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- RESUME -

Divers arguments expérimentaux permettent de faire [’hypothése que des
modifications dans le statut nutritionnel et hormonal peuvent étre impliquées dans I’apparition
des altérations neurobiologiques liées au vieillissement. A titre d’exemple, des études menées
chez I’animal agé ou carencé en vitamine A ont fait la démonstration d’une relation entre le
niveau d’activité de la voie d’action des rétinoides et des performances cognitives.

L’objectif de notre recherche était d’étudier les conséquences du vieillissement sur
I’activité des voies de signalisation de 1’acide rétinoique (AR) et de la triiodothyronine (T3) et
de déterminer jusqu’a quel stade des processus adaptatifs et dans quelles conditions il était
possible de maintenir des capacités fonctionnelles.

Dans un premier temps, nous avons éprouvé nos hypothéses chez 1’animal. Nous
avons comparé, dans le cerveau de rats, les effets de I’age et d’une carence en vitamine A sur
les activités des voies de signalisation de I’AR et de la T3 et sur certains de leurs génes cibles
impliqués dans les phénoménes de plasticité synaptique (la transglutaminase tissulaire, la
neuromoduline et la neurogranine). Nos résultats montrent que le vieillissement et la carence
vitaminique A entrainent une diminution de I’expression des récepteurs nucléaires de I’AR et
de la T3 et de leurs genes cibles. L’administration d’AR ne permet de réactiver que sa propre
voie de signalisation ; alors que I’administration de T3 est capable de restaurer 1’expression de
I’ensemble des genes étudiés. Ces résultats mettent en évidence qu’un niveau optimum
d’activité¢ de la voie d’action de la T3 est indispensable au maintien de la fonctionnalité de
I’AR.

Par la suite, nous avons éprouvé cette hypotheése chez I’ Homme. Nous avons ¢étudié les
effets du vieillissement et de I’hypothyroidie sur les voies d’action de I’AR et de la T3 dans
les cellules mononucléées du sang chez I’Homme. Nos résultats apportent la preuve d’une
hypoexpression des récepteurs nucléaires de I’AR et de la T3 liée a I’age. Par ailleurs,
I’hypothyroidie s’accompagne d’altérations de la voie d’action de I’AR plus importantes que
celles observées chez les sujets agés. Ces données mettent en évidence pour la premiere fois
chez I’Homme, une diminution de I’activité¢ des voies de signalisation des rétinoides et des
hormones thyroidiennes.

Nos résultats plaident en faveur de I’hypothése selon laquelle des dérégulations, méme
faibles, du niveau d’expression des récepteurs nucléaires pourraient contribuer aux processus

de vieillissement de 1’individu et aux pathologies qui lui sont associées.
- MoTS CLES -

Acide rétinoique (AR) - Triiodothyronine (T3) - Récepteurs nucléaires —
Vieillissement - Carence vitaminique A — Hypothyroidie — Animal — Homme — Cerveau -

Cellules mononucléées du sang
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INTRODUCTION

La vitamine A et les hormones thyroidiennes sont impliquées dans de nombreuses
fonctions biologiques fondamentales telles que le développement, la vision, la différenciation
cellulaire, I’immunité, 1’homéostasie... (Sporn et al., 1994 ; revue dans Yen, 2001). Nos
connaissances sur le mode d’action cellulaire de la vitamine A et des hormones thyroidiennes
ont ¢t¢ fondamentalement marquées par la découverte des récepteurs nucléaires de leurs
métabolites actifs (respectivement, 1’acide rétinoique — AR - et la triiodothyronine - T3 -)
(Sap et al., 1986 ; Petkovitch et al., 1987). Ces récepteurs nucléaires (RAR, RXR et TR)
interviennent en tant que facteur de transcription dans le contréle de 1’expression génique. Ils
appartiennent a la "superfamille" des récepteurs nucléaires (revue dans Zhang et Lazar, 2000 ;
revue dans Marill et al., 2003) incluant également les récepteurs des hormones stéroides, de la
vitamine D, des proliférateurs de péroxysomes... Tous les récepteurs de la superfamille ont
une forte homologie de structure et participent a la régulation de 1’expression des génes par
des mécanismes similaires en tant que facteur de transcription inductibles par leur ligand. Ils
se lient sous forme de diméres au niveau du promoteur des geénes qu’ils régulent, par
reconnaissance spécifique d’éléments de réponse caractéristiques du dimere impliqué (homo
ou hétérodimere). La réponse (stimulation ou inhibition de la transcription) est dépendante
des ¢léments de réponse mis en jeu, des complexes de facteurs de transcription en présence,
de la biodisponibilité¢ en ligand. Il apparait ainsi qu’un changement du taux des différents
récepteurs peut générer un changement dans la nature des diméres formés et, secondairement,
dans la nature et/ou I’amplitude des réponses des genes cibles.

Au-dela de leurs interactions au niveau nucléaire, la vitamine A et les hormones
thyroidiennes présentent une synergie d’action au niveau de leur métabolisme, de leur
synthese, de leur transport et des fonctions qu’elles assurent. Ainsi, les rdles essentiels que
jouent 1’acide rétinoique et la triiodothyronine dans les processus du développement du
systetme nerveux sont aujourd’hui bien documentés (revue dans Maden et Hind, 2003 ;

Zoeller, 2003 ). Par contre, nos connaissances sur les fonctions que ces molécules exercent
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dans le cerveau adulte sont plus récentes. En effet, le cerveau adulte aurait la capacité de
synthétiser ’AR et posseéderait le systtme de réponse aux rétinoides et aux hormones
thyroidiennes (revue dans Bauer et Whybrow, 2001 ; Thompson Haskell et al., 2002).
Récemment, I’implication des rétinoides dans les phénomeénes de plasticité synaptique et les
fonctions cognitives a ¢été mise en évidence dans des modeles expérimentaux présentant des
altérations dans la voie de signalisation de l'acide rétinoique (Chiang et al., 1998 ; Cocco et
al., 2002). Plus particulierement, une ¢tude réalisée dans le laboratoire en collaboration avec
le laboratoire de Neurosciences Cognitives (UMR 5106 CNRS-Université Bordeaux 1) chez
la souris agée, a mis en évidence que le vieillissement cérébral s’accompagne d’une
hypoexpression de la voie des rétinoides (diminution de I’expression des récepteurs nucléaires
de I’acide rétinoique) et d’un geéne cible impliqué dans la plasticité synaptique (neurogranine),
ainsi que des déficits de mémoire. L’administration d’acide rétinoique aux animaux agés a
permis de restaurer l'activité de sa voie de signalisation a un niveau comparable a celle des
animaux adultes et de supprimer totalement et sé¢lectivement les déficits de mémoire observés
(Enderlin et al., 1997a ; Etchamendy et al., 2001).

Ainsi il est possible d'envisager que certaines atteintes mnésiques survenant avec
'age ne relévent pas de 1ésions tissulaires irréversibles, mais appartiennent a une catégorie de
modifications fonctionnelles générées par des modifications "hormonales" associées au
vieillissement non pathologique et susceptibles d'étre corrigées par un traitement efficace.

Le vieillissement est un phénoméne complexe qui affecte I’organisme a tous les
niveaux, des cellules aux organes. Généralement plus lente et plus tardive que le déclin des
autres fonctions physiologiques, 1’atteinte des fonctions cérébrales a des répercussions plus
importantes (revue dans Lindeboom et Weinstein, 2004). Ainsi, I’identification des altérations
neurobiologiques responsables des déficits mnésiques du sujet agé constitue un objectif

majeur des recherches actuelles sur le vieillissement.

Dans ce contexte, nos recherches sur 1’action cellulaire des rétinoides et des hormones
thyroidiennes au cours du vieillissement cérébral visent a répondre a deux questions
essentielles:

1. Quelles sont les conséquences neurobiologiques d'une hypoexpression de la voie

d'action de l'acide rétinoique et de la triiodothyronine?
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2. L'hypoexpression d'une voie de signalisation s'accompagne de processus adaptatifs.
Jusqu'a quel stade de ces processus est-il possible, par un traitement adapté, de

maintenir des capacités fonctionnelles?

Le travail de theése présenté ci-apres apporte des €léments essentiels pour tenter de
répondre a ces interrogations. D’ une part, deux études expérimentales (Chapitre II) faisant
appel a deux modeles animaux différents, que sont le rat carencé en vitamine A et le rat ageé,
ont permis de souligner I’importance d’un niveau optimum d’activité de la voie d’action des
hormones thyroidiennes dans les réponses physiologiques assurées par 1’acide rétinoique. Ces
¢tudes nous ont permis de définir un état adaptatif au cours duquel les mécanismes de

régulation mis en place chez I’animal adulte sont altérés chez I’animal vieillissant.

D’autre part, nous avons cherché a éprouver nos hypothéses chez I’'Homme,
conformément aux orientations générales du laboratoire. Nos recherches visent donc a

répondre a deux questions essentielles qui sont les suivantes :

1. Quelles sont les conséquences du vieillissement sur les voies d’action de 1’acide

rétinoique et de la triiodothyronine chez I’Homme ?

2. Puisque des liens étroits existent entre ces deux voies de signalisation, quelles sont
les conséquences d’une pathologie, telle que 1’hypothyroidie, sur I’activité de la voie

d’action de I’acide rétinoique ?

Deux études biomédicales (Chapitre III) ont fait suite a nos premiers travaux de
recherche chez 1’animal. Nous avons particuliérement étudié les niveaux d’activité des voies
de signalisation de la vitamine A et des hormones thyroidiennes dans les cellules
mononucléées du sang de sujets humains. Ces études ont été réalisées chez des sujets adultes
euthyroidiens, agés et chez des sujets souffrant d’hypothyroidie. Dans I’ensemble, les
résultats que nous avons obtenus nous ont permis de mettre en évidence, dans les situations
physio- et pathologiques citées des déséquilibres de I’expression des récepteurs nucléaires de

I’acide rétinoique et de la triiodothyronine.
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CHAPITRE I : DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

I. GENERALITES SUR L’ACIDE RETINOIQUE ET LA
TRIIODOTHYRONINE

I.1. L’ ACIDE RETINOIQUE : LE DERIVE ACTIF DE LA VITAMINE A
I.1.1. Définition et propriétés physico-chimiques des rétinoides

La vitamine A ou rétinol, compte de nombreux dérivés métaboliques, composés
naturels ou analogues synthétiques, rassemblés sous le terme de "rétinoides", parmi lesquels
certains sont illustrés sur la figure 1. Diverses définitions du terme "rétinoides" ont été
proposées depuis la premiere définition de Sporn en 1976. Aujourd’hui, ce terme regroupe
plus largement I'ensemble des dérivés naturels ou synthétiques apparentés au rétinol par la

structure ou la fonction (Sporn et al., 1994).

Les structures isopréniques des rétinoides leur conférent un caractére lipophile. Ces
molécules hydrophobes ont nécessité le développement d’un systéme biologique dans lequel
des protéines de liaison spécifiques des rétinoides permettent le transport, le stockage et le
métabolisme de la vitamine A en molécules biologiquement actives. La structure particuliere
de chaque rétinoide, liée a la fonction (alcool, aldéhyde ou acide) portée par la chaine latérale
et a la configuration des doubles liaisons (cis ou trans) qu’elle comporte, leur fournit une
certaine spécificité d’activité. En solution, 1’isomérisation (cis/trans) peut étre induite par
différents facteurs comme la lumiere ou I'oxygene. Des précautions particuliéres doivent alors

étre prises lors de la manipulation et de l'analyse de ces composés (Aust, 2001).
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Figure 1 : Formules chimiques de quelques rétinoides

Les principales formes de la vitamine A ont été représentées. Lorsque cela n’est pas précisé, il
s’agit d’une configuration tout-trans.

I.1.2. Sources principales de vitamine A et recommandations

La vitamine A est un nutriment présent exclusivement dans les produits d’origine
animale, apporté sous forme de rétinol ou sous formes estérifiées du rétinol (c’est-a-dire les
rétinyl esters) dans I’huile de foie de poisson (morue, flétan, thon...), le beurre, le lait, le
fromage et les ceufs. Les caroténoides rencontrés essentiellement dans les végétaux (carottes,
épinards, choux) et dans les pigments de certains fruits (oranges, abricots) sont des sources de
provitamines A, converties au niveau de l’intestin en vitamine A. Parmi les principaux
caroténoides il semblerait que le f-caroténe soit le plus efficace des précurseurs, pourvu

d'activités biologiques étendues (revue dans Bendich, 2004).
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Les besoins de la consommation en vitamine A sont donnés en équivalents rétinol
(ER). En France selon les tranches d'age, les ANC (Apports Nutritionnels Conseillés) sont
compris entre 350 et 950 ER par jour dont au moins 50% devraient étre apportés sous forme
de f-caroténe. Ces recommandations encouragent la consommation de plus de 5 fruits et
légumes par jour (Martin, 2001 ; revue dans Cooper, 2004).

Les états de carence franche en vitamine A se rencontrent dans les pays en
développement et restent rares dans les pays industrialisés. Ces derniers sont plutdt le siége
d'états précarentiels ou subcarentiels, qui restent souvent sans expression clinique révélatrice,
ce qui les rend difficiles a diagnostiquer. En France, les populations a risques concernent pour

la majeure partie les personnes agées de plus de 65 ans.

1.1.3. Métabolisme général de la vitamine A

La conversion des caroténoides pro-vitaminiques A en rétinol a lieu essentiellement
dans la muqueuse intestinale. Le rétinol nouvellement formé, ainsi que celui apporté par
I’alimentation constitue le rétinoide le plus abondant dans le sang (95% du rétinol sont liés
aux protéines vectrices permettant leur transport). Il est ensuite estérifi¢ dans la muqueuse
intestinale et transporté vers le foie qui assure la mise en réserve de la vitamine A sous forme
de rétinyl esters. En fonction des besoins de I’organisme, les rétinyl esters seront alors
hydrolysés en rétinol libre qui sera sécrété dans le plasma, véhiculé par un complexe
protéique composé de la rétinol binding protéine (RBP) et de la préalbumine ou transthyrétine
(TTR). Le flux de rétinol libéré par le foie est trés finement régulé de manicére a maintenir une
concentration constante de rétinol dans le plasma (2 pmol/L). Au-dela des besoins immédiats,
la vitamine A alimentaire sert & constituer des réserves hépatiques qui seront utilisées par la
suite au cours des périodes d’apports insuffisants. Les principaux métabolites actifs de la
vitamine A sont le rétinal, molécule essentielle pour la vision, et I’acide rétinoique (AR) qui
est un puissant régulateur de I’expression du génome.

Le métabolisme de la vitamine A peut ainsi se diviser en trois grandes étapes :
I’absorption intestinale, le métabolisme hépatique (mise en réserve) et la mobilisation de la
vitamine A et son transport jusqu’aux tissus cibles. Les principales étapes de ce métabolisme
sont schématisées sur la figure 2. Dans ce manuscrit, nous ne détaillerons pas I’ensemble de
ces étapes. Les données récentes publiées par Blaner (1994) ; Harrison et Hussain (2001) ;
Bellovino et al. (2003) ; Marill et al. (2003) ; Li et Tso (2003) ; Paik et al. (2004) et Ross et

Zolfaghari (2004) satisferont pleinement ce manque.
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Figure 2 : Métabolisme général de la vitamine A
(d’apres Bellovino et al., 2003)

CRBP : cellular retinol binding protein ; RBP : retinol binding protein ; TTR : transthyrétine ; CEF :
cellule étoilée du foie ; CRABP : cellular retinoc acid binding protein ; AR : acide rétinoique ; RAR :
retinoic acid receptor ; RXR : retinoid X receptor
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1.1.4. Synthese de I’acide rétinoique

Dans la cellule cible, il existe un métabolisme non oxydatif produisant des rétinyl
esters, rétinyl-phosphate, 3-déhydrorétinol ainsi qu'un métabolisme oxydatif donnant du
rétinal puis de I’acide rétinoique (AR), métabolite considéré comme le dérivé actif de la
vitamine A (Figure 3). Il a été décrit des voies cytosoliques et microsomales dans le
processus d’oxydation du rétinol en acide rétinoique.

Au niveau cytosolique, la formation du composé intermédiaire, le rétinal, peut étre
catalysée par des alcool-déshydrogénases NAD-dépendantes (ADH) appartenant a la famille
des MDR (Medium-Chain dehydrogenase/reductase) (Boleda et al., 1993 ; Yang et al., 1994 ;
Ross et al., 2001). Les enzymes impliquées dans cette premicre étape de synthése de I’AR ne
sont pas encore bien définies et il existe de nombreux candidats. Des études génétiques in vivo
sur des souris indiquent des réles physiologiques des ADH1 et ADH4 (revue dans Duester et
al., 2003).

Une voie microsomale de métabolisation du rétinol en rétinaldéhyde a également été
mise en évidence. Le rétinol li¢ a la protéine de liaison cytosolique CRBP ("cellular retinol
binding protein") est un substrat de deux déshydrogénases microsomales NADP(H)
dépendantes, dénommées, RoDH1 ou RDHI et RoDH2 ou RDH2, qui appartiennent a la
famille des SDR (Short-Chain dehydrogenase/reductase) (Napoli, 1999). Récemment, il a été
montré qu'une SRD, la RDHS, permettrait la production du 11-cis rétinal, nécessaire pour la
vision (Duester, 2000). La RDH4 serait capable d’oxyder, entre autres, le rétinol tout-trans
(Ross et al., 2001). De plus, Chen et al. (2000) mettent en évidence I’implication de
cytochromes P450 dans la conversion du rétinol en rétinal. La contribution de ces deux voies
dans la métabolisation du rétinol varie selon les auteurs (Napoli, 1996 ; Duester, 1996).

Le rétinaldéhyde peut ensuite €tre converti de maniere irréversible en AR par des
aldéhydes déshydrogénases (ALDH) cytosoliques de classe I (Chen et al., 1994). Par la suite,
certaines ALDH ont été identifiées comme étant spécifiques du rétinal (McCaffery et Dréger,
1995 ; Zhao et al., 1996) et ont été¢ renommeées. Ainsi, des études génétiques in vivo montrent
que la Raldhl et la Raldh2, parmi un certain nombre de candidats potentiels in vitro, seraient
également impliquées dans la syntheése d’AR (revue dans Duester et al., 2003). Par ailleurs, il
a ét¢ montré au niveau des microsomes, que les isoformes 1Al, 1A2, 1Bl et 3A4 des

cytochromes P450 humains peuvent oxyder le rétinal en AR (Zhang et al., 2000).
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Figure 3 : Voies de biosynthése de I’acide rétinoique

(d’aprés Duester et al., 2003)

Homeéostasie de I’AR

Dans les tissus cibles, la concentration de I’AR est finement contr6lée, permettant a la
fois une régulation de son action nucléaire mais aussi une protection de la cellule contre un
excés d’AR. L’homéostasie de I’AR est due a différents controles sur de nombreux acteurs
intervenant au cours de sa mobilisation et de sa métabolisation. Plusieurs études mettent en
évidence I'implication de I’enzyme qui catalyse la conversion du rétinol dans sa forme de
stockage (Lécithine : Rétinol Acétyl Transférase - LRAT) dans I’homéostasie de I’AR
(Zolfaghari et Ross, 2000). Plusieurs isoformes de cytochromes P450 qui permettent de
métaboliser ’AR et diverses protéines de liaison du rétinol ou de I’AR (RBP, CRBP-I et II et
CRABP-I et II) sont également impliquées dans 1’homéostasie de I’AR (Bavik et al., 1996 ;
Ghyselinck et al., 1999 ; Murray et al., 2001 ; Noy, 2000 ; Budhu et Noy, 2002 ; Ross, 2003).

De plus, il a été montré la présence d’un élément de réponse RARE dans le promoteur du
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gene humain de ’ADH3 (Duester et al., 1991) suggérant un rétrocontrdle positif de I’AR sur

la transcription du géne ADH3 et donc sur sa propre synthese.

L’AR est le principal métabolite actif de la vitamine A et exerce, au niveau des
cellules, diverses fonctions de régulations. Il pénétrerait dans le noyau soit librement, soit 1i¢ a
la CRABP-I ou a la CRABP-II ("cellular retinoic acid binding protein"), qui vont délivrer le
ligand de manicre passive ou par un processus collisionnel dans le second cas (Dong et al.,

1999 ; Noy, 2000).

1.1.5. Métabolisme cérébral de la vitamine A

Le role des rétinoides, dans le développement du systéme nerveux central (SNC) est
aujourd’hui bien établi (revue dans Maden et Hind, 2003). En revanche, ce n’est que
récemment qu’il a ét€ montré que I’AR intervient dans la physiologie du cerveau adulte et un
fort courant de recherche vise a mieux comprendre son rdle dans les processus
neurobiologiques et cognitifs. En 1997, Connor et Sidell révelent que le métabolisme des
rétinoides est actif dans le cerveau humain mature et mettent en évidence la présence de

rétinol et surtout de rétinyl ester dans 1'hippocampe.

1.1.5.1. Présence des protéines de liaison des rétinoides

Zetterstrom et al. (1994) décrivent la distribution des CRBP-I et CRABP-I dans les
différentes structures du cerveau adulte du rat. Il apparait que ces protéines ne sont pas
strictement co-localisées. En effet, la CRABP-I semble jouer un rdle important dans le
striatum, alors que la CRBP-I est plus abondante dans I'hippocampe, 'amygdale, la substance
noire, et les cellules pyramidales du cortex. La présence de ces deux protéines de liaison dans
les dendrites, les axones et les terminaisons nerveuses suggérent un réle dans le transport
axonal et dendritique de 1'AR. Cette méme équipe a précisé ces premiers résultats quelques
années plus tard (Zetterstrom et al., 1999). Ainsi, la répartition de I'expression de CRBP-I et
de CRABP-I au niveau protéique correspond étroitement a celle des transcrits. Par ailleurs, la
présence de CRABP-II dans le striatum (Toresson et al., 1999) suggere un role important des

rétinoides dans cette structure chez 1’adulte.

-10 -
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Les enzymes déshydrogénases ADH1 et ADH4 ont été identifiées dans diverses
régions cérébrales telles que le cervelet, le cortex et I'hippocampe (Martinez et al., 2001). Par
ailleurs, les Raldh1, Raldh2 et Raldh3 ont des distributions distinctes: la Raldhl et la Raldh2
sont présentes dans 1'hippocampe; le striatum contient exclusivement la Raldh1 (McCaffery et
Drager, 1994). Ces données font apparaitre le striatum comme une des régions du cerveau la
plus riche en AR (Wagner et Driger, 2002). Il est & noter que le striatum, comme d'autres
régions du cerveau telles que I'hippocampe et le cortex, est une structure particulierement

impliquée dans les processus mnésiques.

1.1.5.2. Synthése de ’acide rétinoique

L'étude du transport de I'AR du sang vers les tissus cibles révele que celui-ci n'est pas
transporté préférentiellement vers le cerveau (Werner et Deluca., 2002). Différentes études
ont montré que 1'AR peut étre synthétis€ de novo dans le cerveau adulte. C’est le cas
notamment d’une étude montrant que 1'AR peut étre synthétisé a partir de rétinol ou de
rétinaldéhyde dans des homogénats de cerveau adulte de lapin, et ceci a des taux comparables
a ceux mesurés dans le foie (Dev et al., 1993). Cette synthése a également été mise en
évidence dans le cerveau de souris adulte, et plus particuliecrement dans le striatum, ou la
syntheése d'AR est beaucoup plus importante que dans 1'hippocampe (McCaffery et Dréger,
1994).

Cependant, le statut vitaminique A semble déterminant dans la localisation tissulaire
de la synthese d'AR. En effet des résultats divergents ont été obtenus dans des conditions
d'apports suffisants de vitamine A chez le rat (Kurlandsky et al., 1995). Cette étude montre
que 90% de 1'AR total du cerveau n'est pas synthétisé localement mais provient du pool
circulant dans le plasma. Yamagata et al. (1993) avait déja montré le transport jusqu'au
cerveau de I'AR injecté dans la cavité péritonéale. La pharmacologie de I’AR a, par la suite,
été clairement définie (Le Doze et al., 2000) : parmi trois rétinoides administrés chez le rat,
I'AR tout-trans est le plus largement transporté du sang au cerveau. L'origine de I'AR présent
dans le cerveau semble donc essentiellement exogeéne dans des situations d'apports suffisants

en vitamine A.
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1.1.6. Catabolisme de I’acide rétinoique

Les différentes voies du catabolisme de ’AR sont mal définies. Des réactions de
décarboxylation, d’isomérisation, de glucuroconjugaison et d’époxydation conduisent a la
formation de métabolites moins actifs comme 1’acide 4-oxo rétinoique, 1’acide 18-hydroxy
rétinoique ou 1’acide 5,8-époxy tout-trans rétinoique (Fujii et al., 1997 ; Abu-Abed et al.,
1998). Les enzymes apparentées au cytochrome P450 semblent permettre la dégradation et
I’¢limination de I’AR et contribueraient au controle du signal rétinoide (Napoli, 1999 ; revue
dans Marill et al., 2003). La CRABP-I serait capable d’activer les enzymes qui catalysent la

dégradation de I’AR via un mécanisme encore inconnu (Noy, 2000).

I.1.7. Roles génériques de la vitamine A et de I’acide rétinoique

Au cours de ces derniéres années, les connaissances sur les fonctions cellulaires de la
vitamine A et de I’AR se sont fortement accrues. Le tableau I indique les principaux signes
cliniques observés en cas de déséquilibre d’apport en vitamine A.

Les incidences physiologiques marquées d'une carence en vitamine A ou a l'inverse
d'une intoxication par exces d’apports révelent I'étendue de 'action des rétinoides.

Les fonctions trés variées des rétinoides sont assurées par trois métabolites actifs
essentiels, respectivement le 11-cis rétinal et les acides tout-trans et 9-cis rétinoique. Le 11-
cis rétinal (ou rétinéne) est I’héme de la rhodopsine, pigment visuel photosensible des cellules
en batonnet de la rétine, et assure donc un role essentiel dans la vision. Mais, les rétinoides
ont une action essentiellement génomique. En effet, liés a ses récepteurs nucléaires
spécifiques, les acides tout-trans et 9-cis rétinoique vont médier leurs actions sur la
transcription de génes cibles. Plus de 500 génes ont été identifiés dans le systéme de réponse
de I’acide rétinoique ; ce qui explique les effets pléiotropiques de cette molécule (Chytil et

Haq, 1990 ; Nagpal et Chandraratna, 1998 ; Balmer et Blomhoff, 2002).

Néanmoins, les rétinoides ont été récemment impliqués dans diverses fonctions
cellulaires ne faisant pas intervenir leurs récepteurs nucléaires. Par exemple, I’activation de la
voie de signalisation de la phosphatidyl-inositol 3 kinase/Akt par I’AR, vraisemblablement
par une action extragénomique, a été récemment décrite comme un évenement essentiel a la
différenciation neuronale des cellules de neuroblastomes humains en culture (Lopez-Carballo

et al., 2002). De méme, I’inhibition de 1’activation de la protéine kinase C (PKC) par son
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interaction indirecte avec 1’acide tout-trans rétinoique a ¢ét¢ démontré in vitro et suggére que
I’AR pourrait contribuer a la régulation de 1’activité de cette kinase (Radominska-Pandya et
al., 2000). Les voies de signalisation de la phosphatidyl-inositol 3 kinase/Akt et de la PKC
controlent des fonctions cellulaires a différents niveaux, et la modulation de ces voies de
signalisation par I’AR pourrait entrainer des changements spécifiques dans le métabolisme

cellulaire.

Tableau I : Esquisse des symptomes observés en cas de déficience ou d’excés en vitamine A

Déficience en vitamine A Excés de vitamine A

Peau Lésions cutanées Desquamation cutanée et du
cuir chevelu
Vision Xérophtalmie Troubles visuels
Cécité nocturne
Alimentation Anorexie Anorexie, vomissements,

douleurs abdominales

Croissance Ralentissement Troubles chez I’enfant
Reproduction Troubles de la Risque de tératogenese
spermatogenese

- 13-
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1.2. LA TRIIODOTHYRONINE : LA FORME ACTIVE DES HORMONES

THYROIDIENNES

I.2.1. Synthese des hormones thyroidiennes et mise en réserve

Le nom "thyroide" provient du grec thyros qui signifie bouclier, en référence a la

forme en papillon du bouclier que portaient les guerriers grecs.

La synthése des hormones thyroidiennes (HT) comporte deux étapes principales :

I’iodation des résidus tyrosyls de la thyroglobuline et le couplage de ces résidus pour former

les hormones. Les HT (T4 et T3 ; Figure 4) sont produites par les cellules épithéliales de la

glande thyroide (Bocian-Sobkowska et al., 1997).

OH OH OH
I I I I I
RGeS 5 773
OH
0] 0] O
I I I I I
5 3 5 3 3
CH,
HOOC—éH—NHz CH, CH; CH,
HOOC-éH-NHz HOOC-éH-NHz HOOC—éH—NHz
Tyrosine Thyroxine Triiodothyronine Réverse T3
(T4) (T3) (rT3)

OH

CH;
HOOC-éH-NHz

Diiodothyronine
(T2)

Figure 4 : Structure des hormones thyroidiennes et de leurs dérivés
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L’iode est indispensable a la synthése des HT. Il est apporté par 1’alimentation sous
forme d’iodure I" ou d’iodate IO3™ qui sont absorbés par les entérocytes. Les recommandations
d’apport en iode vont de 150 pg/jour pour un adulte jusqu’a des doses plus importantes lors
de la grossesse et de I’allaitement (ANC, 2001).

La captation de 1’iode se fait préférentiellement par la thyroide et est liée au
cotransport de sodium pour la traversée de la membrane basale dans la colloide (Dai et al.,
1996 ; Smanik et al., 1996). L’iodure est activé par la thyropéroxydase (TPO) en I° ou I qui
se fixent sur les résidus tyrosyls de la thyroglobuline pour former des résidus
monoiodothyrosine (MIT) ou diiodothyrosine (DIT) (Gavaret et al., 1981 ; Sugawara et
Hagen, 1982). Un résidu de monothyrosine (MIT) et un résidu de diiodothyrosine (DIT) se
combinent pour former la 3,3,5-triiodothyronine (T3), alors que deux résidus de DIT forment
la 3,3°,5,5’-tétraiodothyronine ou thyroxine (T4). L’ensemble thyroglobuline avec ses
molécules T3, T4, MIT et DIT est alors mis en réserve dans la colloide. La T4 peut étre
considérée comme la forme de stockage la plus importante du fait de sa transformation
régulée en T3, de sa liaison forte avec des protéines plasmatiques et de sa longue demi-vie (7

jours) (Thomopoulos, 1998).

1.2.2. Sécrétion des hormones thyroidiennes et synthése de la triiodothyronine

La thyroglobuline est hydrolysée par des enzymes protéolytiques libérant ainsi les HT
qui sont ensuite sécrétées dans la circulation sanguine (Taura et al., 1986 ; Taurog, 1996). La
grande majorité des HT secrétées est sous forme T4, qui est dite "forme circulante" alors que
la T3 est considérée comme la "forme active". Chez I’homme, le principal transporteur des
HT est la globuline se liant a la thyroxine (TBG, 75% du transport total des HT). Les deux
autres transporteurs sont la transthyrétine (TTR) et I’albumine (Osotimehin et Awotedu,
1981). Chez le rat, la TTR est la principale protéine de transport des HT (revue dans Refetoff
et Nicoloff, 1995). Les HT seraient également transportées pour une petite partie par des
lipoprotéines (HDL, LDL, VLDL) (Benvenga et al., 2001).

Toutes ces protéines de liaison plasmatiques permettent le maintien d’un taux

d’hormones libres constant protégeant ainsi le corps de toute variation abrupte.
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Figure 5 : Métabolisme général des hormones thyroidiennes

TYR : thyroglobuline ; MIT : monoiodotyrosine ; DIT : diiodothyrosine ; I": iodure; T3 : 3,5,3’-
triiodothyronine ; T4 : 3,5,3’,5’-tétraiodothyronine ; TBG : thyroxin binding globulin; TTR:
transthyrétine ; TSH : thyréostimuline hypophysaire qui stimule la glande thyroide (+) ; TR : récepteur
nucléaire de la triiodothyronine

- 16 -




données bibliographiques

Captation tissulaire et transformation de T4 en T3

Les taux sériques des HT et leur délivrance aux organes cibles sont directement
proportionnels aux concentrations et aux affinités des protéines de liaison et inversement
proportionnels a leur saturation (Ekins, 1985). La T4 et la T3 sous forme libre sont captées
par les tissus par des mécanismes mal connus. La TTR aurait un role important dans la
captation des HT grace a des récepteurs spécifiques a la surface des cellules (Divino et
Schupler, 1990). Les lipoprotéines HDL permettraient la diffusion facilitée des HT au travers
de la membrane cellulaire (Benvenga et al., 2002). De plus, des études récentes laissent
supposer que la captation des HT par la cellule cible ferait intervenir un transporteur énergie
dépendant, saturable et stéréospécifique (Hennemann et al., 2001 ; Ritchie et al., 2003). A
I’intérieur de la cellule, la plus importante voie de production de la T3 se fait par désiodation
de la T4 par des 5’-désiodases (Oppenheimer et al., 1972 ; revue dans Kohrle, 2000). Trois
isoformes de désiodases ont été identifiées (DI, DII, DIII); chacune variant selon la
spécificité du substrat, le produit de la réaction, la localisation cellulaire et la cinétique
enzymatique (Lazar, 1993). Le type désiodase I, présent majoritairement dans le foie et les
reins, est responsable de I’essentiel de la production de T3 circulante (Mandel et al., 1992 ;
Larsen et Berry, 1995). Les niveaux intracellulaires de T3 dépendent des activités relatives de
chaque désiodase permettant ainsi une régulation fine au niveau de chaque cellule cible (revue
dans Bianco et al., 2002 ; Chassande, 2003). Les différentes étapes du métabolisme des HT

sont résumées sur la figure 5.

1.2.3. Régulation de la synthése des hormones thyroidiennes

La régulation de la sécrétion des HT est exercé par un retro-controle négatif classique
(Shupnik et al., 1989) faisant intervenir I’hormone de stimulation de la thyroide (TSH) ou
thyrotropine synthétisée par I’hypophyse antérieure et 1’hormone de libération de la TSH
(TRH) produite par I’hypothalamus (Fisher et al., 2000). Le fonctionnement de cet axe
hypothalamo-hypophyso-thyroidien est illustré sur la figure 6. L’augmentation de la
concentration en HT dans le sang inhibe a la fois la synthése de la TRH et de la TSH menant a
un arrét de la sécrétion de T4 et T3. Lorsque la concentration sérique en HT diminue, le signal
de rétro-contrdle négatif s’affaiblit et la sécrétion de TRH augmente (revue dans Yen, 2001).
Cet axe neuroendocrinien est soumis a 1’influence de nombreux facteurs modulateurs, comme

par exemple la concentration en iode, le froid, le stress. Lors de I’exposition au froid,
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I’augmentation de la TSH et des HT est liée a la libération de noradrénaline, qui stimule la

synthése de TRH.

T4T3 T4
TATATATATAT4
TATATAT4TATATET4A
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Figure 6 : Le rétro-controle de I’axe hypothalamo-hypophyso-thyroidien

(d’apres Shupnik et al., 1989)

- 18 -




données bibliographiques

1.2.4. Catabolisme des hormones thyroidiennes

Une étape clé de la régulation de I’inactivation locale des HT est la transformation par
désiodation (désiodase de type III) de la T4 et de la T3 en formes inactives : réverse T3 (rT3
ou 3,3’,5’- triiodothyronine) et diiodothyronine (3,3'-T2) (Figure 4) (Santini et al., 2001). La
T3 et la T4 sont aussi inactivées par glucuronoconjugaison et sulfatation. Elles peuvent étre
également métabolisées en TRIAC (triodo acétique acide) et TETRAC (tétraiodo acétique

acide) qui conservent une activité thyromimétique (Juge-Aubry et al., 1995).

1.2.5. Métabolisme cérébral des hormones thyroidiennes

1.2.5.1. Transport du sang vers le cerveau

Des études ont montré que la majorité de la T4 trouvée dans le cerveau provient
directement du sang (Blay et al., 1993). Bien que le mécanisme précis reste controversé, le
passage des HT au travers de la barriére hémato-encéphalique est aujourd’hui admis (Cheng
et al., 1994). Récemment, Sugiyama et al. (2003) ont mis en évidence 1’existence d’un
transporteur de haute affinité pour la T4 lui permettant de traverser cette barriére. Le transport
des HT pourrait faire intervenir certaines protéines comme la TTR (revue dans Schreiber,
2002 ; Bernal, 2002) ou la protéine p29, sous-unité du complexe de la désiodase de type II
(Montero-Pedrazuela et al., 2003).

1.2.5.2. Synthése de la triiodothyronine

Dans le cerveau, plus de 80% de la T3 provient de la désiodation de la T4 par une 5°-
désiodase de type II (Crantz et al., 1982 ; revue dans Bianco et al., 2002). Cette désiodase de
type II est en effet localisée dans le cerveau et I’hypophyse (Larsen et Berry, 1995) et est
responsable de la production locale de T3. Le type désiodase III est également présent dans le
cerveau et permet le maintien de concentrations physiologiques d’HT grace a leur catalyse (St

Germain et al., 1994 ; Croteau et al., 1995 ; revue dans Bernal et al., 2003).
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1.2.6. Roles génériques des hormones thyroidiennes

Les HT assurent des fonctions essentielles dans les processus de croissance, de
différenciation et dans le métabolisme basal (Oppenheimer, 1999 ; revue dans Yen, 2001).

Les effets des HT sont trés complexes et sont surtout connus par les conséquences
observées en cas de déficience ou d’exces en HT. Le tableau II résume les différents signes

cliniques associés a un déséquilibre en HT.

Tableau II: Esquisse des symptomes observés en cas de déficience ou d’excés en

hormones thyroidiennes

Déficience en HT Exceés en HT
Croissance staturo-pondérale Défaut d’ossification Risque d’ostéoporose
Meétabolisme basal Diminué Accéléré
Thermogenése Consommation O, diminuée Consommation O, augmentée
Ceeur Ralentissement du rythme Accélération du rythme
cardiaque cardiaque
Muscle strié Ralentissement de la Fonte musculaire
contraction
Tissu adipeux Prise de poids Perte de poids
Maturation du SNC Crétinisme Excitation et agressivité

Une régulation précise de ’activité des HT est nécessaire du fait de leurs nombreuses
conséquences sur I’ensemble du métabolisme. Malgré tout, les maladies thyroidiennes, hypo-
ou hyperthyroidies, et les désordres thyroidiens subcliniques ne sont pas rares (Surks et al.,
2004). La conséquence la plus fréquente d’une carence en iode est le goitre qui représente une

hypertrophie compensatrice de la thyroide (Ingenbleek et al., 1980 ; Knudsen et al., 2002).

