de fagon transitoire. Soixante douze heures apres, certaines cellules émettent

une fluorescence verte, trés faible.

3. TRa1m n'a pas d'action de transactivation et il inhibe la fonction de TRl

L’effet de la mutation L400R a ensuite été testée en utilisant un gene rapporteur luciférase,
dont I’expression est induite par le complexe TR/T3. Le plasmide rapporteur pGL.2DR4Luc, qui
posséde un DR4 devant le géne de la luciférase, a été cotransfecté avec pIFZTRaIA et/ou
pIF2TRuImA dans les cellules Cos. Contrairement 2 TRal, TRalm ne transactive pas I’expression

de la luciférase. De plus, il inhibe le fonctionnement de TRl (figures 17b et 17¢).

4. Augmenter la sensibilité du systéme rapporteur

Etant donné la faible intensité de la fluorescence verte lors d’expression transitoire de
pIF2TRalmA, il est & craindre que I’expression de EGFP ne soit pas détectable dans les futures
souris trangéniques. Le géne EGFP a donc été remplacé par un géne rapporteur plus sensible : un
géne codant pour une protéine fusion tau-lacZ. La protéine tau a l'avantage de se fixer
spontanément sur les microtubules, qui sont des composantes du cytosquelette des cellules. Apres
révélation par un test au Xgal, la protéine fusion tau-lacZ rend donc visible I’axone et les dendrites
d’un neurone, I vivo, elle permettra ainsi de visualiser les connexions entre les cellules exprimant
TRalm et les cellules sauvages. A partir des plasmides pIF2TRo1, pIF2TRoiIm, pIF2TRIA et
pIF2TRaImA, les vecteurs pBKTRal, pBKTRolm pBKTRALA et pBKTRoImA ont €t€ consiruits
en remplagant Ie géne codant pour EGFP par celui codant pour tau-LacZ. Cependant, en réalisant
des expériences d’expression transitoire de pBKTRa1A et pPBKTRo1mA dans des cellules Cos,
I’expression de tau-lacZ est également trés faible. L’élément IRES n’ayant pas une activité optimale
dans tous les types cellulaires, de nouveaux tests d’expression transitoire seront réalisés en
transfectant les vecteurs pBKTRa1A et pBKTRa1mA dans des cellules Ros (don de Jean-Marc
Vandacker) et une lignée cellulaire de précurseurs neuronaux Devp26 (don de Marie-Frangoise
Belin).

Si le niveau d’expression de tau-LacZ n’est pas suffisant par ia suite pour détecter les
cellules exprimant TRalm dans le cerveau des souris recombinantes, les souris exprimant TRo:1m

dans certaines cellules seront croisées avec une lignée de souris rapporteur Zap (Per]l & al. 2002),
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disponibles au laboratoire, qui expriment le géne LacZ dans les cellules ou la recombinase Cre est
active, 4 un niveau assez élevé pour étre détecté par un test au Xgal. Les souris issues de ce
croisement exprimeront donc le géne LacZ dans les cellules ou la Cre est active, ¢’est-2-dire dans
les cellules exprimant TRo.lm. Les cellules qui expriment le récepteur muté pourront ainsi étre

identifiées.

Afin de déterminer par la suite quelles sont les actions directes et indirectes de T3 au cours
du développement du cerveau, nous avons construit un vecteur capable d’exprimer un récepteur
muté a action dominante négative, de fagon conditionnelle. Cet outil permettra par la suite de
déterminer quelles sont les actions directes de T3 sur une cellule donnée du cerveau pendant le

développement.

IV. DISCUSSION

A. Les nouvelles données

Les contrdles effectués ont permis de montrer que I’expression du géne LacZ dans le cerveau
des souris FindT3 refléte bien la signalisation de I’hormone, c’est-a-dire la présence de T3 et de
cofacteurs. L’analyse du patron d’expression de pFindT3 apporte deux données nouvelles : 1. la
signalisation de T3 débute dés E15,5 chez ’embryon 2. elle est trés hétérogéne. La signalisation de
T3 est fortement corrélée 2 la distribution de T3. La distribution de T3 s’explique en partie par

I’action de la D2 dans le cerveau post-natal, et par I’action de [a D3 dans le cerveau embryonnaire.

B. Limites et intérét du systéme FindT3

1. Limites du systéme FindT3

La premigre limite du systéme FindT3 est un défaut d’expression dans la plupart des organes
périphériques. Les transgnes pFindRAR et pFindRXR aussi s’expriment seulement dans les
neurones (Mata De Urquiza & al. 1999). Ceci ne s’explique pas par 1’utilisation du promoteur
minimal hsp68, car le systéme rapporteur RARE hsp68 LacZ s’exprime dans les somites
(Niederreither & al. 2002),
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Pour I’instant il est difficile d’exclure totalement que certains neurones soient réfractaires au
fonctionnement du systéme rapporteur. Toutefois, pFindRAR et pFindRXR s’expriment dans la
moelle épiniére en région thoracique et dans certaines cellules du cerveau antérieur dés E12,5 (Mata
De Urquiza & al. 1999), ce qui montre que le systéme pFind est capable de fonctionner dans ces
cellules, Pour prouver que pFindT3 peut s’exprimer dans tous les neurones, les souris FindT?3 seront
croisées avec des souris transgéniques exprimant Gald4 de fagon panneurale. Gal4 étant
constitutivement actif, il devrait induire I’expression de pFindT3 dans tous les neurones.

D’autre part, I’expression de pFindT3 n’est pas régulée par les séquences en amont d’un géne
cible de T3, il teste seulement Ia présence de T3 et de cofacteurs.

Une derniére limite du systéme est inhérente & I’utilisation du géne rapporteur LacZ, Etant
donné la stabilité de la B-galactosidase, les diminutions rapides de I’activité de T3, par exemple les

variations circadiennes du signal, ne peuvent pas &tre observées.

2. Intérét du systéme FindT3 pour comprendre les mécanismes moléculaires de
I’hypothyroidie due a des poltuants de 1’environnement

Le systéme FindT3 peut étre utilisé pour comprendre comment certaines molécules
perturbent la fonction thyroidienne. Divers xénobiotiques interférent avec la signalisation T3/TR,
par exemple la désethylamiodarone, un médicament utilisé pour traiter I’arythmie cardiaque
(Bogazzi & al. Eur J Endocrinol. 145 59-64, 2001), ou bien les PCB (Poly-Chlorés Biphényls), des
polluants ubiquitaires et persistants de ’environnement, proches des dioxines. Un faible taux de
contamination par les PCB entraine chez I’homme une hypoactivité et des problémes
d’apprentissage. L’administration expérimentale de PCB a des rats entraine également une surdité,
Ces symptdmes étant proches de I’hypothyroidie, I'action des PCB sur la fonction thyroidienne a

été explorée.

