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. RESUME ET MOTS CLES FRANCAIS

Le récepteur du facteur de libération de I'hormone de croissance (GHRH-R),
principalement exprimé dans les somatotropes, a été mis en évidence dans plusieurs
tissus extrahypophysaires. La médulla rénale est le seul tissu dans lequel 'ARNm du
GHRH-R est détectable sans amplification par PCR. Des études dimmunomarquage
ont révélé une co-localisation du GHRH-R avec le canal chlore CIC-K1, lequel est
exclusivement localisé dans les cellules de I'anse de Henlé ascendante mince
(AHam). La présente étude a donc été entreprise dans des cellules d’AH mince
(AHm) purifiées, afin d’étudier la régulation des niveaux dARNm du GHRH-R suite a
une stimulation au GHRH, de déterminer I'implication des voies de signalisation
AC/PKA et MAPK dans ce processus, et d'identifier, par biopuces, les génes régulés
suite & une stimulation au GHRH. Cette étude a nécessité la mise au point d'une
culture cellulaire d’AHm purifiées et d'un RT-PCR multiplex, afin de quantifier les

niveaux d’ARNm du GHRH-R rénal, suite a différentes interventions.

Les résultats obtenus mettent en évidence la présence d'un GHRH-R
fonctionnel dans les cellules de 'AHm purifiées, puisqu’'une exposition de 4 h en
présence de 10 nM de rGHRH(1-29)NH, provoque une diminution de 1.5 fois des
niveaux dARNm du GHRH-R (P <0.05). Par contre, suite a une stimulation au
GHRH, le blocage de la voie AC ou MAPK prévient la diminution des niveaux
d’ARNm du GHRH-R attendue, indiquant que I'action du GHRH implique ces voies de
signalisation. Une étude de régulation génique sur biopuces a été effectuée, suite a
une exposition unique au rGHRH(1-29)NH,, suivie de 4 ou 16 h de culture, ou
répétée, (a la mise en culture et a chaque 24 h), pendant 64 h de culture, afin de
mieux comprendre le role du systéme GHRH / GHRH-R dans ’AHam. Un ensemble
de 121 génes ont été exprimés de fagon différentielle. lls ont été regroupés en
familles selon leur fonction, tel que rapporté dans la littérature. Les principales
familles reliées a la fonction rénale sont celles des facteurs de transcriptions, voies
de signalisation, adhésion cellulaire, axe somatotrophe, division et prolifération
cellulaire, différenciation cellulaire, canaux ioniques et transporteurs et récepteurs
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couplés aux protéines G. Ces résultats suggérent un réle du GHRH-R rénal dans la
différenciation cellulaire au cours du développement et suite a une agression
cellulaire, la prolifération cellulaire, le transport d’électrolytes et la concentration de
I'urine possiblement via la régulation du récepteur V2 de la vasopressine et du canal
CIC-K1.

Mots clés : GHRH-R, GHRH, anse de Henlé, adénylyl cyclase, MAPK, prolifération

cellulaire, différenciation cellulaire, transport ionique, CIC-K1, régulation génique.
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RESUME ET MOTS CLES ANGLAIS

The growth hormone-releasing hormone receptor (GHRH-R), mainly localized
in somatotroph cells, was found in several extrapituitary tissues. The renal medulla
represents the only tissue containing a sufficient concentration of GHRH-R mRNAto
allow its detection without PCR amplification. Imnmunocytochemistry studies revealed
a co-localization of GHRH-R with the chloride channel CIC-K1, which is exclusively
localised in the ascending thin limb of Henle's loop (HI). The present study was
therefore undertaken in purified thin Hi cells to study the effect of a stimulation by
GHRH on the regulation of GHRH-R mRNA levels, to assess the implication of
AC/PKA and MAPK pathways in this process and to identify, by gene array, the genes
regulated following a stimulation to GHRH. This study needed the development of a
primary culture of purified thin HI cells and a multiplex RT-PCR, to quantify GHRH-R

mRNA levels following different treatments.

The results support the presence of a functional GHRH-R in purified thin H
cells, since a 4-h stimulation with 10 nM rGHRH(1-29)NH, induced a 1.5 times
decrease of GHRH-R mRNA levels (P <0.05). However, following a GHRH
stimulation, the blockade of the AC or MAPK pathways prevented the expected
decrease of GHRH-R mRNA levels, implying that GHRH is acting through these
signaling pathways. A gene array study was performed, following a single stimulation
with rtGHRH(1-29)NH,, followed by a 4- or 16-h culture period, or repeated stimulation
(at plating and every 24 h), followed by a 64-h culture period, to better understand the
role of the GHRH/GHRH-R system in the ascending thin limb of HI. A set of 121
genes were differentially expressed. They were clustered in families according to
their function, as reported in literature. The main families related to kidney functions
were those of transcription factors, signaling pathways, cell adhesion, somatotroph
axis, cell division and proliferation, cell differentiation, ion channels and transporters
and G protein-coupled receptors. These results suggest that the renal GHRH-R
could play arole in cell differentiation during development and following cell injury, in

cell proliferation, in electrolyte transport and in the capacity to concentrate urine,



possibly by regulating the vasopressin V2 receptor and CIC-K1 channel.

Key words : GHRH-R, GHRH, Henle's loop, adenylyl cyclase, MAPK, cellular
proliferation, cellular differentiation, ion transport, CiIC-K1, gene regulation.
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1. INTRODUCTION



1.1 Hormone de croissance

1.1.1 Caractéristiques et réles de ’lhormone de croissance

L’hormone de croissance (GH) a été isolée en 1945 a partir d’hypophyses
antérieures bovines (Li et coll., 1945). Cette protéine de 191 acides aminés est
sécrétée par les cellules somatotropes de I'hnypophyse antérieure (Li et coll., 1945). La
GH agit en se liant a son récepteur (GH-R) hépatique, mais également a celui de
plusieurs autres tissus, dont le rein (Tiong et coll., 1991). La liaison de GH a son
récepteur augmente la synthése et la sécrétion du facteur insulinique de croissance
de type | (IGF-I), qui est majoritairement produit dans le foie (Schwander et coll.,
1983).

La GH joue un réle primordial dans la régulation de la croissance longitudinale et
du développement chez I'enfant, et le maintien de l'intégrité et de la fonctionnalité des
tissus chez I'adulte (Andreasen et coll., 1996). La GH stimule la croissance de
plusieurs tissus, en augmentant la taille des cellules et le taux de mitose. La GH est
également un important régulateur du métabolisme des protéines, lipides et glucides
(Andreasen et coll., 1996). Elle augmente la concentration de protéines musculaires
en stimulant la transcription de I'ADN, la synthése protéique et en diminuant le
catabolisme protéique (Andreasen et coll., 1996). La GH stimule I'utilisation des
réserves adipeuses comme source d'énergie en augmentant la lipolyse (Bengtsson et
coll., 1992). Elle diminue l'utilisation du glucose en causant une résistance a
I'insuline, ce qui entraine une diminution de I'entrée et de I'utilisation du glucose dans
les muscles squelettiques et le tissu adipeux (Andreasen et coll., 1996). Une
hyposécrétion de GH au cours de I'enfance méne a des retards de croissance et au
nanisme lorsque non traité par une thérapie hormonale de substitution (Andreasen et
coll., 1996). Une déficience en GH chez I'enfant est caractérisée par un retard de la
maturation des os, et chez I'adulte, par une augmentation de la masse adipeuse et

une diminution des masses musculaire et corporelle (Andreasen et coll., 1996).



1.1.2 Régulation de ’hormone de croissance

La synthése et la sécrétion de GH sont principalement contrélées dans les cellules
somatotropes de I'hypophyse antérieure par deux facteurs hypothalamiques, le
facteur de libération de I'hormone de croissance (GHRH) et la somatostatine (SRIF ou
SS). Le GHRH est un peptide de 40 et 44 aa chez I'humain (Bohlen et coll., 1983), et
de 43 aa chez le rat (Mayo et coll., 1985). Des études immunocytochimiques
(Merchenthaler et coll., 1986) etimmunohistochimiques (VandePol et coll., 1986) ont
démontré que la majorité des neurones sécrétant le GHRH proviennent du noyau
arqué de I'hypothalamus, chez le rat. Le GHRH est relaché dans le systeme porte
hypothalamo-hypophysaire, se lie a son récepteur couplé a une protéine G
stimulatrice (Mayo, 1992) exclusivement situé sur les cellules somatotropes de
I'nypophyse antérieure (Morel et coll., 1999), et stimule la synthése et la sécrétion de
GH (Barinaga et coll., 1985). La SRIF, un peptide de 14 aa synthétisé dans le noyau
périventriculaire de I'nypothalamus, inhibe la sécrétion de GH (Tannenbaum et coll.,
1984), en se liant a son récepteur couplé a une protéine G inhibitrice (Yamada et coll.,
1992).

Des mécanismes de rétrocontroles positifs et négatifs de plusieurs peptides et
hormones, incluant le GHRH, la SRIF, la GH et I'lGF-| participent a la régulation de la
sécrétion de GH (Figure 1). Le GHRH régule sa propre sécrétion au niveau du noyau
arqué de I'hypothalamus en agissant sur son recepteur (Lumpkin et coll., 1989). Une
injection intraventriculaire de GH augmente la sécrétion de SRIH de I'hypothalamus
chez le rat (Chihara et coll., 1981). La GH inhibe également sa sécrétion par une
rétroaction négative au niveau de I’hypophyse, ou en diminuant la sécrétion de GHRH
par 'hypothalamus (Frohman et coll., 1992). L'IGF-I exerce un rétrocontrdle en
diminuant la sécrétion de GH et les niveaux dARNm de GH dans des cellules

tumorales hypophysaires (Yamashita et coll., 1986).



Figure 1 : Régulation de la sécrétion de 'hormone de croissance dans la cellule

somatotrope.
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Tiré de : http://www.biochem.northwestern.edu/mayo/Research2.htmi.
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L'IGF-I est impliqué dans F'inhibition de la sécrétion de GH en diminuant la
sécrétion de GHRH de I'hypothalamus (Shibasaki et coll., 1986), et en diminuant les

niveaux d’ARNm du GHRH-R hypophysaire (Kamegai et coll., 1998), chez le rat.

La ghréline, un peptide de 28 acides aminés purifié a partir d’estomac de rat,
stimule également la sécrétion de GH hypophysaire, en se liant a son récepteur dela
famille des sécrétagogues de la GH (GHS-R) (Kojima et coll., 1999). La ghréline et
son ARNm ont été détectés dans I'nypophyse humaine par RT-PCR, et dans
I’nypothalamus humain par immunocytochimie (Korbonits et coll., 2001). La ghréline
agit sur I'axe de GH principalement via I'hypothalamus, et peut également stimuler la
sécrétion de GH directement de I'hypophyse, de fagon paracrine ou autocrine
(Korbonits et coll., 2001).

1.2 Le facteur de libération de ’lhormone de croissance

1.2.1 Structure du facteur de libération de ’hormone de croissance

Le GHRH a été isolé de tumeurs pancréatiques de patients souffrant
d’acromégalie. Vale et coll. ont identifié |a structure d'un peptide de 40 acides aminés
(aa), le GHRH(1-40)OH (Rivier et coll., 1982), et I'équipe de Guillemin a identifié, en
plus du peptide de 40 aa, un peptide de 37 aa, le GHRH(1-37)NH,, et un peptide de
44 aa, le GHRH(1-44)NH; (Guillemin et coll., 1982). Il a été démontré par des études
in vivo que ces trois peptides stimulent de fagon équivalente la sécrétion de GH,
puisque la séquence bioactive est constituée des 29 aa de la portion N-terminale
(Rivier et coll., 1982 ; Guillemin et coll., 1982). Les formes de 40 et 44 aa ont été
observées chez I'humain (Bohlen et coll., 1983), alors que chez le rat, la forme de 43
aa (GHRH(1-43)OH) remplace celle de 44 aa (Mayo et coll., 1985). Chez I'humain, le
géne du GHRH est situé sur le chromosome 20 (Mayo et coll., 1985), et chez le rat,

sur le chromosome 3 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

A raide d'un essai de liaison au ['’I-Tyr'°|hGRF(1-44)NH,, Gaudreau et coll.
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(1992) ont effectué une étude de structure-affinité permettant d'identifier les régions
importantes du GHRH impliquées dans sa liaison au GHRH-R, dans I'hypophyse
antérieure de rat. L'effet de délétions a permis de déterminer que les acides aminés
contenus dans la région 13-21 du hGRF(1-29)NH; sont plus importants que ceux
situés en 24-29, pour permettre une affinité de liaison optimale du GHRH a son
récepteur (Gaudreau et coll., 1992). En utilisant cet essai, Lefrancois et coll. (1994)
ont déterminé les caractéristiques structurales du GHRH nécessaires au maintien
d’'une haute affinité de liaison au récepteur, dans I'adénohypophyse de rat. La
substitution de chaque aa du hGRF(1-29)NH; par I'alanine (Ala), afin d’examiner
I'importance de chaque chaine latérale dans la liaison avec le récepteur, ou par son
stéréoisomeére, afin d’'étudier I'effet de changements conformationnels locaux sur
I'affinité de liaison du GHRH au récepteur, a été entreprise. Les résultats de cette
étude montrent que les résidus Tyr', Asp®, Tyr'®, Arg", Lys' Leu™ Leu'’, Arg® et
Lys?' sont importants pour la liaison au récepteur, alors que les aa Ala*, Val™, Ala" et
lle*® sont impliqués dans le maintien de la structure du hGRF(1-29)NH,, permettant
une liaison a haute affinité. Les aa lie® et Phe® seraient importants pour les deux
paramétres. Les résidus impliqués dans la liaison au récepteur seraient également
nécessaires a l'activation du récepteur et la production dAMPc (Lefrangois et coll.,
1994).

1.2.2 Roles du facteur de libération de ’lhormone de croissance

Dans I'hypophyse antérieure, le GHRH provoque une augmentation de la synthese
et de la sécrétion de GH (Barinaga et coll., 1985). De plus, le GHRH augmente les
niveaux d’ARNm de GH dans des cultures primaires de cellules hypophysaires de rat
(Gick et coll., 1984). La liaison du GHRH a son récepteur stimule la prolifération des
cellules somatotropes, induite par I'AMPc (Billestrup et coll., 1986). En effet, la
forskoline, un activateur de I'adénylyl cyclase, stimule la prolifération des celiules
somatotropes de fagon similaire au GHRH (Billestrup et coll., 1986). Le GHRH induit
la prolifération des cellules somatotropes impliquant une augmentation de I'expression
du géne c-fos (Billestrup et coll., 1987).



Dans le cerveau, le GHRH module la prise alimentaire (Dickson et coll., 1990).
Une administration intracérébroventriculaire (ICV) de GHRH augmente la prise
alimentaire diurne chez le rat Wistar, mais n’a aucun effet ou diminue la prise
alimentaire nocturne (Feifel et coll., 1989). Une injection d'antisérum anti-GHRH dans
le noyau suprachiasmatique et la région préoptique médiane diminue
significativement la prise alimentaire nocturne, mais n'a pas d'effet durant les périodes
semi-éclairées ou diurnes, suggérant un réle du GHRH dans la régulation du cycle
circadien de la prise alimentaire (Vaccarino et coll., 1991). Cette diminution est
spécifique a I'apport protéique (Dickson et coll., 1995). Chez les rats LOU agés, le
GHRH injecté de fagon périphérique diminue la prise alimentaire globale et de lipides,
et augmente de fagon transitoire la prise protéique, alors que le GHRH injecté IVC
induit une diminution de ia prise alimentaire globale et de lipides (Veyrat-Durebex et
coll., 2001). Ces résultats suggérent que le GHRH régule |a prise alimentaire via le
GHRH-R hypophysaire et /ou hypothalamique (Veyrat-Durebex et coll., 2001).
L'ensemble de ces résultats montrent que le GHRH joue un role dans le controle de
I'organisation de la prise alimentaire.

Le GHRH est aussi impliqué dans le cycle du sommeil. Une injection ICV de
GHRH chez le rat augmente la phase d’'ondes lentes (sommeil profond), associée a
une augmentation de basses fréquences (1-2 Hz) et une diminution des fréquences
hautes (32-64 Hz) (Ehlers et coll., 1986). L'administration ICV d'anticorps anti-GHRH
chez le rat résulte en une diminution du sommeil NREMS (non-rapid-eye-movement
sleep) chez ces animaux, montrant le role du GHRH endogéne dans {a régulation du
sommeil (Obal et coll., 1992).

L’ARNm du GHRH a été détecté dans les cytotrophoblastes de placenta de rat
(Margioris et coll., 1990). Une stimulation avec 8-bromo-AMPc (un activateur de
I’AMPCc) et une stimulation par le phorbol 12-myristate 13-acétate (un activateurdela
PKC) ont augmenté la sécrétion de GHRH dans le placenta de rat, ce qui suggére
une régulation par les voies AC et PKC (Margioris et coll., 1990). Le GHRH
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placentaire pourrait réguler la production d’hormones placentaires afin d'agir

directement sur la croissance et la différenciation du foetus (Mayo et coll., 1996).

L’ARNmM du GHRH est présent chez 'humain et le rat au niveau du testicule (Berry
et coll., 1992, Berry et coll., 1988) et de I'ovaire (Bagnato et coll., 1992). Le GHRH,
présent dans les cellules interstitielles et germinales du testicule de rat, joue un réle
important dans la régulation de la fonction des cellules de Sertoli (Fabbri et coll.,
1995). Dans 'ovaire de rat, le GHRH joue un role dans la maturation des cellules de

la granulosa (Moretti et coll., 1990).

L’ARNm du GHRH est présent dans le pancréas et I'intestin (Matsubara et coll.,
1995). Le GHRH stimule la sécrétion d'enzymes digestives du pancréas (Pandol et
coll., 1984). Le GHRH intestinal augmente la prolifération des cellules épithéliales de

I'intestin chez le rat (Lehy et coll., 1986).
1.3 Le récepteur du facteur de libération de ’hormone de croissance

1.3.1 Structure du récepteur du facteur de libération de I’hormone de

croissance

Le GHRH-R a été cloné dans I'hypophyse de plusieurs mammiféres, incluant
le rat (Mayo et coll., 1992 ; Lin et coll., 1992) la souris (Lin et coll., 1992), I'humain
(Mayo et coll., 1992 ; Gaylinn et coll., 1993), le porc (Hsiung et coll., 1993), le baeuf

et le mouton (Horikawa et coll., 2001).

Le GHRH-R appartient a la sous-famille B-lil des récepteurs couplés aux
protéines G (Kolakowski et coll., 1999), comprenant également les récepteurs du
peptide intestinal vasoactif (VIP) (Ishihara et coll., 1992), de la sécrétine (Ishihara et
coll., 1991) et du glucagon (Jelinek et coll., 1993). Le GHRH-R de rat partage
respectivement 35 et 40% d’homologie de séquence avec les récepteurs de la
sécrétine et du VIP (Mayo et coll., 1992).



Le GHRH-R posséde plusieurs caractéristiques conservées parmi les
récepteurs couplés aux protéines G, soit sept domaines transmembranaires, des
résidus cystéines dans les deuxiémes et troisiémes boucles extracellulaires, qui
formeraient des ponts disulfures, et une cystéine dans la partie C-terminale
intracytoplasmique pouvant étre palmitoylée (Mayo et coll., 1992 ; Mayo et coll.,
1996). |l posséde au moins un site de N-glycosylation dans la partie N-terminale, et
des sites potentiels de phosphorylation dans la troisiéme boucle cytoplasmique et la
partie C-terminale (Mayo et coll., 1992 ; Mayo et coll., 1996). |l renferme plusieurs
résidus hautement conservés dans les domaines transmembranaires (Mayo et coll.,
1992 ; Mayo et coll., 1996). Le long domaine N-terminal du GHRH-R comporte six

cystéines conservées (Figure 2).

