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L. RESUME ET MOTS CLES FRANGAIS

Le vieillissement est caractérisé par une diminution de la sensibilité des
cellules somatotropes au facteur de libération de 'hormone de croissance (GHRH)
ainsi que des taux circulants d’hormone de croissance (GH) et de facteur
insulinique de croissance de type | (IGF-I), conduisant a une augmentation de la
masse adipeuse, une diminution de la masse musculaire et a la détérioration de
plusieurs tissus et organes. Des altérations du récepteur adénohypophysaire du
GHRH (GHRH-R) contribuent a ce phénomene. Bien que plusieurs facteurs
favorisent un vieillissement réussi, la restriction calorique modérée de longue
durée (RC) est considérée comme I'une des interventions les plus bénéfiques chez
les mammiféres, en partie grace au maintien des profils de sécrétion de GH et des

parametres de liaison du GHRH.

La présente étude rapporte les résultats de 'impact d'une RC de 40%
implantée & I'age de 8 mois, combinée a un apport protéique de 22% (normal) ou
de 13.2% chez le rat male Sprague Dawley, au cours du vieillissement. Les effets
les plus drastiques et diversifiés ont été observés chez les rats de 18 mois. Ceux
soumis & une RC présentent un ratio 4 kb/2.5 kb des transcrits ARNm du GHRH-
R hypophysaire similaire a celui des rats jeunes, se traduisant par le maintien des
paramétres de liaison du GHRH. En comparaison, les niveaux d’ARNm du GHRH-
R rénal demeurent similaires & ceux des rats jeunes uniquement si la RC est
combinée & un apport protéique de 22%. L'étude de plusieurs parametres
hormonaux et biochimiques sériques suggeérent que le changement de leurs
niveaux constitue une partie du mécanisme complexe par lequel la régulation

nutritionnelle du GHRH-R s’effectue au cours du vieillissement.

Mots clés: GHRH-R, rat, hypophyse, rein, hypothalamus, IGF-I, testostérone,

leptine, T4, corticostérone, insuline




. RESUME ET MOTS CLES ANGLAIS

Aging is characterized by a decreased of somatotroph cell sensitivity to
growth hormone-releasing hormone (GHRH) and, growth hormone (GH) and
insulin-like growth factor 1 (IGF-I) serum levels, contributing to an increase of
adipose tissue, a decrease in muscular mass and a deterioration of several tissue
and organ functions. Alterations of the anterior pituitary GHRH receptor (GHRH-R)
contribute to this phenomenon. Although several factors contribute to successful
aging, long-term moderate calorie restriction (CR) is considered as one of the most
powerful interventions in mammals, partly because of a maintenance of youthful

GH secretory patterns and GHRH binding parameters.

The present study reports the impact of a 40% CR, started at 8 months of
age and combined with a protein intake of 22% (normal) or 13.2% in male Sprague
Dawley rat in course of aging.The most drastic and diversified effects were
observed in 18-month-old rats. Those submitted to CR had a 4 kb/2.5 kb pituitary
GHRH-R mRNA transcripts ratio similar to those of young rats and a maintenance
of youthful GHRH binding parameters. In contrast, renal GHRH-R mRNA levels
were similar to those of young rats only when CR was combined with a 22%
protein intake. Analysis of several biochemical and hormonal serum parameters
suggest that changes in their levels constitute parts of the complex mechanism by

which GHRH-R nutritional regulation is operating in the course of aging.

Key words: GHRH-R, rat, pituitary, kidney, hypothalamus, IGF-I, testosterone,

leptin, T4, corticosterone, insulin
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1. INTRODUCTION




1.1 Hormone de croissance

L’hormone de croissance (GH) est une protéine de 191 acides aminés (aa),
synthétisée et sécrétée principalement par les cellules somatotropes de I'hypophyse
antérieure. Elle exerce ses effets physiologiques directement par la stimulation de
récepteurs membranaires ou indirectement par l'intermédiaire du facteur insulinique

de croissance de type | (IGF-I) (1).

La GH est une hormone anabolique qui provoque la prolifération et la
division cellulaire dans plusieurs tissus et organes incluant les os, les muscles et
les viscéres. Elle stimule principalement la synthése des protéines en augmentant
lincorporation cellulaire d’acides aminés et en accélérant la transcription et la
traduction (1). La GH inhibe le catabolisme protéique et stimule la lipolyse, de sorte
que les acides gras sont utilisés comme source d'énergie (1). Elle agit egalement
sur le métabolisme phospho-calcique afin de maintenir I'équilibre de ces ions (1).
Chez I'enfant, la GH s’avére particuliérement importante pour le développement et
la croissance staturale alors que chez I'adulte, elle joue un rdle important au niveau

du maintien des fonctions métaboliques et de l'intégrité tissulaire et cellulaire (1).

1.2 Régulation de ’hormone de croissance

Chez les mammiféres, la sécrétion de GH est épisodique. Cette pulsatilite,
caractérisée par une alternance de concentrations sériques de GH élevées et trés
basses, est nécessaire a l'induction optimale de ses effets physiologiques (2). La
sécrétion de GH suit de plus un rythme circadien qui se caractérise par une
amplitude accrue des pics de sécrétion durant le sommeil (3, 4). Chez le rat male,
le profil de sécrétion de GH le plus élevé se produit plutdt le jour ou les pics de GH
de grande amplitude se succédent a intervalle de 3-4 heures, intercalés de trophes
(5). Le profil journalier de sécrétion de cette hormone change avec 'age chez les

animaux et les humains. Le niveau sérique de GH est élevé chez le foetus,




comparativement aux niveaux postnataux, chez la plupart des mammiféres incluant
'homme (6). Chez le rat, on observe une augmentation sérique de GH
immédiatement avant la naissance et une diminution vers I'age adulte (7). Le
vieillissement conduit a une diminution de la sécrétion de GH chez les mammiferes

(8). [Voir section 1.5]

La sécrétion épisodique de GH est contrdlée par deux hormones
hypothalamiques. Le facteur de libération de I'hormone de croissance (GHRH), un
peptide de 43 ou 44 acides aminés, stimule la synthése et la sécrétion de GH alors
que la somatostatine (SRIF), un peptide de 14 acides aminés, inhibe sa sécrétion
(1). Récemment, il a été démontré que dans la lignée cellulaire hypophysaire AtT-20
qui exprime 4 des 5 sous-types des récepteurs de la SRIF, la SRIF exerce
également un effet inhibiteur sur la synthése de GH via linternalisation d'un
complexe ligand-récepteur SRIF, sans inhibition de I'adénylate cyclase (9). Le
GHRH impliqué dans la sécrétion de GH est principalement synthétisé dans les
neurones du noyau arqué de I'hypothalamus et la SRIF, dans ceux du noyau
périventriculaire rostral. Ces deux peptides stimulent leurs récepteurs membranaires
sur les cellules somatotropes de 'hypophyse antérieure, couplés respectivement a
une protéine G stimulatrice (G;) et G inhibitrice (G;) (10, 11). L'activation de
l'adénylate cyclase et I'augmentation de la concentration d'AMPc intracellulaire
résultant de ces actions opposées constituent le premier événement menant a la
sécrétion de GH (1). L'activation de la protéine kinase A (PKA) permet la
phosphorylation de cibles protéiques, y compris des canaux calciques, ce qui
permet leur ouverture et 'entrée de Ca’* extracellulaire, nécessaire a l'exocytose
de la GH (12). Dans I'nypophyse et I'hnypothalamus, plusieurs facteurs hormonaux,
neuronaux, métaboliques et nutritionnels agissent comme agents de régulation de
I'expression génique de la GH, du GHRH et de la SRIF, de la réponse somatotrope

stimulée par le GHRH ainsi que de la sécrétion de GH (1).




1.2.1 Régulation hypothalamique et hypophysaire de la GH

Au niveau hypothalamique, des boucles de rétrocontrole ont été décrites ou
le GHRH et la SRIF sécrétés inhibent leur propre synthése et sécrétion (1, 13).
La GH exerce un rétrocontrole positif en stimulant la synthése et la sécrétion de
la SRIF (1). La GH exerce un rétrocontrole négatif non seulement en inhibant la
sécrétion du GHRH et sa propre sécrétion, mais en stimulant celle de la SRIF (1).
Au niveau hypophysaire, la présence du récepteur de la GH ainsi que de son
ARNmM suggérent un mécanisme de rétrocontrole négatif direct de la GH sur sa
propre sécrétion (14, 15, 16). De plus, I''GF-I produit par le foie sous I'action de
la GH inhibe la sécrétion de GH (1), principalement en agissant au niveau
hypophysaire en supprimant la sécrétion et 'expression du géne de la GH (17, 18)
Récemment, le clonage d'un récepteur de sécrétagogues de la GH (GHS-R) de
méme que la purification et l'identification de la structure de la ghreline, un peptide
gastrique de 28aa qui est le ligand endogéne du récepteur de GHS, ont été
accomplis et ont permis de mettre en évidence la régulation de la sécrétion de GH
par un autre peptide que le GHRH (18A, 18B). Au niveau hypothalamique, I'lGF-I
stimule directement la libération de la SRIF (19) et inhibe la libération de GHRH
(20).

1.2.2 Régulation hormonale périphérique de la GH

Plusieurs hormones périphériques régulent la GH. L'insuline agit comme
inhibiteur de I'expression génique de la GH (21, 22). Les hormones thyroidiennes
influencent positivement la transcription du géne de la GH gréace a la présence
d’éléments de réponse (TRE) pour leurs récepteurs sur ce géne (23-27). De plus,
les hormones thyroidiennes régulent la sécrétion de GH en modulant la réponse
somatotrope au GHRH. Les cellules d’hypophyse antérieure d'animaux
hypothyroidiens ont une réponse diminuée au GHRH (28), qui résulte d'une

diminution de l'abondance de récepteurs fonctionnels du GHRH (29). Les




glucocorticoides augmentent également le niveau de sécrétion de GH stimulée par
le GHRH en accroissant le nombre de GHRH-R hypophysaires (30, 31). Par
contre, ils inhibent les neurones hypothalamiques du GHRH, spécialement a dose
élevée, et lors de stimulation soutenue que ce soit in vitro (32) ou in vivo (33).
Finalement, les glucocorticoides exerceraient un effet inhibiteur en stimulant la
sécrétion hypothalamique de SRIF (34-36). Par ailleurs, les stéroides sexuels
exercent des effets opposés sur la régulation de la sécrétion de SRIF. En effet, les
estrogénes inhibent la sécrétion hypothalamique de SRIF ce qui résulte en une
augmentation de celle de la GH alors que la testostérone active la sécrétion de
SRIF (36-38).

1.2.3 Régulation multifactorielle de la GH

Le glucose est un important régulateur de la sécrétion de GH bien que la
réponse a 'hypo ou I'hyperglycémie différe selon les espeéces. Chez 'humain,
I'hypoglycémie induite par I'insuline stimule la sécrétion de GH (39) tandis que chez
le rat, I'hypoglycémie induite par I'insuline ou la glucopénie intracellulaire inhibe la
sécrétion pulsée de GH (40). Cet effet inhibiteur résulte de la stimulation de la
sécrétion de SRIF (41, 42).

Les acides aminés stimulent la sécrétion de GH que se soit en
macronutriments sélectionnés ou inclus dans un repas riche en protéines animales
(43-45). L’administration parentérale d'une solution d’acides aminés entraine une
augmentation de la sécrétion de GH en agissant sur la pulsatilité et 'amplitude des
pics de sécrétion, un effet qui est probablement produit par I'augmentation de la
sécrétion de GHRH (46). L'arginine constitue le plus puissant stimulant, méme si
la lysine, 'ornithine, la tyrosine, la glycine et le tryptophane stimulent la sécrétion
de GH (47). Des études suggeérent que l'effet de I'arginine sur la sécrétion de GH
résulterait de la suppression de la sécrétion de SRIF hypothalamique (48-50). Par

ailleurs, l'effet de l'arginine sur la sécrétion de GH et d'autres hormones




hypophysaires pourrait dépendre de sa conversion en oxyde nitrique (NO) (51).

Les acides gras non-estérifiés (AGNE) sont dimportants facteurs
périphériques controlant la sécrétion de GH. Une reduction pharmacologique des
niveaux d’AGNE circulants fait augmenter la sécrétion basale de GH, mais une
élévation D’AGNE induite par une combinaison exogéne d'intralipides et d’héparine
entraine une réduction spontanée de la sécrétion de GH chez différentes especes
animales (52, 53) et abolit la réponse en GH suite a divers stimuli (53-55). Chez le
rat, I'effet inhibiteur des AGNE est exercé au niveau hypophysaire (54, 56), mais

un site d’action hypothalamique a également été suggeré (57).

La leptine, un produit du géne ob est une hormone sécrétée par les
adipocytes (58) qui régule la prise alimentaire et la dépense énergétique (59). La
leptine modifie la sécrétion de GH qui diminue aprés I'administration d'un antisérum
anti-leptine chez le rat (60). Son effet est présumément produit via par la forme
longue du récepteur ob qui est localisé principalement dans le noyau arqué et a
plus faible concentration dans les noyaux ventromédian et dorsomédian de
I'hypothalamus (61, 62). Chez le rat, une injection de leptine entraine une
augmentation de niveau hypophysaire dARNm de la GH et du niveau
hypothalamique d’ARNm du GHRH ainsi qu'une diminution du niveau
hypothalamique  ARNm de la SRIF (63). Le neuropeptide Y (NPY) a été suggeré
comme étant un médiateur hypothalamique de I'effet stimulateur de la leptine sur
la GH (64-67).

La prise alimentaire a également un effet sur la sécrétion de GH induite par
le GHRH chez le rat et 'humain. Chez les rats (68) et les humains (69) obeses, une
diminution de la sécrétion de GH est observée en réponse a une variété d'agents
sécrétagogues. Chez le rat, un jeline de 24 a 72h inhibe la sécrétion épisodique
de GH (70) sans altérer le rythme ultradien (71). Inversement, le jedne induit une

augmentation des niveaux de GH chez 'humain (72). Le niveau d'apport protéique




est aussi un facteur important de la sécrétion de GH particuliérement dans la

période postnatale chez le rat (73) et dans I'enfance chez I'numain (74).
1.3 Facteur de libération de ’hormone de croissance

Le GHRH est un peptide appartenant a la grande famille des peptides de
type sécrétine-glucagon-polypeptide intestinal vasoactif (VIP) qui inclut également
le “glucagon-like” peptide | (GLP-l), le peptide inhibiteur gastrique (GIP) et le
peptide hypophysaire stimulateur de I'adénylate cyclase (PACAP) (78). Le gene du
GHRH est localisé dans la région de la bande p12 du chromosome 20 chez
I'numain (75-77) et du chromosome 2 chez la soufis (79). Dans I'hypothalamus
humain, deux formes principales ont été isolées, la forme 1-44NH, (carboxamide)
et la forme 1-400H (carboxylique libre), cette derniére étant un produit de

protéolyse (80-81).

Des études de localisation par hybridation in situ ont montré que 'ARNm du
preproGHRH est exprimé dans les régions basales médiales de I'nypothalamus et
de fagon prépondérante dans le noyau arqué. Des études immunocytochimiques
ont permis de mettre en évidence un réseau dense de fibres dans I'éminence
médiane ol les axones des neurones GHRH projettent pour se terminer dans des
capillaires de la circulation portale (82-84). La sécrétion du GHRH dans les
vaisseaux porte est épisodique, ce qui rythme la sécrétion de GH dans I'hypophyse
'(85). La présence de TARNm du preproGHRH ou du peptide a été rapportee dans
plusieurs tissus extra-hypothalamiques (86) tel que le placenta (87, 88), I'ovaire
(89), le testicule (90), les lymphocytes (91), le pancréas et le tractus gastro-
intestinal (92, 93).

