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Résumé

Le PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide) est un
neuropeptide initialement isolé pour sa capacité a stimuler la formation d’AMPc dans des
cellules antéhypophysaires en culture. Jusqu’a présent, trois types de récepteurs du
PACAP ont été caractérisés, nommés respectivement VPAC1, VPAC2 et PACI. La large
distribution du PACAP et de ses récepteurs suggére que ce systéme pourrait étre impliqué
dans la régulation de nombreux effets physiologiques. A cet égard, le PACAP, que I’on
retrouve sous deux isoformes biologiquement actives de 38 et 27 résidus respectivement,
agit tant au niveau du systéme nerveux central qu’au niveau des systémes cardio-
vasculaire, respiratoire, digestif, endocrinien, reproducteur et immunitaire. Parmi ses
nombreux effets, le PACAP favorise la survie neuronale dans divers modéles in vitro et
in vivo d’atteintes neurologiques. Les propriétés neuroprotectrices du PACAP reposent
principalement sur son activité anti-apoptotique régulée par 1’activation du récepteur
PACI. A cet égard, le récepteur PACI1 est actuellement considéré comme une cible
thérapeutique potentielle pour le traitement de maladies neurodégénératives. En revanche,
de par sa nature moléculaire peptidique, le ligand endogéne du récepteur PACI présente
des paramétres pharmacocinétiques qui limitent son utilisation comme composé
médicinal cliniquement efficace. Dans I’optique de valider le potentiel thérapeutique du
PACAP, il importe donc de développer de puissants agonistes du récepteur PACI

affichant une stabilité métabolique accrue.

Afin de conférer au PACAP une résistance face a la protéolyse, une librairie
d’analogues comportant des modifications chimiques ciblant les principaux sites
potentiels de clivage enzymatique a été initialement développée. Ces dérivés ont été
testés pour leur résistance face a la dipeptidyl-peptidase IV, enzyme clé du métabolisme
du PACAP, pour leur stabilité plasmatique et pour leur capacité a lier et 4 activer le
récepteur PAC1. De cette librairie, un analogue du PACAP38 s’est avéré plus puissant
que le peptide natif et a présenté une stabilité métabolique améliorée. L’évaluation de son

activité neuroprotectrice dans un modéle d’ischémie cérébrale chez le rat a montré que ce



composé réduit significativement les atteintes neurologiques et favorise la reprise des

comportements moteurs.

Afin d’acquérir des informations pouvant soutenir la conception rationnelle de
peptides de petite taille ou méme d’agonistes non-peptidiques sélectifs du récepteur
PACI, une étude de relations structure-activité a été entreprise. Au moyen de délétions
ciblées et d’études structurales par dichroisme circulaire, nous avons démontré que de
nombreux domaines du PACAP27 sont cruciaux pour le maintien de I’activité biologique
et que la conformation hélicoidale du peptide n’est pas une composante suffisante pour la
liaison du PACAP au récepteur PAC1. Par cette approche nous avons néanmoins identifié
un analogue tronqué du PACAP27 agissant comme un agoniste complet du récepteur
PACI, bien que celui-ci présente une structure secondaire aléatoire. Nous avons
également caractérisé les déterminants moléculaires et structuraux de la région N-
terminale du PACAP, segment responsable de I’activation du récepteur PAC1. Cette
étude a conduit a I’identification de pharmacophores du récepteur PAC1. De méme, par
I’application de contraintes conformationnelles supportée par la modélisation moléculaire
sous contraintes des données de spectroscopie RMN, un modéle de la conformation
bioactive du PACAP a été proposé. Les résultats de cette étude s’inscrivent dans une
démarche globale visant une meilleure compréhension du mécanisme d’action du
PACAP a I’échelle moléculaire.

Steve Bourgault Pr Alain Fournier Dr David Vaudry



Résumé en anglais

Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) was initially isolated
from ovine hypothalamic extracts on the basis of its ability to stimulate cAMP formation
in anterior pituitary cells. Three distinct subtypes of PACAP receptors were subsequently
characterized, named VPAC1, VPAC2 and PACI, respectively. The wide distribution of
PACAP and its receptors suggests that the PACAP system could be involved in the
regulation of numerous physiological processes. Indeed, PACAP, which exists in two
biologically active isoforms of 27 and 38-residue respectively, acts in the central nervous
system as well as in the airways, gonads, endocrine glands and cardiovascular, digestive
and immune systems. Particularly, PACAP induces neuronal survival in various in vitro
and in vivo models of neurological insults. The neuroprotective properties of PACAP are
mainly attributed to its anti-apoptotic activity involving the activation of the PACI
receptor. Therefore, the PACI receptor is actually considered as a potential therapeutic
target for the treatment of several neurodegenerative diseases. However, as a peptide, the
endogenous ligand of the PACI receptor shows pharmacokinetics parameters which limit
its use as a clinically efficient drug. The development of potent PAC1 agonists with
increased metabolic stability appears as an important issue to evaluate the therapeutic
potential of PACAP.

A library of PACAP analogs containing chemical modifications targeting
potential enzymatic cleavage sites was initially developed to identify derivatives resistant
to proteolysis. These compounds were tested for their resistance against dipeptidyl-
peptidase IV, a major enzyme of PACAP metabolism, for their stability in human plasma
and for their capacity to bind and activate the PACI receptor. From this library, a
PACAP38 analog was shown to be more potent than the native peptide and presented an
improved metabolic stability. Evaluation of its neuroprotective activity in a rat cerebral
ischemia model showed that this compound significantly reduced the infarct volume and

the behavioral deficits.



A structure-activity relationships study was also undertaken to acquire valuable
information that could eventually support the rational design of short peptides or even
non-peptide agonists of the PACI receptor. By means of various deletions supported by
circular dichroism structural studies, we demonstrated that several domains of PACAP27
are crucial for the preservation of the biological activity and that the helical conformation
of the peptide is not a sufficient component to allow the binding of PACAP to the PAC1
receptor. Nonetheless, using this approach, we identified a truncated analog of PACAP
behaving as a complete agonist of the PAC1 receptor even if this peptide was mainly
unstructured. We also characterized the molecular and the structural determinants of the
N-terminal region of PACAP responsible for the activation of the PACI receptor. This
study conducted to the identification of the pharmacophores of the PACI receptor.
Moreover, with introduction of conformational constraints supported by NMR
spectroscopy, a model of the bioactive conformation of PACAP was proposed. The
results of this study should also lead to a better comprehension of the mode of action of

PACAP at the molecular level.
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Introduction

Les accidents vasculaires cérébraux (AVC) représentent dans les pays
industrialisés la deuxiéme cause de mortalité aprés les maladies coronariennes et devant
les cancers et constituent & ce titre un important probléme humain et socio-économique
(Donnan et al., 2008). Notamment, les AVC sont la premiére cause d’handicaps acquis
chez I’adulte et les survivants présentent de graves séquelles physiques et mentales qui
affectent fondamentalement leur qualité de vie (Donnan et al., 2008). La majorité des
AVC résulte d’une réduction importante du débit sanguin qui se manifeste localement au
niveau de la région du cerveau irriguée par une artére cérébrale majeure obstruée par un
caillot (AVC ischémique). Puisque les neurones dépendent presqu’exclusivement de la
phosphorylation oxydative pour leur production d’énergie, la diminution du flux sanguin
réduit I’apport de substrats, principalement de glucose et d’oxygéne, engendrant un
déficit énergétique. Cet événement qui survient dans les premiers instants suite au choc
ischémique initial entraine une perte du maintien du gradient ionique et donc une
dépolarisation massive des neurones et des cellules gliales affectées par le déficit
énergétique (Dirnagl et al., 2003). Cette perte du potentiel membranaire basal active des
canaux calciques voltage-dépendants induisant ainsi la libération d’acides aminés
excitateurs dans I’environnement extracellulaire (Dirnagl et al., 1999). En outre, la
concentration de glutamate retrouvée dans le compartiment extracellulaire est amplifiée
par le fait que les systémes de recapture présynaptique ou des cellules gliales ne peuvent
fonctionner adéquatement dii au déficit énergétique. L’activation des récepteurs du
glutamate accroit ainsi la concentration cytoplasmique d’ion calcique et leur sur-
activation peut conduire a une augmentation des niveaux intracellulaires en Na’ et en CI’
(Dirnagl et al, 2003). Ces événements conduisent a4 une profonde altération de
’homéostasie et entrainent la lyse osmotique des neurones et des cellules gliales

provoquant ainsi la nécrose de la zone cérébrale initialement atteinte.

Cette mort nécrotique observée au site initial et 1’excitotoxicité sont les principaux
événements initiateurs de la cascade moléculaire amplificatrice qui conduisent 2

I'inflammation et a I’apoptose observées au niveau de 1’aire secondaire de la lésion
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neuronale (pénombre). De méme, I’augmentation de la quantité en radicaux libres,
I’acidose tissulaire ainsi que la dépolarisation neuronale retrouvée dans la pénombre
contribuent & promouvoir I’inflammation et 1’apoptose (Ferrer & Planas, 2003). Ces
mécanismes physiopathologiques évoluent de fagon spatio-temporelle, de I’instant
immeédiat suivant I’occlusion de 1’artére cérébrale a plusieurs jours suite 4 I’accident

ischémique et, du centre de la 1ésion vers la pénombre (Figure 1).

A Excitoxicité
Impact , o Inflammation
Dépolarisation ra
L Lt e Apoptose
- SR . . ts - \~‘
rd - T --.‘__d..d---'-—'—‘—-l—"-'-'_ ''''''''''' A, = o
‘ ...-4-4,-_.':=-"—-;"‘" F'-":.:__ _ Sae :‘:.;.\L
Minutes Heures Jours
Temps

Figure 1: Evolution temporelle et impact des mécanismes physiopathologiques observés
lors d’AVC ischémique. (Adapté de Dirnagl et al., 1999)

Deés les premicéres heures aprés le choc ischémique initial, une augmentation de
’expression de facteurs de transcription pro-inflammatoires, tels que le NF-kB (O’Neill
& Kaltschmidt, 1997), I’hypoxia inductible factor 1 (Ruscher et al., 1998), 1interferon
regulatory factor (ladecola et al., 1999) et STAT3 (Planas et al., 1996) est observée dans
la pénombre. Ces facteurs transcriptionnels induisent I’expression de médiateurs de la
réaction inflammatoire tel que le TNFa et certaines interleukines pro-inflammatoires (IL-
1P et IL-8) (Mergenthler ez al., 2004). Ces cytokines favorisent I’expression de molécules
d’adhésion (E-sélectine, ICAM-1 et VCAM-1) & la surface luminale des cellules
endothéliales des microvaisseaux de la région cérébrale affectée (Sughrue et al., 2004).
Les leucocytes peuvent alors adhérer aux vaisseaux sanguins et débuter leur migration
vers le cerveau qui est facilitée par une rupture de I’étanchéité de la barriére
hématoencéphalique. Les neutrophiles activés qui se sont infiltrés dans le cerveau
produisent I’enzyme inductible iNOS, entrainant une augmentation de la concentration en

oxyde nitrique. Ceci conduit 4 une élévation marquée de la cytotoxicité via la formation

XVl



de peroxynitrite (Forster et al., 1999). De méme, les neurones ischémiques et les
monocytes-macrophages expriment a la hausse la cyclooxygénase-2 (COX-2). Par son
action catalytique, la COX-2 libére des radicaux libres et produit certaines
prostaglandines neurotoxiques (Nogawa et al., 1997). Malgré les effets néfastes de la
réaction inflammatoire observée au niveau de la pénombre, celle-ci semble nécessaire
afin de permettre le nettoyage de la région neuronale affectée, le remodelage et la

reconstruction tissulaire ainsi que la néovascularisation (Dirnagl et al., 1999).