De nombreuses études montrent que 1’exposition aux PCB entraine une diminution du taux
sérique de T4 et de T3 (Zoeller & al. 2000). Les PCB activeraient I'UDP-glucuronosyitransferase,
une enzyme impliquée dans le métabolisme de I’hormone, et ils déplaceraient 1a T4 des protéines
sériques de transport (Zoeller & al. 2000). Cependant, malgré la diminution de T4 et de T3, le
niveau de TSH n’est pas augmenté. Or, 1’expression du géne de la TSH est normalement réprimée
par TR en absence de T3 (voir partie bibliographique, IIA). Dans ce cas, ce n’est pas T3 qui se lie
4 TRJ pour réprimer I’expression du géne codant pour la TSH, les PCB pourraient donc avoir cette

action. La structure de certaines molécules de la famille des PCB est assez proche de celle de T3
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pour interagir avec les TR. Ces molécules agiraient alors comme des antagonistes des TR, Cheek &

al. (1999) ont notamment montré que certains PCB se fixent sur TRBI.

Le systéme FindT3 peut étre utilisé pour mettre en évidence une action antagonistes de
certains PCB sur la fonction des TR in vivo. Il suffit d’exposer les souris FindT3 aux PCB, par
administration dans I’alimentation, et d’observer si ’expression du géne LacZ est perturbée dans
certaines régions du cerveau. Plus générallement, le systéme FindT3 permet de tester [a présence et
I’action d’agonistes ou d’antagonistes de TR in vivo. Or de nombreux agonistes et antagonistes ont
récemment été synthétisés, en vue d’utilisation médicale dans le traitement des pathologies
d’hypothyroidie et d’hyperthyroidie. Il s’agit d’un exemple parmi les diverses applications pratiques

envisageables du systéme FindT3.

C. Mécanismes moléculaires responsables de I’action hétérogene de T3 dans le cerveau

Le systéme FindT3 est activé par la présence conjointe de T3 et de coactivateurs. Cette étude
montre que, la plupart du temps, la disponibilité en T3 est le facteur limitant de 1’expression de
pFindT3. En effet, le début d’expression de la f-galactosidase pendant le développement
embryonnaire coincide avec I’apparition de T3 dans ’embryon (Obregon & al. 1984). En
augmentant le niveau de T3 dans le cerveau, pFindT3 s’exprime dans des cellules ol il est
silencieux dans des conditions euthyroidiennes. Enfin, les dosages biochimiques de T3, en accord
avec ceux obtenus chez le rat adulte (Pinna & al. 2002) montrent une corrélation entre 1’expression
de pFindT3 et la quantité de T3 disponible.

Mais le patron @’ activité de T3 est beaucoup plus contrasté que la distribution de I’hormone.
Dans le gyrus dentate, la concentration de T3 est importante (Rozanov & Dratman 1996), alors que
pFindT3 ne s’exprime pas. Or le corépresseur Hairless, qui serait impliqué dans un mécanisme de
rétrocontrdle négatif de ’action de T3, est fortement exprimé dans cette structure, ainsi que dans les
cellules de la couche granulaire interne du cervelet (Potter & al. 2002), ol le transgéne est
également silencieux. A elle seule, 'inactivation d’Hairless ne conduit pas 2 activer la signalisation
de T3 de fagon ectopique dans le cerveau, en particulier dans le gyrus dentate et le cervelet. Mais
I’ensemble des cofacteurs régule probablement la signalisation de T3 localement. En effet, les
données bibliographiques (voir premiére partie) montrent que les interactions TR/cofacteurs sont
spécifiques et varient selon les voies de signalisation activées dans la cellule et le cycle cellulaire ;
elles participeraient ainsi 4 la génése d’une régulation combinatoire de 1’expression des genes

cibles.
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Pour expliquer que le complexe T3/TR soit actif spécifiquement dans certaines cellules, nous
proposons un modgle, illustré par la figure 18. Dans une cellule, les cofacteurs sont des médiateurs
qui centralisent des informations issues de différentes voies de signalisation, via des modifications
post-traductionnelles, par exemple une phosphorylation (voir premigre partie bibliographique). Par
'intermédiaire d’une interaction moléculaire spécifique avec TR, ils traduisent cette information en

un code des histones. Ce code dirige ensuite la transcription du gene cible.

Dans ce modéle, le code des histones, & 'image du code génétique, joue un rdle central dans
le transfert d’information. Il permettrait premiérement de transcrire une information spécifique. En
effet, puisque certaines voies de signalisation et le cycle cellulaire modifient les interactions entre
TR et certains cofacteurs, TR pourrait activer 1’expression d’un méme geéne cible via des
modifications des histones différentes d’une cellule & 1’autre, en fonction des voies de signalisation
activées dans la cellule et du cycle cellulaire, Les modifications des histones seraient ainsi
spécifiques des signaux cellulaires ayant conduit & I’activation de la voie de la T3. Le systéme
FindT3 peut &tre utilisé pour tester cette hypotheése. En effet, grice 4 un substrat vital qui est
converti en un produit fluorescent par la 3-galactosidase, il peut permettre d’identifier in vivo les
neurones ot T3 est active. Ces neurones peuvent &tre selectionnés 4 ’aide d’un trieur de cellules, et
I’état de modification des histones H3 et H4 dans le promoteur des génes cibles de T3 peut &tre
determiné par immuno-précipitation de la chromatine. Ainsi des modifications différentes selon les
structures du cerveau pourraient étre mises en évidence. Ceci montrerait que le code des histones est
le support d’une mémoire cellulaire permettant de conserver une trace des signaux ayant contribué a

activer localement 1a voie de la T3.

Deuxiémement, le code des histones pourrait également transmettre une information
spécifique : il ne conduirait pas seulement 2 un résultat dichotomique, 2 savoir transactivation ou
transrepression du géne cible, mais il influencerait spécifiquement les événements transcriptionnels

en aval, par exemple en déterminant le niveau de transcription du géne cible.