Les HT ont principalement une action génomique par I’intermédiaire de la T3 et de sa
liaison a des récepteurs nucléaires spécifiques (TR) qui agissent en tant que facteur de
transcription (revue dans Yen, 2001). Ces actions nucléaires seront détaillées dans la partie 11

(chapitre I). La transcription du génome mitochondrial serait aussi régulée en partie par les
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HT ou elles stimuleraient le métabolisme énergétique (Wrutniak-Cabello et al., 2001 ; revue
dans Bassett et al., 2003). Récemment, Mukhopadhyay et al. (2003) ont décrit les activités
post-transcriptionnelles des HT.

La T3 n’est pas la seule forme biologiquement active. En effet, la T4, considérée
comme une prohormone, peut agir directement sur la synthese et la dégradation des protéines
(Farwell et al., 1996 ; Bogazzi et al., 1997).

Les HT exercent également des actions extra-génomiques ne faisant par intervenir
leurs récepteurs nucléaires. Elles agissent au niveau de la membrane plasmique, des
organelles cellulaires et du cytosquelette. A titre d’exemple, les HT agissent sur le transport
de divers solutés (Na*, Ca*", glucose) et sur les activités de nombreuses kinases (PKC, kinases
AMPc-dépendantes, pyruvate kinase). Dans le cytoplasme, les HT modulent la respiration
mitochondriale. Enfin, au niveau du cytosquelette, elles interviennent dans la régulation de la
polymérisation des filaments d’actine en actine-F (revue dans Davis et Davis, 1996). Les
mécanismes moléculaires par lesquels les HT agissent ne sont pas encore enticrement

¢élucidés.
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II. MODE D’ACTION NUCLEAIRE DE L’ACIDE
RETINOIQUE ET DE LA TRIIODOTHYRONINE

I1.1. LA SUPERFAMILLE DES RECEPTEURS NUCLEAIRES

Deux systémes hormonaux principaux sont rencontrés dans les cellules: (i) les
hormones hydrophiles qui ne traversent pas la membrane cellulaire et se lient a des récepteurs
membranaires, déclenchant une cascade biochimique de seconds messagers ; (ii) les hormones
lipophiles, capables de traverser la membrane cellulaire, vont agir directement dans le noyau,
en se liant a des récepteurs spécifiques. La présentation de ces récepteurs nucléaires fait

I’objet de ce chapitre.

Des données bibliographiques ont permis d'établir que les hormones stéroides et
thyroidiennes agissent dans les cellules cibles principalement par l'intermédiaire de récepteurs
nucléaires pour réguler la synthése d'ARN messagers spécifiques. Les récepteurs nucléaires
sont des protéines capables de se fixer, généralement sous forme de diméres, au niveau de
séquences spécifiques d'ADN, appelées ¢léments de réponse aux hormones HRE ("hormone
response element"), situées en amont du promoteur de génes cibles (occasionnellement dans
des introns) et de moduler ainsi, en tant que facteurs de transcription, leur expression (revue
dans Mangelsdorf et Evans, 1995). La caractérisation de ces récepteurs nucléaires, dont les
premiers clonés furent le récepteur des glucocorticoides (GR) (Hollenberg et al., 1985 ;
Miesfield et al., 1986) et le récepteur des cestrogeénes (ER) (Green et al., 1986), a permis de
montrer la forte homologie de structure entre ces protéines et de les regrouper en une méme
superfamille de récepteurs nucléaires. Elle comprend des récepteurs pour différents ligands
hydrophobes tels que les stéroides, les hormones thyroidiennes, les dérivés hydroxylés de la
vitamine D, 1'acide rétinoique (ce qui justifie d'assimiler les formes actives de la vitamine A et
de la vitamine D a des hormones au point de vue de leur mode d'action) ou encore les acides
gras et éicosanoides. En plus de ces récepteurs dont les ligands sont connus, de nombreux
travaux de clonage ont permis d'identifier des génes inconnus jusqu'alors et homologues aux
genes codant pour les récepteurs nucléaires. Les ligands des protéines codées par ces geénes

n'étant pas encore connus, ces récepteurs ont été¢ regroupés sous le terme de récepteurs
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orphelins (revue dans Enmark et Gustafsson, 1996) ; pour certains d'entre eux leur(s) ligand(s)

ont récemment été trouvés (revue dans Laudet et Vanacker, 1999) (Tableau III).

Tableau III: Quelques membres de la superfamille des récepteurs nucléaires des

hormones

Récepteurs nucléaires Substance activatrice Récepteurs orphelins
AR Androgenes EAR-1
ER Oestrogenes EAR-2
GR Glucocorticoides EAR-3 (COUP-TFI)
MR Minéralocortocoides ERR-1
PR Progestérone ERR-2
RARaq, B,y Acide tout-trans rétinoique HNF4
RXRa, B, v Acide 9-cis rétinoique NGF1B (NUR77)
TRa, B Triiodothyronine TR2
VDR 1,25 dihydroxyvitamine D5 NURRI
PPAR Acides gras - éicosanoides
*LXRa Oxystérols
*FXR Dérivés des farnésols
*PXR Dérivés des prégnates
*CAR B Androsténol

Abréviations : AR : récepteur des androgénes ; ER : récepteur de I'cestrogéne ; GR : récepteur des glucocorticoides ;
MR : récepteur des minéralocorticoides ; PR : récepteur de la progestérone ; RAR : récepteur de I'acide rétinoique
tout-trans; RXR : récepteur de l'acide 9-cis rétinoique ; TR : récepteur de la triiodothyronine ; PPAR : récepteur des
activateurs de prolifération peroxysomale ; VDR : récepteur de la vitamine D3 ; EAR : récepteur apparenté a v-erbA;
ERR : récepteur apparenté au récepteur de 1'cestrogéne ; HNF4 : facteur nucléaire mis en évidence dans 1'hépatocyte;
CARS : récepteur actif constitutivement ; TR2 : récepteur testiculaire ; Nur77 : clone de ’ADNc 3CH77 up-régulé
par NGF ; Nurrl : récepteur lié¢ a Nur 1

* anciens récepteurs orphelins dont les ligands ont été identifiés récemment

La famille des récepteurs nucléaires, pour laquelle plus de 300 séquences ont été
décrites, constitue ainsi la plus grande famille de facteurs de transcription connue chez les
eucaryotes. Mangelsdorf et Evans (1995) ont divisé cette superfamille de récepteurs en quatre
classes en accord avec leurs propriétés de liaison au ligand, de liaison a I'ADN et de
dimérisation. La premiere classe comprend les récepteurs des hormones stéroidiennes
(récepteurs des glucocorticoides, androgenes, cestrogénes, minéralocorticoides et
progestérone). Les récepteurs qui forment des hétérodimeres avec les RXR (récepteurs de
I’acide 9-cis rétinoique), forment la deuxiéme classe. Les classes III et IV regroupent des

récepteurs qui se distinguent selon qu'ils se fixent a 'ADN sous forme d'homodimeéres ou de
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monomeres ; la plupart des récepteurs orphelins appartiennent a ces deux sous-familles
(Mangelsdorf et Evans, 1995 ; Giguere, 1997). Trés récemment, une totale réorganisation de
cette classification a été proposée avec pour objectif de clarifier la situation de ces nombreux
récepteurs au sein de cette superfamille (Nuclear Receptor Nomenclature Committee, 1999;
Duarte et al., 2002). Dans cette nouvelle classification, les récepteurs de l'acide tout-trans
rétinoique (RAR) et ceux de des hormones thyroidiennes (TR) sont regroupés dans la

premicre sous famille, alors que les RXR sont classés dans la deuxi¢me.

I1.1.2. Structure générale

Les récepteurs nucléaires présentent une forte homologie de structure, avec quatre
domaines principaux possédant divers degrés de conservation entre les différents membres de
la superfamille (voir figure 7).

- Le domaine A/B : ce domaine, impliqué dans la transactivation de mani¢re indépendante du

ligand (Nagpal et al., 1992), est faiblement conservé et correspond a l'extrémité NH, de la
protéine codée.

- Le domaine C : ce domaine de liaison a I'ADN, de 66 a 68 acides aminés, montre un fort
degré d'homologie entre les différents membres de la superfamille. Deux motifs en doigt de
zinc (C; et Cy), composés chacun d'un atome de zinc chélaté par quatre résidus cystéines,
jouent un rdle complémentaire dans les processus de liaison spécifique aux éléments de
réponse situés dans le promoteur des genes cibles (revue dans Mignotte, 1997). Ce domaine
participe aussi a la dimérisation des récepteurs (Hirst et al., 1992).

- Le domaine D : cette région charnic¢re entre le domaine C et E permet la réalisation de

différentes configurations fonctionnelles et pourrait étre impliquée dans la localisation
nucléaire des récepteurs (Ylikomi et al., 1992).

- Le domaine E : le domaine carboxyterminal posséde une structure complexe, la plus longue

en acides aminés. Il assure la fixation du ligand mais intervient également dans la
dimérisation et la régulation de la transcription dépendante du ligand. La partie centrale du
domaine E riche en leucine serait destinée a la dimérisation (mod¢le "leucine-zipper"), alors
que la régulation de la transcription serait assurée par un domaine dénommé Ti. En fait la
partie du domaine E qui est impliquée dans la liaison du ligand est trés conservée entre
récepteurs ayant la méme spécificité de liaison mais elle ne posséde pas de similarité
apparente entre les récepteurs de différents types. A l'inverse le domaine Ti montre une

conservation de 20 a 45 % entre tous les récepteurs (O'Donnell et Koening, 1990).
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Certains membres de cette superfamille, c’est le cas des RAR, des récepteurs des
cestrogénes ou encore des récepteurs des hormones thyroidiennes, possédent en plus une
région F (O'Mallet, 1990) dont le role n'est pas encore bien élucidé. Certaines études montrent
cependant une implication potentielle dans les interactions avec les corégulateurs et dans la
régulation de l'activité transcriptionnelle (Sladek et al., 1999 ; Koide et al., 2002). Les RXR

semblent étre dépourvus de cette région (Bourguet et al., 1995 ; Parrado et al., 2001).

(a)
A8 C D E F
N DNA - | ] Ligand | )C
Charniére
(b)
hélice de

reconnaissance

Figure 7 : Architecture des récepteurs nucléaires
(d’aprés Rastinejad, 2001)

(a) Les différents domaines des récepteurs nucléaires (A-E/F)

(b) Superposition des structures des domaines C du RXR (rouge), du RAR (cyan) et du
TR (bleu). Chacun des deux ions de Zinc (orange) est li¢ a quatre atomes de soufre
(jaune) appartenant a des cystéines conservées (vert). L’hélice o qui reconnait la
plupart des séquences AGGTCA est mentionnée (hélice de reconnaissance).
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11.1.3. Mode d’action

I1.1.3.1. Les éléments de réponse

Les ¢léments de réponse aux hormones (HRE) comprennent plusieurs types (GRE,
TRE, RARE) selon le ligand responsable de I’activation de la transcription (revue dans Fuller,
1991 ; Lazar, 2003). Leur structure est généralement basée sur un méme principe : deux demi
sites pour la plupart hexanucléotidiques, dérivés d’une séquence consensus qui leur est propre
et combinés de maniére palindromique ou directement répétée (DR) (mais parfois plus
complexe), séparés de 1 a 5 nucléotides ou bien strictement contigus (Umesono et al., 1991).
Plusieurs motifs peuvent répondre & un méme récepteur nucléaire, mais la liaison sera plus ou
moins favorisée et la transcription sera régulée différemment. Une particularité attribuée aux
récepteurs des HT est qu’ils peuvent se lier en 1’absence de ligand a des éléments de réponse
qui régulent positivement ou négativement la transcription génique. Ainsi, I’absence ou la
présence de T3 influent la transcription génique qui peut étre réprimée ou activée par levée
d’inhibition (revue dans Bassett et al., 2003).

Les éléments de réponse aux hormones thyroidiennes et a I’AR situés dans le
promoteur des génes cibles lient plus facilement les diméeres de récepteurs et donnent lieu a
une meilleure activité transcriptionnelle avec des hétérodimeres. L'hétérodimérisation la plus
importante apparait étre la combinaison avec un autre membre de la superfamille des
récepteurs nucléaires, les RXR (Schriader et Carlberg, 1994 ; Forman et al., 1995 ; Chin et
Yen, 1997 ; Rastinejad, 2001). Ces récepteurs de ’acide 9-cis rétinoique constituent les
coactivateurs communs de nombreux récepteurs nucléaires et jouent ainsi un role central dans

la régulation de I’expression génique.

11.1.3.2. Roble des cofacteurs de transcription

Les travaux de recherche de ces derniéres années ont montré que les récepteurs
nucléaires sont au centre d’un systéme complexe de régulation, et que la fixation du ligand
n’est pas toujours suffisante pour que le récepteur induise 1’expression d’un geéne
(Katzenellenbogen et al., 1996). Le récepteur doit alors interagir, soit directement, soit
indirectement avec la "machinerie" de transcription pour induire I’expression du géne cible.
Des protéines appelées cofacteurs de transcription régulent I’activité transcriptionnelle de ces

récepteurs, leur permettant soit d’activer (coactivateurs), soit de réprimer (corépresseurs)
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I’expression d’un gene. Le nombre des cofacteurs ne cesse d’augmenter depuis leur premicre
découverte (Chen et Evans, 1995 ; Lee et al., 1995), ce qui ne facilite pas la compréhension
du mode d'action de ces facteurs avec les récepteurs nucléaires (revue dans Freedman, 1999).
La capacité de ces cofacteurs a interagir avec plusieurs récepteurs leur confére un réle central
dans D’intégration des signaux hormonaux, d’autant plus qu’ils sont présents en quantité
limitée dans la cellule. Klein et al. (2000) montrent, avec 1’exemple des récepteurs de I’AR,
que le recrutement des corégulateurs peut varier et serait dépendant de la nature des ligands.
En outre, la plasticité avec laquelle les récepteurs et les corégulateurs intégrent et exécutent un
programme complexe spatio-temporel d’expression génique pourrait étre due a une régulation
des corégulateurs eux-mémes par des kinases (revue dans McKenna et O’Malley, 2002). Ces
auteurs montrent également que des corépresseurs pourraient devenir coactivateurs et vice

versa.

L’activation des récepteurs nucléaires passe par l'action de ces cofacteurs. Dans une
premire étape, la fixation du ligand sur son récepteur provoque un changement de
conformation de ce dernier permettant une activité transcriptionnelle basale apres le relargage
des corépresseurs. Dans une deuxiéme étape, les coactivateurs de transcription peuvent se
fixer sur I’hétérodimére, créant ainsi un "pont" entre ces récepteurs et le complexe de

transcription, ce qui entraine une expression maximale du gene (Figure 8).
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Co-répresseur
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Figure 8 : Mécanisme d’action des récepteurs nucléaires (RAR et RXR) en présence de
cofacteurs de transcription
(d’apres Glass et Rosenfeld, 2000)

LDB : ligand binding domain ; DBD : DNA binding domain ; atRA : acide all-trans retinoique ; N-
coR : nuclear hormone recptor corepressor ; SMRT : silencing mediator for retinoic acid and thyroid
hormone receptors; AF-2 : activation function 2 domain.
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I1.2. LES RECEPTEURS DE L’ACIDE RETINOIQUE

Nos connaissances sur le mode d'action de la vitamine A ont ét¢ fondamentalement
marquées par la découverte de ses récepteurs nucléaires (Giguere et al., 1987 ; Petkovich et
al., 1987) et la mise en évidence de leur action, en tant que facteurs de transcription, dans le
contrdle de I'expression des génes. Aujourd'hui de nombreux travaux cherchent a préciser les
mécanismes d'intervention des rétinoides dans la signalisation cellulaire et a mieux définir, en
particulier, le réle des récepteurs dans la transcription génique (revue dans Bastien et

Rochette-Egly, 2004).

I1.2.1. Les différents types de récepteurs

La complexité du signal rétinoide tient de 1’existence d’une grande diversité de
récepteurs nucléaires. Deux familles multigéniques codent pour les récepteurs nucléaires des
rétinoides. La premiére de ces familles comprend des récepteurs de type RAR ("retinoic acid
receptor") qui présentent une affinité élevée pour l'acide tout-trans rétinoique (Kq = 10 nM)
(Ishikawa et al., 1990 ; Yang et al., 1991). La seconde famille code pour des récepteurs de
type RXR ("retinoid X receptor") qui affichent une affinité plus élevée pour l'acide 9-cis
rétinoique (K4 = 1-5 nM) (Heyman et al., 1992 ; Levin et al., 1992). La masse moléculaire de
ces récepteurs est d'environ 50 kDa. Pour chacun de ces récepteurs, trois types de protéines
ont été isolés, codées par trois genes distincts: RARa, B, v et RXRa, B, y (revue dans
Chambon, 1996). Les séquences d'acides aminés de ces trois formes sont treés similaires dans
les domaines B, C, D et E mais différent dans les domaines A et F. Seul le domaine C de
liaison a I'ADN est trés conservé entre les différentes classes de RAR et RXR. Chaque gene
peut coder pour plusieurs isoformes essentiellement différentes au niveau de 1’extrémité
aminoterminale, suite a I’utilisation de deux promoteurs alternatifs ou résultant de I'épissage

alternatif (Giguere, 1994 ; revue dans Chambon, 1996).

11.2.2. Distribution tissulaire

De nombreux travaux ont eu pour objet d'étudier la répartition spatio-temporelle des

récepteurs nucléaires de I’AR au cours du développement, dans l'espoir de pouvoir attribuer

des roles particuliers aux différents récepteurs (Lohnes et al., 1994 ; Mendelsohn et al., 1994).
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La distribution des différentes isoformes chez 1’adulte est aussi spécifique. Ainsi les transcrits
du RARa sont distribués dans 1I’ensemble des tissus, ceux de la forme [3 sont plutot restreints
au cerveau, foie, rein et poumons, tandis que ceux de la forme y sont confinés a la peau et aux
poumons.

L’expression du RXRa est forte dans le foie mais non négligeable dans les reins,
poumons, rate et muscle. Par contre le RXR[ a une distribution ubiquitaire méme s'il est
faiblement exprimé dans le foie, I’intestin et les testicules. Enfin, RXRy a une expression

réduite dans les muscles, cceur, foie, reins, cerveau et glandes surrénales (revue dans Wan,

1993).

Différents travaux ont permis de préciser la répartition des récepteurs nucléaires des
rétinoides (RAR, RXR) dans le cerveau adulte. Les techniques d’immunorévélation font
apparaitre que le taux le plus élevé de ces récepteurs a été observé dans le striatum, ou les
isoformes RARPB et RXRy sont les plus abondantes chez le rat et la souris (Krezel et al.,
1999 ; Zetterstrom et al., 1999 ; Moreno et al., 2004). Yamagata et al. (1993) avaient déja
montré que I’isoforme RARP est la plus exprimée dans le cerveau mature de rat,
principalement dans le cortex cérébral, le cervelet et le striatum, et est présente a des taux tres
bas dans I’hippocampe. En revanche dans cette structure, les récepteurs RARa, RARy et
RXRJ ont été¢ majoritairement identifiés (Krezel et al., 1999 ; Zetterstrom et al., 1999).

I1 est a noter que certaines localisations de ces protéines ne sont pas corrélées avec la
distribution des transcrits correspondants (Krezel et al., 1999). Ceci laisse a supposer une
régulation post-transcriptionnelle de ces récepteurs, qui contribue a leur localisation
spécifique dans le cerveau. Les transcrits de RARa, RARy, RXRa et RXR[3 sont ubiquitaires,
alors que ceux des RARP et RXRy sont présents en particulier, comme pour leurs protéines,
dans le striatum.

Comme il I’a été montré pour la "machinerie biochimique" de synthése de I’AR, le
profil d’expression des protéines et des transcrits des récepteurs, dans le cerveau en cours de
développement et dans le cerveau adulte, sont différents (Ruberte et al., 1993 ; Dolle et al.,
1994 ; Yamagata et al., 1994 ; Toresson et al., 1999 ; Garel et al., 1999; Mollard et al., 2000).
A titre d’exemple, I’isoforme RARP est présente dans 1’hippocampe chez 1’embryon, alors
qu’elle est peu exprimée dans cette structure chez I’adulte. L’abondance de RARo dans le

striatum en cours de développement contraste avec son absence dans le striatum mature.
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I1.3. LES RECEPTEURS DE LA TRIIODOTHYRONINE

I1.3.1. Les différents types de récepteurs

C’est en 1986 que furent clonés pour la premiére fois les récepteurs nucléaires de la
tritodothyronine (TR) (Sap et al., 1986 ; Weinberger et al., 1986). Ils sont codés par deux
genes différents appelés TRa et TR ou c-erbA o et c-erbAf en raison de leur homologie avec
1’oncogéne viral V-erbA. La constante d’association a 1’équilibre (Ka = 2.10° M™") prouve que
les TR ont une tres haute affinité pour leur ligand (Torresani et al., 1975). TRa et TR sont
extrémement conservés entre les espéces; ce qui dénote de leur nécessité dans le
développement et le métabolisme normal d’un individu (Lazar, 1993). Chacun d’eux subit un
épissage alternatif générant plusieurs ARNm codant pour des protéines ayant des fonctions
réceptrices différentes. La transcription du géne TRa produit deux ARNm majoritaires qui
sont ensuite traduits en TRa,; et TRa, respectivement (Mitsuhashi et al., 1988). La protéine
TRa, se différencie de TRa,; puisqu’elle ne lie pas la T3. Par contre, elle se fixe sur le TRE
(revue dans Yen et Chin, 1994) et inhibe alors la transcription du géne (Izumo et Mahdavi,
1988 ; Koenig et al., 1989). En plus de ces deux formes majoritaires, deux protéines tronquées
ont été mises en évidence : TRAa,; et TRAa, (Chassande et al., 1997). Ces deux protéines sont
inaptes a se lier au TRE et a transactiver 1’expression génique. La particularité du géne TRa
est que le brin opposé est aussi transcrit et traduit en une protéine appelée rev-erbA (Lazar et
al., 1989 ; Miyajima et al., 1989). Cette protéine n’a pas de fonction réceptrice mais se lie au
TRE et induit une transrépression (Harding et Lazar, 1995).

L’épissage alternatif du geéne TRP génére aussi plusieurs protéines dont deux
majoritaires : TRB; et TRP, codées par deux ARNm différents (Hodin et al., 1989). Toutes
deux lient la T3 mais difféerent par leur région N-terminale, leur conférant des activités
transcriptionnelles différentes (Koenig et al., 1988 ; Lazar, 1993).

Récemment, deux autres récepteurs ont été clonés a partir d’'une banque génomique de

rat : TRBs et TRAB;, (Williams, 2000).

I1.3.2. Distribution tissulaire

Les TRa; et TRB; sont exprimés de manicre ubiquitaire dans les tissus de rat, tandis que

TR, est spécifique du lobe antérieur de I’hypophyse et de certaines zones de 1’hypothalamus
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(Lazar, 1993). La distribution des TRo et TRP se distingue surtout au cours du
développement ou la forme a est plus précoce. TRP; et TRAPB; sont aussi assez largement
exprimés (foie, reins, poumons et rate) et montrent des différences d’expression selon les
tissus (revue dans Harvey et Williams, 2002).

Dans le cerveau, la distribution des TR (mRNA et protéines) et I’analyse de la capacité
de liaison de la T3 aux TR suggérent une expression neuronale prédominante, mais également
astrocytaire (revue dans Konig et Moura Neto, 2002). La forme majoritaire du cerveau est
TRa (Bradley et al., 1989). TRa,; et TRa, sont distribués de maniére ubiquitaire ; un niveau
trés élevé de leurs transcrits a été mis en évidence dans les bulbes olfactifs, I’hippocampe, et
le cortex (Bradley et al., 1989 ; Cook et Koenig, 1990). Par ailleurs, Puymirat et al. (1991) ont
localisé les TR dans le cerveau de rat adulte par immunocytochimie : ils sont présents dans les
neurones mais également dans les cellules gliales et dans les plexus choroides. Leur
distribution est trés importante dans les bulbes olfactifs, I’hippocampe, plus particuliérement

le gyrus dentelé, le cortex et le noyau amygdalien.

I1.4. REGULATION DES RECEPTEURS NUCLEAIRES

I1.4.1. Auto-régulation

La concentration en AR détermine le taux d’expression de certains génes codant pour
ses propres récepteurs : c'est le cas des RXRa, RXRP et RXRy (Wan et al., 1994; Duprez et
al., 1996). L’expression de RARP est fortement induite par I’acide tout-trans rétinoique in
vitro alors que celle de RARa n'est pas affectée (De Thé et al., 1989). Plusieurs études
effectuées chez des animaux carencés en vitamine A montrent une diminution de I’expression
des RARP, leur réinduction apres l’administration d’AR (Haq et al., 1991), et aucune
modification des autres isotypes RARa et RARy (Kato et al., 1992 ; Yamagata et al., 1993). 11
semble en effet que ces isotypes soient peu sensibles a I’administration d’AR tout-frans et ne
s’expriment qu’en présence d’une forte concentration de cet acide (Mangelsdorf, 1994).
Ballow et al. (2003) confirment que 1’expression constitutive de RARa; et RARy; est
insensible a 1’administration d’AR dans des lymphocytes en culture. D’autres études
physiologiques ont confirmé le phénoméne d’autorégulation des récepteurs RARP in vivo

dans différents tissus (Enderlin et al., 1997a,b).
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Les TR présentent 1’aptitude de se lier aux TRE en I’absence de ligand leur conférant
une capacit¢ de répression de la transcription basale (revue dans Chassande, 2003). Ce
phénomene a été récemment suggéré pour les RAR (revue dans Weston et al., 2003). La
régulation des ARNm codant pour les différents TR semble dépendante des isoformes et du
type cellulaire concerné (Lebel et al., 1993 ; Hodin et al., 1990 ; Sadow et al., 2003). Dans
I’hypophyse, la T3 permet une hausse de I’expression des TR, et une diminution des TR[3,
et TRa,. Ces effets ne sont pas identiques dans d’autres tissus ou la T3 aurait tendance a
diminuer légérement 1I’expression de TRa; (revue dans Yen, 2001).

Il apparait donc que I’expression de certains types de récepteurs de I’AR et de la T3

dans la cellule est dépendante de la biodisponibilité de leurs métabolites actifs.

11.4.2. Hétérodimérisation et hétérorégulation

Le RXR joue un role central dans la régulation génique puisqu’il est considéré comme
le partenaire commun de dimérisation avec d’autres membres de la superfamille (Bugge et al.,
1992). Ce partenaire commun souligne 1’importance du signal rétinoide qui est placé au centre
d’un réseau de signaux multihormonaux complexe. Ainsi, 1’hétérodimérisation entre les
récepteurs permet une hétérorégulation entre différentes voies hormonales. Les hétérodimeres
TR/RXR et RAR/RXR sont les principaux médiateurs de 1’action transactivatrice de la T3 et
de I’AR sur la transcription (Yen et al., 1992 ; revue dans Glass, 1994).

Des interactions existent aussi entre les récepteurs nucléaires et les voies de
signalisation de second messager cellulaire. A titre d’exemple, une synergie a ét¢ mise en
évidence entre la voie de I’adénylate cyclase AMPc/PKA et les RAR, GR, ER VDR et TR
(Leitman et al., 1996).
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I1.5.GENES REGULES PAR L’ACIDE RETINOIQUE ET LA TRIIODOTHYRONINE

I1.5.1. Implication des rétinoides et des hormones thyroidiennes dans le cerveau

adulte

La correspondance des sites d'expression de génes contenant des ¢léments de réponse
a ’AR, de récepteurs, de protéines de liaison et d'enzymes de métabolisation de 1'AR, a pu
étre mise en évidence dans certaines régions du cerveau par Thompson Haskell et al. (2002).
De plus, une corrélation existe entre la syntheése d'AR et la présence de RARa, B et RXR, v
dans les neurones dopaminergiques du striatum (McCaffery et Driger, 1994 ; Zetterstrom et
al., 1999). Les récepteurs DR2 de la dopamine qui présentent un élément de réponse RARE
dans le promoteur de leur geéne (Samad et al., 1997) ont été impliqués dans les performances
mnésiques (Bartres-Faz et al., 2002). Les rétinoides régulent également certains genes qui
codent pour des protéines impliquées dans la transmission cholinergique elle-méme impliquée
dans les processus mnésiques (Bartus, 2000 ; Okuma et al., 2000).

Parmi les autres génes cibles de I'AR, on trouve celui du facteur de croissance nerveux
NGF et ceux des récepteurs des différentes neurotrophines (NGF, BDNF, NT-3) (Scheibe et
Wagner, 1992 ; Mey et Rombach, 1999 ; Fiorentini et al., 2002). La régulation de ces génes
confére aux rétinoides non seulement un réle dans la croissance des neurites (Prince et
Carlone, 2003), mais aussi dans l'efficacité de la transmission synaptique, la plasticité
synaptique et la mémoire (Baldelli et al., 2000 ; Brandner et al., 2000; Schinder et Poo, 2000 ;
Ikegaya et al., 2002). D'autres geénes régulés par I'AR ont des roles mieux définis dans la
plasticité synaptique et les processus mnésiques: c’est le cas notamment du récepteur N-
méthyl-D-aspartate (NMDA) (Beczkowska et al., 1996 ; Malenka et Nicoll, 1999) et de la
kinase Ca*"/CaM dépendante CaMKII (Soderling, 1993 ; Braun et Schulman, 1995 ; Chen et
Kelly, 1996 ; Soderling et al., 2001). Enfin, d'autres génes impliqués dans la plasticité
synaptique et liés au signal calcique, tels que la neurogranine (RC3) et la neuromoduline
(GAP43) feront plus particulierement 1'objet de notre étude.

Certains exemples de génes régulés par I’AR sont représentés dans le tableau IV. Ces
quelques exemples suffisent & montrer que I'AR joue un role physiologique essentiel dans le
cerveau, en régulant son propre systetme de réponse et en modulant l'expression de génes
intervenant dans les mécanismes moléculaires de la plasticité synaptique qui sous-tendent les

processus mnésiques (Malik et al., 2000).
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Tableau IV : Exemples de génes régulés par I’acide rétinoique dans le cerveau

Sigle Dénomination Régulation Références
CRABPI Protéine cytosolique de liaison de I'AR de type | + Leonard et al., 1995
CRABPI Protéine cytosolique de liaison de I'AR de type 11 + Plum et Clagett-Dame, 1995
RARa Récepteur nuc. o de I'AR + Wouarin et al., 1994
RARB Récepteur nuc. § de 'AR + Yamagata et al., 1993
RXRa Récepteur nuc. a de l'acide 9-cis rétinoique + Wan et al., 1994
RXRp Récepteur nuc. B de 'acide 9-cis rétinoique + Jones et al., 1993
RXRy Récepteur nuc. y de 1'acide 9-cis rétinoique - Wan et al., 1994
TR, Récepteur nuc. B, de la triiodothyronine + Jones et al., 1993
TSH Thyrotropine (s.u. ) - Breen et al., 1995
SMRT Co-répresseur RAR et TR + Bernadini et al., 1997
GH Hormone de croissance + Bedo et al., 1989
p75NGR Récepteur du facteur de croissance nerveux + Scheibe et Wagner, 1992
P¥TNFR Récepteur du facteur de nécrose tumorale + Chambaut-Guerin et al., 1997
NGF Facteur de croissance nerveux + Wion et al., 1987
RNMDA Récepteur du N-méthyl-D-aspartate + Beczkowska et al., 1996
ChAT Choline acétyl-transférase + Kobayashi et al., 1994
VAChT Transporteur de 1'acétyl-choline aux vésicules + Berse et Blusztajn, 1995
DR2 Récepteur a la dopamine + Farooqui, 1994
Calbindin D28K Protéine de liaison du calcium + Wang et Christakos, 1995
RC3 Neurogranine + Ifiiguez et al;, 1994
P38 Synaptophysine + Gaetano et al., 1992
CaMKII Calmoduline kinase 11 + Chen et Kelly, 1996
tTG Transglutaminase tissulaire + Chiocca et al., 1989
GAP43 Neuromoduline + Encinas et al., 2000
CN Calcineurine - Spannaus-Martin et Martin, 2000
APP Précurseur du peptide S-amyloide + Beckman et Iverfeldt, 1997
BACE B-sécrétase de I'APP + Satoh et Kuroda, 2000
T Protéine tau + Heicklen-Klein et al., 2000
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Il est aujourd’hui admis que les hormones thyroidiennes sont essentielles a la
maturation du cerveau (revue dans Bernal, 2002 ; Smith et al., 2002). La déficience en HT est
critique pendant la période de développement, et conduit a ’apparition de nombreuses
anomalies telles qu’une altération de la migration cellulaire, une maturation incompléte des
neurones et des cellules gliales, une réduction du volume et de la taille de certaines cellules,
une réduction de la densité des synapses et des déficits de myélinisation (Legrand, 1984 ;
Dussault et Ruel, 1987 ; Porterfield et Hendrich, 1993 ; Pasquini et Adamo, 1994).

L’intervention des HT dans le fonctionnement du cerveau mature est moins bien
documentée. La distribution spécifique des HT et de leurs récepteurs dans les régions
cérébrales adultes suggere que ces molécules jouent des rdles fonctionnels essentiels (Bradley
et al., 1989).

Le taux d’HT est trés important dans le SNC (Obregon et al., 1978 ; Van doorn et al.,
1983 ; Pinna et al., 1999 ; Broedel et al., 2003). Des données bibliographiques ont montré que
la T3 pourrait agir directement en tant que neurotransmetteur dans le SNC (Mason et al.,
1993 ; Dratman et Gordon, 1996) ou pourraient permettre leur libération (Mason et al., 1993 ;
Vara et al., 2002). Les HT auraient aussi un role dans les relations entre les neurones et les
cellules gliales qui sont d’une importance fondamentale dans 1’organisation et le maintien de
I’architecture du SNC (revue dans Gomes et al., 1999). Des études ont également montré que
les HT peuvent modifier les processus qui médient la plasticité synaptique (Calza et al.,
1997). En effet, ’hypothyroidie chez le rat adulte s'accompagne de déficits mnésiques
(Dugbartey, 1998), de I’inhibition de la potentialisation a long terme dans la région CA1 de
I'hippocampe (Gerges et al., 2001), et affecte le développement des dendrites des cellules
pyramidales du champ CA1 de I'hippocampe (Gould et al., 1990). D'autres auteurs révelent
que des souris mutantes présentant des récepteurs TR ne liant pas la T3 ou dont le geéne
TRo; est délété, montrent respectivement des altérations de la mémoire spatiale ou des
altérations comportementales liées a des modifications de la structure de 1’hippocampe
(Hashimoto et al., 2001 ; Guadano-Ferraz et al., 2003).

Les dysfonctionnements thyroidiens de I’individu adulte se manifestent par des
troubles neurologiques et psychiques (Yiannakouris et Valcana, 1994 ; Constant et al., 2001 ;

Fukui et al., 2001).

Malgré I’importance fondamentale des HT dans le développement et le maintien des

fonctions du SNC, a ce jour, seuls quelques génes ont pu étre identifiés comme étant des
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genes cibles spécifiques de la T3 (revue dans Konig et Moura Neto, 2002). Le tableau V

illustre quelques exemples de ces genes cibles.

I1.5.2. Génes impliqués dans la plasticité synaptique

11.5.2.1. Données générales sur la plasticité synaptique

Les dendrites d'un neurone représentent autant de surfaces supplémentaires, a part le
corps cellulaire lui-méme, pour I'établissement de contacts avec d'autres neurones. Le nombre
et la distribution de ces contacts peuvent étre considérés comme un indicateur de la plasticité
synaptique. En effet, la disposition des connexions neuronales chez l'adulte n'est pas figée
dans une configuration définitive mais est susceptible, dans certaines limites, de
modifications. Par exemple au cours de l'apprentissage, il y a émergence puis pousse des
neurites (qui deviennent ensuite des dendrites) et formation de nouvelles synapses. C’est
pourquoi, dans le systéme nerveux central, on entend par "plasticité", la capacité que possede
une région cérébrale a modifier son organisation synaptique, soit a la suite d'une 1ésion pour
suppléer la déficience introduite, soit a la suite de modifications des conditions extérieures
(Meunier et Shvaloff, 1995).

Les modifications de la plasticit¢ synaptique peuvent se traduire
¢lectrophysiologiquement par le phénoméne "Hebbien" de potentialisation a long terme ou
PLT. La PLT peut étre définie comme une augmentation de I'efficacité de la transmission
synaptique induite par l'application d'un train de stimuli de haute fréquence (revue dans
Malenka, 1994 ; Pasinelli et al., 1995). Ainsi l'induction d'une PLT se traduirait par de
nombreuses modifications morphologiques post-synaptiques, telles qu'une élongation des
épines dendritiques, un accroissement des zones actives et la formation de nouveaux contacts
dendritiques. Pour ces raisons, ce phénomene est étudié¢ pour mieux appréhender les processus
neurobiologiques qui sous-tendent les processus mnésiques (revue dans Bliss et Collingridge,
1993). Par ailleurs, il s'agit d'un modéle cellulaire des modifications plastiques, qui est
particuliérement étudié au niveau de la formation hippocampique car cette structure est

particulierement importante dans les processus d'apprentissage.
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Tableau V : Exemples de génes régulés par la triiodothyronine dans le cerveau

Sigle Dénomination Régulation Références
TR Récepteur nuc. B de la triiodothyronine + Lebel et al., 1993
TRH Thyrolibérine - Koller et al., 1987
TSH Thyrotropine (s.u. o et B ) - Wondisford et al., 1989
DII 5’-désiodase de type 11 - Burmeister et al., 1997
RXRp Récepteur nuc. B de l'acide 9-cis rétinoique + Mano et al., 1993
RXRy Récepteur nuc. y de l'acide 9-cis rétinoique + Mano et al., 1993
CRABPI Protéine cytosolique de liaison de I'AR de type | - Wei et al., 1997
RC3 Neurogranine + Ifiguez et al., 1993
DYN Dynorphine - Giardino et al., 1995
ENK Enképhaline - Giardino et al., 1995
NGF Facteur de croissance nerveux + Alvarez-Dolado et al., 1994
BDNF Facteur de neurotrophine dérivé du cerveau + Giardino et al., 1995
BTEB Protéine liant les éléments de transcription + Cayrou et al., 2002
Srgl Protéine apparentée a la synaptogamine + Thompson, 1996
MAG Glycoprotéine associée a la myéline + Rodriguez-Pefia et al., 1993
hGH Hormone de croissance de I’homme - Zhang et al., 1992
rGH Hormone de croissance du rat + Glass et al., 1987
N-CAM Molécule d’adhérence cellulaire - Thompson et al., 1987
NT3 Neurotrophine 3 + Lindholm et al., 1993
PGD2 Prostaglandine D2 synthase + Garcia Fernandez et al., 1993
MBP Protéine basique de la myéline + Strait et al., 1997
PLP Protéines protéolytiques + Muiloz et al., 1991
p58-Ml1 Pyruvate kinase pituitaire + Ashizawa et al., 1992
Pcp2 Protéine 2 de cellules de Purkinje + Zou et al., 1994

Cycline D2 + Poguet et al., 2003

PC2 Glycoprotéine de pore nucléaire + Martel et al., 2002
rhes Protéine homologue de Ras, enrichie dans le striatum + Vargiu et al., 2001
c-myc - Perez-Juste et al., 2000
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11.5.2.2. La transglutaminase tissulaire

La transglutaminase tissulaire appartient & un groupe d'enzymes Ca®" dépendantes qui
catalysent la polymérisation des protéines en formant des ponts entre les résidus "glutamine"
et "lysine" (Folk, 1980 ; revue dans Chen et Mehta, 1999). Cette réaction est dun grand
intérét physiologique puisque ces liaisons sont trés stables. En effet, elles ne peuvent étre
rompues qu'apres dégradation totale de la ou des chaines polypeptidiques. Les
transglutaminases représentent une famille d'enzymes, codées par des unités
transcriptionnelles distinctes, qui comprend a la fois des membres extra- et intra-cellulaires.

