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La métamorphose des amphibiens :
un modele prometteur pour étudier les protéases

La métamorphose des amphibiens offre un modele
intéressant d’étude du développement post-embryonnaire,
et en particulier des cascades de controle morphogénétique
mises en place par les hormones thyroidiennes. Ces
hormones entrainent chez le xénope Uactivation de genes
codant pour des métalloprotéases qui dégradent la matrice
extracellulaire. Celles-ci semblent jouer un role important

ar son cOté spectaculaire et hau-
Ptement organisé, la métamor-

phose des amphibiens a attiré
tres tot de nombreux chercheurs qui
souhaitaient disposer d’'un modele
de développement post-embryon-
naire. Il s’agit d’'un phénomeéne com-
plexe faisant intervenir des processus
cellulaires et tissulaires aussi diffé-
rents que la différenciation, ’apop-
tose ou la morphogenése. Les événe-
ments les mieux caractérisés chez les
amphibiens, comme le xénope (Xeno-
pus laevis), sont la perte de la queue,
le remodelage de I'intestin et la mor-
phogenése des membres. Un des
aspects les plus fascinants de ce pro-
cessus est qu’un seul signal hormo-
nal, celui délivré par les hormones
thyroidiennes, est capable de provo-
quer des effets opposés sur différents
tissus de l'organisme. La métamor-
phose des amphibiens est donc deve-
nue, au méme titre que celle des
insectes, un modele d’étude des cas-
cades de controle génique mises en
route par 'action d’une hormone.
Les hormones thyroidiennes, notam-
ment la T3 (3,5,3 triiodo-L-thyro-
nine) qui est la forme biologique-
ment active, agissent via deux
récepteurs appelés TRa et TR, des
membres de la superfamille des
récepteurs nucléaires d’hormones.
Ceux-ci peuvent former des hétérodi-
meres avec d’autres récepteurs appe-
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de la matrice

lés RXR (retinoid X receptor) (m/s 1998,
n°11, p. 1211). Ces hétérodimeres se
fixent sur des éléments de réponses
aux hormones thyroidiennes, les
TRE (pour thyroid hormone response ele-
ment), situés dans les promoteurs des
geénes cibles. En présence d’hor-
mones, les hétérodimeres TR-RXR
activent la transcription de leurs
geénes cibles alors qu’en leur absence,
ils la répriment.

Une cascade d’expression génique
controlée par les hormones
thyroidiennes

Afin de comprendre les événements
observés pendant la métamorphose
du xénope, I’équipe de Don Brown a
Baltimore a cherché a identifier le
programme d’expression génique qui
est sous le contrdle des hormones thy-
roidiennes. Ainsi, plusieurs études de
criblages différentiels ont été réali-
sées a partir de différents organes et
ont permis de déterminer trois classes
majeures de genes dont certains ont
été identifiés [1, 2] (figure 1). La pre-
miere classe est constituée d’un petit
nombre de génes qui sont réprimeés
par les hormones thyroidiennes et
qui codent pour des protéines mem-
branaires ou extracellulaires. Les
deux autres classes comportent des
génes qui sont tous activés par les
hormones thyroidiennes, mais se dis-

dans le remodelage des tissus et leur régression aw cours
de la métamorphose. L'étude de leur mode d’action,

et du controle de leur expression et de leur activité

par les hormones thyroidiennes dans ce modele,
pourrait apporter des informations utiles

a la compréhension de laction de ces enzymes

chez les mammiferes.

tinguent par le caracteére précoce ou
plus tardif de cette activation. Les
genes activés de facon précoce
codent essentiellement pour des fac-
teurs de transcription, dont TRp, et
une métalloprotéase de la matrice
(MMP-matrix metalloprotease), la stro-
mélysine 3. Parmi les génes activés de
facon tardive, certains codent pour
des protéines de la matrice extracel-
lulaire comme la fibronectine, 'inté-
grine o1, et d’autres pour des pro-
téines de modification de la matrice
extracellulaire comme la collagénase
3, une autre MMP.