Pour expliquer que TR régule différemment des génes cibles d’une méme cellule, nous
proposens que la séquence d’un TRE posséde une information intrinséque. Comme les éléments de
réponses aux glucocorticoides GRE, les TRE influenceraient la conformation du complexe
TR/RXR, et ainsi les interactions moléculaires TR/cofacteurs. Ils contribueraient 4 générer le patron

de régulation approprié pour un géne cible donné.
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Evénements cellulaires
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Figure 18 : Réle des cofacteurs dans la spécificité d’action des TR

Je propose un modele dans lequel les cofacteurs de TR, sont des médiateurs qui
ceniralisent des informations issues de différentes voies de signalisation, via des
modifications post-traductionnelles. Par l'intermédiaire d’une inferaction moléculaire
spécifique avec TR, ils traduisent cette information en un code des histones. Ce code dirige
ensuite Ja transcription du gene-cible. Ce modele est illustré ici par le rdle des cofacteurs
SMRT et Trip230 dans la signalisation de T3 : par I’intermédiaire d’une phosphorylation,
ces cofacteurs sont les médiateurs d’une action de la voie des kinases MAP pour SMRT, ou
du cycle cellulaire et de la voie de la T3 pour Trip230, sur la transactivation /
transrépression médiée par TR
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D. Conclusion sur I’action neurodéveloppementale de T3

T3 est considérée comme un facteur trophique dans le cerveau post-natal. Or elle est active
localement pendant le développement embryonnaire du cerveau, dés E15,5. L’acide rétinoique (AR)
agit via les récepteurs nucléaires RAR, trés similaires des TR. La signalisation de I’ AR contribue
par de nombreux aspects au développement du systéme nerveux central. Dans le cerveau
embryonnaire postérieur, une concentration forte d’ AR spécifie les rhomboméres postérieurs
(Maden 2002). Les résultats obtenus avec le systéme FindT3 montrent que la signalisation de T3
varie a de faibles distances dans le cerveau feetal, Nous proposons que la concentration locale de
T3, comme celle de I’AR, puisse étre informative durant le développement embryonnaire du
cerveau. T3 agit trop tardivement pour spécifier 1’aire du mésencéphale, qui est différenciée a
El15,5. Mais elle peut déterminer le devenir d’une sous population de neurones. Pour connaitre
précisément son influence, il faudrait manipuler le niveau de T3 dans certaines régions du cerveau

embryonnaire, ce qui pose des difficultés techniques.

La cartographie de la signalisation de T3 dans le cerveau post-natal permet une approche
fonctionnelle synthétique de ’action de T3. Par exemple, pFindT3 s’exprime dans tout le tractus
visuel ; nous proposons que T3 ait une action dans la fonction visuelle centrale, alors que seule son
action sur la rétine est connue (Baas & al. 2002). Les données exposées précédemment permettent
également de postuler des actions plus spécifiques de T3, par exemple dans les cellules
ganglionnaires de la rétine. Durant la métamorphose de la larve de Xénope, la D3 génére un
gradient de T3 dans la rétine, qui influence la prolifération des cellules ganglionnaires et la
projection ipsi-latérale des axones (Marsh-Armstrong & al. 1999). T3 pourrait avoir un r6le
similaire pendant le développement embryonnaire des mammiféres.

Par conséquent, I’hormone thyroidienne ne serait pas un simple facteur trophique mais elle
aurait des actions informatives spécifiques sur certains neurones au cours du développement

embryonnaire et post-natal du cerveau.
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V. PERSPECTIVES

L’ objectif consiste maintenant a répondre aux questions soulevées par ces travaux, dans une
optique de biologie intégrative, c’est-a-dire de I’échelle histologique et cellulaire jusqu’a 1’échelle
moléculaire : quelles sont les causes et les conséquences de la signalisation hétérogéne de T3 dans
le cerveau 7 Comment aboutir & une compréhension globale de D'activité de T3 sur le

développement ?

A. Expliquer I’hétérogénéité de la signalisation de T3 dans le cerveau

Les geénes cibles de I’hormone thyroidienne sont activés par le complexe
T3/TR/RXR/cofacteurs. Si 1’hétérodimeére TR/RXR est probablement présent dans toutes les
cellules du cerveau, la distribution de T3 et 1’activité locale des cofacteurs peuvent réguler la
signalisation de T3 de fagon région-spécifique. Ce travail expérimental montre que le patron
d’activité de T3 est fortement corrélé a la distribution de I’hormone. La concentration locale de T3
résulte en partie d’un métabolisme spécifique du cerveau : ’enzyme qui synthétise ["hormone, la
déiodase de type 2, et celle qui la dégrade, la déiodase de type 3, ont toute les deux une activité
hétérogeéne dans le cerveaun. T3 serait également transportée le long des axones des neurones. Il
s’agit maintenant de déterminer quelle est la part respective du métabolisme et du transport dans
I’élaboration du patron de signalisation de T3. Pour cela, ces facteurs seront perturbés chez des
souris FindT?3, et les modifications sur le patron d’expression du transgéne seront observées.

Techniquement, deux méthodes seront utilisées : 1) Les souris FindT3 seront croisées avec
des souris portant une délétion pour le géne de la déiodase de type 2 et/ou 3 ; 2) Les nerfs optiques
de souris FindT3, qui pourraient transporter T3 depuis la rétine jusqu’aux colliculus, seront

sectionnés chez des animaux nouveau-nés.

B. Déterminer I’action de T3 sur le développement embryonnaire du cerveau

Les méthodes exposées précédemment permettront de perturber la signalisation de T3
pendant le développement. Elles pourront étre utilisées pour définir le réle de T3 dans le cerveau

embryonnaire. La signalisation de T3 débute précocement, spécifiquement dans le mésencéphale ;

-91 -




nous postulons que T3 soit informative pour la différenciation d’une population de neurones du
mésencéphale. Pour tester cette hypothése, mon objectif est de manipuler la concentration locale de
T3 dans le cerveau de I’embryon,

La délétion du gene codant pour la déiodase de type 2 peut activer la signalisation de T3 de
facon ectopique dans le cerveau embryonnaire de la souris. Pour en étudier les conséquences,
I'expression de génes marqueurs du développement, comme Otx-2 et En1/En2, peut &tre visualisée
par une technique d hybridation in situ. Nous déterminerons ainsi si I’activation locale de la voie de
la T3 influence I’organisation du mésencéphale.

Une injection de T3 dans la cavité sous germinale de I’embryon de poulet de stade 1 et 3
augmente les défauts de fermeture du tube neural (Flamant & Samarut 1998). En collaboration avec
les membres de 1'équipe de Jacques Samarut travaillant sur le modéle poulet, des billes imprégnées
de T3 seront greffées dans certaines régions du cerveau embryonnaire de poulet et en étudier les

conséquences.