L’intervention de la transglutaminase tissulaire (tTG) dans les processus
neurobiologiques n’est pas encore bien établie. Cependant, nous pouvons souligner que de
nombreuses données bibliographiques soutiennent 1’idée d’une intervention de la tTG dans les
processus de la plasticité synaptique. Dans le cerveau, elle a ét¢ identifiée dans différentes
structures telles que le cortex, le striatum et I'hippocampe. Elle est présente dans les neurones,
au niveau des corps cellulaires, des axones et des dendrites. Largement distribuée dans les
terminaisons présynaptiques (Maggio et al., 2001), la tTG semble controler la libération de
neurotransmetteur au niveau des synapses, affectant ainsi l'activité neuronale (Ashton et
Dolly, 1997).

Plusieurs auteurs rapportent un rdle de l'activité transaminase de la tTG dans la
différenciation neuronale et la croissance des neurites dans des neuroblastes (Tucholski et al.,
2001 ; Singh et al., 2003). Au niveau de la plasticité synaptique, un premier travail montrait
une augmentation de l'activité de la tTG au cours des phénomenes de potentialisation a long
terme (Friedrich et al., 1991) ; les nouvelles liaisons covalentes créées joueraient un role dans
le maintien du nouvel état physiologique lors de la PLT. Enfin, certaines données récentes
sont en faveur d'une implication de la tTG dans les mécanismes physiopathologiques
responsables de maladies neurodégénératives telles que la maladie d'Alzheimer, de Parkinson
ou encore de Huntington (Lesort et al., 2000 ; Violante et al. 2001 ; Citron et al., 2002 ; Kim
et al., 2002 ; Selkoe, 2002).

Un autre intérét d'utiliser la tTG dans notre étude est qu'elle est considérée comme un
bon indicateur de I’action in vivo des rétinoides (Verma et al., 1992). En effet, un élément de

réponse a I’AR a été mis en évidence dans le promoteur de son géne (Nagy et al., 1996).
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11.5.2.3. La neuromoduline

La neuromoduline ou GAP43 ("growth associated protein 43") est une protéine de 23,6
kDa, spécifique des neurones et substrat de la PKC. Trés abondante dans les cones de
croissance de l'axone, elle est présente dans les corps cellulaires et dans les dendrites de
certains neurones (Gerendasy et Sutcliffe, 1997 ; Paradies et Steward, 1997). La distribution
spatio-temporelle de GAP43 est en accord avec ses fonctions au cours du développement et
de la maturation du SNC. GAP43 joue un rdle clé dans le contrdle de la croissance des axones
(Piontek et al., 2002 ; Shen et al., 2002) et dans la régénération axonale chez I'adulte (Chen et
al., 2001). Principalement exprimée dans les terminaisons pré-synaptiques, la forme
phosphorylée de GAP43 serait impliquée dans la plasticité synaptique, notamment en
affectant la libération de neurotransmetteurs (Benowitz et Routtenberg, 1997). Par ailleurs, sa
phosphorylation augmente aprés induction de la PLT (Ramakers et al., 2000). D'autres
travaux ont montré, chez des souris mutantes sur-exprimant GAP43, I’augmentation de la
PLT dans des coupes d'hippocampe (Hulo et al., 2002). Il a aussi ét¢ montré une corrélation
entre le niveau d'expression de GAP43 et les performances d'apprentissage (Routtenberg et
al., 2000 ; Quattrone et al., 2001).

Enfin, d’autres données mettent en évidence une régulation de GAP43 par les rétinoides

in vitro (Encinas et al., 2000 ; Anderson et al., 2001).

11.5.2.4. La neurogranine

La neurogranine ou RC3 est une protéine de 7,4 kDa spécifique des neurones, substrat
de la PKC (Shakravarty et al., 1999), fortement exprimée dans la densité post-synaptique des
épines dendritiques (Watson et al., 1994). Les propriétés biochimiques, l'expression et la
localisation de la neurogranine suggerent que cette protéine puisse intervenir comme ¢lément
post-synaptique ayant un role majeur au niveau de la synaptogénese et de la plasticité
neuronale. I1 a été émis I'hypothese que la phosphorylation de RC3 par 1'activation de la PKC,
entrainant une mobilisation calcique interne, serait un des mécanismes d'induction de la PLT
(Gerendasy et Sutcliffe., 1997). Par ailleurs, le maintien de la PLT permet une augmentation
de la phosphorylation de RC3 (Chen et al., 1997). D'autres auteurs ont montré que l'injection,
dans des cellules d'hippocampe en culture, d'anticorps anti-RC3 abolissait le maintien de la
PLT (Fedorov et al., 1995). Plus récemment, il a ét¢ montré que la délétion du géne de RC3

altere la PLT et provoque des déficits d'apprentissage (Pak et al., 2000).
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L’intérét particulier que nous portons a cette protéine est dii au fait que RC3 est soumise
in vivo et in vitro a un réseau complexe de signaux impliquant I’AR et la T3. En effet, [higuez
et al. (1994) ont mis en évidence un RARE et un GRE dans la séquence promotrice du gene
RC3. La capacité des rétinoides a réguler I’expression de RC3 in vivo a été prouvée (Enderlin
et al., 1997a; Etchamendy et al., 2001). D¢éja en 1993, Iiiguez et al. soupconnaient
I’intervention des HT dans la régulation de I’expression de RC3. C’est en 1997 que Guadafio-
Ferraz apportent la preuve que I’hypothyroidie affecte I’expression de RC3 et par la suite,
Martinez de Arriéta et al. (1999) identifient un TRE dans le premier intron du géne codant

NRGN (homologue de RC3 chez I’homme).
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III. INTERACTIONS DES VOIES DE SIGNALISATION DE
L’ACIDE RETINOIQUE ET DE LA TRIIODOTHYRONINE

II1.1. INTERACTIONS METABOLIQUES

Il est connu depuis longtemps que le statut en vitamine A influence la structure et le
fonctionnement de la glande thyroide. Ainsi, la carence vitaminique A entralne une
hypertrophie de la thyroide chez la femelle du rat et, au contraire, une atrophie chez le male
par dégénérescence €pithéliale et folliculaire (Coplan et Sampson, 1935). Plus récemment, il a
été montré que la déficience en vitamine A conduit a une altération de la thyroglobuline,
vraisemblablement au niveau de sa maturation par suite d’une glycosylation défectueuse
(Ingenbleek, 1983 ; Namba et al., 1993 ; Simon et al., 2002). A I'inverse, les HT ont une
influence sur la biodisponibilit¢é de la vitamine A. Elles faciliteraient 1’absorption du [3-
caroténe (Mitchell et al., 1966), son clivage en rétinol (Smith et Borchers, 1972) et la mise en
réserve hépatique de la vitamine A (Bhat et Cama, 1978). L hypothyroidie est associée a une
augmentation des niveaux plasmatiques de rétinol et [B-caroténe contrairement a 1’¢état
d’hyperthyroidie ou ils seraient diminués (Goswami et Choudhury, 1999 ; Mesaros-Kanjski et
al., 1999).

Le complexe des protéines vectrices du rétinol et des HT, respectivement la RBP et la
TTR, permet d’envisager un autre aspect des interactions vitamine A-HT. En effet, la
répartition des HT sur leurs protéines vectrices est modifiée chez un rat carencé en vitamine A
(Higueret et Garcin, 1979 ; Garcin et Higueret, 1980). Par ailleurs, cette situation de carence
s’accompagne d’une augmentation du taux sérique des HT (Garcin et Higueret, 1977, 1980,
1983 ; Morley et al., 1980). Au contraire, ces taux diminuent quand les apports en vitamine A
sont élevés (Morley et al., 1980 ; Garcin et al., 1984). De plus, I’AR serait capable d’inhiber
la liaison de T4 a la TTR (Smith et al., 1994). Des souris dépourvues de TTR présentent des
taux de rétinol sérique et de RBP diminués (van Bennekum et al., 2001). Les HT influencent
également I’expression de certaines protéines de liaison des rétinoides comme la CRBP
(Okuno et al., 1995) et la CRABP-I (Wei et al., 1997).

Une carence en vitamine A entraine une diminution de D’activité désiodase des
microsomes qui s’accompagne d’une baisse de la formation de T3 par le foie et les reins

(Higueret et Garcin, 1982). Esfandiari et al. (1994) et Pallud et al. (1999) ont montré que les
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rétinoides induisent ’activité de la désiodase de type I1I dans les cellules gliales. Cette action
pourrait protéger certaines régions du cerveau des effets néfastes de la T3. De plus, la
régulation de la synthése et de la sécrétion de la TSH est sous le double controle des HT et de
I’AR (revue dans Wolf, 2002) : ’AR serait capable d’inhiber la sécrétion de TSH in vivo
(Coya et al., 1997) et in vitro (Breen et al., 1997 ; Brown et al., 2000 ; Laflamme et al., 2002 ;
Macchia et al, 2002). Les HT contribuent également a la régulation des alcool-
déshydrogénases (notamment I’ADH3 humaine) et a celle des aldéhydes-déshydrogénases in
vitro et in vivo (Smith et Dawson, 1985 ; Harding et Duester, 1992 ; Zgombic et Duester,
1993 ; Zhou et Weiner, 1997).

I11.2. INTERACTIONS NUCLEAIRES

Les mécanismes moléculaires par lesquels les récepteurs nucléaires régulent
I'expression de genes peuvent faire intervenir des hétérodimérisations entre les récepteurs.
L’hétérodimérisation des TR avec RXR est un carrefour ou les voies de signalisation des
rétinoides et des HT interagissent. Une étroite relation entre ces deux voies est illustrée par le
fait que le RAR est génétiquement plus ressemblant au TR qu’au RXR. Les structures tres
proches des RAR et des TR indiquent leur capacité¢ a se lier sur des HRE communs et a
activer la transcription génique. Par ailleurs, RXR a ét¢ récemment identifié comme un
partenaire non silencieux de dimérisation avec TR (Li et al., 2002). Le géne de ’hormone de
croissance du rat est une parfaite illustration des relations existant entre les voies d’action des
rétinoides et des HT puisque celui-ci est sous le double contrdle de I’AR et de la T3. Ces deux
hormones médient leur action via un seul élément de réponse, initialement identifié comme un
TRE et fonctionnant également comme un RARE (De Luca, 1991).

De plus, une hétérorégulation entre ces deux voies de signalisation est révélée, par
exemple au niveau des récepteurs TRa; (Satyanarayana et al., 1994) et TR3, (Jones et al.,
1993) qui sont régulés positivement par I’AR. Les HT quant a elles semblent contrdler les
taux de RXRp et RXRy (Mano et al., 1993). Dans I’hypophyse, RXRa régule 1’expression de
certains génes et la sécrétion d’hormones (Segura et al., 2000). Par ailleurs, une carence en
vitamine A entraine, chez le rat, des altérations de la voie de T3 traduites notamment par une

baisse de la liaison de la T3 aux TR (Higueret et al., 1992).
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IV. LE VIEILLISSEMENT

1999 fit ’année internationale de la personne agée. Cette phrase résume a elle seule
I’importance du "successful ageing" et la nécessité de mieux cerner les processus biologiques

qui sont altérés au cours du vieillissement.

IV.1. DONNEES GENERALES SUR LES DIFFERENTS PROCESSUS LIES AU

VIEILLISSEMENT

IV.1.1. Définition

Les discussions sur le vieillissement nécessitent une définition satisfaisante du terme
"vieillissement". Forette et al. (1996) ; Robert (1996) et Marty (1996) ont proposé que le
vieillissement soit défini comme «la somme de modifications (altérations) anatomiques,
histologiques et physiologiques, survenues au cours du temps, au sein des différents types
cellulaires, dans les différents organes et systemes». Le vieillissement est généralement
caractérisé par (i) des changements dans la composition biochimique des tissus; (i) une
diminution progressive des capacités physiologiques ; (iii) une perte régulicre de la capacité
d’adaptation de I’organisme aux conditions variables de I’environnement et (iv) une

augmentation des prédispositions aux maladies et a la mort (revue dans Troen, 2003).

De nombreuses théories ont été élaborées pour tenter d’élucider les mécanismes du
vieillissement. Parmi elles, on peut citer les théories évolutionnistes, descriptives, génétiques
et environnementales. Les théories évolutionnistes étudient la longévité des différentes
especes animales en comparant leur manicre de vieillir et en étudiant les altérations
biologiques de I’organisme survenues en fonction de 1’dge. Les théories descriptives quant a
elles proposent que 1'usure ("wear and tear") de différents tissus et organes soit la
responsable universelle du vieillissement. Les théories génétiques impliquent qu’il existe un
mécanisme de régulation génétique programmé dans le processus du vieillissement. Enfin, les
théories environnementales sont basées sur 1’étude de facteurs externes ou internes qui

endommagent les cellules, désorganisent les tissus et induisent le vieillissement. Prises
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ensembles, ces théories expliquent la plupart des phénomenes liés au vieillissement (Gavrilov

et Gavrilova, 2001 ; Jansen-Diirr et Osiewacz, 2002 ; Partridge et Gems, 2002).

IV.1.2. Le vieillissement cérébral

Chez les personnes agées, les altérations neurobiologiques ont depuis longtemps été
considéré comme un élément majeur du vieillissement. Ceci résulte du fait que les personnes
agées présentent une capacité d’apprentissage réduite et qu’elles ont une forte tendance a
I’oubli. Le cerveau occupe donc une place essentielle dans la recherche actuelle sur le
vieillissement.

Des études récentes suggerent que les changements cérébraux soient plus subtils que la
simple perte neuronale, qui certes existe mais n’est pas généralisée (Morrison et Hof, 1997 ;
revue dans Rutten et al., 2003). En fait, on peut décrire le vieillissement du cerveau a
plusieurs niveaux d’organisation. A un niveau systémique, le vieillissement se manifeste par
une diminution des facultés d’adaptation, une baisse des capacités mnésiques... (Erickson et
Barnes, 2003). A un niveau anatomique, on peut observer une atrophie cérébrale et une
dilatation ventriculaire ; ces modifications sont souvent hétérogénes selon les individus
(Sullivan et al., 2001). Des altérations cérébrales majeures sont dues a la diminution de la
densit¢ de certains récepteurs ou de la production des neurotransmetteurs et a la
démy¢linisation des fibres nerveuses qui jouent un role fondamental dans la transmission des
signaux (Perdigo, 1994; Wickelgren, 1996; Robert, 1998). Ces modifications
morphologiques s’accompagnent d’altérations de la plasticité synaptique au cours du
vieillissement.

Les différentes maladies neurodégénératives trés souvent observées chez les personnes
agées résulteraient de la pluralit¢ des mécanismes a I'origine de ces modifications
neurobiologiques (Larrieu et al., 2004). La maladie d’Alzheimer, dont la fréquence augmente
avec ’age, est 'une des maladies dégénératives les plus étudiées (Unverzagt et al., 2001 ;

Hénninen et al., 2002 ; revue dans Dugué et al., 2003).
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IV.2. CONSEQUENCES SUR LES VOIES DE SIGNALISATION DE L’ACIDE

RETINOIQUE ET DE LA TRIODOTHYRONINE

IV.2.1. Au niveau métabolique

Les données générales concernant les conséquences du vieillissement sur le
métabolisme de la vitamine A sont a ce jour plus descriptives qu’explicatives. Globalement,
au cours du vieillissement, le métabolisme de la vitamine A est fortement perturbé et peut se
caractériser par des concentrations €levées en vitamine A dans le foie (McLaren et al., 1979 ;
Sundboom et Olson, 1984 ; van der Loo et al., 2004). Cette augmentation des stocks
hépatiques provoquerait la mise en place de mécanismes physiologiques compensateurs
(Hollander et Dadufalza, 1990) qui expliqueraient notamment la hausse du rétinol sérique
observée, chez les personnes agées, apres un repas (Borel et al., 1998). Néanmoins, Mino et
al. (1993) puis Ravaglia et al. (2000) n’ont pas trouvé de variations avec 1’age de la
concentration en rétinol ou RBP plasmatique. Par ailleurs, 1’activité hépatique de I’ARAT
(Acyl-coA : Retinol Acyl Transferase ; enzyme responsable de 1’estérification du rétinol en
rétinyl esters) augmente avec 1’age et a I’inverse, 1’activité de la REH (enzyme responsable de
I’hydrolyse des rétinyl esters en rétinol) diminue (Mobarhan et al., 1991). Il en est de méme
pour I’expression de la CRBP et des cytochromes P450 qui diminuent avec 1’age (Dawson et
al., 2000 ; Yamamoto et al., 2000). Enfin, la capacité¢ de 1’organisme agé a mobiliser les
réserves hépatiques de rétinol et a I'utiliser efficacement semble fortement endommagée

(Azais-Braesco et al., 1995).

Les effets délétéres du vieillissement sont également observés sur la régulation du
systéme endocrinien. Mooradian (1993a,b) a décrit la diminution de la production de certaines
hormones avec I’age. La glande thyroide est principalement concernée puisqu’un nombre
important de réactions auto-immunes dirigées contre les HT et contre les tissus de la glande
thyroide sont observées chez les sujets 4gés (Burroughs et Shenkman, 1982 ; Mariotti et al.,
1998 ; Hollowell et al., 2002). Le vieillissement provoquerait en premier lieu une diminution
de la dégradation des HT, puis une diminution de leur sécrétion par la mise en jeu de boucles
de régulation négatives. La chronologie de ces changements permet de comprendre les
résultats parfois différents obtenus lors du dosage des HT circulantes. En effet, la majorité des

¢tudes indiquent que les niveaux de T3 sérique semblent étre inversement corrélés a 1’age
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(Erfurth et Hagmar, 1995 ; Monzani et al., 1996 ; Chakraborti et al., 1999) et varieraient selon
le sexe (da Costa et al., 2001). Par contre, les résultats sur la T4 circulante indiquent des
valeurs soit diminuées (Margarity et al., 1985 ; da Costa et al., 2001) soit augmentées ou
inchangées (Monzani et al., 1996 ; Chakraborti et al., 1999 ; revue dans Smith et al., 2002 ;
Elmlinger et al., 2003) au cours du vieillissement.

La diminution de la production de T3 résulterait de la réduction de I’activité 5°-
désiodase qui assure la conversion de T4 en T3 (Corréa da Costa et Rosenthal, 1996 ; Magri
et al., 2002). Les variations de la sécrétion des HT traduiraient les atteintes du systéme
hypothalamo-hypophysaire avec 1’age. En effet, la concentration hypothalamique de TRH
serait diminuée avec 1’age (Fisher et al., 2000) alors que les résultats concernant la TSH
varient selon les études. Ainsi, des données obtenues chez I’homme ou 1’animal montrent que
la concentration en TSH peut étre diminuée (Monzani et al., 1996 ; Chakraborti et al., 1999 ;
Magri et al., 2002 ; Elmlinger et al., 2003) ou au contraire augmentée (Ravaglia et al., 2000 ;
da Costa et al., 2001 ; Hollowell et al., 2002) ou méme inchangée avec I’age (Corréa da Costa
et Rosenthal, 1996 ; da Costa et al., 2001).

L’hypothyroidie subclinique est définie par une concentration élevée en TSH, malgré
des niveaux sériques de T3 et T4 normaux. La prévalence de cette pathologie est de plus de 5
% dans la population générale, et de plus de 20 % chez les femmes de plus de 60 ans (Manciet
et al., 1995 ; Canaris et al., 2000). C’est ainsi que 1’on considere que la plupart des troubles
thyroidiens décrits chez les personnes agées relévent fréquemment d’un statut

d’hypothyroidie (Finucane et Anderson, 1995).

IV.2.2. Au niveau nucléaire

Les troubles métaboliques associés au vieillissement se traduiraient par une
biodisponibilité réduite en ligand (AR et T3) et une baisse concomitante de 1’activité des
voies de signalisation des rétinoides et des HT.

Les résultats obtenus dans 1’Unité de Nutrition et Signalisation Cellulaire ont montré
une diminution de I’expression des RAR, RXR et TR avec 1’age. En effet, la capacité des
récepteurs de I’AR et de la T3 est fortement diminuée dans le foie (Pallet et al., 1997) et le
cerveau (DeNayer et al., 1991) de rats agés. Dés 1985, Kvetny avait rapporté la diminution de
la capacité de liaison des TR dans les cellules mononucléées du sang de sujets humains agés.

Enderlin et al. (1997a,b) décrivent que les taux des ARNm codant pour les RARP, RXRf/y et

les TRa/P sont baissés dans les cerveaux de rat ou de souris agé(e)s. Ainsi, la baisse du
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nombre ou de I’affinité des TR au cours du vieillissement pourrait entrainer une réduction de
la sensibilité des cellules cibles aux HT (DeNayer, 1991).

L’hypoexpression des récepteurs nucléaires de I’AR et de la T3 s’accompagnent d’une
réduction de I’expression de leurs génes cibles. Une réduction des ARNm codant pour la tTG
et une baisse de son activité enzymatique ont été reportées dans le foie et le cerveau de souris
et de rats agé(e)s (Pallet et al., 1997 ; Enderlin et al., 1997a,b). L’expression de la
neurogranine est également affectée au cours du vieillissement. La baisse de RC3 est observée
dans le cerveau et plus particulicrement dans 1’hippocampe et le cortex cérébral de souris
agées (Enderlin et al., 1997a ; Mons et al., 2001 ; Etchamendy et al., 2001). De méme, une
é¢tude immuno-histo-chimique (Casoli et al., 2001) montre une baisse de I’expression de
GAPA43 chez des rats agés.

L’administration d’AR a permis de "normaliser", chez 1’animal ag¢, 1’expression des
récepteurs nucléaires de I’AR et de la T3. En effet, le traitement par I’AR a restauré, chez les
souris et les rats agés, la capacité de liaison a 1’équilibre des RAR et TR et les niveaux
d’expression des RARB, RXRp/y et TRa/P dans le foie ou le cerveau, a un niveau comparable

a celui mesuré chez des animaux jeunes ou adultes (Enderlin et al., 1997a,b ; Pallet et al.,

1997).

IV.2.3. Au niveau fonctionnel

Les altérations des voies de signalisation au cours du vieillissement ont de graves
conséquences fonctionnelles puisque certains génes cibles de I’AR et de la T3, dont RC3 et
GAP43, sont impliqués dans les phénomenes de plasticité synaptique qui sous-tendent les
processus mnésiques (Fedorov et al., 1995 ; Pak et al., 2000 ; Marighetto et al., 2000). Un lien
spécifique a été établi entre I’hypoexpression de la voie de signalisation des rétinoides et les
troubles cognitifs. En effet, I’administration d’AR aux souris agées corrige totalement et
sélectivement les déficits mnésiques observés (Etchamendy et al., 2001). Par ailleurs, des
travaux ultérieurs suggeérent I’intervention des rétinoides dans 1’étiologie de la maladie
d’Alzheimer (Goodman et Pardee, 2003). De nombreux genes régulés par les rétinoides et
codant pour des protéines impliquées dans les phénoménes de plasticité synaptique ou de
survie cellulaire (récepteurs NMDA, NGF (Beczkowska et al., 1996 ; Scheibe et Wagner,
1992)) voient leurs expressions diminuer avec I’age.

La plupart des données de la littérature montrent que les désordres des fonctions

thyroidiennes observés chez les personnes agées sont généralement associés a des troubles du
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comportement et de I’humeur (revue dans Tremont et al., 2003). Selon certains auteurs le
degré de déficit cognitif pourrait étre associé aux niveaux de T4 sériques particuliérement
chez les patients souffrant d’hypothyroidie séveére ou subclinique. Chez des sujets
euthyroidiens agés, il existerait une relation étroite entre les concentrations de T4 circulante et
les performances cognitives (Jaeschke et al., 1996 ; Prinz et al., 1999). De plus, il existerait

une corrélation négative entre le taux de TSH et le risque d’apparition de démence (Kalmijn et

al., 2000).

L’ensemble des données présentées ci-dessus est en faveur d’une hypothése selon
laquelle un hypofonctionnement des voies des rétinoides et des HT générerait des altérations
de la plasticité cérébrale qui participeraient au déclin des capacités mnésiques observé au

cours du vieillissement.

IV.3. LE MODELE DE LA CARENCE EN VITAMINE A

Afin de mieux comprendre le lien entre 1’hypoexpression de la voie d’action des
rétinoides et les troubles mnésiques, I’étude des conséquences fonctionnelles d’une
diminution physiologique de la biodisponibilité en vitamine A s’est avérée nécessaire. Un
modele nutritionnel de carence en vitamine A, permettant la manipulation physiologique du
niveau d’activité de la voie de signalisation de I’AR a été développé au laboratoire (Enderlin
et al., 2000 ; Etchamendy et al., 2001).

Des souris regues au sevrage ont été nourries avec un régime dépourvu de vitamine A
pendant 35 semaines. Les dosages de rétinol sérique et de I’activité de la tTG hépatique
montrent que la carence vitaminique A s’établit aprés 26 semaines de régime carencé. Ce
nouvel état s’accompagne d’une baisse de 1’activité de la voie de signalisation de I’AR qui,
aprés 31 semaines de régime, se caractérise par une diminution du taux des ARNm codant
pour les récepteurs RAR et RXR. Dans ces conditions, une administration d’AR (150
ug/kg/jour) pendant 4 jours aux animaux carencés ne s’accompagne d’aucun effet significatif
sur I’activité de la voie d’action de ’AR. En revanche ce méme traitement appliqué pendant
28 jours restaure 1’expression des RAR et de la tTG.

Les résultats obtenus chez les souris carencées mettent en évidence que la carence
vitaminique A s'accompagne aussi d'une baisse d'expression de RC3. Par ailleurs, une étude
comportementale, réalisée au laboratoire de Neurosciences Cognitives, montre que seuls les

animaux carencés qui présentent une baisse significative de 1'expression de RC3 présentent
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des déficits de mémoire relationnelle (2 savoir les souris carencées pendant au moins 35
semaines). Cette diminution de I’expression de RC3, pourrait contribuer aux modifications de
la plasticité synaptique qui sous-tendent le déclin des capacités mnésiques de 1’animal
carencé. L’administration d’AR a des souris carencées en vitamine A ne modifie pas
significativement 1’expression de la neurogranine. Ces résultats sont en accord avec ceux
d’une étude comportementale qui révelent que le déficit mnésique observé chez les souris

carencées persiste apres le traitement par 1'acide rétinoique (Etchamendy et al., 2003).

En résumé, I’induction d’une hypoactivité modérée de la voie d’action des rétinoides
par une carence vitaminique A entraine, chez 1’animal adulte, un déficit mnésique similaire a
celui observé chez la souris dgée. En revanche, contrairement a ce que nous avons obtenu
chez I’animal agé, ’administration d’AR a des souris soumises a une carence en vitamine A
prolongée n’a pas provoqué la disparition des déficits de mémoire relationnelle (déclarative).
Ces résultats confortent 1’hypothése qui suggere I’intervention des rétinoides dans les
processus cognitifs mais, ils révelent aussi chez I’animal carencé, les limites de 1’efficacité du
traitement par I’AR. L’objectif de ce travail de thése sera notamment de mieux comprendre ce

dernier point.
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OBJECTIFS DE TRAVAIL

Nous avons publié, en collaboration avec le laboratoire de Neurosciences Cognitives,
la premiére démonstration d’une relation, chez I’animal agé, entre le niveau d’activité de la
voie de signalisation des rétinoides et une activité cognitive (Etchamendy et al., 2001). La
correction d’un déficit de mémoire relationnelle chez des souris agées traitées par ’AR
suggere que ce déficit mnésique dépende, au moins en partie, d’une diminution de la
biodisponibilité¢ de I’AR, dont I’administration compensatrice permet au mécanisme neuronal
impliqué de fonctionner de nouveau de fagon satisfaisante.

Ainsi, il est possible d’envisager que certaines atteintes de la mémoire survenant avec
I’age ne relevent pas de 1ésions cellulaires irréversibles mais appartiennent a une catégorie de
modifications fonctionnelles générées par des modifications hormonales, associées au
vieillissement non pathologique, et susceptibles d’étre compensées par 1’administration d’un
"traitement" efficace.

Cette interprétation a été mise a 1’épreuve dans une seconde approche visant a évaluer
les conséquences fonctionnelles d’une hypoactivité des voies d’action de I’AR induite, chez
I’animal adulte, par un régime alimentaire dépourvu en vitamine A. En effet, les résultats
obtenus chez des souris carencées ont montré une baisse d’expression des récepteurs
nucléaires de I’AR, de celle de certains genes cibles et des déficits mnésiques comparables a
ceux décrits chez I’animal 4gé. D’une fagon surprenante, 1’administration d’AR aux souris
carencées n’a permis qu’une restauration partielle de I’expression des geénes impliqués dans la
plasticité synaptique et n’a pas eu l’effet correcteur attendu sur les déficits cognitifs des
animaux.

Par conséquent, si nos données sont en faveur d’une intervention fondamentale des
rétinoides dans les processus biologiques et cognitifs, il est fort probable que notre hypothése
devrait intégrer d’autres membres de la superfamille des récepteurs nucléaires qui agissent en

synergie avec les rétinoides. C’est le cas notamment des HT qui présentent de nombreuses
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relations fonctionnelles avec les rétinoides au cours de leur métabolisme et de leur action

cellulaire.

Dans ce contexte, ce travail de thése vise a répondre aux questions suivantes :
1. Quelles sont les répercussions de I’age ou d’une carence vitaminique A sur 1’activité
des voies de signalisation de 1’acide rétinoique et de la triiodothyronine ?
2. La sous-expression chronique des récepteurs nucléaires de I’AR et de la T3 induit des
réponses adaptatives. Jusqu’a quel stade de ces réponses et dans quelles conditions est-il

encore possible de maintenir certaines capacités fonctionnelles ?

Au plan théorique, nos hypothéses sont cohérentes avec les données qui suggerent que les
geénes du développement (les rétinoides et les HT jouent des roles essentiels dans le
développement du systéme nerveux central) sont aussi impliqués dans la plasticité du cerveau
adulte. C’est la raison pour laquelle certains auteurs évoquent 1’idée selon laquelle des
dérégulations, méme faibles, du niveau d’expression des récepteurs nucléaires pourraient se
trouver a I’origine de bien des maladies du systéme nerveux comme de son vieillissement

(Goodman et Pardee, 2003).
La premiere partie de ce travail a été réalisée chez des animaux agés et des animaux
carencés en vitamine A. Les résultats ont montré 1’influence cruciale du statut thyroidien sur

la fonctionnalité de 1I’AR. Ils ont fait I’objet de deux publications (Chapitre II) intitulées :

Publication 1 :

Triiodothyronine administration reverses vitamin A deficiency-related hypo-expression

of retinoic acid and triiodothyronine nuclear receptors and of neurogranin in rat brain

Husson et al. British Journal of Nutrition. 2003. 90, 191-98.

Publication 2 :

Differential effect of retinoic acid and triiodothyronine on the age-related hypo-

expression of neurogranin in rat

Neurobiology of Aging, sous presse.
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Conformément aux orientations générales des recherches en nutrition et aux objectifs du
laboratoire, nos hypotheses ont été éprouvées chez I’Homme (Chapitre III). Ainsi, la
deuxiéme partie de notre travail a été réalisée chez des sujets agés recrutés dans la cohorte
épidémiologique dite des « 3 Cités ». Nous avons d’abord cherché a déterminer si le
vieillissement s’accompagnait d’une baisse de 1’activité des voies de signalisation de I’AR et
de la T3. Dans ce but nous avons mesuré le niveau d’expression des récepteurs nucléaires de
I’AR et de la T3 dans les cellules mononucléées du sang.

Une étude similaire, réalisée chez des sujets hypothyroidiens, avait pour but d’étudier les
conséquences de cet état sur I’activité des voies de signalisation de I’AR et de la T3. Les

résultats de ces deux études biomédicales font I’objet de deux publications intitulées :

Publication 3 :

Aging affects the retinoic acid and the triiodothyronine nuclear receptors mRNA

expression in human peripheral blood mononuclear cells

Soumise au European Journal of Endocrinology.

Publication 4 :

Decreased expression of retinoid nuclear receptors (RARa and RARy) mRNA
determined by real-time quantitative RT-PCR in peripheral blood mononuclear cells of

hypothyroid patients

Soumise au Journal of Molecular endocrinology
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CHAPITRE II : ETUDES EXPERIMENTALES

I. ACTION CELLULAIRE DE L’ACIDE RETINOIQUE ET DE
LA TRIIODOTHYRONINE DANS LE CERVEAU DE RATS
CARENCES EN VITAMINE A

Une baisse d’activité de la voie de signalisation de I’AR résultant du vieillissement ou
induite par une carence vitaminique A s’accompagne, dans les deux situations, d’atteintes
neurobiologiques et de déficits mnésiques spécifiques. En revanche, la correction d’un déficit
de mémoire relationnelle, mise en évidence chez les souris dgées apres traitement par I’AR,
n’a pas été possible chez les souris carencées soumises au méme traitement.

Ainsi, les résultats précédemment obtenus, respectivement chez les souris agées et
chez les souris carencées en vitamine A, sont cohérents et confortent 1’idée qu’un niveau
optimum d’activité de la voie de signalisation des rétinoides est une condition nécessaire au
bon déroulement de certains des processus neurobiologiques qui sous-tendent les fonctions
cognitives. De plus, ces études soulignent que I’efficacité du traitement par I’AR ne semble
pas dépendre seulement du niveau d’activité de sa propre voie de signalisation.

Pour étayer cette conclusion et établir la nécessité de prendre en compte les relations
entre les récepteurs nucléaires, nous devons rappeler que la carence en vitamine A entraine
une baisse des récepteurs de I’AR mais aussi de ceux de la T3 (Higueret et Garcin, 1984 ;
Higueret et al., 1989). Les relations entre ces deux types de récepteurs peuvent concerner
différents aspects. A titre d’exemple, les données de la littérature indiquent que dans les
cellules cibles de sujets hypothyroidiens, les TR dépourvus de ligands forment des apo-
récepteurs qui exercent une activité répressive sur 1’expression des RAR (Sachs et al., 2002 ;

Makowski et al., 2003).
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Dans ce contexte, nous avons envisagé que I’altération de la voie d’action de la T3
pourrait contribuer a la perte de I’efficacité du traitement par I’AR chez les animaux carencés.
Cette hypothese a été éprouvée chez le rat. Dans cette étude, le changement de mode¢le animal
se justifie par le fait que le rat développe une carence vitaminique A beaucoup plus
rapidement. En effet, alors que chez la souris, un état de carence s’établit apreés 26 semaines
de régime dépourvu en vitamine A, chez le rat, 8 a 10 semaines de régime suffisent a
provoquer le ralentissement de la croissance pondérale caractéristique de la mise en place de
la carence (Garcin et Higueret, 1983 ; Higueret et al., 1989). Dans ce travail, seuls les aspects
moléculaires et biochimiques ont été étudiés, puisque I’objectif était d’abord de mieux
comprendre I’évolution des voies de signalisation de I’AR et de la T3 dans le cerveau des

animaux carenceés et de définir les conditions de leur réactivation.

Les résultats obtenus ont fait 1’objet de Darticle 1 publié dans British Journal of

Nutrition (Husson et al. 2003. 90, 191-98).

I.1. METHODOLOGIE UTILISEE

Un groupe de jeunes rats a été divisé, dés le sevrage, en deux lots, témoins et
"carencés", selon le régime alimentaire qui leur était fourni. Aprés 10 semaines de régime, les
rats carencés présentaient un ralentissement de leur croissance pondérale et une diminution
significative de leur taux de rétinol sérique. Parmi les rats carencés, certains ont été soumis a
une administration d’AR et/ou de T3 (150 pg/kg d’AR et/ou de T3) quotidiennement pendant
4 jours. Nous avons utilisé les mémes conditions de traitement que celles qui avaient permis
la normalisation du niveau d'expression des récepteurs RARP, RXRp/y, TRa/B, et RC3 chez
les animaux agés (Enderlin et al., 1997a, b).

Dans les cerveaux des 5 groupes d’animaux (témoins, carencés, carencés traités par
I’AR et/ou la T3), nous avons mesuré I’expression des récepteurs nucléaires RARB, RXRpB/y
et TRo/B, I’activité enzymatique de la transglutaminase tissulaire (tTG) ainsi que I’expression

de la neurogranine (RC3).
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1.2. PRINCIPAUX RESULTATS ET DISCUSSION PARTIELLE

Effet d’une carence vitaminique A sur les voies d’action de I’AR et de la T3

Les résultats obtenus montrent une baisse de l'activité de la voie d’action de I’AR chez
les animaux carencés. En effet, nous avons observé une diminution du taux des ARNm des
récepteurs nucléaires RARB, RXR/y et des geénes cibles tTG et RC3. Ces résultats sont en
accord avec ceux que nous avions déja obtenus chez des souris agées (Enderlin et al., 1997a).

De facon plus surprenante, la carence en vitamine A s’accompagne aussi de la baisse
de I’activité¢ de la voie de signalisation de la T3. En effet, nous avons mesuré une baisse de
I’expression des TRo/p dans le cerveau des animaux carencés en vitamine A, ce qui suggere
I’apparition d’un état "d’hypothyroidie". Dans ce méme ordre d’idée, des études
épidémiologiques avaient déja montré les conséquences d’une faible teneur en rétinol sérique
sur I’apparition de goitre, assimilable a une déficience en iode (Ingenbleek et de Visscher,
1979). Au laboratoire, des études expérimentales avaient déja révélé la diminution de
I’expression des TR et la baisse de leur capacité de liaison dans le foie d’animaux carencés en

vitamine A (Higueret et Garcin, 1984 ; Pailler-Rodde et al., 1991).

Effet de ’administration d’AR ou de T3 a des animaux carencés en vitamine A

L’administration d’AR aux rats carencés restaure uniquement le niveau de ses propres
récepteurs nucléaires (RARP, RXRP/y) et, a 'inverse, ne corrige pas la baisse d’expression de
RC3. Ces résultats sont en accord avec ceux que nous avions décrits chez des souris carencées
en vitamine A (Etchamendy et al., 2003).