La régulation de I'expression du géne du GHRH est peu connue, mais la
GH semble étre le plus important facteur hormonal de sa régulation. |l y a une

activation rapide de I'expression du géne du GHRH en réponse a une diminution




des niveaux de GH (94). Les stéroides sexuels joueraient également un role
puisque chez le rat male, la testostérone augmente I'expression du gene alors que
I'estrogéne la diminue (95, 96). Les états nutritionnel et métabolique modulent

également I'expression du géne du GHRH (94, 97, 98).
1.4 Récepteur du facteur de libération de ’hormone de croissance
1.4.1 Caractéristiques du GHRH-R

Dans I'hypophyse antérieure, la stimulation de la GH par le GHRH est initiée
par sa liaison a un récepteur membranaire (GHRH-R), localisé exclusivement sur les
cellules somatotropes (99). Des études de liaison ont mis en évidence la présence
de 2 sites de liaison pour le GHRH, soit un premier de haute affinité et basse
capacité et un deuxiéme de basse affinité et haute capacité (100). Le GHRH-R a été
cloné de I'hypophyse humaine (10, 101-103), de rat (10, 104), de souris (78, 104),
de porc (105), de beeuf et de mouton (106) et des adénomes hypophysaires humains
(102, 103). La traduction des ADNc montre que le GHRH-R est une protéine de 423
aa chez 'hnumain, le rat, la souris, le porc et le beeuf et de 407 aa chez le mouton. Il
existe 94% d’identité de séquence entre les GHRH-R des rongeurs et 82% d'identité
entre ceux-ci et le récepteur humain. Chez 'humain et le rat, la taille moléculaire
prédite du GHRH-R est de 47 kDa (10, 107). |

Le clonage a permis de déterminer que le GHRH-R appartient a la famille des
récepteurs couplés aux protéines G et plus spécifiquement a la sous-famille B-llI
(108, 109) a laquelle appartiennent les récepteurs sécrétine-glucagon-VIP (111-115).
Ce récepteur est composé de 7 domaines transmembranaires liés par trois boucles
intracytoplasmiques et trois boucles extracellulaires. La partie N-terminale du GHRH-
R comporte 150 aa, contient 6 cystéines, un ou deux sites potentiels de glycosylation
et participe a la liaison du GHRH (10, 116). La troisiéme boucle intracellulaire et la

partie C-terminale contiennent des sites potentiels de phosphorylation alors que la
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partie C-terminale contient une cystéine qui pourrait étre palmitoylée. Deux résidus
cystéines présents dans les deuxieme et troisieme domaines extracellulaires
pourraient &tre impliqués dans la formation de ponts disulfures (10, 116). De telles
modifications post-traductionnelles sont connues pour influencer les processus de
désensibilisation et d'internalisation des récepteurs couplés aux protéines G (117-
121). Des études récentes a l'aide d'un agoniste fluorescent du GHRH indiquent que
dans les somatotropes de rat, l'internalisation du GHRH-R nécessite une acylation
par des acides gras comme pré-requis a une internalisation via une voie cavéline-

dépendante de la cavéoline (122).

1.4.2 Géne du GHRH-R

Le géne du GHRH-R est localisé sur le chromosome 7p14 (123) ou 7p15 (124)
chez I'humain et est constitué d'au moins 10 exons répartis sur plus de 8 kb (125).
Une autre étude a démontré que le géne du GHRH-R s’étendrait sur au moins 12 kb
et consisterait en 13 exons (126). La longueur moyenne de ces exons est de 100pb
sauf pour I'exon 1 qui est composé d'une région 5’ non-traduite (UTR) et code pour
les 19 premiers aa de la protéine (125). Chez la souris, le géne du GHRH-R a été
localisé sur le chromosome 2 (78). Le géne du GHRH-R de rat contient 14 exons
répartis sur environ 15 kb d’ADN génomique (116, 127). Le promoteur de ce gene ne
contient pas de boites TATA, CCAAT ou d'autres séquences initiatrices consensus.
Seul un motif de boite GC localisé en —210 est présent. Plusieurs sites mineurs et
un site majeur d'initiation de la transcription, & 40 nucléotides en amont du codon
initiateur ATG, ont été identifiés (125). Le séquengage des premiers 2 kb du
promoteur humain démontre que la portion minimale du promoteur requise pour
I'expression du GHRH-R, dans une lignée cellulaire hypophysaire, est de 202 paires
de bases (pb) mais qu'un promoteur de 1456 pb est requis pour induire un niveau
d’expression élevé (125). Plusieurs sites potentiels de liaison de facteurs de
transcription ont été identifiés dans la séquence du promoteur tels que les sites pour

les facteurs de transcription de base (NF-1, Sp1, USF), les facteurs de transcription




11

| spécifiques au tissu (Pit-1, Oct-2, Brn-2) et les facteurs de transcription régulés par
les hormones (glucocorticoides, estrogénes) (126). Plus spécifiquement, cette region
contiendrait deux sites de liaison pour les séquences activatrices AP-1 (activator
protein-1) aux positions —991 et —-609 et AP-4 (activator protein-4) a la position —28
(125). Des séquences consensus pour le facteur nucléaire NF-1 (nuclear factor-1)
a —355, -294 et —107 et un site de liaison pour 'USF (upstream stimulatory factor) a
—1406 ont été trouvés (125). Des sites de liaison pour des facteurs de transcription
spécifiques au tissu tels les facteurs possédant des domaines POU, comme Pit-1, ont
été identifiés aux positions —1009, -799, -127 (125). Cette derniére position pourrait
étre la plus importante pour une expression spécifique dans I'hypophyse. De plus,
I'activité du promoteur est augmentée s'il y a co-transfection de Pit-1 dans des
cellules COS-7, une lignée cellulaire n'exprimant pas Pit-1 (15). Le facteur de
transcription Brn-2 (brain-2) a été identifié a la position —700. La région promotrice
contient également des motifs consensus correspondant & des éléments inductibles
par la machinerie impliquée dans la transmission des signaux extracellulaires tels un
motif CREB (cAMP-response element (CRE)-binding protein) & la position —483 et un
motif NF-kB a —429 (125).

1.4.3 Expression du GHRH-R

L'ARNm du récepteur du GHRH dans I'hypophyse antérieure de rat est
présent sous forme de deux transcrits de 2.5 et 4.0 kb (10, 75). Le transcrit de 2.5 kb
génére un récepteur fonctionnel de ~47 kDa (10, 75) alors que la structure du
récepteur issu du transcrit de 4.0 kb demeure encore inconnue. Lors du clonage du
GHRH-R de rat, deux cDNA complets ont été identifiés (10). lls différent par la
présence ou 'absence de 123 pb, codant pour 41 aa additionnels dans la troisieme
boucle intracytoplasmique (10). La forme courte de 423 acides aminés est
prédominante dans I'nypophyse antérieure de rat et est de taille identique au GHRH-
R humain et de souris (10, 75). La forme longue a récemment été étudiee et elle lie

le GHRH, cependant seulement la forme courte active la voie de signalisation de
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I'adénylate cyclase (127). Un autre isoforme de GHRH-R, nommé GHRH-RB, a été
identifié dans I'hypophyse de rat normal et nain. |l renferme l'insertion de 123pb et
en plus une délétion de 131 nucléotides dans la région 3’ de la région codante,
générant un codon stop (127A). La séquence en aa prédite différerait a l'extrémité
C-terminale ol les 5 derniers aa sont substitués et ol une extension de 17 aa est
présente (127A). Dans I'hypophyse humaine normale, des transcrits de2,2.8et45
kb, le premier étant la forme la plus abondante, ont été décrits (102). Par contre, dans
les adénomes hypophysaires, les transcrits de 2.8 et 4.5 kb sont prédominants. Le
GHRH-R fonctionnel est encodé par le transcrit de 2 kb alors que les deux autres
transcrits codent pour des isoformes du récepteur générés par épissage alternatif
(102, 103). Des études de co-expression ont montré que I'isoforme a une fonction de
modulateur dominant-négatif, puisqu'il inhibe la production d AMPc stimulée par le
GHRH, en présence du récepteur natif (128). Chez la souris, on retrouve un doublet
de transcrits a 2 et 2.1 kb avec une abondance relative de 4:1 (104). Chez le mouton,

deux transcrits de 2 et 3.5 kb ont été retrouvés (101).

1.4.4 Régulation de I'expression du GHRH-R

Plusieurs hormones peuvent moduler I'expression du géne du GHRH-R dont
le GHRH. Une incubation de quatre heures en présence de GHRH résulte en une
diminution concentration-dépendante des niveaux d’ARNm du GHRH-R, dans des
cultures primaires de cellules hypophysaires de rat (129). Récemment, une étude
similaire a été effectuée en utilisant différents temps d'incubation avec le GHRH; un
traitement de 24h au GHRH permet une restauration des niveaux dARNm du
récepteur alors qu'un traitement de 72h provoque sa surexpression (130). Une
immunoneutralisation du GHRH chez le rat nouveau-né entraine une diminution des
niveaux d’ARNm du GHRH-R (131). Par contre, chez le rat jeune, une
immunoneutralisation du GHRH entraine une augmentation des niveaux d ARNm du
GHRH-R dans I'nypophyse (132).
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Les glucocorticoides influencent I'expression du GHRH-R. Un élément de
réponse positif aux glucocorticoides a été localisé dans la région entre —1456 et —
1181pb (125). Une régulation a la baisse du nombre de sites de liaison du GHRH a
eté observée dans des cellules adénohypophysaires en culture provenant de rats
surrénalectomisés. Une thérapie de remplacement a la dexaméthasone restaure la
concentration de sites de liaison (133). Les niveaux dARNm du GHRH-R sont
également diminués chez les rats surrénalectomisés et augmentés suite a un
traitement a la corticostérone (134). Dans des cellules adénohypophysaires en
culture, une augmentation des niveaux d ARNm du GHRH-R a été observée suite a

un traitement a la dexaméthasone (134) ou a I'hydrocortisone (135).

Les hormones thyroidiennes controlent également I'expression.du gene du
GHRH-R. Il a été montré qu'elles augmentent, in vitro, la sensibilité des cellules
somatotropes au GHRH. L’hypothyroidie provoquée chez le rat par une
thyroidectomie (136) ou le blocage chimique de la synthése des hormones
thyroidiennes (137, 29) entraine une diminution des niveaux d’ARNm du GHRH-R
(136, 137), de la concentration des sites de liaison a haute et a basse affinité du
GHRH (29) ainsi que de la concentration de GHRH-R immunoréactif (29). La
diminution des niveaux dARNm du GHRH-R est renversée par une thérapie de
remplacement a la thyroxine (T4) (136, 137). Une augmentation des niveaux d ARNm
du GHRH-R a été observée dans des cellules hypophysaires de rats en culture
incubées 24h avec de la T; (135). Malgré ces effets, aucun élément de réponse pour
le récepteur des hormones thyroidiennes n’a été identifié dans la région de 2 kb
adjacente a la région codante du géene (125). Cependant, il pourrait étre présent dans

une région 5’ plus distale.

Récemment, une étude de I'effet des glucocorticoides combinés aux hormones
thyroidiennes et a I'acide rétinoique a été effectuée dans des cellules MtT/S, une
lignée cellulaire clonale de GH dérivée d’'une tumeur somatotropique de rat induite

par des estrogénes, et dans des cellules hypophysaires foetales de rat (138). Dans
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ces deux modeéles, les hormones thyroidiennes et rétinoiques n‘ont eu que peu d'effet
sur I'expression de 'ARNm du GHRH-R, mais agissent en synergie avec la
dexaméthasone et de fagon concentration-dépendante pour augmenter
spécifiquement I'expression de 'ARNm du GHRH-R (138).

Quant aux hormones sexuelles, un élément de réponse négatif a été trouvé
pour le B-estradiol entre les positions —202 et —108 pb et pour les oestrogénes entre
—-317 et —888 du géne du GHRH-R (125). Les niveaux dARNm du GHRH-R sont
augmentés chez les rates ovarectomisées, mais diminuent lors d'un traitement aux
estrogénes (139). Cette régulation a la baisse du GHRH-R par les estrogenes
pourrait expliquer la différence entre les niveaux dARNm entre les sexes. Le niveau
d’ARNm chez la rate ne représente que 15-30% de celui exprimé chez le rat (140,
141). Parallélement, les femelles ont un taux de libération de GHRH 33% plus faible
que celui des males (140). Donc, chez la femelle, la réduction de I'expression du
GHRH-R pourrait expliquer une plus faible amplitude des pics de sécrétion de GH
stimulée par le GHRH (140).

Le GHRH-R est régulé differemment durant le développement. Par exemple,
les hypophyses de mammiféres aux stades foetal et néonatal sont plus sensibles a
I'effet du GHRH, sur la sécrétion de GH, que les hypophyses matures (6, 142, 143).
Ceci suggere la possibilité d'un controle différentiel de I'expression de TARNm du
GHRH-R par le GHRH au cours du développement. Chez les rats nouveau-nés, une
immunoneutralisation du GHRH entraine une diminution de plus de 50% des niveaux
d’ARNm du GHRH-R (131). Au cours du développement, I'expression génique du
GHRH-R chez le rat est la plus élevée au jour 19.5 de la gestation et durant la
période périnatale, puis décline jusqu’'a atteindre un nadir a I'age de 12 jours (144).
Les niveaux dARNm du GHRH-R augmentent a nouveau a I'age de 30 jours, soit a
I'age de la maturité sexuelle, et diminuent jusqu’a I'age d'un an, correspondant a I'age

le plus avancé de 'étude (144).
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1.4.5 Localisation du GHRH-R

Dans I'nypophyse, TARNm du GHRH-R est localisé par hybridation in situ dans
le lobe antérieur (10). Une hybridation in situ avec double marquage chez I'humain
et le rat met en évidence une co-localisation des ARNm de la GH et du GHRH-R
(145) indiquant I'expression du récepteur dans les cellules somatotropes. Chez le rat
et 'humain, une étude d'immunoréactivité a démontré que le GHRH-R est limité aux

cellules somatotropes et colocalisé avec la GH (99).

Le GHRH-R a également été détecté dans plusieurs tissus
extrahypophysaires. Dans le SNC, des évidences indirectes ont montre I'existence
du GHRH-R dans le noyau arqué de I'hypothalamus. Celui-ci participerait au
rétrocontrole négatif du GHRH sur sa propre neurosécrétion (13). Récemmenf,
I'ARNm du GHRH-R a été détecté dans ce noyau (145). De plus, la présence et/ou
I'action du GHRH (146, 147) et la présence de 'ARNm du GHRH-R (145) dans
d'autres structures du cerveau, qui ne sont pas impliquées dans la fonction
hypophysiotropique du GHRH, suggérent de nouveaux roles neuromodulateurs pour
ce peptide. LARNm du GHRH-R a été détecté par RT-PCR dans le cortex et le tronc

cérebral ainsi que dans le cervelet (86).

En dehors du SNC, la technique de RT-PCR a permis la détection des génes
du GHRH et du GHRH-R, chez le rat, dans une variété de tissus incluant la glande
thyroide, le cceur, le poumon, le duodénum, l'intestin gréle, la rate, la glande
surrénalienne, le rein (cortex, médulla et pelvis), I'épididyme et le muscle squelettique
(86). La présence de 'ARNm du GHRH-R a également été détectée dans le testicule,
l'ovaire et le placenta (75), mais non dans le foie, I'estomac et le tissu adipeux.
(75,86). Parmi ces tissus, la médulla rénale représente le seul tissu renfermant une
concentration suffisante d'ARNm pour permettre sa détection par Northern blotting
(86). Les plus hauts niveaux d'expression du récepteur et de son ARNm ont été

détectés dans les anses de Henlé (148). Sur la base d'étude de structure-affinité et
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de réticulation chimique, il est suggéré que le GHRH-R de I'hnypophyse antérieure et
de la médulla de rein soient différents (149). De plus, le profil de niveaux
d'expression dARNm du GHRH-R rénal au cours du développement est différent de
celui du récepteur hypophysaire, bien qu’'un dimorphisme sexuel soit observé dans
les deux tissus (148). L’importance physiologique des ces GHRH-R

extrahypophysaires n’est pas encore connue.

1.4.6 Voies de signalisation intracellulaires du GHRH-R

Suite a la liaison du GHRH a son récepteur, plusieurs voies de signalisation
intracellulaires sont activées pour produire les effets du GHRH. Le systeme
adénylate cyclase (AC)-AMPc-protéine kinase A (PKA) est la voie de signalisation
intracellulaire la plus importante (2, 10, 101, 150-156). Lors de la liaison du GHRH
a son récepteur, la sous-unité Gs-a stimule I'activité adénylate cyclase qui résulte en
une augmentation concentration-dépendante d’AMPc intracellulaire qui permet la
phosphorylation de la PKA cytosolique (157). Cette derniére phosphoryle a son tour
plusieurs protéines dont les canaux calciques : ceci entraine une dépolarisation de
la membrane cytoplasmique des somatotropes provoquant ainsi 'ouverture des
canaux Ca”" voltage-dépendants et un influx de Ca®" extracellulaire (157-166). La
calmoduline lie alors le Ca** pour former un complexe actif. Celui-ci active la protéine
kinase calmoduline-dépendante qui, en modifiant les propriétés des membranes de
vésicules de sécrétion et/ou la fonction de peptides a la surface cytoplasmique des

membranes cellulaires, permet I'exocytose de la GH.

Le systéme inositol phosphate-diacylglycérol-protéine kinase C (PKC) est
également impliqué dans la réponse au GHRH via I'hydrolyse du phosphatidylinositol
4,5-biphosphate (PIP,), mais a un degré moindre (2, 150, 151, 153, 154, 158, 162,
167-169).

Récemment, il a été montré que le GHRH peut activer une voie MAP kinase
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(MAPK) dans des cellules hypophysaires et dans une lignée cellulaire surexprimant
le GHRH-R (170). L’activation des MAPK par le GHRH est concentration-dépendante
dans la lignée cellulaire somatotrope de rat GH4 et est bloquée par un traitement

avec un analogue de la somatostatine (171).
1.5 Axe somatotrope et vieillissement

Le vieillissement biologique peut étre caractérisé par une défaillance et une
perte de coordination entre plusieurs systémes de contrdle de l'intégration des
processus physiologiques. Ceci améne des perturbations de 'homéostasie des
cellules et organes et une perte de capacité d’adaptation de I'organisme face aux

agressions internes et externes (172).