C. Séparer les effets directs et indirects de T3 pendant le développement du cerveau

Le mode d’action de T3 sur une population cellulaire est souvent inconnu. In vitro, T3 agit
sur les astrocytes, les oligodendrocytes et différentes catégories de neurones. Dans le cerveau,
I’hormone a probablement d’autres actions indirectes, étant donné la complexité des interactions
cellulaires pendant le développement du cerveau, par exemple lors des processus de migration
cellulaire. Mon objectif est de séparer les effets directs et indirects de T3, & différentes échelles, en
supprimant la signalisation de T3 dans une population restreinte de cellules. Pour cela, un récepteur

TRaol muté sera exprimé de fagon conditionnelle.

La stratégie repose sur une mutation de TRl car TRl est I’isoforme des TR exprimée
majoritairement dans le cerveau. De plus, une mutation, contrairement & une délétion, reproduit les
lésions cérébrales typiques de ’hypothyroidie (Kaneshige & al. 2001) (Tinnikov & al. 2002). La
mutation L400R empéche TRal d’interagir avec les coactivateurs, ce qui inhibe son activité de
transactivation. Elle bloque également la transactivation médiée par TR0l sauvage. Le vecteur
d’expression conditionnelle pBKTRa1m (voir IV 4) code pour TRe.1L400R (TRolm) et une
protéine rapporteur tan-LacZ, aprés action de la recombinase Cre. Afin d’éviter les artéfacts liés a
une insertion aléatoire du transgéne, une technique de recombinaison homologue sera utilisée pour
introduire cette construction dans le géne TR de cellules ES de souris. Les cellules dans lesquelles

s’est produite la recombinaison homologue seront injectées dans des blastocytes de souris,
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réimplantés in ufero. Apres une premiére génération de souris chimere, des individus hétérozygotes
pour la mutation conditionnelle TRalm/+ seront obtenus. Un croisement avec des souris exprimant
la recombinase Cre de facon ubiquitaire permettra de vérifier que le phénotype des souris est
identique a celui des souris exprimant TR¢ muté de fagon constitutive (Kaneshige & al. 2001)
(Tinnikov & al. 2002).

Les souris TRalm/+ seront alors croisées avec diverses souris transgéniques exprimant la

recombinase Cre de facon restreinte ou inductible (http://www mshri.on.ca/nagy/Cre-pub.html)

pour provoquer 1’expression de TRolm dans un type celtulaire, 3 un moment donné. Les cellules
exprimant TRo(1m seront identifiées grice & la protéine tau-LacZ. Les cerveaux des souris mutantes
et hypothyroidiennes seront comparés, sur le plan histologique et transcriptionnel, gréce a des puces

a ADN spécifiques, développées dans 1’équipe de Jacques Samarut.

L’expression de TRoilm sera d’abord provoquée dans tout le cerveau, pour observer les
actions directes de T3 sur le systéme nerveux central. Puis I’expression de TRcilm sera induite a
différentes périodes du développement embryonnaire et post-natal. Les actions de T3 a une date
donnée seront alors déterminées, sans les conséquences d’un développement anormal de certaines
structures cérébrales. Ensuite 1’expression de TRalm sera provoquée uniquement dans les
astrocytes, pour déterminer si T3 agit sur ces cellules pour réguler la migration des neurones. Enfin,
I’expression de TRatlm sera restreinte & un type cellulaire, les cellules de Purkinje du cervelet, sur
lesquelles T3 pourrait agir indirectement via des neurotrophines. L action cellule-autonome de T3
poutra ainsi &ire observée. D’autres membres de 1’équipe de Jacques Samarut pourront également

utiliser les souris TRaIm/+ pour préciser [’action de T3 dans d’autres organes.

Par la suite, les mécanismes moléculaires responsables de I'effet délétére de TRoIm au
cours du développement seront étudiés. A partir de cellules ES recombinantes exprimant TRo1lm,
des cellules nervenses seront dérivées, pour observer si le récepteur muté perturbe la différenciation
neuronale. Dans ces cellules, les modifications des histones des génes cibles de T3 seront
comparées avec celles de neurones sauvages. Nous souhaitons montrer une corrélation entre
I’inhibition des interactions TR/cofacteurs, le code des histones, I’absence d’activité de
transactivation et la perturbation de la différenciation neuronale. Un modéle expliquant I’action de

TRci1m pourrait alors étre proposé.
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Ainsi, ces travaux pourraient conduire & une compréhension globale de I’action de T3 sur le
développement du cerveau : le rble de différents facteurs dans 1’élaboration du patron de
signalisation de T3 seront clarifiés, I’action de T3 dans le cerveau embryonnaire sera explorée, les
actions de T3 dans le cerveau post-natal seront précisées, et le lien entre ces données et la spécificité

d’action moléculaire de TR pourrait étre établi.
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CONCLUSION

Pendant le développement du cerveau, les divisions, les migrations et les différenciations
cellulaires sont régulées par de nombreux facteurs, dont 1’hormone thyroidienne (T3). Une
hypothyroidie congénitale entraine un retard mental sévére, le crétinisme. Modifier la signalisation
de T3 est un abord original pour étudier le développement du cervean.

T3 agit,via des récepteurs nucléaires appelés TR, pour réguler I’expression de génes cibles.
Elle contribue donc & générer un transcriptome spécifique dans une cellule pendant le
développement du cerveau. En dépit des connaissances sur le mécanisme d’action moléculaire de
T3, son patron «’activité dans le cerveau était encore inconnu. Des souris transgéniques appelées
FindT3 ont été générées. Elles possédent dans leur génome un systéme rapporteur pour I’activité de
T3.-Ce systéme repose sur un récepteur chimére, associant le domaine de liaison de I’ ADN de Gald,
et le domaine de liaison du ligand de TR. En présence de T3 et de coactivateurs, ce récepteur
hybride active 1’expression d’un géne rapporteur LacZ. Différents contrles ont montré que ce
systéme refléte effectivement la signalisation de T3 dans le cerveau. Il a donc été exploité pour
déterminer le patron d’activité de T3. Alors que I’action de I’hormone était seulement connue au
cours du développement post-natal du cerveau de la souris, le systéme FindT3 a permis de montrer
que T3 est active trés précocement, dés 15,5 jours de vie embryonnaire, spécifiquement dans la
région du mésencéphale. De plus, son patron d’activiié est trés hétérogéne dans le cerveau
embryonnaire et post-natal, Ce patron d’activité s’explique essentiellement par la distribution
hétérogéne de I’hormone. L’ action précoce et localisée de T3 suggére qu’elle n’est pas seulement
un facteur trophique : elle aurait également un r6le informatif pour la différenciation d’une partie du
mésencéphale pendant le développement embryonnaire du cerveau. '
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Abstract

We have generated transgenic reporter mice to analyze the spatio-temporal distribution of
thyroid hormone signalling during mouse brain development. The reporter system, based on a
chimeric receptor associating the yeast Gal4 DNA binding domain with the thyroid hormone a
ligand binding domain to drive lacZ expression, reveals that thyroid hormone signalling starts in the
midbrain roof several days before the onset of thyroid gland function, and that it remains highly
heterogeneous in the central nervous system throughout pre- and post-natal development. This
heterogeneity appears to result from the local metabolism of thyroid hormone, and might provide

neural cells with positional information within the developping brain.