Une mort apoptotique est observée au niveau de la pénombre et son évolution
spatio-temporelle est similaire a celle retrouvée pour la réaction inflammatoire.
L’apoptose neuronale provient d’une activation simultanée des voies extrinséque et
intrinséque (Ferrer & Planas, 2003). Les activateurs de la voie intrinséque lors d’ischémie
cérébrale sont les niveaux €levés d’ion calcique intracellulaire, les espéces réactives de
I’oxygeéne et les dommages & I’ADN, qui entrainent 1’activation des membres pro-
apoptotiques de la famille Bcl-2. Ces derniers convergent ultimement vers la
mitochondrie (Hengartner, 2000). Les deux voies tendent, directement ou indirectement,
vers I’activation des caspases (Friedlander, 2003). A cet égard, I’activation des caspases
1,3,8,9et.11 et la libération du cytochrome ¢ dans le cytosol ont été observées dans des
modeles in vivo d’ischémie cérébrale (Rabuffetti et al., 2000; Kang et al., 2000;
Benchoua et al., 2001; Zhu et al., 2002). De méme, une augmentation de 1’expression et
de la translocation nucléaire du facteur inducteur de I’apoptose (AIF) a été observée chez
des neurones de la pénombre (Ferrer & Planas, 2003). L apoptose qui survient au niveau
de la pénombre est régulée par de nombreux phénomenes dont les principaux agents
initiateurs proviennent tant du milieu extracellulaire que du débalancement de

I’homéostasie intracellulaire.

Nonobstant la forte prévalence des AVC en occident, aucun traitement satisfaisant
permettant d’inhiber les mécanismes conduisant a cette deuxiéme vague de mort
neuronale au niveau de la pénombre n’est actuellement disponible. En effet, lors d’AVC
de type ischémique, les patients sont couramment traités a I’aide du tPA (¢issue

plasminogen activator) pour une courte période (3 & S heures) et par de simples mesures
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stabilisatrices au niveau des apports hydro-électrolytiques et des paramétres
hémodynamiques (Donnan et al., 2008). Le tPA est employé afin de dissoudre le caillot,
conduisant ainsi a la libération de I’artére cérébrale bloquée. Pour ses propriétés
anticoagulantes, I’acide acétylsalicylique est également utilisé sur une plus longue
période (2 a 4 jours) afin de prévenir la formation de nouveaux caillots (Donnan ef al.,
2008). Malgré les effets bénéfiques du tPA sur la récupération neurologique, le
développement de nouveaux outils thérapeutiques pouvant contrdler les voies
biochimiques conduisant 4 I’inflammation et 4 1’apoptose pourrait contribuer a réduire le

haut niveau de morbidité et d’invalidité associé aux AVC ischémiques.

Le Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide (PACAP) est un
neuropeptide initialement isolé & partir d’extraits hypothalamiques ovins pour sa capacité
a stimuler la formation d’adénosine mono-phosphate cyclique (AMP,) dans des cellules
hypophysaires antérieures (Miyata et al., 1989). Depuis sa découverte, les effets
biologiques du PACAP ont été répertoriés tant au niveau du systéme nerveux central
qu’au niveau des systémes cardio-vasculaire, respiratoire, digestif, endocrinien,
reproducteur et immunitaire. Notamment, le PACAP a montré des propriétés
neuroprotectrices dans des modéles in vitro et in vivo variés d’atteintes neurologiques.
Par exemple, le PACAP atténue la mort cellulaire associée a I’exposition a divers agents
neurotoxiques tels que le peroxyde d’hydrogéne, le glutamate, 1’éthanol, le peptide P-
amyloide et les céramides (Vaudry ef al., 2002a; Shintani et al., 2005; Vaudry et al.,
2002b; Onoue et al., 2002a; Falluel-Morel et al., 2004). En outre, I’effet neuroprotecteur
du PACAP a également été observé dans des mode les in vivo de la maladie d’Huntington,
de dommages traumatiques et de la maladie de Parkinson (Tamas et al., 2006; Farkas et
al., 2004; Chen & Tzeng, 2005; Reglodi et al., 2004b). Particuliérement, la capacité du
PACAP a réduire le volume de la zone infarcie et a faciliter la reprise des comportements
moteurs a été abondamment exposée a I’aide de divers modéles d’ischémie cérébrale

chez le rat et la souris (Ohtaki et al., 2008).

Le PACAP favorise la survie neuronale en inhibant directement 1’apoptose par le

biais de I’activation du récepteur spécifique PACI1, en favorisant la libération de facteurs
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neuroprotecteurs par les cellules gliales et en agissant sur les mécanismes de régulation
de la réaction inflammatoire (Ohtaki e al., 2008). Par exemple, des événements clés de
I’apoptose observés dans I’aire de la pénombre tels que la libération du cytochrome c,
’expression de AIF et I’activation de la caspase 3 sont inhibés par le PACAP (Ohtaki et
al., 2008; Dejda et al., 2008). En outre, le PACAP peut diminuer la production de
facteurs pro-inflammatoires comme le TNF-a, I'IL-1B et le monoxyde d’azote chez des
cellules microgliales activées suite a I’accident cérébro-ischémique (Brenneman, 2007).
Ceci permet de contrdler ’amplification de la réaction inflammatoire et de favoriser la
survie neuronale. Le PACAP protége également les neurones de I’excitoxicité induite par
le glutamate et observée dés les premiers instants de I’ischémie cérébrale (Shintani ef al.,
2005; Racz et al., 2006). Les caractéristiques anti-apoptotiques et anti-inflammatoires
observées dans divers modeéles in vivo d’ischémie cérébrale indiquent que le PACAP agit
comme un puissant bloqueur de la mort neuronale présente lors d’AVC ischémique. Le
PACAP protége également les neurones méme lorsqu’il est injecté par voie iv plus de
vingt-quatre heures aprés I’ischémie cérébrale, témoignant ainsi de la fenétre
thérapeutique unique du PACAP (Uchida et al., 1996).

L’ensemble de ces données suggere que le PACAP présente un potentiel
thérapeutique pour le traitement de la neurodégénérescence observée au niveau de la
pénombre suite & un accident ischémique. Toutefois, de par sa nature moléculaire
peptidique, le PACAP dispose de paramétres pharmacocinétiques qui limitent son
potentiel d’utilisation comme agent cliniquement efficace lors d’AVC ischémiques.
Particuliérement, comme la majorité des peptides naturels, le PACAP subit une rapide
dégradation par différentes peptidases endogénes suite a son entrée dans la circulation
sanguine. Par exemple, une demi-vie dans le sang de 3.5 minutes a été observée suite a
I’injection iv de PACAP38 chez I’humain (Birk et al., 2007). Chez la souris, le PACAP38
a montré une demi-vie plasmatique de moins de 2 minutes suite a une injection par voie
iv (Zhu et al., 2003). Cette pauvre stabilité plasmatique a été principalement attribuée a
Iaction protéolytique de la dipeptidyl peptidase IV (DPP IV). En plus de supprimer
Pactivité du peptide, le clivage du PACAP par la DPP IV libére des métabolites qui

agissent comme antagonistes du récepteur PAC1 (Zhu et al., 2003; Robberecht et al.,
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1992b). Cette rapide conversion du peptide bioactif en antagoniste suite & une injection
par voie intraveineuse compromet tout particuliérement le potentiel thérapeutique du
PACAP comme composé cliniquement efficace réduisant les atteintes neurologiques

observées au niveau de la pénombre lors d’AVC ischémiques.

Le présent projet de recherche s’inscrit dans cette problématique. En effet, afin de
poursuivre P’évaluation du potentiel thérapeutique du PACAP pour le traitement des
AVC, il importe de développer des dérivés du PACAP disposant de paramétres
pharmacocinétiques améliorés. L’objectif global de cette étude était donc d’explorer
différentes avenues pouvant conduire au développement d’agonistes 4 haute stabilité
métabolique du récepteur PACI, récepteur principalement responsable de I’effet
neuroprotecteur du PACAP. Tout d’abord, pour contourner le probléme de la rapide
inactivation du PACAP suite & son injection par voie iv, une librairie de dérivés stables a
été rationnellement congue. Pour ce faire, nous avons initialement caractérisé les
principaux sites de clivage enzymatique du PACAP pour ensuite appliquer a ceux-ci des
modifications chimiques ciblées. Les analogues affichant un profil pharmacologique
adéquat et une stabilité métabolique accrue ont été évalués pour leur capacité a réduire le
volume de la zone infarcie et a faciliter la reprise des comportements moteurs dans un
modele d’ischémie cérébrale chez le rat. Deuxiémement, une étude de relations structure-
activité a été entamée afin d’explorer la possibilité de concevoir des analogues raccourcis
et/ou structurellement contraints ou méme des agonistes non-peptidiques. Pour ce faire,
nous avons procédé a I’identification du segment minimal du PACAP qui permet la
liaison au récepteur PAC1 et nous avons caractérisé les déterminants moléculaires et
structuraux responsables de I’activation du récepteur PACI. Cette deuxiéme approche
s’inscrit dans une démarche globale visant une meilleure compréhension des interactions
moléculaires existant entre les récepteurs couplés aux protéines G de la classe B et leurs

ligands peptidiques.
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La présente thése comporte six chapitres. Premiérement, la revue de la littérature
expose les connaissances actuelles concernant les principales caractéristiques chimiques,
structurales, biologiques et pharmacologiques du neuropeptide PACAP. Notamment, une
attention particuliére est attribuée a la pharmacologie moléculaire et aux études de
relations structure-activité antérieures portant sur l’interaction du PACAP avec le
récepteur PACI1. Les chapitres 2, 3 et 4 présentent chacun un article. Le premier article,
publié dans la revue Peptides, décrit le développement d’agonistes stables du récepteur
PACI. Le second article, paru dans Journal of Molecular Neuroscience, expose la
caractérisation structurale et pharmacologique d’analogues tronqués du PACAP27. Le
troisiéme article, publié dans Journal of Medicinal Chemistry, concerne une importante
étude de relations structure-activité ciblant le domaine N-terminal du PACAP. Le
chapitre 5 permet de présenter des résultats complémentaires et de discuter de la
démarche scientifique entreprise lors de ce projet de recherche. De plus, différentes
approches expérimentales pouvant servir pour la poursuite du projet sont proposées.
Finalement, les principales conclusions de cette thése ainsi que l’avancement des

connaissances découlant de ces travaux sont présentées au sixiéme chapitre.
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Chapitre 1 : Revue de la littérature

1. Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide

1.1 Découverte du PACAP

A la fin des années 80, les principaux agents hypophysiotropes de 1’axe
hypothalamo-hypophysaire tels que I’hormone de libération de 'hormone de croissance
(GHRH), I’hormone thyréotrope (TRH) et la gonadolibérine (LHRH) avaient été isolés et
caractérisés. En particulier, il avait été établi que ces divers facteurs agissent sur les
cellules hypophysaires en activant principalement I’adénylyl cyclase (Labrie et al., 1979;
Labrie et al., 1982; Culler et al., 1984). Néanmoins, ces hormones hypothalamiques ne
pouvaient pas a elles seules rendre compte de I’ensemble des processus de régulation de
I’adénohypophyse. Par exemple, des lésions ou des stimulations de diverses régions
hypothalamiques suggéraient I’existence de neurohormones inconnues 2 ce jour et qui
seraient impliquées dans la libération de 1’hormone folliculostimulante (FSH) ou de la
prolactine. Afin de répondre a cette interrogation, le Professeur Arimura et son équipe ont
procédé a un criblage de fractions d’hypothalamus ovin en évaluant leur capacité 2
stimuler la formation d’adénosine mono-phosphate cyclique (AMP;) au niveau de
cellules hypophysaires de rat en culture. Les fractions hypothalamiques ont été obtenues
suite a deux étapes successives de purification par chromatographie liquide; une premiére
en phase inverse (Cig) et la seconde de type échangeur cationique. Les hormones
classiques de libération déja caractérisées ainsi que la somatostatine ont été assujetties
aux mémes €tapes de purification et chacune des fractions démontrant des paramétres
physico-chimiques différents de celles-ci furent testées sur des cellules hypophysaires.
Certaines fractions possédant un caractére hautement basique et légérement hydrophobe
ont démontré une forte capacité a induire la formation d’AMPc. De ces fractions, deux
peptides furent successivement isolés, caractérisés et séquencés (Miyata et al., 1989;
Miyata et al., 1990). Ces peptides, du fait de I’activité biologique menant a leur
découverte, furent nommés Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide, d’ ot

Pacronyme PACAP. Les deux formes du PACAP contenant respectivement 38 et 27



acides amin€s ont ensuite été synthétisées par voie chimique et ont démontré une activité
biologique comparable aux peptides initialement purifiés a partir de I’hypothalamus de

mouton.
1.2 Structure primaire du PACAP

L’équipe du Pr Arimura a initialement identifié la forme de 38 résidus du PACAP et
a mis en évidence la présence d’un groupement amide au niveau de I’extrémité C-
terminale (Miyata et al., 1989). L’analyse de la séquence peptidique a révél€ la présence
de sept résidus lysines ainsi que de quatre arginines qui conferent au PACAP un caractére
fortement basique (Miyata et al., 1989; Figure 2). Néanmoins, son squelette peptidique
étendu ainsi que ses nombreux résidus aliphatiques contribuent & son hydrophobicité.
D’autre part, la séquence du PACAP38 renferme un doublet de résidus basiques (Lys®,
Arg®) qui suite au clivage par des prohormones convertases génére le PACAP(1-27),
présentant une extrémité C-terminale amidée (Miyata et al., 1990). 1l faut noter qu’au
niveau du systeme nerveux central (SNC) et dans les tissus périphériques, les dosages
radio-immunologiques effectués chez le rat indiquent que le PACAP38 représente la
principale forme moléculaire (Arimura et al., 1991). En effet, la forme tronquée
(fragment 1-27) ne représente qu’en moyenne 10% du total. Toutefois, ce rapport est

tissu-dépendant et des proportions variées peuvent étre retrouvées dans divers organes.