Il est maintenant admis que la diminution du GH contribue au processus de
vieillissement chez les mammiféres (173). Ainsi, chez les humains et les rongeurs,
une diminution de la sensibilité de I'axe somatotrope au GHRH (174-176) et
conséquemment des niveaux plasmatiques de GH et d'IGF-I entrainent une diminution
de la masse musculaire, une augmentation de la masse adipeuse et une détérioration
de plusieurs tissus et organes (177-180). Ainsi, chez les hommes en santé, il a été
démontré que dans l'intervalle d'ages de 21 a 71 ans, les concentrations circulantes
de GH diminuent de 14% a chaque décennie et la demi-vie de GH chute de 6% (172).
Une réduction du nombre et de I'amplitude des pics de sécrétion spontanée de GH au

cours du sommeil a également été rapportée chez des adultes de 50 ans et plus (181).

Il existe plusieurs similarités entre les modifications endocriniennes et
métaboliques qui se produisent au cours du vieillissement et celles décrites chez les
adultes déficients en GH. Les deux conditions sont caractérisées par une réduction
de la masse musculaire, une augmentation de la masse adipeuse, une diminution de
la fonction rénale, une diminution du taux de division cellulaire de méme qu’une

réduction de la masse et de la densité osseuse, I'apparition de déficits dentaires et




18

une diminution de I'absorption de Ca** et de la synthése protéique globale (182). De
plus, 'administration de GH a des personnes &gées réverse certains de ces
phénoménes, incluant une amélioration de la balance azotée (183), une
augmentation de la masse musculaire, une diminution de leur masse adipeuse et une

augmentation de la densité osseuse (184).

Chez le rat, des réductions des niveaux de GH et d’'IGF-1 sont également
observées (174). Par contre, chez le rat male et femelle, la fréquence des pics de
sécrétion ne change pas avec I'age (175). Les premieres évidences de modification
de la sécrétion de GH apparaissent a 'age de 12 mois ou une diminution significative
de la sécrétion stimulée par le GHRH a été observée in vitro et in vivo (174). Elle est
accompagnée d'une diminution d’environ 15% de la concentration d ARNm de la GH
(175) qui ne se traduit pas en une diminution significative de son contenu

immunoréactif (174).

Chez le rat de 18 et 20 mois, la sécrétion de GH en réponse au GHRH est
réduite de facon drastique (174), la concentration hypophysaire d ARNm de la GH est
diminuée de 50% (185) et son contenu immunoréactif de 30% (174). De plus, des
études immunocytochimiques ont démontré une réduction du nombre et de la taille
des cellules somatotropes (186). Ces modifications ont un impact négatif sur la
concentration de GH sécrétée a chaque épisode. Par ailleurs, la sécrétion basale de
GH a été rapportée comme étant augmentée (174), inchangée (187,188) ou diminuée
(189, 190). Chez le rat de 24 mois, I'état de vieillissement a été partiellement attribué
a une diminution du contenu hypothalamique de GHRH (191, 192) et des
concentrations de 'ARNm du préproGHRH (192), mais non a la perte des neurones
GHRHergiques (191).

La contribution de la SRIF hypothalamique & ce processus demeure
controversée puisque que des résultats divergents ont été rapportés. Chez le rat de

18 et 20 mois, les niveaux dARNm de la preproSRIF et les contenus immunoréactifs
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en SRIF ont été rapportés inchangés (191), augmentés (193,194) ou diminués (174-
176, 185, 195). Récemment, il a été démontré que les niveaux des sous-types 2 et
5 des récepteurs de la SRIF déclinent apres I'age de 16 mois chez le rat (196). Au
niveau hypothalamique, une diminution de I'activité de la norépinéphrine, de la
dopamine et de 'acétylcholine a été détectée chez le rat agé (197, 198). Comme ces
neurotransmetteurs sont impliqués dans le contrdle de la sécrétion de la GH (la
norepinéphrine et 'acétylcholine stimulant les neurones GHRHergiques et inhibant
les neurones SRIFergiques, et le systéme dopaminergique exercant une modulation
de l'activité noradrénergique) (197, 197A), leur déclin pourrait contribuer & une
diminution de la libération de GHRH et a une augmentation de la libération de SRIF
(194).

Il semble, par contre, que la machinerie intracellulaire impliquée dans la
sécrétion de GH ne soit pas altérée chez le rat &4gé, puisqu'une administration
combinée de GHRH et de growth hormone-releasing peptide (GHRP) provoque une
forte stimulation chez les rats de 3 et de 19 mois (199). La diminution de la sécrétion
de GH au cours du vieillissement, et par conséquent d'IGF-I, pourrait donc résulter
davantage d'une stimulation inappropriée des cellules somatotropes, due plus a des
altérations du GHRH-R que d'un défaut des mécanismes de sécrétion de la GH (199,
200).

1.5.1 GHRH-R et vieillissement

Dans des homogénats d’hypophyses antérieures de rat Sprague Dawley de
2 mois, des études de liaison avec le ['*I-Tyr'*|GHRH(1-44)NH, (***I-GHRH) ont mis
en évidence la présence de deux classes de sites de liaison pour le GHRH (201).
Ces sites de liaison a haute et a basse affinité subissent plusieurs altérations au
cours du vieillissement (201, 202). D'abord, une diminution du nombre de sites a
haute affinité est observée chez les rats de 8 mois. Puis, & I'age de 14 mois, une

augmentation transitoire du nombre de sites a basse affinité est détectée, suivie a 18 _
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mois d'une disparition du site a haute affinité et d'une diminution apparente du
nombre total de sites de liaison. Il en résulte donc la présence d'une seule classe de
sites possédant une affinité intermédiaire et un nombre de sites de liaison inférieure
a celui observé dans I'nypophyse des rats de 2 mois (201, 202). Comme la réduction
de capacité du site a haute affinité est en corrélation avec la diminution de la
sécrétion de GH se produisant au cours du vieillissement (174, 201), ces résultats
suggeérent que cette entité représente le récepteur fonctionnel qui permet les actions

biologiques du GHRH dans les somatotropes (200).

Chez le rat de 20-24 mois, ces changements entrainent une réduction
d'environ 45% de la production d'AMPc stimulée par le GHRH, mais non par d'autres
agents tels que le VIP, la forskoline et les nucléotides guanylés (203). Par ailleurs,
les parametres de liaison des récepteurs hypophysaires de la SRIF ne sont pas

altérés chez le rat agé (190).

Comme les altérations du GHRH-R débutent vers 8 mois, soit a un age auquel
aucune anomalie centrale ou périphérique connue pourrait influencer la sensibilité
des somatotropes au GHRH, il a été proposé que les changements des
caractéristiques du GHRH-R et/ou de sa concentration pourraient représenter un des
facteurs initiateurs, conduisant a la diminution de production d'AMPc (201-203)
stimulée par le GHRH et conséquemment a la diminution de la sécrétion de GH. Des
résultats d'essais de liaison, en présence et en absence de nucléotides guanylés
non-hydrolysables et/ou d'agents réducteurs, suggerent que des changements de
caractéristiques moléculaires du GHRH-R entrainent une diminution de la capacité
du récepteur a se lier a ses ligands spécifiques ou a sa protéine G, une stimulation
inadéquate de I'adénylate cyclase et une diminution de la production d'’AMPc (202).
En plus de son rdle important dans les mécanismes intracellulaires impliqués dans
la sécrétion de la GH, I'AMPc est essentielle a la transcription des génes de la GH
et du GHRH-R (204, 116). Par conséquent, une diminution d'’AMPc dans I'hypophyse

de rat agé pourrait mener a une diminution de la concentration de la GH et du GHRH-
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R. Des résultats récents ont de plus démontré que les deux transcrits dARNm du
GHRH-R de 2.5 et 4.0 kb sont régulés différemment au cours du vieillissement. A
I'age de 14 et 18 mois, une augmentation de 1.5 a 1.8 du ratio des transcrits de
4.0/2.5 kb est observée. A I'age de 18 mois, une diminution de 30% du niveau du
transcrit de 2.5 kb est observé dans environ 50% des hypophyses tandis que celui
du transcrit de 4.0 kb est augmenté de 1.5 a 2 fois dans toutes les hypophyses (205).
Une diminution progressive des niveaux de 'ARNm GHRH-R, a également été
détectée par RT-PCR semi-quantitatif, reccemment chez des rats de 6 a 24 mois
(196).

Comme un apport central en catécholamines (206) ou un traitement par des
agonistes muscariniques (197A) n'affectent pas ou ne restaurent que partiellement
la sécrétion de GH induite par le GHRH chez le rat agé, il a été suggéré que
I'augmentation de GHRH endogéne ou la diminution de la SRIF endogéne ne soit ni

suffisante pour réjuvener la sécrétion de GH.

1.6 Modulation nutritionnelle de I'axe somatotrope et du GHRH-R

Méme si plusieurs facteurs contribuent a un vieillissement réussi, la nutrition
représente un des plus puissants régulateurs (207, 208). |l a été démontré que le
statut nutritionnel a long terme de I'organisme joue un role crucial dans le maintien
de 'homéostasie cellulaire. Les effets négatifs de la surnutrition sont évidents dans
des conditions dégénératives majeures telles 'obésité, le cancer, le diabéete et
I'athérosclérose. Une consommation excessive de calories au cours d'une vie entiére

semble donc accélérer la sénescence (208).

1.6.1 Restriction calorique modérée

La restriction calorique (RC), c’est-a-dire une diminution de la consommation

calorique sans malnutrition, a émergé au cours des derniéres années comme étant
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l'intervention anti-vieillissement la plus bénéfique chez les mammiféres (172, 209-
211). Chez les rongeurs, la prévention de la détérioration des tissus et organes reliés
au vieillissement, le ralentissement du début ou de la progression de plusieurs
maladies reliées a I'age et donc I'extension de la durée de vie moyenne et maximale

peuvent étre atteints par une restriction calorique de longue durée (208).

Les méecanismes biologiques impliqués dans ces processus demeurent
inconnus bien qu'il y ait plusieurs hypothéses. Une des hypothéses la plus souvent
présentée étant que la RC atténuerait les dommages oxydatifs causés par les
radicaux libres qui entrainent des pertes de fonctions et des pathologies au cours du
vieillissement (212, 213). La RC permet de plus une modulation de certains taux
hormonaux, activités sensorielles et permet 'augmentation de I'expression génétique
et des taux de synthese protéique. (208) La RC pourrait également agir en modulant
la glycémie et I'insulinémie, qui causent des dommages reliés au vieillissement (214).
De plus, il a été proposé que 'hormesis, défini comme étant les actions bénéfiques
résultant de la réponse d’'un organisme a un stress de faible intensité, soit un des

mécanismes d’action de la RC (215).

Récemment, I'analyse des niveaux d’expression de plusieurs genes a l'aide
de puces biologiques a révélé qu'un grand nombre de génes, parmi les 6347 génes
etudies, est influencé par la RC de longue durée, dans le muscle squelettique de
souris (216). La RC a permis de prévenir partiellement ou en totalité les altérations
de génes de réponse au stress et ceux impliqués dans le métabolisme et la
biosynthése observés chez la souris agée nourrie ad libitum. Les profils
transcriptionnels de muscles des animaux en RC suggerent que cette approche
nutritionnelle agit en causant une diminution des dommages macromoléculaires et
une augmentation du turnover protéique (216). Cette derniére hypothése est
soutenue par une nouvelle étude montrant que la RC diminue I'expression de
plusieurs chaperonnes moléculaires du foie et augmente le taux et I'efficacité de la

sécrétion protéique (217). Par ailleurs, une étude de I'expression de 588 génes du
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foie de souris a permis d'identifier des différences de niveaux de 6 génes au cours
du vieillissement dont un seul, le Cdkn 2c (inhibiteur 2c de la kinase cycline
dépendante), un géne mitogénique, était régulé a la baisse par la RC (218). Quatre
génes additionnels, dont les niveaux n'étaient pas modifiés au cours du
vieillissement, étaient régulés par la RC. Le niveau d’expression du géne Ybx 1 (un
réepresseur de [lactivation de linterféron gamma du complexe de génes
d’histocompatibilité majeur de classe Il) était diminué alors que ceux de Ttf 1
(transcription termination factor 1), EGR 1 (early growth response 1) et Ctsl

(cathepsin L) étaient augmentés (218).

Il a également été suggeré que les effets bénéfiques de la restriction calorique
seraient en partie modulés par un maintien de la fonctionnalité de I'axe somatotrope
puisque chez les rats &gés soumis a une RC, un profil de sécrétion de la GH similaire
a celui des rats jeunes a été observé (219). De plus, une restriction calorique
modérée, débutée a I'age de 8 mois, permet la prévention des altérations des sites
de liaison du GHRH-R, normalement observées dans I'hypophyse antérieure de rats
de 18 mois (220). Récemment, il a été rapporté que la RC tend a augmenter, mais
de fagon non-significative, les niveaux d ARNm du GHRH-R par rapport a ceux des
rats &gés nourris ad /ibitum, mais non ceux des sous-types 2 et 5 du récepteur de la
SRIF (196). De plus, la RC prévient la diminution des niveaux dARNm de la GH

observée dans I'hypophyse antérieure des rats agés (221).

1.6.2 Apport protéique

Chez les rats jeunes, il a été démontré que la sensibilité de I'axe somatotrope
(GHRH/GH/IGF-I) est modulée par I'apport protéique. En effet, la sécrétion de GH
induite par le GHRH est significativement diminuée chez les rats nourris avec une
diete faible en protéines (4%) comparativement a ceux nourris avec une diéte
standard de 23% (222). Par contre, aucune atténuation significative n'a été observée

chez les rats nourris avec une diéte renfermant 23% de protéines, mais équivalente
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en calories a une diete de 4% de protéines. L'apport protéique apparait donc
indispensable a la régulation optimale de la sécrétion de GH (222). Chez le rat
soumis a un jeCine de 72 h, la sécrétion épisodique de GH est restaurée par un repas
contenant un apport protéique adéquat (71). Chez le rat privé de protéines pendant
72 h, une réduction spécifique de 80% de la concentration hypothalamique d ARNm
du préproGHRH est observée (223). La réalimentation protéique permet une
restauration des taux dARNm du préproGHRH en 48 h (98, 223). Chez les rats de
2 mois soumis a un jelne de 24 ou 72h, la sécrétion pulsée de SRIF est préservée
(224). Des évidences indirectes suggerent que le taux de SRIF est élevé chez les
rats jeunes soumis a un jeline puisqu'une immuno-neutralisation in vivo de la SRIF
restaure la sécrétion de GH (225). L'ensemble de ces résultats indique qu'une
réduction de l'apport protéique induit des altérations de l'axe somatotrope qui
semblent résulter d'une diminution du taux de GHRH et d'une augmentation du taux
de SRIF (226). Chez les humains et les moutons, les acides aminés et les protéines
semblent aussi jouer un rdle critique dans la sensibilité de I'axe somatotrope (227,
228). Par exemple, les acides aminés essentiels influencent la restauration optimale
des niveaux d'IGF-I circulants aprés un repas (227). Les effets a long terme de la
modulation de I'axe somatotrope par I'apport protéique n'ont toutefois pas été étudiés

jusqu'a présent.

Il a cependant été démontré qu'une restriction protéique de 21% a 12%, sans
restriction énergétique, permet une faible augmentation de la longévité (15%) chez
le rat (208). Par ailleurs, une restriction énergétique couplée a une diete protéique
de 21% ou 35% entrainent une augmentation de 50% de la longévité (208)
Finalement, il a été observé que les taux de GH plasmatiques sont significativement
plus élevés chez les rats Wistar agés nourris, a long terme, avec une diéte

renfermant 20% de protéines comparativement a 14% de protéines (229).

En résumé, la sensibilité et la fonctionnalité de I'axe somatotrope diminuent

au cours du vieillissement chez les humains et les rongeurs, résultant en une
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diminutjon des fonctions des tissus et des organes. Méme si plusieurs facteurs
contribuent a un vieillissement réussi, la nutrition est vue comme étant un régulateur
trés puissant (207). Chez les personnes agees, I'état de santé est particuliérement
sensible a la diminution de I'apport protéique (207). De plus, de récentes hypothéses
proposent que méme si les besoins énergétiques diminuent avec l'age, l'apport
protéique doit &tre maintenu afin de prévenir la fragilité (207). Ces hypothéses sont
supportées par des données épidémiologiques révélant que la dénutrition protéique
augmente la susceptibilité aux maladies chez les personnes agées et diminue la
longévité tandis qu'un apport calorique modéré couplé a un apport protéique optimal

retarde ces phénomenes (229).
1.7 Hypothése et objectifs

Nous avons donc émis I'hypothése que la combinaison de ces deux facteurs,
soit la restriction énergétique modérée de longue durée et I'apport protéique optimal,
pourrait étre bénéfique au cours du vieillissement, en modulant positivement I'axe
somatotrope, principalement en maintenant l'intégrité fonctionnelle du récepteur
hypophysaire du GHRH.