1.3.2 Isoformes du récepteur du facteur de libération de ’hormone de

croissance

Deux transcrits d ARNm du GHRH-R d’environ 2.5 et 4 kb ont été identifiés
dans I'hypophyse antérieure de rat (Mayo et coll.,, 1992 ; Lin et coll., 1992). Le
transcrit de 2.5 kb est le plus abondant et encode le GHRH-R fonctionnel de 423
acides aminés (Miller et coll., 1999). Cette forme lie le GHRH avec une haute affinite
et active la production d’AMPc intracellulaire (Miller et coll., 1999). Une isoforme de
464 aa, contenant une insertion de 41 aa (addition de 123 pb) au niveau de la
troisieme boucle intracytoplasmique, située immédiatement avant le sixieme domaine
transmembranaire, a également été décrite (Mayo, 1992 ; Lin et coll., 1992). Ce point
d’insertion correspond a une jonction intron-exon, suggérant que cette isoforme
longue du récepteur serait formée a partir d'un processus d’épissage alternatif de
I’ARN (Mayo et coll., 1992). Elle posséde une affinité plus faible pourle GHRH que la
forme native de 423 aa du GHRH-R. La stimulation de cette isoforme parle GHRH ne
provoque aucune production d’AMPc, contrairement a la forme de 423 aa (Miller et
coll., 1999).
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Figure 2 : Représentation schématique du récepteur de rat du facteur de libération

de I'hormone de croissance.

-NH,

ocee-COOH

Qﬁ :Site potentiel de N-glycosylation
® :Site potentiel de palmitoylation
® :Acides aminés conservés dans la sous-famille B-ll|
:Sites potentiels de phosphorylation

* :Résidus de cystéine conservés

Tiré de : Mayo et coll., 1996, Growth hormone secretagogues, Bercu BB and Walker

RF Eds, Springer-Verlag, p. 56.
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Par ailleurs, Zeitler et coll. (1998) ont identifié une deuxiéme isoforme du
GHRH-R par RT-PCR dans '’hypophyse de rat normal et nain, contenant 'insertion
de 123 pb (41 aa) dans la troisieme boucle cytoplasmique décrite précédemment,
ainsi qu'une délétion de 131 pb (1279-1408), se traduisant par une substitution des
cing derniers aa de I'extrémité C-terminale et 'addition de 17 aa. L’ARNm de cette
isoforme produit une protéine de 42 kDa, qui provoque une augmentation GHRH-
dépendante de la production d'AMPc, dans une lignée de cellules fibroblastiques

rénales de singe (Cos) ou cancéreuses humaines (Hela) (Zeitler et coll., 1998).

Un ADNc du GHRH-R encodant une protéine fonctionnelie de 423 aa a été
identifié dans I’nypophyse humaine (Mayo et coll., 1992). Trois isoformes, résultant
de I'épissage alternatif de lintron 11 ont été identifiées a partir de tumeurs
hypophysaires GH-sécrétantes et non sécrétantes et d’hypophyses humaines
normales (Tang et coll., 1995). Leur taille partielle estde 1.3, 1.7 et 1.8 kb. Laforme
de 1.3 kb est la plus abondante et correspond au GHRH-R, alors que les deux autres
variants contiennent des insertions d'environ 400 et 500 pb, respectivement, en
position 1025 du transcrit ARNm du GHRH-R. Ces formes proviendraient d’un
processus d'épissage alternatif. Le variant de 1.7 kb donnerait donc une protéine
tronquée a partir de I'aa 325, alors que celui de 1.8 kb donnerait une protéine
tronquée a partir de I'acide aminé 338, mais dont les 12 derniers résidus seraient

différents de la séquence native du GHRH-R (Tang et coll., 1995).

Hashimoto et coll. (1995) ont étudié I'expression de I’ARNm du GHRH-R dans
des hypophyses normales et des adénomes hypophysaires humains. En plus d'un
transcrit prédominant de 2.0 kb, retrouvé dans les hypophyses normales, et
correspondant a la protéine de 423 aa, des transcrits de 2.8 et 4.5 kb ont été
observés (Hashimoto et coll., 1995). La séquence codante des transcrits de 2.8 et 4.5
kb contient un codon stop donnant naissance a des récepteurs tronqués au niveau
de la troisiéme boucle intracytoplasmique. Dans les cellules Cos-7 transfectées avec
le transcrit de 2.0 kb, une stimulation au GHRH provoque une accumulation dAMPc,

mais non dans celles transfectées avec le transcrit de 4.5 kb, montrant que le
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récepteur tronqué ne peut transmettre le signal du GHRH (Hashimoto et coll., 1995).
De plus, la co-transfection des transcrits de 4.5 kb et 2 kb diminue la production
d’AMPc par le GHRH, suggérant un role de dominant négatif de la forme longue du
GHRH-R (Motomura et coll., 1998).

Le clonage du GHRH-R a partir d’'une librairie ¢ ADNc d’hypophyse de brebis a
révélé que la structure du récepteur correspond chez cette espéce au segment 1-407
aa de la forme de 423 aa retrouvée chez les autres mammiféres (Horikawa et coll.,
2001). Il posséde un codon stop prématuré a la position 408, entrainant une délétion
des 16 aa en C-terminal. Le séquengage de 'ADN génomique de chévre de la région
contenant {a mutation chez la brebis, a montré que les deux espéces présentaient
une mutation identique. Cette mutation du GHRH-R n’affecte pas les paramétres de
lisison du GHRH, mais augmente la sensibilité du GHRH a stimuler la production
d’AMPc, suggérant que le domaine C-terminal contrdle I'efficacité de signalisation de
la voie adénylyl cyclase. Cette mutation élimine six sites potentiels de
phosphorylation, ce qui pourrait entrainer une inhibition de la régulation a la baisse
du GHRH-R via son internalisation, ou son inefficacité a se coupler a la protéine G
(Horikawa et coll., 2001).

Deux isoformes du GHRH-R (G3R et G5R), isolées d’'une librairie d’ADNc
d’hypophyse antérieure de porc, possedent une structure primaire identique entre les
aa 1-418, puis une différente séquence de 419 a 423 (Hassan, 2001). L'isoforme
G5R posséde 28 aa supplémentaires a I'extrémité C-terminale. Lorsque exprimé de
maniére stable dans les cellules HEK 293, le GHRH se lie a I'isoforme G3R du
GHRH-R avec une affinité plus élevée qu'a I'isoforme G5R. L'activité de la GTPase et
la concentration d’AMPc suite a une stimulation au GHRH sont plus élevées pour
I'isoforme G3R. Ces résultats suggérent que la modification de I'extrémité C-
terminale du GHRH-R peut interférer avec la liaison du GHRH au récepteur et

diminuer I'efficacité de signalisation du GHRH-R (Hassan, 2001).
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1.3.3 Structure du géne du récepteur du facteur de libération de Phormone de

croissance

Le géne du GHRH-R humain a été localisé sur le bras court du chromosome
7p14 (Gaylinn et coll., 1994) et sur le chromosome 7p15 (Wajnrajch et coll., 1994).
L’'analyse du géne a montré qu'il s'étend sur plus de 8 kb et renferme plus de 10
exons (Petersenn et coll., 1998). Il contient un seul site d’initiation de la transcription,
qui est situé a 40 pb en amont du site d'initiation de la traduction (Petersenn et coll.,
1998). La séquence du promoteur comprend des sites de liaison de facteurs de
transcription tissu-spécifiques, tels que les facteurs a domaines POU, Pit-1 ou growth
hormone factor 1 (GHF-1), qui sont spécifiques a I'hypophyse, et le facteur de
transcription brain-2 (Brn-2), spécifique aux neurones (Petersenn et coll., 1998). Des
facteurs de transcription inductibles par des stimulis exogénes, comme la protéine
activatrice-1 (AP-1), la protéine liant I'élément de réponse a 'AMPc (CREB), le
récepteur a I'cestrogéne (ER) et le facteur nucléaire- kB (NF-KappaB) ont également
été identifiés dans la région promotrice du GHRH-R humain (Petersenn et coll.,
1998). Un élément de réponse positif aux glucocorticoides et un élément de réponse

négatif aux cestrogénes ont également été rapportés (Petersenn et coll., 1998).

Le géne du GHRH-R de rat est composé de 14 exons s’étendant sur 15 kb
(Miller et coll., 1999). Trois sites importants d’initiation de la transcription ont été
identifiés aux positions 286, 93 et 84 pb en amont du site d'initiation de la traduction
alors qu’un site mineur a été observé en position 203 (Miller et coll., 1999). Plusieurs
sites potentiels de liaison a Pit-1 ont été identifieés dans la région promotrice de 1.9 kb
en amont du site initiateur de la traduction (Miller et coll., 1999 ; Nogami et coll.,
2002). Nogami et coll. (2002) ont également identifié deux éléments de réponse
fonctionnels aux glucocorticoides, un élément de réponse aux hormones
thyroidiennes, et un élément de réponse fonctionnel a I'acide rétinoique. De plus, tel
que pour le GHRH-R humain, I'cestrogéne inhibe I'expression du GHRH-R de rat
(Miller et coll., 1997).
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1.3.4 Localisation du récepteur du facteur de libération de ’hormone de

croissance

La présence du GHRH-R a été mise en évidence au niveau de ia membrane
cytoplasmique, la membrane de granules de sécrétion de la GH, la matrice
cytoplasmique et la membrane nucléaire des cellules somatotropes de I'nypophyse

antérieure de rat et d’humain (Morel et coll., 1999).

De faibles niveaux d’ARNm du GHRH-R ont également été détectés par RT-
PCR dans plusieurs tissus extrahypophysaires de rat, tels que le muscle
squelettique, le duodénum, la rate, I'épididyme, le coeur, le poumon, le cerveau et le
rein, mais non dans le foie (Matsubara et coll., 1995). Seule la médulla rénale
renferme des niveaux d’ARNm du GHRH-R détectables sans amplification
(Matsubara et coll., 1995 ; Boisvert et coll., 2002). Des études d’'hybridation in situ et
d’essais de protection a la RNase ont montré que I'anse de Henlé (AH) mince de la
médulla renferme des niveaux élevés d ARNm du GHRH-R (Boisvert et coll., 2002).
Des études d'immunocytochimie ont révélé une co-localisation du GHRH-R avec le
canal anionique CIC-K1, exclusivement localisé dans les cellules de 'AH ascendante
mince (AHam), et non avec le canal aquaporine-1, restreint a I'AH descendante

mince (Boisvert et coll., 2001).

1.3.5 Caractéristiques pharmacologiques et biochimiques du récepteur du

facteur de libération de ’hormone de croissance

1.3.5.1 Récepteur hypophysaire du facteur de libération de I’hormone de

croissance

Les études de radioliaison ont constitué les premiéres techniques permettant
de caractériser le GHRH-R dans I'hypophyse de différents mammiféres. Des études
de saturation dans des homogénats d’hypophyse antérieure de rat de 2 mois, a l'aide
du ligand ["I-Tyr'%hGHRH(1-44)NH, (125|-GHRH), ont mis en évidence la présence
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de deux sites de liaison du ligand au récepteur: un premier site a haute affinité et
basse capacité, et un deuxiéme site a basse affinité et haute capacité (Abribat et
coll., 1990).

Des études de réticulation chimique ont permis de caractériser les complexes
ligand-GHRH-R de 26 kDa (Zysk et coll., 1986), de 27 et 42 kDa (Guarcello et coll.,
1991) ou de 28, 47 et 65 kDa dans I'nypophyse antérieure de rat (Boulanger et coll.,
1999). L’'immunobuvardage Western de préparations membranaires d’homogénats
d’hypophyse de rats a permis la détection de trois protéines de 44, 47 et 65 kDa
(Boulanger et coll., 1999). L’entité de 47kDa correspondrait & la forme décrite par
Mayo (Mato et coll., 1992), et les entités de 28 et 44 kDa pourraient étre des formes
tronquées de Ia protéine de 47 kDa ou des isoformes du GHRH-R. L’entité de 65 kDa
serait une forme longue ou glycosylée du GHRH-R, car la structure du récepteur
posséde des sites potentiels de N-glycosylation (Mayo et coll., 1992 ; Lin et coll.,
1992). Chez I'humain, des études d'immunobuvardage Western ont permis de
détecter des protéines de 52 et 55 kDa dans des préparations membranaires
d’hypophyse antérieure (Boulanger et coll., 1999). Une protéine de 45 kDa est
détectée dans les cellules BHK transfectées avec le GHRH-R humain (Boulanger et
coll., 1999).

De Almeida et Mayo (1998) ont étudié les régions du GHRH-R humain
impliqguées dans la liaison du GHRH par I'analyse de récepteurs mutants et
chimériques. L'extrémité N-terminale extracellulaire du GHRH-R, en association avec
les segments transmembranaires et leurs boucles extracellulaires, sont essentiels a
I'interaction initiale entre le ligand et le récepteur. De plus, des résidus dans les
boucles extracellulaires, en relation avec des domaines trans-membranaires, sont
essentiels pour la spécificité de liaison du GHRH (DeAlmeida et coll., 1998). Les
domaines C-terminal et N-terminal doivent étre présents pour permettre la liaison
optimale du GHRH (DeAlmeida et coll., 1998).



16

1.3.5.2 Récepteur rénal du facteur de libération de I’hormone de croissance

Fujinaka et coll. (1996) ont effectué une expérience dimmunobuvardage a
I'aide d’un anticorps anti-GHRH-R dans plusieurs tissus extrahypophysaires humains
incluant I'ovaire, le placenta, le poumon, la glande surrénale et le rein, et une entité

immunoréactive de 52 kDa a été mise en évidence uniquement dans le rein.

Des études de saturation avec le ligand ['*I-Tyr'’JhGHRH(1-44)NH,ont mis en
évidence la présence d'un site de liaison pour le GHRH-R (Kq: 28nM) dans la
médulla rénale de rat (Boulanger et coll., 2002). Des études de réticulation chimique
ont permis de détecter des complexes protéiques de 38, 55 et 65 kDa dans la
médulla rénale de rat, comparativement a ceux de 28, 47 et 65 kDa dans 'hypophyse
antérieure (Boulanger et coll., 2002). La protéine de 47 kDa représentant un
récepteur fonctionnel de 423 aa dans I'nypophyse, Ia protéine renale de 55 kDa
pourrait correspondre a une forme glycosylée du GHRH-R, tel que rapporté pour les
hypophyses bovine et ovine (Gaylinn et coll., 1994). La protéine de 65 kDa pourrait
également représenter une forme glycosylée ou une isoforme plus longue du
récepteur. Quant a la protéine de 38 kDa, elle pourrait résulter d'une protéolyse du
complexe '®I-GHRH-R-GHRH durant le processus de réticulation (Boulanger et coll.,
2002). Des différences de profil de structure-affinité observées entre I'hypophyse et
le rein suggérent des différences structurales au niveau du site de liaison du GHRH,
ou au niveau d’autres domaines du récepteur pouvant influencer la conformation du

site de liaison (Boulanger et coll., 2002).

Boisvert et coll. (2002) ont détecté par buvardage Northern des transcrits
d’ARNm polyA du GHRH-R de 2.3 et 3.7 kb, dans la médulla rénale et I'hypophyse
antérieure de rat. lls seraient respectivement 2.3 et 1.3 fois moins abondants dans le

rein que dans I'hypophyse (Boisvert et coll., 2002).

1.3.6 Voies de signalisation du récepteur hypophysaire du facteur de libération

de Phormone de croissance
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Dans les cellules somatotropes, I'activation du GHRH-R par le GHRH induit une
cascade de signalisation menant a la synthése et sécrétion de GH (Figure 3). La
liaison du GHRH a son récepteur permet I'activation d’une protéine Gs, la stimulation

de I'adénylyl cyclase et la production d’AMPc, qui active la protéine kinase A.

L’augmentation des niveaux d’AMPc entraine la phosphorylation des canaux ca*
voltage-dépendants, menant a leur ouverture et a I'entrée de Ca* extracellulaire
nécessaire a la sécrétion de GH (Cuttler et coll., 1992 ; Lussier et coll., 1991a ;
Lussier et coll., 1991b). Une stimulation au GHRH dans des cellules hypophysaires in
vitro active également des canaux Na" insensibles a la tétrodotoxine et des canaux
cationiques non sélectifs, causant une dépolarisation qui active les canaux calciques
(Kato et coll., 1992 ; Frohman et coll., 1996). L'activation de la protéine kinase A
permet la phosphorylation de plusieurs autres substrats cytoplasmiques et nucléaires,
dont le facteur CREB (cAMP-responsive element binding protein) (Brindle et coll.,
1992). Celui-ci stimule la transcription de plusieurs génes, dont celui de Pit-1, qui

active la transcription des genes de GH et du GHRH-R.

Le GHRH-R est également lié a une protéine Gp qui active la phospholipase C
(Frohman et coll., 1996). Celle-ci transforme le phosphatidyl-inositol 4,5 biphosphate
(PIP2) en inositol 2,4,5 triphosphate(IPs) et diacyl glycérol (DAG). L'IP; libére le
calcium du réticulum endoplasmique, et le DAG active la PKC, qui augmente I'entrée
de calcium extracellulaire. Dans les cellules de I'nypophyse antérieure de rat, des
activateurs de la PKC augmentent la sécrétion de GH suite a une stimulation au
GHRH (Ohmura et coll., 1985 ; Summers et coll., 1985). La 4p-phorbol 12-myristate
13-acétate (PMA), un activateur de la PKC, augmente significativement la quantité
d’AMPc stimulée par le GHRH dans les cellules de I'hypophyse antérieure de rat
(Cronin et coll., 1986). L'activation de la PKC par I'ester de phorbol PDB (phorbol
12,13-dibutyrate) provoque une augmentation des concentrations de calcium
intracellulaire dans les cellules somatotropes (Holl et coll., 1989).
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Figure 3 : Voies de signalisations impliquées dans la réponse au GHRH dans

I'hypophyse antérieure.
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Tiré de la thése de C Boisvert, Université de Montréal, 2003, Localisation, régulation
et fonction du récepteur rénal du facteur de libération de 'hormone de croissance

chez le rat.
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Suite a une stimulation avec des activateurs de la PKC, tel que la phospholipase
C, qui libére du DAG endogene, le PMA ou le DAG synthétique, Ia sécrétion de GH
est augmentée via une mobilisation de calcium dans les cellules de I'nypophyse
antérieure (Judd et coll., 1986).

La liaison du GHRH a son récepteur hypophysaire active une cascade de
signalisation stimulant la prolifération (Billestrup et coll., 1986 ; Mayo et coll., 1988)
(Figure 3) et la différenciation des somatotropes (Dean et coll., 1999). La forskoline,
un activateur de I'adénylyl cyclase, stimule la prolifération des cellules somatotropes
de fagon similaire au GHRH (Billestrup et coll., 1986). Le GHRH active la voie MAPK
dans les cellules hypophysaires, causant leur prolifération (Pombo et coll., 2000 ;
Zeitler et coll., 2000). De plus, un inhibiteur de MEK1, le PD98095, empéche
I'activation des MAPK et |a prolifération de la lignée GH4 de cellules somatotropes
(Zeitler et coll., 2000). L'activation des MAPK a lieu via les sous-unités By de la
protéine G couplée au GHRH-R, et nécessite p21™°, une MAPK, et PI3-K, qui active la
PKB (Pombo et coll., 2000). Egalement, une induction de I'expression du géne c-fos

est observée aprés une stimulation au GHRH (Billestrup et coll., 1987).

1.3.7 Régulation du récepteur hypophysaire du facteur de libération de

I’hormone de croissance

Plusieurs facteurs interviennent dans I'effet du GHRH sur I'expression du
GHRH-R, tels que la durée de stimulation au GHRH et le stade de développement de
I'nypophyse (Lasko et coll., 2001). Une exposition prolongée au GHRH cause une
désensibilisation des somatotropes, via une régulation ala baisse du nombre de sites
de liaison du GHRH (Bilezikjian et coll., 1986). L'internalisation et le trafic
intracellulaire du GHRH-R ont été étudiés suite a une stimulation au GHRH, dans
I’'hypophyse antérieure de rat et dans les cellules BHK transfectées avec le GHRH-R
humain (h) et de rat (r) (Veyrat-Durebex et coll., 2004). Les résultats suggerent que
I'acylation des acides gras du rGHRH-R est un pré requis a I'intemalisation par la voie

cavéoline-dépendante, et que le hGHRH-R est internalisé de fagon clathrine-
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dépendante. Le GHRH-R est ensuite dirigé dans les lysosomes dans les deux types
cellulaires. Une synthése de novo et le recyclage dans les cellules somatotropes, et
une synthése de novo dans les cellules BHK transfectées avec le hGHRH-R,
permettent le maintien d’une quantité optimale de récepteurs fonctionnels a la

membrane (Veyrat-Durebex et coll., 2004).