Figure 2: Structure primaire du Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide. Le
site de clivage potentiel des prohormones convertases est représenté par le trait rouge.

La structure primaire du PACAP27, qui correspond au 27 premiers acides aminés
de Dlextrémité N-terminale du PACAP38, présente 68% d’identité avec celle du

Vasoactive Intestinal Peptide (VIP), un neuropeptide initialement découvert lors de la



purification de la sécrétine a partir d’intestins de porc (Said & Mutt, 1970). Du fait de
cette forte homologie de séquence, le PACAP a été incorporé a la superfamille
VIP/GRF/glucagon, peptides montrant des similitudes structurales importantes.
L’alignement des séquences primaires des principaux membres de cette famille indique
que le résidu phénylalanine en position 6 est I’'unique acide aminé commun 2 tous les
peptides, suggérant ainsi que ce résidu pourrait étre crucial au maintien de I’activité
biologique de ces peptides, représenté en bleu a la Figure 3. On constate également que
les principales similitudes de séquences entre les différents membres de la famille
VIP/GRF/glucagon concernent essentiellement le domaine N-terminal : (i) le résidu en
position 1 est de type aromatique (histidine ou tyrosine), (i) le groupement carboxylique
en position 3 est hautement conservé, (iii) la position 4 est occupée soit par une alanine,

soit par une glycine et (iv) une thréonine est retrouvée 2 la position 7 dans la majorité des

cas.
PACAP38 HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK-NH,
PACAP27 HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL -NH,
VIP HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN-NH,
Sécrétine HSDGTFTSELSRLREGARLQRLLQGLV-NH,
GRF YADAIFTNSYSKVLGQLSARKLLQDIMSRQQGESNQERGARARL-NH,

Hélodermine HSDAIFTEEYSKLLAKLALQKYLASILGSRTSPPP-NH,

Glucagon HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT
GLP-2 HADGSFSDEMNTILDNLAARDFINWLIQTKITD
GIP YAEGTFISDYSIAMDKIHQODFNWLLAQKGKKNDWKHNITQ

Figure 3: Séquences des principaux membres de la superfamille VIP/GRF/Glucagon
retrouvées chez I’humain. Les résidus en rouge different de ceux retrouvés chez le
PACAP38. Le résidu phénylalanine hautement conservé en position 6 est représenté en
bleu. (Vaudry et al., 2000b)

1.3 Evolution phylogénique du PACAP

La structure primaire du PACAP a été remarquablement conservée tout au long du

processus €volutif, comme démontré par la forte homologie de séquence retrouvée chez



de nombreux vertébrés (Figure 4). Notamment, les séquences identifiées chez les
mammiferes tels que I’homme (Ohkubo et al., 1992), le rat (Ogi et al., 1990), la vache
(Sayasith et al., 2007) et la souris (Okazaki et al., 1995), sont totalement identiques a la
séquence initialement découverte chez le mouton par le groupe d’Arimura (Miyata et al.,
1989). De méme, la structure primaire retrouvée chez les mammiféres ne différe que d’un
seul acide amin€ avec celle de la grenouille Rana Ridibunda, soit une valine a la place
d’une isoleucine en position 35 (Chartrel ef al., 1991). Une haute homologie, allant de 89
4 92%, a également été caractérisée chez différentes espéces de poissons telles que les
salmonidés (Parker et al., 1993) et les Uranoscopidae (Matsuda et al., 1997). Le fait que
les pressions évolutives aient donné lieu & une forte préservation de la structure primaire
du PACAP indique que ce neuropeptide pourrait jouer un réle physiologique important.
D’autre part, les divergences de séquence entre les différentes espéces concernent
principalement le domaine 28-38. A I’opposé, le segment 1-27 est identique chez la
majorité des especes de mammiferes et ne differe que d’un seul résidu avec la séquence
retrouvée chez le poulet (McRory et al., 1997) et chez le poisson Uranoscopus japonicus
(Matsuda et al., 1997).

Humain, souris, rat HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK -NH,

Poulet HIDGIFTDSYSRYRKOMAVKKYLAAVIL,GKRYKQRVKNK-NH,
Grenouille HSDGIFTDSYSRYRKQOMAVKKYLAAVLGKRYKQRIKNK-NH,
Saumon HSDGIFTDSYSRYRKOMAVKKYLAAVLGKRYRQRYRENK-NH,
Raie HSDGIFTDSYSRYRKOMAVKKYLAAVLGKRYKPKVKNS -NH,
Poisson-chat HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGRRYRQRFRNK~NH,
Carpe Chinoise HSDGIFTDIYSRYRKQMAVKKYLAAVLGRRYRQRIKNK-NH,
Uranoscopus HSDGIFTDSYSRYRKQMAVOKYLAAVLGRRYRQRVRNK-NH,
Japonicus

Figure 4: Séquences du PACAP38 retrouvées chez différentes espéces de vertébrés. Les
résidus en rouge différent de ceux retrouvés chez les mammiferes. (Vaudry et al., 2000b)



1.4 Structure secondaire du PACAP

Plusieurs études spectroscopiques par dichroisme circulaire (DC) et par résonance
magnétique nucléaire (RMN) combinées a la modélisation moléculaire sous contraintes
RMN ont été effectuées afin de déterminer la structure secondaire du PACAP. La
premiere série d’analyses conformationelles du PACAP, réalisée au début des années 90,
a révélé I'existence d’un domaine N-terminal (résidus 1-8) désordonné suivi par des
structures relativement bien organisées dont la longueur et le positionnement varient en
fonction du solvant employ€. Initialement, Inooka ef al. (1992), ont montré par DC que le
PACAP27 adopte une structure principalement aléatoire lorsque le peptide se retrouve en
solution aqueuse. De ce fait, des solutions de concentrations variées en méthanol et en
dodécylesulfate de sodium (SDS) ont été utilisées afin de fournir un environnement plus
hydrophobe et ainsi favoriser la formation d’une structure. Une structure secondaire
principalement en hélice, caractérisée par la présence de deux minima a 208 et 222 nm
sur les spectres CD, fut donc observée. Cette hélicité s’accroit graduellement lorsque la
concentration en méthanol augmente (Inooka et al., 1992). Les analyses par RMN ont
finalement €ét€ effectuées dans une solution de 25% méthanol & pH 3.3, milieu dans lequel
le PACAP27 avait préalablement dévoilé un contenu en hélice de 20%, déterminé suite 2
la déconvolution du spectre CD (Inooka et al., 1992). La modélisation effectuée sous les
contraintes de distance tirées des analyses RMN a révélé que la séquence 9-27 du
PACAP27 est constituée de trois différents domaines structuraux: (i) une conformation
similaire a celle d’un coude [ retrouvée au niveau des résidus sérine-9 2 arginine-12, (ii)
une structure de type hélice o pour les régions 12-20 et 22-25 ainsi que (iii) certains
segments désordonnés (21-22 et 25-27). Ces structures sont précédées d’'un domaine N-
terminal non structuré. En outre, il apparait que les résidus non polaires tyrosine-10,
tyrosine-13 et méthionine-17 sont en contact les uns avec les autres et forment un

regroupement hydrophobe (Inooka et al., 1992).

Des €tudes de RMN effectuées dans un environnement plus hydrophobe (50%
2,2,2-trifluoroéthanol (TFE)) ont établi que le segment 9-27 du PACAP27 est caractérisé

par une conformation de type hélice o bien définie présentant une légére discontinuité au



niveau des résidus lysines en positions 20 et 21 (Wray er al., 1993). L absence du coude
B pour les résidus 9 & 12 et de la structure aléatoire au niveau de I’extrémité C-terminale
préalablement observés par Inooka et al. (1992), proviennent vraisemblablement de la
stabilisation de I’hélice o conférée par le TFE. Ce solvant est couramment utilisé pour
mimer ’environnement hydrophobe adjacent a la membrane cellulaire et est reconnu
pour favoriser 1’adoption de structures hélicoidales. Lors de cette étude, la conformation
de la forme allongée du PACAP a également été étudiée. La structure secondaire du
segment 1-27 du PACAP38 reflete celle obtenue pour le PACAP27: une région N-
terminale aléatoire (résidus 1-8) suivie de deux segments en hélice qui s’étendent
respectivement des résidus sérine-9 a lysine-20 et de lysine-21 & valine-26. Pour sa part,
le domaine C-terminal (28-38) consiste en une structure hélicoidale stable qui est
rattachée a la région centrale du PACAP par un connecteur flexible formé des résidus
leucine-27 et glycine-28. Plus récemment, une analyse par spectroscopie RMN du
PACAP27, effectuée dans 30% de TFE, a révélé que I’hélice o semble débuter au résidu
thréonine-7 et que dans ce milieu, I’extrémité N-terminale désordonnée est limitée aux
positions 1 a 6 (Gonzalez-Muniz et al., 2001). Particulierement, la discontinuité au
niveau du doublet dibasique 20-21 mentionnée par Wray et al. (1993) n’a pas été
retrouvée dans cette étude. De plus, la structure du PACAP27 a été caractérisée lorsque le
peptide est li€ a des micelles de dodécylphosphocholine (DPC). Les micelles de DPC
constituent un modele de choix pour étudier la conformation qu’adopte un peptide
lorsque celui-ci est ancré & la membrane cellulaire (Braun et al., 1983). Dans cet
environnement micellaire, I’hélice o se prolonge jusqu’au résidu phénylalanine-6 (Inooka
et al., 2001). En outre, le positionnement des chalnes latérales des résidus hydrophobes,
isoleucine-5, phénylalanine-6, tyrosine-10, tyrosine-13 et méthionine-17 sur la méme
face de I’hélice témoigne du caractére amphiphile du PACAP (Figure 5). La formation de
cette hélice amphipathique est possiblement favorisée par les interactions hydrophobes

existant entre la surface de la micelle et les chaines latérales non polaires.
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Figure 5: Structure du PACAP27 li€ aux micelles de DPC. Superposition des atomes
lourds de 25 structures modélisées sous les contraintes de distance des données RMN.
(Adapté de Inooka et al., 2001)

Récemment, une étude structurale effectuée a 1’aide des deux isoformes du PACAP
de la carpe chinoise (Ctenopharyngodon idellus) a confirmé la structure majoritairement
hélicoidale du PACAP (Sze et al., 2007). La séquence primaire du PACAP38 provenant
de la carpe est identique a 89 % avec celle retrouvée chez I’humain (Figure 4; Sze et al.,
2007). Les divergences structurales impliquent les résidus sérine-9, lysine-29, lysine-32
et valine-35, retrouvés chez I’humain et qui sont respectivement remplacés par les résidus
isoleucine, arginine, arginine et isoleucine chez la carpe chinoise. Une solution contenant
30% de TFE a ét€ utilisée pour la spectroscopie RMN 2 haute résolution. L’analyse des
spectres et la modélisation moléculaire sous contraintes RMN subséquente ont révélé que
I’hélice oo du PACAP27 s’étend des résidus phénylalanine-6 & valine-26 (Sze et al.,
2007). Quant a elle, la structure de la forme allongée du PACAP de la carpe est composée
de trois domaines distincts : ({) une région N-terminale flexible (1-5), (ii) une hélice o
centrale (6-26) et (iii) un court segment C-terminal de conformation hélicoidale (29-34)
(Sze et al., 2007). Contrairement aux résultats obtenus par Wray et al. (1993) concernant
la structure du PACAP38 humain, I’hélice o. du domaine C-terminal du PACAP38 de la

carpe ne s’étire pas jusqu’au résidu lysine-38. De plus, Sze et al., (2007) ont observé



certaines connectivités NOE (effet nucléaire Overhauser) qui t€émoignent d’un repliement
du segment C-terminal. Tel qu’illustré & la figure 6, la flexibilité du squelette peptidique
retrouvée aux positions leucine-27 et glycine-28 permet un rapprochement du domaine C-

terminal avec la portion centrale du peptide.