Afin de vérifier cette hypothése et dans le but d'identifier certains des
mécanismes qui régissent les effets de la restriction calorique et de I'apport
protéique, au niveau de l'axe somatotrope, au cours du vieillissement, et plus
particuliérement au niveau du GHRH-R, une étude a été entreprise chez le rat male
Sprague Dawley. Cette souche a été utilisée puisque les modifications de son
métabolisme et de son systéme endocrinien sont documentés dans la littérature et

que le vieillissement de I'axe somatotrope est semblable chez le rat et chez 'humain.

Une colonie de rats a été soumise a l'une des quatre dietes suivantes:
Groupe 1, témoin: alimentation ad libitum, apport protéique de 22%,

implantation de la diéte a l'age de 2 mois,
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Groupe 2: alimentation ad libitum, apport protéique de 13.2%, implantation de
la diete a I'age de 2 mois,

Groupe 3: restriction calorique de 40% par rapport a la prise alimentaire du
groupe témoin, implantation de la diéte a I'age de 8 mois,

Groupe 4: restriction calorique de 40% par rapport a la prise alimentaire du
groupe témoin avec enrichissement protéique a 22%, implantation de la diéte

a l'age de 8 mois.

La diete de chaque groupe contenait une quantité identique de vitamines et
de minéraux. La régulation de I'axe somatotrope a été évaluée chez ces rats a l'age
de 12, 18 et 22 mois, en comparaison a des rats témoins de 2 mois nourris a satiété
avec une diete standard. Ces ages de sacrifices ont été choisis
parce qu'ils représentent des points cruciaux pour la mise en évidences d'altérations

de I'axe hypothalamo-hypophysaire, incluant celles du GHRH-R.

Les résultats de cette étude ont permis la rédaction de deux manuscrits qui
sont présentés dans ce mémoire. Plusieurs aspects de |'axe somatotrope ont été
étudiés, soit la caractérisation du GHRH-R hypophysaire et rénal et I'étude des
niveaux hormonaux pouvant I'influencer sa régulation. Les résultats en regard de ces
objectifs se retrouvent dans le premier manuscrit , soumis en 2001 dans la revue
Endocrinology et intitulé “Nutritional regulation of the pituitary and renal growth
hormone-releasing hormone receptor in the aging rat. effects of central and
peripheral factors”. Le deuxieme article intitulé “Nutritional regulation of the leptin
axis in the aging rat” et co-soumis avec le premier rapporte la contribution de la
leptine et de son récepteur hypothalamique a la régulation nutritionnelle de I'axe

somatotrope au cours du vieillissement.
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ABSTRACT

Aging is characterized by a decreased functionality of the somatotroph
axis and alterations of the anterior pituitary GHRH receptor (GHRH-R). Long-
term moderate caloric restriction (CR) is recognized as the most powerful
intervention in animals to prevent or delay age-related deterioration and
diseases and to extend both mean and maximum life span. Beneficial effects of
CR have been related, at least in part, to the maintenance of youthful GH

secretory patterns and GHRH binding sites.

The objective of this study was to assess the impact of long-term
moderate caloric and protein restrictions on the pituitary and renal GHRH-R of
12-, 18- and 22-month-old male Sprague Dawley rats and, to identify peripheral
and central factors by which CR exerts its action. Caloric and protein restrictions
were started at 8 and 2 months of age, respectively. The most drastic and
diversified regulatory effects on GHRH-R were observed in 18-month-old rats. In
the pituitary of these rats, only CR could rejuvenate GHRH-R mRNA transcripts
levels and GHRH binding sites. In their renal medulla, only CR combined with a
22% protein intake could rejuvenate GHRH-R mRNA levels. Among hormonal
regulators of GHRH-R, modified by caloric or protein restriction, GHRH,
testosterone and glucocorticiods represent the most promising molecules to
investigate, in order to better understand the complex mechanism of action of

these dietary interventions.
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INTRODUCTION

In the anterior pituitary, growth hormone (GH) pulsatility is regulated by
the opposite action of two hypothalamic peptides, GH-releasing hormone
(GHRH) and somatostatin (SRIF) (1). They respectively stimulate and inhibit GH
secretion and synthesis (2-4) by triggering specific Gs and G; protein-coupled

plasma membrane receptors (5, 6).

The GHRH receptor (GHRH-R) has been cloned in rat (5, 7), mouse (7),
porcine (8), bovine (9), ovine (9) and human pituitaries (5, 10, 11) and in human
pituitary adenomas (10, 11, 12). It belongs to the subfamily B-lll of G-protein
coupled receptors (5). In rat and mouse pituitaries, the presence of 2-2.5-kb and
3 1-4-kb GHRH-R mRNA transcripts has been reported (5, 7). While the former
likely generate the 423 amino acid (aa) functional GHRH-R (13), the structure
and role of the latter has not been reported. In the rat, GHRH-R mRNA has been
detected in several tissues, however the renal medulla represents the sole
extrapituitary tissue containing a sufficient concentration of GHRH-R mRNA to
allow its detection without amplification (14).

In aging human and rats, decreased responsiveness to GHRH and
reduced GH and insulin-like growth factor | (IGF-l) serum levels result in an
increase of body fat, diminution of muscle mass and a deterioration of several
tissue and organ functions (15-19). In the rat pituitary, changes in the
abundance of GHRH-R mRNA transcripts and GHRH-R binding sites (20-23)
have been proposed as important events, resulting in the alteration of GHRH

responsiveness and somatotroph functionality (24, 19).

Although multiple factors contribute to successful aging, nutrition is
considered as one of the most potent regulators. Long-term moderate caloric
restriction (CR) in rats and monkeys is recognized as the most powerful

intervention to prevent or delay age-related deterioration and diseases and
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consequently to extend both mean and maximum life span (25-27). The
beneficial effects of CR have been related, at least in part, to the maintenance of
youthful GH secretory patterns (28) and GHRH binding sites (29). The level of
dietary protein has also been found to regulate the somatotroph axis. A short-
term reduction of protein intake to 4% was shown to impair GH responsiveness
to GHRH in 2-month-old rats (30) and to specifically diminish by 80% the level of
hypothalamic preproGHRH mRNA (31). Protein or selective amino acid
refeeding could normalize preproGHRH mRNA levels (31, 32).

Since energy and protein intakes exert a regulation of the somatotroph
axis, in part through GHRH-R regulation, the first objective of the present study
was to assess the effects of long-term CR combined to an optimal protein intake
on pituitary and renal GHRH-R of aging male Sprague Dawley rats. The second
objective was to identify peripheral and central factors, modified by caloric or
protein restriction, and contributing to the regulation of GHRH-R.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

Two-month-old male Sprague Dawley rats (Charles River Canada, St-
Constant, QC, CA) were individually housed in wire-bottom cages, in rooms
under controlled temperature (22°C), humidity and lighting (12-h cycles: lights on
at 07:00 h). Animals were feed to a semi-synthetic powdered diet prepared
according to the Teklad control diet TD89248 (Telkad Test Diets, Madison, Wisc,
USA) consisting of 22% casein (vitamin-free), 48.5% sucrose, 15% corn starch,
5% corn oil, 4.6% fiber (cellulose), 3.9% mineral mix and 1% vitamin mix (ICN
Pharmaceuticals, Montreal, QC, CA) containing either 22% (control group) or
13.2% protein (40% protein restriction). At eight months of age the control ad
libitum-fed group was randomized in three groups: 1) ad libitum-fed (22% protein
intake), 2) 40% CR in comparison to ad libitum-fed (equivalent to 13.2% protein
intake) and, 3) 40% CR in comparison to ad libitum-fed rats using a diet
supplemented to 37% protein, to maintain a 22% total protein intake. In the latter
group, sucrose was reduced to maintain identical amounts of calories among the
two calorie-restricted groups. CR was implemented gradually: the rats were
submitted to a 20% caloric reduction for two weeks and to 40% until death. All
rats received equal amounts of minerals and vitamins and had free access to
water. Body weight (BW) and food intake was recorded regularly. Rats were
killed by decapitation between 09:30-11:30 at 12, 18 and 22 months of age along
with 2-month-old ad libitum-fed control rats. The animal protocol was approved by
the animal Care Committee of CHUM Research Center in compliance with the
guidelines of the Canadian Council on Animal Care. Macroscopic evaluation
indicated no gross pathology in 12- and 18-month-old rats. In 22-month-old rats,
25% of rats submitted to ad libitum-feeding/22% protein intake had pituitary
tumors and hydronephrosis, 38% of rats submitted to ad libitum-feeding/13.2%
protein intake had pituitary tumors while 25% of them had hydronephrosis, 13%
of the rats submitted to CR had pituitary tumors and no rat submitted to CR/22%
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protein intake had pituitary or renal diseases. Twenty-two-month-old unhealthy
rats were not used in any of the studies reported here. The percentage of survival
from 18 to 22 months of age was 63% (5/8 animals) in rats submitted to ad
libitum-feeding/13.2% protein intake, 63% (5/8 animals) in rats submitted to ad
libitum-feeding/22% protein intake, 87% (1/8 animals) in rats submitted to CR and
86% (1/7 animals) in rats submitted to CR/22% protein intake. The total
percentage of survival from 2 to 22 months of age was 79% in rats submitted to
ad libitum-feeding/13.2% protein intake or to ad libitum-feeding/22% protein
intake, 88% in rats submitted to CR and 73% in rats submitted to CR/22% protein

intake.
Tissue handling

For binding assays, anterior pituitaries from each group were collected in
ice-cold 50 mM Tris-acetate buffer, pH 7.4 containing 5 mM MgCl; and 5 mM
EDTA and used within 30 min. For Northern blotting and RNase protection
assay, anterior pituitaries, renal medullas, hypothalami and livers were snap-
frozen in liquid nitrogen and kept at -80°C until RNA extraction, to quantify
GHRH-R and preproGHRH mRNA levels. For determination of free thyroid
hormones (T4 and T3), total IGF-I, total testosterone and total corticosterone
immunoreactive levels and free fatty acid concentrations, trunk blood was
collected and sera were kept at -80°C. BW at sacrifice and heart, liver and right

kidney wet weights were determined.
Northern blot hybridization of pituitary GHRH-R mRNA

Total RNA was isolated from each anterior pituitary using a single step
acid guanidinium-phenol/chloroform procedure with TRIzol (Invitrogen/Canada
Life Technologies, Burlington, ON, CA). Aliquots of 12 ug total RNA were
denatured by heating (65°C, 10 min) in a 30% formamide/17.5%
formaldehyde/15 mM MOPS (3-(N-morpholino)propanesulfonic acid) buffer (pH
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7.0), containing 5 mM sodium acetate and 1 mM EDTA. They were subjected to
electrophoresis on 1.2% agarose gels containing 17.5% formaldehyde, using a
33 mM MOPS buffer. RNA was transferred by capillary elution to a nylon
membrane (Hybond-NX, Amersham Pharmacia Biotech, Baie d'Urfé, QC, CA)
and covalently attached by UV cross-linking (Stratagene, La Jolla, CA) and
heating (80°C, 2 h). Prehybridization was performed in Robbins’ hybridization
solution (7% SDS containing 0.25 M NaHPO4 (pH 7.4), 1 mM EDTA (pH 8.0)
and 1% bovine serum albumin) at 65°C, 2 h. Blots were hybridized with the
RPR64 cDNA probe corresponding to the 3' segment of the rat GHRH-R cDNA
(nucleotide positions, 1044-1611; accession number, NM_012850) (5). It was
labeled with a-[*P]dCTP (3000 Ci/mmol; Amersham Pharmacia Biotech), using
random hexamer primers and the Klenow fragment of E coli DNA polymerase
(Invitrogen/Canada Life Technologies) and purified by chromatography, using a
G-50 éolumn (Amersham Pharmacia Biotech). Hybridization was performed in
fresh Robbins' solution at 65°C, 16-18 h, in presence of 10X10° cpm/ml
[*P]JRPR64. Membranes were subsequently washed (2XSSC (standard saline
citrate (SSC) (1X SSC: 150 mM NaCl, 15 mM sodium citrate), pH 7.0)/0.1%
SDS, 23°C, 2x10 min; 1XSSC/0.1% SDS, 65°C, 1-2x10 min; 0.5XSSC/0.1%
SDS, 65°C, 1-2x10 min, if needed) and exposed to Biomax Ms-1 films (Eastman
Kodak, Rochester, NY) at -80°C with an intensifying screen. Membranes were
then stripped in a boiling aqueous solution of 0.1% SDS (60 min) and
sequentially rehybridized with rat GAPDH and 28S rRNA probes (American
Type Culture Collection, Rockville, MD). Amounts of GHRH-R mRNA were
normalized in each lane with 28S mRNA, as it was more stable than GAPDH
mRNA in the physiological conditions studied. Quantification of each GHRH-R
mRNA transcripts (2.5 and 4 kb), GAPDH mRNA and 28S rRNA levels were
performed by densitometry, using an IS1000 digital imaging system (Alpha
Innotech Corp/Canberra Packard Montreal, QC, CA). The intra-assay coefficient
of variation of normalized GHRH-R mRNA signals was < 10% in all experiments.
Specificity of the [*P]JRPR64 cDNA probe was assessed in each experiment
using a negative control (12 pg liver total RNA). In addition, linearity of protected
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signals was verified in each experiment using 6-18 pg pituitary total RNA from 2-
month-old rats. Results were expressed in percentage of relative density to

those of 2-month-old rats, using a fixed amount of total RNA.

Ribonuclease protection assays of renal GHRH-R and hypothalamic
preproGHRH mRNA

Total RNA was isolated from left renal medullas and hypothalami using a
single step acid guanidinium-phenol/chloroform method with TRIzol (Invitrogen
Life Technologies). Medullary GHRH-R mRNA levels were assessed using the
RPR64 probe (5). The antisense GHRH-R [*P]-labeled riboprobe was
generated by in vitro transcription of the BamH | linearized RPR64-pGEM3z
plasmid, using T7 RNA polymerase (MAXIscript transcription kit, Ambion,
Austin, TX), in the presence of a-[*PJUTP (800 Ci/mmol; Amersham Pharmacia
Biotech). The riboprobe was purified on 5% denaturing polyacrylamide gel and
eluted using the buffer supplied with the ribonuclease protection assay kit (RPA)
(Ambion).  lts specific activity was determined after trichloroacetic acid
precipitation onto GF/B Whatman filters (Fisher Scientific Ltd, Montreal, QC, CA)
and was 275-325 x10° cpm/ug RNA with 67-75% of a-[**PJUTP incorporation.
RPA was performed using the RPA Il kit (Ambion). Twenty g total RNA from
renal medulla was hybridized for 16-18h at 50°C, after denaturation at 95°C for 3
min, with 1 pM [*?P]GHRH-R riboprobe. To normalize GHRH-R mRNA levels for
‘experimental variations, 40 pg of an external standard, originating from the in
vitro transcription of the sense sequence 1044-1203 of RPR64 cDNA, were
added to each RNA sample before hybridization. Non annealed nucleic acids
were digested with RNase A (1 U/ml) and RNase T (40 U/ml) at 37°C for 30 min.
Stable hybrids were resolved on 1.5 mm 5% polyacrylamide-8° M urea
denaturing gels. Autoradiography was performed at -80°C using Biomax MS-1
films (Eastman Kodak) and an intensifying screen. Bands were quantified by
densitometry, using an 1S1000 digital imaging system (Alpha Innotech
Corp/Canberra Packard). The intra-assay coefficient of variation of normalized
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GHRH-R mRNA levels was < 10% in all experiments. Specificity of the
[2P]RPR64 riboprobe was assessed in each experiment using positive (5 ug
pituitary total RNA) and negative (20 pg of liver total RNA) controls. In addition,
the linearity of protected signals was verified in each experiment, using 10-30 pg
of total medulla RNA from 2-month-old rats. Results were expressed in
percentage of relative density to those of 2-month-old-rats, using a fixed amount
of total RNA.