Chez le rat nouveau-né, une immunisation passive au GHRH pendant dix jours
provoque une diminution marquée des niveaux d ARNm du GHRH-R hypophysaire,
suggérant une régulation de I'expression du GHRH-R par son ligand (Horikawa et
coll.,, 1996). De plus, un traitement de 4 h avec 0.1 ou 1 nM de GHRH dans les
cellules hypophysaires de rat provoque une diminution de 50% des niveaux dARNm
du GHRH-R (Aleppo et coll., 1997). Un pré-traitement au GHRH (10 nM) provoque
une diminution de la production d'’AMPc induite par un traitement subséquent au
GHRH. Cependant, un pré-traitement a la GH n’influence pas la production d’AMPc,
ce qui démontre que le GHRH, et non la GH, régule a la baisse les niveaux dARNm
du GHRH-R (Aleppo et coll., 1997). Un traitement a |a forskoline (10 uM), qui stimuie
directement I’'adénylyl cyclase et augmente les taux d’AMPc, diminue significativement
les niveaux d’ARNm du GHRH-R, donc le GHRH agirait par la voie de 'AMPc pour
réguler négativement I’ARNm de son récepteur (Aleppo et coll., 1997). Des études in
vitro avec des cellules hypophysaires de rats nouveaux nés et adultes ont démontré
une modulation de I'expression de '’ARNm du récepteur lorsque les rats sont traités
avec le GHRH (Lasko et coll., 2001). Une réduction significative des niveaux ’ARNm
du GHRH-R est observée aprés 4 h de traitement, une restauration du niveau basal
aprés 24 h et une augmentation aprés 72 h. La ghréline est le ligand endogéne
spécifique du récepteur de la famille des sécrétagogues de la GH (GHS) (Kojima et
coll., 1999). Une stimulation de 4 h avec 1 uM de ghréline régule négativement
I’ARNmM du GHS-R et du GHRH-R, et une stimulation de 4 h avec 10 nM de GHRH
régule a la baisse les niveaux dARNm du GHRH-R et du GHS-R, montrant une
régulation négative hétérologue de ces récepteurs dans les cellules somatotropes de
porc (Luque et coli., 2004).
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L’augmentation de I'expression du GHRH-R est plus élevée chez les rats
nouveaux nés que chez les rats adultes (Lasko et coll., 2001). Une stimulation de 0.5
mg/kg de GHRH chez des rats de deux mois pendant 14 jours augmente le nombre de
sites de liaison du GHRH, et une stimulation avec 1.0 mg/kg diminue le nombre de
sites de liaison, ce qui suggére une régulation négative ou positive de la transcription
du géne du GHRH-R selon la dose de GHRH utilisée (Girard et coll., 1999). Des rats
agés (18 mois) nécessitent une dose de 1.0 mg/kg de GHRH afin de restaurer les
parameétres de liaison du GHRH-R en comparaison a ceux observés chez des rats de
deux mois, supposant une régulation de I'affinité du récepteur pour son ligand en

fonction de I'age (Girard et coll., 1999).

L'expression du GHRH-R est également régulée par des hormones
stéroidiennes et thyroidiennes. Un traitement a la dexaméthasone, un glucocorticoide
synthétique, augmente les niveaux dARNm du GHRH-R hypophysaire chez le rat,
suggérant une régulation de l'expression du géne du GHRH-R par les
glucocorticoides (Lam et coll., 1996 ; Miller et coll., 1997). En présence
d'actinomycine D, un inhibiteur de la transcription, la dexaméthasone ne peut
augmenter le niveau dARNm du GHRH-R, indiquant une action transcriptionelle
(Miller et coll., 1997). Les hormones thyroidiennes T3 (Korytko et coll., 1997) et T,
(Miki et coll., 1995) augmentent également I'expression du géne du GHRH-R dans les
cellules hypophysaires de rat. De plus, une action synergique des glucocorticoides
avec les hormones thyroidiennes et 'acide rétinoique, résultant en une augmentation
des niveaux dARNm du GHRH-R, a été mise en évidence dans les cellules
hypophysaires de rat (Nogami et coll., 2000). Un traitement de 24 h avec |'acide
rétinoique ou I'homone thyroidienne T, en synergie avec la dexaméthasone,
augmente I'expression de 'ARNm du GHRH-R dans des cellules MtT/S en culture

ainsi que dans des cellules d’hypophyse fecetale de rat (Nogami et coll., 2000).

Un dimorphisme sexuel important de I'expression du géne du GHRH-R
hypophysaire a été mis en évidence chez le rat. Les niveaux dARNm du GHRH-R

chez la femelle jeune représentent 15% de ceux retrouvés chez le male (Ono et coll.,
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1995), se traduisant par une capacité de sécrétion de la GH de 33% plus faible que
celle du male. Cette diminution du niveau d’expression du GHRH-R et de la capacité
a libérer la GH chez la femelle pourrait expliquer la croissance plus lente de la
femelle et son poids corporel inférieur & celui du méle & I’age adulte (Ono et coll.,
1995). Une stimulation aux cestrogénes diminue les niveaux dARNm du GHRH-R
dans I'hypophyse du rat male, démontrant que les cestrogénes régulent négativement
I'expression du GHRH-R hypophysaire (Lam et coll., 1996).

1.3.8 Réles du récepteur du facteur de libération de ’hormone de croissance

Dans les cellules somatotropes, les actions du GHRH sont induites par le
GHRH-R, qui est impliqué dans la synthése et la sécrétion de GH (Barinaga et call.,
1985), ainsi que dans la prolifération (Billestrup et coll., 1986) et différenciation (Dean
et coll., 1999) des cellules somatotropes. L'étude de la souris little a permis de
confirmer le réle du GHRH-R hypophysaire. Une hypoplasie des somatotropes a été
observée chez la souris little, ce qui suggere un réle du GHRH-R dans la prolifération
et la différenciation de ces cellules (Lin et coll., 1993). Une mutation missens dans le
domaine extracellulaire du GHRH-R conduit & une diminution importante de la
sécrétion de GH, une hypoplasie hypophysaire et un phénotype nain, démontrant le
role essentiel du GHRH-R dans la sécrétion de GH et la prolifération des cellules
somatotropes (Godfrey et coll., 1993). Il a été démontré que cette mutation empéche
la liaison du GHRH a son récepteur et la stimulation d’AMPc intracellulaire (Gaylinn et
coll., 1999). Chez I'humain, des mutations familiales missens du géne du GHRH-R
causent une déficience en GH et le nanisme (Carakushansky et coll., 2003 ; Salvatori
et coll., 2001). Des cellules CHO exprimant le récepteur muté montrent une
augmentation tres faible ou nulle des taux d’AMPc suite a une stimulation au GHRH
(Carakushansky et coll., 2003 ; Salvatori et coll., 2001).

Des évidences récentes indiquent qu'un GHRH-R fonctionnel est exprimé dans
les cellules de I'AH semi-purifiées de rat. Une exposition de 4 h de cellules de 'AH
semi-purifiées avec 1, 10 ou 100 nM de rGHRH-(1-29)NH, provoque une diminution
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de 50-70% des niveaux d’ARNm du GHRH-R, montrant une régulation a la baisse du
GHRH-R (Boisvert et coll., 2002). Une stimulation avec un agoniste fluorescent
montre une internalisation du récepteur dépendante du temps et de la température
d'incubation (Boisvert et coll., 2002). La localisation du GHRH-R rénal dans les
cellules de I'AH ascendante mince, suggére un réle dans 'homéostasie ionique ou
hydrique, en lien avec le canal chlore CIC-K1, ou dans la prolifération cellulaire
(Boisvert et coll., 2002).

1.4 Le rein comme tissu cible du GHRH

1.4.1 Structure et fonction rénale

Le rein est composé d'une partie externe, le cortex, d'une partie interne, la
médulla, et d'un hile, contenant I'artére et la veine rénale ainsi que le bassinet. L'unité
fonctionnelle du rein est le néphron, composé d’un corpuscule rénal, contenant une
capsule glomérulaire rénale et un glomérule, et un tubule rénal, composé d'un tubule
proximal, une AH et un tubule distal (Figure 4). Celui-ci rejoint le tubule collecteur ou
converge l'urine de plusieurs néphrons. Les vaisseaux sanguins du néphron sont
composeés des capillaires glomérulaires, qui produisent le filtrat, et des vasa recta,

capillaires entourant les tubules et réabsorbant la majorité du filtrat.

Les reins filtrent en moyenne 180 L de liquide par jour et en réabsorbent 99%
dans le sang, ce qui résulte en une excrétion d’environ 1.5 L d’urine. Le sang est
d'abord filiré passivement par le glomérule rénal, a I'exception des macromolécules
telles que les protéines. Ce filtrat glomérulaire est ensuite acheminé dans le tubule
proximal et 'AH, ol la majorité de I'eau, des nutriments et des ions sont ré-absorbés
dans le sang, et ou |es substances indésirables du plasma, comme des médicaments
ou l'urée, sont excrétées dans le tubule. Ce qui reste du filtrat, I'urine, est ensuite
acheminée dans les tubes collecteurs, qui la concentreront ou la dilueront selon les

besoins de I'organisme (Gougoux, A. 1999).
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Représentation schématique du néphron et des caractéristiques

Figure 4 :
structurales de ses différentes populations cellulaires
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1.4.2 Mécanisme de concentration de I’urine

L'un des rdles principaux des reins est de maintenir I'osmolalité a environ 300
mOsm/kg, en contrdlant le volume et la concentration de I'urine. Les reins exercent ce
controle a l'aide d'un mécanisme a contre-courant, qui permet de maintenir un
gradient osmotique entre le cortex et la médulla interne (Figure 5). Le terme contre-
courant signifie la descente et la remontée des liquides dans les anses de Henlé et
vasa recta descendantes et ascendantes. Le filtrat qui entre dans le tubule proximal
posséde une osmolalité approximative a celle du plasma, soit 300 mOsm/kg. Le
tubule proximal réabsorbe beaucoup d’eau et d'ions dans le sang (65% du filtrat), ce

qui permet au filtrat de demeurer isotonique (Gougoux, A. 1999).

L’AH descendante mince, qui est imperméable aux ions mais perméable a
I'eau, réabsorbe de grande quantités d’eau par osmose vers le milieu interstitiel a
osmolalité élevée. Le filtrat devient ainsi de plus en plus concentré vers la médulla
interne, atteignant jusqu’a 1400 mOsm/kg. Les anses de Henlé ascendantes minces
et épaisses étant imperméables a I'’eau mais perméables auxions, ie Na*/CI" du filtrat
a osmolalité élevée est dirigé vers le milieu interstitiel, contribuant & augmenter son
osmolalite. Le filtrat devient ainsi hypotonique, avec une osmolalité diminuant jusqu’a
100 mOsm/kg lorsqu’il remonte vers le cortex. Plus la partie ascendante réabsorbe
des ions et augmente I'osmolalité du liquide interstitiel, plus la partie descendante
réabsorbe de I'eau dans le sang par osmose. L'énergie utilisée pour créer le gradient
osmotique de la médulla provient majoritairement du transport actif de sodium dans
I’AH ascendante épaisse. L'urine sera ensuite acheminée dans le tubule distal et le
tubule collecteur. Le sang des vasa recta, les vaisseaux sanguins paralléles aux
néphrons, s'équilibre avec le milieu interstitiel de la médulla, devenant hypertonique
en descendant vers la médulla. Il réabsorbe de I'eau et perd des ions en remontant
vers le cortex, maintenant le gradient osmotique du milieu interstitiel. La concentration
de l'urine est ensuite contrdlée par la vasopressine dans le tubule distal et le tubule

collecteur (Gougoux, A. 1999).
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Figure 5 : Mécanisme de concentration de I'urine dans le néphron.
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Figure 6 : Localisation des composantes du systeme GH/IGF-I dans le rein de rat.
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1.4.3 L’axe GH-IGF-I rénal

Chez le rat, la présence de I'lGF-| dans le tubule collecteur et I'AH mince
rénale a été mise en évidence par immunocytochimie (Andersson et coll., 1988)
(Figure 6).

L’AH mince ne posséde pas de récepteur de I'lGF-I (IGF-I-R), suggérant une
action paracrine de I'lGF-1. L'ARNm du récepteur de la GH (GH-R) est principalement
situé dans le tubule proximal et dans I’AH ascendante épaisse (Chin et coll., 1992).
L’ARNm de I'IGF-I-R est localisé dans le glomérule, le tubule distal, le tubule
collecteur et I'AH ascendante épaisse (Chin et coll., 1992). La partie ascendante
épaisse de I'AH est la seule ou sont co-localisés I'lGF-I, I'lGF-I-R et le GH-R, ce qui
suggére un réle de la GH dans la synthése d'IGF-!, permettant une action autocrine
ou paracrine (Chin et coll., 1992).

1.4.4 Caractéristiques et réle de I’'anse de Henlé ascendante mince

L’AHam est composée d'un épithélium simple et ne contient aucun canal
aquaporine. Contrairement aux cellules du tubule proximal, qui contiennent plusieurs
mitochondries nécessaires au transport actif de nombreux solutés, les cellules de
I’AHam contiennent peu de mitochondries, car le transport est majoritairement passif.
L’AHam permet |la réabsorption passive du NaCli du tubule vers le milieu interstitiel de
la medulla selon le gradient de concentration, ce qui dilue I'urine et concentre le
milieu interstitiel. L'’AHam et I'AH épaisse réabsorbe environ 25% du sodium filtré
(Gougoux, A. 1999).

A la naissance, le rat ne posséde pas d’AHam. Elles sont dérivées des anses
de Henlé ascendantes épaisses immatures, par délétion apoptotique (Kim et coll.,
1996). Les celiules épithéliales cuboides survivantes sont transformées en épithélium
simple squameux au cours des deux premiéres semaines post-natale (Kim et coll.,

1996). Aucune prolifération cellulaire n'a été observée dans les anses ascendantes
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en transformation ou dans I'épithélium nouvellement formé d'AHam chez le rat (Cha et
coll., 2001).

Nadasdy et coll. (1994) ont déterminé le taux de prolifération de plusieurs
populations cellulaires rénales chez I'humain, en utilisant des anticorps dirigés contre
des protéines nucléaires associées a la prolifération. Des index de prolifération de
0.22 a 0.24 pour le tubule proximal, 0.29 a 0.30 pour I'AH mince, 0.32 & 0.29 pour 'AH
ascendante épaisse et 0.33 a 0.44 pour le tubule distal et les tubes collecteurs
corticaux ont été rapportés (Nadasdy et coll., 1994). Ces résultats démontrent que les
cellules d’AHam proliférent de fagon comparable a celles de I'AH ascendante épaisse,
et un systéme serait nécessaire pour maintenir cette prolifération a long terme. Les
cellules de I'AH ascendante mince étant les seules cellules rénales a exprimer un
niveau élevé de GHRH-R (Boisvert et coll., 2002), il peut étre suggére que ce systeme

peptidergique serait impliqué dans leur prolifération.

Les cellules de 'AHam et des tubules collecteurs de la médulla interne
expriment I'aldose réductase, une enzyme qui transforme le glucose en sorbitol, un
osmolyte intracellulaire. L'aldose réductase est exprimée de fagon croissante au cours
du développement, parallélement a I'augmentation de I'osmolalité du milieu interstitiel,
suggérant un réle dans la concentration de I'urine (Jung et coll., 2002) (Figure 7). Au
cours du développement chez le rat, seules les cellules transformées en AHam
contiennent I'aldose réductase, et non les cellules apoptotiques de I'AH ascendante
épaisse, suggérant que I'aldose réductase puisse jouer un role dans la différenciation

cellulaire et Ia protection des cellules de ’AHam de I'apoptose (Jung et coll., 2002).

L’ARNm des récepteurs V1a et V2 de la vasopressine a été mis en évidence
dans I'’AHam de rat par RT-PCR quantitatif (Firsov et coll., 1994). Takahashi et coll.
ont mesuré 'effet de I'arginine vasopressine (AVP) sur le transport du CI” par les
canaux CIC-K1 dans ’AHam de hamster (Takahashi et coll., 1995).
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{ Figure 7 : Transformation des cellules de I'anse de Henlé ascendante au cours du
développement.
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Un antagoniste des récepteurs V2 de la vasopressine a bloqué le transport du
CI', tandis qu’un antagoniste des récepteurs V1 est demeuré sans effet, démontrant
que ’AVP augmente la réabsorption de CI via les récepteurs V2 (Takahashi et coll.,
1995). Cette réabsorption de CI" dilue I'urine dans I’AHam et rend le milieu interstitiel
hypertonique, ce qui permet la réabsorption de I'eau au niveau du tubule collecteur, et

la concentration de I'urine dans ce segment (Takahashi et coll., 1995).

De plus, la forskoline et le « dibutyryl CAMP », des activateurs de la voie
adenylyl cyclase, ont augmenté le transport de CI, tandis que le H89, un antagoniste
de la PKA, a inhibé le transport de CI', montrant I'importance de la voie adénylyl
cyclase-AMPc-PKA dans I’"AHam de hamster (Takahashi et coll., 1995). La structure
de 'AHam est trés semblable chez le rat et le hamster (Imai et coll., 1987).

1.4.5 Canal chlore CIC-K1

Des études immunocytochimiques ont permis de déterminer que le canal CIC-
K1 est exclusivement localisé dans '’AHam de rat, le segment du néphron le plus
perméable aux ions chlorure (Uchida et coll., 1995). Une restriction hydrique de cing
jours a augmenté d’environ quatre fois la quantité d’ARNm de CIC-K1 chez le rat
(Uchida et coll., 1994), ce qui suggeére l'importance de la réabsorption d'ions chlorure
par ’AHam pour augmenter I'osmolarité du milieu interstitiel de la médulia, lors du
mécanisme de contre-courant permettant la concentration de l'urine. Une souris
déficiente pour le géne CIC-K1 produit cinq fois plus d’urine qu'une souris
hétérozygote ou homozygote. De plus, les souris déficientes en CIC-K1 mises en
restriction hydrique pour 24 h sont séverement déshydratées et léthargiques
(Matsumura et coll., 1999). Ces résultats confirment que le CIC-K1 joue un réle
prédominant dans la concentration de I'urine. Kobayashi et coll. (2001) ont montré par
immunocytochimie que CIC-K1 n’'est pas présent au stade prénatal chez le rat, mais
qu'il apparait au cinquiéme jour et augmente au cours du développement, cette
augmentation étant paralléle au développement de la capacité a concentrer I'urine.
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Les niveaux dARNm du GHRH-R dans ’AH sont faibles chez des rats de 3 a 12 jours,
mais augmentent significativement chez des rats de 30 a 70 jours (Boisvert et coll.,
2002). Ces résultats suggérent une corrélation avec I'augmentation de CIC-K1. Le
GHRH-R pourrait donc jouer un réle dans le transport d'ions, en augmentant

I'expression de CIC-K1 a la membrane.

Afin de vérifier I'implication du GHRH-R dans le transport ionique, |la régulation
des niveaux d’ARNm du GHRH-R rénal a été étudiée lors de la modulation in vivo de
I’équilibre ionique chez le rat (Boisvert et coll., 2001). Une diéte riche en NaCl de 2, 7
et 14 jours diminue, augmente et n’a pas d’effet sur les niveaux dARNm du GHRH-R
rénal, respectivement (Boisvert et coll., 2001). L'expression de '’ARNm du GHRH-R
est régulée de facgon différentielie selon la durée de la diéete riche en sel. Ces résultats

suggerent I'implication du GHRH-R dans I’équilibre ionique (Boisvert et coll., 2001).