A B C

Figure 6: Structure du PACAP38 de la carpe chinoise en solution. (A) Représentation en
ruban et (B) des atomes lourds de la moyenne des structures de basse énergie.
Représentations de surface avec vues de face (C) et de I’arriere (D), présentant les
résidus acides (rouge), basiques (bleu) et neutres (gris). (Adapté de Sze et al., 2007)

Du fait de leur homologie de séquence relativement importante, les peptides de la
superfamille VIP/GRF/Glucagon démontrent d’importantes similitudes structurales. De
facon similaire au PACAP, ces peptides possedent majoritairement un domaine N-
terminal désordonné, suivi d’une hélice o stable de longueur variable (Thornton &
Gorenstein, 1994; Gronenborn et al., 1987; Thériault et al., 1988; Blankenfeldt et al.
1996; Alana et al., 2004). De plus, ceux-ci ne sont que peu structurés en milieu aqueux et
requiérent 1’ajout d’un solvant organique (méthanol, TFE) ou de micelles pour stabiliser
leur structure secondaire. Généralement, I’hélice o débute aux alentours des résidus
hautement conservés phénylalanine-6 et thréonine-7, s’étend jusqu’a Dl’extrémité C-
terminale et contient certaines discontinuités. A titre d’exemple, la structure secondaire
du VIP, qui posséde 68% d’homologie de séquence avec le PACAP27, est caractérisée
par la présence d’une hélice réguliére localisée entre les résidus 8 a 26 et d’un coude P de
type III formé par les résidus valine-5 & acide aspartique-8 (Fournier et al., 1984; Fry et
al., 1989).



1.5 Biosynthése du PACAP

Chez I’homme, le géne codant pour le PACAP est localisé au niveau de la région
P11 du chromosome 18 (Hosoya et al., 1992). Ce géne est composé de cinq exons avec la
séquence codant pour le PACAP localisée au niveau du cinquieme exon (Figure 7). La
région promotrice contient certaines séquences typiques de sites de liaison pour des
facteurs transcriptionnels. En effet, le promoteur du géne du PACAP posséde deux
séquences CRE (cAMP response-like element), un élément de réponse au I2-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetate ainsi que deux séquences similaires a celle retrouvée
pour le site de liaison du growth hormnone factor-1 (GHF-1) (Hosoya et al., 1992). De ce
fait, il a été démontré que la transcription du géne du PACAP, qui est exprimé de fagon
constitutive, peut €tre accrue en présence d’AMPc et de 12-O-tetradecanoylphorbol-13-
acetate (Suzuki et al., 1994). En outre, la région promotrice contient deux éléments
typiques d’initiation de la transcription: un domaine riche en CT avec boites GC et une
séquence initiator-like (Inr). La longueur de I’ARNm libéré suite a la transcription du
gene du PACAP varie en fonction du type cellulaire et du tissu, suggérant ainsi
I'utilisation de différents sites d’initiation de la transcription et ’existence de promoteurs
tissus dépendants (Hosoya et al., 1992; Ohkuba et al., 1992; Hurley er al., 1995; Harakall
et al., 1998; Daniel & Habener, 2000; Tabuchi ez al., 2001).

Chez I’humain, I’ARNm codant pour le PACAP est traduit en une prépro-protéine
de 176 acides aminés, qui comprend entre autre un peptide signal (PS) de 24 résidus
(Hosoya er al., 1992). La séquence en acides aminés du prépro-PACAP renferme de
nombreux sites mono ou dibasiques qui peuvent &tre reconnus par plusieurs prohormones
convertases. Le clivage de cette prépro-protéine génére le big PACAP-related peptide
(big PRP) et une forme allongée en C-terminal du PACAP (Figure 7). Des clivages
subséquents du big PRP entrafnent la formation du PRP, un peptide constitué de 29
acides aminés démontrant une homologie de séquence modérée avec le PACAP27 et dont
la fonction biologique chez les mammiferes n’est toujours pas clairement établie a ce jour
(Tam et al., 2007). Pour sa part, le prépro-PACAP subit des étapes de maturation

(clivages, amidation) catalysées par des prohormones convertases et par la peptidyl



glycine monooxygénase, conduisant ainsi a la formation des deux isoformes du PACAP

(Okazaki ef al., 1992).

TRE GHF-1 CRE GC Inr

1 24 81 128 131 169 176
Prépro-protéine PS
81 128 131 169
8 103 131 168

1
([racarss )
131 158

131 157

Figure 7: Représentation schématique de la biosynthése du PACAP. Les cinq exons sont
indiqués par les numéros. Les fleches indiquent I’emplacement approximatif des
principaux sites de liaison pour des facteurs transcriptionnels. TRE, 12-0O-
tetradecanoylphorbol 13-acetate response element, GHF-1, growth hormone factor-1;
CRE, cAMP response element;, GC, boite GC; Inr, initiator-like element.

1.6 Distribution du PACAP

Le PACAP est largement distribué dans le systeéme nerveux central (SNC) et dans
de nombreux organes périphériques. Par dosage radioimmunologique (RIA), les
concentrations les plus élevées dans le SNC de rat ont été retrouvées au niveau de
I’hypothalamus (Arimura er al., 1991; Ghatei et al., 1993). En relation avec son action
hypophysiotrope, une densité importante de neurones immunoréactifs pour le PACAP a
€té observée a proximité des capillaires du systéme porte hypophysaire (Tamada et al.,
1994). En outre, par dosage RIA, Dow et al. (1994) ont mis en évidence des
concentrations plus élevées dans le sang du syst®me porte hypophysaire que dans la

circulation sanguine, suggérant ainsi que le PACAP pourrait agir comme neurohormone

10



de l’axe hypothalamo-hypophysaire. Une densité élevée d’ARNm du PACAP a
également été détectée par des études d’hybridation in situ au niveau de la substance
noire, du cortex cérébral, du cervelet, du bulbe olfactif, du globus pallidus et de la moelle

épiniere (Vaudry et al., 2000D).

Dans d’autres organes, le PACAP est principalement localisé dans des fibres
nerveuses innervant différentes glandes endocrines (hypophyse antérieure, glandes
surrénales, pancréas) et divers systemes, tels que les systemes digestif, respiratoire,
reproducteur et urinaire (Vaudry et al., 2000b). Chez le rat, une concentration trés élevée
en PACAP est retrouvée au niveau des testicules (Hannibal & Fahrenkrug, 1995). En fait,
la quantit¢ de PACAP dans les testicules est plus élevée que celle observée dans
I’ensemble du cerveau (Arimura et al., 1991). Par hybridation in situ, il fut démontré que
I’ARNm du PACAP dans les testicules est majoritairement exprimé dans les cellules
germinales et non pas dans les fibres nerveuses comme chez la majorité des autres tissus
périphériques (Shioda et al., 1994). De plus, I’expression du PACAP est restreinte a
certains stades de la maturation des spermatocytes (Hannibal & Fahrenkrug, 1995). A
I’opposé, la quantité observée dans les ovaires est beaucoup plus faible que celle
retrouvée dans les testicules et le PACAP se situe alors principalement dans les fibres
nerveuses (Steenstrup et al., 1995). Finalement, le PACAP est abondamment exprimé par
le systtme immunitaire, en particulier dans la rate, le thymus et la majorité des

lymphocytes (Abad et al., 2002).
1.7 Passage du PACAP .a travers la barriére hématoencéphalique

La barriére hématoencéphalique (BHE) limite I’entrée dans le SNC de nombreuses
molécules provenant de la circulation sanguine, permettant ainsi une régulation précise
du milieu chimique du tissu neuronal. Les substances pénétrant ou sortant du SNC
doivent transiter par cette barriere composée majoritairement de cellules endothéliales
réunies entre elles par des jonctions serrées. 11 a été démontré chez la souris que le
PACAP, sous ses deux formes moléculaires, dispose de la capacité de traverser la BHE,

et ce dans les deux directions (Banks et al., 1993). Cette étude a également établi que la
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vitesse d’influx du PACAP38 est approximativement 30% supérieure a celle répertoriée
pour le PACAP27. Notamment, I’influx unidirectionnel du transport du PACAP38 vers le
SNC, a travers la BHE, est le plus élevé des peptides de la superfamille
VIP/GRF/glucagon et s’avére méme 6 fois supérieur a celui observé pour la morphine
(Dogrukol-Ak et al., 2004; Banks et al., 1996). Nonobstant la vitesse d’entrée supérieure
du PACAP38, un pourcentage plus élevé (24%) de la dose initiale du PACAP27 accéde
au cerveau par rapport au PACAP38 aprés administration par voie iv (Banks et al., 1993).
Cette différence provient vraisemblablement de leurs paramétres pharmacocinétiques
distincts, tels que le plus faible volume de distribution dans I’organisme du PACAP27
ainsi que son temps de demi-vie relativement plus élevé (Banks et al., 1993). Par
exemple, contrairement au PACAP27, la forme allongée du PACAP peut se lier au
facteur plasmatique céruloplasmine, réduisant ainsi la fraction libre disponible pour

pénétrer le SNC (Tams et al., 1999).

Le PACAP38 pénetre dans le SNC par un systeme de transport saturable spécifique
nommé peptide transport system 6 (PTS-6). A I’opposé, la forme raccourcie du PACAP
rejoint le SNC par le biais d’'un mécanisme de transport non-saturable basé sur la
diffusion transmembranaire passive (Banks et al., 1993). Ainsi, le faible poids
moléculaire relatif du PACAP27 associ€ a une lipophilicité accrue par rapport & la forme
de 38 acides aminés facilite son passage a travers la bicouche lipidique. Il s’avére
€galement que la présence du segment 28-38 du PACAP38 soit nécessaire pour permettre
le transport médi€ du neuropeptide a travers la BHE. Chez la souris, le PACAP traverse
la BHE plus rapidement au niveau de I’hypothalamus et de 1’hippocampe que dans les
autres régions du cerveau (Nonaka et al., 2002). L’influx supérieur de PACAP vers
certaines régions précises du cerveau peut expliquer pourquoi en cas d’ischémie
cérébrale, le PACAP exerce un effet neuroprotecteur puissant au niveau des neurones de
I’hippocampe (Uchida et al., 1996). Plus récemment, il fut montré dans des modeles
d’ischémie cérébrale et de la maladie d’Alzheimer chez la souris, que I’inhibition de

I'efflux de PACAP par le transporteur PTS-6 augmente 1’activité neuroprotectrice du
PACAP (Dogrukol-Ak et al., 2008).
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D’autres membres de la superfamille VIP/GRF/glucagon tels que le VIP, la
sécrétine, le glucagon et le GLP-1 disposent également de la capacité a traverser la BHE
(Banks & Kastin, 1985; Banks et al., 2002; Kastin et al., 2002). Toutefois, aucun
mécanisme de transport saturable n’a ét€ mis en évidence pour ces peptides, suggérant
qu’ils traversent la BHE par simple diffusion passive. Le PACAP serait donc ’unique
membre de cette superfamille & détenir un transporteur spécifique au niveau de la BHE.
Des systémes de transport spécifiques ont également été caractérisés pour d’autres
peptides tels que la somatostatine, la vasopressine, 1’enképhaline et la gonadolibérine
(Dogrukol-Ak et al., 2004). Cependant, contrairement au transport bidirectionnel du
PACAP a travers la BHE, la majorité€ de ces peptides ne transitent que de fagon

unidirectionnelle a travers la BHE, soit du cerveau en direction de la périphérie

(Dogrukol-Ak et al., 2004).