Cette cascade de contrdle de
I'expression génique n’est pas encore
comprise en détail, notamment en ce
qui concerne les relations précises
entre les différents acteurs. Elle est
néanmoins tres intéressante a mettre
en perspective avec ce que 'on sait
du role des hormones thyroidiennes
chez les mammiféres. En effet, chez
ces organismes, elles controlent de
nombreux parameétres physiolo-
giques comme le métabolisme éner-
gétique, la fonction cardiaque ou la
thermogenese. Cette multiplicité
d’actions a constitué un obstacle
important pour notre compréhen-
sion de leur mode d’action précis. La
mise en évidence d’une cascade de
controle relativement simple dans
son principe chez le xénope pourrait

permettre de disposer d’'un modeéle

Article disponible sur le site http://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/200117111195

1195


http://www.medecinesciences.org
http://dx.doi.org/10.1051/medsci/200117111195

1196

Geénes activés a réponse tardive :
collagénase 3, fibronectine,
intégrine a1, FAPa
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Figure 1. Hypothése de cascade de contréle génique par les hormones thy-
roidiennes dans la queue du xénope. L’hormone se fixerait tout d’abord au
récepteur TRa, qui est présent de maniére abondante avant le début de la
métamorphose. Ceci entrainerait I'induction de génes précoces (apres 2 a
4 heures), dont le récepteur TRB. Ce dernier serait responsable de I’activation,
en présence de I'hormone, des génes dits tardifs (induction aprés 12 a
24 heures). Les génes réprimés au cours de la métamorphose n’ont pas
d’homologues connus, et leur fonction reste encore mystérieuse. TH/bZip:
thyroid hormone induced bZip gene; BTEB: basic transcription element bin-
ding protein,; FRA-2: Fos related antigen 2, FAPa: fibroblast activation pro-
tein a.

d’action moléculaire de ces hor-
mones chez les mammiféres. Cela est
d’autant plus vrai que les phénotypes
des souris pour lesquelles les génes
TRa et/ou TRP ont été invalidés
montrent que ces hormones ont un
role crucial dans le développement
post-embryonnaire, notamment au
moment du sevrage. Par exemple,
chez les souris TRa”-, on observe un
défaut de maturation de l'intestin
gréle au moment du sevrage, et un
retard de la maturation osseuse [3].
De la a penser que ces hormones
controlent le développement post-
embryonnaire chez de nombreux
vertébrés via des mécanismes globa-
lement similaires, il n’y a qu'un pas...
qu’il ne faut tout de méme pas fran-
chir trop légeérement ! Il existe en
effet des différences importantes
entre les deux systémes. Par exemple,
chez les amphibiens, I'expression de
TRB est sous le controle direct des
hormones thyroidiennes, et ce rétro-
controle positif, qui n’existe pas chez
les mammiferes, joue un réle majeur
dans le déclenchement de la méta-
morphose. Il n’en reste pas moins
que I’étude comparative au niveau
moléculaire de la réponse aux hor-
mones thyroidiennes au cours du
développement post-embryonnaire
des amphibiens et des mammiferes
est une approche pleine d’avenir.

Métalloprotéases de la matrice
et métamorphose

Un certain nombre d’observations
suggere 'existence d’un lien entre
métamorphose et fonction des MMP.
Sur le plan morphologique, au cours
du passage de I'intestin larvaire a
I’'intestin adulte, on observe des
modifications importantes de la lame
basale qui sépare I’épithélium intesti-
nal du tissu conjonctif. Ces modifica-
tions sont associées a une apoptose

massive des cellules épithéliales lar-
vaires et a une prolifération impor-
tante des cellules souches pour for-
mer le tissu épithélial adulte [4]
(figure 2). Au cours de la régression
de la queue, deux populations de
fibroblastes migrent vers les lamelles
de collagéne voisines, entrainant leur
destruction puis I’apoptose des cel-
lules musculaires et épidermiques de
la queue [5] (figure 3). Ces deux
exemples montrent que différentes
matrices extracellulaires sont modi-
fiées lors de la métamorphose, ce qui
fournit un premier indice sur 'impli-
cation possible des MMP dans ce pro-
cessus. Le deuxiéme argument fort
est I’observation, par Don Brown,
d’un contrdle de I'expression des
MMP au cours de la métamorphose
(1, 2].