Introduction

Thyroid hormone (3,5,3’-triiodothyronine, T3) is essential for normal brain development,
congenital hypothyroidism resulting in severe and irreversible mental retardation. In rodents,
several neural populations have been shown to be sensitive to hypothyroidism during the prenatal
and the post-natal periods (I, 2). The multiple and successive influences of T3 on brain cells
remains however poorly understood. After a post-natal peak, occurring 8 days after birth in mice (3)
T3 level in serum becomes more stable, being only subjected to moderate circadian variations (4,
5). However, T3 level in brain does not directly reflect the seric level. The brain-blood barrier is
relatively impermeable to T3 while its precursor thyroxine (T4) is transferred from the serum to the
cerebrospinal fluid via the plexus choroid. As a result, more than half of T3 found in brain results
from local outer ring deiodination of T4 by type 2 deiodinase (6) encoded by the Dio2 gene. The
expression of Dio2 is mainly observed in tanicytes and astrocytes (7). Brain compensates low T3
levels by increasing Dio2 expression and local T3 synthesis (8). By contrast high T3 levels induce
the expression at different locations of Dio3. This gene encodes the type 3 deiodinase which
performs inner ring deiodination, and converts both T4 and T3 into inactive metabolites (8, 9). This
brain autonomous regulation has two consequences: First, the distribution of T4, T3 and related
metabolites in the adult rodent brain is heterogeneous (5, 10, 11). Second, T3 level is much more
stable in the brain than in the serum. For example, T3 is still present in brain several weeks after
thyroidectomy (12). Anterograd transport of T3 within synaptosomes, indirectly demonstrated for

noradrenergic neurons, could deliver T3 to distant locations (13) and might provide another level of

regulation of T3 distribution.




The prenatal situation is less documented. Both T3 and T4 are detected in the rodent embryo
proper from gestational day 13, i.e. 4 days before the onset of fetal thyroid function, indicating that
at least T4 can cross the placenta (14). Maternal hypothyroidism results in a reduction of embryo
viability and weight, and affects fetal brain development (12, 15) whereas maternal
hypothyroxinemia, i.e. low T4 level with normal T3 level, selectively affects brain development
(16). Dio2 being expressed in the embryo (17), it is very likely that T3 in the fetal brain is mainly
produced by outer ring deiodination of maternal T4. The effect of Dio2 expression can be

counteracted by Dio3 expression, which also occurs in the fetus, at specific locations (18).

In addition, T3 signalling can be regulated by intracellular factors. Although it is usually
assumed that T3 reaches cell nuclei by passive diffusion, many anion transporters modulate this
process, at least in some cell types (19). Once in the cell nucleus, T3 binds to thyroid hormone
receptors (TR} expressed from the two TRo and TRf3 genes, which belong to the nuclear hormone
receptor superfamily. They act mainly as heterodimers with RXR, and bind to specific DNA
response elements in a ligand-independent manner (20). Although the TRe, TR, RXRa, RXRf3 and
RXRy genes display distinct expression patterns, TR/RXR heterodimers, combining one TR

isoform with one RXR isoform, are ubiquitous in the brain throughout development (21-24). Upon
T3 binding, interactions with corepressors are destabilized and TR recruit several coactivators
complexes (25). The expression of some of these cofactors can itself be sensitive to T3 level. For
example, the hairless gene, originally described as a direct T3 target gene in cerebellar neurons (26)
encodes a corepressor with narrow specificity (27) broadly expressed in brain (28). More generally,
T3 mediated gene activation in the brain appears to be temporally and spatially restricted (29, 30),

in a poorly understood manner.

All these observations suggest that T3 signalling in the developing brain can be modulated
at several levels by both extracellular and intracellular events and does not directly reflect T3
content in maternal, fetal or newborn serum. To directly visualize T3 signalling, we have produced
transgenic reporter mice, using a highly specific one-hybrid system. The ability of this system to
faithfully reflect T3 signalling has been previously demonstrated in vitro (31) and in vivo for several
other nuclear hormone receptors (32, 33). Analysis of these reporter mice allowed us to precisely
describe for the first time the spatio-temporal pattern of T3 signalling in brain which appears to be a
highly dynamic and heterogeneous. This suggests that T3 might not be only a trophic factor but

might constitute during development an informative signal able to control brain cells proliferation,

migration and differentiation.




Material and methods

Transgenic mice
The plasmid pFIND-T3 was generated by replacing the Xhol-Nhel restriction fragment of pFIND-

RA, containing most of the Gal4-RAR reading frame (32) by the equivalent portion (Xhol to Xbal)
of Gal4-TRo (31). Transgenic founders were recognized by Southern blotting after mouse OF1
oocyte microinjection. Germline transmission of the transgene was addressed by PCR amplification
of the LacZ sequence. Animal carrying a Pax8 knockout mutation were obtained from A.Mansouri
(34) and screened as described (35). TRa™ mice lack all TR¢, isoforms (36), Food depleted of
iodine and supplemented with propyl-thio-uracyl was purchased from Harland Teklad. To increase
brain hormonal level, a mixture of T4 and T3 was injected each day for five days (i.p. injection 100
ul, 200 pg/ke T3 2mg/kg T4). Xgal staining was performed on paraformaldehyde fixed organs,

tissues or brain slices for 16h at 30°C.