Il faut également noter que la BHE ne constitue pas une barriére rigide et statique,
mais bien une interface dynamique située entre la circulation sanguine et le SNC.
Conséquemment, I’étanchéité et la perméabilité relatives a divers composés peuvent étre
affectées en fonction de conditions physiopathologiques particuliéres. Par exemple, un
traumatisme induit par la rupture de la moelle épiniere chez la souris provoque une
diminution marquée de I’activité du transporteur PTS-6, conduisant ainsi & une réduction
de I’apport en PACAP38 au cerveau (Banks et al., 1998). A 1’opposé, suite 2 un épisode
ischémique, I'influx de PACAP au cerveau est accru dans I’ensemble des régions
cérébrales. Cet accroissement provient d’une augmentation de I’efficacité du transporteur
et non d’une rupture de I’étanchéité de la BHE (Uchida et al., 1996; Mizushima et al.,
1999; Somogyvari-Vigh et al., 2000). Toutefois, cette augmentation est transitoire avec
un influx maximum 4 heures aprés 1’occlusion de 1’artére cérébrale moyenne avant une
baisse significative qui perdure jusqu’a 48 heures aprés le choc ischémique (Somogyvari-
Vigh et al., 2000). Finalement, I’activité du transporteur PTS-6 supporte la présence de
lipopolysaccharides (LPS), suggérant ainsi que le transport du PACAP vers le cerveau
n’est pas modifié suite a la libération de cytokines ou en cas de rupture partielle de la

BHE (Nonaka et al., 2005).
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1.8 Digestion protéolytique du PACAP

Les peptides sont connus pour leur pauvre stabilité métabolique provenant de leur
forte susceptibilité & subir la protéolyse. Cette prompte dégradation permet une
inactivation rapide des hormones peptidiques aprés que celles-ci aient exercé leur(s)
fonction(s) biologique(s). Au niveau cellulaire et tissulaire, la dégradation peptidique
implique généralement des endopeptidases spécifiques. A I’inverse, la protéolyse
répertoriée au niveau de la circulation systémique met usuellement en jeu des
exopeptidases a spécificité réduite (Adessi & Soto, 2002). Il a été démontré chez la
souris, que la principale enzyme de dégradation du PACAP est la dipeptidyl-peptidase IV
(EC 3.4.14.5; DPP 1V) (Zhu et al., 2003). En effet, chez des souris dont le géne codant
pour cette enzyme a été inactivé, la formation de métabolites du PACAP au niveau
sanguin est pratiquement absente suite & une injection intraveineuse de PACAP38 (Zhu et
al., 2003). Notamment, la demi-vie plasmatique du PACAP chez ces souris déficientes
pour le géne de la DPP IV est significativement augmentée en comparaison aux souris

sauvages.

Le réle clé de 1a DPP IV dans I’inactivation d’importants neuropeptides est connu
depuis plus de 30 ans. Cette enzyme agit en clivant des dipeptides & partir de ’extrémité
N-terminale de ses substrats (Mentlein, 1999). Malgré la modification relativement
minime que peut représenter la perte de deux résidus N-terminaux chez des peptides de
bonne dimension, I’activité biologique de nombreux peptides, tels que le NPY, le GLP-1,
la GRH et I’endomorphine-2, est efficacement régulée par I’action catalytique de la DPP
IV (Mentlein, 1999). La DPP IV a ét€ isolée a partir d’homogénats de foie de rat sur la
base de sa capacité a libérer le naphthylamine du dipeptide Gly-Pro-2-naphthylamine
(Hopsu-Havu & Glenner, 1966). En fonction de cette propriété, cette enzyme fut
initialement nommée glycylproline naphtylamidase. Il a été longtemps considéré que la
DPP IV des mammiferes reconnait que les séquences Xaa-Pro ou Xaa-Ala & I’extrémité
N-terminale des peptides (Mentlein, 1999). Néanmoins, il est maintenant reconnu que la
DPP 1V est capable de cliver apres les dipeptides Xaa-Gly, Xaa-Ser, Xaa-Val et Xaa-Leu

avec des rendements cependant inférieurs (Brandt et al., 2006; Mentlein, 1999; Martin et
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al., 1993). A la position N-terminale, la présence d’un résidu hydrophobe ou basique
favorise la reconnaissance du peptide par la DPP IV (Mentlein, 1999). A I’opposé, la
DPP IV présente une affinit€é modérée pour les peptides ayant un résidu chargé
négativement a la position 1 (Mentlein, 1999). Un groupement amine libre est
indispensable pour le clivage du dipeptide & partir de ’extrémité N-terminale (Mentlein,
1999). De plus, la longueur de la chaine polypeptidique ainsi que la structure secondaire
du peptide peuvent influencer I’affinit€ de la DPP IV pour ses substrats peptidiques
(Kithn-Wache et al., 2003; Mentlein, 1999). Par exemple, la DPP IV présente une trés
faible affinit€ pour le fragment 1-6 du glucose-dependent insulinotropic polypeptide
(GIP) en comparaison au peptide GIP(1-30) (Kiihn-Wache et al., 2003).

En ce qui concerne le PACAP, I’enlévement des résidus histidine-1 et sérine-2
engendre la formation du fragment PACAP(3-38), conduisant & une diminution
importante de I’activité biologique du peptide. La DPP IV est largement distribuée dans
de nombreux tissus et on la retrouve abondamment a la surface luminale des cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins (Mentlein, 1999). Des niveaux élevés d’activité de
cette enzyme ont été observés dans les reins, les poumons, le foie et les glandes
surrénales (Mentlein, 1999). Puisque la DPP IV est une protéine membranaire, celle-ci
n’est que faiblement présente en tant qu’enzyme soluble véhiculée dans le sang
(Mentlein, 1999). Finalement, une activité protéolytique significative de la DPP IV a
également été€ caractérisée dans le SNC et au niveau de la BHE (Mentlein, 1999). 1 faut
€galement noter que la DPP IV posseéde une affinité 15 fois plus faible pour le PACAP27
que pour le PACAP38 (Lambeir et al., 2001). En revanche, il a ét€ observé que
I’endopeptidase neutre 24.11 (NEP) exprimée par les cellules endothéliales des poumons
(Roques et al., 1993), est incapable de dégrader le PACAP38, bien que celle-ci posséde la
capacité de réduire le PACAP27 (Gourlet et al., 1997b). En effet, suite & une incubation
in vitro de VIP et des deux formes moléculaires du PACAP en présence de NEP purifiée,

des fragments (1-22) et (1-25) n’ont pas été obtenus dans le cas du PACAP38 (Gourlet et
al., 1997b).
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2. Récepteurs du PACAP

Suite 4 la découverte du PACAP, deux types de sites de liaison ont été
caractérisés sur la base de leurs affinités relatives envers le PACAP et le VIP. Les sites de
liaison de type I montrent une haute affinité envers les deux formes moléculaires du
PACAP mais lient le VIP avec une affinité 1000 fois inférieure (Vaudry er al., 2000b). A
Popposé, les sites de liaison de type II présentent une affinité similaire envers le VIP, le
PACAP27 et le PACAP38. Au cours des années 90, le clonage et la caractérisation
pharmacologique de ces récepteurs ont révélé I’existence de trois récepteurs pour le VIP
et le PACAP, nommés respectivement VPACI1, VPAC2 et PACI (Harmar et al., 1998).
Ces trois récepteurs correspondent a des récepteurs A sept domaines transmembranaires
couplés aux protéines G (RCPG) et peuvent lier différents peptides de la superfamille
VIP/GRF/glucagon avec des affinités variables (Tableau 1). En effet, le récepteur VPACI
possede une certaine affinité pour le peptide histidine-isoleucine (PHI) (ou peptide
histidine-méthionine (PHM) chez I’humain), le GRF, I’hélodermine ainsi que la sécrétine
(Usdin et al., 1994; Vaudry et al., 2000b). Pour sa part, le récepteur VPAC2 ne peut lier
la sécrétine, mais présente une affinité pour I’hélodermine supérieure a celle du récepteur
VPACI (Svoboda et al., 1994). Tous ces peptides naturels agissent comme agonistes des
récepteurs VPACI1 et VPAC2 et ne peuvent, 2 I’exception de la sécrétine, différencier les
récepteurs de la classe II. Il importe de mentionner que les profils pharmacologiques
observés pour ces peptides naturels peuvent varier en fonction de ’espéce étudide,
comme décrit dans le cas de I’interaction du PHI avec le récepteur VPAC1 humain et

murin (Couvineau et al., 1996).

Les sites de liaison de type I reconnaissent les peptides VIP, hélodermine et PHI
avec une faible affinité et ne peuvent lier le GRF et la sécrétine (Cauvin et al., 1990;
Morrow et al., 1993). En revanche, le maxadilan, un peptide isolé a partir de la glande
salivaire de la mouche Lutzomyia longipalpis, s’avére étre un ligand sélectif & haute
affinité du récepteur PAC1 (Moro & Lerner, 1997). Notamment, ce peptide agit comme
un puissant agoniste du récepteur PAC1 et ne démontre aucune capacité a activer les

récepteurs VPAC1 et VPAC2 (Uchida et al., 1998). Ce résultat est surprenant, dans la
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mesure ou ce peptide de 61 acides aminés comprenant deux ponts disulfures ne présente

aucune homologie de séquence significative avec le PACAP.

Tableau I: Affinité relative des différents ligands naturels des récepteurs du PACAP.

Sites de liaison  Récepteurs Ligands naturels
Haute affinité Faible affinité
Type 1 PACI1 PACAP38, PACAP27, Hélodermine, VIP, PHI
Maxadilan (PHM)
VPACI1 VIP, PACAP38, PACAP27, Sécrétine, GRF,
Type I PHI (PHM) Hélodermine
VPAC2 VIP, PACAP38, PACAP27, GRF

PHI (PHM), Hélodermine

2.1 RCPG de la classe B

Les RCPG forment une grande famille de protéines membranaires a sept domaines
transmembranaires hélicoidaux qui peuvent lier diverses hormones ou transmetteurs,
activant ainsi plusieurs cascades de signalisation intracellulaire. En fonction de leur
séquence primaire, de leurs caractéristiques biochimiques et structurales et de la nature de
leurs ligands endogénes, les RCPG peuvent étre classifiés en différentes familles et
plusieurs classifications sont actuellement retrouvées dans la littérature (Gether, 2000;
Kolakowski, 1994; Bockaert & Pin, 1999; Fredriksson et al., 2003). Par exemple, la
classification de Kolakowski (1994) repose sur une numérotation en lettres (A a F),
contrairement 2 la classification de Bockaert & Pin (1999) qui consiste en cinq familles,
numérotée de 1 a 5 en fonction des caractéristiques structurales et des fonctions
physiologiques des RCPG. Les trois principales familles de RCPG (Gether, 2000) sont
présentées au Tableau II. Tout d’abord, la famille A (Rhodopsin, famille 1) est la famille
de RCPG la plus importante et la plus abondamment étudiée, tant sur ’aspect structural
que fonctionnel. Celle-ci peut étre subdivisée en trois (ou six) catégories en fonction des
ligands (Bockaert & Pin, 1999; Gether, 2000). Particulierement, les RCPG de la classe A
présentent une grande hétérogénéité au niveau de leurs ligands. La famille B (Secretin ou
Famille 2) inclus plus d’une vingtaine de RCPG pour divers neuropeptides et hormones

peptidiques (Gether, 2000). Finalement, les RCPG de la famille C (Glutamate ou famille
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3) sont caractérisés par la présence d’un trés large domaine N-terminal, pouvant atteindre

pres de 600 acides aminés (Gether, 2000).

Notamment, les peptides de la superfamille VIP/GRF/glucagon activent les RCPG
de la classe B (Tableau II). Cette famille, classe II ou secretine-like receptors, comprend
un nombre restreint de membres en comparaison avec la classe A des RCPG (rhodopsin-
like receptors), qui en contient plusieurs centaines (Gether, 2000). Outre les peptides de
la superfamille VIP/GRF/glucagon, on retrouve également parmi les ligands des RCPG
de la classe B, la corticolibérine (CRF), la calcitonine et ’hormone parathyroide (PTH)
(Tableau II; Harmar, 2001; Gether, 2000). Tous ces ligands naturels des RCPG de la
classe B correspondent a des peptides de haut poids moléculaire constitués d’un
minimum de 27 résidus et présentant des structures primaires et secondaires relativement
homogenes (Hoare, 2005). A 1’opposé, les récepteurs de la classe A peuvent étre activés
par une large diversit€é de composés allant du photon aux peptides en passant par les
lipides et les amines (Tableu II; Gether, 2000). D’autre part, les RCPG de la classe B
renferment un motif structural distinctif constitué d’un large domaine N-terminal
extracellulaire composé de plus de 120 acides aminés (Laburthe ef al., 1996). Ce domaine
extracellulaire contient 10 résidus hautement conservés, dont six cystéines, ainsi que de
nombreux sites potentiels de glycosylation (Laburthe er al., 2007). De plus, les génes
codant pour les RCPG de la classe B présentent une organisation complexe avec de
nombreux introns et un minimum de 12 exons (Laburthe et al., 1996). Finalement, les
récepteurs des peptides de la superfamille VIP/GRF/glucagon ne renferment qu’une
faible homologie de séquence avec les autres groupes de RCPG (Laburthe et al., 1996).
L’ensemble de ces données indique que les RCPG de la classe B forment une famille
relativement homogene tant au niveau de leur structure que de la nature moléculaire de

leurs ligands endogenes (Tableau II).
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Tableau II: Classification des trois principales familles de GPCR.