En revanche, I’administration de T3 rétablit I’expression de 1’ensemble des
récepteurs nucléaires (RARPB, RXRB/y et TRa/B) et de RC3 a un niveau comparable a celui
mesuré chez les animaux témoins. Ces données montrent que les animaux carencés en
vitamine A présentent des signes "d hypothyroidie cellulaire", caractérisée par une baisse de
I’expression des récepteurs de la T3 et de RC3. Ainsi, il apparait que 1’action de I’AR sur la
régulation de I’expression du géne RC3 est dépendante du niveau d’activité¢ de la voie de
signalisation des HT bien que ce gene posséde un élément de réponse a I’AR dans son

promoteur (Ifiiguez et al., 1994).
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Recent studies have revealed that retinoids play an important role in the adult central nervous system and cognitive functions. Previous
investigations in mice have shown that vitamin A deficiency (VAD) generates a hypo-expression of retinoic acid (RA, the active meta-
bolite of vitamin A) receptors and of neurogranin (RC3, a neuronal protein involved in synaptic plasticity) and a concomitant selective
behavioural impairment. Knowing that RC3 is both a triiodothyronine (T5) and a RA target gene, and in consideration of the relationships
between the signalling pathways of retinoids and thyroid hormones, the involvement of T3 on RA signalling functionality in VAD was
investigated. Thus, the effects of vitamin A depletion and subsequent administration with RA and/or T; on the expression of RA nuclear
receptors (RAR, RXR), T; nuclear receptor (TR) and on RC3 in the brain were examined. Rats fed a vitamin A-deficient diet for 10 weeks
exhibited a decreased expression of RAR, RXR and TR mRNA and of RC3 mRNA and proteins. RA administration to these
vitamin A-deficient rats reversed only the RA hypo-signalling in the brain. Interestingly, T5 is able to restore its own brain signalling
simultaneously with that of vitamin A and the hypo-expression of RC3. These results obtained in vivo revealed that one of the
consequences of VAD is a dysfunction in the thyroid signalling pathway in the brain. This seems of crucial importance since the

down regulation of RC3 observed in the depleted rats was corrected only by Ts.

Vitamin A deficiency: Retinoic acid nuclear receptors: Triiodothyronine nuclear receptors: Brain: Neurogranin

Vitamin A and its derivatives (the retinoids) participate in
many physiological processes including vision and repro-
duction (Sporn et al. 1994), and exert a wide variety of
profound effects on vertebrate development, cellular differ-
entiation and homeostasis (Chambon, 1996). In addition to
the well-known and important role of retinoids and particu-
larly retinoic acid (RA, the active metabolite of vitamin A)
during the normal development of the central nervous
system (Maden et al. 1998; Kornyei et al. 1999; Malik
et al. 2000), various data suggest that retinoids play a sig-
nificant role in the adult central nervous system. Initial
investigations have shown that the adult brain: (i) is a reti-
noid-metabolizing tissue (McCaffery & Driger, 1994,
Connor & Sidell, 1997); (ii) contains cellular RA and reti-
nol-binding protein as well as a high level of nuclear RA
receptors (Krezel et al. 1999; Zetterstrom et al. 1999).
The RA receptors, RAR (whose ligands are the all-trans-
RA and 9-cis-RA isomers) and RXR (whose ligand is the
9-cis-RA isomer), are DNA-binding proteins which, upon

activation by specific retinoid ligands, induce gene tran-
scription by interacting with distinct promoter sequences
in the target genes (Kastner et al. 1995). Therefore,
changes at the retinoid level are capable of producing
alterations in several neuronal target proteins and conse-
quently may affect physiological process maintenance in
the mature brain (Malik er al. 2000). Indeed, knockout
mice for RARB and RARB-RXR<y display an alteration
of long-term potentiation (the most widely studied form
of synaptic plasticity, thought to underlie memory
formation), as well as substantial performance deficits in
a hippocampal-dependent spatial learning task (Chiang
et al. 1998). A similar conclusion can also be drawn
from recent studies using mice or rats receiving a postna-
tally induced vitamin A-deficient diet (Misner et al
2001; Cocco et al. 2002). Moreover, our recent studies
have shown that a moderate down regulation of retinoid-
mediated transcription events naturally occurs with senes-
cence (Enderlin er al. 1997). An administration of RA

Abbreviations: GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; PCR, polymerase chain reaction; RA, retinoic acid; RAR, retinoic acid receptor;
RC3, neurogranin; RXR, retinoid X receptor; T;, triiodothyronine; TR, triiodothyronine nuclear receptor; tTG, tissue-type transglutaminase; VAD,

vitamin A deficiency.

* Corresponding author: Dr Véronique Pallet, fax +33 5 56 84 27 76, email v.pallet@istab.u-bordeaux1.fr



192 M. Husson et al.

restores to pre-senescent levels the age-related decrease in
brain expression of its own receptors and of neurogranin
(RC3), a specific associated target gene (Ifliguez et al.
1994; Enderlin et al. 1997) involved in synaptic plasticity
(Gerendasy & Sutcliffe, 1997; Pak et al. 2000), and conco-
mitantly alleviates both the relational memory and hippo-
campal long-term potentiation seen in aged mice
(Etchamendy er al. 2001). Together these data suggest
that a fine regulation of retinoid-mediated gene expression
is fundamentally important for optimal brain functioning.

A previous study, obtained in our laboratory using a
murine model, has evidenced that vitamin A deficiency
(VAD) leads to a reduced expression of brain retinoid
nuclear receptors and that of RC3 as well as selective beha-
vioural impairment (Etchamendy et al. 2000). Surprisingly,
RA administration to these animals failed to fully normal-
ize the expression of the genes studied and had no effect on
the associated cognitive deficit. It is well known that the
activity field and signalling pathway of retinoids and thyr-
oid hormones, whose active metabolite is triiodothyronine
(T5), are in close relationship (Schriader & Carlberg, 1994;
Chin & Yen, 1997). Moreover, alterations of thyroid
hormone metabolism and functionality associated with
VAD have been described (Ingenbleek & De Visscher,
1979; Okamura et al. 1981; Higueret & Garcin, 1984).
Finally, RC3 is not only under the influence of retinoids
(Iniguez et al. 1994), but is regulated by thyroid hormone
too (Guadafo-Ferraz et al. 1997, Morte et al. 1997,
Martinez de Arrieta et al. 1999).

Thus, in the present work, the question arose regarding
the possible implication of thyroid disorders in RA impair-
ment in restoring neurological alterations to normal. There-
fore, an examination was made first of the consequences of
a vitamin A-deprived diet on T3 and RA nuclear receptors
expression (TR, RAR and RXR, respectively), and on two
of their target genes, RC3, and tissue-type transglutaminase
(tTG); the tTG is a protein whose expression is highly
regulated by RAR (Chiocca et al. 1989) and is considered
as a biological marker of early VAD (Savouré et al. 1996).
Second, the effect of administration of RA and/or T; in
vitamin A-deficient animals was studied.

Materials and methods
Experimental design

The study was conducted in accordance with the European
Communities Council Directives (861609/EEC). All the
experiments conformed to the Guidelines on the Handling
and Training of Laboratory Animals. The experimental
design of postnatal VAD was according to Audouin-
Chevallier et al. (1993). Weaning male Wistar rats were
purchased from Harlan (Gannat, France). They were
maintained in a room with a constant airflow system,
controlled temperature (21-23°C) and a 12h light—dark
cycle. The rats were allowed to have ad libitum access to
food and tap water and were divided into two experimental
groups: vitamin A-deficient (forty-eight animals); control
(twelve animals). The vitamin A-deficient diet was
composed as indicated in Table 1; the control diet was
the same plus vitamin A (1515-15 RE/kg diet).

Table 1. Composition of the diet*

Ingredients Amount (g/kg)
Vitamin-free caseint 180
Sucrose 305
Peanut oil 25
Rapeseed oil 25
Cellulose 20
Maize starch 400
Mineral mixturet 35
Vitamin mixture§ 10

*Vitamin A-sufficient diet according to Audouin-Chevallier et al. (1993).
Chow was stored in sealed bags at 20°C and conserved after opening for
a maximum of 1 week at 4°C.

1 Vitamin-free casein from Touzard et Matignon, France.

1 Mineral mixture no. 102 from INRA (Jouy en Josas, France) consisted of
the following (g/kg chow): calcium phosphate dibasic, 500; sodium
chloride, 74; potassium monohydrate citrate, 220; magnesium sulfate, 52;
magnesium oxide, 24; manganous carbonate (430-480gMn/kg
manganous carbonate), 3-5; iron citrate (160—170gFe/kg iron citrate), 6;
zinc carbonate (700 g zinc oxide/kg zinc carbonate), 1-6; copper carbonate
(530—-550 g Cu/kg copper carbonate), 0-3; potassium iodate, 0-01; sodium
selenite (456-5gSe/kg sodium selenite), 0-022; potassium and chromium
sulfate, 0-55; sucrose to make up to 1kg.

§ Vitamin Diet Fortification Mixture without vitamin A no. 102 from INRA
(Jouy en Josas, France) consisted of the following (g/kg chow): thiamine
HCI, 0-6; riboflavin, 0-6; pyridoxine HCI, 3.-0; p-calcium panthotenate, 1-6;
folic acid, 0-2; Dp-biotin, 0-02; cyanocobalamin, 0-01; cholecalciferol,
0-00625; all-rac-a-tocopherol, 5; menadione, 0-05; ascorbic acid, 0-45;
sucrose to make up to 1kg.

Animals were fed these diets for 10 weeks. No differ-
ence between the different groups of rats was observed
concerning the amount of food intake. At the time when
the growth of the deficient animals slowed down, before
weight reached a plateau and before the onset of apparent
diseases was noted (these characteristics have previously
been noted in the laboratory; Higueret & Garcin, 1982),
some of depleted rats were injected daily (150 pg/kg
body weight) for 4d with RA (all-frans-RA, Sigma St
Quentin Fallavier, France, no. R2625; ) and/or T5 (Sigma
no. T2752) or vehicle only. Twelve rats were used for
each treatment. Control rats were administrated with
vehicle. The RA and T; were dissolved in a mixture
(vehicle) containing polyethyleneglycol—NaCl—ethanol
(70:20:10, by vol.). Rats were killed by decapitation. The
brain and the liver were rapidly removed, weighed and
stored at —80°C for subsequent analysis. Brains and
livers of the different groups exhibited no weight
differences.

Quantification of mRNA

Extraction of RNA was performed according to
Chomczynski & Sacchi (1987).

Reverse transcription

The cDNA was synthesized with Superscript II reverse
transcriptase (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) accord-
ing to the protocol recommended by the manufacturer
with minor modifications. Briefly, 1 pg total RNA was
incubated at 70°C for 10min and then placed on ice
before addition of reverse transcriptase reaction reagents
with a specific reverse primer (120ng) in a final volume
of 20 ul. The reverse transcriptase reaction was performed
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at 42°C for 60 min. Parallel reactions for each RNA sample
were run in the absence of reverse transcriptase to assess
the degree of any contaminating genomic DNA.

Analysis of gene expression using real-time polymerase
chain reaction

The polymerase chain reaction (PCR) was carried out using
a LightCycler system (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany), which combines the processes of amplification
and detection (by fluorescence) of a PCR product, thereby
enabling on-line and real-time detection. To detect target-
gene amplification products, LightCycler DNA Master
SYBR Green I was used according to the manufacturer’s
instructions. The PCR reactions were performed in micro-
capillary tubes in a final volume of 20 ul containing 1X
LC-DNA Master SYBR Green I mix, 4 mM-MgCl,,
0-5 uM of each primer and 2 pl cDNA. The amplification
conditions were 95°C for 10 min to activate the polymer-
ase, followed by forty cycles of denaturation at 95°C for
6s, annealing at about 60°C (according to the gene studied)
for 6s, and elongation at 72°C for 10s. After each
elongation phase the fluorescence of SYBR Green I
(a double-stranded DNA-binding dye) was measured and
increasing amounts of PCR products were monitored
from cycle to cycle. The forward and reverse primer
sequences are shown in Table 2. For each primer pair
used, melting curve analysis showed a single melting
peak after amplification, indicating a specific product.
Quantification data were analysed using the LightCycler
analysis software, version 3.5 (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany). In this analysis, the background
fluorescence was removed by setting a noise band. The
log-linear portion of the standard amplification curve was
identified and the crossing point was the intersection of
the best-fit line through the log-linear region and the
noise band. The standard curve was a plot of the crossing
point v. the amount of initial cDNA used for amplification.
Standard curves were generated from 4-fold serial
dilutions of target and housekeeping (glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase; GAPDH) cDNA preparation.
The relationship between the crossing point and the initial

amount of cDNA was found to be linear. The correlation
coefficient (r) was 1 and PCR amplification efficiencies
of the target and the housekeeping gene were similar and
close to 100%. These standard curves were used to
estimate the concentration of both the target and the
GAPDH gene in each sample. Then, the results were
normalized by the ratio of the relative concentration of
target to that of GAPDH in the same sample.

Western blot analysis

Western blot analysis was performed according to the
procedure of Watson et al. (1990) with minor modifications.
Brain tissue from the control rats, the deficient rats and
deficient rats treated with RA and/or T3 was homogenized
in 0-16 M-NaCl, 11 mM-sodium phosphate, pH 7-4. Just
before homogenisation, 1-5um-PMSF was added. The
homogenate was then centrifuged at 10000g. A sample of
the supernatant fraction was removed for protein assay.
Then SDS and dithiothreitol were added to a final concen-
tration of 1% (w/v) and 50mM, respectively. Proteins
were separated electrophoretically by size in a 12 % (w/v)
denaturing SDS-polyacrylamide gel and transferred to a
nitrocellulose membrane by electroblotting. The membrane
was pre-blocked with 5 % non-fat milk in PBS-Tween 20
buffer (145mm-NaCl, 1.5mM-monohydrate sodium
phosphate, 8 mM-anhydrous sodium phosphate and 1%
Tween 20), incubated overnight with polyclonal rabbit
anti-neurogranin antibodies (diluted 1:3000, Affinity
Research Product, Le Perray en Yvelines, France, no. NA
1300) or monoclonal mouse anti-B-actin antibodies
(1:8000; Sigma no. A-5441), and washed briefly with
PBS-Tween 20 buffer. Immunoreactive polypeptide bands
were visualized enzymically in a secondary antibody reac-
tion using alkaline phosphatase-conjugated anti-rabbit
(Sigma no. A-0545) or anti-mouse immunoglobulin G
(Amersham, Orsay, France, no. Na 93; ). The staining inten-
sity of protein bands was determined using an image analy-
ser (Bio 1D; Vilbert Lourmat, Marne La Vallée, France).
The relative levels of RC3 and 3-actin proteins were deter-
mined as a percentage of the RC3 and 3-actin in control rats.

Table 2. Primers used for LightCycler™ real-time polymerase chain reaction (PCR) with sequences forward (F) and reverse (R) primers, and
size of amplicon

PCR primer pair Ref. Sequence Position Product length (bp)
GAPDH Sabath et al. (1990)* F: 5-GAACATCATCCCTGCATCCA-3 1455-1474

R: 5-CCAGTGAGCTTCCCGTTCA-3 1532-1514 78
RARB Zelent et al. (1989)1 F: 5-CAGCTGGGTAAATACACCACGAA-3 786—-808

R: 5-GGGGTATACCTGGTACAAATTCTGA-3 1012-988 227
RXRB/y Mangelsdorf et al. (1992)% F: 5-AGGCAGGTTTGCCAAGCTTCTG-3 1361-1382

R: 5-GGAGTGTCTCCAATGAGCTTGA-3 1462—1441 102
TRa/B Murray et al. (1988)§ F: 5-TCCTGATGAAGGTGACGGACCTGC-3 1247-1270

R: 5-TCAAAGACTTCCAAGAAGAGAGGC-3 1364—1341 118
RC3 Watson et al. (1990)|| F: 5-GCTCCAAGCCAGACGACGATATTC-3 29-53

R: 5-CTTCTTCTATTTCTCGCCTCTCAC-3

152-128 127

GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; RAR, retinoic acid receptor; RXR, retinoid X receptor; TR, triiodothyronine receptor; RC, neurogranin.

*From murine GAPDH cDNA.
1 From murine RARB cDNA.
F From murine RXRB cDNA.
§ From rat TR cDNA.

|| From rodent RC3 cDNA.
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Assay for tissue transglutaminase activity

Brain homogenates for the tTG assay were prepared as pre-
viously described by Alfos et al. (1996). Tissue transgluta-
minase-specific activity was measured by detecting the
incorporation of [*H]putrescine into N,N’-dimethylcasein.

Serum retinol assay

Serum retinol was assayed by HPLC according to the
method of Leclercq & Bourgeay-Causse (1981).

Liver retinol and retinyl palmitate assay

Liver retinol and retinyl palmitate were assayed by HPLC
according to the method of Savouré et al. (1996).

Proteins

Proteins were determined according to Bradford (1976)
using a Bio-Rad protein assay (Bio-Rad Laboratories,
Munich, Germany).

Statistical analysis

Values are given as means and standard errors of the mean.
The statistical significance of differences between means
was calculated by ANOVA followed by Student’s ¢ test
(P<0-05) using Minitab Statistical Software (State
College, PA, USA).

Results
Growth curve

Fig. 1 shows the effects of vitamin A-deprived diet
consumption during 10 weeks in vitamin A-deficient
and control rats. After 10 weeks the body weight of
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Fig. 1. Effect of 10 weeks consumption of vitamin A-depleted diet
on body weight. Each point is the mean for twelve rats. (—®-),
control rats; (—O-), depeleted rats. *“Mean value was significantly
different from that of the control animals.

vitamin A-deficient rats was significantly lower than that
of control. The average difference between body weights
of the two groups after 10 weeks was 36-35 g.

Effect of vitamin A deficiency on liver retinol and retinyl
palmitate

The liver retinyl palmitate and retinol concentrations were
measured in control and depleted rats. Retinyl palmitate
appeared nearly undetectable in vitamin A-deficient rat
liver (<1 v. 355 (SEM 29) nmoles/g liver in control rats)
after 10 weeks of depleted diet consumption. On the
other hand, liver retinol concentrations were 67 % lower
than in control animals (5-9 (SEM 1-8) v. 18:0 (SEM 2-3)
nmoles/g liver).

Effect of vitamin A deficiency on serum retinol and
triiodothyronine

Serum retinol concentration was significantly diminished
by VAD (0-31 (sem 0-03) v. 1-31 (SEM 0-10) pwmol/l in
depleted and control rats, respectively). In contrast,
T; serum levels were unchanged in deficient animals
compared with controls (1-06 (SEM 0-11) v. 1-01 (SEM
0-07) nmol/l in depleted and control rats, respectively).
Data are for the measures performed on six animals.

Effect of vitamin A deficiency on nuclear receptors and
target genes

The results are summarized in Tables 3 and 4.

Effect on all-trans-retinoic acid nuclear receptor, retinoid
X receptor and tissue transglutaminase

In accordance with our previous results obtained in the
brain of vitamin A-depleted mice (Enderlin et al. 2000),
the expression of RARB, RXR B/y and the activity of
tTG decreased in the rat brain after 10 weeks of the
depleted diet. Indeed, in these rats, the amounts of
RARB and RXRP/y mRNA were lower (—36 and
—24 %, respectively) than in the brain of control rats
(Table 3). Simultaneously, a significantly reduced tTG
activity (—35%) was observed (234 (SEm 20) v. 362

Table 3. Influence of vitamin A-deficient diet on the abundance of
retinoic acid (RARB) and triiodothyronine (TRa/B) nuclear receptor
(RXRpB/y) mRNA in rat braint

(Mean values and standard errors of the mean for six animals)

mRNA (% GAPDH)

RARB RXRB/y TRa/B

Mean SEM Mean SEM Mean SEM

Controls 0-150 0010  0-920 0-046 7-96 0-48
Depleted  0-096* 0-009 0-700*  0-035 5.55* 0-36

GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; RAR, retinoic acid
receptor; RXR, retinoid X receptor; TR, triiodothyronine nuclear receptor.
*Mean values were significantly different from those of the control animals

(P<0-05). (ANOVA followed by Student’s t test).
1 For details of diet and procedures, see Table 1 and pp. 192—-193.
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Table 4. Influence of vitamin A deficiency on the abun-
dance of neurogranin mRNA and protein in rat braint

(Mean values and standard errors of the mean for six
animals)

Neurogranin

mRNA Protein
(% GAPDH) (% controls)
Mean SEM Mean SEM
Controls 102 6 100 5
Depleted 74* 4 63" 3

GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase.

*Mean values were significantly different from those of the
control animals (P<0-05) (ANOVA followed by Student’s t test).

1 For details of diet and procedures, see, Table 1 and pp. 192—-193.

(SEM 20) fmol/h per mg protein in depleted and control
rats, respectively).

Effect on triiodothyronine nuclear receptor

Together with a reduced expression of RAR3 and RXR[3/y,
VAD led to a decrease in TRa/B mRNA of about 30 %
(Table 3). This decrease had previously been shown only in
the liver of depleted rats (Pailler-Rodde et al. 1991).

Effect on neurogranin

The VAD was accompanied by an alteration in the
expression of RC3, a T3 and RA target gene. Indeed, in
depleted rats, a reduced expression of mRNA and protein
(—27 and —37 %, respectively) was observed (Table 4).
In contrast, immunoblots of depleted and control homogen-
ized brains with -actin antibody (detected as a single band
migrating at 42kDa) revealed no differences of intensity
between these two groups. The results concerning RC3
were in agreement with previous results showing a similar
decrease in depleted mice (Etchamendy et al. 2000).

Effect of retinoic acid and/or triiodothyronine
administration on nuclear receptors and target genes

The results are summarized in Figs. 2, 3 and 4.

Effect on retinoic acid receptor, retinoid X receptor and
tissue-type transglutaminase

Following RA and/or T; administration in vitamin A-
depleted rats, increased amounts of RARB (+34 % with
RA, +35% with T3 and +57 % with RA and T;) and
RXRB/y (4 31% with RA, +24 % with T3 and +30 %
with RA and T;) mRNA were observed (Fig. 2). This
also led to an increase in tTG activity of about 85 %
with RA, 50 % with T3 and 90 % with RA and T; (Fig. 3).

Effect on triiodothyronine nuclear receptor

In vitamin A-deficient rats, the abundance of TRo/p
mRNA was unchanged after administration of RA. On the
other hand, an increase in mRNA level after administration
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Fig. 2. Effect of retinoic acid (RA) and/or triiodothyronine (T3)
administration (150 p.g/kg body weight per d for 4d) on retinoid X
receptor (RXRpB/vy), retinoic acid receptor (RARB) and triiodothyro-
nine receptor (TRaB) mMRNA levels in the brain of vitamin A-
deficient rats. Data represent the mean values of the measures
performed on six animals with the standard errors of the mean
represented by vertical bars. *Mean value was significantly differ-
ent from that of depleted animals (P<0-05). Data were analysed
using ANOVA followed by Student’s t test. (N), depleted +RA,;
(2), depleted + T3; (E) depleted + RA + T3; GAPDH, glyceralde-
hyde 3-phosphate dehydrogenase.

of T3 with or without RA of about 27 and 23 %, respect-
ively, was observed (Fig. 2).

Effect on neurogranin

Concerning RC3, the administration of T; with or without
RA increased RC3 mRNA (4 35 and + 32 %, respect-
ively) and protein (4 131 and + 38 %, respectively)
abundance, whereas no change was observed after
administration of RA (Fig. 4). Moreover, immunoblots
revealed no treatment-related differences between groups
concerning the intensity of [3-actin.

Discussion

Our data showed that rats fed a vitamin A-deprived diet
exhibited a hypo-activity of the retinoid signalling path-
way, characterized by a decreased amount of RARP and
RXRB/y mRNA and tTG activity in the brain with respect
to control rats. Comparable results have already been
obtained in the rat brain (Verma efr al. 1992; Yagamata
et al. 1993), and recently in vitamin A-deficient mouse
brain (Enderlin et al. 2000). The present study also
revealed that VAD impaired the cellular action of Tj
with consequences in the brain. Indeed, it provides the
first evidence for a decreased expression of the TR
mRNA in vitamin A-depleted rat brain, and, as previously
observed in mice (Etchamendy et al. 2000), a hypo-
expression of the amount of mRNA as well as of proteins
of RC3 which is a Tj target gene. These results were coher-
ent with data obtained in vitamin A-deficient rat liver,
which have revealed a decreased transport of Ts into
target cells (Higueret & Garcin, 1984; Pailler-Rodde et al.
1991). Besides, in the present work, the cellular activity
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Fig. 3. Effect of retinoic acid (RA) and/or triiodothyronine (T3) administration (150 ug/kg body weight per d for 4 d) on tissue-type transglutami-
nase activity in the brain of vitamin A-deficient rats. Data represent the mean values of the measures performed on six animals, with the stan-
dard errors of the mean represented by vertical bars. *Mean value was significantly different from that of depleted animals (P<0-05). Data
were analysed using ANOVA followed by Student’s t test. (N), depleted +RA; (Z), depleted + T3; (E) depleted + RA + T3.
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Fig. 4. Effect of retinoic acid (RA) and/or triiodothyronine (T3) administration (150 wg/kg body weight per d for 4d) on neurogranin mRNA (N)
and protein (&) levels in the brain of vitamin A-deficient rats. Data represent the mean values of the measures performed on six animals, with
the standard errors of the mean represented by vertical bars. *Mean value was significantly different from that of depleted animals (P<0-05).

Data were analysed using ANOVA followed by Student’s t test.

of malic enzyme, which is controlled by T3 in rat liver,
kidney and heart (Jeannin er al. 1998) was decreased by
about 50% in vitamin A-deficient rat liver (data not
shown) indicating that the cellular action of T is decreased
in vitamin A-deficient rats. Thus, the decreased amount of
TR mRNA observed in depleted rats would be, indeed, the
result of a decreased Tj cellular bioavailability.

Present data are coherent with several findings which
revive the concept of permanent interactions between
thyroid hormone and vitamin A metabolisms. For example:
(1) epidemiological data suggest that low serum retinol
levels favour the appearance of goitrous disease in a
manner comparable to I deprivation (Ingenbleek & De
Visscher, 1979); (ii) the enhancement of retinoid pathways
seems to depend on the secretory rate of transthyretin
(which conveys thyroid hormone) (Ingenbleek &
Bernstein, 1999). Moreover, previous study has revealed

that the modulation of the binding properties of RAR as
well as of TR by RA was dependent on thyroid status
(Pallet et al. 1994).

As observed in vitamin A-depleted mice, the reactiva-
tion by RA treatment of its own signalling (auto-regu-
lation) was demonstrated in depleted rats by a
normalization of the expression of brain receptor (RARP
and RXRp/y) and tTG activity. Nevertheless, whereas in
rats that are not vitamin A-deficient, RA is able to up regu-
late RC3 (Enderlin ef al. 1997; Etchamendy et al. 2001), in
vitamin A-deficient rats the administration of RA failed to
normalize the expression of RC3 as well as of TR. Thus, to
evaluate the involvement of T; on RA signalling in
depleted rats, RA administration was compared with T3
administration or T; and RA co-administration.
Interestingly, the results showed that the administration
of T; alone is able to reverse its own brain hypo-signalling
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(auto-regulation) simultaneously with that of RA (hetero-
regulation) and the hypo-expression of RC3 mRNA and
proteins. Moreover, our experiments revealed a synergetic
effect of RA and Tj, first on the mRNA expression of RAR
which increased by about 35 % and 57 % after either T3 or
T3 + RA administration, respectively, and second, on the
protein expression of RC3. Therefore, the regulation of
RC3 by RA in VAD is dependent on T; levels in spite
of a RA-responsive element in the RC3 gene promoter.

Our results indicate that one of the consequences of
VAD is a dysfunction in the thyroid signalling pathway
in the brain. This seems of crucial importance since the
down regulation of RC3 observed in the depleted rats
was corrected only by Ts. It seems that in vitamin A-
deficient rats, hypo-activity of T3 signalling becomes a
limiting factor, which impairs RA from exerting its modu-
lator effect. In comparison with previous works in depleted
mice, showing that a sufficient level of vitamin A was
required for the maintenance of mature brain function,
the novel finding here is that vitamin A seems effective
through the preservation of the integrity of the T;
signalling.

Vitamin A deficiency seems to be associated with inte-
grative and probably adaptive processes, suggesting that
many physiological functions, at least vitamin A and T3
signalling, are mobilized and become stabilized at new
levels far from homeostatic equilibrium. In our opinion,
this situation corresponds to the allostatic state described
by Sterling & Eyer (1988) where the organism resets the
parameters of its physiological systems at a new set
point, and matches them appropriately to the chronic lack
of vitamin A. If the lack continued, the allostatic maladap-
tation would lead to breakdown (neurobiological disorders)
and illness.

More generally our results suggest that vitamin A-
depleted animals develop signs of cellular hypothyroidism,
since rats exhibit thyroid disorders characterized by altera-
tions of the brain Tj signalling and related target-gene
hypo-expression which is reversed only by T; adminis-
tration. Given the VAD-related neurological alterations,
further investigation would provide insights into VAD
management, a public health problem in many areas of
the world, according to its severity.
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études experimentales : résultats

1.3. CONCLUSION

Dans la premicre partie de ce travail de thése, nous avons cherché a comprendre
pourquoi l'administration d'AR chez des souris carencées en vitamine A ne restaurait pas
l'expression de RC3 et ne supprimait pas certains déficits mnésiques associés.

Les travaux réalisés chez le rat nous ont montré que la carence vitaminique A
s’accompagne, dans le cerveau des animaux, d’une baisse simultanée de I’activité des voies
d’action de I’AR et de la T3.

L’administration d’AR aux animaux carencés provoque la réactivation de sa propre
voie de signalisation (autorégulation) mais est sans effet sur I’expression de la neurogranine.
Par contre, lorsque 1’on administre la T3 a ces animaux carencés, on observe a la fois la
réactivation de sa propre voie de signalisation (autorégulation) mais aussi de celle de I’AR
(hétérorégulation). Dans ces conditions, il apparait également une augmentation de
I’expression de RC3.

Ces résultats suggerent qu’au cours du développement de la carence en vitamine A, il
apparait des processus adaptatifs qui concernent a la fois la voie de signalisation de la T3 et
celle de I’AR. Ce phénomene qui révele, dans le cerveau, les relations étroites qui existent
entre la vitamine A et les HT, a déja été décrit dans le foie d’animaux carencés (Coustaut et
al., 1996).

Par ailleurs, ces résultats suggeérent qu’au cours de la carence vitaminique A,
I’évolution du statut thyroidien devient un élément critique. En effet, ’apparition d’un statut
"d’hypothyroidie cellulaire" traduit par la baisse des récepteurs de la T3 doit contribuer a la
perte de I’efficacité du traitement par I’AR chez 1’animal carencé.

En revanche, 1’efficacité du traitement par la T3 montre que, dans certaines conditions,

la réactivation des voies de signalisation est encore possible chez I’animal carencé.

Le vieillissement provoque une baisse simultanée de 1’activité des voies de
signalisation de I’AR et de la T3 dans le cerveau des animaux. Nous venons de montrer qu’a
un stade avancé de la carence vitaminique A, le statut thyroidien devient prépondérant et que
seul le traitement par la T3 permet d’obtenir une réinduction des voies d’action de I’AR et de
la T3.

Un phénomeéne comparable est-il envisageable au cours du vieillissement ?

C’est a cette question que nous avons voulu répondre dans la suite de ce travail.
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II. ACTION CELLULAIRE DE L’ACIDE RETINOIQUE ET DE
LA TRIIODOTHYRONINE CHEZ DES RATS AGES

Dans le chapitre précédent, nous avons montré que le développement d’une carence en
vitamine A s’accompagne de processus adaptatifs qui se traduisent, notamment, par la baisse
de Pactivité de la voie d’action de I’AR mais aussi de celle de la T3. Ces données constituent
une nouvelle illustration des relations étroites qui existent entre ces deux voies de
signalisation et sont en accord avec les résultats qui ont été obtenus chez la souris carencée en
vitamine A (Etchamendy et al., 2003). Plus particulierement, 1’administration d’AR aux
animaux carencés a provoqué la réinduction de sa propre voie de signalisation dans le cerveau
des animaux, mais ce traitement est resté sans effet sur I’expression de la neurogranine. Cette
perte d’efficacité de I’AR, déja constatée chez la souris carencée, nous a amené a suggérer
I’implication du statut thyroidien dans ce phénomeéne. Les résultats de I’administration de T3
chez 1’animal carencé plaident en faveur de cette hypothése. En effet, I’action de la T3
s’exerce a la fois sur sa propre voie de signalisation mais également sur celle de I’AR. La
réinduction de I’activité des deux voies d’action par la T3 laisse présager des récupérations
fonctionnelles qui devront étre explorées par des études comportementales.

D’autres résultats acquis au laboratoire, en collaboration avec le laboratoire de
Neurosciences Cognitives, ont montré que (i) le vieillissement cérébral s’accompagne d’une
baisse de I’activité de la voie de signalisation de I’AR chez des souris agées (Enderlin et al.,
1997a) et (i1) ’administration d’AR a ces animaux provoque la suppression de déficits
mnésiques spécifiques du vieillissement (Etchamendy et al., 2001). Ces conditions
expérimentales ont révélé I’efficacité du traitement par I’ AR sur le statut cognitif mais on peut
s’interroger sur les limites de cette efficacité, notamment en fonction du statut thyroidien. On
sait en effet que la fonction thyroidienne est altérée au cours du vieillissement et que les sujets
agés évoluent fréquemment vers un statut d’hypothyroidie (Diez, 2002 ; Chuo et Lim, 2003).
C’est la raison pour laquelle, dans la suite de ce travail, nous avons voulu comparer les effets

des traitements par I’AR et la T3 chez I’animal agé.
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I1.1. EFFETS COMPARES DE L’ADMINISTRATION D’ACIDE RETINOIQUE OU DE
TRIIODOTHYRONINE SUR L’ACTIVITE DE LEURS VOIES DE SIGNALISATION DANS

LE CERVEAU DE RATS AGES.

Dans cette étude, nous nous sommes particulierement intéressés a 1’expression de RC3
dans I’hippocampe, le striatum et le cortex qui représentent trois régions cérébrales enrichies
en neurogranine jouant un réle important dans les processus mnésiques (Kandel et Pittenger,
1999 ; White et McDonald, 2002). Par ailleurs, pour préciser le rdle respectif des voies
d’action de I’AR et de la T3 dans les altérations de la plasticité synaptique associées au
vieillissement, nous avons étudi¢ I’expression d’un géne cible de I’AR codant pour la

neuromoduline ou GAP43 (Encinas et al., 2000 ; Anderson et al., 2001).

Les résultats obtenus au cours de cette ¢tude font I’objet de Darticle 2 qui a été

accepté et est sous presse pour Neurobiology of Aging.

I1.1.1. Méthodologie utilisée

Deux groupes de rats "Adultes" (6 mois) et "Agés" (24 mois) ont regu une
administration d’AR ou de T3 24H avant le sacrifice. Les modes d’administration différent en
partie de ceux utilisés lors de 1’é¢tude précédente mais sont comparables a ceux déja réalisés au
laboratoire (Pallet et al., 1994 et 1997). Les rats agés, séparés en trois lots, ont recu soit (i)
une dose de 5 mg d’AR/kg de poids corporel par voie orale ou (ii) une dose de 150 pg
d’AR/kg de poids corporel par jour pendant 4 jours, par injection intrapéritonéale ou enfin
(ii1) une dose de 500 pg de T3/kg de poids corporel par injection intrapéritonéale.

Nous avons mesuré, dans le cerveau des animaux de chaque groupe (adultes, agés,
agés traités par I’AR ou la T3), I’expression des récepteurs nucléaires RARB, RXRpB/y et
TRo/B, ainsi que 1’expression (ARNm et protéines) de RC3 et GAP43. Enfin I’expression de
RC3 et de GAP43 dans différentes zones cérébrales (cortex, hippocampe, striatum) a été

¢tudiée par hybridation in sifu.
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I1.1.2. Principaux résultats et discussion partielle

Effet de 1’age sur les voies d’action de I’AR et de la T3

Nos résultats mettent en évidence une baisse de l'activité de la voie d’action de I’AR
mais également de celle de la T3 chez les animaux agés. En effet, nous avons observé une
diminution du taux des ARNm des récepteurs nucléaires RARP, RXRB/y et TRa/p et une
diminution de l'expression de RC3 et GAP43 (ARNm et protéines). L’ensemble des zones
cérébrales ¢étudiées (le cortex frontal, pariétal et piriforme, les sous régions de I’hippocampe et
le striatum dorsal) voient leur teneur en RC3 diminuer avec I’age. Ces résultats sont en accord
avec ceux précédemment obtenus dans le laboratoire et ceux d’autres auteurs (Enderlin et al.,
1997a,b ; Casoli et al., 2001). De plus, par une technique d’hybridation in sifu, nous avons
montré que 1’expression de GAP43 est significativement diminuée avec 1’age dans différentes
zones cérébrales (le cortex frontal, pariétal et piriforme, et le champ CA3 de I"hippocampe)

(données non présentées).

Effet de ’administration d’AR ou de T3 a des animaux agés

L’administration d’AR restaure uniquement le niveau de ses propres récepteurs
nucléaires (RARPB, RXRp/y) et de I'un de ses genes cibles (GAP43). Ces résultats mettent en
évidence la capacité d’autorégulation de I’AR sur sa propre voie d’action. En effet, ’AR a la
capacit¢ de réguler ses propres récepteurs par I’intermédiaire d’un RARE, mais, peut
¢galement réguler 1’expression de nombreuses protéines impliquées dans la synthése et le

métabolisme de I’AR (De Thé et al., 1989 ; Enderlin et al., 1997a, b ; Encinas et al., 2000).

En revanche, 1’administration de T3 rétablit I’expression de I’ensemble des récepteurs
nucléaires (RARP, RXRB/y et TRa/P) et de leurs geénes cibles (RC3 et GAP43) a un niveau
comparable a celui mesuré chez les animaux adultes dans le cerveau entier. Le striatum
semble particuliérement sensible aux effets de la T3 ; ce qui a déja été rapporté par Iiiguez et
al. (1992). Ces données illustrent les capacités d’autorégulation et d’hétérorégulation de la T3
sur sa propre voie d’action et sur celle de I’AR au cours du vieillissement chez 1’animal

(Lebel et al., 1993 ; Mano et al., 1993 ; Iiiiguez et al., 1996).
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Abstract

Given the important role of retinoids and thyroid hormone for optimal brain functioning and the tenuous relationship between retinoic acid
(RA) and triiodothyronine (T3) signalings, we compared the effects of RA or T3 administrations on RA and T3 nuclear receptors (RAR, RXR
and TR) and on their target genes, neuromodulin (GAP43) and neurogranin (RC3) in 24-month-old rats.

Quantitative real time PCR and western blot analysis allowed us to verify that retinoid and thyroid signalings and GAP43 and RC3 expression
are affected by age. By in situ hybridization we observed a decreased expression of RC3 in hippocampus, striatum and cerebral cortex.

RARB, RXRB/y and GAP43 were up-regulated by RA as well as T3 treatment. The abundance/@f MRNA and RC3 expression were
only increased by T3 administration in the whole brain. This up-regulator effect of T3 on RC3 was only observed in the striatum.