1.5 Justification de I’étude et objectifs

Le GHRH-R et le GHRH ont été mis en évidence dans plusieurs tissus
extrahypophysaires, suggérant de nombreux réles pour ce systéme peptidergique. La
médulla rénale est toutefois le seul tissu extrahypophysaire ou ’ARNm du GHRH-R
est détectable sans amplification (Matsubara et coll., 1995 ; Boisvert et coll., 2002).
Des études d'immunomarquage ont révélé une co-localisation du GHRH-R avec le
canal chlore CIC-K1, exclusivement localisé dans les cellules de ’'AHam (Boisvert et
coll., 2001). Boulanger et coll. (2002) ont démontré que le GHRH-R avait la capacité
de lier le GHRH de fagon spécifique, saturable et réversible dans la médulla rénale
de rat. Une étude effectuée avec un agoniste fluorescent du GHRH-R a montré une
internalisation du ligand dépendante du temps et de la température, dans des
cellules de I'AH semi-purifiées en culture (Boisvert et coll., 2002), et de 'AH mince en
culture (Dubuisson et coll., 2003), chez le rat. La capacité du GHRH-R a lier son
ligand et étre internalisé suite a une stimulation au GHRH indique un récepteur
fonctionnel. Boisvert et coll. (2002) ont montré que le GHRH peut induire une
régulation négative de son récepteur rénal in vitro chez le rat. Une expositionde 4 h a
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une concentration unique de rGHRH(1-29)NH,, (1-100 nM) de cellules de I'AH semi-
purifiées en culture primaire, diminue significativement les niveaux d’ARNm du
GHRH-R dans cette population cellulaire (Boisvert et coll., 2002). La détection du
GHRH-R dans un type cellulaire spécifique comme I’AHam suggére un réle du
GHRH-R associé a une fonction spécifique de ces cellules. Le GHRH-R pourrait
jouer un réle dans la concentration de I'urine ou étre impliqué dans la prolifération

et/ou différenciation cellulaire, tel que rapporté pour I'hypophyse antérieure.

Afin de caractériser le GHRH-R dans I’AHam et de mieux comprendre son rdle,
plusieurs objectifs ont été proposés dans le cadre du présent projet. Le premier
objectif de I'étude était de développer un modéle de culture cellulaire d’AH mince
purifiées, et de le caractériser par immunocytochimie. Le second objectif a consisté
en la mise au point d'un RT-PCR multiplex, afin de quantifier les niveaux d ARNm du
GHRH-R, suite a différentes interventions. Le troisiéme objectif était d’évaluer I'effet
d’'une exposition de 4, 20 et 64 h au GHRH sur les niveaux d’ARNm du GHRH de
cellules d’AH mince purifiées, a I'aide de la technique de RT-PCR. Le quatriéme
objectif était de déterminer I'implication des voies de signalisation adénylyl cyclase-
AMPc-PKA et MAPK dans |a régulation de I’ ARNm du GHRH-R suite & une exposition
de 4 h au GHRH dans les cellules de I'AH mince purifiées. La régulation des niveaux
d’ARNm du GHRH-R a été déterminée par RT-PCR post-exposition 4 h au rGHRH(1-
29)NH; en absence et présence de 2', 5-didéoxyadénosine, un inhibiteur de
I'adénylyl cyclase, et de U0126, un inhibiteur des MAPK, dans les cellules de I'AH
mince purifiées suite a leur mise en culture. La voie de signalisation intracellulaire
AC-AMPc-PKA est la principale voie activée par le GHRH dans la cellule
somatotrope (Frohman et coll., 1992). Dans les cellules hypophysaires, le GHRH
active egalement la voie des MAPK, causant leur prolifération (Pombo et coll., 2000
Zeitler et coll., 2000), donc cette voie de signalisation peut également étre suggérée
dans 'AHam. Le cinquiéme objectif visait a étudier la régulation génique afin de
mieux comprendre le réle du systéme GHRH / GHRH-R dans ’AHam. Les modéles
de stimulation retenus étaient une exposition unique au rGHRH(1-29)NH, (4 ou 16 h
de culture) ou répétée (1 exposition / 24 h, culture de 64 h) des cellules de 'AHm.
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L'étude de la régulation de I'expression des geénes impliqués dans la prolifération, la
différenciation et la spécialisation cellulaire (Ex : CIC-K1), a été réalisée sur biopuces
(GeneChip® Rat Genome 230/2.0, Affimetrix).



2. MATERIEL ET METHODES
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2.1 Matériel

Le rGHRH(1-29)NH, utilisé (contenu peptidique : 73% ; pureté >97%), a été
synthétisé dans le laboratoire de P Gaudreau (Gaudreau et coll., 1992). L'anticorps
(Ac) polyclonal anti-GHRH-R reconnaissant la portion C-terminale (392-404) du
GHRH-R utilisé a été caractérisé précédemment (Boulanger et coll., 1999). Le
HEPES, le Na-HEPES, le NaCl , le KClI, le CaCl,, le KH;POy,, le Na;HPO,, I'acide
éthylénediaminetétraacétique (EDTA) et le glucose provenaient de Sigma-Aldrich
Canada Ltd (Oakville, ON). Le MgSQy, le chloroforme et 'acide borique ont été
obtenus de Fisher Scientific Ltd (Nepean, ON). La paraformaldéhyde et 'acétone
ont été obtenus d’Anachemia Science (Montréal, QC). La L-glutamine provenait de
Mediatech Celigro (Hemton, VA). Les Ac de chévre anti-lgGs de lapin couplés au
fluorophore Alexa 488 ou Texas Red ont été obtenus de Molecular Probes
(Eugene, OR), les IgGs normales de lapin, de Cappel Inc (Aurora, OH) et le DBA-
FITC (dolichos biblorus agglutinin-fluorescéine isothiocyanate) de Sigma-Aldrich.
Les Ac primaires anti-aquaporine et anti-CICK-1 de lapin provenaient d’Alomone
Labs (Munich, DL). Le pyruvate de sodium, le collagéne et les Ac anti-BSL-ont été
obtenus de Sigma-Aldrich.

La DNase et la trousse « Titan One Tube RT-PCR System » provenaient de
Roche Diagnostics Corporation (Mississauga, ON). La pénicilline/streptomycine,
I'amphotéricine, la collagénase type Il et le sérum feetal bovin (FBS), le milieu de
culture DMEM /F-12, le TRIzol, le Tris, linhibiteur de RNase, I'échelle d'ADN de
100 pb provenaient de Invitrogen Life Technologies (Burlington, ON). L'Accudenz
provenait de Accurate (Westbury, NY). L’albumine sérique bovine (BSA), le Triton
X-100, I'hyaluronidase, le sucrose, I'EDTA, le bleu de trypan, le réactif de Hoescht,
la 2',5'-didéoxyadénosine et le U0126 ont été obtenus de Sigma-Aldrich.
L'acrylamide a été obtenue de Bio-Rad Laboratories (Mississauga, ON). Les pétris
«cell+ » ont été obtenus de Sarstedt (St-Léonard, QC). Les lamelles utilisées
provenaient de Fisher Scientific (Nepean, ON).

Le dCTP marqué au o®P , FATP marqué au v%P et la « T4 poly-nucleotide

kinase » provenaient d’Amersham Biosciences (Baie d’Urfé, QC). Les colonnes
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Microcon provenaient de Millipore (Nepean, ON). Les filims « Kodak Biomax Ms-1 »
provenaient d’'Eastman Kodak Co. (Rochester, NY). La puce RNA 6000 Nano
LabChip provenait de Agilent Technologies Canada Inc (Mississauga, ON).

2.2 Animaux

Des rats males Sprague Dawley de 2 mois ont été utilisés (Charles River
Canada, St-Constant, QC). lls ont été hébergés a I'animalerie du Centre de
Recherche du CHUM, a rI'hépital Notre-Dame, a température ambiante (TA),
soumis a des cycles de lumiére de 12 h (ouverture a 07:00 h) et avaient un libre
accés a la nourriture (2018 : « tecklad global » 18% « protein rodent diet ») et a
leau. Les animaux ont été sacrifiés par décapitation rapide entre 09:30 et 11:30 h.
Le protocole de recherche a été approuvé par le comité institutionnel de protection
des animaux (CIPA-CRCHUM), en conformité avec la réglementation du Conseil
canadien de protection des animaux.

2.3 Prélévement des tissus

Les reins ont été prélevés et disséqués sur glace sur un verre de montre, en
conditions stériles. La médulla interne, définie comme la partie centrale rosée d’'une
coupe longitudinale, a été préelevée. Pour les expériences d'immunocytochimie, une
condition, incluant le non spécifique, pendant trois périodes de culture, nécessitait
le préiévement de dix médulias rénales. Pour les études de régulation de
lexpression du GHRH-R par le rGHRH(1-29)NH>, et de régulation génique suite a
une exposition au rGHRH(1-29)NH, sur biopuces d’ADN, une condition et son
témoin, pour une période de culture, nécessitait le prélévement de 12 médullas
rénales. Toutes les étapes subséquentes ont été effectuées stérilement sous hotte
a flux. Les médulias ont été émincées a l'aide d’un scalpel, puis lavées dans du
tampon HEPES-Ringer, (16 mM HEPES, 16 mM Na-HEPES, 118 mM NaCl , 3.2
mM KCI, 2.5 mM CaCl;, 1.8 mM MgSQ,4, 1.8 mM KH,PO, et 14 mM glucose, pH
7.4) froid et pré-oxygéne 30 min, contenant une concentration 5X d’antibiotiques
(ABT) (pénicilline/streptomycine a 250 U/mL et amphotéricine a 0.5%).
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2.4 Dispersion enzymatique et purification des cellules d’anse de Henlé

mince

La digestion a été effectuée a 37°C durant 75 min, en présence de tampon
HEPES-Ringer-56X ABT, contenant 0.2% de collagénase type Il et 0.2%
d’hyaluronidase. Aprés 30 min de digestion, 0.001% de DNase a été ajoutée. Les
agrégats cellulaires ont été dissociés par aspiration douce aux 30 min, & l'aide
d’'une pipette de plastique a embout poli. La suspension cellulaire a été centrifugée
deux fois & 28g (2 min a 4°C) aprés resuspension, et les sumageants combinés et
centrifugés a 150g (10 min a 4°C). Les culots ont été lavés trois fois avec le tampon
HEPES-Ringer-5X ABT (centrifugation @ 1000g, 10 min a 4°C) et resuspendus
dans 0.5 mL de tampon HEPES-Ringer-5X ABT. La suspension cellulaire a été
déposée sur gradient d’Accudenz et centrifugée a 1500g (45 min, 16°C) afin
d'isoler les cellules de la partie mince ascendante et descendante de 'AH. La
fraction supérieure, contenant les cellules de 'AH mince (Boisvert et coll., 2002,
Grupp et coll,, 1998), a été prélevée. Les cellules ont été lavées des traces
d’Accudenz en ajoutant trois volumes de tampon Hepes-Ringer-6X ABT
(centrifugation a 430g, 10 min, 4°C). Les cellules ont été lavées une fois dans du
milieu de culture DMEM /F-12 -5X ABT et une fois avec du milieu-1X ABT (150g,
10 min, 4°C).

2.5 Culture primaire de cellules d’anse de Henlé mince purifiées

La viabilité cellulaire avant la mise en culture était de 91 + 1%, tel que
détermine avec le bleu de trypan. Pour les études d'immunocytochimie, les cellules
ont été resuspendues & une concentration de 0.8x10° cellules/mL. Les cellules ont
été mises en culture dans le milieu-1X ABT contenant 10% de FBS, dans des
plaques & 6 puits stériles (2 mL/puit), contenant une lamelle de 22 mm de diamétre
recouverte de collagéne (=20 ug de collagéne/cm?) et incubées & 37°C pendant
16, 40 ou 64h (atmospheére : 95% air / 5% CQO>).

Pour les études de régulation de I'expression du GHRH-R par le rGHRH(1-
29)NH,, et de régulation génique suite a une exposition au rGHRH(1-29)NH; sur
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biopuces d’ADN, la concentration cellulaire a été déterminée et les cellules ont été
re-suspendues a une concentration de 1x10° cellules/mL. Les cellules mises en
culture durant une période de 4 h étaient re-suspendues dans du milieu DMEM-F12
1X ABT contenant 0.1% de BSA. Les cellules mises en culture 16, 20 ou 64 h
étaient re-suspendues dans du milieu DMEM-F12 1X ABT contenant 10% de FBS.
L'utilisation de pétris Cell+, ayant une surface chargée positivement tel que les
groupes fonctionnels aminés (o et &) des protéines, a permis une meilleure
adhésion des cellules AHm. Les cellules ont été mises en culture dans des pétris
Cell+ de 21cm? (5 mL/puit) et dans des plaques & 12 puits stériles (1 mL/puit)
contenant une lamelle de 15 mm de diameétre pour les études de viabilité. Les
cellules ont été incubées a 37°C durant 4, 16, 20 et 64 h (atmosphére : 95% air /
5% CQO,). Les milieux ont été changés a chaque 24 h pour les cellules en culture 64
h.

2.6 Caractérisation immunocytochimique des cellules d’anse de Henlé mince

purifiées, en culture primaire

Les cellules marquées avec les Ac anti-BSL-1, anti-CICK-1 et anti-
aquaporine ont été fixées 15 min a -20°C dans une solution 1:1 (viv)
d’acétone/méthanol, refroidie 30 min a -20°C, puis lavées deux fois au PBS (274
mM NaCl, 5.4 mM KCI, 20.3 mM Na;HPO,4 et 3.5 mM KH2POy,) (10 min, TA). Les
cellules marquées au DBA-FITC (fluorescein isothiocyanate) ont été fixées et
perméabilisées par incubation dans I'éthanol 70% (1 min, TA). Les cellules
marquées avec I'Ac anti-GHRH-R ont été fixées a la paraformaldéhyde 4%, lavées
(2X dans le PBS, 10 min, TA), perméabilisées au Triton 100 (0.2%/PBS) et
relavées (4X dans le PBS, 5 min, TA). Les lames ont été bloquées 30 min dans le
PBS contenant 5% BSA et lavées (2X dans le PBS, 5 min, TA).

Des cellules ont été incubées avec I'Ac anti-BSL-1 (deja couplé au FITC) (30
ug BSL-1/1mL de PBS-BSA 1%, 30 min, TA). D'autres cellules ont été incubées
avec le DBA-FITC (dilution 1:100 dans PBS-BSA 1%, 10 min, TA). Le DBA-FITC a
été utilisé afin de déterminer la proportion de cellules résiduelles de tube collecteur

dans la préparation cellulaire d’AHm purifiée. D’autres cellules ont été incubées
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avec I'Ac primaire anti-GHRH-R (dilution 1:400 dans le PBS-BSA 1%; NS, dilution
IgGs normale de lapin 1:800 dans PBS-BSA 1%, (60 min, TA), anti-aquaporine
(dilution 1:2000 dans le PBS-BSA 1%; NS, dilution 1gGs normale de lapin 1:500
dans PBS-BSA 1%, 60 min, 37°C) ou anti-CICK-1 (dilution 1:250 dans le PBS-BSA
1%; NS, dilution IgGs normales de lapin 1:500 dans PBS-BSA 1%, 60 min, TA).
Les cellules ont été lavées dans le PBS (2X, 10 min, TA) et incubées I'Ac
secondaire Alexa 488 (dilution 1/7500, dans le tampon PBS-BSA 1%) ou Texas-
Red (dilution 1/10000, dans le tampon PBS-BSA 1%) 60 min a TA et lavées dans le
PBS (2X, 10 min, TA). Le degré de filuorescence non spécifique (NS) a été évalué
en substituant le premier Ac par 30 ug d'lgGs normales de lapin dans 1mL de PBS-
BSA 1%. Toutes les étapes du protocole impliquant la fluorescence ont éte
effectuées dans l'obscurité. Les cellules ont été observées par microscopie a
fluorescence, en utilisant les filtres Texas-Red (485/520 nm) et fluorescéine
(5677/590 nm). Les résultats ont été obtenus a partir de 4 champs par lame, sous-
divisés en 5 champs choisis aléatoirement, pour obtenir en moyenne 20 cellules
par champ. Les données ont été analysées a l'aide du logiciel Métamorph 4.5
(Universal Imaging Corporation, Canberra Packard Canada LTD, Mississauga,
ON), avec un microscope Nikon Eclipse TE600 (objectif X20).

2.7 Etude de stimulation par le rtGHRH(1-29)NH.

Afin de déterminer l'effet régulateur du GHRH sur son récepteur rénal, les
cellules de FAHm purifiées ont été exposées en présence de 10 nM de rGHRH(1-
29)NH;, immédiatement aprés la mise en culture, pour une période de 4 h. Une
exposition de 4 h avec 1, 10 et 100nM de rGHRH(1-29), dans les cellules de 'AH
semi-purifiées, a régulé a la baisse de fagon similaire les niveaux d’ARNm du
GHRH-R (Boisvert et coll., 2002), donc la concentration moyenne de 10 nM a éte
choisie. Le GHRH a été dilué dans du milieu DMEM-F12 1X ABT, contenant 0.1%
de BSA. Les cellules témoins ont été incubées en présence du méme volume de

milieu de solubilisation du GHRH.

2.8 Etude d’inhibition de la stimulation au rGHRH(1-29)NH; par la 2’, 5’-
didéoxyadénosine ou le U0126.
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Afin d'évaluer limplication des voies de signalisation AC et MAPK dans la
régulation du GHRH-R par le GHRH, les cellules d’AHm purifiées ont été exposées
au rGHRH(1-29)NH> (10 nM) et mises en présence de 100 uM de 2’ 5'-
didéoxyadénosine, un inhibiteur de I'adénylyl cyclase, ou de 15 uM de U-0126, un
inhibiteur spécifique de MEK1/MEK2 (Favata et coll., 1998), pour une période de 4
h. Ces conditions ont été comparées aux cellules témoins, qui ont été mises en
présence du méme volume de solution servant a solubiliser les substances
évaluées, et ont été cultivées dans le méme milieu. La concentration de 2', §'-
didéoxyadénosine (100 uM) a été utilisée par Bertuccio et coll. (1995) dans une
étude de production d’AMPc dans les cellules d’AH ascendante épaisse chez le rat,
suite & une insuffisance rénale chronique. La concentration de U0126 (15 pM) a été
utilisée par Watts et coll. (2002), dans une étude du réle des MAPK dans l'inhibition
de I'échange Na®™/H™ et de I'absorption de HCO par le « nerve growth factor »,
dans les cellules d’AH ascendante épaisse chez le rat. Les inhibiteurs ont d’abord
été dilués dans le DMSO, a 100 mM pour la 2', 5’-didéoxyadénosine et a 15 mM
pour le U0126, puis ils ont été dilués dans du milieu DMEM F12 1X ABT, contenant
0.1% de BSA, afin d'obtenir une concentration de DMSO égale a 0.1% dans le

milieu final, laquelle n'a pas affecté la viabilité cellulaire.

2.9 Développement d’un essai de RT-PCR multiplex pour le GHRH-R.

L’ARN total des cellules d’AHm purifiées a été isolé en une étape a l'aide du
TRIzol, immédiatement aprés chaque période de culture. Les niveaux dARNmM du
GHRH-R ont été quantifiés par RT-PCR en une étape, a l'aide de la trousse « Titan
One Tube RT-PCR System ». Le RT-PCR utilisé pour les cellules de lAHm a été
adapté d'un protocole mis au point dans le laboratoire de P. Gaudreau, a partir d’'un
protocole utilisé pour mesurer les niveaux dARNm du GHRH-R dans des cellules
hypophysaires en culture (Aleppo et coll., 1997).

La réaction du RT-PCR a été effectuée dans un volume final de 25 plL,

contenant 1.5 uL de mélange maitre. Les réactifs ont été ajoutés a une
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concentration finale de : 1X de tampon RT-PCR, 5 mM de DTT, 1.5 mM MgCl,, 12
U d'inhibiteur de RNase, 0.4 mM dNTPs et 0.5 uCi [«*?P] dCTP, dilué dans de l'eau
picopure stérile. Les amorces de GHRH-R de rat sens
(6'TGCTACTTTCATCCTCAAGGT) et anti-sens
(5’ACTGAGCCCGTGTGTGTAAG3') ont été utilisées a une quantité de 20 pmol.
L'amplification a été effectuée a l'aide de I'appareil ‘Biometra TGradient PCR’
(Montreal Biotech Inc, Kirkland, QC). Le contréle exteme, rps-1 (Fig. 8), a permis
de compenser pour la variabilité expérimentale, et le controle interne, GAPDH, a
permis de corriger la variation de la quantité d’ARN de départ.