(Adapté de Gether, 2000)

Schéma* Famille

Principaux ligands

Famille A
Famille I

Famille Rhodopsin

Famille B
Famille II

Famille Secretin

Famille C
Famille 111

Famille Glutamate

C

Sérotonine
Dopamine
Histmine
Endothéline
Urotensine
Vasopressine
LH /FSH
Somatostatine
Neuropeptide Y

VIP
PACAP
Sécrétine
Calcitonine
CGRP
PTH
Glucagon
GLP-1

GIP
GHRH

Glutamate
Calcium
GABA

Phéromones

*Les résidus hautement conservés au sein d’'une méme famille sont représentés par un cercle blanc.

*Les résidus cystéines impliqués dans un pont disulfure sont indiqués par un cercle noir.
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2.2 Outils pharmacologiques des récepteurs du PACAP

Dans I’optique d’une meilleure caractérisation des effets biologiques médiés par
les récepteurs PAC1, VPACI et VPAC2, plusieurs études ont tenté de développer des
analogues sélectifs envers chacun de ces trois récepteurs. Le Tableau III résume les
principaux outils pharmacologiques disponibles a ce jour. Comme mentionné
précédemment, le maxadilan est le seul agoniste sélectif du récepteur PAC1 actuellement
disponible. En outre, la délétion de 19 acides aminés situés entre les positions 24 et 42 du
maxadilan a conduit au développement d’un puissant antagoniste sélectif du récepteur
PAC1 (Moro et al., 1999). Le fragment 6-38 du PACAP est quant a lui I’antagoniste du
récepteur PACI1 le plus couramment employé a ce jour (Robberecht et al., 1992a).
Cependant, celui-ci s’avere également étre un faible agoniste du récepteur VPAC2
(Dickenson et al., 1997). De méme, il a été récemment observé que le PACAP(6-38)
induit, tout comme le PACAP38, une libération de neuropeptides au niveau des fibres
sensorielles de la trachée de rat (Reglodi et al., 2008). Ces observations soulignent les
restrictions a 1’égard de I'utilisation du PACAP(6-38) comme antagoniste lors d’essais
biologiques complexes impliquant plusieurs types et sous-types de récepteurs.
Derniérement, suite au criblage de larges chimiothéques, les premiers antagonistes non-
peptidiques de faibles poids moléculaire des récepteurs du PACAP et du VIP ont été
caractérisés pour le récepteur PAC1 (Beebe er al.,, 2008). Ces composés, de type
hydrazide, possédent un Ki variant de 56 & 204 nM. 1l faut néanmoins noter que la
sélectivité de ces composés envers le récepteur PAC1 n’a pas été confirmée
puisqu’aucune étude concernant leurs affinités pour les récepteurs VPACI ou VPAC2 n’a

été publiée a ce jour.

En ce qui concerne les dérivés sélectifs envers les récepteurs VPAC1 et VPAC2,
ils sont principalement issus d’analogues modifiés du VIP. Par exemple, par une
approche expérimentale de type Ala-Scan supportée par de la modélisation moléculaire,
Nicole et al. (2000) ont développé un puissant agoniste sélectif envers le récepteur
VPACI, soit I'[Ala"!, Ala®, Ala®]VIP. D’autre part, le dérivé (cyclo 21-25)[Ac-Glu®,
OCH;-Tyr'®, Lys'?, Nle'’, Ala", Asp®, Leu®, Lys”, Lys®*]VIP, ou Ro 25-1392, est
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reconnu comme €tant I’agoniste le plus sélectif du récepteur VPAC2 (Xia er al., 1997,
Tableau III). 1I faut noter que le seul antagoniste hautement sélectif des récepteurs de type
IT présentement disponible consiste en un dérivé chimérique VIP/GRF, I’[Ac-His!, D-
Phe’, Lys", Arg'®, Leu'’]VIP(3-7)/GRF(8-27) ou PG-97-269, qui lie sélectivement le
récepteur VPACI (Gourlet et al., 1997a).

Tableau III: Principaux outils pharmacologiques pour I’étude des récepteurs PACI,
VPACI1 et VPAC2.

Agonistes Antagonistes
Récepteur Peptides Limitations Peptides Limitations
des(24-42)Maxadilan -
Maxadilan - (Moro et al., 1999)
(Moro et al., 1997)
PACAP(6-38) Faible agoniste
PACI (Robberecht et al., 1992a) VPAC2
Hydrazides Aucune donnée
(Beebe et al., 2008) pour VPACI et
VPAC2
[A" AZ ABIVIP - [Y’,Dip'®]VIP(6-23) Affinité moyenne
(Nicole et al., 2000) (Tams er al., 2000) envers VPAC2
[K"R'SLYIVIP (1- - PG 97-269 Faible affinité
VPACI 7)/GRE (8-27) (Gourlet er al., 1997a)  pour VPAC2
(Gourlet et al., 1997¢)
e Agoniste du
[R™]Sécretine récepteur de la
(Gourlet et al., 1996b) sécrétine
Ro 25-1392 -
(Xia et al., 1997) PG 99-465 Faible agoniste
VPAC2 (Moreno et al., 2000) VPACI

Ro 25-1553
(O’Donnell et al., 1994)

Activation de
PACI1

2.3 Distribution des récepteurs du PACAP

Comme le PACAP, les récepteurs PAC1, VPAC1 et VPAC2 sont largement
distribués tant au niveau du SNC que dans les tissus périphériques. Il est généralement
admis que les sites de liaison de type I sont plus abondants et plus largement distribués
dans I’ensemble du SNC que les sites de type II, dont la distribution est restreinte a des

régions plus localisées du cerveau (Vaudry er al., 2000b). Notamment, une densité élevée
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de sites de liaison de type I a été mise en évidence au niveau du cortex cérébral, du bulbe
olfactif, de ’hippocampe, de I’hypothalamus, du cervelet, du thalamus, de I’épithalamus
et de la moelle épiniere (Nakamachi er al., 2008; Joo et al., 2004; Cauvin et al., 1991;
Basille er al., 1994). Les sites de liaison de type II sont principalement retrouvés dans le
cortex cérébral, le thalamus, I’hypothalamus et le cervelet (Joo et al., 2004; Vertengon et
al., 1997, Basille et al., 1993). Chez le raton, les niveaux d’ARNm codant pour le
récepteur PACI sont plus €élevés que ceux codant pour les récepteurs VPACI et VPAC2
(Basille et al., 2000). Dans le cervelet humain, le récepteur PAC1 est abondamment
exprimé, le récepteur VPACI est présent dans une moindre mesure et le récepteur
VPAC?2 est pratiquement indétectable (Basille ef al., 2006). Au niveau cellulaire, les deux
types de sites de liaison sont retrouvés dans les neurones, les cellules microgliales et les
astrocytes, contrairement aux oligodendrocytes qui expriment exclusivement le récepteur
PACI (Joo et al., 2004; Tatsuno et al., 1990). Dans les neurones, le récepteur PAC]1 est
principalement localisé sur la membrane cellulaire des corps cellulaires et des dendrites

(Shioda et al., 1997).

Les trois types de récepteurs sont aussi largement exprimés dans d’autres organes et
leur distribution relative est tissus-dépendante (Vaudry et al., 2000b). Des sites de liaison
de type 1 sont fortement exprimés au niveau de I’hypophyse antérieure (Gottschall et al.,
1990) et des ARNm codant pour le récepteur PAC1 ont été mesurés dans différentes
sous-divisions de I’hypophyse (Hashimoto er al., 1996; René et al., 1996; Vertongon et
al., 1995). Il a aussi ét¢ mis en évidence par hybridation in situ, que ’ARNm du
récepteur VPAC2 est largement distribué dans ’hypophyse antérieure, contrairement au
récepteur VPACI, qui lui n’est pas exprimé (Vertongon et al., 1995; Usdin et al., 1994).
Des sites de liaison pour le PACAP ainsi que des ARNm codant pour les trois récepteurs
ont ét€ identifiés dans la plupart des glandes endocrines (Vaudry et al., 2000b). Les
récepteurs VPACI1 et VPAC2 sont abondamment présents au niveau des muscles lisses
(vaisseaux sanguins, systemes digestif et reproducteur), des reins, des poumons et de la
rate (Harmar et al., 2004; Usdin et al., 1994; Vaudry et al., 2000b). L’expression du
récepteur PAC1 en périphérie semble &tre restreinte & certains tissus spécifiques, tels que

les testicules, les ovaires, le pancréas et les macrophages (Vaudry et al., 2000b).
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2.4 Variants d’épissage alternatif du récepteur PAC1

Parmi les trois récepteurs du PACAP, le récepteur PAC1 est caractérisé par la
présence de nombreux variants d’épissage alternatif fonctionnels (Laburthe & Couvineau,
2002; Lutz et al., 2006; Shioda et al., 2003). Un minimum de neuf variants ont €té décrits
a ce jour, dont six découlent de la présence ou de I’absence de trois cassettes distinctes
nommées hip, hopl et hop2, constituées de 28 acides aminés et qui s’inseérent a
I’extrémité de la troisieme boucle intracellulaire (IC-III) (Spengler et al., 1993; Shioda et
al., 2003). Les variants ainsi obtenus se nomment PAC1-R (forme courte sans section),
PACI-hip, PACI-hopl, PAC1-hop2, PACI1-hiphopl et PACI1-hiphop2 (Spengler et al.,
1993). Deux autres variants, soit les formes courte (PACI1-S) et trés courte (PACI-VS),
sont respectivement caractérisés par la délétion d’une séquence de 21 et de 57 acides
aminés au niveau du domaine N-terminal (Dautzenberg et al., 1999; Daniel et al., 2001).
Finalement, le variant PAC1-TM4 est défini par la présence de légéres modifications de
séquence au niveau des segments transmembranaires TM-II et TM-IV (Chatterjee et al.,
1996). Toutefois, cette liste n’est pas totalement exhaustive puisqu’une multitude de
combinaisons d’épissage semble exister et que la littérature sur ce sujet reste encore

aujourd’hui quelque peu contradictoire (Ushiyama et al., 2007; Lutz et al., 2006).

Il faut noter que chez la souris, le géne codant pour le récepteur PAC1 contient plus
de 18 exons, favorisant ainsi cette importante hétérogénéité (Aino et al., 1995). La
présence de ces variants d’épissage a une incidence fonctionnelle puisque leurs profils
pharmacologiques respectifs peuvent différer les uns des autres. Par exemple, les variants
PAC1-VS et PACI1-S présentent une augmentation de leur affinité envers le VIP et une
perte d’affinité pour les deux formes moléculaires du PACAP (Dautzenberg et al., 1999).
En outre, Ushiyama et al. (2007) ont récemment démontré que les affinités relatives du
récepteur PAC1 envers le PACAP, le VIP et le maxadilan peuvent également &tre
modulées par des altérations de la séquence au niveau de la troisieme boucle
intracellulaire (IC-3). A cet égard, la présence de la casette hop2 augmenterait I’affinité
du récepteur PAC1 envers un antagoniste dérivé du VIP (Pilzer & Gozes, 2006).