Les MMP sont des enzymes extracel-
lulaires dont I’activité est dépendante
du Zn* et qui sont capables de
dégrader les composants protéiques
de la matrice extracellulaire. Parmi
elles on trouve les collagénases, les
stromélysines et les gélatinases, dont
les substrats sont différents mais che-
vauchants. Ces protéines sont généra-
lement sécrétées sous une forme
inactive, appelée pro-enzyme, puis
activées dans le milieu extracellulaire
par clivage protéolytique du pro-pep-
tide (figure 4). Seules la stromélysine
3 et les MMP liées a la membrane
sont activées de maniere intracellu-
laire par la furine.

Pré- et
prométamorphose

Climax
de la métamorphose

Fin
de la métamorphose

— Prolifération cellulaire
[ Epithélium larvaire

—» Apoptose
[ Epithélium adulte

—— Lame basale
Tissu conjonctif

Figure 2. Métamorphose de l'intestin. Au cours de la métamorphose de
l'intestin, le tissu conjonctif prolifére tandis que I’'épithélium larvaire entre en
apoptose, laissant la place a I’'épithélium adulte. Ces modifications sont asso-
ciées a la formation de replis intestinaux et a des changements importants
de l’état de la lame basale. Le climax est la période de la métamorphose ou
les changements morphologiques sont les plus importants.
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Figure 3. Métamorphose de la queue. A, B, C. Modifications morphologiques du xénope au cours de la métamor-
phose. D, E et F. Coupes transversales, a ces différents stades, de la queue qui régresse progressivement. Sur les
schémas G et H sont représentés en rouge les fibroblastes de la gaine de la notochorde (G) et les fibroblastes sous-
épidermiques (H). Ces deux populations migrent vers les lamelles de collagéne qui les entourent au cours de la
métamorphose entrainant leur dégradation. CV: colonne vertébrale; GN: gaine de la notochorde, M: muscle; N:

nageoire

L’intervention des MMP au cours de
la métamorphose des anoures a été
suspectée des 1966 par J. Gross qui a
observé une forte augmentation de la
dégradation du collagéne dans la
queue du xénope lors de sa régres-
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sion [6]. Depuis, trois genes codant
pour des MMP, et activés par les hor-
mones thyroidiennes, ont été caracté-
risés chez le xénope. Il s’agit de la
stromélysine 3 (ST3), de la collagé-
nase 3 (Col3) et de la collagénase 4

(Col4). Des études par Northern blot
ont permis de montrer que ces
3 génes sont exprimés dans l'intestin,
les membres et la queue, aux
moments ou les changements s’effec-

tuent dans ces trois organes [7, 8]. e ———
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Figure 4. Contréle de I'expression et de I'activité des métalloprotéases pen-
dant la métamorphose. La fixation de T3 a son récepteur semble entrainer
directement une élévation de I'expression du gene codant pour la ST3 (stro-
mélysine), et, indirectement, celle des génes codant pour la Col3 (collagé-
nase) et la Col4, par I'intermédiaire d’un facteur de transcription X probable-
ment différent pour les deux MMP. La ST3 est activée par clivage
protéolytique dans le cytoplasme tandis que Col3 et Col4 sont activées hors
des cellules. Dans le milieu extracellulaire, I'activité des MMP peut étre
modulée par des inhibiteurs spécifiques, les TIMP (Tissue Inhibitors of Metal-
loproteinases) qui ne sont pas encore connus chez les amphibiens.