Différentes mises au point ont été effectuées en fonction de la durée des
périodes de culture. Dans le cas des cultures cellulaires de 4 h (études de
régulation du GHRH-R), 20 cycles d’amplification ont été utilisés, qui consistaient
en 30 min a 50°C, 1 cycle de 3 min de dénaturation & 94°C, 70 sec a la
température d’hybridation (59.0°C), 1 min a la température d'élongation (72°C), 18
cycles de 1 min a 94 °C, 70 sec a 59.0°C, 1 min 72°C, suivis d’'un cycle final de 1
min a 94 °C, 70 sec a 59.0°C, 5 min d'élongation a 72°C. Une quantité de 0.13x107
molécules de rps-1 a été ajoutée pour 80 ng d’ARN total ainsi que 250 pmol
d’'amorces GAPDH de rat sens (5AGGGCTGCCTTCTCTTGTGACS') et anti-sens
(5CAGCATCAAAGGTGGAGGAATZ'). Dans le cas des cultures cellulaires mises
en culture 20 ou 64 h, 30 cycles d’amplification ont été utilisés, qui consistaient en
10 cycles ayant une température d’hybridation de 62°C, suivis de 20 cycles ayant
une température d’hybridation de 59°C. Une quantité de 6.5x10* molécules de rps-

1 a été ajoutée pour 40 ng d'ARN total, et 30 pmol d'amorces GAPDH de rat sens
et anti-sens.

Les produits totaux de RT-PCR ont été filtrés sur colonnes Microcon et
analysés par électrophorése sur gel d’acrylamide 4.5%, avec une échelle d'/ADN de
100 pb. Le poids moléculaire du GHRH-R est de 463pb. Le TBE 5X (450 mM Tris,
445 mM acide borique et 10 mM EDTA & pH 8.0) a été utilisé comme tampon de
migration.
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Figure 8 : Représentation schématique du GHRH-R et de 'ADNc du rps-1 de rat.
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Tiré de : Aleppo et coll., 1997, Homologous down-regulation of growth hormone-
releasing hormone receptor messenger ribonucleic acid levels. Endocrinology 138
:1058-1065

Le rps-1 est utilisé comme controle d'efficacité de la réaction de RT-PCR. La

localisation des sondes sens et anti-sens est indiquée par les fleches.
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Le poids moléculaire a été marqué a ATP y*?P par la « T4 poly-nucléotide
kinase », selon les instructions du manufacturier (Invitrogen Life Technologies).
L’autoradiographie a été effectuée a -80°C ou a TA, en utilisant des films Kodak
Biomax Ms-1 en présence d'un écran intensificateur. Les niveaux dARNm de
GAPDH, rps-1 et GHRH-R ont été quantifiés par densitométrie a l'aide d'un
systéme d’analyse d'image 1S1000 (Alpha Innotech Corp./ Canberra Packard
Canada).

2.10 Etude de régulation génique par le rGHRH(1-29)NH.

Afin d'identifier les génes activés par le GHRH dans les cellules d’AH minces
purifiées, une étude de régulation génique a été effectuée suite a une exposition a
10 nM de rGHRH(1-29)NH,. Trois conditions ont été évaluées : une exposition
suivie d’'une période de culture de 4 h, une exposition suivie d’'une période de
culture de 16 h et finalement, une exposition suivie d'une période de culture de 64
h au cours de laquelle 10 nM rGHRH(1-29)NH, est ajouté aux temps 24 h et 48 h.
Des cellules témoins ont été cultivées en présence d’'un volume identique de milieu
de solubilisation du GHRH. L’ARN total a été isolé avec le TRIizol et les culots lavés
a I'éthanol 75%. L'ARN total est reconstitué dans I'eau sans RNase (Ambion,
Austin, TX). L'intégrité de 'ARN a été analysé a l'aide de la puce a ARN 6000 Nano
LabChip et d’un « Bioanalyser » (Agilent Technologies Canada Inc, Mississauga,
ON) qui permet la séparation de FARN total sur la base de la taille moléculaire. Le
ratio des ARN ribosomaux 18S et 28S était toujours égal ou supérieur a un 1.9.
Cette qualité d’ARN constitue un pré-requis a l'analyse sur biopuce Affimetrix.
L'’ARN total provenant de trois expériences indépendantes de culture (témoin et
GHRH) a été regroupé afin d’en avoir une quantité suffisante a I'expérience de
régulation génique sur biopuce.

Pour chaque condition de traitement et de période de culture, la régulation
des niveaux d'ARN total a été analysé, a I'aide de la puce Affymetrix GeneChip®
Rat Genome 230 2.0, qui permet I'analyse de 28 000 génes. La transcription

inverse a été effectuée a partir de 'ARN total. Une quantité de 5 1g d’ARN total a
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été utilisée pour la synthése de 'ADNc. L’ADNc a été subséquemment transcrit in
vitro en ARNc marqué a la biotine et fragmenté, selon les protocoles standardisés
d'Affimetrix. Les fragments d’ARNc marqués ont été hybridés a la puce de verre qui
contient de 11-20 paires de sondes oligonucléotidiques anti-sens différentes, de 25
mer, pour chaque géne, distribuées au hasard sur la puce. Les différentes paires
de sondes consistent en une premiére sonde identique a la région ciblée d'un gene
(« Perfect Match ») et une deuxiéme, comportant un nucléotide différent en position
13 (« Miss Match »). Pour chaque géne, les ensembles de sondes sont classifiés
en 4 catégories, allant du plus au moins spécifique : 1) les sondes reconnaissant
une cible anti-sens spécifique d'un géne (code : _at), 2) les sondes reconnaissant
plusieurs transcrits altematifs d'un géne (code : _a_at), 3) les sondes qui partagent
des séquences communes avec des transcrits de différents génes (code : _s_at),
et 4) les sondes ou il n'a pas été possible de sélectionner des sondes identiques
parmi plusieurs transcrits et ou les régles de sélection pour éviter I'hybridation
croisée n'ont pas été respectées (code : _x_at).

Suite a r'hybridation des fragments d’ARNc, la visualisation est effectuée
avec la streptavidine-phycoérythrine. Les complexes fluorescents sont excités a
488 nm et les émissions enregistrés a 570 nm. Elles sont proportionnelles a la
liaison des fragments d’ARNc aux sondes de la biopuce. Les régions du géne du
GHRH-R amplifiées par les différentes sondes sont spécifiées a la Figure 14.

A partir de 'ARN total fourni au Centre d’innovation Génome Québec et
Université de I'Université McGill, les données expérimentales brutes générées a
partir des biopuces ont été analysées a l'aide de la méthode RMA (« Robust
Multichip Average »). Cette approche mathématique est fortement recommandée
par Affimetrix et Génome Québec, puisquelle permet de générer une fenétre
étroite de valeurs d'intensités avec des variances plus petites et plus uniformes et
d’éliminer la grande majorité des faux positifs. Cette méthode normalise les
données par la soustraction globale de valeur de bruit de fond, en prenant en
compte plusieurs éléments de standardisation. La nomalisation quantitative des
intensités de signaux se situant au dessus du bruit de fond permet la génération

d'une moyenne des intensités des sondes, reflétant le niveau d’expression d’un
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géne. Les graphiques d'analyse des valeurs de composantes principales (PCA) et
de nuages de points résultant des analyses multivariées (MVA) ont permis de
valider la qualité des résultats et ont aidé a leur interprétation macroscopique. Les
PCA informe sur le degré de similarité entre les échantillons analyses (témoin
versus GHRH d'une part et changement en fonction du temps de culture), en
montrant d’ol provient la plus grande source de variation des données entre les
biopuces. Les graphiques de nuages de points MVA ont permis de comparer la
variation des profils d’expression des genes entre les différentes biopuces, ce qui
permet par exemple, de déceler les problémes techniques. Les intensités
normalisées obtenues de Génome Québec ont été transformées sous forme de log
en base 2 (0.379=log2(1.3)), en utilisant le logiciel Excel. La valeur moyenne des
intensités des sondes pour chaque géne des puces « témoin » a été soustraite de
celle des puces «traitement au GHRH », permettant d'obtenir les valeurs
d'expression différentielles reliées au traitement, a chaque période de culture. Les
génes exprimés de facon différentielle, dont l'intensité était > 0.379, soit > 1.3 fois,
ont été analysés a la section Résultats. Cet écart de 1.3 a été choisi, puisque des
différences significatives ont été observées par RPA, suite & une variation de 1.3
fois de I'expression du GHRH-R rénal (Boisvert et coll., 2001). Les génes affectés

par le traitement ont été classifiés par grande familles.

2.11 Analyses statistiques

Pour les études d'immunocytochimie, les résultats ont été exprimés comme
étant la moyenne + SEM d'un minimum de 3 expériences indépendantes. Les
comparaisons entre les intensités de marquage et les pourcentages de viabilité ont
été effectuées par ANOVA, suivi d’'un test de Tukey ou par test de t de Student, a
I'aide du logiciel PRISM. Pour les études de régulation par le rGHRH(1-29)NH, les
résultats ont été exprimés comme étant la moyenne + SEM d’'un minimum de 3
expériences indépendantes. Les niveaux d/ARNm du GHRH-R ont été normalisés
avec rps-1 et GAPDH. Les données ont eété comparées a l'aide d’un test de t de
Student & une voie pour la stimulation au rGHRH(1-29)NH, seul, et & deux voies
pour la stimulation en présence de 2', 5-didéoxyadénosine ou d'U0126. La
signification statistique des différences a été établie a P < 0.05.
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3.1 Caractérisation immunocytochimique des cellules purifiées d’anse de Henlé

mince en fonction de la période de culture

Une culture primaire de cellules d’AH mince (AHm) purifiées a été développée
et caractérisée afin de permettre I'étude du GHRH-R dans cette population cellulaire.
Lors de la mise en culture, les cellules étaient de forme arrondie. Cependant, aprés
16 h de cuiture, des cellules fusiformes plates étaient visibles, et leur nombre
augmentait avec la période de culture, ce qui était accompagné d’'une baisse
progressive du nombre de cellules rondes. La viabilité cellulaire totale n’était pas
significativement différente en fonction de la durée de culture : 93 +1 % aprés 16 h,
88 +1% apres 40 h et 86 + 3% apres 64 h (P >0.05). Cependant, celle des cellules
rondes était significativement différente selon la période de culture (87 +1% aprés 16
h, 76 + 5% aprés 40 h et 69 + 6% aprés 64 h), (P <0.05).

Cette culture a été caractérisée par immunocytochimie afin de déterminer sa
composition en fonction du temps. Dans la médulla rénale, le marqueur BSL-1 est
présent dans les cellules endothéliales et interstitielles ainsi que dans des
fioroblastes du cortex (Grupp et coll, 1997). Une caractérisation
immunocytochimique de la culture primaire purifiée d’AHm, a I'aide d'un Ac anti-BSL-
1, a mis en évidence la présence de 7 + 3% de cellules BSL-1-positives aprés 16 h
de culture (Figure 9Aa), 8 + 3% aprés 40 h et 11 £ 2% aprés 64 h (P >0.05) (Tableau
1). Au cours des premiéres 40 h de culture, BSL-1 était spécifiquement associé aux
cellules rondes (Figure 9A a), mais a 64 h de culture, des cellules fusiformes plates
devenaient positives. Le DBA-FITC marque spécifiquement les cellules du tubule
collecteur (Grupp et coll., 1997). L'incubation des cellules d’AHm purifiées avec le
DBA-FITC a démontré que la préparation contient 8 + 2% de cellules du tubule
collecteur aprés 16 h (Figure 9B a) et 6 + 1% aprés 64 h de culture (P > 0.05)
(Tableau 1). Les cellules marquées étaient plates mais plus arrondies que les
cellules fusiformes. L'anticorps anti-aquaporine, détectant les cellules de I'AHmM
descendante, marquait spécifiquement 49 + 9% des cellules rondes aprés 16 h de
culture (Figure 9C a et b), 49 + 3% aprés 40 h, et 46 + 5% aprés 64 h (Tableau 1).
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L’anticorps anti-CIC-K1, détectant les cellules de I'AH ascendante mince, marquait
spécifiquement 50 + 1% des cellules rondes aprés 16 h (Figure 9C c et d), 50 £ 3%
aprés 40 h et 48 + 5% apreés 64 h, ainsi que quelques cellules fusiformes aprés 48 h
de mise en culture (Tableau 1). Dans le cas des marquages d'aquaporine et de CLC-
K1, le nombre de cellules marquées ne variait pas de fagon significative entre 16-64
h de culture (P>0.05). L'Ac anti-GHRH-R se liait de fagon spécifique au GHRH-R et
marquait un nombre modéré de cellules rondes aprés 16 h, avec une intensité
modérée (Figure 9D). La substitution de I'Ac anti-BSL-1, anti-CLC-K1, anti-
aquaporine et anti-GHRH-R par des IgGs normales de lapin a montré une

fluorescence de trés faible a nulle (Figure 9A ¢, C e et D c).

3.2 Développement d’un essai de RT-PCR multiplex dans les cellules de ’AHmM
pour ’TARNm du GHRH-R

La technique de RT-PCR quantitatif multiplex, jugée comme étant la plus
sensible pour quantifier le niveau d’expression génique, a éte choisie afin de mesurer
les niveaux d’ARNm du GHRH-R. Un ARNc homologue (rps-1), amplifié par les
oligonucléotides du GHRH-R, a été ajouté dans chaque échantillon pour contrélerla
variabilité expérimentale, afin de permettre une comparaison entre les différents
échantillons. De plus, un contréle interne, le GAPDH, présent dans I’ARN total utilise,
a permis de corriger la variation de la quantité d’ARN total provenant de chaque

échantillon.

Le schéma expérimental de départ consistait a mettre les cellules d'AHmM en
culture 16 h et a les exposer au GHRH pour une durée de 4 h, puis a extraire 'ARN
total et procéder au RT-PCR. Sur la base d'une étude préliminaire utilisant '’ARN
total de 'hypophyse antérieure, différentes concentrations d’ARN total de ’AHmM ont
été évaluées (20, 80, 100, 120, 140, 160, 400 ng), mais aucun signal n’a été obtenu.
Le nombre de cycles d’amplification a été augmenté de 20 a 25, et un faible signal a
été obtenu pour le GHRH-R. Un signal bien visible a été obtenu aprés 30 cycles

d‘amplification, mais le bruit de fond était proportionnel au nombre de cycles.
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Figure 9 : Caractérisation des cellules de 'AHm purifiées en culture a l'aide de I'Ac
anti-BSL-1, du marqueur DBA-FITC, de I'Ac anti-aquaporine-1, de I'Ac anti-CIC-K1
et de I'Ac anti-GHRH-R.

La caractérisation immunocytochimique a été effectuée a I'aide de 'Ac anti-BSL-1 (A
a), un marqueur des cellules endothéliales et interstitielles ainsi que des fibroblastes
du cortex, du marqueur DBA-FITC (B a), spécifique aux cellules du tubule collecteur,
I'’Ac anti-aquaporine-1 (C a), marqueur de I'AH descendante mince, I'Ac anti-CIC-K1
(C c), marqueur de I'’AH ascendante mince, et 'Ac anti-GHRH-R (D a). Le contraste
de phase est présenté en b, d et f, pour chague marquage. La spécificité du
marquage a été évaluée en remplagant I'’Ac primaire par des IgG normales (A c, C

e et D c). Ces images sont représentatives de deux expériences indépendantes.
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Tableau 1 : Caractérisation immunocytochimique des cellules d‘AHm purifiées en

fonction de la période de culture.

PERIODE DE AC ANTI- DBA- AC ANTI- AC ANTI-
CULTURE BSL-1° FITC® AQUAPORINE-1¢ CLC-K1°
(%) (%) (%) (%)
16 h 7+3 8+2 49+ 9 50+1
40 h 8+3 — 4913 50 £ 3
64 h 112 61 46+5 48+ 5

dMarqueur des cellules endothéliales et interstitielles ainsi que des fibroblastes du
cortex

® Marqueur des cellules du tubule collecteur

®Marqueur de I'’AH descendante mince

4Marqueur de I'AH ascendante mince
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Afin d’améliorer la spécificité et de diminuer le bruit de fond, la température
d’hybridation a été augmentée de 59°C a 60, 61, 62 ou 64°C. Les conditions
optimales utilisées pour observer un signal net étaient 10 cycles & 62°C, suivis de 20
cycles & 59°C, et I'utilisation de 40 ng d’ARN total. Les oligonucléotides de GAPDH
ont été diminués de 300 pmol a 150, 50 ou 30 pmol, & cause de la grande
amplification obtenue aprés 30 cycles. La concentration de rps-1 a été fixée a 6.5 x
10* molécules. Cette mise au point, en utilisant 30 cycles d’amplification, a permis
d’obtenir un signal net pour le GHRH-R aprés 20 h de culture (Figure 10).
Cependant, la linéarité du signal dans ces conditions nécessitant une importante
mise au point, des cellules exposées 4 h immédiatement aprées leur mise en culture
ont été utilisées, car elles ont montré un signal net aprés 20 cycles d’amplification.
Différentes concentrations d’ARN total ont été testées (20, 40, 80, 160 ng) et la
concentration optimale pour I'obtention d’un signal de bonne intensité a été fixée a 80
ng. Une relation linéaire a été observée pour le GHRH-R. Afin d'obtenir une relation
linéaire pour le GAPDH, les amorces pour amplifier FARN de GAPDH dans ces

conditions ont été diminuées a 250 pmol (Figure 11).

Une diminution des niveaux d ARNm du GHRH-R a été observée en fonction
de la période de culture cellulaire (Figure 10). Pour toutes les expériences de RT-
PCR subséquentes, les cellules ont été mises en culture 4 h suite a une expaosition
au GHRH, et 80 ng d'ARN total, 20 cycles d’amplification avec une température
d’hybridation de 59°C, 20 pmol d'oligonucléotides de GHRH-R, 250 pmol
d’oligonucléotides de GAPDH et 0.13 x 10" molécules de rps-1 ont été utilisés.

3.3 Etude de la modulation des niveaux d’ARNm du GHRH-R par le rGHRH(1-
29)NH;

Afin de déterminer I'effet du GHRH sur I'expression de son récepteur, les
cellules d’AHm purifiées en culture ont été traitées avec 10 nM de rGHRH(1-29)NH;
pendant 4 h dans du milieu 1X ABT contenant 0.1% de BSA (Figure 12 A et B
gauche).
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Figure 10 : Représentation autoradiographique d’'un RT-PCR montrant le fragment

amplifié d’ARN du GHRH-R dans les cellules d’AH mince suite a des périodes de

culture de 4, 20 et 64 h, en fonction du nombre de cycles d’amplification.

Période de culture (h)

20

64

4
GHRH-R -» H H
20

20 30

20 30

< 463pb

Nombre de cycles d’amplification

Les résultats sont représentatifs de deux expériences indépendantes, effectuees en

duplicata.



o4

Figure 11 : Relation de linéarité des signaux obtenus suite a I'amplification des
fragments d’ARNm du GHRH-R et de GAPDH en fonction de la quantité d’ARN total

utilisée.

A B
—¥—9% GHRH-R b
GHRH-R » < 463pb —e—2/, GAPDH
400"—‘—% rps-1
;: /
GAPDH —» <€-825pb S 300-
©
2
Rps-1 » ¢ 228pb % 2004
c
40ng 80ng 160ng a
100-

40 8l0 150 1(;0
ARN (ng)
Le RT-PCR multiplex a été effectué avec I'ARN total provenant de cellules d’AHm en
culture exposées 4 h au GHRH, suite a 20 cycles d‘amplification. (A) Représentation
autoradiographique d’un RT-PCR typique, montrant la relation linéaire des signaux
de GHRH-R et GAPDH obtenus avec 40, 80, 160 ng d’ARN total. (B) Une
augmentation proportionnelle des signaux a été obtenue en fonction de
| 'augmentation de la quantité d 'ARN total (40-160 ng). Le contréle externe, rps-1
(0.13 x 107 molécules), est demeuré constant dans ces conditions. Les résultats sont

représentatifs de trois expériences indépendantes, effectuées en duplicata.
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Ce traitement au GHRH régule a la baisse les niveaux ARNm du GHRH-R a 67
5% du témoin (P < 0.05) (Tableau 2). Les niveaux d’ARNm du GHRH-R ont diminué
de 1.5 fois en présence de GHRH (P < 0.05).