L’expression différentielle de ces variants, leurs profils pharmacologiques distinctifs ainsi
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que les divergences au niveau des voies de transduction du signal qu’ils peuvent induire,
compliquent considérablement I’étude des effets biologiques régulés par le systéme

PACAPergique.
2.5 Mécanismes de transduction du signal

En fonction de I’espece, du tissu, du type cellulaire et de I’expression relative des
types et sous-types de récepteurs, le PACAP peut agir sur une variété de voies de
signalisation intracellulaires. Globalement, il est reconnu que les récepteurs VPACI et
VPAC2 sont majoritairement couplés a une protéine Gs qui stimule I’adénylyl cyclase,
induisant ainsi la formation d’AMPc (Harmar et al., 1998) (Figure 8). Une stimulation de
la mobilisation calcique induite par I’activation des récepteurs VPAC a également été
décrite dans quelques types cellulaires (DeHaven & Cuevas, 2004 ; Rangon et al., 2005).
Notamment, chez les ostéoclastes et les monocytes, les récepteurs VPAC peuvent étre
couplés aux protéines Gq, entrainant ainsi la stimulation de la voie phospholipase C
(PLC) / inositol triphosphate (IP3;) / diacyglycérol (DG) et la libération de Ca™
intracellulaire (Ransjo et al., 2000; El Zein et al., 2008). En outre, il a été montré par
microscopie confocale, que le récepteur VPACI peut interagir avec différentes RAMP
(receptor activity-modifying protein) et que cette interaction module les voies de
signalisation cellulaire (Christopoulos er al., 2003). Par exemple, le couplage du
récepteur VPACI avec la protéine RAMP?2 favorise I’hydrolyse du phosphatidylinositol-
biphosphate (PIP,) suite & I’activation du récepteur sans stimuler la formation d’ AMPc
(Christopoulos e al., 2003). A cet égard, de nombreux RCPG de la classe B interagissent
avec les RAMP affectant ainsi différentes fonctions telles que I’activation du récepteur, la
stimulation des voies de transduction du signal, I’internalisation du récepteur et son

recyclage subséquent (Sexton et al., 2006).

Le récepteur PACI est habituellement couplé positivement a la voie de 1’adénylyl
cyclase et a celle de la phospholipase C (PLC) (Vaudry et al., 2000b). De plus, suite & son
activation, le récepteur PAC1 peut également induire une augmentation de la

concentration de calcium intracellulaire via I’ouverture de canaux calciques de type L
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(Shioda et al., 2000). Toutefois, en fonction du variant d’épissage exprimé, différentes
voies de transduction de signal peuvent étre privilégiées. Par exemple, les variants PAC1-
Hip et PAC1-TM4 n’activent pas la PLC tandis que le variant PAC1-VS démontre une
perte de son potentiel & stimuler la formation d’ AMPc (Spengler ef al., 1993; Chatterjee
et al., 1996; Ushiyama et al., 2007).

PAC1 VPAC

Ca™ | PKC PKA

Figure 8: Représentation schématique des principaux seconds messagers associés 2
P’activation des récepteurs du PACAP.

3. Activité biologique du PACAP

La distribution ubiquitaire du PACAP et de ses récepteurs suggére que ce peptide
exerce de nombreuses activités biologiques. De fait, le PACAP en agissant comme un
neuropeptide, un neurotransmetteur, une (neuro)hormone ou un facteur trophique, induit
des effets physiologiques variés au niveau du SNC, de I’hypophyse, des gonades, des
glandes endocrines et des systémes respiratoire, digestif, cardiovasculaire, urinaire et

immunitaire (Vaudry et al., 2000b).
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3.1 Effets du PACAP sur le systéme nerveux central

Au niveau du SNC, la plus forte expression de PACAP et de ses récepteurs est
retrouvée dans I’hypothalamus, ol le neuropeptide semble réguler I’activité de diverses
populations de neurones hypothalamiques. Par exemple, I’injection intra-
cérébroventriculaire (icv) de PACAP stimule la synthése et la libération de somatostatine,
de gonadolibérine (GnRH), de corticolibérine (CRF) et de prolactine (Li er al., 1996;
Grinevich et al., 1997; Bredow et al., 1994). Néanmoins, les effets du PACAP sur le
systtme de la gonadolibérine sont complexes et des effets contradictoires peuvent &tre
observés entre les modeles in vivo et in vitro et en fonction de ’espéce étudiée, du sexe,
du cycle menstruel et de la voie d’injection (iv ou icv) (Counis et al., 2007). Par exemple,
Pinjection icv de PACAP a des rats femelles, juste avant ’ovulation (période proestrus),
peut inhiber la libération de ’hormone lutéinisante (LH) par I’hypophyse antérieure en
influengant les niveaux de corticolibérine et d’opioides endogénes au niveau de
I’hypothalamus, conduisant ainsi & une inhibition de 1’ovulation chez la rate (Koves et al.,
2003). Cet effet physiologique est en contradiction avec la capacité du PACAP a induire
la synthése de la gonadolibérine par I’hypothalamus suite & une injection icv (Li et al.,
1996). De méme, il a été abondamment décrit que le PACAP induit, de facon similaire a
la gonadolibérine, la libération de gonadotrophines de cellules de 1’hypophyse antérieure
en culture (Culler er al., 1991; Hart et al., 1992; Perrin et al., 1993). A I’opposé,
I'injection iv de PACAP réduit I’expression du géne de la gonadolibérine au niveau de
I’hypothalamus (Li et al., 1996). Globalement, le PACAP agit au niveau de
I’hypothalamus en tant que neuromodulateur et/ou neurotransmetteur régulant la synthése
et la libération d’agents hypophysiotropes classiques. D’autre part, en agissant sur
I’hypophyse postérieure, le PACAP peut induire une libération d’ocytocine et de
vasopressine dans la circulation sanguine (Gillard er al., 2006; Lutz-Bucher et al., 1996).
En relation avec I’expression relative des récepteurs PAC1, VPACI et VPAC2 dans de
nombreux types cellulaires du SNC, le PACAP exerce des effets variés sur diverses
populations de neurones et de cellules de soutien dans de nombreuses régions du SNC.
Toutefois, les effets biologiques du PACAP sur le SNC les plus décrits concernent ses

activités neurotrophiques et neuroprotectrices.
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3.1.1 Effets neurotrophiques du PACAP

Les ARNm codant pour le PACAP et ses récepteurs sont détectables au niveau du
SNC de I’embryon trés tot au cours de la gestation; d&s E9.5 chez la souris et dés E11
chez le rat, suggérant ainsi un réle clé du PACAP dans le développement neuronal
(Sheward er al., 1998 ; Zhou et al., 1999). Chez I’humain, les ARNm codant pour les
récepteurs PACI et VPACI sont exprimés dans le cervelet dés la quinziéme semaine de
gestation (Basille er al., 2006). Au cours du développement, le PACAP contribue 2 la
formation du tube neuronal, favorise la prolifération des neurones et retarde la
myélinisation des précurseurs des oligodendrocytes (Washek et al., 1998; Lee et al.,
2001). D’autre part, le PACAP induit la différenciation des cellules souches neuronales
provenant d’embryons de souris a2 E14.5 en astrocytes (Ohno er al., 2005) et stimule celle
des neuroblastes cérébelleux issus de ratons 4gés de 8 jours (Gonzalez et al., 1997).
Particulierement, le PACAP exerce des effets importants et complexes sur le
développement du cervelet. Par exemple, ce neuropeptide induit & la fois un arrét
transitoire de la migration des neurones en grain au niveau de la couche des cellules de
Purkinje (Cameron et al., 2007) mais aussi une augmentation significative de 1’épaisseur
du cortex cérébelleux (Vaudry et al., 1999). L’ensemble de ces résultats indique qu’au
cours du développement du SNC, le PACAP est impliqué dans le contrdle de la
prolifération, de la différenciation, de la migration et de la survie cellulaire. La variation
spatio-temporelle des effets neurotrophiques induits par le PACAP provient
vraisemblablement de I’expression relative de ses récepteurs et des différents variants, du
type cellulaire, de la machinerie intracellulaire exprimée, ainsi que de la présence ou non

d’autres facteurs trophiques.

3.1.2 Effets neuroprotecteurs du PACAP

Depuis la fin des années 90, de nombreuses études ont rapporté que le PACAP
exerce un effet neuroprotecteur vis-a-vis de divers agents neurotoxiques dans des
modeles d’expérimentation in vitro variés. Par exemple, le PACAP atténue la mort des

cellules de phéochromocytome de rat (PC12) induite par le peptide B-amyloide, le prion
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ou la roténone (Onoue et al., 2002a; Onoue et al., 2002b; Wang et al., 2005). Le PACAP
favorise aussi la survie des cellules en grain du cervelet cultivées en conditions de
privation de sérum ou exposées & des agents neurotoxiques tels que le peroxyde
d’hydrogene, I’éthanol ou les céramides (Bhave & Hoffman, 2004; Vaudry e al., 2002a;
Vaudry et al., 2002b; Falluel-Morel et al., 2004). L’effet anti-apoptotique du PACAP a
également €t€ démontré i I’aide de neurones corticaux exposés aux lipopolysaccharides
ou au glutamate (Kong er al., 1999; Shintani et al., 2005). Le PACAP atténue aussi
Pactivation des cellules microgliales en conditions d’hypoxie, favorisant ainsi la survie
des cellules neuronales maintenues en co-culture (Suk er al., 2004). Ceci suggere que

I’effet protecteur du PACAP sur les neurones peut étre direct ou indirect.

Parallélement, le potentiel neuroprotecteur du PACAP a été confirmé dans divers
modeles in vivo d’atteintes du SNC. Par exemple, dans un modele de maladie de
Huntington, le PACAP réduit la mortalité neuronale induite par I’injection d’acide
quinoléique (Tamas et al., 2006). De méme, le PACAP protége significativement les
neurones dopaminergiques contre la neurotoxicité de la 6-hydroxydopamine, réactif
couramment employé pour provoquer une neurodégénérescence similaire & celle
retrouvée chez les patients atteints de la maladie de Parkinson (Reglodi et al., 2004b).
Dans ce modele, I’effet neuroprotecteur du PACAP s’accompagne d’une amélioration des
fonctions motrices (Reglodi et al., 2004b). En outre, I’injection de PACAP réduit les
atteintes neurologiques et facilite la reprise comportementale chez le rat ayant subi des
dommages traumatiques au cerveau et a la moelle épiniére (Farkas et al., 2004; Chen &
Tzeng, 2005). Particulierement, il a été établi que le PACAP exerce un effet
neuroprotecteur chez les animaux ayant subi une ischémie cérébrale (Tableau IV; Ohtaki
et al., 2008). En effet, une injection iv de PACAP suivie d’une perfusion réduit
considérablement la taille de la zone infarcie provoquée par une ischémie transitoire
induite par I’obstruction de I’artere cérébrale moyenne (Reglodi et al., 2000). Le PACAP
protege également les neurones méme lorsqu’il est injecté par voie iv vingt-quatre heures
apres I’ischémie (Uchida et al., 1996). Ceci témoigne de I’intérét thérapeutique unique du
PACAP dans la mesure ol celui-ci peut &tre administré assez longtemps aprés la

survenue de ’AVC. L’effet protecteur du PACAP est également retrouvé lorsque le
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peptide est injecté en une seule dose par voie icv avant ’épisode cérébro-ischémique
(Dohi et al., 2002; Tamas et al., 2002). Récemment, en utilisant des souris dont le géne
codant pour le PACAP a ét€ invalidé, deux études ont montré que le PACAP endogéne
contribue a la protection des neurones (Figure 9) et favorise la récupération fonctionnelle
en cas d’ischémie cérébrale (Chen et al., 2006; Ohtaki et al. 2006).

Tableau IV: Résumé des différents modeles d’ischémie cérébrale ayant démontré un
effet neuroprotecteur du PACAP.