During aging, T3 become alimiting factor alone able to correct the age-related concomitant hypo-activation of retinoid and thyroid signalings
and alterations of synaptic plasticity.
© 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Age; Retinoic acid (RAR and RXR) and triiodothyronine (TR) nuclear receptors; Neurogranin (RC3); Neuromoduline (GAP43) and brain

1. Introduction promoter sequences in the target genes predominantly in

the form of RAR/RXR heterodimerf35,42] Recent re-

The roles of the retinoids, derivatives of the Vitamin
A, in many physiological functions such as vision, immu-
nity, cellular differentiation or proliferation or regulation of
gene expression are at least in part well kndg#®5]. The
action of Vitamin A is mediated through its active metabo-
lite, retinoic acid (RA), by two classes of nuclear recep-
tors: the retinoic acid receptors (RARB and+y) able to
bind all4rans stereoisomer of retinoic acid (RA), and the
retinoid X receptors (RXR, B andvy), which bind the Seis

search concerning the role of Vitamin A in the brain suggests
that retinoid signaling plays an important role during mouse
embryonic developmeifd0], and that retinoid receptors con-
tribute to specific functions in the adult central nervous sys-
tem as well[32,45] The presence of the two classes of
retinoid receptors in different adult mouse central nervous
system areaf36] and the high level of cellular retinol and
retinoic acid-binding proteins in the adult brajél] in-
deed, indicate an involvement of retinoids in specific phys-

stereoisomer. These receptors belong to the steroid/thyroidiological brain functions. In the brain, RARis the main
hormone nuclear receptor superfamily and are DNA-binding isoform expressed and RXRand RXRy are also largely

proteins[1], which, upon activation by specific retinoid lig-

expressed at high leveld1]. Moreover, knockout mice for

ands, induce gene transcription by interacting with distinct RARB and RAR3—RXRy display an alteration of synap-

* Corresponding author. Tel.: +33 540 00 87 21; fax: +33 540 00 27 76.

E-mail addressv.pallet@istab.u-bordeauxl.fr (V. Pallet).

0197-4580/$ — see front matter © 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.neurobiolaging.2004.06.004

tic plasticity as well as substantial performance deficits in
a hippocampal-dependent spatial learning @k Among
the genes whose expression is regulated by retinoic acid,
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and in addition to those coding for their own receptors, there Interestingly, alterations in thyroid function have also been
are genes of two identified neuron specific proteins involved frequently reported as arising with affe2,15] Most of the
in synaptic plasticity: neuromodulin or GAP432,53] and thyroid disorders described in elderly people are related to
neurogranin or RCE4]. GAP43, a pre-synaptic PKC sub- central hypothyroidism. Indeed, serum basal and free T3 con-
strate, which is associated with the cytoplasmic face of the centrations have been shown to be inversely correlated with
axonal growth-cone membrane, has been implicated in differ- age[13,19]
ent forms of synaptic plasticity, including neurite outgrowth, Taking these data into account, the aim of the present paper
regeneration and long term potentiation (LTR)25]. The is to investigate the involvement of thyroid signaling in the
post-synaptic PKC substrate, RC3, is a postnatal onset profunction of retinoic acid and in age-related neurobiological
tein, which accumulates in forebrain dendritic spines where alterations. First, the status of aged animals related to retinoid
a high degree of plasticity is maintained throughout[@]. and thyroid pathways in brain was determined. Then, effects
An increased amount of the phosphorylated form of RC3 of RA or T3 administration on RA and T3 nuclear recep-
has been reported during the maintenance phase of8]TP  tor expression were compared in the whole brain of aged
More recently, it has been shown that mice lacking the RC3 rats. Finally, in order to fully understand the consequences
gene exhibited deficits in hippocampal synaptic plasticity and on the brain functioning, we studied the expression of neu-
spatial learning impairmerjd6]. RC3 is mainly expressed romodulin (GAP43) and neurogranin (RC3). In the whole
in the hippocampus, the striatum and the cerebral cortexbrain, the levels of mRNA and proteins were evaluated by
[26]. using respectively real time PCR and western blot analy-
Although aging is associated with a clear decline in cog- sis. On the other hand, RC3 mRNA were also quantified by
nitive functions[20,49] the structural and cellular bases an in situ hybridization study in three regions of brain en-
of these changes remain poorly defined. Recently, evidenceriched in RC3: hippocampus, striatum and cerebral cortex
has been presented that aging leads to hypo-expression of34].
retinoid signaling pathway in the brain in mice and rats.
This hypo-expression may be the consequence of a decrease
in retinoic acid bio-availability and is associated with an 2. Materials and methods
age-related reduction in neuron plasticity (characterized by
hypo-expression of RC3). These studies showed that older2.1. Experimental design
rats and mice, which displayed lower level of brain RAR
and RXR3/y mRNA with respect to younger adults, also The study was conducted in accordance with the Euro-
had severely and specifically impaired memory performance pean Community’s Council Directives (861609/EEC). All
[16,21] Likewise, in the same studies, retinoic acid admin- the experiments conformed with the Guidelines on the Han-
istration restored, to pre-senescent levels, the age-relatediling and Training of Laboratory Animals. Weanling male
deficits observed, confirming that a fine regulation of retinoid Wistar rats were purchased from Harlan (Gannat, France).
mediated gene expression seems fundamentally importantforThey were maintained in a room with a constant airflow
optimal brain function. system, controlled temperature (2123 and a 12 h light:
Data comparable to those obtained in aged animals havedark cycle. The rats had ad libitum access to food and tap
recently been obtained in Vitamin A deficient animals, i.e. water. They were randomly divided into two groups des-
hypo-expression of retinoid nuclear receptors and RC3 asignated as Adultrf = 16), and Agedrf = 52). Adult rats
well as memory impairment. Surprisingly, RA administra- were studied at 6 months of age and aged rats at 24 months.
tion to depleted animals failed to fully restore the Vitamin A Adult rats received an intragastric intubatiaon< 8) or in-
deficient-related hypo-expression of RC3, and had no effecttraperitoneal injectionn(= 8) of a vehicle without RA or
on associated cognitive defi¢it8,22] The hypo-activity of T3. The aged rats were then divided in four groups: one
the retinoid pathway, induced by Vitamin A deficiency, is group of non-treated rats (called Aged), received an intra-
accompanied by a hypo-activity of T3 signaling, which be- gastric intubationrf = 8) or intraperitoneal injectionn(=
comes a limiting factor, because itimpedes RA from exerting 8) of the vehicle, a second group (Aged + RA) received a
its modulator effecf32]. single dose of 5mg of retinoic acidl(-trans RA; Sigma
Numerous studies have reported the close relationship be-no. R 2625)/kg body weight by intragastric intubation=
tween retinoid and thyroid signalifitj0,54,58] Like retinoic 12) [16,48] a third group (Aged + 4d RA) were injected
acid, triiodothyronine (T3) mediates its effect through bind- intraperitonealy daily with 150.g of RA/kg body weight
ing to nuclear receptors (TR), which are ligand-inducible for 4 days 6 = 12) [32], and the last group (Aged + T3)
transcription factors. RXR is the common partner for the for- were injected intraperitonealy with 5@ of triiodothy-
mation of RAR, or TR functional heterodimers, indicating ronine (T3, Sigma no. T2752)/kg body weight € 12)
that the retinoid and thyroid signaling pathways converge [47]. T3 or RA was classically dissolved in a mixture con-
through the direct interaction of their respective nuclear re- taining polyethyleneglycol/NaCl/ethanol (70/20/10) for in-
ceptord38,60] Interestingly, the RC3 gene is well known to traperitoneal injection or RA was dissolved in an oil mix-
be at once a T3 and RA responsive géhd. ture for the intragastric intubation. Rats were sacrificed by
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decapitation 24 h after treatments. The liver and the brain ratio divided by the target/reference ratio of the calibra-
were rapidly removed and stored-a80°C for subsequent  tor.
analysis.
2.3. In situ hybridization
2.2. Quantification of MRNA
This experiment was conducted exactly as described by

2.2.1. Total RNA preparation Husson et al[33] on 6 rats of each group of Adult, Aged,

Half of a rat brain was directly homogenized in 10 ml Aged + RA and Aged + T3. For assessment of the rel-
TRIzol reagent (Invitrogen, France) and total RNA was ex- ative amounts of RC3 mRNA in various regions of rat
tracted following the manufacturer’s suggested protocol. Pu- prain sections, X-ray autoradiographs were digitised us-
rified RNA was quantified and assessed for purity by UV ing an image analysis system (Samba Software, France).

spectrophotometry. Separate optical densities (OD) measurements within a
o particular brain region were made using three consecutive
2.2.2. Reverse transcription sections per animal, which were anatomically identified ac-

Using specific primers of the gene studied, cDNAwas syn- cording to Franklin and Paxino®4]. The mRNA densi-
thesized with Superscript reverse transcriptase (Invitrogen,ties for each region in Adult and Aged (treated or not) rats

France) according to the protocol recommended by the man-was expressed as a percentage of the mean mRNA density
ufacturer with minor modifications described by Redonnet et

al.[51].
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2.2.3. Analysis of gene expression using real-time PCR

The polymerase chain reaction (PCR) was carried out us- ==
ing a LightCycler system (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany), which combined the processes of amplification
and detection (by fluorescence) of PCR products, thereby en-
abling on-line and real-time detection. To detect target gene /
amplification products, LightCycler DNA Master SYBR
Green was used according to the manufacturer’s instructions.
The PCR reactions were performed in microcapillary tubes %
in a final volume of 2Qul containing LC-DNA Master SYBR 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Green mix, 4mM of MgC), 0.5uM of each primer and (A) Cycle Number
2.5mg of cDNA. The amplification conditions were 95
for 10 min to activate the polymerase, followed by 40 cycles
of denaturation at 95C for 6 s, annealing at about 6C (ac-
cording to the gene studied) for 6s, and elongation a72
for 10s. After each elongation phase, the fluorescence of
SYBR Green (adouble-stranded DNA binding dye) was mea-
sured and increasing amounts of PCR products were moni-
tored from cycle to cycle. The forward and reverse primer
sequences are similar to those used by Husson ¢33l
For each primer pair used, melting curve analysis showed a 24 cp 26 28
single melting peak after amplification, indicating a specific GAPDH
product.

Quantification data were analyzed using the LightCy-
cler Relative Quantification Software (Roche Diagnos-
tics, Mannheim, Germany). Due to the fact that target
and reference (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH)) gene have different sequences and amplicon
lengths it is probable that they show different PCR ef-
ficiencies. It is the reason why this software provides a " 2% R '
calibrator-normalized relative quantification including PCR (B) CP
efficiency correction Kig. 1). In our case, the calibrator
was chosen among the untreated aged rats. RNA of theFig' 1. (A) Amplification curves for RC3 and GAPDH in adults and
brain were prepared and reverse transcribed as describe@ged rats @) RC3-—Adult; @) RC3—Aged; ) GAPDH—Adult, ()

. . ) APDH—Aged). (B) Standard curves for RC3 and GAPDH. The figure

above. The cDNA obtained was used as calibrator in all the shows the initial cDNA log concentration plotted vs. the crossing point (Cp)
experiments. Results are expressed as the target/referencer the detection of significant fluorescence.
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observed in the control (Adult) group within the same brain 3. Results
region.
3.1. Status of aged rats
2.4. Western blot analysis i . i )
3.1.1. Serum retinol and triiodothyronine concentrations
A significant reduction-£20%) in serum retinol concen-
tration was observed in aged animals relative to controls (0.91
=+ 0.06pmol/L versus 1.16+ 0.06pmol/L). The concentra-
tion of triiodothyronine also significantly decreased with ag-
ing even if this reduction was less than for retinol (141
1.0.02 nmol/L versus 1.0& 0.02 nmol/L).

Western blot analysis was performed on half of a rat brain
according to the procedure of Watsg7] with minor mod-
ifications described by Husson et fd2] for the experiment
concerning RC3 anfl-actin. The expression of GAP43 was
analyzed as described by Husson ef28]. The staining in-
tensity of protein bands was determined using an image ana
yser (Bio 1D, Vilber Lourmat). The relative levels of RC3,
GAP43 and3-actin proteins were determined as percent o
RC3, GAP43 ang@-actin respectively of adult rats. Results
concerningB-actin loading control has been positioned in

f 3.1.2. Expression of retinoic acid and triiodothyronine
nuclear receptors and target genes (GAP43 and RC3) in
the whole brain

The results are summarizediable 1

results. e . o :
A significant decrease in the level of retinoic acid nu-
clear receptors was observed in the brain of aged ani-
2.5. Assays mals. The amount of RAR and RXR3/y mRNA were
decreased by-46% and—41% respectively compared to
2.5.1. Proteins controls.

Proteins were determined according to BradfffHus- Interestingly, the brain of aged rats also exhibited a de-
ing a Bio-Rad protein assay (Bio-Rad Laboratories, Munich, creased abundance26%) of TRv/8 mRNA relative to adult
Germany). rats.

Concerning the target genes, the expression of neuro-
2.5.2. Serum retinol granin and neuromodulin were measured quantifying the

Serum retinol was assayed by high-performance liquid amount of their mRNA as well as of their proteins.
chromatography according to the method of Leclercq and  Present data show that the quantity of mRNA of neu-
Bourgeay-Causg87]. romodulin largely diminished with aging—61%). This
is also the case for the amount of expressed proteins of
GAP43, which decreased by21% in aged rats relative to
adults.

The results of the quantification of neurogranin expression
indicated an age-related decreased in the amount of mMRNA
as well as of protein by approximatehy25%.

2.5.3. Serum triiodothyronine
Serum total T3 was assayed by radioimmunoassay using
a specific kit (Immunotech, France).

2.6. Statistical analysis
3.2. Effects of retinoic acid or triiodothyronine
Values are given as meah S.E.M. The statistical sig- administration on nuclear receptors and target genes
nificance of differences between means was calculated by(GAP43 and RC3) in the whole brain
ANOVA followed by Student's-test P < 0.05) using Stat-
graphicsPlussoftware. The results are summarizedTable 1

Table 1
Effects of aging and RA or T3 administration on the amount of MRNA of nuclear receptorsRRRRB/y and TRx/B), and on the amount of mMRNA and
protein of target genes (GAP43 and RC3) in the whole brain of rats

Nuclear receptors (mMRNA (relative values)) Target genes
RARB RXRB/y TR GAP43 RC3
mMRNA (relative Protein mRNA (relative Protein
values) (%controls) values) (%controls)
Adult 0.24+0.04 a 1.46+ 0.06 a 0.46+ 0.03 a 4.80t 0.57 a 100t 4 a 0.66+ 0.03 a 106t5a
Aged 0.13+0.01b 0.86+ 0.04 b 0.34£ 0.02b 1.86+0.23 b 7H2b 0.48+0.03 b 7TH1b
Aged + RA 0.24+ 0.04 a 1.14-0.09¢c 0.32:0.03b 3.96+ 0.59 a 9H-3a 0.46+ 0.02 b 71t4b
Aged + 4d RA 0.2+ 0.02 a 1.09+0.12¢c 0.31£ 0.07 b 422+ 0.86 a 962 a 0.48+ 0.03b 82t3b
Aged + T3 0.20+ 0.02a 1.870.10d 0.41+0.02a 3.12+ 0.48 a 102t 3a 0.65+ 0.02 a 9H2a

Data represent the mean S.E.M. of measures performed on 5-10 rats and were analyzed using ANOVA followed by Sttidesit's-or each column,
different alphabets (a—d) indicate statistical differences between values obtained in each grouPef eafsy.
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3.2.1. Nuclear receptors 3.3. Effects of aging and retinoic acid or

In aged rats, administration of RA, a single dose or dur- triiodothyronine administration on the expression of
ing 4 days, induced increased amounts of RAR84%, neurogranin in cortex, striatum and hippocampus
+61%, respectively) and RXRy (+32%, +27%, respec-
tively) mRNA in the brain. However, the abundance of An example of distribution pattern of neurogranin mRNA
TRa/B mMRNA was unchanged. On the other hand, ad- expression in the cerebral cortex, dorsal striatum and hip-
ministration of T3 generated an increased abundance ofpocampus subfields is illustrat&dly. 3.

the mRNA of the retinoid receptors as well as of diR The results are summarized Biy. 4.
(+53% for RAR3, +117% for RXRB/y and +21% for
TRa/B). 3.3.1. Effects of aging

Our present data revealed that aging is accompanied by an
alteration of RC3 mRNA level in all the regions studied, i.e.
cerebral cortex, dorsal striatum and hippocampus. In various

. . cortex areas, a significantly reduced amount of RC3 mRNA
The effects of exogenous administration of RA or T3 on b di d lati 0189% in th
GAP43 and RC3 expression were different. RA, as a single was observed in agec rats re at.lve to contrei8% in t'e

) ' frontal cortex,—40% in the parietal cortex and55% in

dose as well as during 4 days, led to an increased expression

of the neuromodulin gene, observable at the mRNA (+113% 2%5;'3;?;2:2&53:&2 tﬂicsrfrfgsti(:q;fg )e Z:;?n ?;eRCS
and +127%) and protein (+16% and +21%) levels but in-

terestingly was without effect on the expression of neuro- hippocampus subfields-@8% in the subiculum;-31% in
granin gy P the CA1,—29% in the CA3 and-22% in the dentate gyrus).

Administration of T3 to aged rats led to an increased ex- . : . .
. . 3.3.2. Effects of retinoic acid or triiodothyronine
pression of both the target genes studied. Thus, GAP43 aS, iministration
well as RC3 genes exhibited an increased amount of mMRNA

(+68% and +35%, respectively) and of their proteins (+28% The abundancg of RC3 mRNA remains unchanged af-
and +26%, respectively). ter RA treatment in all the cerebral subfields studied. Our

In each experiment, immunoblots of aged (treated or present data evidenced that administration of T3 to aged
not) and con?rol braiﬁ homogenate wiq&gactin anti- rats normalized the expression level of RC3 in the dorsal

1 0, i -
body (detected as a single band migrating at 42kDa) re- striatum (+97%). Except in the CA3, where T3 led to a de

vealed no differences of intensity between all the groups creased amount{23%) of the mRNA of RC3, in the others
(Fig. 2 y group hippocampus subfields, T3 administration remained without

effect on the age-related decreased expression of RC3. More-
over, no modification was observed in the cerebral cortex
areas.

3.2.2. Target genes

4. Discussion
GAP43
4.1. Status of aged rats

In order to study the effect of T3 on brain retinoic acid
and triiodothyronine signaling in aged rats, the function of
these pathways was first examined in 24 months old rats. To-
gether, all the results obtained in this experiment established
the decline in the brain of retinoid but also thyroid signaling
with aging. Several authors have evoked similar results in rats
and micg16,17] Further data shown that knockout mice for
RARB or RARB/RXRy exhibited a long term potentiation
(LTP) deficit[9].

The decreased expression of nuclear receptors described
in aged rats may be due to a reduction in the bio-availability
of the receptor ligands, i.e. retinoic acid and triiodothyro-

1) @ G @ nine, with aging since a significant decrease in retinol and

. . - triiodothyronine concentrations was observed in the serum of

Fig. 2. A representative Western blot of GAP43, RC3 rattin in Adult 24 months old rats. The positive responsiveness of retinoic
(1), Aged (2), Aged + RA (3) and Aged +T3 (4) rats. Densitometric quan-

tification of band intensities correspondingectin showed no difference  &cid recepf[(.)rs to RA has been demonstrM% as well
between the four groups of rats. as the positive regulation of transcription of the TR gene by

RC3

[-actin
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Fig. 3. Distribution pattern of neurogranin mRNA expression in the cerebral cortex, dorsal striatum and hippocampus subfields. Dark-fielcoghapticr

of coronal sections represent RC3 transcripts as visualized by in situ hybridization. Different subfields of hippocampus and striatum are shamd in (A
(B). Note that aging significantly reduced RC3 mRNA levels in the dorsal hippocampus (C: adult, D: aged) and in the dorsal striatum and in diéerent cort
subfields (data not shown), and that T3 administration restores to pre-senescent levels the RC3 mRNA in the dorsal striatum (E: aged, F: agediel@3). CA1,
CAl of Ammon'’s horn, pyramidal layer; CA3, field CA3 of Ammon’s horn, pyramidal layer; DG, dentate gyrus, granular layer; Sb, subiculum; FCx, frontal
cortex; PaCx, parietal cortex; PiCx, piriform cortex; DS, dorsal striatum; VS, ventral striatum.

T3 [14,30] The collapse of retinoid and thyroid signaling related decreased expression of RC3 has already been demon-
activity with aging may be related to alterations in retinoid strated in mice, where it was correlated with a LTP deficit and
metabolism and thyroid dysfunction, which occur with senes- severe age-specific memory impairmgzi].
cence. Age-related alterations in Vitamin A metabolism, par-  When the effect of aging on RC3 mRNA content in
ticularly plasma retinol concentration have been reported in each individual subfield was analyzed separately a significant
rats and humangl,56]. Vitamin A deficiency has also been effect of age was found in all the subfield studied, i.e. the
identified in elderly subjec{®9]. In addition, changesinthy-  cerebral cortex (frontal, parietal and piriform subfield), the
roid function are often described in elderly people. There are hippocampus (subiculum, CA1, CA3 and dentate gyrus) and
reports of similarities between the signs of hypothyroidism the dorsal striatum. Interestingly, the present results are sim-
and clinical features of healthy elderly subjef&8] and in- ilar to those described in Vitamin A deficient rats where a
creased TSH secretion with agifgf]. reduced amount of RC3 mMRNA was first observed in the
The hypo-activity of retinoid and thyroid signaling ob- striatum and somewhat latter, when the deficiency become
served in the aged animals was associated with a decreasethore pronounced, in the hippocamg@8]. Moreover, Vita-
expression of genes encoding for neural proteins, which aremin A deficient mice, which present brain RBRRXR/y
RA and/or T3 target genes, and implicated in synaptic plastic- and RC3 hypo-expression, demonstrated age-specific mem-
ity, neugranin (RC3) and neuromodulin (GAP43). The age- ory loss[22].
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Concerning the second neural protein studied, neuromod-

4.2. Effects of RA or T3 administration on retinoid and

ulin (GAP43), a reduction in its expression has been shown thyroid dysfunction in aged rats

using immuno-detection in the hippocampus of aged fe-
male rats relative to the level of adult animdfj. This
protein has been implicated in different forms of synap-
tic plasticity, including neurite outgrowth, regeneration and
LTP [52]. In vitro, failure to induce GAP43 has been shown
to inhibit neural differentiation and leads to cell death
[43].

Thus, it is possible to assume that the retinoid and
thyroid signaling dysfunction occurring with aging initi-

ates alterations in the neural plasticity of which decreased

expression of RC3 and GAP43 is the molecular indica-
tor.

Cerebral cortex

% of Adult rats

Piriforme
cortex

Parictal
cortex

Frontal
cortex

Dorsal Striatum

* %
50
: %
20 4
0

Hippocampus

6 of Adult rats

9%

100

*
*
*
*
* *
*

% of Adult rats

Dentate
gyrus

Subiculum CAl CA3
Fig. 4. Level of neurogranin mRNA in different subfields of cerebral cortex,
dorsal striatum and hippocampus in Adults and Aged (treated by RA or T3 or
not) rats. Histograms show optical density values (me&E.M.) measured

on 6 rats of each group which were analyzed using ANOVA followed by
Student'st-test. (*) Significantly different from adult rat§ < 0.05. (**)
Significantly different from aged rat8,< 0.05. CAL, field CA1 of Ammon’s
horn, pyramidal layer; CA3, field CA3 of Ammon’s horn, pyramidal layer
((0) Aged; &) Aged + RA; (ll) Aged + T3).

4.2.1. RA administration

As expected, RA treatment exerted an up-regulation of its
own receptors. Whatever the way of administration, a single
dose or daily during 4 days, RA is very effective on R&AR
expression and it also significantly, although more slightly,
up regulated RXR/y- This positive action of RA on its own
signaling had a repercussion on the expression of GAP43,
which was also increased by RA treatment.

The present data, which constituted new evidence of the
in vivo action of RA on GAP43, are consistent with those
describing an in vitro up regulation of GAP43 by retinoids
(retinol and retinoic acid]11,27] Unexpectedly, RA had no
effect on T3 signaling. It did not induce any modification in
the expression of receptors—the amount of mMRNA coding
for TR was unchanged—and no modification of the expres-
sion of RC3 MRNA or proteins. This was unexpected because
previous studies, performed in mice, have described the con-
trary, i.e. the capacity of RA to correct RC3 modifications
induced by ag§l7,21]

The in situ hybridization analysis in RA administrated old
rats confirmed this result. It shown that RA failed to normal-
ize the expression of RC3 in each of the subfields analyzed.
This datawas comparable to those described in Vitamin A de-
ficient rats where RA remains without effect on T3 signaling
[33].

In sum, these molecular data, obtained in RA-treated aged
rats, imply that the significant deficiency in synaptic plasticity
occurring in elderly animals, produced by hypo-expression of
retinoid and thyroid signaling, were only partially corrected
by RA administration. Only one of the two neural proteins
studied in this experiment, GAP43, was up-regulated by RA
treatment. Interestingly, the other, RC3, is at once a RA and
T3 target gene, and the T3 receptors expression remained
unchanged by RA treatment.

Results achieved in the liver, where RA had no incidence
on the hypo-expression of mMRNA coding for TR, corrobo-
rated results obtained in the brain (the non-efficacy of RA to
reverse the T3 signaling age-related hypo-expression), con-
firming an impaired function of RA in these animals (data
not shown).

4.2.2. T3 administration

Administration of T3 was accompanied by complete
restoration of all the molecular parameters studied. Its revers-
ing effect was, of course, obvious on its own signaling with
a normalization of its receptor mRNA. T3 was also effective
in restoring the age-related decrease in retinoid signaling up
to the adult level.

It should be emphasized that between both retinoid re-
ceptors targeted by T3, RX3Ry was the most up-regulated.
This observation is coherent with previous evidence show-
ing a relationship between RXR and thyroid functi@9].

In this experiment, T3 alone induced normalization of the
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age-related retinoid and thyroid hypo-expression and re- prevention or therapeutic essays, thyroid signaling must also
established the level of downstream-activated proteins sup-be considered.

porting the functional synaptic properties (RC3 and GAP43).
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études experimentales : résultats

I1.1.3. Conclusion

Cette étude avait pour objectif de comparer les effets d’un traitement par I’AR ou par
la T3 sur I’activité de leurs voies de signalisation dans le cerveau d’animaux agés. Nos
résultats sont comparables a ceux que nous avons obtenus chez 1’animal carencé, a savoir que
(1) I’AR réinduit sa propre voie de signalisation dans le cerveau de 1’animal agé et que (ii) la
T3 réactive sa propre voie d’action mais aussi celle de I’AR. Par ailleurs, dans ces conditions
expérimentales, et contrairement a ce que nous avions déja décrit chez 1’animal agé, I’AR est
sans effet sur I’expression des récepteurs de la T3 et de la neurogranine (Enderlin et al.,
1997a,b). Ces données soulignent que les processus adaptatifs qui accompagnent la carence
vitaminique A sont également en jeu au cours du vieillissement et affectent les voies de
signalisation de I’AR et de la T3. Ces résultats suggérent aussi que 1’évolution du statut
thyroidien peut devenir avec 1’age un "¢lément limitant" dans la fonctionnalité de I’AR.

C’est la raison pour laquelle dans la suite de ce travail, nous avons voulu mieux
comprendre la relation entre 1’hypoexpression de la voie d’action de la T3 et la fonctionnalité
de ’AR. Les expériences ont été réalisées dans le foie des animaux agés car nous souhaitions

aussi confirmer nos résultats sur un organe essentiel du métabolisme des rétinoides.
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I1.2. EFFETS COMPARES DE L’ADMINISTRATION D’ACIDE RETINOIQUE OU DE
TRIIODOTHYRONINE SUR L’ACTIVITE DE LEURS VOIES D’ACTION DANS LE FOIE

DE RATS AGES.

Les résultats que nous avons obtenus dans le cerveau de rats 4gés sont en partie
différents de ceux précédemment acquis au laboratoire puisque 1’administration d’AR ne
permet plus I’activation de la voie d’action des hormones thyroidiennes hypoexprimée avec
I’age. Nous avons alors choisi de poursuivre cette étude dans le foie des rats agés pour vérifier
si nous obtenions les mémes résultats dans cet organe. Nous voulions comprendre par cette
approche si le statut thyroidien pouvait devenir "limitant" au cours du vieillissement. Ceci
pourrait étre un indice d’un effet des altérations du satut thyroidien liées a 1’age sur

I’ensemble de I’organisme.

I1.2.1. Méthodologie utilisée

Les animaux utilisés dans cette étude sont en partie les mémes que ceux présentés dans
le chapitre précédent. Nous avons mesuré les capacités maximales de liaison (Cmax) des
récepteurs nucléaires RAR et TR dans le foie d’animaux adultes, agés et agés ayant regu de
I’AR (une dose de 5 mg/kg de poids corporel par voie orale). Nous avons aussi mesuré les
taux des ARNm des RARPB et TRa/P, et I’activité de la transglutaminase tissulaire (tTG).
L’enzyme malique (ME) est régulée par les HT dans le foie, les reins et le cceur et la présence
d’un TRE dans le promoteur de son geéne a été¢ démontré (Petty et al., 1990 ; Jeannin et al.,
1998). C’est pourquoi nous avons utilisé I’activité hépatique de cette enzyme comme un
marqueur du niveau d’activité de la voie d’action de la T3.

Les différents protocoles utilisés dans ces expériences sont détaillés dans les

publications du laboratoire (Pallet et al., 1994 et 1997).

I1.2.2. Principaux résultats

Les principaux résultats sont résumés dans les tableaux VI et VII.

Ces résultats montrent que 1’age s’accompagne d’une hypoactivité des voies d’action

des rétinoides et des HT dans le foie. En effet, les animaux agés présentent une diminution
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dans le foie de la Cmax des RAR et des TR ainsi qu’une baisse du taux des ARNm des RARP
et TRa/B. De méme, les activités enzymatiques de la transglutaminase tissulaire (tTG) et de
I’enzyme malique (ME) diminuent fortement avec 1’age (-55% et -70% respectivement), et
traduisent les effets de I’hypoexpression des récepteurs nucléaires de I’AR et de la T3 sur
leurs genes cibles.

L’administration d’AR ne permet que la réactivation de sa propre voie d’action (la
Cmax des RAR et I’expression des RARP deviennent comparables a celles des animaux
adultes). De plus, I’activité de la tTG est restaurée par I’administration d’AR. Par contre, ce
traitement n’a pas d’effet sur I’hypoexpression des TRo/f, sur la Cmax des TR ni sur
I’activité de I’enzyme malique. Ces derniers résultats différent de ceux déja obtenus par Pallet
et al. (1997) chez I’animal agg.

Par ailleurs, ’administration de T3 permet de ramener 1’activité de 1’enzyme malique
a un niveau comparable a celui mesuré chez des animaux adultes ; ce qui atteste de 1’efficacité

du traitement.

Tableau VI : Effets de I’administration d’ AR sur les capacités de liaison des RAR et TR

et sur ’expression de RARP et TRo/p dans le foie de rats agés

RARp RAR TRo/B TR
ARNm Cmax ARNm Cmax
Valeurs relatives pmol/mg Valeurs relatives pmol/mg
Adultes 1.22+0.13° 0.50+0.03*° 1.11+£0.11° 0.29+0.02°
Agés 0.73 +0.06 ° 0.36+0.03° 0.40 = 0.05° 0.23+0.01°
Agés + RA 1.18+0.10° 0.49+0.03° 0.43+0.03° 0.24+0.02°

Les valeurs représentent les moyennes £ SEM obtenues sur 6 animaux de chaque groupe.
Dans chaque colonne, des lettres différentes indiquent des différences significatives a p<0.05. (Analyse
ANOVA suivie du test ‘t” de Student).
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Tableau VII : Effets de I’administration d’AR ou de T3 sur les activités enzymatiques de

l1a tTG et de la ME dans le foie de rats agés

tTG ME
Activité Activité
pmol/h/mg protéines nmol/min/mg protéines
Adultes 0.45+0.05° 16.8+0.5*
Agés 0.21+0.01° 51+04°
Agés + RA 0.38+0.02° 45+04°
Agés+ T3 nd 12.8+1.2°

Les valeurs représentent les moyennes + SEM obtenues sur 6 animaux de chaque groupe.
Dans chaque colonne, des lettres différentes indiquent des différences significatives a p<0.05.
(Analyse ANOVA suivie du test ‘t” de Student).

nd : non déterminé

I1.2.3. Discussion partielle

Les résultats obtenus dans le foie des rats agés montrent que I’administration d’AR est
sans effet sur les marqueurs de I’activité de la voie de signalisation de la T3. Ces résultats sont
a rapprocher de ceux que nous avons déja obtenus dans le cerveau de ces animaux. Sur ce
point, ces données diffeérent d’autres données déja acquises au laboratoire, qui avaient montré,
chez I’animal agé, ’activation de la voie de la T3 par le traitement par I’AR.

Pour expliquer ces différences dans I’efficacité du traitement par I’AR chez 1’animal
agé, nous avons proposé I’intervention du statut thyroidien. Plusieurs arguments plaident en
faveur de cette hypothése et témoignent d’un statut d’hypothyroidie plus sévere chez les
animaux agés qui présenteraient alors une "sensibilité" diminuée au traitement par I’AR. En
effet, nous avons mis en évidence chez ces animaux, contrairement aux résultats obtenus dans
les autres séries de rats 4gés, une baisse significative de la concentration sérique en T3. Par
ailleurs, I’activité hépatique de 1’enzyme malique, considérée comme un bon indicateur de
I’activité cellulaire de la T3, est baissée de pres de 70% dans le foie des animaux agés. Cette
baisse trés importante apporte la preuve de la forte perturbation de la voie d’action de la T3
chez les animaux agés étudiés. A titre de comparaison, dans les précédentes expériences

menées au laboratoire, 1’activité hépatique de la ME n’était diminuée que de 26% chez des
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rats ageés, ou de 30% chez des rats rendus hypothyroidiens par rapport aux animaux adultes
(Pallet et al., 1994, 1997).

L’ensemble de ces données montre que les rats agés utilisés dans cette étude
présentaient un statut d’hypothyroidie plus marqué que celui des animaux précédemment

utilisés au laboratoire.

11.2.4. Conclusion

L’objectif de cette étude ¢était de mieux comprendre dans quelle mesure le statut
thyroidien pouvait altérer I’efficacité du traitement par I’AR chez I’animal agé. Nos résultats
montrent que 1’administration d’AR a permis de restaurer la capacité maximale de liaison des
RAR et I’expression de RARP dans le foie des animaux agés. L’activité hépatique de la
transglutaminase tissulaire est également augmentée chez les animaux agés, témoignant de
I’efficacité du traitement par I’AR sur sa propre voie d’action. Par contre, I’administration
d’AR n’a pas eu d’effet sur I’expression des récepteurs de la T3 qui restent hypoexprimés
dans le foie des animaux agés. L’activité hépatique de 1’enzyme malique, diminuée de prés de
70% avec ’age, permet de rendre compte de la forte baisse de 1’activité de la voie d’action
des HT. L’administration de T3 a ces animaux agés permet de corriger la baisse de ’activité
de la ME et démontre ainsi I’efficacité du traitement par la T3 sur sa propre voie d’action dans

le foie.

Confrontées aux données déja acquises au laboratoire, ces résultats montrent (i) que le
vieillissement met en jeu des processus adaptatifs qui concernent a la fois la voie d’action de
I’AR et celle de la T3, (ii) qu’a un certain stade du vieillissement, I’hypoactivité de la voie de
signalisation de la T3 devient critique et (iii)) qu’a ce stade seule 1’administration de T3
permet la réactivation des voies d’action de la T3 et de I’AR.

Ces différents points seront discutés par la suite.
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CHAPITRE III : ETUDES BIOMEDICALES

A ce jour, de nombreux travaux de biologie cellulaire et moléculaire visent a mieux
comprendre les mécanismes d’intervention des récepteurs nucléaires dans le contrdle de
I’expression génique et les processus physiopathologiques. Dans ce domaine de recherche, les
approches chez I’homme ne sont que faiblement documentées. La majeure partie des données
bibliographiques a été obtenue sur des modeles expérimentaux et ce n’est que trés récemment
que des travaux cliniques se sont consacrés a 1’expression des récepteurs nucléaires dans
différentes pathologies (cancer, diabéte, obésité, maladie d’Alzheimer...). Les résultats de ces
travaux permettent d’envisager que les récepteurs nucléaires pourraient constituer des
marqueurs précoces de certaines pathologies, mais aussi des cibles thérapeutiques (Dauncey
et al., 2001 ; Furr, 2004). C’est dans ce courant de recherche que s’inscrivent les travaux de

recherche clinique présentés ci-apres.

Les données expérimentales obtenues dans I’Unité de Nutrition et Signalisation
Cellulaire en collaboration avec le laboratoire de Neurosciences Cognitives montrent que le
vieillissement génere une hypoactivité de la voie de signalisation de I’AR qui contribue au
déclin cognitif (Etchamendy et al., 2001). Le vieillissement génére également 1’hypoactivité
de la voie de signalisation des HT, phénomeéne qui devient limitant, empéchant 1’efficacité
d’un traitement par I’AR. Il est donc envisageable que les récepteurs nucléaires de I’AR et de

la T3 puissent constituer des cibles pharmacologiques potentielles chez I’homme agé.

La seconde partie de ce travail de theése, destinée a éprouver nos hypothéses chez
I’homme, a fait ’objet de deux études cliniques. La recherche a été menée en collaboration
avec I’équipe "Epidémiologie et neuropsychologie du vieillissement cérébral”" dirigée par le
Professeur JF. Dartigues (Unit¢ INSERM 593) d’une part, et avec le Professeur A. Tabarin du
service "d’Endocrinologie, diabétologie et maladies métaboliques" de 1’hdpital Haut-Levéque

dirigé par le Pr. P. Roger (CHU Bordeaux) d’autre part.
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Cette approche originale, avait pour objectif général de vérifier que les conséquences
des variations des statuts rétinoide ou thyroidien sur les récepteurs nucléaires étaient
mesurables dans les cellules mononucléées du sang (PBMC pour peripheral blood
mononuclear cells). Pour cela, nous avons isolé ces cellules et y avons mesuré I’expression

des différents sous-types de récepteurs de I’AR et de la T3.

Dans la premiere étude biomédicale que nous avons menée, nous avons comparé
I’expression des récepteurs nucléaires de ’AR et des HT de sujets adultes et agés afin de
déterminer les effets du vieillissement sur les voies de signalisation de I’AR et de la T3 chez

I’homme.

Par la suite, nous avons mis en ceuvre une seconde étude biomédicale dont 1’objectif
était de déterminer les conséquences d’une hypothyroidie sur 1’expression des récepteurs

nucléaires de la T3 et surtout de I’AR dans les PBMC de sujets humains.