Hypothalamic preproGHRH mRNA levels were also assessed by RPA,
using a preproGHRH cDNA probe corresponding to the nucleotides 1-205 of the
coding sequence (nucleotides, 285-490; accession number, M73486) (33). The
antisense preproGHRH [*?P]-labeled riboprobe was generated by in vitro
transcription of EcoRlI linearized preproGHRH-pBlueScriptSK(+) plasmid, using
T7 RNA polymerase (MAXIscript transcription kit, Ambion). Glyceraldehyde-3-
phosphate-dehydrogenase (GAPDH) mRNA levels were determined, using a
probe spanning the region of exons 5-8 of the rat GAPDH cDNA (nucleotide
position, 369-685). The antisense-labeled probe was generated by in vitro
transcription of the Xba I-linearized p-TRI-GAPDH plasmid (Ambion), using T7
RNA polymerase. The in vitro transcription conditions for preproGHRH and
GAPDH cDNA were similar to those used in the RPA for GHRH-R mRNA. The
specific activity of the [2PJpreproGHRH and GAPDH riboprobes were 870x1 0°
cpm/ug RNA and 11.5x10° cpm/ug RNA, respectively with 85% and 67-75% of
a-[*2P]JUTP incorporation. Two and a half ug total RNA form each hypothalamus
were hybridized for 16h at 42°C, after denaturing at 95°C for 3 min, with 2 pM
[2P]preproGHRH and [*?PJGAPDH riboprobes. An external standard (6.25 pg),
originating from an in vitro transcription of the sense sequence of the
preproGHRH cDNA, and corresponding to nucleotides 1-77 of the coding
sequence (nucleotides 285-362), was added to each RNA sample before
hybridization. Procedure for the RPA assay was as described above. Liver total

RNA was used as negative control and the linearity of the assay was verified in
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each experiment with 1.25-5 pg of hypothalamic total RNA from 2-month-old
rats. Results were expressed in percentage of relative density to those of 2-

month-old-rats, using a fixed amount of total RNA.
Binding assay of ['?°I-Tyr" lhGHRH(1-44)NH

Tissue preparation and cold saturation studies were performed as
previously reported (21-23), using ['*I-Tyr'*hGHRH(1-44)NH; (2000 Ci/mmol,
Amersham Pharmacia Biotech) as radioligand. For each saturation curve, two
anterior pituitaries from 12- and 18-month-old or three anterior pituitaries from 2-
month-old rats were homogenized 8-10 sec, using a micro ultrasonic cell
disrupter (Kontes, Vineland, NJ), in 1.5 and 0.7 mi/pituitary, respectively, in ice-
cold 50 mM Tris-acetate buffer, pH 7.4, containing 5mM MgCl, and 5mM EDTA.
Fifty uL of homogenate were use in each assay tube (62-89 pg and 41-101 pg
protein for pituitaries from 12- and 18-month-old rats, respectively) with 35-50
pM ['Z1-Tyr'°)hnGHRH (1-44)NH, and increasing concentrations of ['#"]-
Tyr')hGHRH(1-44)NH, (0.1-1000 nM) in a total volume of 300uL of
homogenization buffer, containing 0.42% BSA. Incubations were carried out at
23C for 60 min and stopped by centrifugation (12000 X g, 5min, 4°C).
Nonspecific binding was determined in the presence of 1.0 uM rat GHRH (1-
29)NH.. Percentages of specific binding were 70, 60 and 62% for 2-month-old
ad libitum-fed, 12-month-old ad libitum/22% protein-fed and 12-month-old ad
libitum/13.2% protein-fed rats, respectively. They were 70, 69, 69, 69 and 69%
for the 2-month-old ad libitum-fed, 18-month-old ad /libitum/22% protein-fed and
18-month-old ad libitum/13.2% protein-fed, 18-month-old calorie-restricted and
18-month-old  calorie-restricted/22%  protein-fed rats, respectively. [**'I-
Tyr'%hGHRH(1-44)NH, and rat GHRH(1-29)NH, were synthesized in our
laboratory (34).
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Radioimmunoassays and determination of free fatty acid concentration

Serum concentration of free T4 and T3 and total IGF-I, testosterone and
corticosterone were determined using commercial RIA kits (Incstar Corp,
Stillwater, Min, Diagnostic Systems Laboratories Inc, Webster, Tex and ICN). For
each RIA, all samples from each age group were analyzed in duplicate in a
single‘assay. Intra-assay coefficients of variation were 6.1%, 5.4%, 6.2%, 7.3%
and 6.6 %, respectively. The sensitivity of assays was 0.08 ng/mL, 0.05pg/mL,
21ng/mL, 0.1ng/mL and 20 ng/mL, respectively.

Serum concentrations of free fatty acids were determined as previously
reported (29) using a methyl red colorimetric assay (35). The intra-assay

coefficient of variation was 6.7% and the sensitivity of the assay was 50umol/L.

Data analysis

Results were expressed as the mean + SEM. Statistical significance of
differences was determined by the unpaired Student’s ¢ test and was established
at P < 0.05. They were analyzed in order to determine: 1) the effect of aging (2-
month-old were compared to 12-, 18- or 22-month-old ad libitum/22% protein-
fed rats); 2) the effect of CR (2-month-old were compared to 18- or 22-month-old
calorie-restricted rats); 3) the effect of CR in comparison to age-matched ad
libitum-fed rats; 4) the effect of protein restriction in ad libitum-fed rats (12-, 18-
or 22-month-old ad libitum/22% protein-fed rats were compared to age-matched
ad libitum/13.2% protein-fed rats) and finally, 5) the effect of protein
supplementation in calorie-restricted rats to maintain a 22% total protein intake
(18- and 22-month-old calorie-restricted rats compared to age-matched CR/22%
protein-fed rats. The LIGAND program was used to analyze cold saturation
studies (36).
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RESULTS
Body weight and organ wet weight

As shown in Table 1A, the BW of 12-month-old ad libitum-fed/22%
protein rats was 2.4 times higher than that of 2-month-old ad-libitum-fed rats (P
< 0.001). Similarly, heart, liver and kidney wet weights were 1.7-2 times greater
(P < 0.001) in aged rats. Protein restriction had no significant effect on these
parameters. BW of 18-month-old ad-libitum/22% protein-fed rats was 2.8 times
higher than that of 2-month-old ad libitum-fed rats (P < 0.001) while that of 18-
month-old rats submitted to a 40% CR was 1.8 times lower than that of 18-
month-old ad libitum-fed rats (P < 0.001) and only 1.5 times higher than that of
2-month-old rats (P < 0.001). The level of protein intake had no significant effect
on body weight of 18-month-old rats. Organ wet weights of 18-month-old ad
libitum-fed rats were 1.5-2.4 higher than that of 2-month-old ad libitum-fed rats
while that of CR rats were unchanged (liver) or 1.3-1.5 higher than that of 2-
month-old rats (P < 0.01-0.001). A decrease of protein intake from 22 t013.2%
reduced kidney weight by 9% in ad libitum-fed rats (P < 0.05) while an increase
of protein intake from 13.2 to 22% augmented kidney weight by 13% in CR rats
(P < 0.001). Similar results to those observed in 18-month-old rats were seen in
22-month-old rats, except that the protein effect was not seen in calorie-
restricted/22% protein-fed rats (Table 1C).

[Position of Table 1 A, B, C]
Anterior pituitary GHRH-R mRNA levels

In the anterior pituitary, GHRH-R mRNA transcript levels were analyzed
by Northern blotting. The presence of =2.5- and =~4-kb GHRH-R mRNA

transcripts (doublets) was detected in the gland of all animals (Fig. 1B), as

previously reported (5, 21). Levels of GHRH-R mRNA transcripts, expressed per
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12 pg total RNA (Figs. 1A, 1C, 1D), changed according to the length and nature
of the dietary intervention in the course of aging. As shown in Fig. 1A, the 2.5
and 4 kb GHRH-R transcripts, their combined density and the 4/2.5 kb ratio
were increased (1.5-2.1 times higher, P < 0.05) in 12-month-old ad libitum-fed
rats compared to 2-month-old rats. Protein restriction had no significant effect on
these parameters. In 18-month-old rats (Fig 1C), combined levels of GHRH-R
mRNA transcripts were not significantly affected by aging. However, they were
1.6-1.7 times higher in 18-month-old calorie-restricted rats (P < 0.001) than in 2-
month-old ad libitum-fed rats. No significant effect of protein intake level was
observed either in ad libitum-fed or in calorie-restricted rats. Levels of the 2.5-kb
transcript were not affected by age or protein intake but were increased 1.7
times in calorie-restricted rats (P < 0.05). Levels of the 4-kb transcript were 3
times higher in aged ad libitum-fed rats (P < 0.05) and normalized by CR. A
reduction of protein intake had no beneficial effect in 18-month-old ad libitum-fed
rats, however an increase of protein intake in calorie-restricted aged rats
reverted the beneficial effect of CR (2.8 times increase, P < 0.001). The 4
Kb/2.5-kb ratio had a similar behavior to that of the 4-kb transcript and only CR
allowed maintaining a ratio of transcripts comparable to that observed in 2-
month-old rats. In 22-month-old rats (Fig. 1D), GHRH-R mRNA transcript levels

were similar in all groups.

[Position of Figure 1 A, B, C, D]

Renal medulla GHRH-R mRNA levels

Because of the lower concentration of medullary GHRH-R mRNA than
that of anterior pituitary, RPA is required for accurate quantification (Fig. 2B).
Levels of GHRH-R mRNA, expressed per 20 ug of total RNA (Figs. 2A, 2C, 2D),
changed according to the length and nature of the dietary intervention in the
course of aging. As shown in Fig 2A, medullary GHRH-R mRNA levels were 1.4

times lower in 12-month-old ad libitum-fed rats compared to those of 2-month-
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old rats. Protein restriction had no significant effect. They were 1.5-1.8 times
lower in 18-month-old ad libitum/22% protein-fed (P < 0.05) and calorie-
restricted rats (P < 0.05) compared to those of 2-month-old rats. Protein intake
level exerts an effect only in calorie-restricted rats where a 22% protein intake
normalized GHRH-R mRNA levels to those of 2-month-old rats. In 22-month-old
rats (Fig. 2D), GHRH-R mRNA levels were similar in all groups, as in the

anterior pituitary.
[Position of Figure 2 A, B, C, D]
Hypothalamic preproGHRH mRNA levels

Levels of hypothalamic preproGHRH mRNA levels were not altered with
aging or protein intake level but were 1.4 times lower (P < 0.01) in 18-month-old
calorie-restricted rats compared to 2-month-old rats (Fig. 3). They were
normalized when CR was combined to a 22%-protein intake.

[Position of Figure 3 A, B]
Anterior pituitary GHRH binding parameters

Effects of protein and energy intakes, on GHRH-R binding parameters,
were studied in 12- and 18-month-old rats (Table 2 A and B, Fig. 4). Coanalysis
of binding data derived from cold saturation studies revealed the presence of
high and low affinity classes of GHRH binding sites in 2-month-old rats. In the
pituitary from 12-month-old ad libitum-fed rats (Table 2 A), a single class of sites
was detected with a 47 times lower affinity (P < 0.05) than the Ky from 2-month-
old rats and an apparent capacity 74 times lower than Bmaa (P < 0.05) but
similar to Braxe from 2-month-old rats. No significant effect of protein intake level
was seen on GHRH binding parameters. In the pituitary from 18-month-old ad

libitum/22% protein-fed rats (Table 2 B), a single class of binding sites was
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detected, exhibiting a 23 times lower affinity (P < 0.001) than the Ka from 2-
month-old rats and an apparent capacity 31 times lower than Bmax (P < 0.05)
and 5.6 times lower than Bmax from 2-month-old rats (P < 0.001). No significant
effect of protein intake level was seen on GHRH binding parameters. CR had a
beneficial effect on GHRH binding parameters, reverting the deleterious effects
of aging. However, when CR was combined to a 22%-protein intake, its

beneficial effect was blunted.

[Position of Table 2 A, B]

[Position of Figure 4]

Serum concentrations of immunoreactive total IGF-I and free fatty acids.

Immunoreactive serum concentrations of total IGF-I were 1.5 times (P <
0.001) lower in ad libitum/22% protein-fed 12-month-old rats compared to 2-
month-old rats (Table 3 A). No significant effect of protein intake was observed.
They were 1.3 times (P < 0.05) lower in ad libitum/22% protein-fed 18-month-old
rats compared to 2-month-old rats (Table 3 B). No significant effect of protein
intake was observed in ad libitum-fed rats. Calorie restriction induced an
additional decreased of IGF-I levels (2.3 and 1.8 times compared to 2- and 18-
month-old ad libitum-fed rats, P < 0.001and P < 0.01, respectively). However, an
increase of protein intake to 22% partially reverted the effect of CR and
increased IGF-I levels 1.3 times (P < 0.05). In 22-month-old rats, a pattern of

IGF-I levels similar to that observed in 18-month-old rats was present.

No significant effect of age or diet was observed on serum free fatty acid
(FFA) levels.

[Position of Table 3 A, B, C]
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Serum concentrations of immunoreactive free T4 and T3, testosterone and
corticosterone.

Aging and dietary modulation also affected peripheral hormones (Table 4
A, B, C). Levels of free T4 were 1.4-1.5 times lower in 12-, 18- and 22-month-old
ad libitumi22% protein-fed rats compared to 2-month-old rats (P < 0.001).
Protein restriction induced a 1.2-1.3 times additional decrease in 12- and 22-
month-old rats ad-libitum-fed rats (P < 0.05). In calorie-restricted rats,
restoration of protein intake to 22%, increased free T4 levels 1.4-1.5 times in 18-
and 22-month-old rats (P < 0.01), normalizing them to those of ad libitum-fed

rats.

Serum levels of free T3 were reduced in aging. A trend, seen in 18-
month-old rats, became significant in 22-month-old rafs (1.5 times decrease, P <
0.01). CR induced a significant diminution of T3 levels in 18- month-old rats
compared to 2-month-old rats (2.6 times decrease, P < 0.001) and compared to
ad-libitumi22% protein-fed 18- month-old rats (2 times decrease, P < 0.001). No

effect of protein intake level was detected.

Serum levels of total testosterone were 2.2, 6.4 and 3.5 times lower in 12,
18- and 22-month-old ad libitum/22% protein-fed rats compared to 2-month-old
rats (P < 0.001). In 18-month-old rats, protein restriction exerted a 2 times
increase of testosterone levels and, CR partially restored testosterone levels
(2.8 times higher than those of 18-month-old ad libitumi22% protein-fed (P <
0.01) and 2.3 times lower than those of 2-month-old rats (P < 0.05)). This effect
could not be seen in 22-month-old rats.

Serum levels of total corticosterone were not changed in 18- and 22-
month-old rat compared to those of 2-month-old rats. However, they were

increased 5.1-7.4 times and 3.5-5.1 times in 18- and 22-month-old calorie-
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restricted rats compared to those of 2-month-old rats and aged-matched ad

libitum/22% protein-fed rats, respectively (P <0.01).

[Position of Table 4 A, B, C]
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DISCUSSION

Caloric and protein restrictions have been shown to regulate the
somatotroph axis (28-32). However, data on the effects of a long-term moderate
caloric and/or protein restriction are still spares. As we previously reported that a
long-term CR protected anterior pituitary GHRH binding sites from age-related
alterations (29) and, that a GHRH treatment rejuvenates GHRH binding
parameters in 18-month-old rats (21), we intend in the present study to define
potential pathways by which optimal energy and protein intakes could operate to
maintain GHRH-R functionality.

As previously documented, long-term 40% CR (10-12 months) was
started in 8-month-old rats to avoid interference with their period of rapid growth
and to help predict the benefits of adult-onset CR, on the GHRH somatotroph
sensitivity in longer-lived mammals (29). The general health condition of the
calorie-restricted rats was consistent with our previous study (29), showing no
sign of malnutrition. Although CR had a significant impact on organ and body
weights, ratios of organ weight/BW were not modified by changes in energy or

protein intakes.

At the level of the anterior pituitary, GHRH-R mRNA transcript levels and
GHRH binding characteristics were affected by aging. In 12-month-old rats, both
transcripts were increased, resulting in a significant elevation of the 4/2.5-kb
ratio, which was correlated to a loss of the high affinity binding site. No beneficial
effect of the protein restriction was observed neither at the mRNA not at the
protein level. In 18-month-old rats, the effect of aging was apparent on the
increase of the 4-kb transcript and the 4/2.5-kb ratio. No gain was obtained by
protein restriction. However, CR exerted an important rejuvenating effect on
GHRH-R mRNA transcripts, which was abolished when protein intake was
increased to 22%. Interestingly, these effects of CR seen at mRNA level were

also detected at the protein level, allowing the preservation of GHRH-R receptor
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functionality. In 22-month-old rats, no effect of aging or diet was observed at the
mRNA level and the number of healthy animals was insufficient to perform
binding studies. Altogether, our results suggest that CR can efficiently protect
GHRH-R from aging, by a mechanism allowing the maintenance of optimal ratio
of GHRH-R mRNA transcripts in the somatotroph. In the 22-month-old groups,
as we were left with a colony of successfully aging rats for the study, this may
have resulted in a confounding variable, masking the effect of CR at least at the
level of GHRH-R receptor regulation. Presently, as the identity of the 4-kb
GHRH-R mRNA transcript is unknown, the precise mechanism by which it
induces changes in GHRH binding parameters can not be assessed.
Nevertheless, it might be proposed that this entity could be translated in a
GHRH-R isoform, possibly acting as a dominant-negative, such as reported for
higher molecular weight GHRH-R transcripts found in human normal pituitary
and pituitary adenoma (37). A recent study showed no effect of CR on the
regulation of GHRH-R mRNA levels, as determined by semi-quantitative RT-
PCR (38). However, since the CR was started at 6-week-old rats and the
feeding schedule (feeding on alternate days, 3/7 days/week, to achieve a weekly
CR of 30%), we cannot discriminate whether or not diverging results are related
to the model of CR or to the method of quantifying GHRH-R mRNA. As binding
data from our present and previous studies are consistent across colonies (29),
it strengthen the validity of our results, on the positive effect of CR on
maintenance of GHRH-R functionality.