3.4 Implication des voies AC et MAPK dans la régulation des niveaux d’ARNm
du GHRH-R

Afin de déterminer si la diminution de 'TARNm du GHRH-R causée par le
GHRH est induite par 'activation de la voie AC, les niveaux dARNm du GHRH-R ont
été mesurés par RT-PCR aprés une exposition de 4 h avec 10 nM de rGHRH(1-
29)NH,, en présence de 100 uM de 2’, 5'-didéoxyadénosine, un inhibiteur de 'AC.
Les niveaux d’ARNm du GHRH-R n’étaient pas significativement différents entre la
condition témoin et celle en présence de GHRH apreés l'inhibition de la voie de 'AC
(Figure 12 A et B centre; Tableau 2).

La voie MAPK a également été étudiée. Les cellules de 'AHm ont été
exposées 4 h avec 10 nM de rGHRH(1-29)NH,, en présence de 15 uM de U0126, un
inhibiteur spécifique de MEK1/MEK2. Le GHRH n'a pas régulé a la baisse les
niveaux d’ARNm du GHRH-R de fagon significative par rapport au témoin lors du
blocage de la voie des MAPK (Figure 12 A et B droite ; Tableau 2).

3.5 Etude de régulation génique suite a une exposition au rGHRH(1-29)NH,

L’étude de la régulation génique a I'aide des biopuces est trés utile pour
identifier les changements moléculaires menant aux processus biologiques et aux
différences phénotypiques observées dans les cellules. Cette technologie permet
d'identifier la régulation et I'interconnexion de voies de signalisation et de processus,

en évaluant 'expression de dizaines de milliers de génes simultanément.



56

Figure 12 : Régulation des niveaux d’ARNm du GHRH-R dans les cellules dAHm
purifiées suite a une exposition de 4 h en présence de 10 nM de rGHRH(1-29)NH,

et implication des voies AC et MAPK dans ce processus.
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(A) Représentation autoradiographique des signaux obtenus suite a I'amplification
de GHRH-R, GAPDH et rps-1 (n=1). Les cellules ont été exposées a 10 nM de
rGHRH(1-29)NH,, en présence ou absence de 100 uM de 2’, 5’-dideoxyadenosine,
un inhibiteur de 'adénylate cyclase, ou de 15 pM de U-0126, un inhibiteur spécifique
de MEK1/MEK2. (B) Niveaux d’ARNm des fragments du GHRH-R, normalisés avec
GAPDH et rps-1. Les résultats représentent la moyenne + SEM de 3-4 expériences

indépendantes, effectuées en triplicata. * P < 0.05.
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Tableau 2 : Régulation des niveaux d’ARNm du GHRH-R dans les cellules d’AHm

purifiées suite a une exposition de 4 h en présence de 10 nM de rGHRH(1-29)NH

et en présence ou absence de 2', 5’-didéoxyadénosine ou de U-0126.

CONDITIONS D’EXPOSITION

NIVEAUX D’ARNm

DU GHRH-R (%)

Témoin 100+ 12
10 nM rGHRH(1-29)NH, 67+5*
Témoin 100+ 9
10nM rGHRH(1-29)NH; et 100 pM 2’, 5'-didéoxyadénosine 886
Témoin 1005
10nM rGHRH(1-29)NH, et 15 pM U-0126 89+4

*P<0.05.
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Afin de mieux comprendre le réle du GHRH-R dans les cellules de ’AHm, une
étude de I'effet d'une exposition unique au rGHRH(1-29)NH, suite a leur mise en
culture, pendant 4 h ou 16 h de culture, ou d’une exposition suite a leur mise en
culture et répétée toutes les 24 h, pendant 64 h de culture, sur la régulation de
I'expression de différents geénes, a été effectuée dans ces cellules. L'analyse génique
a été validée al'aide de biopuces d'Affymetrix, en utilisant 'ARN extrait des cellules
d’AHmM.

L'analyse en composantes principales (PCA) constitue une approche
mathématique permettant de réduire un systeme complexe de corrélations, soit
l'analyse des 6 puces, en un plus petit nombre de dimensions et de fournir des
données globales sur les principales sources de variations, tel qu'illustré ala Fig. 13,
indépendamment de I'hypothése de recherche et du schéma expérimental retenu.
Les temps correspondants aux symboles représentent les différentes périodes de
culture en absence (symbole le plus bas sur le graphique) et en présence de GHRH
(symbole le plus haut sur le graphique).

L'analyse a révélé que 74.3% de la variation peut étre expliquée par la durée
de culture. Le traitement au GHRH qui affecte majoritairement I'expression génique a
4 h, contribue a 1.8% de la variation globale. Finalement, |la préparation cellulaire
utilisées pour la culture de 16h constituerait une source additionnelle de variation
(22.6%). Les graphiques de nuages de points MVA (non illustrés) ont permis de
comparer la variation des profils d’expression des génes entre les différentes
biopuces. L'observation des MVA a montré que les patrons d'expression sont
semblables entre les puces, suggérant que toutes les biopuces renferment des
données exploitables au plan de la qualité expérimentale. Les nuages groupés des
biopuces ayant la méme période de culture montrent une expression génique

consistante selon la période de culture.

Tel que présenté au Tableau 3, un ensemble de 121 génes ont été exprimés,
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de fagon différentielle (écart d’au moins 1.3 fois), suite a une exposition au rtGHRH(1-
29)NH,, montrant que I'action de ce peptide provoque des changements d'expression
génique dans les cellules de ’AHm. La majorité des génes régulés a la hausse ou a
la baisse, suite a une exposition au GHRH, font partie de catégories de génes reliées
a des fonctions spécifiques. Les génes ont donc été regroupés en familles selon leur
fonction, telle que rapportée dans la littérature : facteurs de transcriptions, voies de
signalisation, adhésion cellulaire, axe somatotrope, division et prolifération cellulaire,
différenciation cellulaire, canaux ioniques et transporteurs, récepteurs couplés aux
protéines G, enzymes, enzymes de la protéolyse, transport intracellulaire, hormones,
médiateurs de I'inflammation et autres fonctions. L'analyse des génes exprimés de
facon différentielle suite & une exposition au GHRH permet d'offrir des pistes

d’identification des fonctions impliquant la stimulation du GHRH-R renal.

Au total, 14 génes ont été régulés a la hausse entre 1.3 et 1.4 fois et 62, entre
1.5 et 2 fois. Douze génes ont été régulés a la baisse entre -1.3 et -1.4 foiset 49, -1.5
et -2 fois. Dans les cellules mises en culture 4 h suite & une stimulation a 10 nM de
rGHRH(1-29)NH;, 6 génes ont été régulés a la hausse entre 1.3 et 1.4 fois et 57
entre 1.5 et 2 fois ; 5 génes ont été régulés a la baisse entre -1.3 et -1.4 fois et 43,
entre -1.5 et -2 fois. Dans les cellules mises en culture 16 h suite a une stimulation a
10 nM de rGHRH(1-29)NH,, 3 génes ont été régulés a la hausse entre 1.3 et 1.4 fois
et 3, entre 1.5 et 1.7 fois; 3 génes ont été régulés a la baisse entre -1.3 et -1.4 fois et
4, entre -1.5 et -1.7 fois. Dans les cellules exposées au rGHRH(1-29)NH; suite a leur
mise en culture, et de fagon répétée toutes les 24 h, durant une période de 64 h, 5
genes seulement ont été régulés a la hausse entre 1.3 et 1.4 fois et 2, entre 1.5 fois;

4 génes ont été régulés a la baisse entre -1.3 et -1.4 fois et 2, & -1.5 fois.

Plus spécifiquement, dans la famille des facteurs de transcription, 8 génes ont
été régulés a la hausse et 5 I'ont été a la baisse. Dans les facteurs impliqués dans
les voies de signalisation, 5 génes ont été régulés a la hausse et 5 l'ont été a la
baisse. Dans la famille des molécules d’adhésion cellulaire, 2 génes ont été régulés a

la hausse et 4 I'ont été & la baisse. Dans la famille des molécules impliquées dans la
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fonction somatotrope, un géne a été régulé a la hausse et un autre a la baisse. Dans
la famille des molécules impliquées dans la division et prolifération cellulaire, 12
genes ont été régulés a la hausse et 9 I'ont été a la baisse. Dans la famille des
molécules impliquées dans la différenciation cellulaire, 12 génes ont été régulés ala
hausse et 5 l'ont été a la baisse. Dans la famille des canaux ioniques et
transporteurs, 10 génes ont été régulés a la hausse et 6 I'ont été a la baisse. Dansla
famille des récepteurs couplés aux protéines G, 3 génes ont été régulés a la hausse
et 3 I'ont été a la baisse. Dans la catégorie des enzymes, 10 génes ont été régulés a
la hausse et 10 I'ont été a la baisse. Dans la famille des enzymes protéolytiques
spécifiquement, 6 géenes ont été régulés a la hausse et 4 I'ont été a la baisse. Dans
la famille des molécules impliquées dans le transport intracellulaire, 4 génes ont été
régulés a la hausse et 6 I'ont été a la baisse. Dans la catégorie des hormones, 1
gene a été régulé a la hausse. Dans la famille des médiateurs de I'inflammation, 3
genes ont été régulés a la hausse et 4 I'ont été a la baisse. En ce qui concerne les
génes impliqués dans d'autres fonctions, 1 géne a été régulé a la hausse et 4 I'ont

été a la baisse.
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Figure 13 : Représentation tridimensionnelle des composantes principales de I'étude

de régulation génique par le GHRH.

21
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Les temps correspondants aux symboles représentent les différentes périodes de
culture en absence (symbole le plus bas sur le graphique) et en présence de GHRH
(symbole le plus haut sur le graphique). L'axe des X, Y et Z représentent les
pourcentage de variation provenant des trois composantes principales.

L'analyse révele que 74.3% de la variation peut étre expliquée par la durée de
culture. Le traitement au GHRH qui affecte majoritairement I'expression génique a 4
h, contribuent & 1.8% de la variation globale. Finalement, la préparation cellulaire
utilisées pour la culture de 16h constituerait une source additionnelle de variation
(22.6%).
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4. DISCUSSION
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Le GHRH-R est majoritairement localisé dans les cellules somatotropes de
I'hypophyse antérieure, ou il stimule la synthése et |a sécrétion de la GH (Barinaga et
coll., 1985), et joue un role dans la prolifération (Billestrup et coll., 1986) et la
différenciation (Dean et coll., 1999) cellulaire. De faibles niveaux ARNm du GHRH-
R ont également été détectés par RT-PCR dans plusieurs tissus extra hypophysaires
de rat, suggérant de nouveaux réles pour le systéme GHRH/GHRH-R (Matsubara et
coll., 1995). Cependant, seule la médulla rénale renferme des niveaux d ARNm du
GHRH-R détectables sans amplification (Matsubara et coll., 1995 ; Boisvert et coll.,
2002). Une identité compléte a été demontrée entre la séquence d’'une portion de
I'’ADNc du GHRH-R rénal et la séquence de 'ADNc du GHRH-R hypophysaire
(nucléotides 438 a 805) (Matsubara et coll., 1995), ainsi que la présence de mémes
transcrits dans ces deux tissus (Matsubara et coll., 1995 ; Boisvert et coll., 2002).
Cependant, au niveau de la protéine, une hétérogénéité de la taille moléculaire du
GHRH-R spécifique au tissu et a I'espéce a été rapportée. Chez 'humain, une étude
par immunobuvardage a permis d'identifier des protéines de 52 et 55 kDa (Boulanger
et coll., 1999) ou 50, 62 et 55 kDa dans I'hypophyse et de 562 kDa dans le rein
(Fujinaka et coll., 1996). Chez le rat, une étude de réticulation chimique a permis de
mettre en évidence la présence de protéines de 28, 47 et 65 kDa dans I'hypophyse
antérieure et de protéines de 38, 55 et 65 kDa dans le rein (Boulanger et coll., 2002).
De hauts niveaux d’ARNm du GHRH-R sont retrouvés dans 'AHmM de la médulla
rénale (Boisvert et coll., 2002). Des études de co-localisation immunocytochimiques,
a I'aide de marqueurs de différents types de cellules rénales, ont été effectuées sur
ce segment du néphron afin de déterminer la localisation précise du GHRH-R. Le
GHRH-R a été co-localisé avec le canal chlore CIC-K1, a I'aide d’un anticorps anti-
CIC-K1 et CLC-K2 (Boisvert et coll., 2001). Puisque le canal CLC-K2 n’est pas
exprimé dans les cellules d’AHm, le signal obtenu provient de la détection de CIC-K1,
qui est exclusivement situé dans les cellules d’AH ascendante mince (AHam)
(Boisvert et coll., 2001).

Gréace au développement d’'une culture primaire de cellules d'/AHm purifiées et
d’'un RT-PCR quantitatif multipiex pour le GHRH-R rénal, des études de stimulation
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au GHRH ont permis de mettre en évidence la présence d'un GHRH-R fonctionnel
dans cette population cellulaire. Cette culture a d’abord été caractérisée par
immunocytochimie, afin de préciser sa composition cellulaire en fonction de la durée
de culture. Il a été rapporté que dans les cellules médullaires en culture, les cellules
endothéliales disparaissent progressivement, puisqu’elles sont transformées en
fibroblastes qui se multiplient rapidement (Grupp et coll., 1997). Ainsi, les rares
cellules rondes marquées avec I'Ac anti-BSL-1, durant le premier 40 h de culture
étaient vraisemblablement des cellules endothéliales, et les cellules fusiformes
marquées apres 64 h, des fibroblastes. Ceux-ci pouvaient provenir soit de cellules
contaminantes post-purification, soit de cellules de ’AHm s’étant transformées en
fibroblastes, durant la période de culture. Afin de vérifier cette derniére possibilité,
une étude de co-localisation de marqueurs de cellules de I'AHm et de fibroblastes
pourrait étre effectuée en fonction de la durée de culture. Un marquage avecle DBA-
FITC, spécifique aux cellules du tubule collecteur, a démontré que les préparations
cellulaires purifiées d'AHm n'étaient que faiblement contaminées par ce type
cellulaire. L'ensemble de ces résultats indique que les cellules purifiées d’AHm en
culture contiennent des cellules dAHmM a plus de 80%. L'Ac anti-aquaporine,
spécifique aux cellules de 'AH descendante mince, a révélé qu’environ 48% des
cellules étaient marquées entre 16 et 64 h de culture. De plus, I'Ac anti-CIC-K1,
spécifique aux cellules de ’AHam, a résulté en un immunomarquage d’environ 49%
des cellules entre 16 et 64 h de culture. La préparation est donc riche en cellules de
I’AH adhérentes ayant une bonne viabilité. De plus, les présents résultats indiquent
que les préparations purifiées d’AHm renferment une quantité équivalente de cellules
de I'AH ascendante et descendante minces, tel que rapporté dans la littérature
(Grupp et coll., 1997).

Plusieurs études ont démontré que le GHRH peut réguler a la baisse
I'expression de son récepteur hypophysaire. Bilezikjian et coll. (1986) ont observé
une diminution de 50% du nombre de sites de liaison du GHRH, dans des cellules

hypophysaires de rat. Aleppo et coll. (1997) ont démontré qu'un traitement de 4 h
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avec 0.1-1nM de GHRH(1-44)NH, méne a une diminution de 50% des niveaux
d’ARNm du GHRH-R dans I'hypophyse. Une diminution significative des niveaux
d’ARNm du GHRH-R est observée suite a une exposition de 4 h a une concentration
unique de rGHRH(1-29)NH,, (1-100 nM) de cellules de I'AH semi-purifiées en culture
primaire (Boisvert et coll., 2002). La mise au point d'un RT-PCR quantitatif multiplex
dans les cellules de I’AHm purifiées a permis d’obtenir une méthode sensible et fidele
de la détection des niveaux dARNm du GHRH-R rénal. La stimulation de ces cellules
en culture avec 10 nM de rGHRH(1-29)NH, a provoqué une diminution des niveaux
d’ARNm du GHRH-R de 1.5 fois, ce qui met en évidence la présence d'un récepteur
fonctionnel dans les cellules de 'AHam. |l pourrait s'agir d’'un phénoméne de
désensibilisation homologue, ou le GHRH désensibilise |a cellule a sa propre action,
en diminuant YARNm de son récepteur. Cette désensibilisation pourrait impliquer
I'internalisation dépendante du ligand du GHRH-R. Une étude préliminaire du
processus d'internalisation du GHRH, effectuée avec le ligand fluorescent N°-5-
carboxy-fluorescéinyle-[D-Ala? Ala®, Ala®, Lys*’JnGHRH(1-29)NH,(Fluo-GHRH), un
agoniste du GHRH-R dans les cellules somatotropes, a montré une internalisation du
Fluo-GHRH dépendante du temps et de la température dans les cellules de I'AHmM
semi-purifiées (Boisvert et coll., 2002) et purifiées (Dubuisson et coll., 2003).
L'approche de culture primaire de cellules d’AHm purifiées permettra donc d’effectuer
des études complémentaires sur la cinétique d'internalisation, I'identification des
voies d’internalisation et de recyclage du GHRH-R ainsi que la compartimentalisation

intracellulaire dans les cellules d’AH ascendantes mince.

La fonctionnalité du GHRH-R rénal ayant été établie dans le modele de cellules
purifiées en culture primaire, les voies de signalisation impliquées dans la régulation
des niveaux d’ARNm du récepteur par son ligand ont été étudiées. Dans les cellules
somatotropes, la liaison du GHRH a son récepteur stimule la production dAMPc
(Mayo et coll., 1992). Aleppo et coll. (1997) ont démontré que la diminution des
niveaux d’ARNm du GHRH-R observée suite a un traitement de 4 h au GHRH, dans
les cellules somatotropes, requiert I'activation de la voie AC. Les séquences partielles
du GHRH-R hypophysaire et rénal étant identiques (Matsubara et coll., 1995), il est
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possible que ia voie AC soit impliquée dans les cellules de I'AHmM comme dans les
cellules somatotropes. Des résultats préliminaires (Paré et coll., 2001) ont montré que
la stimulation du GHRH-R par le GHRH dans les cellules de I'AH semi-purifiées
provoque une augmentation des niveaux d’AMPc. Le systéme AC-AMPc-PKA a été
étudié dans les cellules d’AHm purifiées en culture. L'inhibiteur de la voie AC (2', 5'-
didéoxyadénosine) a empéché la régulation a la baisse des niveaux dARNm du
GHRH-R, suite a une stimulation de 4 h au GHRH, suggérant que I'action du GHRH,
du moins en partie, implique la voie AC dans les cellules dAHmM. La voie MAPK,
impliquée dans la prolifération cellulaire des cellules hypophysaires (Pombo et coll.,
2000 ; Zeitler et coll., 2000), a également été étudiée dans les cellules dAHmM en
culture. L'addition d'un inhibiteur spécifique de MEK1/MEK2 (U0126) empéche la
régulation a la baisse des niveaux d ARNm du GHRH-R, suite a une stimulation de 4
h au GHRH. Ces résultats indiquent donc une implication des voies AC et MAPK dans

la régulation GHRH-dépendante du GHRH-R, dans les cellules de 'AHam.

D’autres voies de signalisation sont impliquées de fagon accessoire dans
'action biologique du GHRH-R hypophysaire. En effet, dans les cellules
somatotropes, le GHRH-R est lié a une protéine Gp qui active la phospholipase C et
la PKC (Frohman et coll., 1996). Il a été montré qu’une stimulation par des activateurs
de la PKC augmente la sécrétion de GH (Judd et coll., 1986). Ainsi, comme décrit
pour I'hypophyse, d’autres voies de signalisation pourraient étre activées en réponse
au GHRH dans les cellules de 'AHam. Il sera également important d’étudier les voies
PI3K/ PKB (akt), qui sont impliquées dans la survie, la croissance et la prolifération

cellulaire (Fresno et coll., 2004), dans ces cellules.