Les résultats obtenus lors de ces deux études mettent en évidence une diminution
significative de I’expression des récepteurs nucléaires de I’AR et de la T3 dans les PBMC
chez I’homme, notamment une diminution du taux d’expression des RARy et TR, chez les
sujets agés mais ¢€galement et d’une maniere assez comparable chez les patients

hypothyroidiens.
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I. EXPRESSION DES RECEPTEURS NUCLEAIRES DE
L’ACIDE RETINOIQUE ET DE LA TRIIODOTHYRONINE
DANS LES CELLULES MONONUCLEEES DU SANG CHEZ

LE SUJET AGE

L’objectif de cette étude était de définir les conséquences du vieillissement sur les
voies d’action de ’AR et des HT chez I’homme. Cette étude a été initiée dans le cadre d’une
collaboration avec I’équipe du Pr. JF Dartigues (INSERM U593). Cette équipe est impliquée
dans I’étude épidémiologique dite des « 3 Cités » dont I’objectif initial est d’estimer le risque
de démence et de détérioration cognitive sévere attribuables aux facteurs de risque (dont
I’alimentation) et aux pathologies vasculaires (The 3C study group). L’étude des « 3 Cités »,
conduite & Bordeaux, Dijon et Montpellier, est une étude épidémiologique exceptionnelle,
menée sur un nombre trés important de personnes agées de plus de 65 ans (9294 sujets
exactement, recrutés par tirage au sort sur les listes électorales) suivies sur une période longue
(4 ans). A I’inclusion et au cours des 4 années d’études suivantes, les sujets agés répondent a
un questionnaire permettant d’évaluer leurs statuts nutritionnel et cognitif, et subissent une
prise de sang destinée a I’analyse de différents parameétres sanguins, et a la préparation des

cellules mononucléées.

Les données concernant les statuts vitaminique A et thyroidien des sujets 4gés ne sont
pas univoques. Ainsi, selon les auteurs, la concentration en rétinol sérique est décrite soit
augmentée, soit diminuée avec 1’age (Borel et al., 1998 ; van der Loo et al., 2004). Des études
épidémiologiques décrivent méme des cas de carence en vitamine A chez des sujets agés
(Haller et al., 1996). De méme, les données concernant le statut thyroidien des sujets agés et
son évaluation, par la mesure des concentrations en TSH, T4 et T3, sont parfois en
contradiction (Ravaglia et al., 2000 ; Hollowell et al., 2002 ; Magri et al., 2002). Cependant,
la littérature rapproche fréquemment les signes du vieillissement aux symptomes de
I’hypothyroidie. Par ailleurs, chez les sujets agés, il a été montré une corrélation négative
entre le taux de rétinol sérique et les concentrations en T4 libre ou en TSH (Ravaglia et al.,

2000).
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Les conséquences potentielles des altérations du statut vitaminique A ou thyroidien
chez ’homme sont importantes. En effet, la biodisponibilité réduite en AR pourrait, comme
cela a ét¢ montré chez 1’animal (Etchamendy et al., 2001), contribuer a 1’apparition des
troubles mnésiques classiquement associés au vieillissement normal, mais également,
participer a 1’étiologie des formes tardives de la maladie d’Alzheimer (Goodman et Pardee,
2003). De plus, les désordres thyroidiens chez les personnes agées sont décrits comme
associés a des troubles cognitifs et de I’humeur (Manciet et al., 1995 ; Fukui et al., 2001 ;

revue dans Bernal, 2002 ; Trémont et al., 2003).

Les résultats obtenus chez 1’animal agé nous ont conduit a formuler I’hypothése selon
laquelle les perturbations des statuts vitaminique A et thyroidien survenant avec I’age se
concrétisaient par une diminution de la biodisponibilité en AR et en T3 au niveau cellulaire,
dans I’ensemble des tissus cibles de 1’organisme agé (Enderlin et al., 1997a,b; Pallet et al.,
1997; Publication 2). Ceci nous a amené a postuler que les cellules mononucléées étaient au
nombre de ces tissus et a ce titre, pertinentes pour la mise en évidence des modifications des

voies de signalisation de I’AR et de la T3 survenant avec 1’dge chez I’homme.

Dans ce contexte, I’objectif principal de cette premiere ¢tude biomédicale a été de
vérifier si les modifications d’expression des récepteurs nucléaires des rétinoides et des HT,

mises en évidence chez I’animal agé, étaient perceptibles chez I’individu agé.

Pour cela, nous avons mesuré 1’expression de diverses isoformes de récepteurs des
rétinoides (RARa, RARy, RXRa) et des HT (TRa et TRP) dans les cellules mononucléées du

sang de sujets adultes et 4gés en bonne santé.

L’ensemble des résultats présentés dans cette étude fait 1’objet de P’article 3 qui a été

soumis récemment au European Journal of Endocrinology.
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I.1. METHODOLOGIE UTILISEE

22 volontaires "jeunes" (de 24 a 57 ans) et 24 volontaires "agés" (de 69 a 90 ans) issus
de la cohorte "3C" ont ¢été recrutés pour participer a cette étude. Dans un premier temps, le
bilan clinique de chacun des volontaires a été réalisé dans les laboratoires des services de
Biochimie de I’Hopital Pellegrin et de Médecine Nucléaire de I’Hopital Haut-Levéque (CHU
de Bordeaux). Par la suite, nous avons mesuré 1’expression de divers sous-types de récepteurs
des rétinoides (RARa, RARy, RXRa) et des HT (TRa et TRP) dans les cellules
mononucléées du sang des sujets recrutés, par RT-PCR en temps réel. Les volontaires qui
constituent le groupe "jeune" ont été choisis selon leur age (moins de 60 ans) et leur bon état
de santé. Il est important de préciser que les sujets agés de notre étude, recrutés par le Dr.
Letenneur (INSERM U593), sont en bonne santé¢ également et ne souffrent pas de troubles

cognitifs aveérés.

I.2. PRINCIPAUX RESULTATS ET DISCUSSION PARTIELLE

L’analyse des indicateurs sériques du statut en vitamine A — le rétinol et la rétinol
binding protein ou RBP-, ainsi que le calcul, plus original, du rapport "rétinol binding
protéine - transthyrétine" (RBP:TTR) n’ont pas mis en évidence d’altérations du statut
nutritionnel ou plus précisément du statut en vitamine A chez les volontaires agés. Pourtant,
au niveau nucléaire, I’expression de RARY est significativement diminuée dans les PBMC des
sujets agés comparés aux sujets jeunes. A notre connaissance, ce résultat constitue la premicre
évidence, chez ’homme, d’une hypoactivation de la voie de signalisation des rétinoides avec
I’age. L’absence de modification du taux de rétinol circulant tend a confirmer 1’hypothéese
selon laquelle les altérations du statut rétinoide concernent la biodisponibilité intracellulaire
de I’AR. Cette hypothese est renforcée par 1’existence chez les sujets jeunes d’une corrélation
positive et trés significative entre la concentration en rétinol plasmatique et le taux des ARNm
de RARYy d’une part, et le ratio RBP:TTR et I’expression de RARy d’autre part ; corrélations
qui disparaissent chez les sujets agés. Il semble donc que chez les personnes agées, les taux
circulant ne reflétent plus la fonctionnalité de la voie de signalisation nucléaire de I’ AR.

Par ailleurs, bien que demeurant dans les limites de références des laboratoires, la
concentration de TSH des sujets agés est significativement plus élevée que celle des sujets

jeunes. Les concentrations en T3 et T4 libres, 1égerement plus basses dans le groupe "jeune",
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ne sont pas significativement modifiées d’un groupe a I’autre. Une ¢lévation de TSH sans
modification des concentrations de T3 et T4 est caractéristique d’un état d’hypothyroidie dite
subclinique, qui est difficile & diagnostiquer par ailleurs, car les symptdmes sont subtils et
souvent assimilés au vieillissement normal (Mohandas et Gupta, 2003). Pour autant, des
données comparables avaient déja été rapportées par Hollowell et al. (2000) et Magri et al.
(2002).

Cette altération du statut thyroidien des sujets agés est confirmée par la mesure des
taux d’expression des ARNm des récepteurs des HT dans les PBMC humains. Concernant ces
récepteurs, nous rapportons une diminution, chez les sujets agés, de I’expression des TR} et
dans une moindre mesure des TRa.. Ce résultat est, par ailleurs, a rapprocher de ceux obtenus
pour les RARY ; c’est a dire une dichotomie entre les paramétres plasmatiques et 1I’expression
des récepteurs nucléaires, traduisant des modifications de biodisponibilité en ligand au niveau
cellulaire. La encore, I’absence, chez les sujets agés, de corrélation entre la concentration de
T3 sérique et ’expression des TRP ou entre le ratio RBP:TTR et ce méme récepteur,

existantes chez les sujets jeunes, semble aller dans le sens de notre interprétation.
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Abstract

Background: Inadequate retinoid status has often been described as occurring with aging.
Moreover, sub-clinical hypothyroid status has also been evoked in the elderly. Several studies
performed in animals have described the crucial incidence of age-related hypo-functioning of
retinoid and thyroid signalling pathways, particularly in the brain.

Objective: The aim of the present study was to clarify whether aging modifies retinoid and
thyroid signalling in humans.

Methods: Using real time RT-PCR the relative amount of mRNA of the retinoid (RARa,
RARy, and RXRa) and thyroid (TRo and TRp) nuclear receptors in peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) of young (24-57 years old, n=22) compared to elderly (69-90
years old, n=24) healthy subjects were quantitated. Classical plasma parameters, used to
characterize the retinoid and thyroid status, retinol (ROH), Retinol Binding Protein (RBP),
free T; (FT3) and T4 (FTy), thyroid stimulating hormone (TSH) and transthyretin (TTR), were
also assessed.

Results: RARYy expression was significantly decreased in elderly versus young subjects while
no modification of the retinoid-related plasma parameters ROH and RBP were emphasized by
aging. Concerning thyroid criteria, the elderly exhibited an increase in TSH concentration
(+39%) without significant modifications of FT; and FT4 which indicated an age-related sub-
clinical hypothyroidism. Concurrently, the amount of TR mRNA (o as well as B subtypes)
was significantly decreased in the elderly.

Conclusion: These data constitute the first evidence of an age-related hypo-activation of the
retinoid and thyroid nuclear pathways in PBMC. Further study of the possible association
between the expression of the retinoid and thyroid nuclear receptors and age-related cognitive

alterations in human would be interesting.



1. Introduction

The aging process is a heterogeneous and inevitable phenomenon involving the entire
integrity of the organism. The life expectancy and the number of elderly persons is increasing
in industrialised countries for a large part as a consequence of improvements in health care
(1). These observations contribute to the development of recent research on human aging
mechanisms (2-5).

Hormones, some soluble mediators of the inflammatory response, free radicals, anti-
oxidants and macro- and micro-nutrients, associated with aging-linked health damage, have
been defined as potential markers of aging (6, 7). Among them, the markers involved in the
status and function of vitamin A and thyroid hormones has gained considerable interest (8-
10). Indeed, alterations in retinoid metabolism and thyroid dysfunction occur with senescence.
Age-related alterations in vitamin A metabolism, particularly plasma retinol concentration
have been reported in rats and humans (11, 12). Vitamin A deficiency has also been identified
in elderly subjects (13). In addition, changes in thyroid function are often described in elderly
people. There are reports of similarities between the signs of hypothyroidism and clinical
features of healthy elderly subjects (14) and increased TSH secretion with aging (10, 15).
Finally, in old people, plasma retinol is negatively associated with free T4 and TSH serum
level (15). All these data suggest an age-related collapse of vitamin A and thyroid status.
Numerous links between diseases or disorders occurring with aging and alterations in these
states have been evoked in the literature. The comparison between healthy centenarians and
younger (80 years old and less) subjects has shown that very old people exhibit significantly
higher plasma retinol levels (9).

Recently, Goodman and Pardee (16) reported an association between the late onset of
Alzheimer’s disease and abnormal retinoid metabolism. Moreover, several studies have also
reported that dysfunction of the thyroid gland is a common clinical disease associated with
aging (17-20). Investigations into the relationships between thyroid status and cognitive
abilities in humans have shown that a deficit in thyroid hormones induces severe anatomic
and functional alterations of the nervous system and intellectual impairment (21-24).

However, in humans, little is known about age-related modifications in the
metabolism and signalling pathways of vitamin A and thyroid hormones. Vitamin A, and
retinoic acid (RA) exert a wide variety of profound effects on growth, epithelial tissue
differentiation, and homeostasis, and in maintaining an efficient immune status (25). RA is

able to partly regulate gene expression through binding to specific nuclear receptors: Retinoic



Acid Receptors (RAR) or Retinoic X Receptors (RXR) (26). The RAR family (a, B, y) is
activated by both all-trans RA and by 9-cis RA, whereas the RXR family (a, B,7y) is
exclusively activated by 9-cis RA. These nuclear proteins are DNA binding proteins, which
belong to the superfamily of ligand-activated transcriptional regulators (27). Thyroid hormone
nuclear receptors (TRo and TRP) are also members of the nuclear hormone receptor
superfamily and regulate target genes in response to the Ts ligand (triitodothyronine, the active
form of thyroid hormones) (28, 29).

It has also been shown that RXR forms heterodimers with either RAR or TR in order
to allow the regulation of gene transcription by interacting with distinct sequences in the
promoter of target genes. Retinoids and thyroid hormone signalling pathways work in close
relationship, particularly by means of RXR, which is the essential common partner for
functional heterodimers for both pathways (30-32).

Studies performed in animals (rats and mice) have shown that aging is accompanied
by hypo-activity of retinoid and thyroid signalling materialized by a hypo-expression of the
nuclear receptors, RAR, RXR and TR, and observed in several organs (33, 34), which
confirms that the drop in retinoid and thyroid states affects the entire organism.

Therefore, taken together, previous studies on the functional significance of retinoid
and thyroid signalling have lead us to hypothesize that optimal maintenance of physiological
processes requires precise regulation of the activation of these pathways. Moreover, aging
also seems to lead to a decrease in the availability of RA and Tjs inside the cell, a decrease
which would lead to hypo-expression of the nuclear receptors. This phenomenon, which has
been demonstrated in animals, has not yet been observed in humans. Indeed, measurements of
ROH, thyroid hormones and peripheral concentrations of TSH performed in elderly
populations, do not reflect the intracellular availability of retinoic acid or thyroid hormones
and thus the functional status of retinoid and thyroid signalling.

In order to assess the effects of aging on vitamin A and thyroid signalling pathways in
humans, the expression of RARa, RARy, RXRa, TRa and TR in young versus healthy
elderly subjects were compared. The amounts of their mRNA in a more approachable tissue,

peripheral blood mononuclear cells (PBMC), were quantified



2. Subjects and methods

2.1. Subjects

Forty-six healthy men and women volunteers are recruited for this study: 22 (24-57
year-old) in the young group (YG) and 24 (69-90 year-old) in the elderly group (EG).
Subjects of the YG were selected among volunteers according to their age, less than 60 years,
and their health. We recruited only healthy subjects and tried to equilibrate the number of men
and women in this group. The subjects of the EG were selected from a large cohort, the Three
City (3C) Study. It is a collaborative research program based on a cohort of 9294 subjects
aged 65 years and over recruited in three French cities. The cohort was randomly sampled
from the electoral rolls and supplemented by volunteers. Baseline data collection included
socio-demographic variables, medical history, blood pressure, anthropometrical data and
functional status of cognitive functioning and past and present consumption of tobacco,
alcohol and drug use. Among several psychometric tests, the Mini Mental Score Examination
(MMSE) score (35) was used to assess the cognitive performance of the subjects. At
enrolment, neither young nor elderly subjects had chronic medical problems or illnesses
associated with immune dysfunction. The study protocol was approved by the Ethical
Committee of the University Hospital of Kremlin-Bicétre (Paris, France). Each participant

signed an informed consent to participate in this study.

2.2. Health status

Venous blood was collected from all subjects after overnight fasting (=12 h after
previous meal). Diagnostic kits (RIA and IRMA, Immunotech, Marseille, France) were used
to measure free plasma triiodothyronine (FT3;), free thyroxin (FT4) and thyroid stimulating
hormone (TSH) concentrations. The plasma retinol (ROH) concentration was determined by
high-pressure liquid chromatography (HPLC) according to the method of Leclercq and
Bourgeay-Causse (36). Plasma transthyretin (TTR) and retinol binding protein (RBP)
concentrations were measured using an immuno-nephelometric process (Nephelometer
Analyser II; Behring Diagnostics Inc., USA). Plasma total cholesterol (TC) and total
triglyceride (TTG) concentrations were measured by an enzymatic method using a Synchron
CXS5 analyser (Beckman Coulter, USA). It has not been always possible to measure the

plasma parameters for all the subjects.



2.3. Preparation of peripheral blood mononuclear cells (PBMC)

Isolation of human (YG and EG) blood mononuclear cells was performed by density
gradient centrifugation using Ficoll-Paque Plus solution (Amersham Biosciences, F-91898
Orsay Cedex, France). After overnight fasting, venous blood (5 ml) was drawn into an
EDTA-coated vacutainer tube and layered onto 4 ml of Ficoll-Paque Plus solution and then
centrifuged at 400g for 20 min at 20°C. PBMC were removed from the plasma-Ficoll
interface, washed twice in a phosphate buffered solution (PBS 1M, pH 7.2) to remove
platelets, Ficoll-Paque and plasma. PBMC were then suspended in TRIzol Reagent
(Invitrogen,Cergy-Pontoise, France) for total RNA preparation.

PBMC from YG and EG were assayed simultaneously in all assays to ensure that

differences between groups were indeed biological and not a result of inter-assay variation.

2.4. Quantification of mRNA expression

2.4.1. Total RNA preparation

Blood mononuclear cells were directly homogenized in 1 mL of TRIzol reagent
solution and total RNA was extracted following the manufacturer’s suggested protocol for
small quantities of tissue. Purified RNA was quantified and assessed for purity by UV
spectrophotometry. Average yield of total RNA extraction was not significantly different in
PBMC from young and elderly subjects.

2.4.2. Reverse transcription and analysis of gene expression

Reverse transcription and analysis of gene expression using a real time Polymerase
Chain Reaction (PCR assay involving a Light Cycler™ technology) was carried out as
described by Redonnet et al. (37) with minor modifications specific to the gene studied. The
forward and reverse primer sequences are shown in Table 1. Specificity of primers was
validated through the verification of RT-PCR product specificity. The identity of amplified
products was verified by sequencing with the Dye Terminator Reaction Cycle Kit (Perkin-
Elmer, Norwalk, CT) and analysed on an ABI PRISM™ 377 automated DNA sequencer
(Perkin-Elmer).

Cyclophilin and porphobilinogen deaminase (PBGD) c¢DNA were used as
housekeeping for the relative quantification of cDNA of RARa, RXRa, TRa and RARy, TR
respectively. The results were normalized by the ratio of the relative concentration of target to
that of PBGD or Cyclophilin sample. The real-time PCR method ensured that the expression
level of the housekeeping genes was unaffected by aging. It has not been always possible to

measure the relative amount of each nuclear receptor for all the subjects.



2.5. Statistical analysis

Data are expressed as means £ SEM. All statistics were performed using Statgraphics
Plus software. The statistical significance of differences between means was calculated by
ANOVA followed by Student's #-test except for the TSH concentration for which Kruskal-
Wallis test was employed because SD appeared to be different between the two groups.
Linear regression was used to analyse the relationships between variables.

Statistical significance was accepted at P <0.05.

Table 1: Primers used for LightCycler™ real-time PCR

PCR Sequence Product
imer pair Ref. Sequences are shown for forward (F) and reverse Position  Length
P P (R) primers as well as size of amplicon (bp)
PBGD 68 F:5-TGCACGATCCCGAGACTCTGC-3’ 743-763 90
R : 5’-GCACGGCTACTGGCACACTGC-3’ 812-832
Cvelophili 69 F:5-TCCTAAAGCATACGGGTCCTGGCAT-3’ 280-304 165
yclophilin R : 5’- CGCTCCATGGCCTCCACAATATTCA-3"  421-445
RAR 70 F:5-CTGCCAGTACTGCCGACTGC-3’ 519-538 235
a R :5-ACGTTGTTCTGAGCTGTTGTTCGTA-3’ 729-753
RAR 7 F:5-CTGCCAGTACTGCCGGCTAC-3’ 837-856 278
¥ R : 5’-TCTGCACTGGAGTTCGTGGTATACT-3’ 1040-1064
RXR. 7 F:5-CGACCCTGTCACCAACATTTGC-3’ 861-882 142
o R : 5’-GAGCAGCTCATTCCAGCCTGCC-3’ 981-1002
TR 73 F:5-GTTCTAGATGACTCGAAGGCGGG-3’ 838-860 119
o R :5’-CTTCAGGAGTGGGCTCTGGTCG-3’ 935-956
TR 74 F:5-CCGAAGCACTGTCCAGACCGAGAAC-3’ 334-358 90
B R :5-TCAAAGACTTCCAAGAAGAGAGGC-3’ 399-423




3. Results

The sample studied was composed of 16 men and 30 women. At inclusion, the mean
age was 35.5 years (SD=11.3) for the young group (YG) and of 75.1 years (SD=6.2) for the
elderly group (EG). The young group included 12 (54%) women and 10 (45%) men. Among
the elderly subjects, 18 (75%) were women and 6 (25%) were men (Table 2). Several
biological characteristics were different between the young and elderly, particularly the lipid
parameters. As shown in Table 3, total cholesterol and total triglyceride concentrations were
significantly increased in the plasma of elderly subjects in comparison with the young,

although the values remained within the laboratory reference range.

Table 2: Distribution of participants by gender and age

Young Group Elderly Group
Gender n Age (year) n Age (year)
Males 10 (45)° 34.9+12.1° 6 (25) 76.5+ 6.5
Females 12 (54) 36.1+11.0 18 (75) 70.8+1.9
Total 22 355+11.3 24 75.1+£6.2
Range 24-57 69-90

* Numbers in parentheses represent percent of total.
® Means + SD.



3.1. Retinoid status

Serum retinol (ROH) concentration was measured in order to characterize the vitamin
A status of the subjects. No significant difference was observed between YG and EG. The
variation in plasma retinol binding protein (RBP) concentration, proposed as a simple
surrogate measure for vitamin A assessment (38, 39), was not different in EG as compared to
YG. These two parameters were, moreover, within the laboratory reference values, which
indicated that all the subjects exhibited a normal nutritional status (Table 3).

The calculation of the retinol binding protein to transthyretin molar ratio (RBP:TTR)
has been proposed as an indirect method for vitamin A assessment (40, 41). In this study, this
ratio was significantly higher in EG than in YG (+16%). TTR or prealbumin measurement
was used as an indicator of the nutritional status. As shown in Table 3, the plasma TTR
concentration was lower in EG as compared to YG (-15%).

Several subtypes of retinoid receptors were found expressed in the human PBMC. The
relative expression of mRNA of RARa, RARy and RXRa are given to assess the intracellular
functions of the retinoids. No significant difference was found between young and elderly
subjects except for the RARy isoform, the mRNA amount of which was significantly reduced

in the PBMC of EG as compared to YG (-16%) (Table 4).

3.2. Thyroid status

Thyroid status of subjects of each group was classically assessed by measurement of
free trilodothyronine (FT3), free thyroxin (FT4) and thyroid stimulating hormone (TSH) in the
plasma. Among the three parameters, TSH was the only one which exhibited a significant
difference between the two groups, + 39% in the elderly compared to the young while
remaining within the laboratory reference range (Table 3).

The relative expression of thyroid receptors, TRo and TR subtypes expressed in
PBMC, was measured in order to describe the intracellular function of the thyroid hormones.
The amount of both TRa and TR mRNA were found to be significantly reduced in the EG
as compared to the YG (-13% and —18% respectively) (Table 4).



Table 3: Plasma concentration of vitamin A, thyroid hormones and transport proteins in

young and elderly groups

Young Group
(total n =22)

Elderly Group
(total n=24)

Laboratory mean + s.e.m. mean + s.e.m.
reference range (n) range (n) range

Retinol (umol/L) 1.5-3 2.09 +£0.08 1.5-2.6 2.16 £0.09 1.6-3.1
(20) (23)

RBP (umol/L) 1.7-2.9 2.03+0.09 1.4-2.7 2.05£0.07 1.6-2.9
(19) (21)

RBP:TTR (mol/mol) - 0.38 +0.01 0.27-0.47 0.44+0.01* 0.36-0.51
(19) (21)

TTR (pmol/L) 3.6-7.3 542 +0.18 4.0-6.9 4.63+0.16* 3.3-64
(19) (24)

FT; (pmol/L) 2.5-5 3.65+£0.09 2.9-43 3.44 +£0.08 2.9-44
(22) (23)

FT4 (pmol/L) 10-20 14.07+0.26 11.7-16.4 13.32+0.32 10.6-16.6
(22) (24)

TSH (nUI/ml) 0.35-3.50 1.77 £0.15 0.9-3.8 2.46 +0.28* 0.1-4.7
(20) (23)

TC (mmol/L) 4-6.2 496 £0.19 3.8-7.2 5.59+0.20* 3.9-7.3
(21) (23)

TTG (mmol/L) 0.3-1.8 0.77 +£0.07 0.3-1.3 1.07+0.09* 1.4-1.8
(21) (24)

Statistical analyses were performed using ANOVA followed by Student’f test.
*Significantly different from young group, P <0.05.



Table 4: Effect of aging on the relative expression of RA and T; nuclear receptors in human

PBMC
Young Group Elderly Group
(total n=22) (total n=24)
mean + s.e.m range mean =+ s.e.m. range

(n) (n)

RARGa (%Cyclophilin) 359+2.1 22-46 316 £ 1.5 20-44
(16) (23)

RARY (%PBGD) 193.1 £12.7 111-283 162.1+£6.9 * 100-217
(16) 21

RXRa (%Cyclophilin) 252 +1.1 20-30 28.7+1.4 20-47
(12) (22)

TRa (%Cyclophilin) 49+0.2 3.5-6.8 43+0.1* 3.2-53
(18) 21

TRP (%PBGD) 12.6 £ 0.6 9.1-16.2 103+0.6 * 6.2-14.8
(14) (23)

Statistical analyses were performed using ANOVA followed by Student’¢ test.
*Significantly different from young group, P <0.05.

3.3. Correlations between plasma parameters and the relative expression of nuclear
receptors

Different correlations between the ROH, RBP, RBP:TTR ratio and the expression of
the RARa, RARy or RXRa in the PBMC were considered. As shown in Figure 1, the
expression of RARy mRNA was positively correlated, on one hand, to the ROH concentration
in the YG (r = 0.52, P = 0.045) and on the other hand, to the RBP:TTR ratio of the YG (r =
0.64, P =0.018). No similar associations were observed in the EG.

Likewise, close relationships between FT;, FT4, TSH and TRa or TR were
considered. A significant positive correlation between the FT; concentration and the
expression of TR mRNA was found in the YG (r = 0.60, P = 0.022) but not in the EG.
Interestingly, the RBP:TTR ratio and the TR} expression were significantly and negatively
associated in the YG (r =-0.62, P =0.031) but not in the EG (Fig. 2).
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Figure 1

Correlation between RARY mRNA level in the PBMC and retinol concentration (A) in young
(& n =15, r = 0.52, P = 0.045) and elderly subjects (¢ n = 20; r = 0.38, P = 0.08) or
RBP:TTR ratio (B) in young (¢ n=13;r=0.64, P=0.018) and elderly group (0 n=19;r=-
0.07, P=0.78)
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Figure 2

Correlation between TR mRNA level in the PBMC and FT; concentration (A) in young (4
n=14;r=0.60, P=0.022) and elderly group (¢ n=22;r=10.10, P = 0.66) or RBP:TTR ratio
(B) in young (® n = 13; r = -0.62, P = 0.031) and elderly subjects (® n=19;r=0.04, P =
0.87)



4. Discussion

Aging is a variable but tightly programmed biological phenomenon. Little is known
as to why and how we age. Elucidation of the mechanism of aging and age-associated
disorders is one of the highest priorities in industrialised countries. Knowing the extensive
role of the retinoid and thyroid pathways in the physiology of adults and the elderly,
particularly in the brain, the purpose of this study was to determine whether the abundance of

retinoid and thyroid nuclear receptor isoforms is modified by aging in human PBMC.

Retinoid status

In the present study, elderly people when compared to the young did not exhibit any
difference in the plasma parameters which traditionally characterise vitamin A status, namely
the concentrations of retinol (ROH) and the Retinol Binding Protein (RBP) (38, 39). This
situation has been previously observed (15, 42). The present study differs, however, from
some others which have shown a higher retinol concentration in older subjects (9), or a
gradual, linear increase in the average concentration of retinol with age (43); and others which
have described age-related reduction in plasma retinol concentration (11, 13). Here, in young
as well as elderly subjects, the ROH concentration correlated very well with the RBP
concentration (r = 0.80, P < 0.0001). This is consistent with the 1:1 molar complex between
RBP and ROH in plasma (44). Moreover, no subjects had a fasting plasma retinol
concentration under 1.4 umol/l, a threshold assumed to indicate a moderate risk of vitamin A
deficiency (45). The unimpaired vitamin A status of the subjects was confirmed by a
RBP:TTR molar ratio higher than 0.37 in the entire population studied (young and elderly).
This cut-off point (RBP:TTR = 0.37) was proposed in order to assess vitamin A deficiency in
adult and children (40, 41).

Interestingly, the present data constitute the first observation of an age-related
increase in this ratio, the meaning of which remains uncertain. The variation in the ratio with
age may be attributed, at least in part, to the decrease in the TTR concentration in EG as
compared to YG. Ingenbleek and De Visscher (46) have already shown such an age-
dependent decrease in TTR after 50 years of age. Robbins et al. (47) furthermore affirmed that
the TTR concentration in plasma must be considered as a sensitive indicator of malnutrition
and illness owing to a reduction in its production rate in combination with its very rapid rate
of disappearance from the circulation. However, the TTR concentration in YG and EG

remained within the laboratory reference limits.



Moreover, the ROH concentration was well correlated with the RBP:TTR ratio in
the young subjects (r = 0.59, P =0.008), which confirmed that it is a good indicator of vitamin
A status in adults. This correlation slightly decreased with aging (r = 0.48, P =0.031).

Retinoid nuclear receptors expression

In this study, the quantification of the expression of the retinoid nuclear receptors,
which constitutes a reliable approach of the real bioavailability of retinoids at the nuclear
level in PBMC was promoted. The results demonstrated that, even though RARa and RXRa
expression was not significantly changed in PBMC with aging, it tends to change toward
down-regulation for RARa and to up-regulation for RXRa. The RARy expression was
significantly reduced in the PBMC of elderly subjects relative to young. These data constitute
the first evidence of hypo-activation of the retinoid pathway in the elderly. Moreover,
although it was possible to show a strong correlation between the ROH concentration and
RARYy expression in young people (r = 0.52, P =0.045), this correlation abated with aging (r =
0.38, P = 0.08). Similarly, RARY expression was closely related to the RBP:TTR ratio in the
young but not in the elderly. It would seem that the potential association between the
peripheral markers of vitamin A status and the retinoid function was no longer feasible in
older people. This may indicate that aging modifies the nuclear bioavailability of retinoic
acid, leading to an alteration in the function of the retinoid pathway not perceptible by
measuring plasma parameters. Additionally, use of gene expression assays to assess vitamin

A status instead of more classical analysis methods has already been proposed by Furr (48).

Thyroid status

The endocrine system is often referred to as being affected by aging, because age
alters the function of many endocrine glands, including the thyroid gland (49). As has been
previously observed (15, 50), in the present study, free serum T4 and T decreased slightly but
not significantly with aging. Concurrently, serum TSH level rose significantly (+39%) even if
it remained within the laboratory reference range. These results were in agreement with
previous studies of Ravaglia et al. (15) and Hollowell et al. (10) (NHANES III), who reported
that TSH and the prevalence of anti-thyroid antibodies increases with age. Serum TSH
responds with amplification to minor alterations in T; and T4. Thus elevation of TSH, even
when inside normal laboratory values, probably indicates that T; and T4 were modified.

Samuels (51) and Andersen et al. (52) reported that many older patients have abnormal TSH



levels without other alterations in serum thyroid hormone levels, conditions they termed
subclinical hypothyroidism. The present results were coherent with this thyroid status, which
is difficult to diagnosis because symptoms are subtle and very often attributed to normal aging
(53). The intra-subject variability in TSH concentrations suggests another consequence of the
aging process: the increased physiological heterogeneity of elderly subjects (54). The
significant decrease in the TTR concentration observed in the elderly agreed with the idea that
alterations of thyroid status occurs with aging in that TTR is a plasmatic protein that binds
and carries the thyroid hormones in the circulating system (55). The increased TSH
concentration was probably a sign of subtle dysfunction in the regulation of the thyroid
hormone production occurring with advancing age. Moreover, as previously described,
hypothyroidism is frequently associated with an elevation in serum cholesterol and
triglycerides (56) explaining perhaps, at least in part, the observation of an increase in serum
cholesterol and triglycerides in the elderly in this study. The age-related increase in TC
concentration could be associated with the down-regulation of the thyroid status in the elderly
in that the regulation of cholesterol metabolism was Ts-dependent (57, 58). Indeed,
Efstathiadiou et al. (59) have reported that the composition and transport of lipoproteins are

disturbed in thyroid diseases.

Expression of thyroid nuclear receptors

Measurement of the expression of thyroid nuclear receptors at the mRNA level, in
PBMC, confirmed that irregularities in thyroid function take place with aging. Indeed, TRf3
and, to a lesser extent, TRa were significantly decreased in the elderly as compared to young
subjects.

The TRP receptors are the most potent regulators of TSH production (60). Thus the
decreased expression of TR could explain, in part, the increase in TSH concentration in the
elderly. Thyroid hormone regulation of nuclear TR in human lymphocytes has already been
demonstrated by Li et al. (61). Sadow et al. (62) have reported that TR isoforms are auto-
regulated transcription factors that function in a tissue specific manner. TRa and TRf
subtypes can mediate an opposite response to thyroid hormones. The present results
underscore the good correlation between free Ts in the plasma and the amount of mRNA of
TR, but not TRa, in the young group (r = 0.60, P = 0.022), which vanished in the elderly (r
=0.1, P=0.66). A similar relationship, which disappeared in the elderly, existed in the young
group between the molar ratio RBP:TTR and the abundance of TR mRNA (YG : r=-0.62, P



=0.03 ; EG : r = 0.04, P = 0.87). Together, all these results suggest that the decreased
expression of TR is the result of an age-related reduction of the bioavailability of thyroid
hormones, particularly Ts, at the nuclear level. As we have already suggested for the retinoid

pathway, this phenomenon would lead to hypo-activation of the nuclear thyroid pathway.

Conclusion

Precedent studies performed in animals have emphasized that aging leads to hypo-
expression of the nuclear retinoid and thyroid pathways. This phenomenon has been observed
in several animal tissues indicating that the thyroid and retinoid statuses collapse with aging,
in the entire organism (33, 34).

Results obtained in the present study, concerning PBMC, are the first evidence for a
comparable phenomenon in humans. Indeed, the age-related hypo-expression of retinoid and
thyroid nuclear receptors, in PBMC, indicates a global collapse of the retinoid and thyroid
statuses and consequently hypo-expression in other tissues and organs as well. Among these,
the brain is particularly exposed. Indeed; it has been shown in animals that retinoid as well as
thyroid status modulate the plasticity of the adult brain (24, 63) and that their age-associated
alteration induces cognitive impairment (64). Moreover, high serum TSH level has been
associated with depression in the elderly (65) and hypothyroidism is well known to induce
cognitive impairment and dementia (66, 67). The role of retinoids in brain aging seems of first
importance itself, in that evidence for defective retinoid transport and function in late onset
Alzheimer’s disease has been published (16). Thus it remains to be determined whether small
abnormalities in thyroid and retinoid nuclear receptor expression such as those induced by

aging in PBMC are important for brain function.
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1.3. CONCLUSION

L’objectif de cette étude était de déterminer les conséquences du vieillissement sur
I’expression des récepteurs nucléaires des rétinoides et de la T3 dans les cellules
mononucléées du sang chez ’homme. Les résultats obtenus montrent, pour la premiére fois,
que I’age induit, chez I’homme, des altérations de la fonctionnalité des voies de signalisation
des rétinoides et des HT dans les PBMC. Ils sont a rapprocher de ceux que nous avons
obtenus chez 1’animal qui mettent en évidence un phénomene comparable dans le cerveau, et
le foie (Pallet et al., 1997 ; Enderlin et al., 1997a,b ; Publication 2). Dans I’ensemble, ces
¢tudes confortent notre hypothése selon laquelle 1’organisme agé serait tout entier concerné
par les altérations inexorables de ces voies de signalisation, les conséquences fonctionnelles
d’un tel phénomene dépendant du tissu considéré. Dans ce contexte, le profil d’expression des
récepteurs nucléaires des cellules mononucléées, compartiment cellulaire aisément accessible,
se révélerait un indicateur tout a fait pertinent de la fonctionnalité des voies d’action
nucléaires des rétinoides et des HT d’un sujet. Ceci pourrait étre d’un intérét considérable (i)
si ’on considére les résultats montrant I’importance de ces voies dans le cerveau et 1’étiologie
des processus cognitifs (Etchamendy et al., 2001) ; (ii) si I’on prend en compte les données de
la littérature qui soutiennent que la diminution de la biodisponibilit¢ de I’AR est a I’origine
des formes tardives de la maladie d’Alzheimer (Goodman et Pardee, 2003) et (iii) si I’on
admet qu’il est aujourd’hui impossible de mesurer 1’expression des récepteurs nucléaires dans

le cerveau des sujets.

Suite a nos résultats expérimentaux, et aux résultats de cette étude biomédicale, dans
la suite de notre travail nous avons choisi d’étudier, chez ’homme, les conséquences d’une
hypothyroidie sur 1’expression des récepteurs nucléaires des rétinoides et des HT dans les

cellules mononucléées du sang.
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II. EXPRESSION DES RECEPTEURS NUCLEAIRES DE LA
TRIIODOTHYRONINE ET DE L’ACIDE RETINOIQUE DANS
LES CELLULES MONONUCLEEES DU SANG CHEZ DES
SUJETS HYPOTHYROIDIENS

L’hypothyroidie, dont la prévalence augmente avec 1’age, touche environ 4,5% de la
population générale et le plus souvent les femmes (Tunbridge et al., 1977, revue dans Roberts
et Ladenson, 2004). Elle se caractérise le plus souvent par a un déficit en T3 et T4 du a un
dysfonctionnement de la glande thyroide. L’étiologie principale de 1’hypothyroidie est le
myxoedéme primitif ou atrophie thyroidienne idiopathique ; 1I’hypothyroidie d’origine auto-
immune touchant le plus souvent des femmes en période post-ménopausique (Steinmetz et al.,
2002). Le diagnostic clinique repose sur le dosage de la TSH (trés augmentée) complété
éventuellement par celui de la thyroxine libre (FT4 diminuée) (Starr, 1959 ; Szabolcs et al.,
1997). Des perturbations biologiques non spécifiques peuvent également étre observées :
dyslipidémie mixte, hypercholestérolémie, anémie (Gullberg et al.,, 2000 ; Duntas et al.,
2002 ; Tienboon et Unachak, 2003). Par ailleurs, il existe des hypothyroidies dites
subcliniques qui se caractérisent par une FT4 sérique normale et une TSH Iégerement
augmentée. La prévalence de 1’hypothyroidie subclinique, fréquemment décrite chez les
personnes agées, est supérieure a celle de 1’hypothyroidie sévere (7,5% de la population
générale) (Surks et al., 2004).