Since pituitary and renal medulla GHRH-R mRNA levels are differentially
regulated in the developing and aging rat (39-40) and decreased in the course of
aging (39), it was of interest to determine whether or not the nutritional status
could also regulate renal GHRH-R. The diminution of GHRH-R mRNA levels,
observed with aging, was not modulated by the level of protein or caloric intake
alone. However, in 18-month-old rats, a positive effect was seen when CR was
combined with a 22% protein intake. This regulation was not observable in the
22-month-old rats, such as described for the pituitary GHRH-R. Since GHRH
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binding data are not yet available, in semi purified Henle’s loop cells which bear
a functional GHRH-R in the medulla (39), we can not determine the magnitude

of the impact of a dietary intervention on GHRH-R functionality.

To identify elements of the complex mechanism by which GHRH-R
nutritional regulation is operating in the course of aging, analysis of several
biochemical and hormonal parameters was performed. A GHRH stimulation is
known to regulate the level of its own receptor in vitro (39, 41) and in vivo (21)
and could explain some of the effects seen at the level of pituitary and medullary
GHRH-R. Hypothalamic preproGHRH mRNA levels were measured in 18-
month-old rats because the most drastic and diversified regulatory effects were
observed on GHRH-R, in this age group. PreproGHRH mRNA levels did not
vary as a function of age or protein intake alone, however a decrease of energy
and protein intake such as seen in CR decreased them and, restoration of
protein intake to 22% in calorie-restricted rats, normalized them. These results
stress the importance of optimal protein intake in the regulation of preproGHRH
mRNA levels as previously reported in short-tem experiments with young rats
(31, 32). They also suggest that CR may positively regulate preproGHRH mRNA
translation, thus stimulating de novo synthesis of functional pituitary GHRH-R.
Alternately, preproGHRH mRNA levels could reflect hypothalamic peptide
content and therefore may not represent a major element of pituitary GHRH-R
regulation but a potential contributor to GHRH-R regulation in the renal medulla,
assuming that the peptide is still bioactive when reaching Henle's loop cells.
Intramedullary preproGHRH mRNA (14) and GHRH levels will have to be
quantified to precise its potential contribution on renal GHRH-R regulation, in

relation to aging and dietary interventions.

Circulating IGF-I has been shown to decrease with aging (29) and long-
term CR exerted no beneficial effect (29 and this study). Nevertheless,
preliminary observations from our laboratory indicate that serum levels of
several IGF-I binding proteins were increased with aging and normalized by CR.
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This situation could not explain, however, the regulatory effects of CR on
pituitary GHRH-R. It was recently shown that IGF-I decreases GHRH-R mRNA
levels in adult rat pituitary cell cultures (42) and does not modulate preproGHRH
mRNA levels (43). In the renal medulla, effects of IGF-1 on GHRH-R expression

are currently unknown.

Levels of circulating thyroid and steroid hormones, known to regulate
GHRH-R gene expression in the anterior pituitary and which are affected by CR,
could also represent leads in the elucidate of the mechanism. Thyroid hormones
are important positive regulator of pituitary GHRH-R mRNA in young rats (44-
46), even though no response element has been found in the promoter region of
the GHRH-R gene (47). As previously documented for T4 in this model of CR
(29), free T4 and T3 serum levels were not ameliorated by long-term caloric or
protein restriction in the aging rat, indicating that they are not likely an important
component of GHRH-R regulatory processes in CR: Sex hormones have been
shown to affect GHRH-R gene regulation. A negative response element was
identified for estrogens on GHRH-R gene promoter (47) and, ovariectomy was
shown to increase pituitary GHRH-R mRNA levels while estrogen treatment
decreased them (48). Although the regulatory effects of an in vitro testosterone
treatment, on pituitary GHRH-R mRNA levels have not been documented, a
partial restoration of testosterone levels by long-term CR may represent a
potential mechanism by which GHRH-R is regulated. Finally, as glucocorticoids
positively regulate GHRH-R (49-51), a sustained increase of their circulating
levels in long-term CR, as reported after 2 months of CR (52), could be
beneficial to the GHRH-R. Thyroid and steroid receptors are present in both
somatotroph and Henle’s loop cells, thus it may be postulated that according to
cell type, optimal levels of hormones may be different or nuclear receptors may
be differentially regulated by CR. Finally, a decrease of cellular lipotoxicity and
glucotoxicity can not be excluded as additional benefits of the CR on the
integrity and functionality of the GHRH-R (53). In the present study no drastic
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change in serum FFA was detected, however CR normalized serum glucose

levels (data not shown).

In conclusion, the present findings indicate that in male Sprague Dawley
rats, a long-term moderate CR represents the best dietary manoeuvre to
rejuvenate pituitary GHRH-R while an optimal combination of energy and protein
intakes appears to be necessary to positively affect renal GHRH-R. Among
hormonal regulators of GHRH-R, modified by caloric or protein restriction,
GHRH, testosterone and glucocorticiods represent the most promising
molecules to investigate, in order to better understand the complex mechanism

of action of these dietary interventions.
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Figure 1.  Effects of long-term caloric restriction and protein intake level on
anterior pituitary GHRH-R mRNA transcript levels in 2, 12-, 18- or 22-month-old
rats.

Twelve ug of total RNA were analyzed by Northern Blotting for each group.
Relative densities of pituitary GHRH-R mRNA transcript and ratio were
expressed in % to that obtained in 2-month-old rats and arbitrary unit (AU),

respectively.
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A) In 12-month-old rats, results represent the mean + SEM of 2 independent
experiments, using 8 rats per group.

*P < 0.05 when levels of transcripts and 4 kb/2.5 kb ratio from 12-month-old ad
libitum(AL)/22% protein-fed rats were compared to those of 2-month-old rats.

B) Autoradiographic representation of GHRH-R mRNA transcripts in 1) 2-month-
old, 2) 18-month-old ad libitum/22% protein-fed rats, 3) 18-month-old ad
libitum/13.2% protein-fed rats, 4) 18-month-old calorie-restricted (CR) rats and,
5) 18-month-old calorie-restricted/22% protein-fed rats.

C) In 18-month-old rats, results represent the mean + SEM of 2 independent
experiments, using 5-8 rats per group.

*P < 0.05 when levels of the 2.5 kb transcript from 18-month-old calorie-
restricted rats were compared to those of 2-month-old rats or to those of 18-
month-old ad libitum/22% protein-fed rats.

*P < 0.05 when levels of the 4 kb transcript from 18-month-old ad /libitum/22%
protein-fed rats were compared to those of 2-month-old rats.

*P < 0.05 when levels of the 4 kb transcript from 18-month-old calorie-restricted
rats were compared to those of 18-month-old ad libitum/22% protein-fed rats.
***P < 0.001 when levels of the 4 kb transcript from 18-month-old calorie-
restricted/22% protein-fed rats were compared to those of 18-month-old calorie-
restricted rats.

***P < 0.001 when combined levels of 2.5 kb+4 kb transcripts from 18-month-old
calorie-restricted rats were compared to those of 2-month-old rats.

*P < 0.05 when the 4 kb/2.5 kb ratio from 18-month-old ad libitum/22% protein-
fed rats was compared to those of 2-month-old rats.

*P < 0.05 when the 4 kb/2.5 kb ratio from 18-month-old calorie-restricted rats
was compared to that of 2-month-old rats.

*P < 0.05 when the 4 kb/2.5 kb ratio from 18-month-old ad /ibitum/22% protein-

fed rats was compared to that of 18-month-old calorie-restricted rats.
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D) In 22-month-ols rats, results represent the mean + SEM of 2 independent

experiments, using 5-8 rats per group.
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Figure 2.  Effects of long-term caloric restriction and protein intake level on
renal medulla GHRH-R mRNA levels in 2, 12-, 18- and 22-month-old rats.

Twenty pg of total RNA were analyzed by RPA for each group. Relative
densities of medullary GHRH-R mRNA levels were expressed in % to that

obtained in 2-month-old rats.
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A) In 12-month-old rats, results represent the mean + SEM of 2 independent
experiments, in triplicate, using 8 rats per group.
**P < 0.01 when mRNA levels from 12-month-old ad libitum/22% protein-fed rats

were compared to those of 2-month-old rats.

B) Autoradiographic representation of GHRH-R mRNA levels in 1) 2-month-old,
2) 18-month-old ad libitum/22% protein-fed rats, 3) 18-month-old ad
libitum/13.2% protein-fed rats, 4) 18-month-old calorie-restricted (CR) rats and,

5) 18-month-old calorie-restricted/22% protein-fed rats.

C) In 18-month-old rats, results represent the mean + SEM of 2 independent
experiments, in triplicate, using 6-8 rats per group.

***P < 0.001 when mRNA levels from 18-month-old ad /ibitum/22% protein-fed
rats and 18-month-old calorie-restricted rats were compared to those of 2-
month-old rats.

*P < 0.05 when mRNA levels from 18-month-old calorie-restricted/22% protein-

fed rats were compared to those of 18-month-old calorie-restricted rats.

D) In 22-month-old rats, results represent the mean + SEM of 2 independent

experiments, in triplicate, using 3-8 rats per group.
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Figure 3.  Effects of long-term caloric restriction and protein intake level on
hypothalamic preproGHRH mRNA levels in 2 and 18-month-old rats.

Two and a half pg of total RNA were analyzed by RPA for each group. Relative
densities of hypothalamic preproGHRH mRNA levels were expressed in % to
that obtained in 2-month-old rats.
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A) Autoradiographic representation of preproGHRH-R mRNA levels in 1) 2-
month-old, 2) 18-month-old ad libitum/22% protein-fed rats, 3) 18-month-old ad
libitum/13.2% protein-fed rats, 4) 18-month-old calorie-restricted (CR) rats and,

5) 18-month-old calorie-restricted/22% protein-fed rats.

B) In 18-month-old rats, results represent the mean + SEM of 2 independent
experiments, in triplicate, using 6-8 rats per group.

*P < 0.01 when mRNA levels from 18-month-old calorie-restricted rats were
compared to those of 2-month-old ad libitum/22% protein-fed rats.

* P < 0.05 when mRNA levels from 18-month-old calorie-restricted rats were
compared to those of 18-month-old ad libitum/22% protein-fed rats.

*P < 0.05 when mRNA levels from 18-month-old calorie-restricted/22% protein-

fed were compared to those of 18-month-old CR-fed rats.
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Figure 4. Representative ['®IJGHRH binding profiles in anterior pituitary
homogenates from 2- (m) and 18- (A) month-old ad libitum(AL)/22% protein-fed
and 18- month-old calorie-restricted (CR) rats (e). Values are expressed as the
ratio of specific binding, corrected for 75 pg protein, over the total amount of
radioligand added (B/T).
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ABSTRACT

Leptin regulates growth hormone secretion (GH) in part by increasing
hypothalamic prepro growth hormone-releasing hormone (GHRH) mRNA levels.
The contribution of the leptin axis to a rejuvenation of the pituitary GHRH receptor
(GHRH-R) has not been investigated in long-term moderate caloric or protein
restriction. The objective of the present study was to examine whether or not a
regulation of this axis by a long-term 40% caloric and protein restriction could
explain some of the changes seen in preproGHRH mRNA levels. In addition,
since circulating glucose and insulin may influence serum leptin levels, these two

secretagogues were measured.

The level of hypothalamic Ob-Rb mRNA was increased 1.3 times in 18-
month-old ad libitum-fed rats. This effect of age was reverted by long-term caloric
or protein restriction. Serum leptin levels were normalized to those of young rats
by CR. Elevation of circulating insulin and glucose may contribute to increase
serum leptin levels. As no correlation was observed between hypothalamic leptin
receptor and preproGHRH mRNA levels in CR, this pathway does not appear to

represent a key modulator circuit in the rejuvenating effect of CR on GHRH-R.
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INTRODUCTION

Leptin is an adipocyte-derived 16-kDa protein encoded by the ob gene (1).
This satiety hormone is involved in the central control of food intake, homeostasis
and energy expenditure (2, 3). It also plays an important role in the
neuroendocrine response to fasting (4). Leptin acts on multiple sites of action in
the rat brain. High levels of the long isoform of the leptin receptor (Ob-Rb) are
found in the hypothalamus, particularly in the arcuate, ventromedial and
paraventricular nuclei and in the lateral hypothalamic area (5-7). The Ob-Rb was

shown to exhibit the highest signalling capacity in response to leptin stimulation

- (8).

Leptin regulates growth hormone secretion (GH) secretion (9), at least in
part by increasing hypothalamic prepro growth hormone-releasing hormone
(GHRH) mRNA levels (10). The contribution of the leptin/Ob-Rb to a positive
regulation of the hypothalamo-pituitary GHRH axis has not been investigated in
long-term moderate caloric or protein restrictions. Therefore, the objective of the
present study was to examine whether or not a regulation of the leptin axis by
dietary interventions could explain some of the changes seen in preproGHRH
mRNA levels, in CR rats. In addition, since circulating glucose and insulin may

influence serum leptin levels (11), these two secretagogues were measured.
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MATERIALS AND METHODS
Animals

Two-month-old male Sprague Dawley rats (Charles Rivers Canada, St-
Constant, Qc, CA) were individually housed in wire-bottom cages, in rooms under
controlled temperature (22°C), humidity and lightning (12-h cycles: lights on at
07:00 h). Animals were feed to a semi-synthetic powdered diet prepared according
to the Teklad control diet TD89248 (Telkad Test Diets, Madison, Wisc, USA)
consisting of 22% casein (vitamin free), 48.5% sucrose, 15% corn starch, 5% corn
oil, 46% fiber (cellulose), 3.9% mineral mix and 1% vitamin mix (ICN
Pharmaceuticals, Montreal, Qc, CA). Rats were randomized in two groups: ad
libitum-fed to a diet containing either 22% (control group) or 13.2% protein (40%
protein restriction). At eight months of age the control ad libitum-fed group was
randomized in three groups: 1) ad libitum-fed (22% protein intake), 2) 40% caloric
restriction in comparison to ad libitum-fed (equivalent to 13.2% protein intake) and,
3) 40% caloric restriction in comparison to ad libitum-fed rats using a diet
supplemented to 37% protein, to maintain a 22% total protein intake. In the latter
group, sucrose was reduced to yield identical amounts of calories among the two
calorie-restricted groups. Caloric restriction (CR) was implemented gradually: rats
were submitted to a 20% caloric reduction for two weeks and to 40% until death.
All rats received equal amounts of minerals and vitamins and had free access to
water. Body weights (BW) and food intakes were recorded regularly. Rats were
killed by decapitation between 09:30-11:30 at 18 months of age along with 2-
month-old ad libitum-fed control rats. Macroscopic evaluation indicated no gross
pathology. Mean BW + SEM at sacrifice (20-22 rats/group) were 310 + 10 g in 2-
month-old control rats, 907 + 28 g in aged rats submitted to ad libitum-
feeding/13.2% protein intake, 883 + 21 g in aged rats submitted to ad libitum-
feeding/22% protein intake, 481 + 9 g in aged rats submitted to CR and 509 + 13 g
in aged rats submitted to CR/22% protein intake, respectively. The animal protocol
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was approved by the animal Care Committee of CHUM Research Center in
compliance with the guidelines of the Canadian Council on Animal Care.

Tissue handling

For the RNase protection assay (RPA) of the Ob-Rb, whole hypothalami
were snap-frozen in liquid nitrogen and kept at -80°C until RNA extraction. For
determination of serum immunoreactive leptin and insulin and glucose

concentrations, trunk blood was collected and sera were kept at -80°C.
Ribonuclease protection assay

Total RNA was isolated from each hypothalamus using a single step acid
guanidium-phenol/chloroform method with TRIzol (Invitrogen/Life Technologies,
Burlington, Ont, CA). Hypothalamic Ob-Rb mRNA levels were assessed using a
probe corresponding to the cDNA fragment 2956-3208 (GenBank accession
number, U52966). The antisense [**P]-labeled riboprobe was generated by in vitro
transcription of the Hincll linearized ObRb-pGEM11z plasmid, using SP6 RNA
polymerase (MAXIscript transcription kit, Ambion, Austin, TX), in the presence of
a-[*P]JUTP (800 mCi/mmol; Amersham Pharmacia Biotech, Baie d’Urfé, Qc, CA).
Glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase (GAPDH) mRNA levels were
determined (internal standard), using a probe spanning the region from exons 5-8
of the rat GAPDH cDNA (nucleotide position: 369-685, accession number
NM_017008). This antisense-labeled probe was generated by in vitro transcription
of the Xba I-linearized pTRI-GAPDH-Rat (Ambion), using T7 RNA polymerase.
Two pM of [*P]-labeled Ob-Rb (specific activity: 560x10° cpm/ug RNA) and
GAPDH (specific activity: 3.1x10° cpm/ug RNA) riboprobes were hybridized to 5
pg total RNA from each hypothalamus, for 16 h at 45°C, after denaturation at
95°C for 3 min (RPA II kit, Ambion). Non annealed nucleic acids were digested
with RNase A (1U/ml) and RNase T (40U/ml) for 30 min, at 37°C. Protected

fragments were resolved on 5% polyacrylamide-8M urea denaturating gels.
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Autoradiography was performed at -80°C, using Kodak Biomax Ms-1 films with an
intensifying screen. Ob-Rb and GAPDH mRNA levels were quantified by
densitometry, using an IS1000 digital imaging system (Alpha Innotech
Corp/Canberra Packard Montreal, QC, CA). Linearity of the protected signals was
verified in each experiment, using 2.5-10 ug hypothalamic total RNA from the 2-
month-old rats. Specificity of the [**P]Ob-Rb riboprobe was assessed in each
experiment, using a negative control of 5 ug liver total RNA. Normalized mRNA
levels were expressed in percentage of relative density to those of 2-month-old

rats, using a fixed amount of RNA.
Serum concentration of leptin, insulin and glucose

Serum concentrations of leptin were determined by ELISA (ACTIVE™
murine leptin ELISA kit, Diagnostic Systems Laboratories Inc, Webster, TX).
Serum levels of insulin were determined by RIA (Linco Research Inc, St-Charles,
MO). Serum glucose was assayed by the glucose oxidase colorimetric method,
using an automated analyzer. For each assay, all samples were analyzed in a
single assay. Intra-assay coefficients of variation were 7.3%, 5.9% and 4.0%,
respectively. The sensitivity of assays was 0.04 ng/mL, 0.1 ng/mL and 0.1mM,

respectively.