Quantitative RT-PCR

For quantitative RT-PCR, RNA were prepared from brain fraction using the Gene-Elute kit
(Sigma) and reverse transcribed using random primers and murine leukaemia virus reverse
transcriptase (Promega). cDNA were then amplified by PCR in the presence of Sybr green (Roche
Applied Science) using real-time PCR (MJ Research) with the following oligonucleotides primers :
5’GAAGATGGGACTCCTCAGCGTA and 5'GCTTGAGCAGAATGACCGAGTC for Dio2.
5’TCAACAGTGAAGGCGAGGAG and 5’ ATGCCACACGGCTTTGAGAGAG for Dio3.
5’CCCACCTTGTCTCCAGTCTTT and 5’ ACCTCCTTCTTCCAGGCTTT for 3684

Quantification of T3 in brain extracts

T3 was partially purified from pools of 10 brain fractions, by ion-exchange chromatography, as
described (14). Dry extracts were suspended in 1 ml of culture medium (10% of T3-depleted serum
in Dulbecco Modified Eagle medium) and placed on pFIND-T3 transfected COS cells (Fugene,
Roche Applied Science). Culture medium serum was treated by anion exchange chromatography
(AG1-X8 Biorad) for T3 depletion (37). LacZ expression was measured 48 hours later in cell lysate
using ONPG (Sigma). Serial dilutions of T3 were used to calibrate the relation between T3 amount
and B-galactosidase activity. Results are expressed relative to the initial weights of tissue.
Extraction efficiency was shown to be close to 100% by adding a known amount of T3 to tissue

lysate before purification.
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Results

Generation of transgenic mice with a reporter system for T3 signalling
We adapted for TR the system used by others to trace RAR ligands (32) replacing the RAR ligand-
binding domain of Gal4-RAR by a TRal ¢cDNA fragment encompassing the hinge and the ligand-
binding domain. The principle of the system is depicted on figure 1A, The Gal4-TRol hybrid
receptor generated is able to bind Gal4UAS and to activate the lacZ gene only if activated by T3.
Unlike the natural TRo1receptor the hybrid receptor is not sensitive to the poorly understood
inhibitory effect of the TRa2 isoform (38). Although it can form heterodimers, the presence of RXR
is not necessary for transcription activation (38). This system only needs T3 and the coactivator
complexes that interact with the TRal AF-2 C-terminai domain for proper functioning, The
feedback inducible expression Gal4-TRol ensures a high sensitivity and specificity. Transient
expression assay demonstrates that pFIND-T3 activation by T3 is similar to the one of pFIND-RA
(32) by retinoic acid, and that the system is sensitive to 10" M of T3 in cultured COS cells (Figure
1, corresponding to the figure 10 in the these). The pFIND-T3 plasmid was injected into mouse
fertilized oocytes and 2 transgenic mice were identified by Southern blotting out of 77 newborns
(data not shown). Two transgenic lines were derived from these founders, called FINDT3A and
FINDT3B, differing only by the transgene integration site and copy number, estimated by

quantitative autoradiography.

T3 availability is required for transgene expression
Xgal staining was performed on whole brain of FINDT3A and FINDT3B mice at several stages of
post-natal development (figure 2A to 2H, corresponding to the figure 11A to 11H of the these), and
revealed that the expression pattern of lacZ was highly similar in both strains, demonstrating that
the integration locus has only a marginal influence on transgene expression.

We controlled that lacZ expression is dependent on T3 by rendering the mice hypothyroid,
both mother and offspring, by propyl-thio-uracyl feeding. After two weeks of treatments, lacZ
expression was highly reduced in all hypothyroid mice (figure 2K,L, corresponding to the figure
11K,L of the these). This was reverted by 5 daily injections of T4/T3 (figure 2M,N, corresponding
to the figure 11M,N of the these). As expected the transgene expression is thus strictly dependent on
T3 availability. The FINDT3B mice were also crossed with Pax8" mice to generate
FINDT3B/Pax8” mice devoid of thyroid follicular cells and thus of T3 (34, 35). lacZ expression
was found to be very low at post-natal day 2 (P2), P8 and P15 in the large majority of these mice
(8/10), and was rescued after 5 days of T4/T3 treatment (figure 2LJ, corresponding to the figure
1117 of the these). The persistence of lacZ expression in 2/10 FINDT3B/Pax8” is likely to result

-113 -




from an incomplete penetrence of the Pax8 mutation. These observations confirm the specificity of
the reporter system and indicate that post-natal maternal supply of T3 or T4, by milk, is
negligible. We also verified that the absence of staining, observed mainly in cerebellum and
olfactory bulbs, reflects a weak T3 signalling in these areas rather than a systematic bias in
transgene expression. To address this possibility, we rendered FINDT3B mice hyperthyroid by 5
daily injections of T4/T3, starting at P10. As expected, lacZ expression increased in a visible
manner after this treatment in both cerebellum (compare figure 20 and 2Q, corresponding to the
figure 110 and 11Q of the these) and olfactory bulbs (compare figure 2P and 2R, corresponding to
the figure 11P and 11R of the these) without becoming ubiquitous. Taken together these data
indicate that, at least in brain, the FINDT3 reporter system faithfully reflects T3 signalling.
Although T3 signalling is known to occur in most if not all cell types, Xgal staining in non neural
tissues and fibroblasts cultured from transgenic embryos was usually weak. One noticeable
exception were the testis spermatogonia (data not shown). Although this should be addressed more
specifically, our results suggest that the reporter system is more efficient in neural tissues. More
precisely, immunostaining with the Tujl antibody of Xgal stained sections showed that the large

majority of lacZ expressing cells were neurons (data not shown).

Spatial and temporal pattern of T3 signalling in brain.

We performed Xgal staining at various stages of FINDT3 embryonic development to
identify when T3 signalling first appears in the developing brain. At embryonic day 13.5 (E13.5),
reporter expression was absent from the neural tube (data not shown). At E15.5 lacZ expression
started in the roof of the midbrain (figure 4, corresponding to the figure 13 of the these). At E17.5
the expression pattern became more complex, several areas being stained. As fetal thyroid does not
secrete hormone before E17.5 these results reflect either a direct maternal supply of T3 or a
transplacental transfer of T4 followed by a fetal deiodination into T3. After birth, slices of brain
were stained to allow a precise and complete description of the lacZ expression pattern (figure 3,
corresponding to the figure 12 of the these, table 1, corresponding to the table IV of the these). The
expression pattern was more complex that the one observed in the fetal brain, although a high level
of expression was maintained in the colliculus, which derive from fetal midbrain roof, and piriform
cortex, which derive from the ventral part of the forebrain that express lacZ at E17.5. The post-natal
expression pattern was stable overtime. In the cerebellum, granular cells expressing lacZ were
found in the external layer almost exclusively. Their number decreased during the second post-natal
week, when this layer progressively disappears. These external granular layer cells are known to be

highly sensitive to congenital hypothyroidism (39). Interestingly, expression was observed in the




retina, where it was restricted to the ganglional cell layer (data not shown) a cell population
sensitive to hypothyroidism (40, 41).