De nombreuses données de la littérature évoquent depuis plusieurs années les relations
entre le statut thyroidien et le statut vitaminique A, et ce tant au niveau de leur métabolisme
au sens large, que de leur action cellulaire (voir chapitre III de I’introduction bibliographique).
A titre d’exemple, une élévation de la concentration en rétinol plasmatique a été décrite en
situation d’hypothyroidie (Goswami et Choudhury, 1999). De plus, des rats rendus
hypothyroidiens présentent une diminution de I’expression des RAR dans le foie (Pallet et al.,
1994 ; Coustaut et al., 1996). A D’inverse, une "down-régulation" de I’expression des
récepteurs nucléaires de la T3 survient dans le foie des rats carencés en vitamine A (Higueret
et al., 1989). Dans les études expérimentales que nous avons menées au cours de ce travail de
these, nous avons également montré une baisse de 1’expression des TR dans le cerveau de rats

carencés en vitamine A (Husson et al., 2003). Enfin, s’il est parfaitement admis que le noyau
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est le principal site ou s’initie 1’action des HT, nous savons que le récepteur de I’acide 9-cis
rétinoique, le RXR, est le partenaire commun d’hétéro-dimérisation des récepteurs de I’AR,
RAR, et de la T3, TR (Kliewer et al., 1992). Nous voyons donc que chez I’animal, les
modifications du statut thyroidien ou du statut vitaminique A entrainent des altérations de
leurs voies d’action au niveau nucléaire.

Pour poursuivre notre approche chez ’homme, il nous a semblé important, de vérifier
d’une part (i) que des modifications avérées du statut hormonal (thyroidien) se traduisaient,
dans les PBMC, au niveau fonctionnel par des modifications de I’expression des récepteurs
nucléaires de la T3, (ii) d’autre part, d’¢lucider si, chez I’homme comme chez I’animal,
I’hypothyroidie avait une incidence sur la voie d’action des rétinoides, enfin (iii) de comparer

les résultats obtenus chez les patients hypothyroidiens avec ceux obtenus chez les sujets agés.

Ainsi, I’objectif de ce travail était d’étudier, chez I’homme, les conséquences de

I’hypothyroidie sur I’expression des récepteurs nucléaires de la T3 et de I’AR dans les PBMC.

Le recrutement de patients constitue une phase critique dans les programmes de
recherche clinique. Pour cette étude, nous avons collaboré avec le Pr. A. Tabarin du service
"d’Endocrinologie, diabétologie et maladies métaboliques" de I’hopital Haut-Levéque (CHU
Bordeaux). Dans cette étude, nous avons inclus des patients hospitalisés dans ce service,
récemment thyroidectomisés, nécessitant, pour les besoins du traitement, une interruption
provisoire du traitement hormonal de substitution par la thyroxine et qui, de ce fait, étaient

provisoirement hypothyroidiens.

L’ensemble des résultats présentés dans cette étude fait ’objet de Particle 4 soumis au

Journal of Molecular Endocrinology.
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I1.1. METHODOLOGIE UTILISEE

Les patients (au nombre de 22, agés de 24 a 67 ans), recrutés par le Pr. A. Tabarin
(CHU Bordeaux), avaient subit une thyroidectomie pour adénome thyroidien. Au moment de
notre étude, le traitement supraphysiologique par I’hormone thyroidienne T4 était interrompu
pour préparer ’administration d’iode radioactif destinée a détruire les cellules thyroidiennes
rémanentes qui auraient échappées a ’ablation de la glande (Mizukami et al., 1990). Les
patients recrutés présentaient alors un statut d’hypothyroidie bien établi. Les 22 sujets
"controles" de cette étude sont des volontaires de 24 a 57 ans en bon état de santé.

Dans un premier temps, les analyses cliniques de chacun des volontaires ont été
réalisées dans le service d’Endocrinologie, diabétologie et maladies métaboliques de 1’hdpital
Haut-Levéque et au laboratoire de Biochimie de 1’Hopital Pellegrin (CHU Bordeaux). Par la
suite, nous avons mesuré¢ 1’expression de diverses isoformes des récepteurs des HT (TRa et
TRP) et des rétinoides (RARa, RARy, RXRa) dans les cellules mononucléées du sang des

sujets recrutés.

I1.2. PRINCIPAUX RESULTATS ET DISCUSSION PARTIELLE

Dans un premier temps, nous avons caractéris¢ les statuts thyroidien et vitaminique A
de la population recrutée. L’élévation importante des taux de TSH, accompagnée d’une
disparition presque compléte de T3 et T4 dans le plasma, a confirmé que, comme attendu, les
patients recrutés souffraient d’une hypothyroidie sévére (Roberts et Ladenson, 2004).

Les quantités d’ARNm codant pour les TR} sont significativement diminuées chez les
patients hypothyroidiens comparés aux sujets témoins alors que celles des TRa ne sont pas
modifiées. Sadow et al. (2003) ont récemment montré que les différents sous-types de
récepteurs TR pouvaient répondre de maniére opposée aux HT selon les tissus. De plus, chez
les sujets témoins, une corrélation existe entre la concentration en T3 sérique et 1’expression
de TRP dans les PBMC. Cette association n’existe plus chez les sujets hypothyroidiens chez
lesquels la concentration en T3 n’a pas pu étre estimée tant elle était faible (inférieure au seuil
de détection de la méthode employée). Ces résultats vont dans le sens de 1’autorégulation des
TR par la T3 chez I’homme (Lebel et al., 1993). Les données précédemment publiées a ce
sujet divergent selon les auteurs. En effet, I’expression et la capacité de liaison des TR dans

les cellules mononucléées du sang sont différemment modifiées chez des sujets
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hypothyroidiens (Kvetny et Wandrup, 1986 ; Nagayama et al., 1988 ; Meier-Heusler et al.,
1995).

Par ailleurs, les patients hypothyroidiens présentent une ¢€lévation significative de la
concentration en rétinol plasmatique par rapport aux sujets contrdles. Ce résultat a déja été
rapporté par d’autres auteurs (Goswami et Choudhury, 1999). Malgré cela, une baisse
significative du taux des ARNm des RARa et RARy est mise en évidence dans les PBMC de
ces patients ; ce qui suggere que le dysfonctionnement thyroidien induit une diminution de la
biodisponibilit¢ de ’AR au niveau cellulaire se traduisant par un hypofonctionnement de la
voie d’action nucléaire de I’AR. Ces observations sont cohérentes avec les données obtenues
chez I’animal rendu hypothyroidien, et qui décrivent ce phénoméne dans le foie et le cerveau.
(Pallet et al., 1994 ; Coustaut et al., 1996 ; Enderlin et al., soumis).

Cette étude constitue la premicre évidence des conséquences de I’hypothyroidie sur la
fonctionnalit¢ de I’AR, ou I'on voit que contrairement a ce que laisserait supposer la
concentration de rétinol sérique, le statut cellulaire des sujets hypothyroidiens est a rapprocher
de celui généré par une déficience en vitamine A.

Il serait d’un grand intérét d’étudier maintenant les effets du traitement

supraphysiologique par I’hormone thyroidienne T4 sur I’action cellulaire des rétinoides.
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Abstract

In vivo assessment of the cellular impact of thyroid hormones on target tissues might be of
help for physiological studies and to evaluate the consequences of various diseases of the
thyroid gland in humans. Given the tenuous relationship between retinoid and
tritodothyronine status and that retinoids also have intracellular roles, the aim of this study
was to determine the effect of hypothyroidism on the expression of tritodothyronine (TR) and
retinoic acid (RAR, RXR) nuclear receptors in human peripheral blood mononuclear cells
(PBMC). Using real time RT-PCR, the relative amount of mRNA of the thyroid (TRa and
TRP) and retinoid (RARa, RARy, and RXRa) nuclear receptors in PBMC of euthyroid
(n=22) compared to hypothyroid (n=22) subjects was quantified. Classical plasma parameters
[free T3 (FT3), T4 (FT4), thyroid stimulating hormone (TSH), retinol (ROH), retinol binding
protein (RBP), and transthyretin (TTR)] were also measured. In hypothyroid subjects, the
concentration of TSH was elevated and dramatically low T3 and T4 concentrations were
associated with a decrease in the expression of TRf. Expression of RARa and RARy
significantly decreased in hypothyroid versus control subjects while an increased
concentration of retinol was emphasized by hypothyroidism. These results first indicated that
primary hypothyroidism induced hypoactivation of the retinoid nuclear pathway in PBMC
which was not predicted by the plasma retinol level. Further investigations will be necessary
to evaluate these parameters in very small changes in thyroid hormone production such as

mild (subclinical) hypothyroidism.



1. Introduction

The physiological actions of thyroid hormones in the regulation of diverse cellular
activities, including normal growth and general metabolism, are well defined (review in Yen
2001). Thyroid disorders such as hyper- and hypothyroidism induce considerable
consequences in children and adults. For example, children born with congenital
hypothyroidism who lack of thyroid hormones during a circumscribed period of early
development are at risk of brain damage and mental retardation (review in Rovet and
Daneman 2003). Assessment of thyroid function in humans is commonly performed using
plasma free T4 and TSH measurements. Low serum FT4 contrasting with elevated TSH
concentrations confirms the diagnosis of hypothyroidism and signifies that it is due to failure
of the thyroid gland (primary hypothyroidism). Thus, in human studies, only plasma
parameters are used to characterise the thyroid hormone status of an individual even though
thyroid hormones have a mainly intracellular role. Indeed, there is strong evidence pointing to
the nucleus as the principal site for the initiation of thyroid hormone action (Oppenheimer
1999). Assessment of the cellular impact of thyroid hormone deficiency might be of help in
circumstances such as thyroid hormone resistance. Elsewhere, many older patient have
abnormal TSH levels without other alterations in serum thyroid hormone levels, conditions
defined as sub-clinical hypothyroidism, which occurs in 4.5% to 8% of elderly subjects (Surks
et al. 2004). The clinical consequences of such condition are controversial and there is
therefore the need for the development of alternative markers of the cellular impact of thyroid
hormones. Within the cell, these actions are mediated by specific triiodothyronine nuclear
receptors (TRa and TRP), which regulate the expression of targeted genes (review in Yen
2001; Viguerie and Langin 2003). These receptors belong to the superfamily of hormone
nuclear receptors which function as ligand activated transcription factors (Aranda and Pascual
2001).

Like TR, retinoid nuclear receptors (RARa, B, y and RXRa, B, y) are also members of
the hormone receptor superfamily and regulate target genes in response to RA ligand (retinoic
acid, the active form of vitamin A) (Marill ef al. 2003). Vitamin A, via RA, exerts a wide
variety of profound effects on growth, tissue differentiation and homeostasis (Sporn et al.
1994; review in Bastien and Rochettte-Egly 2004). It has been shown that RXR forms
heterodimers with either RAR or TR in order to regulate gene transcription by interacting
with distinct sequences in the promoter of target genes. The fact that RXR is the essential

common partner for the functional heterodimer indicates that thyroid hormones and retinoid



signalling pathways are in close relationship (Schrider and Carlberg 1994; Mangelsdorf and
Evans 1995, Li et al. 2002). We have shown that a decrease in maximal binding capacity of
TR and RAR in the liver as well as decreased affinity for their ligand have been observed in
hypothyroid rats compared to controls (Pallet et al. 1994). Inversely, vitamin A status may
influence thyroid hormone signalling. Indeed, decreased expression of TR has been observed
in the liver and the brain of rats fed a vitamin A deficient diet (Higueret ef al. 1989; Husson et
al. 2003). Likewise, many interactions between thyroid hormones and retinoid nuclear
signalling have been reported, at the plasmatic level, in studies performed in humans or
animals. Hypothyroidism is associated to elevated retinol (ROH) and [-carotene
concentrations in humans (Goswami and Choudhury 1999). Mice lacking the transthyretin
gene (TTR, a protein that binds and carries thyroxin) exhibit decreased ROH and retinol
binding protein (RBP) concentrations (van Bennekum et al. 2001). Moreover, Coya et al.
(1997) have reported that TSH secretion in rats is partly regulated in vivo by RA.

Expression of TRo and TR in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) is
sensitive to thyroid status (Meier-Heusler et al. 1995). Some RA nuclear receptors, RARa,
RARy, RXRa and RXRp, have also been found in these cells (Szabova ef al. 2003). Given
that retinoids and thyroid hormones have mainly intracellular action, the aim of the present
study was, tow-fold: firstly, to establish the consequences of primary hypothyroidism on the
expression of TRa and TR} in human PBMC, and secondly, to clarify the consequences on
the expression of retinoid nuclear receptors, RARa, RARy and RXRa in PBMC. The amount
of mRNA of TRa, TR, RARa, RARy and RXRa was quantified using a real time RT-PCR
method.

The classical thyroid parameters of euthyroid and hypothyroid subjects were also
measured (FT3, FT4 and TSH), as well as those classically used to qualify the vitamin A

status (retinol and RBP concentrations and the RBP:TTR ratio assessment).



2. Materials and methods

2.1. Subjects

Forty-four men and women volunteers are recruited for this study: 22 (24-57 year-old)
in the euthyroid group and 22 (24-67 year-old) in the hypothyroid group. Subjects of the
euthyroid group were selected among volunteers, according to their health (and thyroid
status). Hypothyroid patients were recruited in the Endocrinology, Diabetology, and
Metabolic Disease Unit of 1I’HOpital Haut-Levéque, a university teaching hospital in
Bordeaux, France. All patients underwent total thyroidectomy for papillary carcinoma and
were referred for complementary '*'I therapy. For this purpose, thyroid hormone replacement
therapy was withdrawn for 4 weeks. Blood samples were collected immediately prior to

radioactive iodine therapy. All patients gave informed consent.

2.2. Health status

Venous blood was collected from all subjects after overnight fasting (=12 h after
previous meal). Diagnostics kits (RIA and IRMA, Immunotech, Marseille, France) were used
to measure plasma free tritodothyronine (FT3), free thyroxin (FT4) and thyroid stimulating
hormone (TSH) concentration. The plasma retinol (ROH) concentration was determined by
high-pressure liquid chromatography (HPLC) according to the method of Leclercq and
Bourgeay-Causse (1981). Plasma transthyretin (TTR) and retinol binding protein (RBP)
concentrations were measured using an immuno-nephelometric process (Nephelometer
Analyser II; Behring Diagnostics Inc., USA). Total plasma cholesterol (TC) and total
triglyceride (TTG) concentrations were measured by an enzymatic method using a Synchron
CX5 analyser (Beckman Coulter, USA). It has not been always possible to measure the

plasma parameters for all the subjects.

2.3. Preparation of peripheral blood mononuclear cells (PBMC)

Isolation of human blood mononuclear cells was performed by density gradient
centrifugation using Ficoll-Paque Plus solution (Amersham Biosciences, F-91898 Orsay
Cedex, France). After overnight fasting, venous blood (5 ml) was drawn into an EDTA-coated
vacutainer tube and layered onto 4 ml of Ficoll-Paque Plus solution and then centrifuged at
400 g for 20 min at 20°C. PBMC were removed from the plasma-Ficoll interface, washed
twice in a phosphate buffered solution (PBS 1M, pH 7.2) to remove platelets, Ficoll-Paque
and plasma. PBMC were then suspended in TRIzol Reagent (Invitrogen,Cergy-Pontoise,



France) for total RNA preparation. PBMC from euthyroid and hypothyroid subjects were
assayed simultaneously in all assays to ensure that differences between groups were indeed

biological and not a result of inter-assay variation.

2.4. Quantification of mRNA expression

2.4.1. Total RNA preparation

Blood mononuclear cells were directly homogenized in 1 mL of TRIzol reagent
solution and total RNA was extracted following the manufacturer’s suggested protocol for
small quantities of tissue. Purified RNA was quantified and assessed for purity by UV
spectrophotometry. Average yield of total RNA extraction was not significantly different in

PBMC from euthyroid and hypothyroid subjects.

2.4.2. Reverse transcription and analysis of gene expression

Reverse transcription and analysis of gene expression using a real time Polymerase
Chain Reaction (PCR assay involving a Light Cycler'™ technology) was carried out as
described by Redonnet ef al. (2002) with minor modifications specific to the gene studied.
The forward and reverse primer sequences are shown in Table 1. Specificity of primers was
validated through the verification of RT-PCR product specificity. The identity of amplified
products was verified by sequencing with the Dye Terminator Reaction Cycle Kit (Perkin-
Elmer, Norwalk, CT) and analysed on an ABI PRISM™ 377 automated DNA sequencer
(Perkin-Elmer).

Cyclophilin and porphobilinogen deaminase (PBGD) c¢DNA were used as
housekeeping for the relative quantification of cDNA of RARa, RXRa, TRa and RARYy,
TR, respectively. The results were normalized by the ratio of the relative concentration of
target to that of PBGD or Cyclophilin sample. The real-time PCR method ensured that the
expression level of the housekeeping genes was unaffected by hypothyroidism. It has not been

always possible to quantify the relative amount of each nuclear receptor for all the subjects.

2.5. Statistical analysis
Data are expressed as means + SEM. All statistics were performed using Statgraphics
Plus software. The statistical significance of differences between means was calculated by

Kruskal-Wallis test because the SD appeared to be different between the two groups. Linear



regression was used to analyse the relationships between variables. Statistical significance

was accepted at P<0.05.

Table 1 : Primers used for LightCycler™ real-time PCR

Sequence Product
PCR N
) . Ref. Sequences are shown for forward (F) and reverse Position  Length
primer pair . _ )
(R) primers as well as size of amplicon (bp)
PBGD Raichefal. F:5-TGCACGATCCCGAGACTCTGC-3’ 743-763 90
1986 R :5’-GCACGGCTACTGGCACACTGC-3’ 812-832
Haendler et F:5’- TCCTAAAGCATACGGGTCCTGGCAT-3’ 280-304
Cyclophilin 165
al. 1987 R :5- CGCTCCATGGCCTCCACAATATTCA-3’ 421-445
Giguere et F:5-CTGCCAGTACTGCCGACTGC-3’ 519-538
RARa 235
al. 1987 R :5-ACGTTGTTCTGAGCTGTTGTTCGTA-3’ 729-753
Krustetal. F:5-CTGCCAGTACTGCCGGCTAC-3’ 837-856
RARy 228
1989 R : 5’-TCTGCACTGGAGTTCGTGGTATACT-3’ 1040-1064
RXR Mangelsdorf F :5’-CGACCCTGTCACCAACATTTGC-3’ 861-882 -
a
etal 1990 R :5-GAGCAGCTCATTCCAGCCTGCC-3’ 981-1002
TR Laudetet al. F:5-GTTCTAGATGACTCGAAGGCGGG-3’ 838-860 1o
a
1991 R :5’-CTTCAGGAGTGGGCTCTGGTCG-3’ 935-956
TRp Weinberger F:5’-CCGAAGCACTGTCCAGACCGAGAAC-3’ 334-358 90

etal. 1986 R:

5’-TCAAAGACTTCCAAGAAGAGAGGC-3’

399-423




3. Results

3.1. Thyroid status and mRNA expression of triiodothyronine receptors TRa and TRp
in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from euthyroid and hypothyroid
subjects.

The results are summarized in table 2 and 3.

The plasma free thyroid hormone concentrations (FT3 and FT4) and the TSH
concentration are used clinically to diagnose thyroid disorders. In the hypothyroid group, FT3
and FT4 concentrations were undetectable, while the TSH concentration was dramatically
increased compared to the euthyroid group.

The mRNA expression of the thyroid nuclear receptors was assessed in PBMC of
healthy euthyroid versus hypothyroid subjects. The amount of TRB mRNA was significantly
reduced in the hypothyroid compared to the euthyroid group (-25%). On the other hand, the

amount of TRoo mRNA remained unchanged.

3.2. Vitamin A status and mRNA expression of retinoid receptors RARa, RARy and
RXRa in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from euthyroid and hypothyroid
subjects

The results are summarized in table 2 and 3.

The vitamin A status of all subjects was determined by measuring retinol (ROH) and
retinol binding protein (RBP) concentrations. RBP was proposed as a simple surrogate for
vitamin A assessment. Hypothyroid subjects exhibited a significant increase in concentration
of ROH (+26%) and no change in RBP concentration. As a consequence, the ratio ROH:RBP
also increased in the hypothyroid compared to the euthyroid group (+24%). The molar ratio
of retinol-binding-protein to transthyretin (RBP:TTR), used as an indirect method of vitamin
A assessment, was unchanged in the hypothyroid group compared to the control. The
transthyretin (TTR), which is both, a protein that binds and carries thyroxin (T4) and a marker
of malnutrition, was unaffected by hypothyroidism. Several subtypes of retinoid receptors
were expressed in human PBMC. The relative abundance of RARa and RARy mRNA was
significantly reduced in PBMC of hypothyroid compared to euthyroid subjects (-18% and —



25%, respectively), whereas the amount of mRNA encoding the RXRa receptor isoform was

not modified by hypothyroidism in the PBMC.

3.3. Lipid parameters

The total cholesterol and fasting triglyceride concentrations increased in hypothyroid

compared to euthyroid subjects (+64% and +132% respectively) (Table 2).

Table 2 : Plasma concentration of thyroid hormones, vitamin A and transport proteins in the

euthyroid and hypothyroid groups

Euthyroid Group
(total n=22)

Hypothyroid Group
(total n=22)

Laboratory =~ mean + s.e.m. range mean + s.e.m. range
reference range (n) (n)

FT3 (pmol/L) 2.5-5 3.65+0.09 2.9-4.3 ud -
(22)

FT4 (pmol/L) 10-20 14.07+0.26 11.7-16.4 ud -
(22)

TSH (nUI/ml) 0.3-3.5 1.77 +£0.15 0.9-3.8 112.3 +15.3* 10-288
(20) (22)

Retinol (umol/L) 1.5-3 2.09 +0.08 1.5-2.6 2.63£0.16* 1.4-4.0
(20) (22)

RBP (pumol/L) 1.7-2.9 2.03 +0.09 1.4-2.7 2.01 £0.12 1.0-3.2
(19) (22)

ROH:RBP (mol/mol) 0.9-1.3 1.06 +£0.01 0.9-1.2 1.31+£0.01* 1.2-1.4
(19) (22)

RBP:TTR (mol/mol) - 0.38 +0.01 0.3-0.5 0.35+0.01 0.2-0.5
(19) (22)

TTR (umol/L) 3.6-7.3 542+0.18 4.0-6.9 5.64+0.18 3.1-8.5
(19) (22)

Total Cholesterol 4-6.2 4.96 +0.19 3.8-7.2 8.12+0.39%  5.0-11.8

(mmol/L) (21) (22)

Total Triglyceride 0.3-1.8 0.77 £0.07 0.3-1.3 1.79 £0.18* 0.7-3.8

(mmol/L) (21) (22)

Statistical analyses were performed using Kruskal-Wallis test.
*Significantly different from euthyroid group, P<0.05. ud : undetectable



Table 3 : Effect of hypothyroidism on the relative expression of T3 and RA nuclear receptors

in human PBMC

Euthyroid Group Hypothyroid Group
(total n=22) (total n=22)
mean + s.e.m range mean + s.e.m. range
(n) (n)
RARa (%Cyclophilin) 359+2.1 22-46 294 +1.1% 20-41
(15) (22)
RARYy (%PBGD) 193.1 £12.7 111-283 145.5+5.2 * 105-187
(16) (20)
RXRa (%Cyclophilin) 252+1.1 20-30 23.8£1.5 13-33
(12) (20)
TRa (%Cyclophilin) 49+0.2 3.5-6.8 52+03 3.0-10.4
(19) (20)
TR (%PBGD) 12.6 + 0.6 9.1-16.2 94+1.0* 3.0-21.2
(14) (19)

Statistical analyses were performed using Kruskal-Wallis test.
*Significantly different from euthyroid group, P<0.05.

3.4. Correlations between plasma parameters and the relative expression of nuclear
receptors

The results are summarized in Figure 1.

Correlations were demonstrated between plasma parameters and nuclear receptor
mRNA expression. In euthyroid subjects, PBMC TR expression was related to FT3
concentration (r=0.60, P=0.022). Likewise, a significant positive correlation between the
ROH concentration and the mRNA expression of RARy was found in the euthyroid group
(r=0.52, P=0.045) but disappeared in hypothyroid patients (r=0.15, P=0.53 ).
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Figure 1

Correlations between (A) TR mRNA levels in PBMC and FT3 concentrations in the euthyroid
group (@ n = 14; r = 0.60, P = 0.022) and (B) RARy mRNA levels in PBMC and retinol

concentration in the euthyroid (@ n = 15; r = 0.52, P = 0.045) and hypothyroid groups (¢ n = 20; r
=0.15,P=0.53)



4. Discussion

Hypothyroidism, a common thyroid disorder, affects every major organ system and
metabolic process (Heitman and Irizarry 1995). The clinical manifestations of overt
hypothyroidism and the consequences of this dysfunction on further biological markers, such
as lipid status markers, are well defined at the circulation level in humans. In the present
study, total cholesterol and triglycerides, was assessed in euthyroid and hypothyroid groups.
A classical hypothyroid-related increase in total cholesterol and triglyceride concentrations
was described, which could be directly attributed to the collapse of the thyroid status because
the regulation of the lipid metabolism is T3-dependent (Gullberg et al. 2000; Macchia et al.
2001). Indeed, Efstathiadiou et al. (2001) and Duntas ef al. (2002) have reported that the
composition and transport of lipoproteins are slightly or seriously disturbed in thyroid
diseases.

Patients recruited for this study were thyroidectomized thyroid carcinoma prior to the
study and thyroid hormone replacement therapy was withdrawn for 4 weeks in order to
achieve complementary 131-iodine therapy. As expected, patients exhibited a massive rise in
TSH concentration with an almost complete disappearance of T3 and T4 from the plasma.
These results are consistent with profound although recent hypothyroidism

The amounts of TRa and TR mRNA were quantified in order to determine the
nuclear function of thyroid hormones in the PBMC. Hypothyroidism led to a significant
decreased expression of TR mRNA in PBMC, contrary to TRoo mRNA expression, which
was not significantly changed.

Hormonal regulation of TR in human lymphocytes has been demonstrated but the
present results differ from previous observations. Indeed, TRo. mRNA has been found up
regulated by hypothyroidism in lymphocytes (Nagayama et al. 1988). Similarly, Li et al.
(1990) have described an increase in the maximal binding capacity of TR in hypothyroid
conditions. Meier-Heusler et al. (1995), developing an assay for the quantitative
determination of TR3; mRNA levels in human tissue samples, have found no change in TRf3
expression in blood cells from hypothyroid subjects. The present result differed from this last
observation, because only a slight but not significant increased of TRoo mRNA expression was
observed. The divergence between the present results and those of the studies previously
mentioned, concerning the TRa and TR expression, may be due to the sensitivity and of the

methods used. Northern blot analysis, dot blot hybridisation and quantitative competitive PCR



techniques previously applied were, indeed, less specific and sensitive than the real-time RT-
PCR performed in this study.

In the euthyroid group, the level of expression of TR appeared to be well correlated
to the FT3 concentration (r=0.60, P=0.022). In the hypothyroid group, such associations were

lost in that T3 disappeared from the circulation.

The effects of hypothyroidism on retinoid nuclear receptors are poorly defined in
humans. The circulating levels of the major dietary retinoid detectable in blood, retinol (ROH)
and its carrier in blood the Retinol Binding Protein (RBP) were determined (Almekinder et al.
2000; De Pee and Dary 2002). This study established that an increase in plasma retinol level
is associated with hypothyroidism. A comparable result has already been obtained in
hypothyroid women, who also exhibited an increase in [-carotene in plasma (Goswami and
Choudhury 1999). The RBP concentration appeared not to be affected by hypothyroidism,
indeed, it remained within the laboratory reference range in hypothyroid patients.
Consequently, the ROH:RBP ratio, which is normally around 1 (revealing the 1:1 molar
complex between ROH and RBP) increased with hypothyroidism. Moreover, it is interesting
to note that no subject had a fasting plasma retinol concentration under 1.4 umol/l, a threshold
assumed to indicate a risk of vitamin A deficiency (Hercberg et al. 1994).

TTR plasma concentration is also a sensitive indicator of malnutrition and illness
(Robbins et al. 2002). In the present case, hypothyroidism appeared without consequence on
its concentration in plasma. This, which has been previously observed by Marrocco et al.
(1984), was a further indicator allowed us to say that the population was not affected by
malnutrition particularly by a lack of iodine. Indeed, a reduction of TTR production rate in
combination with its very rapid rate of disappearance from the circulation has been described
as occurring with malnutrition (Ingenbleek et al. 1975). Moreover, Centanni et al. (1995 and
1998) found that the RBP and the TTR concentrations decreased in children and adults
exposed to mild or overt hypothyroidism due to iodine deficiency. The discrepancy between
their results and ours could indeed be explained by the fact that, in the present study, recruited
subjects were hypothyroid because of thyroidectomy and not because of deficient iodine
intake. The short duration of hypothyroidism in our patient might also play a role. Using the
calculation of the RBP:TTR molar ratio, presented as an indirect method to evaluate vitamin
A status (Zago et al. 2002; Rosales et al. 2002), and which must be above 0.37, euthyroid

subjects exhibited a good vitamin A status, whereas hypothyroid subjects showed a mean



ratio under 0.37 which seemed indicate a slight risk of vitamin A deficiency (vitamin A
deficiency being defined as a cut-off point below 0.37).

The main purpose of the present study was to investigate whether retinoid nuclear
signalling, i.e. the retinoid nuclear receptors, was modified by hypothyroidism in PBMC,
knowing the close relationship, often described in the literature, between thyroid hormones
and retinoid signalling. Indeed, in hypothyroid animals, a down-regulation of the retinoid
nuclear receptors occurs in the liver (Coustaut et al. 1996) and the brain (Enderlin et al
unpublished data). Thus the expression of RARa, RARy and RXRa at the mRNA level in the
PBMC of euthyroid compared to hypothyroid subjects was quantified. No RXR3 mRNA was
detected in the PBMC of either group. Previous published data are controversial with similar
findings to ours (our data were coherent with the observation of Lomo et al. (1998) while
Szabova et al. (2003) showed the contrary, i.e. the expression of RXRf3 mRNA in human
PBMC). Hypothyroidism did not induce any modifications of RXRa expression. The
expression of RARa and RARy mRNA were significantly reduced in hypothyroid relative to
control subjects (-18% and —25%, respectively), even when an increase in the ROH
concentration level was observed in this situation. The reduction in the retinoid nuclear
receptors must be drawn nearer to (i) the elevation of the plasma ROH concentration and (ii)
the RBP:TTR ratio which seemed to indicate a slight vitamin A deficiency in hypothyroidism.
Together these data showed that hypothyroidism induces a deregulation of the vitamin A
metabolism, leading to hypo-function of retinoid nuclear signalling, which is detectable in the
PBMC. Moreover, the RBP:TTR molar ratio was a good indicator of this phenomenon, better
than the ROH plasma concentration. Other data have confirmed this observation, indeed, a
good correlation between ROH concentration and the RARy mRNA amount, demonstrated in
euthyroid, disappeared in hypothyroid subjects.

In conclusion, hypothyroidism induced changes in plasma thyroid hormones, TSH
concentrations but also a decreased expression of TR in PBMC. Interestingly, it seems that
thyroidectomy-induced hypothyroidism also generates modifications in the cellular bio-
availability of retinoic acid, the manifestation of which is, at the nuclear level, the down-
regulation of some retinoic acid receptors in human PBMC. In this perspective it might be
speculated that hypoactivation of the retinoid signalling occurs in other tissues of the
hypothyroid individual, similarly to our findings obtained in the liver of hypothyroid rats.
(Pallet ef al. 1994; Coustaut et al. 1996).



Elsewhere, measurement of retinoid and thyroid receptors expression might be a
useful tool for the cellular assessment of the impact of thyroid hormones. Further studies
conducted in so-called subclinical situations such as hypothyroidism will be useful to
determine the true impact of subtle hormone deficiency at the cellular level and the usefulness
of these peripheral cellular markers to characterize the hormonal status when classical thyroid

hormone measurement display only minor changes.
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études biomédicales : résultats

I1.3. CONCLUSION

Dans une premiere étude biomédicale, nous avons mis en évidence des variations, dues
a I’age, de I’expression des récepteurs nucléaires des rétinoides et des HT perceptibles dans
les cellules mononucléées du sang.

Les objectifs de la deuxieme étude biomédicale étaient d’étudier les conséquences d’une
hypothyroidie bien établie sur les voies de signalisation de la T3 et de I’AR dans les PBMC
humains. Nos résultats font apparaitre que I’hypothyroidie s’accompagne, chez ’homme, de
la diminution significative de 1’expression de TR, mais aussi de RARa et de RARy dans les
PBMC.

Cette ¢tude confirme ce que nous avions montré dans la précédente étude, réalisée sur
les sujets agés, a savoir que les cellules mononucléées du sang constituent un compartiment
tissulaire dans lequel les conséquences fonctionnelles des variations du statut thyroidien sont
mesurables.

De plus, une hypothyroidie induite par thyroidectomie entraine des modifications de
I’action nucléaire de I’AR, modifications dont on peut supposer qu’elles ne se cantonnent pas
aux PBMC mais concernent probablement tous les tissus cibles.

Enfin, nous pouvons souligner les similitudes de résultats obtenus chez les sujets agés et
chez les patients hypothyroidiens ; similitudes qui renforcent I’idée que le déclin du "statut"

thyroidien est un phénomene de premicre importance au cours du vieillissement.

=77 -






CHAPITRE IV
DISCUSSION GENERALE







discussion générale

CHAPITRE 1V : DISCUSSION GENERALE

I. ETUDES EXPERIMENTALES

Des données bibliographiques ainsi que les résultats obtenus au laboratoire nous ont
conduit a formuler une hypotheése qui suggére qu’un niveau optimum d’activité de la voie
d’action des rétinoides est nécessaire au bon déroulement de certains processus
neurobiologiques et cognitifs dans le cerveau adulte. La mise en évidence de la correction
d’un déficit de mémoire relationnelle chez les souris dgées traitées par I’AR a conforté cette
hypothese (Etchamendy et al., 2001).

Dans ce contexte, les objectifs de ce travail de theése étaient (i) de mieux comprendre
les conséquences neurobiologiques d’une hypoexpression de la voie de signalisation de I’AR
rencontrée chez I’animal agé et I’animal carencé en vitamine A et (ii) d’expliquer la perte
d’efficacité du traitement par I’AR sur I’expression de la neurogranine dans le cerveau des

sourls carencées en vitamine A.

I.1. RAPPEL DES PRINCIPAUX RESULTATS

Dans une premiére étude expérimentale, nous avons éprouvé notre hypothése de
travail qui suggérait que 1’altération de la voie d’action de la T3 pouvait contribuer a la perte
d’efficacité de traitement par I’AR chez des animaux carencés en vitamine A.

L’hypoactivité de la voie de signalisation des rétinoides, consécutive a la carence en
vitamine A, est caractérisée par la diminution de 1’expression des récepteurs nucléaires de
I’AR (RARPB, RXRPB/y) dans le cerveau. Les animaux carencés présentent aussi une
hypoactivité de la voie d’action de la T3 caractérisée par la diminution du taux d’expression

des TRa/f. Par voie de conséquence, I’expression de deux geénes cibles, régulés par ’AR et la

-78 -



discussion générale

T3, codant pour des protéines impliquées dans les phénomenes de plasticité synaptique - tTG
et RC3 - est elle aussi diminuée dans le cerveau (Figure 9).

L’administration d’AR augmente [’expression de ses propres récepteurs
(autorégulation) et s’accompagne d’une augmentation de 1’expression d’un gene cible codant
pour la tTG. En revanche, ce traitement reste sans effet sur 1’expression des TRo/3
(hétérorégulation) et ne permet pas la restauration de 1’expression de RC3.

L’administration de T3, quant a elle, permet non seulement 1’activation de sa propre
voie d’action (autorégulation des TRa/P), mais aussi celle de I’AR et de I’expression des
deux genes cibles étudiés (tTG et RC3).

Ces résultats suggerent qu’un état "d’hypothyroidie cellulaire”" s’établit avec la
carence vitaminique A et qu’il pourrait contribuer a la perte d’efficacité du traitement par

I’AR.

Compte tenu du fait que le vieillissement s’accompagne également d’une baisse de
I’activité des voies d’action de I’AR et de la T3, nous avons cherché a savoir si un tel

phénomeéne était aussi envisageable chez des animaux agés.

Dans ce but et dans la seconde partie de ce travail, nous avons compar¢ les effets
d’administrations d’AR ou de T3 sur I’activité de leur voies de signalisation dans le cerveau et
le foie d’animaux agés.

Les résultats obtenus sont a rapprocher de ceux déja décrits lors d’une carence en
vitamine A. Ainsi, le vieillissement génére une hypoexpression des récepteurs nucléaires de
I’AR et de la T3. Au plan neurobiologique, il apparait une baisse d’expression de deux génes
cibles de I’AR impliqués dans la plasticité synaptique (GAP43 et RC3) (Figure 9).

Par ailleurs, nos résultats montrent que 1’administration de T3 est suffisante a elle
seule pour réinduire les deux voies de signalisation et 1’expression de RC3, alors que
I’administration d’AR ne réactive que sa propre voie d’action. Le striatum semble
particulicrement sensible a I’administration de T3.

Enfin, les résultats obtenus dans le foie des animaux agés révelent que le
vieillissement s’accompagne de la diminution de la capacité maximale de liaison (Cmax) des
RAR et TR ainsi que de la baisse des ARNm des RARP et TRo/B. Les activités enzymatiques

de 1a tTG et de ’enzyme malique (ME) sont fortement abaissées dans le foie des rats agés.
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L’administration d’AR permet d’activer la voie d’action des rétinoides (Cmax des
RAR et activit¢ de la tTG) mais est sans effet sur 1’activité de la ME. En revanche,
I’administration de T3 permet, quant a elle, de "normaliser" 1’activité hépatique de la ME qui

¢tait abaissée chez les animaux agés.

RARB

tTG
(Carence)

GAP43
(Vieillissement)

——Rats adultes

—— Rats agés

Rats carencés
en vitamine A

RC3 TRo/B

Figure 9 : Variation de I’expression des récepteurs de ’AR et de la T3 et de certains

genes cibles dans le cerveau de rats 4gés ou carencés en vitamine A

*significativement différent des rats témoins, a p<0.05

I.2. LE VIEILLISSEMENT ET LA CARENCE VITAMINIQUE A SONT DEUX
SITUATIONS QUI INDUISENT UNE BAISSE SIMULTANEE DE L’ACTIVITE DES

VOIES D’ACTION DE L’ACIDE RETINOIQUE ET DE LA TRIIODOTHYRONINE

Les résultats obtenus chez les animaux agés sont, pour la plupart, comparables a ceux
obtenus chez les rats carencés en vitamine A. Ainsi, nous discuterons ’ensemble des effets

liés au vieillissement, tout en faisant le lien avec les effets d’une carence en vitamine A. Ce
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modele a été adopté pour induire une hypoexpression de la voie d’action des rétinoides
comparable a celle observée au cours du vieillissement.