En outre, dans ces différents organes,
le gene de la ST3 est exprimé de
maniere plus précoce que ceux de la
Col3 et de la Col4.

Les expériences d’hybridation in situ
ont révélé que pendant la régression
de la queue, I'expression des trans-
crits ST3 et Col3 est augmentée dans
les fibroblastes qui envahissent les
lamelles de collagénes. Dans les carti-
lages de la téte, I’expression de la
ST3 et de la collagénase 3 est activée,
pour la premiere dans les fibroblastes
qui entourent I’épithélium pharo-
branchial voué a disparaitre, et pour
la seconde dans toutes les cellules des
cartilages qui se résorbent au cours
de la métamorphose [9]. Dans
I’intestin, les transcrits de la ST3 sont

détectés dans les fibroblastes du tissu
conjonctif situés a proximité de I’épi-
thélium intestinal (figure 2). Les rares
observations effectuées au niveau
protéique, concernant notamment
Iexpression de la ST3 dans 'intestin,
confirment les données obtenues au
niveau des ARNm.

Ces données révelent que le profil
d’expression spatial et temporel de
ces trois MMP est différent, avec une
expression parfois exclusive comme
dans certains tissus de la téte pour la
Col3 et la ST3. Ceci est en faveur de
I’hypothese d’un rodle distinct de ces
trois enzymes lors de la métamor-
phose et d’un controle différent de
leur expression par les hormones thy-
roidiennes.

Métalloprotéases
et hormones thyroidiennes

Les hormones thyroidiennes activent
Iexpression de la ST3 de facon tres
précoce et ce, en présence de cyclo-
heximide, un inhibiteur de la syn-
theése protéique [10]. Ceci suggere
fortement que les hormones thyroi-
diennes activent de facon directe la
transcription du géne codant pour la
ST3 (figure 4). Cependant, une partie
du promoteur de ce geéne (de
- 4000pb a + 600 pb) a été clonée
chez le xénope [11] : il ne semble pas
permettre de réponse aux hormones
thyroidiennes, et aucun TRE clas-
sique n’a pu étre identifié. Ces résul-
tats sont a rapprocher de ceux qui
ont été obtenus chez les mammi-
feres, pour lesquels la ST3 a suscité
un intérét particulier, car elle est
exprimée de facon excessive dans de
nombreux cancers. Les études effec-
tuées sur les promoteurs du geéne
humain et murin codant pour la ST3
ont permis d’identifier un TRE [12].
Méme si les séquences régulatrices
ne sont généralement pas conservées
entre les especes, il est tout de méme
possible d’imaginer que le promo-
teur de ce gene, chez le xénope, pos-
sede effectivement un TRE mais que
celui-ci n’a pour I'instant pas encore
été localisé.

En ce qui concerne les deux autres
MMP, on sait que l'induction de
I’expression de la Col3 par les hor-
mones thyroidiennes est inhibée en
présence de cycloheximide [10], ce
qui est faveur d’un mécanisme de
contrdle indirect. Quant a la Col4,
seule la cinétique tardive d’activation
par les hormones thyroidiennes per-
met de suggérer que ce controle est
aussi indirect. On peut souligner
que, chez ’homme, aucun TRE n’a
été caractérisé dans le promoteur de
la collagénase 3, et que la collagénase
4 n’a été décrite pour l'instant que
chez le xénope.

Un role direct des métalloprotéases
dans le remodelage tissulaire ?

L’activité protéolytique des MMP de
xénope n’a pour l'instant été déter-
minée que pour la Col4 [7]. Celle-ci
clive différents substrats de la matrice
extracellulaire, en particulier le colla-
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gene 1. Pour la ST3 et la Col3, les
degrés relativement importants
d’homologie de séquences avec leurs
homologues humains et murins, en
particulier au niveau du site cataly-
tique, peut suggérer que ces pro-
téines sont fonctionnelles et que
leurs substrats sont proches de ceux
qui sont connus chez ’homme et la
souris.