Data analysis

Results were expressed as the mean + SEM. Statistical significance of
differences was determined by the unpaired Student’s t test and was established
at P < 0.05. The study was aimed at determining: 1) the effect of aging (2-month-
old compared to 18--month-old ad libitum/22% protein-fed rats); 2) the effect of
caloric restriction (2-month-old compared to 18-month-old calorie-restricted rats);
3) the effect of caloric restriction in comparison to age-matched ad libitum-fed
rats; 4) the effect of the protein restriction in ad libitum-fed rats (18--month-old ad
libitumi22% protein-fed rats compared to age-matched ad libitum/13.2% protein-
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fed rats) and finally, 5) the effect of protein supplementation in calorie-restricted
rats to maintain a 22% total protein intake (18-month-old rats calorie-restricted
rats compared to age-matched CR/22% protein-fed rats.
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RESULTS

Hypothalamic Ob-Rb mRNA levels

Levels of Ob-Rb mRNA were increased 1.3 times in the hypothalamus of
18-month-old ad libitum-fed rats compared to those of 2 month-old rats (P<0.01).
This effect of age was reverted by long-term caloric restriction. Levels of Ob-Rb
were also normalized in ad libitum-fed rat with 13.2% protein intake or in calorie-
restricted rats fed a 22% protein (Fig. 1).

[Position of Figure 1 A, B]
Immunoreactive serum concentrations of leptin

Serum leptin levels were 95 times higher in 18-month-old ad-libitum-fed
rats compared to those of 2-month-old controls (Table 1) (P<0.001). This raise
was reverted by long-term CR. The level of dietary protein did not regulate serum

leptin levels.
Serum concentrations of glucose and immunoreactive insulin

Serum glucose levels were 1.2 times higher in 18-month-old ad libitum-fed
rats compared to those of 2-month-old controls (Table 1) (P<0.05) and CR
normalized them. Levels of dietary protein did not positively regulated serum
glucose levels.

Serum insulin levels were 2.3 times higher in 18-month-old ad libitum-fed
rats compared to those of 2-month-old controls (Table 1) (P<0.001). Again, this
deleterious effect of aging was prevented by the long-term CR and was not

regulated by dietary protein levels.

[Position of Table 1]




86

DISCUSSION

Recent results indicate that aging is accompanied by hypothalamic leptin
resistance, resulting from a diminution of leptin receptor protein and leading to an
impairment of leptin signal transduction (12). As previously reported in 6- to 24-
month-old rats (13), serum leptin levels were elevated in our aged ad /libitum-fed
rats and hypothalamic leptin receptor mRNA levels were slightly but significantly
increased compared to those of young rats. Therefore, sustained stimulation of
the leptin receptor may desensitize leptinergic neurones, stimulate receptor
internalization (14), promote accumulation of the receptor in the cytoplasm and
contribute to a decrease rate of leptin receptor mRNA translation. Our results
suggest that adaptative mechanisms at the level of the hypothalamus differ with
age and/or the duration of stimulation with a high concentration leptin, since in 6-
week-old rats, a 4-week subcutaneous administration of leptin was shown to
significantly decrease both leptin receptor mRNA and protein (15). Alternately,
leptin may not be transported efficiently through the brain in aging ad libitum-fed
rats. This could involve changes in the abundance of the short isoform of the
leptin receptor (Ob-Ra), which is highly expressed in the choroid plexus and brain
microvasculature and has been proposed to play a role in CNS leptin transport
(16).

The contribution of increased glucose and insulin levels to leptin regulation
is difficult to assess at this time, in relation with dietary conditions, as serum levels
of the three molecules are coordinated. However, it might be proposed that
elevation of these secretagogues contribute to increase leptin secretion and
synthesis from adipocytes in the aging rat (11).

Finally, as no correlation has been observed between hypothalamic leptin
receptor and preproGHRH mRNA levels in aging and calorie-restricted rats (see
companion paper), this pathway does not appear to be a key modulator circuit in
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the rejuvenating effect of CR on GHRH-R. However, studies to directly assess
leptin receptor concentration and functionality will have to be performed before to
reach a final conclusion.
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Figure 1. Effects of long-term caloric restriction and protein intake level on

hypothalamic Ob-Rb mRNA levels in 18-month-old rats compared to 2-month-old

rats.

Five pg of total RNA were analyzed by RPA for each group. Relative densities of
hypothalamic Ob-Rb mRNA levels were expressed in % to that obtained in 2-

month-old rats.
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A) Autoradiographic representation of Ob-Rb mRNA transcripts in 1) 2-month-old,
2) 18-month-old ad libitum/22% protein-fed rats, 3) 18-month-old ad libitum/13.2%
protein-fed rats, 4) 18-month-old calorie-restricted (CR) rats and, 5) 18-month-old

calorie-restricted/22% protein-fed rats.

B) In 2- and 18-month-old rats, results represent the mean + SEM of one
experiment, in triplicate, using 5-8 rats.

*P < 0.05 when mRNA levels from 18-month-old ad libitum-fed/22% protein rats
Were compared to those of 2-month-old ad libitum/22% protein-fed rats.

* P < 0.05 when mRNA levels from 18-month-old calorie-restricted rats were
compared to those of 2-month-old ad libitum/22% protein-fed rats.

*P < 0.05 when mRNA levels from 18-month-old calorie-restricted/22% protein-fed

were compared to those of 2-month-old ad libitum/22% protein-fed rats.
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3. DISCUSSION
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Le processus de vieillissement chez les mammiféres est associé a une
diminution de la sensibilité de I'axe somatotrope au GHRH qui se traduit par une
diminution des niveaux circulants de GH et d'IGF-1 (173-176). Ces hormones
influencant grandement la masse musculaire, la masse adipeuse ainsi que I'état et
les fonctions de plusieurs tissus et organes (177-180), il est important de bien
comprendre les mécanismes mis en jeu de méme que les possibilités de les

contourner ou de les ralentir dans le but de retarder le processus de vieillissement.

La restriction calorique modérée de longue durée (RC) a souvent été citée
comme étant lintervention anti-vieillissement la plus bénéfique chez les
mammiféres (172, 209-211). Chez les rongeurs, la prévention de la détérioration
des tissus et organes reliés au vieillissement, le ralentissement du début ou de la
progression de plusieurs maladies reliées a I'age et donc I'extension de la durée
de vie moyenne et maximale peuvent étre atteints par une RC (208). Il a été
suggéré que les effets bénéfiques de la restriction calorique seraient en partie dus
au maintien de la fonctionnalité de I'axe somatotrope (GHRH/GH/IGF-I) (219),
entre autres par la prévention des altérations des sites de liaison du GHRH-R
hypophysaire (220). L’apport protéique a par ailleurs été démontré comme étant
un modulateur de la sensibilité de I'axe somatotrope chez le rat jeune (71, 98, 222-

227), toutefois ses effets a long terme n'ont pas été investigués.

Le présent projet avait donc pour objectif d’étudier I'effet de la combinaison
de ces deux grands paramétres nutritionnels, soit la restriction énergétique
modérée de longue durée et I'apport protéique optimal, au cours du vieillissement,
sur la sensibilité de I'axe somatotrope et plus particulierement sur l'intégrité et la
fonctionnalité du récepteur hypophysaire et rénal du GHRH. L'expression du
préproGHRH hypothalamique a également été étudiée. Au niveau périphérique,
certaines entités hormonales et biochimiques pouvant potentiellement étre

impliquées dans le mécanisme de régulation du GHRH-R ont été mesurées. Les
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niveaux sériques de leptine étant régulés différemment au cours du vieillissement
et par la RC chez le rat jeune, nous avons ensuite évalué les niveaux ’ARNm de
son récepteur hypothalamique ainsi que certains parametres permettant de mieux

comprendre la regulation de cet axe.

3.1 Régulation du GHRH-R hypophysaire et rénal: effets des facteurs
centraux et périphériques influencés par la RC et I’apport protéique au cours

du vieillissement.

Des changements au niveau de I'expression génique du GHRH-R ont été
peu étudié au cours du vieillissement en relation avec la RC. Récemment, une
diminution progressive des niveaux de TARNm GHRH-R, a été rapportée par RT-
PCR semi-quantitatif chez des rats de 6 a 24 mois, sans effet significatif de la RC
sur ’ARNm du récepteur, méme si une légére augmentation a été observée (196).
D’autres résultats obtenus par Northern Blotting ont permis de démontrer que les
deux transcrits dARNm du GHRH-R de 2.5 kb, correspondant au récepteur
fonctionnel, et de 4.0 kb, dont la structure protéinique et la fonction est inconnue,
sont régulés difféeremment au cours du vieillissement (205), résultats non-obtenus
par la méthode de RT-PCR quantitative. Les résultats contenus dans ce mémoire
sont ainsi les premiers a montrer I'effet de la RC et de I'apport protéique sur la
régulation des niveaux des deux transcrits du GHRH-R au cours du vieillissement.
De plus, ces changements de niveaux de transcrits ont été mis en relation avec
ceux des deux sites de liaison du GHRH. En effet, & 'age de 12 mais, les transcrits
d’ARNm du récepteur hypophysaire du GHRH-R sont augmentés, résultant en une
augmentation significative du ratio de 4/2.5 kb, en corrélation avec la perte du site
de liaison a haute affinité. Ces résultats concordent avec ceux préalablement
observés (201), montrant la présence d'un site de liaison a basse affinité et haute
capacité détectable dans des homogénats d’hypophyses antérieures de rats de 12

mois contrairement aux rats de 2 mois ol deux sites de liaison a haute affinité et
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basse capacité et basse affinité et haute capacité sont observés. Aucun effet de
la restriction protéique n'a été observé au niveau du récepteur ou de son ARNm.
A 18 mois, I'effet de I'age se traduit par une augmentation du transcrit de 4kb et
du ratio 4/2.5 kb de méme que par la détection d'une seule classe de sites de
liaison. Aucun effet de la restriction protéique n'a été observé au niveau du
récepteur ou de son ARNm. Par ailleurs, la RC a induit des effets rajeunissants
au niveau de la régulation des niveaux  ARNm du GHRH-R par une normalisation
du transcrit de 4kb et du ratio 4/2.5 kb a un niveau similaire a ceux des rats jeunes.
Cet effet s'est traduit au niveau protéique, par le maintien des deux sites de liaison
du GHRH, tel que préalablement observé dans une colonie précédente (220).
L'apport protéique de 22% chez les animaux de 18 mois en RC ne permet pas de
maintenir les effets bénéfiques de la RC au niveau du GHRH-R ou de son ARNm.
A I'age de 22 mois, aucun effet de I'age ou de I'état nutritionnel n'a été observé sur
les niveaux d ARNm du GHRH-R qui demeurent similaires chez tous les groupes.
Les essais de liaison n'ont pu étre effectués avec ce groupe d’age étant donné un
nombre insuffisant d’animaux. Il semble donc qu'a cet age, la RC n’a plus ses
effets positifs au niveau de I'axe somatotrope. Par contre, une tendance observée
pour plusieurs parameétres chez nos animaux de 22 mois soumis a une RC,
supporte I'hypothése de la présence de deux sous-groupes chez ces animaux ; le
premier dans lequel les paramétres sont similaires a ceux des rats jeunes et le
second dans lequel la RC ne semble plus moduler de fagon positive les
parameétres étudiés. L'hypothése d'un sous-groupe présentant un vieillissement
réussi devra étre étudiée plus en profondeur avec un nombre plus élevé de rats

de 22 mois.

Ces résultats suggeérent donc que la RC peut efficacement protéger le
GHRH-R du vieillissement par un mécanisme permettant le maintien d’'un ratio
optimal des transcrits d ARNm, se traduisant vraisemblablement par le maintien
de la fonctionnalité du récepteur. Par contre, étant donné que la structure du

transcrit d ARNm de 4kb du GHRH-R n’est pas encore connue, le mécanisme
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précis par lequel s'effectue les changements de paramétres de liaison demeure
a preciser. Toutefois, il est suggéré que cette entité soit traduite en un isoforme du
GHRH-R tronqué, agissant possiblement comme un dominant-négatif tel que
rapporté dans les adénomes hypophysaires humains (128). Parallélement a nos
résultats, I'étude de Shimokawa et al. (196) citée plus haut pour ses résultats sur
la régulation de TARNm du GHRH-R au cours du vieillissement obtenus par RT-
PCR, rapporte aussi une légéere mais non-significative augmentation des niveaux
d’ARNm chez les rats soumis a une RC. Par contre, leur modéle de RC est tres
différent de celui présenté dans la présente étude: début a 'age de 6 semaines,
30% -équivalent de RC par semaine, approche dans laquelle les rats étaient
nourris 3 jours sur 7. Dans nos études (référence 201 et la présente), la RC de
40% debutait a I'age de 8 mois, dans le but de prévenir les interférences avec la
période de croissance rapide et les rats étaient nourris a tous les jours. |l est donc
difficile d’établir si les divergences de résultats sont reliés aux modéles de RC ou
aux approches différentes de quantification des niveaux dARNm par RT-PCR

versus Northern blotting.

La technique de RT-PCR a permis la détection de TARNm du GHRH-R
dans plusieurs tissus parmi lesquels seule la médulla rénale en renferme une
concentration suffisante pour permettre sa détection sans amplification (86). Il a
été suggéré sur la base d'études de structure-affinité et de réticulation chimique
que le GHRH-R de I'hypophyse antérieure et de la médulla de rein puissent étre
différents (149). De méme, les roles spécifiques du GHRH-R de la médulla rénale
demeurent inconnus, bien que sa localisation soit associée aux anses de Henlé
et suggérant la prolifération différentielle cellulaire et/ou le transport ionique (148).
Les profils de régulation des niveaux d ARNm du GHRH-R hypophysaire et rénal
étant différents au cours du développement et du vieillissement chez le rat (148),
il était donc d'intérét de déterminer si des manipulations nutritionnelles pouvaient
les réguler sélectivement. En effet, bien que les niveaux ARNm hypophysaire et

rénal du GHRH-R diminuent & I'age de 12 et 18 mois et demeurent inchangés a
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I'age de 22 mois, ces derniers ne sont pas modulés par la RC ou l'apport
protéique. Ainsi, la RC seule a I'age de 18 mois ne permet pas de maintenir les
niveaux d’ARNm rénal a un niveau similaire a celui des rats jeunes tel que dans
I'nypophyse. Par contre, un effet positif sur les niveaux d ARNm du récepteur rénal
est observé lorsque la RC est combinée a un apport protéique de 22%. L'impact
de cette intervention au niveau du récepteur demeure a évaluer, étant donné que
la méthode d’essai de liaison dans des cellules semi-purifiées en culture d’anses
de Henlé est en cours de développement. Conséquemment, il apparait
présentement prématuré de discuter l'importance physiologique de cette

observation.

Afin d'identifier certains mécanismes par lesquels le statut nutritionnel
pourrait réguler le GHRH-R, plusieurs parameétres biochimiques et hormonaux ont
été analysés. Plusieurs hormones peuvent réguler le géne du GHRH-R dont le
GHRH lui-méme, qui contrbdle I'expression de son propre récepteur in vitro (131,
148) et in vivo (230), en plus de stimuler la synthése et la sécrétion de GH (131).
Les niveaux hypothalamiques d ARNm du préproGHRH ont été mesurés a 18 mois
puisque ce groupe d'age présentait la plus grande diversité d’effets régulateurs.
Aucune modification n'a été observée en fonction de I'age ou de I'apport protéique
seul. Par contre, la RC a induit une diminution du niveau d ARNm du préproGHRH
qui est normalisé lorsque cette dernieére est combinée a un apport protéique de
22%. Ces résultats de 'impact d’'un apport protéique optimal a long terme appuient
les résultats d’études a court terme (98, 231) quant & son importance pour le
maintien des niveaux d’ARNm du préproGHRH. Les résultats obtenus suggérent
de plus que la RC puisse réguler a la hausse la transcription et la traduction de
FARNm du préproGHRH de méme que la synthése de novo de GHRH-R
fonctionnels. Alternativement, le niveau de préproGHRH hypothalamique pourrait
aussi refléter le contenu hypothalamique en GHRH, et donc ne pas constituer un
régulateur important du GHRH-R. Par contre, étant donné 'importance de I'apport

protéique de 22% au niveau rénal, le niveau de GHRH hypothalamique pourrait
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étre un régulateur du GHRH-R rénal en supposant qu'il soit toujours bioactif a son
arrivée dans les cellules de Henlé. Une quantification des niveaux d’ARNm du
préproGHRH médullaire devra par ailleurs étre effectuée afin de déterminer

I'origine du GHRH agissant au niveau du GHRH-R rénal.