Nous avons montré que le signal obtenu par RT-PCR pour ’TARNm du GHRH-
R varie en fonction de la période de culture. En effet, 20 cycles d’amplification ont été
suffisants pour observer un bon signal dans des cellules de ’AHmM exposées 4 h au
rGHRH(1-29)NH,, immédiatement aprés la mise en culture, alors qu'une culture de
20 h a nécessité une amplification de 30 cycles pour générer un signal. Ce méme

signal était absent a 20 ou 30 cycles d’amplification aprés une période de culture de
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64 h. La diminution des niveaux dARNm du GHRH-R, observée en fonction de la
durée de culture, pourrait étre due a un certain changement de phénotype cellulaire,
non détecté par les études d'immunocytochimie. Malgré la détection des canaux CIC-
K1 apres 64 h de culture, le phénotype cellulaire pourrait se modifier en fonction de
la période de culture. Les conditions de culture utilisées pourraient s’avérer sous-
optimales pour maintenir toutes les caractéristiques initiales des cellules de '’AHm,
bien que Grupp et coll. (1998) n'aient pas rapporté de modification de phénotypes.
Une mise au point des conditions de culture devra étre effectuée pour permettre des

études a pius long terme du GHRH-R dans les cellules de 'AHmM.

La détection du GHRH-R dans une population cellulaire spécifique comme les
cellules de I'’AHam suggére un role dans la spécialisation de cette portion du
néphron. Le GHRH-R hypophysaire stimulant |a prolifération et |a différenciation des
cellules somatotropes, te récepteur rénal pourrait jouer un réle similaire dans les
cellules de ’AHam. Afin de mieux comprendre le réle du systéme GHRH / GHRH-R
dans I'AHam, les génes régulés suite a une stimulation unique (4 ou 16 h de culture)
ou répétee (64 h de culture) au GHRH, ont été identifiés par une étude de régulation

génique.

La quantité de genes dont I'expression est régulée différentiellement suite a
une stimulation au GHRH varie selon la période de culture. En effet, dans les cellules
mises en culture 4 h, suite a une exposition au rGHRH(1-29)NH,, 111 génes ont été
régulés de fagon différentielle, tandis que dans les cellules mises en culture 16 h
suite a une exposition au rGHRH(1-29)NH,, seulement 13 génes ont été régulés de
facon différentielle. Dans les cellules exposées au rGHRH(1-29)NH, suite a leur mise
en culture et de fagon répétée toutes les 24 h, pendant une période de 64 h, 13
génes ont été régulés de facon différentielle. Cette observation est concordante avec
les résultats obtenus par RT-PCR, montrant que les niveaux dARNm du GHRH-R
diminuent en fonction de la période de culture (Figure 10). Ainsi, la régulation

génique observée sur biopuces est médiée par I'activation du GHRH-R, dont
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I’'abondance diminue en fonction de la période de culture.

La séquence partielle du géne du GHRH-R hypophysaire natif de rat et de ses
isoformes, ainsi que la position des différentes sondes utilisées dans I'étude de
régulation génique, sont détaillées a la Figure 14. L'ensemble de sondes
1370730_A_AT (Figure 15) a montré une augmentation de I'expression du géne du
GHRH-R aprés 4 h de stimulation au GHRH, dans les cellules de ’AHm (Tableau 3).
D’autres résultats, obtenus a I'aide d'un ensembie différent de sondes reconnaissant
le GHRH-R, 1369494 A_AT (Catégorie/GenBank : NM_012850) (Figure 14), ne

montrent pas d’expression différentielle suite a une stimulation au GHRH.

La divergence des résultats obtenus par les différentes sondes des biopuces
et par RT-PCR pourrait étre expliquée par la présence d’un épissage alternatif du
GHRH-R rénal. Par exemple, un transcrit du GHRH-R hypophysaire a été décrit par
I’équipe de Kacsoh (2001) (banque PUBMED nucleotide, no d’accés : AF409106), et
I'amplification de ce transcrit pourrait expliquer la variation observée dans les
résultats obtenus. Selon Matsubara et coll. (1995), une partie de la séquence du
GHRH-R rénal est identique a celle du GHRH-R hypophysaire (nucléotides 438 &
805). Cette séquence partielle est incluse dans la séquence du récepteur
hypophysaire natif de rat et de ses deux isoformes connus (Figure 14). Ainsi, dans
les cellules d’AHmM, un épissage alternatif pourrait &tre présent avant ou apreés cette
région. Dans la médulla rénale, les transcrits dARNm du GHRH-R sont 1.3 fois
moins abondants pour le 4 kb et 2.3 fois moins abondants pour le 2.5 kb, que dans
I’'hypophyse (Boisvert et coll., 2002). Les deux ensembles de sondes utilisés sur les
biopuces reconnaissent différents segments de la séquence du GHRH-R
hypophysaire, qui sont compris entre les nucléotides 1152 et 1380, mais
1370730_A_AT reconnait également une partie de la séquence en 5' entre les
nucléotides 28 et 79 (Figure 14), ce qui peut expliquer la différence observée dans
les résultats obtenus par les deux ensembles de sondes. Les sondes de la biopuce
ne s’hybrident pas a la méme région du géne du GHRH-R hypophysaire que les
sondes utilisées dans le RT-PCR (Figure 14).



Figure 14 : Représentation schématique de la séquence partielle du géne du
GHRH-R hypophysaire de rat.

1 aaacagcgga ctacaggcac cactgccATG GACAGCCTGT TGTGGGCTAC CTGGGTCCTC

61 TGCTTGCTGA ACCTGTGGGG AGTTGCACTG GGTCACCTCC ACCTAGAATG TGACTTCATC
121 ACTCAGCTGA GAGACGATGA GCTTGCATGC CTTCAGGCGG CAGAGGGGAC CAACAACTCG
181 TCCATGGGAT GCCCTGGGAC CTGGGATGGG CTGCTGTGCT GGCCCCCAAC TGGCTCTGGC
241 CAGTGGGTCT CCCTCCCCTG CCCTGAATTC TTCTCTCATT TTGGCTCAGA CCCAGGGGCT
301 GTGRAAAGGG ACTGCACCAT CACGGGTTGG TCTGATCCCT TCCCACCATA TCCCGTGGCC
361 TGTCCTGTGC CCTTGGARACT GCTAACAGAG GAGAAGTCTT ACTTCTCCAC GGTGARAGATC
421 ATCTACACCA CAGGCCREAGH ATT GTAG GCGTGGCTAT TGCCATCCTG
481 GTTGCTCTCA GGAGGCTCCA CTGCCCCAGG AACTACATCC ACACGCAGCT GTTIGCTACT
541 ETCATCCTCA AGGCCAGTGC TGTGTTCCTIG AAGGATGCTG CTGTCTTCCA GGGTGATAGC
601 \CGGACCACT GCAGCATGTC CACTATTCTG TGCAAGGTCT CTGTGGCCGT CTCACATTTH
661 CCACCATGA CCAACTTCAG CTGGCTGCTG GCAGAAGCCG TCTACCTGAG CTGTCTGTTG
721 BCCTCCACAT CTCCTAGGTC_CAAACCAGCT TTQEGG?GGC'TGGTTCTCGC“TGGCTGGGGA
781 CTCCCTGTRC T 4 3GTG GGCTGCAAAC TGGCTTTTGA GGACACTGCG
841 TGCTGGGAC TAGACGACAG CTCCCCCTAC TGGTGGATCA TCAARGGGCC CATAGTCCTC
901 ECTGTTGGGG TGAACTTTGG GCTGTTTCTC AATATAATTT GCATCCTGCT GAGGAAGCTG
961 GGCCTGCAC AAGGCGGCTT ACACACACGG GCTCAGﬁACT GCAACTATTT ATTACCCTGG
1021 TCCTGTCCTC TTCCTCAAGT TCCTAGAGAG AGAACAGATC TGGGCCCTTC GTCCCATGAG
1081 ATTACAGTAC AGGAAAGTGG CACACGAAAC TGCCAGTTAC CATGGCGGCT TTCCAAATCA
1141 ACACTTCTCC TITATCCCGCT GTTTGGAATT CATTACATCA TCTTCAACTT CCTGCCTGAC)
1201 |BGTGCTGGCC TTGGCATCCG TCTACCCCTG GAGCTGGGAC TGGGGTCCTT CCAGGGTTTT
1261 |GTTGTTGCTG TCCTCTACTG CTTCCTCAAT CAAGAGGTGA GGACGGAGAT TTCACGCAAR
1321 [TGGTATGGCC ATGACCCTGA ACTTCTGCCA GCTCGGCGGA CCTGCACTGA GTGGACCACA
1381 CCTCCCCGAT CGAGAGTGAR GGTGCTCACC TCTGAGTGCT AGGCCAGCCA TCACAAAGGC
1441 CGAGCCCCAA AACCCTGCAC TCAAACTGCC ATGCCACCAA GGGCAACAAG GTCCTCCCTT
1501 CCGTTCTCAT TCTCTGCATC TGCTTTCTCT AGGTCCCTGT ATACCAACCT CCGACTTTCT
1561 CAGTTCCTGT ATGCCCCCAT CTGTTCTTTC TTCCTATCTA GGCTATTGCC CAAGGCCCAG
1621 GGAAACCAAt aaacttgtac atgagtgatc tgcagttgag tcaatgtggc tctgaagggg
1681 agctcttgtc agcagccatt atttgcactt ccggtgcatt cctcatcect tggctgcage
1741 tgcctcattg cc
Légende :

-Lettres majuscules : cadre de lecture ouvert
-Lettres majuscules en gras : insertion de 123 nts (1001-1123), isoforme 2C
-Lettres majuscules italiques : délétion de 131 pb(1402-1531), isoforme Beta

-Région verte : région amplifiée par les amorces sélectionnées pour notre RT-PCR

-Région fuchia : région amplifi€e par les amorces décrites par Matsubara et coll.

(1995). Seul segment séquencé du GHRH-R rénal. Sa séquence est identique a
celle du GHRH-R hypophysaire.

-Souligné et en jaune : sondes 1370730 _A_AT de I'étude de régulation génique par

biopuces

-Encadré pointillé (incluant la portion soulignée et jaune de 1370730_A_AT) : sondes

1369494 _A_ AT de I'étude de régulation génique par biopuces

-Les régions couvertes par les ensembles de sondes 1379730 A AT et

1369494 A_AT collent a 100% a la région 117-429 pb du transcrit rtGHRH-R épissé
alternativement (Pubmed nucleotide, no d’accés : AF409106), décrit par I'équipe de
Kacsoh (2001).
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Les sondes utilisées dans chaque technique ne se liant pas a la séquence
spécifique des isoformes B (Zeitler et coll., 1998) et 2C (Mayo et coll., 1992) du
GHRH-R (Figure 14), peuvent donc amplifier le récepteur natif et/ou différentes
isoformes du GHRH-R rénal, qui n'ont pas encore été décrites. De plus, la séquence
du transcrit rapporté dans I'hypophyse par Kacsoh (2001) contient toutes les régions
reconnues par les sondes de la biopuce et non la sonde utilisée en RT-PCR, ce qui
peut également expliquer les divergences observées (Figure 14). Comme la
séquence compléte du GHRH-R rénal est encore inconnue, des isoformes ont peut-
étre été reconnues par les sondes de la biopuce, mais non par celle utilisée dans le
RT-PCR. Compte tenu de ces explications, les résultats obtenus par RT-PCR nous

apparaissent supérieurs.

Le GHRH-R rénal pourrait étre impliqué dans la prolifération de '’AHam, aidant
au maintien de la capacité du rein a concentrer I'urine. En situation normale, les
cellules du néphron se divisent a un rythme lent (Nadasdy et coll., 1994). Cependant,
une étude chez I'humain adulte en santé démontre que la perte de cellules
épithéliales tubulaires rénales dans l'urine est relativement constante (78 200
cellules/h chez 'homme, et 68 000 cellules/h chez la femme) (Prescott et coll.,
1966). Cette perte cellulaire doit étre compensée par une prolifération cellulaire. Une
perte de la capacité du néphron ou une croissance anormale des reins pourrait étre

observée si ce processus n’était pas contrdlé de fagon rigoureuse (Bonventre, 2003).

Plusieurs génes de facteurs de transcription reliés a la prolifération cellulaire
sont exprimés a la hausse suite a une stimulation de 4 h au GHRH (Tableau 3), par
exemple le facteur de réplication C, ou RFC1 (Recc1), qui joue un rdle dans
I'activation de la réplication et de la réparation de I'ADN, chez Saccharomyces
cerevisiae (Cullmann et coll., 1995). De plus, la structure, fonction et séquence
d’acides aminés de I'appareil de réplication de I’ADN sont conservées de la levure a
I’'humain (Cullmann et coll., 1995). Les short stature homeobox 2 (Shox2) sont des
régulateurs positifs de la transcription et de la croissance et des anomalies de SHOX

causent le phénotype du syndrome de Turner, ou les patients ont une petite stature
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et des anomalies rénales (Clement-Jones et coll., 2000). L’early growth response 2
(Egr2) est un facteur de transcription ayant trois doigts de zinc de type C;H. en
tandem et qui pourrait jouer un réle dans la régulation positive de la prolifération

cellulaire (Warner et coll., 1998).

De plus, plusieurs genes impliqués spécifiquement dans la prolifération
cellulaire sont régulés a la hausse suite a une stimulation au GHRH (Tableau 3). La
cycline B1, indispensable a l'induction de la mitose, est régulée a la hausse suite a
une stimulation de 4 h au GHRH. Les cyclines sont des protéines clés qui contrlent
'entrée et la progression de la cellule dans le cycle de prolifération cellulaire
(Verschuren et coll., 2004). La cycline B1 forme un complexe avec la kinase
dépendante des cyclines 1 (Cdk1) et induit la progression des phases S et G2/M de
la mitose (Verschuren et coll., 2004). Les Cdk sont inhibées par une phosphorylation
de résidus thréonines spécifiques et sont réactivées par la phosphatase du cycle de
division cellulaire 25A (Cdc25a) (Verschuren et coll., 2004). Un traitement de 4 h au
GHRH augmente les niveaux d’expression de Cdc25a, qui active la prolifération
cellulaire. L’ADN topoisomérase 2 alpha, une enzyme nucléaire impliquée dans la
condensation des chromosomes et dans le maintien de la stabilité du génome
pendant la transcription et la réplication de I'ADN (Wang, 1996), est régulée a la
hausse suite a une stimulation de 4 h au GHRH. Un traitement de 4 h et 64 h au
GHRH augmente I'expression de la phosphatidylinositol 3-kinase, regulatory subunit,
polypeptide 2 (Pik3r2), impliqguée dans la voie de signalisation Pi3K/akt, qui résulte
en la survie, la croissance et la prolifération cellulaire (Fresno et coll., 2004).
Plusieurs autres génes impliqués dans la croissance cellulaire sont régulés a la
hausse suite a une stimulation au GHRH, tel que le facteur de croissance
placentaire, le multiple EGF (epidermal growth factor)-like-domain protein 3, le
chromosome 6 open reading frame 108, 'antigéne CD53 et |a formin binding protein
2 (Tableau 3). L’ensemble de ces résultats suggere un réle du GHRH-R dans la

prolifération des cellules de I'AH ascendante mince (Figure 15).

Par ailleurs, un mécanisme doit étre en place afin de permettre une réaction
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rapide et efficace suite a un événement causant la mortalité cellulaire, tel que
I'ischémie rénale (Bonventre, 2003). En effet, le taux de prolifération des cellules
épithéliales augmente drastiquement lors de la récupération, suite & une ischémie
rénale (Bonventre, 2003). Les cellules tubulaires rénales peuvent récupérer
compléetement d’'un traumatisme ischémique ou cytotoxique causant la mort cellulaire,
contrairement aux cardiomyocytes ou aux neurones (Bonventre, 2003). Suite & une
ischémie rénale, les cellules épithéliales survivantes se dédifférencient et proliférent,
afin de rétablir le nombre de cellules, puis se différencient, afin de rétablir I'intégrité
du néphron (Bonventre, 2003). Les cellules dédifférenciées perdent leur
spécialisation, et se divisent rapidement de fagon contrdlée, aprés un traumatisme,
ou de fagon non contrélée, lors du cancer (Bonventre, 2003). L'expression génique
est modifiée dans les cellules dédifférenciées, qui expriment des genes présents au

cours du développement (Bonventre, 2003).

De tels génes, présents spécifiquement au cours du développement du rein et
non dans le rein adulte, ont été modulés suite a une stimulation au GHRH dans
’AHam (Tableau 3). Le géne du facteur de transcription Wingless-type MMTV
integration site family, member 4 (Wnt-4), signal autocrine pour la formation de
I'épithélium au stade prétubulaire de formation du néphron (Sariola et coll., 1998) et
impliqué dans le début de la tubulogénése (Horster et coll., 1999), est régulé a la
hausse apres 4 et 64 h de stimulation au GHRH. Comme une perte du GHRH-R a été
constatée suite a 64 h de culture des cellules de I'AHm, 'effet observé aprés cette
période n'est pas totalement spécifique a I'action du GHRH. Par ailleurs, une
augmentation des niveaux d’ARNm et de I'expression protéique de Wnt-4 a été
détectée dans un homogénat de rein de rat, aprés l'induction d’'une insuffisance
rénale in vivo (Terada et coll., 2003). Les facteurs de transcription Wnt altérent
I'expression de génes spécifiques, impliqués dans les interactions cellulaires, la
prolifération et le développement, via les activateurs de la transcription
hétérodimériques béta-caténine et TCF4E, I'un des quatre membres de la famille
TCF (T-cell factor) (Hecht et coll., 2000 ; Hecht et coll., 2003). En effet, une
regulation a la hausse du facteur de transcription similaire a TCF4E est observée
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suite a une stimulation de 4 h au GHRH. De plus, I'expression du glial cell line derived
neurotrophic factor family receptor alpha 1 (Gfra1) a été régulée a la hausse apres 4
h de stimulation au GHRH. La liaison de Gfra1 au glial cell line-derived neurotrophic
factor (GDNF) permet la formation d'un complexe avec le récepteur des protéines
tyrosines kinases Ret, et induit sa phosphorylation et son activation (Treanor et coll.,
1996). Gfra1 joue un réle dans le développement des reins via GDNF et Ret, qui
activent la prolifération cellulaire et I'induction de I'embranchement du bourgeon
urétéral (Horster et coll., 1999). Plusieurs autres génes impliqués dans la
différenciation cellulaire sont modulés suite a une stimulation au GHRH (Tableau 3).
La différenciation des cellules de I’AH au stade pré natal lors de |a formation du rein,
et/ou la dédifférenciation suite a une agression rénale, suivie d'une différenciation
pour restaurer l'intégrité des cellules de I’AH ascendantes mince, pourraient donc

étre modulées par 'activation du GHRH-R (Figure 15).