This detailed description confirmed the excellent correlation between the FIND-T3A and
FIND-T3B staining patterns, at both embryonic and post-natal stages. Discrepancies between the
two strains were observed mainly in the inferior colliculus and the Purkinje cells, where expression
was only observed in FINDT3B animals, and the cortex, where the expression was broader in
FINDT3B. At these locations, lacZ expression did not persist after birth in hypothyroid animals,
and was thus still likely to reflect T3 availability. The inner ear, which is a known post-natal site of
Dio2 expression and T3 synthesis (42), was also stained from E15.5 in FINDT3B animals only.

In summary, the most striking and reliable observations that we made are that T3 signalling
starts early during brain development (E15.5) in the midbrain roof, and remain elevated in the
midbrain and anterior cortex whereas it is constantly very low in the cerebellum inner granular layer

and olfactory bulbs,

Local thyroid hormone level and deiodinase gene expression patterns

The heterogeneous distribution of T3 signalling revealed by the FIND-T3 transgenic mice
can be explained by either the heterogeneous distribution of T3 in the brain, or by variations in the
intracellular content of TR transcription cofactors, taken in a broad sense (25). To address the first
possibility we used pFIND-T3 transfected cells to measure T3 purified from 3 brain areas at P15. In
agreement with previous data obtained on adult rats (5). T3 was found to be high in anterior cortex
(1500 fmol/g) and colliculus (6000-fmol/g) but low in cerebellum (500 fmol/g). Thus, at least in
these areas, the lacZ expression correlates with T3 average content. We expected that Dio2 and
Dio3 genes expression would be informative to analyze T3 distribution. Dio2 expression is mainly
responsible for local conversion of T4 into T3 and is upregulated in hypothyroid brain. Conversely
Dio3 expression permits T3 catabolism and is increased in hyperthyroid brain. We used quantitative
RT-PCR (figure 5, corresponding to the figure 14 of the these) to complete the available data on
Dio2 and Dio3 expression (7-9, 18, 43). The following conclusions can be drawn from these data:.
a) Dio2 is found in the E15.5 fetal forebrain (figure SA, corresponding to the figure 14a of the
these) (and hindbrain, not shown) suggesting that fetal brain can convert maternal T4 into T3 before
the onset of thyroid function. b) Dio2 forebrain expression is reduced in mice lacking the TRal
receptor. As this is an area of low T3 signalling, this suggests that Dio2 expression in wild-type
animal directly or indirectly reflects the presence of unliganded TRal receptors in the forebrain. ¢)
As previously reported (8) Dio2 expression in increased in hypothyroid mice (figure 5B,
corresponding to the figure 14b of the these). d) Although Dio2 expression alone cannot account for

the fetal reporter expression it correlates well with reporter transgene expression in the post-natal
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brain. For example, it is low in the cerebellum and high in the frontal cortex and colliculus e) Dio3
expression is found at high level in the fetal brain, mainly in the forebrain (and hindbrain not
shown). Dio3 expression could thus explain the low signalling observed in these areas, compared to
midbrain. Taken together, this data disclose a complex pattern of deiodinases expression, being at
the same time the cause and the consequence of T3 signalling, able to influence the local T3

metabolism and to generate at least some of the observed heterogeneity.

Discussion

We have created two equivalent strains of transgenic mice, carrying a lacZ derived reporter
system, which allows a direct assay of T3 signalling in vivo. This system proved to be responsive to
thyroid hormone in a highly specific manner. It is not dependent on endogenous receptors and can
function in cells that do not naturaily respond to T3, provided that they express transcription
coactivators. However, as all the neural cells are believed to express at least one of the TR gene at
both pre- and postnatal stages, the reporter system is likely to reflect the actual endogenous
signalling pattern. The system possesses a broad potential. It could be used for example to study
other T3 function, to analyze in a physiological context the action of artificial TR ligands (44, 45)
and endocrine disruptors (46) or to study the consequences of transthyretin (47) Dio2 (48) or Dio3
(49) knockouts on T3 signalling in brain.

Our data reveal that T3 signalling in brain follows a complex pattern during development
starting at embryonic day 13, and is not a direct translation of T3 level in the maternal, fetal or
newborn serum, One striking and unexpected feature of the signalling pattern is its early appearance
and persistence in the midbrain. After birth T3 signalling is also high in the piriform cortex, and in
many internal structures. At many places, sharp transitions in reporter gene expression are observed.
Two locations of persistent low signalling are the olfactory bulbs and the cerebellum. This is
surprising, considering that these are precisely the two areas where the consequences of congenital
hypothyroidism are more visible (2, 39, 50). It is noticeable however that lacZ expression was
found in external granular cells, and, in one of the two transgenic lines, in Purkinje cells, the two
neuronal populations which are known to be directly sensitive to hypothyroidism. The possibility
remains however that a significant part of T3 action on cerebellum is indirect and result from
anterograde axonal transport of T3-induced neurotrophins toward the cerebellum (51).

Reporter transgene expression reflects variations in T3 signalling that could have three
possible origins : T3 metabolism, T3 transport and variation in transcription cofactors expression.
The following considerations suggest that T3 availability is most of the time the limiting factor and

that intracellular parameters have only marginal influence: a) The first appearance of lacZ
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expression during development coincides with the appearance of T3 in the embryo (14). b)
Increasing the level of T3 results in lacZ expression in cells, which do not express lacZ in euthyroid
condition. c) Direct measurement of T3 content reveals a high level in midbrain and a low level in
cerebellum and olfactory bulbs, coincident with reporter expression. In some areas however, T3
local concentration and reporter expression do not seem to overlap. For example histochemistry
reveals a high concentration of T3 in the hippocampus, in both the CA fields and dentate gyrus (13)
whereas high reporter expression occurs in the CA fields only. Therefore, the influence of
transcription cofactors can not be ruled out. Overexpression of corepressors is able, at least in vitro,
to prevent liganded receptor activation (52). The expression of the T3-inducible corepressor
Hairless is very high in the cerebellum inner granular layer (28, 53) and could thus attenuate
reporter expression in this part of the brain, explaining why hyperthyroidism does not lead to
ubiquitous reporter expression.