La collagénase 3 humaine clive les
collagenes interstitiels avec une pré-
férence pour le collagéne de type II
[13]. On peut souligner que le colla-
geéne de type II est un composant
majeur de la matrice extracellulaire
des cartilages et que, dans la téte du
xénope au cours de la métamor-
phose, la collagénase 3 est exprimée
dans les cartilages qui se résorbent.
La ST3 humaine ne clive aucun com-
posant majeur de la matrice extracel-
lulaire contrairement a la ST3 de
souris qui clive la fibronectine et le
collagene de type IV. L’incapacité de
la ST3 humaine a cliver ces substrats
est due a la présence, en position
235, d’'une alanine a la place d’une
proline [14]. Comme la ST3 de
xénope possede une proline a la
position correspondante, on peut
penser que ses substrats sont les
mémes que ceux de la ST3 murine
[8]. La fibronectine et le collagéne
de type IV sont en outre les compo-
sants majeurs de la lame basale, et la
ST3, au cours de la métamorphose,
est toujours exprimée dans des fibro-
blastes a proximité des lames basales.
Les hypothéses de substrats pour la
Col3 et la ST3 sont ainsi soutenues
par les sites d’expression de leurs
genes au cours de la métamorphose
du xénope.

Ainsi, non seulement le controle de
I’expression de ST3, Col 3 et Col4 est
différent, mais leurs substrats sont
aussi probablement différents. Il est
alors possible d’imaginer qu’elles
agissent de concert pour permettre
les modifications des différentes
matrices extracellulaires nécessaires
au déroulement de la métamor-
phose.

L’expression des MMP est donc fine-
ment controlée, notamment par les
hormones thyroidiennes. En outre,
ces enzymes sont présentes aux
endroits précis ou elles doivent exer-
cer une action spécifique. Cepen-
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dant, existe-t-il des preuves claires de
leur role dans les remaniements tis-
sulaires qui se produisent au cours de
la métamorphose? Pour l'instant,
seule la fonction de la ST3 a été étu-
diée pendant la métamorphose du
xénope, et ce dans 'intestin par la
méthode de culture d’explants [15].
L’utilisation d’un anticorps dirigé
contre le domaine catalytique de la
ST3 a permis de bloquer son activité
et d’en étudier les conséquences.
Quand cet anticorps est ajouté au
milieu de culture d’intestin, on
observe, en présence d’hormones
thyroidiennes, un blocage de 1'apop-
tose des cellules épithéliales larvaires,
et une inhibition ou un retard de
remodelage de la matrice extracellu-
laire. I1 apparait donc que la ST3
joue un role, de facon directe ou
indirecte, dans ’apoptose des cel-
lules épithéliales larvaires et dans le
remodelage de la lame basale qui lui
est associée. Il serait intéressant que
le méme type d’expériences soit
mené dans les autres organes dans
lesquels le géne de la ST3 est activé
au cours de la métamorphose.

Et chez les mammiferes ?

Les MMP semblent donc jouer un
role fondamental dans le remodelage
des différentes matrices extracellu-
laires, permettant ainsi les change-
ments tissulaires variés observés au
cours de la métamorphose des
amphibiens. Il reste encore beau-
coup de recherches a effectuer pour
mieux comprendre le contrdle de
I’activité de ces enzymes, et leur fonc-
tion dans les différents organes.
Toutes ces données obtenues chez
les amphibiens pourraient permettre
de préciser, chez les mammiféres, la
fonction des MMP et du contrdle de
leur expression par les hormones thy-
roidiennes non seulement pendant
le développement normal, mais aussi
au cours des processus pathologiques
faisant intervenir ces protéines. Une
telle approche comparative des diffé-
rents modeles pourrait se révéler tres
fructueuse. Par la qualité de
I’approche génétique qu’ils autori-
sent, les mammifeéres, et bien sir en
premier lieu la souris, rendent pos-
sible I’obtention de données trées pré-
cises sur la réponse aux hormones