De plus, les valeurs RMA observées, qui sont les valeurs normalisées de
I'intensité de I'hybridation du géne sur la biopuce, observées pour le GHRH (RMA =
4), et différents génes impliqués dans la spécialisation cellulaire de ’AHam, dont le
récepteur V2 de la vasopressine (RMA = 4) ou le canal CIC-K1 (RMA = 7) sont
semblables. Ces résultats, qui suggérent une expression du GHRH dans les cellules
de 'AHam, vont dans le méme sens que ceux de Matsubara et coll. (1995), qui ont
détecté 'ARNm du GHRH dans la médulla rénale par immunobuvardage Southern.
Le GHRH pourrait aussi étre sécrété dans la médulla rénale au cours du
développement du néphron, ou suite a une agression rénale, et agir de fagon
paracrine ou autocrine sur le GHRH-R, situé sur les cellules de ’AHam. Suite a la
stimulation du GHRH-R, les génes de la différenciation pourraient étre activés au
cours du développement et/ou les genes impliqués dans la dédifférenciation, la
prolifération et la différenciation cellulaire pourraient étre activés et contribuer a la
réparation de ce segment du néphron, essentiel au mécanisme de concentration de
I'urine. Il sera important d'identifier la localisation précise du GHRH rénal, afin de

mieux comprendre le mécanisme de régulation de ce systeme peptidergique.
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Les molécules d’adhésion cellulaire jouent un rdle important dans les
processus de prolifération et la différenciation cellulaire (Bonventre, 2003).
L’expression de neural cell adhesion molecule 1 (NCAM1) est diminuée aprés 4 h, 16
h et 64 h de stimulation au GHRH, par deux ensembles de sondes différentes
(Tableau 3). Chez le rat, NCAM est exprimée de fagon transitoire au cours de la
formation du néphron (Abbate et coll., 1999). Cependant, cinq jours post-ischémie, un
marquage élevé de NCAM a été détecté par immunocytochimie dans les tubules
proximaux du néphron (Abbate et coll., 1999). Cette augmentation de la protéine
NCAM, induisant I'adhésion cellulaire, suggére un réle important dans le processus
de guérison du néphron (Abbate et coll., 1999). La baisse d’expression du géne de
NCAM observée suite a une stimulation de 4 h au GHRH peut étre due a une
augmentation rapide de la traduction de 'ARNm en protéine, afin d’augmenter |a
quantité de NCAM a la membrane. Toutefois, 1a diminution de I'expression de NCAM
observée apres 16 h et 64 h n’est pas totalement spécifique a I'action du GHRH, car
une perte progressive du GHRH-R a été constatée a ces temps de culture. L'ARNm
de la cadhérine 6 (Cdh6), également nommée cadhérine K, est régulé a la hausse
suite 3 une stimulation de 4 h au GHRH. Des études d’hybridation in situ ont permis
de localiser I'ARNm de cette cadhérine dans les cellules épithéliales
néphroblastiques au cours de la glomérulogénése chez le rat, suggérant un réle dans
le développement du rein (Xiang et coll., 1994). L'expression de stress activated
protein kinase-associated protein 1 (JASP1) est augmentée apres 4 h de traitement
au GHRH. Une étude dans la lignée cellulaire Hela a démontré que JSAP1, un
facteur de la cascade des MAPK, forme un complexe avec la focal adhesion kinase
(FAK) et facilite la formation de fibres d’actine et I'adhésion cellulaire (Takino et coll.,
2002). L'augmentation de I'expression de molécules d’adhésion cellulaire par le
GHRH suggeére un réle dans la prolifération et différenciation cellulaire parle GHRH-
R.

Les chémokines sont des protéines contrélant plusieurs aspects de la
prolifération, la migration, et I'adhésion cellulaire (Segerer et coll., 2000). La
chemokine (C-X-C motif) ligand 12 (Cxcl12), qui est exprimée dans le rein en

développement (Grone et coll., 2002), est diminuée suite a une stimulation de 4 hau
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GHRH. La fonction de Cxcl12 dans le développement rénal est inconnue, mais un
réle dans I'organogénése et le controle de la microvascularisation, lors de la guérison

suite & une blessure et lors de 'embryogenése, a été proposé (Grone et coll., 2002).

La modulation de génes impliqués dans la spécialisation des cellules de I'AH
ascendante mince a été observée suite a une stimulation au GHRH. Durant les deux
premiéres semaines aprés la naissance, les AH ascendantes minces sont créées
progressivement suite a I'apoptose des cellules de I'AH ascendante épaisse immature
(Kim et coll., 1996). Cha et coll. (2001) ont démontré par immunocytochimie que les
cellules de I'’AH ascendante mince ne sont pas dérivées de cellules en prolifération.
Jung et coll. (2002) suggeérent un role de 'aldose réductase dans la différenciation
cellulaire et la protection des cellules de 'AHam de I'apoptose, puisqu’elles expriment
I'aldose réductase, alors que les cellules apoptotiques de I'AH ascendante épaisse ne
I'expriment pas. L’aldose réductase joue également un réle dans la concentration de
I'urine (Jung et coll., 2002). Suite & une insuffisance rénale, les cellules tubulaires
rénales sont altérées ou nécrosées, causant une inhibition de leurs fonctions de
réabsorption (Cowley et coll., 1995). En effet, le volume urinaire est augmenté et
contient une grande concentration de NaCl, indiquant une déficience du mécanisme
de concentration de l'urine (Cowley et coll., 1995). Une diminution des niveaux
d’ARNm de I'aldose réductase, qui est fortement exprimée dans le rein mature, a été
observée suite a une insuffisance rénale chez le rat (Cowley et coll., 1995). Les
niveaux de I'aldose réductase se normalisent de 7 & 10 jours aprés I'induction de
I'insuffisance rénale (Cowley et coll., 1995). Les résultats obtenus dans I'étude de
régulation génique montrent une diminution de I'expression du géne de l'aldose
réductase suite a une stimulation de 4 h au GHRH dans I'AHm, ce qui suggére un role

dans la prolifération et le maintien de l'intégrité cellulaire.

Uchida et coll. (1995) ont démontré par immunocytochimie ia présence de CIC-
K1 exclusivement dans les cellules de ’AHam. La localisation tant au niveau de la
membrane apicale que basolatérale supporte le role de CIC-K1 comme transporteur

transépithélial du CI" (Uchida et coll., 1995). Une des principales fonctions connues de
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I’AHam étant la réabsorption de CI" via le canal CIC-K1, ce qui permet la concentration
de l'urine (Uchida et coll., 1995), le GHRH-R pourrait jouer un réle dans la régulation
de l'activité ou de I'expression de CIC-K1. En effet, au cours du développement,
I'expression du GHRH-R (Boisvert et coll., 2002) est en corrélation avec celle de CIC-
K1 (Kobayashi et coli., 2001), suggérant I'implication du GHRH-R rénal dans la

régulation de la perméabilité au CI" dans ’AHam.

Suite a une période de culture de 16 h en présence de GHRH, les niveaux
d’ARNm du canal chlore CIC-K1 sont régulés a la baisse, ce qui pourrait se traduire
en une diminution de la concentration de protéine. La diminution de 'ARNm étant
observée seulement aprés 16 h et non 4 h, elle pourrait étre due a un effet indirect du
GHRH, via I'activation d'un autre géne régulateur (Figure 15). Le canal CIC-K1, cloné
dans le rein de rat, posséde 13 domaines transmembranaires (Uchida et coll., 1994).
Des résultats préliminaires ont démontré la présence d’'une homodimérisation ligand-
dépendante du GHRH-R humain et de rat, suite a une stimulation au GHRH (Thériault
et coll., 2004). Une étude de la présence d'hétérodimérisation entre le GHRH-R et le
CIC-K1 devra étre entreprise afin de vérifier I'interaction potentielle entre ces deux

protéines membranaires.

Plusieurs génes de canaux ionigues et de transporteurs ont été régulés suite a
une stimulation au GHRH, mais ces canaux ne sont pas tous spécifiques a I’AHam
(Tableau 3).

Le récepteur V2 de la vasopressine (Avpr2) a été cloné dans le rein de rat et
possede les 7 domaines transmembranaires caractéristiques des récepteurs couplés
aux protéines G (Lolait et coll., 1992). Son activation par la vasopressine provoque
'augmentation de la ré-absorption de CI par le canal CIC-K1. | participe ainsi au
mécanisme de concentration de I'urine dans les cellules de I'AH ascendante mince
(Takahashi et coll., 1995). Les sondes reliées au géne de ce récepteur sur les
biopuces reconnaissent également géne de la protéine activatrice 4 de la Rho

GTPase (Arhgap4), un géne apparenté a Avpr2. Arhgap4 est retrouvé dans le
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systéme nerveux et ne semble pas jouer de role dans la régulation de la fonction
rénale. Toutefois, Arhgap4 est situé sur le méme chromosome qu'Avpr2. La série de
sondes spécifiques a Arhgap4 montre que son expression est diminuée aprés 4 h de
stimulation au GHRH, et augmentée aprés 16 h de stimulation. Une deuxiéme la série
de sondes reconnaissant les deux génes montre une régulation a la hausse de 1.24
fois, aprés 4 h de stimulation au GHRH. Ce résultat n’est pas représenté dans le
Tableau 3, étant inférieur a la valeur seuil sélectionnée. Par déduction, il peut étre
suggéré que I'expression spécifique de Avpr2 puisse étre régulée a la hausse apres 4
h de stimulation au GHRH. Cette hypothése devra étre validée par PCR en temps réel,
a I'aide de sondes spécifiques pour Avpr2. Une telle régulation a la hausse pourrait
étre conduire a une augmentation de la concentration d’Avpr2 a la membrane
cytoplasmique et une augmentation du transport de CI” par les canaux CLC-K1 (Figure
15). Ces résultats soutiennent I'hypothése selon laquelle le GHRH-R influence

I'expression de différents génes exprimés spécifiquement dans I’AHam.

L'expression d’autres récepteurs couplés aux protéines G que Avpr2 est
modulée suite a une stimulation au GHRH (Tableau 3). Par exemple, I'analogue du
récepteur de la calcitonine (symbole précédent. CRLR) (Calcrl), qui lie le peptide
relié au géne de la calcitonine ou I'adrénomédulline (Choksi et coll., 2002), est régulé
a la hausse suite a une stimulation de 4 h au GHRH. La calcitonine régule le
cotransport Na®-K®-CI" en activant '’AMPc dans I'’AH ascendante épaisse chez le
lapin (Vuillemin et coll., 1992). L'adrénomeédulline exerce des actions
vasodilatatrices, diurétiques et inhibe la croissance cellulaire des cellules
endothéliales et mésangiales glomérulaires rénales, en agissant de fagon paracrine
ou endocrine sur les tubules rénaux (Mukoyama et coll., 2001). Une régulation ala
hausse de l'expression de Calcrl a été observée suite a une agression rénale
(Mukoyama et coll., 2001). Le récepteur de la galanine de type 1 (Gpr135) est
également régulé a la hausse suite a une stimulation de 4 h au GHRH. Il a été
démontré qu’une infusion de galanine augmente les niveaux plasmatiques de la GH
(Bauer et coll., 1986). La galanine agit sur le rein en augmentant le flux sanguin

rénal, le taux de filtration glomérulaire et la concentration de glucose plasmatique
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(Premen et coll., 1989). De plus, une augmentation de I'expression du géne regulator
of G-protein signalling 19 ou Gaip (Rgs19) a été observée aprés 4 h de traitement au
GHRH. Rgs19 atténue I'inhibition de la synthése d’AMPc par la protéine Galpha i
dans des cellules HEK293 (Huang et coll., 1997), ce qui suggére une plus grande

activation de I’AC suite a une stimulation au GHRH, dans les cellules de ’AHam.

Plusieurs enzymes sont modulées suite a une stimulation au GHRH (Tableau
3), indiquant une augmentation de I'activité cellulaire suite a une stimulation au
GHRH. Par exemple, I'expression de la méprine 1 alpha (Mep1a) est régulée a la
baisse suite a une stimulation au GHRH 4 h. Mep1a, hautement exprimée dans le
rein, est cytotoxique pour des cellules épithéliales tubulaires rénales en culture, et
I'inhibition de la méprine protége contre le dommage causé par I'hypoxie-
réoxygénation (Carmago et coll., 2002). Suite a une agression rénale, la méprine est
redistribuée a la membrane basolatérale des tubules rénaux, qu'elle dégrade
partiellement (Walker et coll., 1998). La régulation a la hausse de plusieurs enzymes
suite a une stimulation au GHRH, dont alpha3-fucosyltransferase 11, similar to proline
dehydrogenase; PRODH et ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 6
(Tableau 3) suggére un rdle dans le métabolisme cellulaire. De plus, plusieurs génes
impliqués dans la protéolyse sont régulés a la hausse suite a une stimulation de 4 h
au GHRH, par exemple ubiquitin-activating enzyme E1 et plusieurs sont régulées ala
baisse, dont ubiquitin specific protease 48 (Tableau 3). Ces résultats suggérent un
réle du GHRH-R dans la régulation des mécanismes de contréle de la dégradation
des protéines.

Une stimulation au GHRH module également plusieurs génes impliqués dans le
transport intracellulaire. Par exemple, la syntaxine 1B2 (Stx1b2) est régulée a la
hausse aprés 4 h de traitement au GHRH. La famille des syntaxines est observée
dans le rein. Les syntaxines -2, -3 et -4 sont exprimées dans le cortex et la médulla
rénale (Mandon et coll., 1997), mais aucune étude portant sur la Stx1b2 dans le rein
n'a eté rapportée. Des expériences de RT-PCR ont montré que I'ARNm de la
syntaxine-3 est relativement abondant dans I'AH ascendante épaisse et dans les
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cellules du tubule collecteur, et exprimé a de plus faibles niveaux dans d’autres
structures, incluant ’AHmM (Mandon et coll., 1997). La syntaxine-4 est localisée surla
membrane apicale des cellules principales du tubule collecteurs, suggérant un role
dans le ciblage des vésicules contenant les canaux aquaporine 2 a la membrane
(Mandon et coll., 1996). Une étude de RT-PCR a démontré |la présence de TARNmde
la syntaxine-4 dans I’AH descendante mince (Mandon et coll., 1996). |l pourrait étre
supposé que la Stx1b2 jouerait un réle analogue a la syntaxine-4, et ciblerait CIC-K1 a
la membrane. La dynamin1, qui joue un réle dans I'’endocytose des récepteurs
dépendante de la clathrine (Sever et coll., 2000), est également régulée a la hausse
suite a 4 h de stimulation au GHRH. Ces résultats suggérent un réle du GHRH-R dans

la régulation du transport intracellulaire.

L’expression de génes de médiateurs de I'inflammation est modulée suite & une
stimulation au GHRH (Tabieau 3). La plupart de ceux-ci sont régulés a la baisse,
suggérant que le GHRH n’'exerce pas d’'action pro-inflammatoire, mais possiblement

de type anti-inflammatoire dans le rein.

Plusieurs génes impliqués dans le cancer sont régulés a la hausse ou a la
baisse suite a une stimulation au GHRH. Par exemple, la protéine Niban, exprimée
dans des carcinomes rénaux chez le rat Eker mutant pour le géne tuberous sclerosis 2
(Tsc2), mais non exprimée dans le rein normal (Adachi et coll., 2004), est régulée a la
hausse suite a 4 h et 64 h de stimulation au GHRH. Toutefois, une perte du GHRH-R
ayant été observée suite a 64 h de culture des cellules de 'AHm, I'effet observe apres
cette période n'est pas totalement spécifique a I'action du GHRH. Le géne eukaryotic
elongation factor-2 kinase (eEF2k) est régulé a la baisse suite a un traitement de 4 h
au GHRH. L'activité de eEF2k est augmentée dans plusieurs cancers, dont le cancer
du sein, et peut étre une cible valide pour un traitement anti-cancer (Parmer et coll.,
1999).

Des géenes impliqués dans le processus d’apoptose sont régulés parle GHRH.
Par exemple, le géne de similar to cell death activator CIDE-A, un homologue de la
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protéine de souris Cidea, qui active I'apoptose (Inohara et coll., 1998), est régulé ala
hausse suite a une stimulation de 4 h au GHRH. Toutefois, I'expression du géne
multiple epidermal growth factor (EGF)-like-domain protein 3, dont la liaison a son
récepteur active les voies de signalisations PI3K/akt, Ras/MAPK et JAK/STAT de la

survie cellulaire (Gibson, 2004), est augmentée aprés 4 h de stimulation au GHRH.

La présence de nombreuses composantes de I'axe somatotrophe dans le
néphron suggere une interaction avec le GHRH-R rénal. En effet, ’AHam exprime
I'lGF-lI (Andersson et coll., 1988), contrairement a I'AH ascendante épaisse qui
exprime I'lGF-I, 'lGF-I-R et le GH-R (Chin et coll., 1992). L’'activation du GHRH-R
aurait pu provoquer une augmentation des niveaux d'IlGF-| dans les cellules de I'AH
ascendante mince, qui aurait agi de fagon paracrine sur son récepteur de I'AH
ascendante épaisse. Toutefois, le géne de I'lGF-I ne semble pas modulé suite a une
stimulation au GHRH des cellules de 'AHmM, quelle que soit la durée d’exposition,

invalidant cette hypothése.

La régulation de I’'expression des génes, observée sur biopuces, suite a une
stimulation au GHRH, devra étre validée par RT-PCR dans des cultures primaires

d’AHm purifiées.
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5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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La présente étude a permis de mettre au point et de caractériser une culture
primaire de cellules d'AHm purifiées et de mettre au point le premier RT-PCR
quantitatif multiplex dans les cellules de I'AHm, afin d’étudier la régulation des
niveaux d’ARNm du GHRH-R, suite & une stimulation au GHRH. Ces approches ont
permis de déterminer la fonctionnalité du GHRH-R rénal et d'identifier deux voies de
signalisation cellulaire, soit AC/PKA et MAPK, impliquées dans la réponse biologique
au GHRH.

De plus, cette étude est la premiére permettant I'identification d’'un large
spectre de genes exprimés de fagon différentielle, suite a une stimulation au GHRH
dans les cellules de 'AHmM. Ceci permet d’élaborer de nouvelles hypothéses
concernant le réle du GHRH-R rénal. La régulation a la hausse de plusieurs génes
impliqués dans la prolifération cellulaire indique un réle possible du GHRH-R rénal
dans ce processus. Plusieurs génes impliqués spécifiquement dans la différenciation
cellulaire des celluies du néphron, incluant wnt-4, ont été régulés a la hausse suite a
un traitement au GHRH, suggérant une implication du GHRH-R dans la
différenciation des cellules de I'’AH, au stade de formation du néphron. Les résultats
suggerent également un réle du GHRH-R dans la récupération suite a une agression
rénale. En effet, le GHRH active I'expression de plusieurs génes impliqués au cours
du développement rénal, suggérant une dédifférentiation cellulaire, permettant une

prolifération des cellules de I’AHam et un rétablissement de I'intégrité du néphron.

La régulation de génes spécifiques au rein, comme le récepteur V2 de la
vasopressine, 'aldose réductase et le canal CLC-K1, suggerent un réle du GHRH-R
dans la spécialisation cellulaire, et le mécanisme de concentration de I'urine.
Egalement, la régulation & la hausse de plusieurs facteurs de transcriptions,
enzymes, facteurs impliqués dans la protéolyse, voies de signalisation et facteurs du
transport intracellulaire suggérent une activation de I'activité métabolique cellulaire

suite a une stimulation au GHRH.

Ces résultats devront étre confirmés par RT-PCR, et d’autres études seront
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nécessaires afin de déterminer de facgon plus directe le réle précis du GHRH-R rénal.
Il serait possible de traiter les rats in vivo avec le GHRH par infusion intra rénale et
d’isoler ensuite les cellules de I'AH mince pour effectuer des études de régulation
génique. Toutefois, une administration iv ou sc ne permettrait pas hors de tout doute
discriminer un effet direct au niveau rénal d’'une effet médié par I'axe somatotrope.
Concernant le réle possible du GHRH-R dans la prolifération cellulaire, une injection
in vivo de 5-bromo-2’-deoxy-uridine (BrdU), un analogue de la thymidine qui
s'incorpore a '’ADN pendant la phase S du cycle cellulaire (Cha et coll., 2001),
pourrait étre effectuée chez des rats traités ou non au GHRH, suivie de I'extraction
des cellules de I'AHam et d'un marquage par immunocytochimie du BrdU.
L’implication du GHRH-R dans la différenciation cellulaire, au cours du
développement de I'AH, pourrait étre vérifiée en étudiant I'expression du GHRH-R en
lien avec des marqueurs de la différenciation cellulaire lors de la formation de I'AH.
Afin de valider I'hypothése d’une production de GHRH local suite a une agression
rénale, les niveaux d'’ARNm et |I'expression protéique du GHRH rénal pourraient étre

mesurés dans I'AH suite a une ischémie ou une agression rénale.

Une étude de I'effet d’une stimulation au GHRH in vivo sur le volume urinaire et
les concentrations de Na* et de CI” excrétés, présentement en cours, permettra de
mettre en évidence une implication directe du GHRH-R rénal dans le mécanisme de
modulation du flux transépithélial du CI" et de concentration de I'urine. Comme le
GHRH pourrait jouer un réle dans la concentration de I'urine et/ou I'homéostasie
ionique directement au niveau de la protéine, I'interaction entre le GHRH-R et CLC-K1
pourrait étre étudiée par des expériences d’hétérodimérisation entre les deux

protéines transmembranaires.

Malgré toute l'information que I'étude sur biopuces a procurée, il faudra
confirmer les cibles les plus intéressantes par des techniques complémentaires de
biologie moléculaire. De plus, il faut garder présent a I'esprit qu’'une régulation des
niveaux d’ARNm ne conduit pas toujours a une régulation de la concentration des
protéines bioactives.
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