If the signalling pattern mainly reflects T3 distribution the underlying mechanism generating
this distribution is unclear, because T3 metabolism is complex (5) and not fully understood (54).
Dio2 expression and reporter expression seem to be well correlated after birth, suggesting that T3
synthesis controls the local T3 concentration, Dio3 expression seems also to be important, at least
during the fetal life. T3 transport might also influence T3 distribution. From the fact that tanicytes
express of Dio2 at high level and that plexus choroid import T4 in the cerebrospinal fluid, we
expected to observe a higher reporter expression in the areas close to the third ventricle. This was
not the case. Indirect evidence suggest that anterograd axonal transport of T3 occur, at least in
noradrenergic neurons, distributing T3 at distant location (13). In this respect it is interesting to
notice that reporter expression is elevated in all the visual tract : retina, dorsolateral ganglion, and
colliculus. It has been shown that during Xenopus laevis metamorphosis, restricted Dio3 expression
modify the local concentration of T3 within the retina, and that these variations influence the retina
ganglion cell proliferation and axon ipsilateral projection (55). From this it is tempting to speculate
that T3 circulates along the visual tract and is somehow involved in axon guidance.,

T3 is generally considered as a trophic factor whereas retinoic acid, a vitamin A derivative
that is not chemically related to T3, has been originally proposed to be a morphogen. Although it is
now apparent that the original morphogen definition does not apply to retinoic acid, it is well
established that the local variations in retinoic acid concentration are informative for cell
differentiation and field patterning at several steps of development (56). Retinoic acid binds RAR,
which are the closest relatives of TR within the nuclear hormone superfamily, and the two types of
receptor share common target genes (57) as well as many coactivators and corepressors. The
present observations demonstrate that T3 signalling can also vary at short distance in the

developping brain. We propose that, like for retinoic acid, T3 local concentration provides the brain
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cells with positional information and can thus control patterning and differentiation events during

neural development.

Acknowledgements: We thank Thomas Perlmann for plasmid gift, J.M.Vanacker and
K.Gauthier for critical reading of the manuscript, and Nadine Aguilera for mouse breeding. This
work was supported by Association pour la Recherche contre le Cancer, the Comité Départemental
de la Loire de la Ligue Nationale contre le Cancer and the Human Frontier Scientific Program
(RGO347/1999.M). Laure Quignodon is supported by a fellowship from La Fondation de la
Recherche Medicale.

Figure 1 (corresponding to the figure 9 and 10 of the these) : The Gal4-TRa reporter system
8) The pFINDT3 plasmid carries two transcription units. One ensures the expression of a Gal4-TRa.
hybrid receptor able to bind Gal4 upstream activation sequences (UAS) and to recruit transcription
coactivators on TR ligand binding domain in a T3 dependent manner. The hybrid receptor controls
the expression of both the lacZ reporter gene and its own expression. 9) Activation by T3 of lacZ
transient expression after pFINDT3 transfection in COS cells. Background activity from cells
transfected in the absence of T3 was subtracted. A significant response is observed from 10"'M of
T3, a concentration lower that the one found in normal serum level. Maximum retinoic acid

activation of pFIND-RA (32) in the same conditions is given for comparison.

Figure 2 (corresponding to the figure 11 of the these) : whole mount Xgal staining of
FINDT3A and FINDT3B transgenic brains reveals heterogeneous T3 signalling. A) FINDT3A
brain P2. Ventral view B) FINDT3A brain P2. Dorsal view C) FINDT3A brain P§. Ventral view D)
FINDT3A brain P8. Dorsal view. E) FINDT3B brain P2. Ventral view F) FINDT3B brain P2.
Dorsal view G) FINDT3B brain P8. Ventral view H) FINDT3B brain P8. Dorsal view. I) Pax8”
FINDT3B hypothyroid mice. P8. Ventral view J) Pax8 FINDT3B hypothyroid mice P8. Dorsal
view K) Propyl-thio-uracyl treated hypothyroid FINDT3B mice P15 ventral view. L) Propyl-thio-
uracyl treated hypothyroid FINDT3B mice P15 dorsal view. M) FINDT3B cerebellum P15 N)
hyperthyroid FINDT3B cerebellum P15 O) FINDT3B olfactory bulbs P15 P) Hyperthyroid
FINDT3B olfactory bulbs Q, R) FINDT3B P15. T4+T3 treatment of propyl-thio-uracyl treated

hypothyroid mice restores lacZ expression.

Figure 3 (corresponding to the figure 12 of the these) : lacZ reporter expression in transgenic
brain. FINDT3A (A, B, C, D, E, G, I, J, K) and FINDT3B (F, H, L) P15 brains were cut before

fixation and Xgal staining, Coronal sections were performed at the approximate following positions,
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relative to bregma line: A: 1.5, B :0.8,C:0.6,D:0,E:-0. 5, F: -1, G: -1.5, H: -2.5, I; -3 J: -3.5,
K: -5 (58). L: Parasagittal section of FINDT3B cerebellum showing expression in the Purkinje cell
layer. Note the intense staining in piriform cortex (pi, A to C), thalamus (th, D to F) hippocampus
CA fields (hi, F to I) dorsolateral ganglion (dlg, H) and colliculus (co, J).

Figure 4 (corresponding to the figure 13 of the these) : Fetal expression of the lacZ reporter
transgene. A) Brain dissected from E15.5 FINDT3A fetus. Note the mesencephalon staining. B)
E15.5 FINDT3A fetus. Expression is mainly in the dorsal ectoderm. C) E15.5 FINDT3B fetus.
Expression is mainly in the inner ear. D) Top view of E15.5 FINDT3R fetus. Expression is visible
in mesencephalon E) E17.5 FINDT3A fetal brain. Dorsal view. F) E17.5 FINDT3A fetal brain.
Ventral view. G) Sagittal section of a E17.5 FINDT3B fetal brain Prospective colliculus (co),
hippocampus (hi), thalamus (th) are stained but not lateral cortex (cx) olfactory bulbs (ob) and
cerebellum (cb) H) E17.5 FINDT3B fetal brain. Dorsal view. I) E17.5 FINDT3A fetal brain.

Ventral view. The ventral telencephalon stained area correspond to the future piriform cortex.

Figure 5 (corresponding to the figure 14 of the these) : Quantification of deiodinase encoding
genes on fetal and post-natal brain, A) RNA was extracted from E15,5 fetuses midbrain (MB)
and forebrain (FB). Dio2 and Dio3 expression were measured by quantitative RT-PCR. Data are

expressed as percentage of expression measured on whole brain RNA at P15. Mean expression and

0/0

standard deviations are indicated for 4 wild type and 4 TR™ knockout animals. Expression of the

acidic ribosomal phosphoprotein PO gene (36B4) was also measured and used as an internal
standard for data normalization. B} Dio2 and Dio3 was measured at P15 expression in piriform
cortex (1) lateral cortex (2) cerebellum (3), colliculus (4), hypothalamus (5) pons (6) of control and

Pax8" animals with congenital hypothyroidism,
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