thyroidiennes et les liens unissant
MMP, remodelage tissulaire et action
hormonale. Ainsi, 'utilisation de la
technique de microarray a permis de
déterminer récemment les différents
types de genes controlés par les hor-
mones thyroidiennes dans le foie de
la souris [16]. Inversement, en met-
tant a notre disposition un phéno-
mene fascinant, complexe, mais puis-
samment ordonné, les amphibiens,
et notamment le xénope, permettent
de mieux comprendre la logique
existant dans les cascades d’expres-
sion géniques. Les méthodes de
transgenése sont maintenant appli-
cables au xénope, ce qui permettra
de tester in vivo la réalité de la cas-
cade de controle génique par la T3
au cours de la métamorphose. Un
autre intérét de cette approche com-
parative est de mieux comprendre
comment les changements des
controéles moléculaires du développe-
ment peuvent jouer un role dans les
modifications des processus de déve-
loppement qui ont lieu au cours de
I’évolution des organismes.
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mEE [’IL-18: un nouvel acteur de
Pathérosclérose. Il est maintenant
admis que l'athérosclérose est une
maladie inflammatoire chronique
des arteres qui a pour origine une
agression initiale par le cholestérol-
LDL sous forme oxydée, et dans
laquelle de nombreux médiateurs
pro-inflammatoires sont clairement
impliqués [1, 2]. Récemment, Z.
Mallat dans le groupe d’A. Tedgui a
montré que I'IL-18, une cytokine
pro-inflammatoire de la famille de
I'IL-1B3, est exprimée dans les
plaques d’athérosclérose, en parti-
culier quand il existe des signes
d’instabilité [3]. Produite par les
macrophages, I'IL-18 stimule, en
synergie avec I'IL-12, la production
par les lymphocytes Thl d’interfé-
ron Y, un des facteurs pro-inflamma-
toires clés impliqués dans la patho-
génie de l’athérosclérose. Elle
induit aussi I'expression par les cel-
lules endothéliales de molécules
d’adhérence et de nombreuses chi-

miokines. Tous ces éléments évo-
quaient un roéle de I'IL-18 dans
I’athérosclérose. On sait en outre
que P'activité de I'IL-18 est bloquée
par un inhibiteur endogene appelé
I'IL-18BP (pour IL-18 binding pro-
tein). La méme équipe a donc éva-
lué in vivo les effets de I’administra-
tion d’IL-18BP (par électrotranfert
intramusculaire d’un plasmide
exprimant I’IL-18BP) dans un
modele murin bien connu d’athéro-
sclérose, les souris déficientes pour
le géne de I'apoliproprotéine E [3].
L’age de début du traitement
(14semaines) a été judicieusement
choisi afin d’étudier a la fois le
développement de nouvelles
plaques (dans l’aorte thoracique
descendante) et 1’évolution des
plaques déja constituées (dans le
sinus aortique). L’effet protecteur
de I'IL-18BP est tres net, aussi bien
sur le développement de nouvelles
lésions que sur les plaques déja
constituées. Celles-ci sont profondé-

ment modifiées avec une réduction
de linfiltration macrophagique, de
I’apoptose et du contenu lipidique,
et une augmentation du nombre de
cellules musculaires lisses et du
contenu en collagéne. Tous ces
effets sont connus pour favoriser la
stabilité des plaques d’athérosclé-
rose et donc limiter la survenue de
rupture, érosion ou thrombus. L’IL-
18 est donc a ajouter a la liste des
cytokines inflammatoires impli-
quées dans I'athérosclérose et dont
le blocage des voies de signalisation
représente une voie thérapeutique
potentielle.
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