Le vieillissement s’accompagne d’une baisse de 1'activité de la voie de signalisation de
I’AR, se traduisant par une baisse du taux des ARNm des récepteurs nucléaires RARP et
RXRp/y dans le cerveau des animaux agés. Des données similaires concernant 1’expression
des RARP ont déja été décrites dans le cerveau de rats ou souris agé(e)s ou carencé(e)s en
vitamine A (Verma et al.,, 1992 ; Yamagata et al., 1993 ; Enderlin et al., 1997a, b;
Etchamendy et al., 2001). Comme nous l'avons précisé dans I’introduction bibliographique
(chapitre 1), les récepteurs RAR, et notamment les RAR, sont régulés positivement par 'AR
(autorégulation) (De Thé et al., 1989; Haq et al., 1991). En ce qui concerne les RXR, des
études réalisées in vivo ont permis de montrer leur régulation positive par I’AR (Enderlin et
al., 1997 ; Etchamendy et al., 2001).

Ainsi, I'hypoexpression des récepteurs nucléaires de I’AR dans le cerveau des animaux
agés pourrait en partie résulter d’une diminution de la biodisponibilité intracellulaire en AR.
Des données bibliographiques cohérentes rapportent une "dérégulation" avec 1’dge du
métabolisme de la vitamine A (mobilisation du rétinol réduite), et en particulier de son
activation métabolique (biosynthese de I’AR affectée avec 1’age) (Borel et al., 1998 ; Idres et
al., 2002 ; Pinaire et al., 2003).

Nos résultats montrent aussi, chez 1’animal 4gé ou chez le rat carencé en vitamine A,
des altérations de la voie de la T3, traduites notamment par une baisse du taux des ARNm des
TRa/B. Des résultats semblables avaient déja été décrits au laboratoire (Enderlin et al.,
1997a,b ; Etchamendy et al., 2001). La diminution de I’expression des TRa/p pourrait elle
aussi traduire une biodisponibilité¢ réduite en T3 dans la cellule, puisqu’il est connu que les
TR sont régulés positivement par leur ligand (Lebel et al., 1993 ; Baas et al., 1998).

Chez les animaux agés utilisés dans ce travail, nous avons mesuré une baisse faible (-
10%) et néanmoins significative de la concentration en T3 totale dans le sang. Ce résultat
renforce 1’idée selon laquelle la baisse de 1’expression des TR avec I’age résulterait d’une
biodisponibilité réduite en ligand.

Dans I’ensemble, ces données soulignent que le vieillissement et la carence en
vitamine A s’accompagnent de I’hypoactivité concomitante des voies d’action des rétinoides
et des HT dont les interactions ne sont plus a démontrer (Garcin et Higueret, 1980 ; Higueret

et Garcin, 1982 et 1984 ; Jones et al., 1993 ; Mano et al., 1993 ; Satyanarayana et al., 1994).
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1.3. LE STATUT THYROIDIEN INFLUENCE L’EFFICACITE D’UN TRAITEMENT

PAR L’ACIDE RETINOIQUE

L’administration d’AR a des animaux agés, présentant une hypoexpression de la voie
d’action des rétinoides, permet de corriger ce déficit. En effet, 1’administration d’AR
provoque une augmentation de I’expression de ses propres récepteurs : RARP et RXRfB/y. Un
phénomene comparable a déja été décrit au laboratoire et par d’autres auteurs dans le cerveau
de rats ou souris agé(e)s ou carencé(e)s en vitamine A traité(e)s par I’AR (Kato et al., 1992 ;
Yamagata et al., 1993 ; Enderlin et al., 1997a,b ; Etchamendy et al., 2001).

Dans nos conditions expérimentales et contrairement a ce que nous avions obtenu
précédemment chez 1’animal 4gé, I’administration d'AR n’a pas provoqué 1’augmentation de
I’expression des TRa/B. Ces résultats obtenus in vivo sont difficiles a interpréter a la lumiére
des données de la littérature. En effet, elles concernent essentiellement des études in vitro qui
révelent une régulation des TR par 1'AR, positive ou négative selon les isoformes des
récepteurs (Perez et al., 1991 ; Jones et al., 1993 ; Satyanarayana et al., 1994). En revanche,
cette hétérorégulation a été mise en évidence plusieurs fois dans le laboratoire, dans
différentes situations nutritionnelle et hormonale et dans plusieurs tissus cibles (Pallet et al.,
1997 ; Enderlin et al., 1997a,b).

L hypothyroidie génere 1’apparition d’aporécepteurs (récepteurs de la T3 sans ligand)
qui se comportent comme des récepteurs transdominants et répriment la transcription génique
(Sachs et al., 2002; Makowski et al., 2003 ; Chassande, 2003). Ainsi, la baisse liée a 1’age de
la concentration intracellulaire en T3 entraine [’animal vieillissant vers un état
"d’hypothyroidie cellulaire" qui pourrait contribuer a une plus forte proportion
d’aporécepteurs TR, ce qui entralnerait le "blocage" de la transcription d’un certain nombre
de génes, dont ceux codant pour les récepteurs de I’AR et leurs génes cibles (Mano et al.,

1993 ; Iniguez et al., 1993).

Des résultats semblables ont été obtenus dans les études menées sur 1’expression et la
capacité maximale de liaison (Cmax) des RAR et TR dans le foie des animaux agés. En effet,
I’AR n’a d’effet que sur I’hypoexpression de ses propres récepteurs nucléaires et ne permet
pas de restaurer celle des TR. Par ailleurs, ces résultats sont a rapprocher de ceux décrits par
Pallet et al. (1994) qui ont montré que I’AR régulait différemment les TR selon le statut

thyroidien des animaux.
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Dans ce travail, les résultats obtenus chez 1’animal 4gé sont en partie contraires a ceux
que nous avons dé¢ja publiés (Enderlin et al., 1997a,b ; Pallet et al., 1997), puisque I’AR a
perdu sa capacité d’hétérorégulation sur la voie d’action de la T3. Ce phénomene nous a
surpris et nous avons cherché a 1’expliquer.

Au préalable, il est important de préciser qu’il est aujourd’hui bien admis que le
vieillissement est un phénomene hétérogene, qui débute plus ou moins tot selon les individus,
et se poursuit a des vitesses variables. C’est pourquoi les statuts physiologiques d’animaux de
méme age peuvent étre différents, ce qui permet de dire que 1’age "chronologique" ne refléte
pas fidélement 1’age "physiologique". En effet, dans nos séries expérimentales, I’activité de la
tTG est baissée de plus de 50%, et I’activité¢ de la ME de prés de 70% chez les animaux agés.
Chez les rats carencés en vitamine A, une baisse des activités de la tTG dans le cerveau et de
la ME dans le foie a également été observée (-40% et prés de -50% respectivement). Les
résultats obtenus précédemment au laboratoire font état de seulement 26% de diminution de
I’activit¢: ME hépatique chez des rats agés de 23-24 mois par rapport aux témoins. Ces
résultats nous incitent a penser que la voie de signalisation des HT est plus gravement affectée
avec 1’dge ou suite a une carence en vitamine A dans nos expériences que dans les
expériences précédentes.

Ainsi, nous pouvons suggérer que, lorsqu’elle atteint un niveau critique, la baisse
d’activité de la voie de signalisation de la T3, observée au cours du vieillissement ou lors
d’une carence en vitamine A, devient un facteur "limitant", empéchant I’action régulatrice de
I’AR sur la voie d’action des HT. La baisse de la concentration plasmatique en T3 avec 1’age

est un argument en faveur de cette hypothése.

Par ailleurs, ’administration de T3 a permis de "normaliser" le taux des ARNm de ses
propres récepteurs nucléaires (TRo/B) chez les rats agés présentant une hypoexpression de ces
récepteurs. Ces résultats sont en accord avec l'autorégulation des TR par leur ligand décrite
par plusieurs auteurs (Lebel et al., 1993 ; Baas et al., 1998). Des données obtenues au
laboratoire ont montré que le géne codant pour les TRa/B est régulé positivement par la T3
dans le foie de rats rendus hypothyroidiens (Coustaut et al., 1996).

L’administration de T3 permet d’activer aussi la voie de I'AR (augmentation des
RARP et RXRp/y) dans le cerveau. Cette hétérorégulation a déja été observée au laboratoire
dans différents organes, et dans différentes situations hormonales (Higueret et al., 1992 ;

Coustaut et al., 1996 ; Enderlin et al., soumis). D’autres auteurs ont montré une régulation des
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RXR par la T3, positive ou négative selon les isoformes (Mano et al., 1993). De maniére
comparable a ce que nous avons suggéré précédemment, I’administration de T3 pourrait
réduire le nombre d’aporécepteurs TR dans les cellules et ainsi permettrait de "débloquer"

l'expression d'un certain nombre de geénes dont ceux impliqués dans la voie d’action de I’AR.

I.4. L’HYPOACTIVITE DES VOIES D’ACTION DE L’ACIDE RETINOIQUE ET DE
LA TRIIODOTHYRONINE CONTRIBUE A L’APPARITION DE CERTAINS

TROUBLES NEUROBIOLOGIQUES LIES AU VIEILLISSEMENT

Les conséquences neurobiologiques de I’hypoactivité de la voie d’action de la
vitamine A et des HT sont potentiellement tres étendues puisque I’AR et les HT jouent des
roles essentiels dans le cerveau adulte, notamment dans les processus neurobiologiques et
cognitifs (Chiang et al., 1998 ; Cocco et al., 2002 ; revue dans Smith et al., 2002). C’est
pourquoi ce travail visait a mieux comprendre les conséquences fonctionnelles d’une
hypoactivité de la voie d’action de I’AR mais aussi de la T3 sur I’expression de certains de
leurs genes cibles impliqués dans la plasticité synaptique. Il est en effet admis que le
renforcement des connexions synaptiques ainsi que la formation des nouvelles synapses
puissent étre a 1’origine de 1’amélioration du phénomene de PLT et des capacités mnésiques
(Moser, 1999 ; Gazzaley et al., 2002). Parmi les genes régulés par I’AR et la T3, la
neurogranine (RC3), la neuromoduline (GAP43) et la transglutaminase tissulaire (tTG) ont
particuliérement retenu notre attention (Friedrich et al., 1991 ; Pak et al., 2000 ; Routtenberg
et al., 2000). En effet, il existe des relations fonctionnelles avec d’autres protéines codées par
des génes cibles des rétinoides et des HT, comme la protéine kinase CaM/Ca®" dépendante de
type II (CaMKII) (Chen et Kelly, 1996), le récepteur NMDA (Beczkowska et al., 1996) et la
calcineurine (Spannaus-Martin et Martin, 2000).

Quelques niveaux d’intervention des rétinoides et des hormones thyroidiennes,

recensés a partir de données bibliographiques, sont résumés sur la figure 10.
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Figure 10 : Schéma récapitulatif des différents niveaux d’intervention des rétinoides et
des hormones thyroidiennes au niveau d’une synapse

O Vésicule synaptique - Synaptophysine |:|Synapsine = Actine
===y Régulation positive par I’AR = Régulation positive par la T3
-4 Régulation négative par I’AR

Glu : glutamate ; CaM : calmoduline ; CamKII : calmoduline kinase II ; PKC : protéine kinase C ;
CaN : calcineurine ; tTG : transglutaminase tissulaire ; RC3 : neurogranine ; GAP-43 : neuromodiline ;
AR : acide rétinoique ; T3 : triiodothyronine
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Chez les rats agés, la baisse de 1’expression des récepteurs nucléaires de I’AR et de la
T3 conduit a une diminution de I’expression des geénes cibles RC3 et GAP43 (ARNm et
protéines) dans le cerveau entier et dans différentes régions cérébrales. Ainsi, la diminution de
I’expression de GAP43 avec 1’age, notamment dans le champ CA3 de I’hippocampe, a déja
¢té mise en ¢évidence par Casoli et al. (2001). L’expression de RC3 quant a elle est
significativement baissée dans 1’ensemble des zones étudiées (sous-régions de 1’hippocampe,
cortex cérébral, et striatum). Ces résultats sont cohérents avec les données de la littérature qui
montrent que les rétinoides pourraient jouer un rdle important non seulement dans
I’hippocampe mais aussi dans le striatum. En effet, I’expression spatio-temporelle des
protéines de liaison, des enzymes de métabolisation et des récepteurs des rétinoides
(notamment le RARP) est particulieérement importante dans le striatum (Thompson Haskell et

al., 2002).

Nos études, in vivo, montrent pour la premiére fois que I’administration d’AR
provoque une augmentation de 1’expression de GAP43 chez I’animal agé. Ceci est en accord
avec les nombreuses données in vifro qui ont mis en évidence une régulation positive de
GAP43 par I’AR (Encinas et al., 2000 ; Kim et al., 2000 ; Mani et al., 2000 ; Anderson et al.,
2001) ainsi qu’une corrélation positive entre 1’expression des récepteurs RARP et de GAP43
(Grummer et Zachman, 2000). En revanche, contrairement a ce qui avait été observé chez
d’autres animaux agés (Enderlin et al., 1997a,b), ’administration d’AR n’a pas permis de
restaurer 1’expression de RC3, et ceci malgré la présence d’un €lément de réponse a I’AR
dans son géne (Ifiiguez et al., 1994).

L’administration de T3 aux animaux agés permet la "restauration" de 1’expression des
deux génes cibles étudiés. Plus précisément, nos expériences montrent que le striatum est une
zone particulierement sensible a I’administration de T3. Ceci est en accord avec des données
de la littérature qui ont montré que I’expression de RC3 est modulée par les HT dans le
striatum, dans des situations d’hypothyroidie et/ou aprés traitement par ces hormones, au
cours du développement ou chez I’adulte (Ifhiguez et al., 1992 ; Iiiguez et al., 1993 ; Piosik et
al., 1995 ; Iniguez et al., 1996 ; Guadafio-Ferraz et al., 1997).

La carence en vitamine A s’accompagne également d’une baisse de I’expression de
RC3 et GAP43 (ARNm et protéines) dans le cerveau. Des travaux ultérieurs menés au
laboratoire ont montré que 1’expression de RC3 et GAP43 était fortement diminuée dans le
striatum (Husson et al., 2004). Les effets des administrations (AR ou T3) sur I’expression de

RC3 sont comparables a ceux observés chez le rat agé et soulignent la sensibilité du striatum a
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une déficience en vitamine A. En revanche, ces résultats différent de ceux obtenus chez la
souris carencée puisqu’une baisse de I’expression de RC3 (et de RXRP/y) avait été observée
dans I’hippocampe chez ces animaux (Etchamendy et al., 2001). Nous pouvons suggérer que
les répercussions neurobiologiques associées a la carence vitaminique A apparaissent d’abord
dans le striatum, du fait de I’importance de cette région pour la voie des rétinoides, puis
atteindraient I’hippocampe si la carence se prolonge.

Il est admis que I’hippocampe et le striatum sont deux régions cérébrales impliquées
dans des systémes de mémoire différents. Selon la définition des différents systémes de
mémoire a long terme décrits par Squire (1998) les stratégies déclaratives (capacité consciente
a retrouver des faits et des événements : mémoire épisodique et sémantique) nécessitent une
flexibilité importante et impliquent I’hippocampe, alors que les stratégies procédurales
(apprentissage inconscient des habiletés motrices ou des comportements : mémoire des
habitudes) peu flexibles, impliquent le striatum (Kandel et Pittenger, 1999 ; Redish, 2001 ;
revue dans Packard et Knowlton, 2002). Selon les situations d’apprentissage, les différents
systemes de mémoire, notamment ceux dépendants du striatum et de I’hippocampe, peuvent
agir indépendamment, en interaction ou en compétition. Ainsi, une influence réciproque des
systemes de mémoire a pu étre mise en évidence (D’Hooge et De Deyn, 2001 ; Fasano et
Brambilla, 2002 ; Miyoshi et al., 2002 ; Poldrack et Packard, 2003). Ces données montrent
que I’hippocampe et le striatum ne peuvent étre dissociés dans leur intervention dans certains
processus neurobiologiques qui sous-tendent les capacités mnésiques. C’est pourquoi il est
probable d’envisager que les atteintes neurobiologiques du vieillissement ou de la carence en
vitamine A dans le striatum dorsal (enrichi en RC3) pourraient contribuer a la genése des
déficits de mémoire relationnelle (déclarative) observés chez les animaux agés ou carencés

(Etchamendy et al., 2001 et 2003).

I.5. QUELS PROCESSUS ADAPTATIFS SE METTENT EN PLACE AU COURS DU

VIEILLISSEMENT ?

Ces différentes données expérimentales sont cohérentes avec le fait que le
vieillissement s’accompagne d’une hypoactivité des voies d’action de I’AR et de la T3. Nos
résultats montrent aussi que 1’administration d’AR a des animaux agés (ou carencés en
vitamine A) n’entraine qu’une restitution partielle des différents parametres étudiés. En effet,

dans nos conditions expérimentales, les effets de I’AR ne s’exercent pas sur la voie de
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signalisation de la T3. Ce résultat suggere qu’il apparait, au cours du vieillissement, des
modifications dans les relations entre les voies d’action de I’AR et de la T3 et I’organisme
doit mobiliser un ensemble de processus adaptatifs pour compenser la baisse de disponibilité
d’AR et de T3. Le vieillissement de I’individu se caractérise alors par une baisse progressive
de ses capacités d’adaptation et par la diminution de la flexibilité de ses mécanismes de
régulation qui entrainent 1’organisme ag¢ vers la pathologie. Au plan théorique, il est
important de souligner qu’a un niveau intermédiaire (allostasie), des possibilités
d’intervention persistent encore pour "récupérer" certaines capacités fonctionnelles. En effet,
au cours du vieillissement (ou de la carence vitaminique A), la voie d’action de la T3 devient
un ¢lément essentiel de ces processus adaptatifs et sa réactivation permet de supprimer
certains processus neurobiologiques.

En résumé, nos résultats semblent indiquer que les processus adaptatifs qui
accompagnent le vieillissement cérébral (ou une carence vitaminique A), conduisent & un
nouvel état dans lequel la nature des relations entre les voies d’action de I’AR et de la T3
change. Cet état adaptatif est qualifié¢ d’allostasie par certains auteurs pour le différencier de
I’état homéostasique initial (Sterling et Eyer, 1988 ; McEwen et Wingfield, 2003) (Figure
1),

Dans cet état intermédiaire, un traitement adapté peut permettre la réactivation des
voies de signalisation concernées mais ceci ne doit pas nous laisser penser que le systéme est
revenu a son état homéostasique initial. Bien au contraire, lorsque la flexibilité des systémes

régulateurs atteint ses limites, 1’organisme bascule dans la pathologie.
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processus de vieillissement

+T3?

I +AR? R
| /1 \
I \ I

Point homéostasique

homéostasie allostasie

Figure 11 : Schéma hypothétique de I’action de I’AR au cours des processus adaptatifs
liés au vieillissement ou a une carence en vitamine A
(d’apres Koob, 2003)

L’hypotheése suggere que dans un premier temps, pendant la phase d’homéostasie,
I’administration d’AR active les voies de signalisation de I’AR et de la T3, augmente
I’expression des geénes cibles, et supprime les déficits mnésiques (cas des premicres études sur
le vieillissement)'. En revanche, dans nos expériences?, les processus adaptatifs conduisent a
un nouvel état (allostasie) au cours duquel on observe une perte d’efficacité du traitement par
I’AR sur I’induction des génes cibles et sur I’hypoactivité de la voie d’action de la T3.
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1.6. CONCLUSION PARTIELLE

Dans la partie expérimentale de ce travail de thése, nous avons voulu préciser
I’intervention des rétinoides et des hormones thyroidiennes dans les phénoménes moléculaires
qui sous-tendent la plasticité synaptique. Nos résultats soulignent la prédominance de
I’hormone thyroidienne T3 dans la régulation de RC3 en situation d’hypoexpression de la
voie d’action de la vitamine A. La baisse d’activité de la voie de T3 pourrait étre un facteur
limitant, empéchant 1’action régulatrice de I’AR sur RC3. Ces données apportent de nouveaux
arguments concernant les réponses adaptatives qui accompagnent les processus du
vieillissement. En effet, au-dela d’un certain niveau de compensation, seule I’administration
de T3 permet la réactivation des voies de signalisation de I’AR et de la T3. Par ailleurs, une
carence vitaminique A a des conséquences sur les voies d’action de I’AR et de la T3
comparables a celles observées chez des animaux agés. Les capacités de réinduction de ’AR
semble également dépendre du statut thyroidien de 1’animal carencé.

Ces résultats confortent notre hypothése de travail selon laquelle un niveau optimum
d’activité de la voie d’action des rétinoides est essentiel a un fonctionnement optimum des
processus neurobiologiques qui sous-tendent les capacités mnésiques. Par ailleurs, des études
récentes suggerent que les récepteurs nucléaires pourraient constituer, au cours du
vieillissement, une cible thérapeutique potentielle. Nos données semblent indiquer que le
statut thyroidien devrait également étre pris en considération dans la définition de ces

traitements.
Pour conforter ces hypotheses de travail, des données devraient étre acquises chez

I’homme. C’est la raison pour laquelle nous avons initi¢ des études biomédicales qui sont

présentées dans la deuxieme partie de ce chapitre.
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II. ETUDES BIOMEDICALES

Dans la seconde partie de ce travail de thése nous avons éprouvé nos hypothéses chez
I’homme en réalisant deux études biomédicales. L’objectif de la premiere étude clinique était
d’étudier les conséquences du vieillissement sur les voies d’action nucléaires de I’AR et de la
T3 en utilisant les cellules mononucléées du sang. Dans la deuxiéme étude biomédicale, nous
avons abordé¢ les conséquences d’une hypothyroidie, sur ces mémes voies. Cette approche
menée dans les cellules mononuclées du sang chez ’homme, nous a permis (i) de valider
I’utilisation de ces cellules pour suivre les modifications d’expression des récepteurs
nucléaires en réponse a des modifications du statut hormonal, (ii) de montrer que chez
I’homme, comme cela a été décrit chez 1’animal, le vieillissement s’accompagne d’altérations
des voies de signalisation nucléaires de ’AR et de la T3, et (iii) de mettre en évidence de
fortes similitudes entre les effets du vieillissement et ceux de I’hypothyroidie ; similitudes qui
étayent I’hypothése de la prépondérance du déclin de la fonction thyroidienne avec 1’age.

C’est ce dernier point que nous discutons maintenant.

——Sujets témoins
——Sujets agés

—. Sujets

hypothyroidiens
|

* différence significative par rapport aux témoins (p<0.05)

Figure 12 : Variation de I’expression de différents sous-types de récepteurs nucléaires de

I’AR et de la T3 dans les PBMC de sujets agés et hypothyroidiens
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COMPARAISON DES EFFETS DE L’AGE ET DE L’HYPOTHYROIDIE CHEZ

L’HOMME

Des dysfonctionnements du systéme endocrinien et plus particulierement de la glande
thyroide ont été fréquemment décrits chez les personnes agées (Levy, 1991 ; Mooradian,
1993a,b ; Finucane et Anderson, 1995 ; Canaris et al., 2000). Il apparait que les troubles
thyroidiens du sujet agé relévent plus fréquemment de 1’hypothyroidie dont la prévalence
varie considérablement selon les études (de 0.9 a 17.5%), méme si les symptomes souvent
discrets sont difficiles a différencier du vieillissement normal (Diez, 2002 et 2003). De plus,
Chakraborti et al. (1999) ont émis I’hypothése que le vieillissement s’accompagnait

d’altérations complexes du statut thyroidien au-dela de 60 ans.

Dans notre ¢étude, I’hypothyroidie se caractérise par une forte hausse de la
concentration de la TSH plasmatique, associée a une compléte disparition (au sens ou elles
deviennent indétectables) des hormones circulantes T4 et T3. Par ailleurs, I’hypothyroidie est
associée a une augmentation du rétinol sérique, caractéristique d’une dérégulation de
I’homéostasie de la concentration en rétinol sanguin, qui a déja été observée par d’autres
auteurs (Goswami et Choudhury, 1999). Les sujets agés quand a eux ne présentent pas de
modification significative du taux de rétinol sanguin méme si un tel phénomeéne a par ailleurs
été décrit comme survenant avec 1’age (Mecocci et al., 2000). En revanche, il est a noter que
le statut thyroidien des sujets agés est comparable a celui des patients hypothyroidiens
puisqu’ils présentent aussi, dans une moindre mesure, une augmentation de la TSH
plasmatique et une tendance a la diminution de la T3 libre sans modification de la T4 libre.
Ces symptomes ont ét¢ décrits comme étant révélateurs d’une hypothyroidie subclinique
(revue dans Samuels, 1998 ; Andersen et al., 2003).

L’étude biomédicale portant sur les patients hypothyroidiens a montré que
I’expression des RARy et des RARa était significativement diminuée, dans les PBMC, par
rapport aux individus plus jeunes. Ce travail a permis de mettre en évidence pour la premiére
fois que, bien que sujets a une hausse de leur concentration en rétinol circulant, ces patients
présentent un hypofonctionnement de la voie de signalisation nucléaire de I’AR, connu
comme ¢étant associé, dans la littérature, a un état de carence en vitamine A, et nous

conduisant a conclure, a leur égard, a une altération de leur statut vitaminique A.
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Les sujets agés présentent des altérations tout a fait comparables puisque 1’expression
des ARNm de RARy est diminuée dans leurs PBMC sans qu’une baisse de la concentration en
rétinol sérique ne soit repérée et puisse le laisser prévoir.

Ainsi chez les uns comme chez les autres, tout se passe comme si des modifications de
la fonction thyroidienne - majeures dans le cas d’une thyroidectomie, moins évidentes
lorsqu’elles se superposent au vieillissement - entrainaient des modifications de la
biodisponibilité nucléaire en AR, dont la diminution de I’expression des récepteurs nucléaires
est un indicateur. La disparition, chez les sujets agés aussi bien que chez les patients
hypothyroidiens, d’une corrélation, positive et significative, existante chez les témoins, entre
rétinol sérique et expression des récepteurs nucléaires, tend a confirmer que les altérations
surviennent au niveau cellulaire. Ces résultats sont, par ailleurs, cohérents avec ceux de
Berggren-Soderlund et al. (2003) qui montrent que la concentration en rétinol sérique ne
reflete pas fidelement la biodisponibilité intracellulaire en AR.

Enfin, il est important de noter que chez les sujets 4gés une hausse importante du ratio
RBP:TTR, liée a la baisse de la concentration sérique en TTR, sont également des
manifestations d’une dérégulation du métabolisme de la vitamine A survenant avec 1’age

(Rosales et Ross, 1998 ; Zago et al., 2002).

Notre étude montre que chez 1’homme, une hypothyroidie sévere induit un
hypofonctionnement de la voie d’action nucléaire des HT, qui se concrétise par une
hypoexpression des ARNm des TR dans les PBMC. Cette diminution d’expression est
cohérente avec la diminution considérable de la concentration de T3 libre que nous observons
chez ces patients puisque TR[ serait particulierement sensible au niveau de son ligand (Lebel
etal., 1993).

Nous montrons, en revanche, que 1’dge qui n’induit qu’une treés 1égere baisse de la
concentration de T3 libre s’accompagne d’une hypoexpression des mémes TR} mais aussi
des TRa.. Sadow et al. (2003) ont plus récemment rapporté que l'autorégulation des TR par
leur ligand dépend en fait des isoformes TRa et TRP et interviendrait différemment en
fonction du tissu. Néanmoins, la régulation hormonale des TR dans des lymphocytes humains
avait déja été¢ montrée par Li et al. (1990) et suggere que la diminution de I’expression des TR
avec I’age dans les PBMC soit liée a une réduction de la biodisponibilité en hormone dans ces
cellules. La encore, la disparition, avec 1’age, de la corrélation entre 1’expression de TR} dans

les PBMC et la concentration de T3 libre est en faveur de cette hypothése. Par ailleurs,
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Gauthier et al. (1999) et Bassett et al. (2003) ont montré que TR était le sous-type de
récepteur le plus impliqué dans la régulation de la production de la TSH. Ainsi, la diminution
de I’expression de cette isoforme de TR est en accord avec 1’augmentation de la TSH

plasmatique chez les sujets agés.

Prises toutes ensembles, ces données mettent en évidence de grandes similitudes entre les
effets de I’hypothyroidie et du vieillissement sur I’action nucléaire des rétinoides et des
hormones thyroidiennes. Ces deux situations physiopathologiques, n’ayant pas grand rapport
a priori, induisent, en effet, I’une et I’autre un hypofonctionnement caractérisé¢ des voies de
signalisation nucléaire de I’AR et de la T3. De plus, dans I’une et I’autre situations, les taux
plasmatiques classiquement utilisés pour caractériser les statuts en vitamine A ou thyroidien
ne permettent pas de prévoir ce phénomene. Chez les individus agés ces taux tendraient a
caractériser une hypothyroidie subclinique avec élévation de la concentration de TSH sans
modification de la T4 sérique. Nos études semblent montrer que pour autant, méme si la
production d’hormone n’est que légérement diminuée avec 1’age, a la différence de ce qui est
induit par la thyroidectomie, la fonctionnalit¢ nucléaire de la T3 est altérée de manicre
importante. On peut suggérer que le temps soit un paramétre trés important pour expliquer
que le vieillissement ait des répercussions aussi importantes sur 1I’expression des récepteurs
nucléaires que ’ablation de la glande thyroide elle méme ; puisque, en effet, les individus
hypothyroidiens ne sont que depuis tres peu de temps sujets a une hypothyroidie trés sévere,
alors que les individus agés sont en revanche sujets a une hypothyroidie, certes beaucoup plus
légere, mais dont I’installation s’est probablement faite progressivement au cours des années
et vis a vis de laquelle leur organisme a mis en place des stratégies d’adaptation. On rejoint
avec cette explication les hypothéses évoquées chez 1’animal qui suggéraient que le
vieillissement soit caractérisé par un état de "déficience" en vitamine A associé a une
"hypothyroidie tissulaire", qui peut étre considérée comme un élément important de la

réponse adaptative de 1’organisme agg.
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CONCLUSION

Dans un contexte plus général, notre travail s’inscrit dans les recherches en nutrition
humaine qui ont pour but de mieux comprendre les relations entre 1’alimentation et la santé.
L’approche dans ce domaine a considérablement évolué au cours des derniéres années.
Pendant longtemps, les recherches étaient essentiellement consacrées a 1’étude des effets
négatifs, déclenchants ou aggravants, que peuvent générer certains déséquilibres alimentaires
ou certains constituants du régime. Aujourd’hui, un changement profond apparait dans la
facon d’aborder les relations entre 1’alimentation et la santé. Une plus grande place est
accordée a la recherche des effets d’une consommation raisonnable de certains nutriments
dans le maintien, sinon 1’amélioration d’un bon état de santé. Nos orientations de recherche

s’inscrivent dans cette nouvelle perpective.

Les études menées chez I’animal carencé en vitamine A et chez 1’animal a4gé ont
montré que ces deux situations entrainaient un hypofonctionnement comparable des voies
d’action nucléaires des rétinoides et des hormones thyroidiennes. Ces mémes études ont
¢galement mis en évidence que, dans ces deux situations, des processus adaptatifs conduisent
a un statut thyroidien "limitant", puisque, a un certain stade, seule la T3 est a méme de
"normaliser" 1’hypofonctionnement des voies de signalisation et permet également une
récupération fonctionnelle, par 1’activation des génes impliqués dans la plasticité synaptique

et altérés par la carence ou 1’age.

Les données issues des deux ¢études biomédicales ont permis d’éprouver les
hypotheses construites a partir des données expérimentales. Elles montrent pour la premiére
fois que le vieillissement, chez ’homme, induit des modifications fonctionnelles des voies
d’action des rétinoides et des hormones thyroidiennes. Des résultats comparables ont été
obtenus chez des patients hypothyroidiens et suggeérent que ces modifications survenant avec

I’4ge soient, au moins en partie, dues a des altérations de la fonction thyroidienne. Ces
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observations, réalisées dans les cellules mononucléées du sang humain, sont a rapprocher de
celles réalisées chez le rat 4gé ou nous avons montré que 1’age induit, dans le foie et le
cerveau, une hypoactivit¢ des voies de signalisation de ’AR et de la T3 et ou seule
I’administration de T3 permet la réactivation de ces voies. Ces données suggerent que ces
modifications de la signalisation "rétinoidienne" ou thyroidienne au niveau nucléaire se
fassent en réponse a des modifications du statut hormonal (AR ou T3) et auraient
probablement lieu dans tous les tissus cibles de I’organisme ; les répercussions fonctionnelles
de ces phénomeénes dépendant de 1’organe considéré. La cohérence des données acquises dans
le cerveau ou le foie de 1’animal agé, d’une part, et dans les PBMC de sujets agés, d’autre
part, nous conduisent a penser que les profils d’expression des récepteurs nucléaires dans les

PBMC reflétent avec pertinence les profils d’expression des autres tissus cibles.

Dans ce contexte, si I’on considére les données faisant état de I’implication de la voie
d’action des rétinoides dans la genése des altérations cognitives liées a 1’age ou encore dans
I’étiologie des formes tardives de la maladie d’Alzheimer, I'intérét de nos résultats est de
proposer les profils d’expression des récepteurs nucléaires dans les PBMC comme prédictifs
des profils d’expression cérébraux, et a ce titre pouvant constituer des marqueurs moléculaires

du risque d’altérations neurobiologiques.

Pour poursuivre ce travail, une étude consistera a déterminer les profils d’expression
des récepteurs nucléaires de I’AR et de la T3 dans les PBMC de patients présentant des
troubles de la mémoire déclarative ou des troubles de type "Alzheimer" et soumis a une
évaluation précise de leurs performances cognitives. Ainsi, il devrait étre possible de vérifier
la relation entre les profils d’expression des récepteurs nucléaires de I’AR et de la T3 et les

performances mnésiques.

Par ailleurs, les études expérimentales devront étre poursuivies afin d’étudier les
possibilités d’interventions, par voie nutritionnelle par exemple, qui pourraient permettre de
différer, a défaut d’empécher, la survenue des altérations des statuts vitaminique A ou
thyroidien avec 1’adge. Il serait intéressant d’étudier, chez des animaux recevant des
supplémentations en vitamine A et/ou en iode dans leur alimentation, les effets du
vieillissement sur les voies d’action nucléaires de I’AR et de la T3 et sur les performances
cognitives. On peut en effet émettre ’hypothése que ces interventions nutritionnelles, a partir

de I’age adulte par exemple, pourraient permettre le maintien d’un niveau d’activité des voies
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de signalisation suffisant pour empécher ou différer la survenue des altérations

neurobiologiques responsables de la genese des troubles mnésiques.

Dans la littérature, un ensemble de données cohérentes plaide en faveur d’une hypothese
selon laquelle des dérégulations, méme faibles, du taux d’expression des récepteurs nucléaires
pourraient se trouver a 1’origine de nombreuses maladies comme le cancer, I’obésité ou les
maladies neurodégénératives. C’est pourquoi il est admis aujourd’hui que ces récepteurs
pourraient étre des marqueurs moléculaires de certaines pathologies et qu’ils pourraient aussi
représenter des cibles moléculaires de médicaments innovants ou de nutriments fonctionnels

par exemple.
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ACTION CELLULAIRE DE L'ACIDE RETINOIQUE ET DE LA TRIIODOTHYRONINE AU COURS DU
VIEILLISSEMENT : ETUDES EXPERIMENTALES ET BIOMEDICALES

Divers arguments expérimentaux permettent de faire [’hypothése que des modifications dans le
statut nutritionnel et hormonal peuvent étre impliquées dans 1’apparition des altérations neurobiologiques
liées au vieillissement. L’objectif de notre recherche était d’étudier les conséquences du vieillissement sur
I’activité des voies de signalisation de ’acide rétinoique (AR) et de la triiodothyronine (T3).

Nous avons d'abord comparé, dans le cerveau de rats, les effets de 1’age et d’une carence en
vitamine A sur les activités des voies de signalisation de I’AR et de la T3 et sur certains de leurs génes cibles
impliqués dans les phénomeénes de plasticité synaptique. Nos résultats montrent que (i) le vieillissement et la
carence vitaminique A entrainent une diminution de 1’expression des récepteurs nucléaires de I’AR et de la
T3 et de leurs geénes cibles et que (ii) I'administration d’AR ne permet de réactiver que sa propre voie de
signalisation; alors que 1’administration de T3 est capable de restaurer 1’expression de I’ensemble des génes
étudiés. Ces résultats mettent en évidence qu’un niveau optimum d’activité de la voie d’action de la T3 est
indispensable au maintien de la fonctionnalité de I’AR.

Nous avons ensuite éprouvé cette hypothése chez I’Homme et étudié les effets du vieillissement et
d'une hypothyroidie sur les voies d’action de I’AR et de la T3 dans les cellules mononucléées du sang. Nos
résultats apportent la preuve (i) d’une hypoexpression des récepteurs nucléaires de I’AR et de la T3 liée a
I’age et (ii) qu'une hypothyroidie s’accompagne d’altérations de la voie d’action de I’AR. Ces données
mettent en évidence une diminution de D’activité des voies de signalisation de 1'AR et de la T3 chez
I’'Homme.

Nos résultats plaident en faveur de I’hypothése selon laquelle des dérégulations, méme faibles, du
niveau d’expression des récepteurs nucléaires pourraient contribuer aux processus de vieillissement de
I’individu et aux pathologies qui lui sont associées.

- Morts CLES -
Acide rétinoique (AR) - Triiodothyronine (T3) - Récepteurs nucléaires — Vieillissement - Carence
vitaminique A — Hypothyroidie — Animal — Homme — Cerveau - Cellules mononucléées du sang

THE CELLULAR ACTION OF RETINOIC ACID AND TRIIODOTHYRONINE DURING AGING:
EXPERIMENTAL AND BIOMEDICAL STUDIES

Several data allowed to hypothesize that alterations of hormonal and nutritional statutes could be
involved in age-related neurobiological damages. The aim of our investigation was to determine the effect of
ageing on the vitamin A (retinoic acid, RA) and thyroid hormones (triiodothyronine, T3) signalling
pathways.

In rat brain, we have first compared the effects of ageing and vitamin A deficiency (VAD) on RA
and T3 signalling pathways and on RA and T3 target genes involved in synaptic plasticity. Our results
allowed us to demonstrate that (i) RA and T3 signalling pathways (nuclear receptors and target genes) were
simultaneously decreased in these situations and that (ii)) RA administration was sufficient to regulate its
own signalling, whereas T3 administration alone induced normalization of the age-related retinoid and
thyroid signalling pathways. These results suggested that an optimal T3 signalling level was required to RA
cellular action maintenance.

Afterwards, we attempt to test our hypothesis in humans. Two biomedical studies performed on
elderly and hypothyroid subjects allowed us to prove (i) a simultaneous hypoexpression of RA and T3
nuclear receptors in peripheral blood mononuclear cells from aged subjects and (ii) that hypothyroidism was
a situation in which vitamin A signalling pathway was altered. These data suggested that a down-regulation
of RA and T3 signalling occurred with ageing or hypothyroidism in humans.

These results provide new arguments about a hypothesis assuming that a slight nuclear receptor
down-regulation could contribute to ageing processes and/or age-related pathologies.

- KEY WORDS -
Retinoic Acid (RA) - Triiodothyronine (T3) — Nuclear Receptors — Ageing — Vitamin A deficiency —
Hypothyroidism — Animal — Human — Brain — Blood mononuclear cells
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