Le vieillissement est reconnu pour diminuer les niveaux d'IGF-I sériques et
la RC n’'a pas d’effet sur ceux-ci ou induit une diminution supplémentaire de leur
niveaux (220). Un apport protéique de 22% protéine chez les animaux en RC
restaure partiellement les niveaux d'IGF-| en les augmentant a I'age de 18 et 22
mois. Par ailleurs, nos résultats (non-publiés) indiquent que les protéines de
liaison de I'l|GF-I sont augmentées avec I'age et normalisées par la RC. En effet,
'IGFBP-3, soit la protéine de liaison de I'lGF-l la plus abondante dans le sérum,
est augmentée d’'environ 2 fois chez les rats de 18 mois nourris ad libitum
comparativement aux témoins de 2 mois, mais diminuée d’'environ 1.6 fois chez les
rats de 18 mois soumis a une RC comparativement aux rats jeunes. Le ratio IGF-
I/IGFBP3 ratio étant significativement diminué d’environ 2.3 fois chez les rats de
18 mois comparativement aux rats de 2 mois. Ces résultats suggérent donc que
les niveaux d'IGF-| libres, soit I'lGF-I qui peut se lier a son récepteur, pourraient
étre plus élevés que la concentration d’'IGF-I sérique apparente chez les rats en
RC. Toutefois, ces résultats ne peuvent expliquer les effets positifs de la RC sur
les niveaux d ARNm du GHRH-R. Il a récemment été démontré que I'lGF-I régule
a la baisse les niveaux d ARNm du GHRH-R dans des cellules hypophysaires de
rats adultes en culture (232), mais ne modulerait pas les niveaux dARNm du
préproGHRH (233). Les effets de I'lGF-I dans la médulla de rein sur les niveaux
d’ARNm du GHRH-R et du prepro-GHRH n’ont quant a eux pas encore été

étudiés.

Les hormones thyroidiennes influencent positivement in vitro (135) et in
vivo (29, 136, 137) 'expression de 'ARNm du GHRH-R (135-137), la concentration

des sites de liaison a haute et a basse affinité du GHRH (29) ainsi que de la
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concentration de GHRH-R immunoréactif (29), bien qu’aucun élément de réponse
pour le récepteur des hormones thyroidiennes n'ait été identifié sur le géne du
GHRH-R (125). Tel que précédemment observé (220), les niveaux sériques de T4
libre diminuent au cours du vieillissement sans normalisation par la RC. Par
contre, chez les rats de 18 et 22 mois, un apport protéique de 22% combiné a la
RC maintient les concentrations de T, a des niveaux similaires a ceux des animaux
nourris ad libitum. Comme les taux de conversion entre T4 et T3 ou les quantités
de récepteurs activés de ces hormones affectent plusieurs activités protéiques
(172, 234-236), les niveaux de T; libre ont également été étudiés. Les
concentrations sériques de cette hormone offrent peu de support pour expliquer
I'effet de régulation positif de la RC sur le GHRH-R, puisque les niveaux de T3
sont diminués de fagon importante avec la RC. De plus, aucun effet de I'apport

protéique n'a été détecté pour cette hormone.

Les hormones sexuelles peuvent également réguler I'expression du géene
du GHRH-R. La régulation a la baisse du GHRH-R est expliquée par un élément
de réponse négatif pour le B-estradiol étant présent sur le géne du GHRH-R entre
les positions —202 et —108 pb et entre —317 et —888 pour les estrogenes (125).
Aucun élément de réponse pour la testostérone n'a été découvert a ce jour sur le
promoteur du géne et aucune étude sur la régulation in vitro de la testostérone
dans des cellules hypophysaires en culture n'a été rapportée. Les niveaux
sériques de testostérone ont donc été mesurés afin de détecter une possible
régulation directe du GHRH-R ou via la SRIF dont la sécrétion hypothalamique
peut étre activée par la testostérone, résultant en une diminution de celle de la GH
(36-38). Nos résultats indiquent que la testostérone est diminuée au cours du
vieillissement et que la RC restaure partiellement ses niveaux a 'age de 18 mois,
suggérant ainsi un mécanisme potentiel par lequel le GHRH-R pourrait étre régulé.
Cette régulation positive n'est cependant pas maintenue a un niveau significatif a
'age de 22 mois méme si un niveau plus élevé de testostérone est observé.

D’autre part, la restriction protéique exerce une augmentation transitoire de la
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testostérone sérique a I'age de 18 mois seulement, chez les rats nourris ad /ibitum.

Les glucocorticoides ont finalement été mesurés puisqu'ils augmentent
I'expression des niveaux d ARNm du GHRH-R dans I'hypophyse de rat, ainsi que
le nombre de sites de liaison au GHRH (133, 134, 139). Les niveaux dARNm du
GHRH-R sont directement stimulés in vivo et in vitro et 'effet prédominant de cette
hormone consiste en 'augmentation de la transcription du géne du GHRH-R (134).
Un élément de réponse positif aux glucocorticoides étant localisé dans la région
entre —1456 et —1181pb (125). Nos résultats indiquent que les niveaux totaux de
corticostérone demeurent inchangés au cours du vieillissement a I'age de 18 et 22
mois. Toutefois, la RC induit une augmentation de leurs niveaux comparativement
a ceux des rats de 2 mois et d’'animaux du méme &ge nourris ad libitum. Ceci qui
rejoint une étude récemment publiée montrant une augmentation des niveaux de
cette hormone aprés une RC de plus de 2 mois (237). Ces résultats peuvent
expliquer les effets bénéfiques de la RC, soit 'hormesis qui est défini comme étant
les actions bénéfiques résultant de la réponse d'un organisme a un stress de faible
intensité, soit un des mécanisme d’action de la RC (215). De fagon générale,
I'hormesis pourrait exercer ses effets anti-vieillissement par une réponse des
génes de stress et la RC augmenterait I'expression des protéines de choc

thermique en réponse au stress (238).

Comme les récepteurs des hormones thyroidiennes et stéroidiennes sont
présents dans les cellules somatotropes et des anses de Henlé, l'effet de
régulation de ces hormones sur le GHRH-R pourrait s'effectuer a des
concentrations différentes selon le type cellulaire. De plus, la RC pourrait réguler

de facon cellule-spécifique les niveaux de leurs récepteurs nucléaires.
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3.2 Régulation de 'axe leptine : effets de la RC et I'apport protéique au cours

du vieillissement.

La leptine est une protéine de 16 kDa encodée par le gene ob (58). Cette
hormone agit sur la prise alimentaire et la dépense énergétique (59) et joue un role
important dans la réponse neuroendocrine au jetine (239). Elle est produite par les
adipocytes, sécrétée dans le sang et traverse la barriere hématoencéphalique
(240). Cette propriété lui permet de rejoindre ses sites d’action au niveau cerveau
qui sont entre autres les noyaux arqué, ventromédian et paraventriculaire de

I'hypothalamus ainsi que sa région latérale (241-243).

Etant donné que la leptine stimule la sécrétion et la synthése de GH (60, 63)
ainsi que les niveaux hypothalamiques de GHRH, ses niveaux sériques ont été
mesurés chez nos animaux puisqu’ils représentaient un mécanisme potentiel par
lequel la RC aurait pu réguler positivement le GHRH-R. Ceux-ci étaient plus élevés
chez les rats de 18 mois comparativement a ceux de 2 mois tel que rapporté dans
d’autres etudes (244-247).

Comme l'action de la leptine sur la GH s’effectue présumément par une
interaction avec la forme longue du récepteur ob (Ob-Rb), localisé dans le noyau
arqué de I'hypothalamus (61, 62), ses niveaux d ARNm ont été mesurés par RPA.
Les niveaux hypothalamiques dARNm de I'Ob-Rb de rats de 18 mois étaient
augmentés légérement, mais significativement par rapport aux rats de 2 mois. Chez
les rats agés, les hauts niveaux de leptine pourraient provoquer une surstimulation
de I'Ob-Rb. Ceci pourrait provoquer une désensibilisation des neurones
leptinergiques menant a l'internalisation du récepteur (248) et a 'accumulation de
récepteurs dans le cytoplasme, contribuant ainsi a la diminution du taux de
traduction du récepteur de la leptine. Nos résultats suggérent une régulation
hypothalamique différente selon I'age ou la durée de stimulation par la leptine,

puisqu’une diminution de leptine et de 'ARNm de son récepteur ont été observés
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suite a une stimulation sous-cutanée de leptine chez le rat de 6 semaines, durant
4 semaines (249). De plus, une diminution du transport de la leptine au niveau de
la barriere hématoencéphalique pourrait expliquer nos résultats (240, 248). Cet état
pourrait également étre relié a des changements de concentration de la forme
courte soluble du récepteur de la leptine (Ob-Ra) identifiée comme étant abondante
dans le plexus choroide et les microvaisseaux du cerveau (250). D'autres
meécanismes impliquant I'inactivation des voies de transduction du signal ont de

plus été proposés (244, 251) dans le phénomene de résistance a la leptine.

Dans la présente étude, la restriction calorique ou protéique tendent a
normaliser les niveaux dARNm du récepteur de la leptine. Il a récemment été
propose que la leptine puisse jouer un role neuroendocrinien important dans la
préevention du vieillissement par la RC (252). Ces effets ont été expliqués par le fait
que la RC engendre une diminution de la masse adipeuse, qui méne en
conséquence a la diminution de plusieurs peptides sériques comme la leptine et
d’'autres cytokines sécrétées par le tissu adipeux (253, 254). Cette théorie est
cependant affaiblie par plusieurs observations contradictoires sur le sujet et les
présents résultats qui n‘ont démontré aucun effet spécifique de la RC, a tout le
moins dans nos conditions expérimentales. (255-258). Les présents résultats
suggeérent que I'effet positif de la RC sur le GHRH-R et les niveaux dARNm de
préproGHRH n’est probablement pas li€ a un mécanisme impliquant le récepteur

hypothalamique de la leptine.

Plusieurs études suggérent un lien fonctionnel entre le statut nutritionnel, la
sécrétion d'insuline du pancréas et I'expression de leptine dans les adipocytes
(254, 259, 260). Nos résultats sont en accord avec ceux d'une étude récente
montrant une augmentation des niveaux d’insuline chez le rat a4gé qui sont
normalisés a ceux des rats de 2 mois lorsque les animaux sont soumis a une RC
(254). Aucun effet de I'apport protéique n'a été observé dans nos conditions

expérimentales. Ces résultats montrent ainsi une corrélation entre les niveaux de
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leptine et d'insuline sérique. Il est difficile d’évaluer I'effet du glucose et de l'insuline
sur la régulation de la leptine puisque les niveaux des trois molécules sont régulés
de fagon coordonnée avec les conditions nutritionnelles. |l a cependant été proposé
que ces sécrétagogues contribuent a une augmentation de synthése et de
sécrétion de leptine dans les adipocytes de rats agés (260A). Ainsi, nos résultats
indiquent que les niveaux de glucose sériques sont augmentés avec le
vieillissement, la restriction protéique induisant une augmentation additionnelle. La
RC prévient cette augmentation avec ou sans modulation de I'apport protéique.
Ces résultats sont en accord avec I'une des hypothéses de I'effet bénéfique de la
RC qui pourrait agir en modulant la glycémie et I'insulinémie, connues pour causer
des dommages cellulaires et moléculaires au cours du vieillissement (214). Il a été
proposé que l'insuline provoque des dommages par son action mitogénique (261)
alors que le glucose serait lié a des phénomeénes de glycation et/ou glycoxidation
(262) bien que d’'autres mécanismes pourraient étre impliqués. Ces phénoménes
post-traductionnels sont d’ailleurs connus pour influencer la fonctionnalité de

certains récepteurs dont possiblement le GHRH-R.




4. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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La présente étude visait a vérifier 'hypothése selon laquelle la restriction
calorique modérée de longue durée combinée a un apport protéique optimal, peut
étre bénéfique au cours du vieillissement, en modulant positivement l'axe
somatotrope, principalement en maintenant l'intégrité fonctionnelle du récepteur
hypophysaire et possiblement en exer¢cant un maintien de la concentration du

récepteur du GHRH au niveau rénal.

Au niveau hypophysaire, nous avons démontré que la RC seule et non
combinée a un apport protéique de 22% prévient I'altération des sites de liaison
au GHRH de méme qu’une augmentation du ratio 4/2.5kb des transcrits de TARNm
du récepteur du GHRH observés au cours du vieillissement, chez les rats nourris
ad libitum. Une régulation différentielle a été observée au niveau du récepteur
rénal puisque que son niveau d ARNm demeure similaire a celui des rats jeunes
uniquement lorsque la RC est combinée a un apport protéique de 22%. Toutefois,
cette conclusion ne pourra étre définitivement établie que si les résultats obtenus
par des études de liaison sur les récepteurs GHRH de la médulla rénale

convergent avec les données de protection a la RNase.

Nous avons subséquemment tenté d’identifier des entités biochimiques et
hormonales par lesquelles s’effectuerait la régulation nutritionnelle du GHRH-R au
cours du vieillissement. Les glucocorticoides de méme que la testostérone sont
ressortis comme étant des médiateurs moléculaires potentiels de la régulation de
I'expression du géne du GHRH-R par la RC au cours du vieillissement puisque
leurs niveaux sont maintenus a des niveaux plus élevés. Comme le GHRH-R ne
posséde pas d'élément de réponse identifié pour la testostérone, contrairement
aux glucocorticoides, et qu'aucune étude connue n’'a été effectuée concernant son
effet sur la régulation de I'expression du GHRH-R, il sera important de déterminer
I'effet de cette hormone sur la régulation des niveaux dARNm du GHRH-R, dans
des cellules hypophysaires et rénales en culture primaire provenant de rats jeunes

et &gés, afin de cerner une possible action directe ou indirecte sur la régulation de
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I'expression du géne du GHRH-R. Des études de régulation impliquant des
combinaisons hormonales mimant celles retrouvées au niveau sérique lors de la
RC pourraient ensuite étre entreprises. De telles expériences permettraient de
valider notre hypothése sur le mécanisme moléculaire en créant un modele in vitro

mimant 'effet in vivo de la RC.

Au niveau cellulaire, nous ne pouvons exclure la régulation de la
fonctionnalité du GHRH-R par des mécanismes d’altérations post-traductionnels
du récepteur au cours du vieillissement. Des études biochimiques
d'immunobuvardage et de réticulation chimique avec plusieurs anticorps anti-
GHRH-R permettraient d’identifier les différentes isoformes du récepteur qui ont
probablement une influence sur l'intégrité fonctionnelle du GHRH-R et I'axe
somatotrope au cours du vieillissement, dans un contexte de RC. Ces expériences
aideraient a préciser la nature des changements structuraux des isoformes du
GHRH-R et de vérifier, a tout le moins partiellement, I'hypothése selon laquelle la
RC réduit la production de radicaux libres (213), et maintient dans un état
fonctionnel le systéme de défense cytosolique (213, 263, 264) et permet de
supprimer les dommages existants tels que la lipoperoxydation, la glycation et les
dommages a 'ADN (212, 265-267).

Au niveau systémique, cette étude a permis d’étudier une des voies par
lesquelles pourrait s’effectuer I'effet positif de régulation de la RC sur le GHRH-R:
I'axe leptine. Nos résultats ont démontré que bien que la RC prévient la hausse des
niveaux de leptine sérique au cours du vieillissement, le récepteur hypothalamique
de la leptine semble peu affecté par le vieillissement ou la RC, suggérant que cet
axe n'agit pas comme un circuit modulateur important. Pour confirmer cette
hypothése, il serait important d’'étudier la concentration et I'intégrité fonctionnelle
du récepteur de la leptine. De plus, comme le neuropeptide Y (NPY) a été suggéré
comme étant un médiateur hypothalamique de I'effet stimulateur de la leptine sur

la GH (64-67), une des suites a donner a ce projet serait d’en mesurer les niveaux
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hypothalamiques de méme que ceux de son récepteur ainsi que ses parametres
de liaison, afin de mieux caractériser I'axe leptine-NPY et sa contribution a la
régulation de I'axe somatotrope au cours du vieillissement et dans le modéle de

vieillissement réussi que constitue la RC modérée de longue durée.

Finalement, compte tenu de la fragilité rénale avec le vieillissement et de
nos résultats suggérant une modulation positive des niveaux ’ARNm du GHRH-R
rénal observée lors d'un apport protéique optimal relié a la RC modérée de longue
durée, il sera d’intérét d’explorer cette piste lorsque I'essai de liaison du GHRH
rénal sera mis au point dans les cellules de I'anse de Henlé afin de comparer le
comportement spécifigue du GHRH-R rénal et hypophysaire en situation de

modulation nutritionnelle de longue durée.
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