Espéce  Modéle* Voie Doses Début Référence
Rat 4VO icv 0.1-10 pmol/h Oh Uchida et al., 1996
iv 160 pmol/h 24 h apres
Rat CA icv 1 pmol/h Oh. Shioda et al., 1998
Rat MCAOt v 20 nmollkg + 160 Oh. Reglodi et al., 2000
pmol/h 4, 8,12 h apres

Rat MCAOp  icv 450 pmol/rat avant Tamas et al., 2002
Rat CA icv 1 pmol/h 48 h avant Dohi et al., 2002
Rat MCAOp  icv 0.25 24 pg/rat avant Reglodi et al., 2004a
Souris MCAOt v Snmol/kg + 16 pmol/h  Oh Ohtaki et al., 2006
Souris MCAOp iv 0.75 nmol/souris 1 h aprés Chen et al., 2006

* 4VO = occlusion des quatres vaisseaux CA = arrét cardiaque

MCAO! = occlusion transitoire de ’artére cérébrale moyenne
MCAOp = occlusion permanente de I’artére cérébrale moyenne

PACAP +/+

PACAP -/-

Figure 9: Coupes de cerveaux provenant de souris sauvages et de souris PACAP
knockout ayant subi une occlusion permanente de I’artére cérébrale moyenne. Les
tranches de cerveaux ont été colorées a I’aide de chlorure de 2,3,5-triphényltétrazolium
(TTC). Les zones infarcies apparaissent en blanc. (Tiré de Ohtaki et al., 2006)
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3.1.3 Mécanismes des effets neuroprotecteurs du PACAP

L’activité neuroprotectrice du PACAP a été étudiée sur plusieurs modéles
cellulaires comme les neurones corticaux et les cellules en grain du cervelet (Vaudry et
al., 2002b ; Vaudry et al., 2003; Shintani et al., 2005). Sur ces cellules, I’effet du PACAP
peut étre bloqué par un antagoniste du récepteur PACI, le PACAP(6-38), et lorsque le
VIP est utilisé aux méme conccentrations, celui-ci n’a pas d’effet. Ces résultats indiquent
que I’action du PACAP met principalement en jeu les récepteurs PACI. Les études
mécanistiques réalisées sur ces cellules en culture indiquent que 1’effet neuroprotecteur
du PACAP implique une inhibition de la cascade apoptotique (Dejda et al., 2008).
Comme schématis€ a la figure 10, le PACAP, via I’activation du récepteur PACI, peut
agir sur les mécanismes d’induction de 1’apoptose en réprimant principalement la voie
mitochondriale. Sur les neurones en grain du cervelet en culture, le PACAP provoque une
augmentation de la production d’AMPc, ce qui active en cascade la protéine kinase A
(PKA) puis la mitogen-activated protein (MAP) kinase. La phosphorylation d’ERK induit
I’expression du géne c-fos qui stimule ensuite la transcription de Bcl-2. Bel-2 agit en
compétition avec des protéines pro-apoptotiques comme Bax pour maintenir I’ intégrité de
la membrane mitochondriale et ainsi empécher la libération du cytochrome C. Ceci réduit
I’activation en chaine des caspases initiatrices, comme la caspase-9, et effectrices, tel que
la caspase-3 (Vaudry et al., 2002b; Vaudry et al., 2003; Wang et al., 2005; Falluel-Morel
et al., 2004; Aubert et al., 2006). Dans plusieurs types cellulaires, le PACAP bloque
également I’apoptose en inhibant I’activation de la Jun N-terminal kinase (JNK) / stress-
activated protein kinase (SPAK) (Shioda er al., 2006). Au niveau des cellules en grain de
cervelet, le PACAP agit aussi en réduisant ’efflux potassique ce qui conduit ensuite 2
une inhibition de la caspase-3 (Mei ef al., 2004). La voie de la phospholipase C (PLC)
peut également contribuer & I’inhibition par le PACAP de lactivité de la caspase-3
(Vaudry et al., 2000a). L’ensemble des données in vitro indique que le PACAP favorise
la survie neuronale en bloquant essentiellement la voie apoptotique mitochondriale, via la
protéine Bcl-2, et en inhibant la caspase-3, enzyme-clé de I’apoptose (Dejda et al., 2008).

Toutefois, il importe de mentionner que les voies de transduction du signal régulées par le
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récepteur PAC1 dépendent du type cellulaire, du récepteur exprimé, de la concentration

de PACAP utilisée et de la présence ou non d’autres facteurs neurotrophiques.

PAC1

[K~]

Figure 10: Représentation schématique des mécanismes de transduction du signal
impliqués dans ’effet neuroprotecteur direct du PACAP.

Le mécanisme direct d’inhibition de 1’apoptose par le PACAP caractérisé dans
diverses populations neuronales in vitro apparait transposable in vivo. Par exemple, le
récepteur PACI est largement distribué dans le SNC ol il est exprimé par la majorité des
populations neuronales (Vaudry et al., 2000b). En outre, dans un modele d’ischémie
cérébrale chez la souris, le PACAP augmente 1’expression de Bcl-2 et inhibe la libération
de cytochrome C dans I’espace cytoplasmique (Ohtaki e al., 2006). Cependant, plusieurs
informations indiquent que les effets neuroprotecteurs du PACAP in vivo passent
principalement par une action indirecte impliquant 1’activation du récepteur PACI au

niveau des astrocytes. En effet, I’incubation d’astrocytes en présence de PACAP induit
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une augmentation du niveau d’interleukine-6 (IL-6) (Gottschall er al., 1994), connue pour
réduire le volume de la zone infarcie en cas ischémie cérébrale chez le rat (Loddick et al.,
1998). Parallélement, dans un modele d’ischémie cérébrale chez la souris, une
augmentation de la région nécrosique a ét€ observée suite a I’injection d’un anticorps
ciblant le récepteur de I’'IL-6 (IL-6R) (Yamashita et al., 2005). En outre, chez le rat ayant
subit un arrét cardiaque, le PACAP stimule la libération d’IL-6 dans le liquide
cérébrospinal (Shioda et al., 1998). Cette expression d’IL-6 s’accompagne d’une
inhibition de la phosphorylation des kinases JNK et p38 au niveau de 1’hippocampe, ce
qui favorise la survie cellulaire (Shioda er al., 1998). L’ensemble de ces résultats suggere
que Pactivité neuroprotectrice du PACAP pourrait également provenir de la libération
d’IL-6 par les astrocytes. Notamment, Ohtaki et al. (2006) ont montré que le PACAP
augmente I’expression de I'IL-6 dans le cerveau de souris et perd son activité
neuroprotectrice chez les animaux IL-6 knockout. L’augmentation d’IL-6 induite par le
PACAP favoriserait I’expression de la protéine anti-apoptique Bcl-2 afin de protéger les

neurones du stress induit par ’ischémie cérébrale (Ohtaki et al., 2006).

3.1.4 Effets du PACAP sur le comportement

Les effets du PACAP au niveau du SNC influencent également plusieurs aspects
du comportement des animaux, tels que la prise alimentaire, la mémorisation, le rythme
circadien, I’activité locomotrice et la transmission de la douleur (Hashimoto et al., 2006).
Tout d’abord, une concentration €élevée de neurones exprimant le PACAP et ses
récepteurs est retrouvée dans les régions hypothalamiques contrlant la prise alimentaire,
suggérant ainsi que le PACAP pourrait réguler 1’appétit (Arimura & Shioda, 1995). De
fait, I’injection icv de PACAP réduit la consommation de nourriture chez le poulet, le rat
et la souris (Tachibana et al., 2003; Chance et al., 1995 ; Morley et al., 1992 ). Chez le
rongeur, le PACAP bloque la consommation de nourriture préalablement induite par le
neuropeptide Y (NPY) (Chance er al., 1995). L’effet anorexigéne du PACAP est
principalement régulé par le récepteur PACI et semble impliquer le systtme

hypothalamique de la mélanocortine (Mounien et al., 2008).
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D’autre part, des souris dont le géne codant pour le récepteur PACI a été invalidé,
ont démontré des déficits d’apprentissage reliés 2 une perte d’excitabilité des fibres
hippocampiques (Otto et al., 2001). En outre, I’injection icv de PACAP chez le rat facilite
les processus mnémotechniques, supportant I’implication du systtme PACAPergique
dans les processus de mémorisation (Adamik & Telegdy, 2005 ; Sacchetti ef al., 2001).
La densité élevée de sites de liaison du PACAP et les variations circadiennes des niveaux
de PACAP retrouvées dans la glande pinéale suggérent que le PACAP est impliqué dans
la régulation des rythmes circadiens (Masuo et al., 1992 ; Fukuhara et al., 1998). De fait,
le PACAP stimule la synthése de mélatonine dans la glande pinéale de rat (Simonneaux
et al., 1993). Des déficits dans la régulation de la réponse face aux variations de la
luminosité conduisant 2 une désynchronisation du rythme circadien ont été observés chez

les souris PACAP knockout, appuyant ainsi I’implication du PACAP dans le contrdle du
rythme circadien (Colwell et al., 2004).

3.2 Effets du PACAP sur d’autres organes

En relation avec I’activité biologique qui a conduit 2 la découverte du PACAP, les
récepteurs de ce neuropeptide sont abondamment exprimés par 1’ensemble des cellules
endocrines de I’hypophyse antérieure (Vigh et al., 1993). Au niveau de ces cellules, le
PACAP favorise la libération de nombreuses hormones hypophysaires telles que
I’hormone de croissance (GH), I’hormone adrénocorticotropique (ACTH), 1’hormone
lutéinisante (LH) et ’hormone folliculostimulante (FSH) (Vaudry et al., 2000b). Le
PACAP peut moduler Iactivit€ de ’hypophyse soit en agissant directement sur les
cellules hypophysaires suite & sa libération dans le systtme porte hypophysaire, soit en
modulant Iactivité€ de I’hypothalamus (voir section 3.1) ou encore en agissant comme
hormone autocrine. Nonobstant le fait que le PACAP stimule la libération de la plupart
des hormones hypophysaires et qu’il se retrouve en forte concentration dans le systéme
porte hypophysaire, le réle physiologique du PACAP au niveau de 1’axe hypothalamo-
hypophysaire n’est toujours pas clairement établi et différe certainement de la fonction
des neurohormones classiques de stimulation telles que 1’hormone de libération de

I'hormone de croissance (GHRH), I’hormone thyréotrope (TRH) ou la gonadolibérine.
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De par ses roles de neuropeptide, de neurotransmetteur et d’hormone, le PACAP

agit €galement sur d’autres glandes endocrines, sur les gonades ainsi que sur de

nombreux systeémes physiologiques. Par exemple, I’injection de PACAP chez 1’humain

(10 pmol/kg/min pendant 20 minutes) induit une augmentation du débit cardiaque ainsi

qu’une augmentation de la force de contraction ventriculaire (Birk et al., 2007). En outre,

Li et al., 2007 ont montré que I’injection iv de PACAP (4 pmol/kg/min pour 120 minutes)

n’affecte pas significativement les niveaux de glucose sanguin et la pression artérielle. Le

tableau V résume quelques-uns des effets biologiques induits par le PACAP en y

associant ’expression relative des récepteurs retrouvés dans ces tissus.

Tableau V: Activités biologiques du PACAP au niveau périphérique et expression
relative des sites de liaisons du PACAP.

Tissus Type I*  Type II* Activités biologiques (Référence)
Hypophyse +++ + Stimulation de la libération de : (Vaudry er al., 2000b)
antérieure + Hormone de croissance

» Hormone adrénocorticotropique
o Hormone lutéinisante
¢ Hormone folliculo-stimulante
Hypophyse + Stimulation de la libération de vasopressine (Murase er al., 1993)
postérieure
Glandes ++ +/- Stimulation de la sécrétion et la biosynthése des (Hamelink et al., 2002)
surrénales catécholamines
Stimulation de la libération d’enképhalines (Hahm er al., 1998)
Glande thyroide - ++ Stimulation de la sécrétion de thyroxine (T;) (Chen er al., 1993)
Pancréas + ++ Stimulation de la sécrétion de lipase et d’amylase (Schmidt et al., 1993)
Stimulation des sécrétions d’insuline et glucagon (Winzell & Ahren,
2007)
Foie + ++ Stimulation de la libération de glucose (Sekiguchi er al., 1994)
Estomac + Effets sur la motilité gastrique (T icv/ { iv) (Ozawa et al., 1999)
Stimulation de la sécrétion d’acide gastrique (icv) (Ozawa et al., 1997)
Inhibition de la sécrétion d’acide gastrique (iv) (Piqueras et al., 2004)
Intestin + ++ Stimulation de la sécrétion de bicarbonate (Glad et al., 2003)
(duodénum)
Relaxation des muscles lisses (Mungan et al., 1992)
Rein -1+ ++ Protection contre les dommages rénaux (Szakaly et al., 2008)

ischémiques
Protection rénale dans le cadre du myélome
multiple

(Arimura et al., 2006)
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Poumons

Trachée

Testicules

Ovaires

Macrophages

Rate

Cceeur

Arteres
Veines

+++

++

++

++

++

++

++

Bronchodilatation
Stimulation de la sécrétion de mucus

Relaxation des muscles lisses

Stimulation de la stéroidogenése des cellules de
Leydig

Stimule la sécrétion d’estradiol des cellules de
Sertoli

Implication dans la spermatogenése

Stimulation de la synthése de la progestérone
Stimulation de la maturation de I’ovocyte
Inhibition de I'apoptose du follicule

Stimulation de la migration, la phagocytose et la
production de TNF-o et d’IL-6 chez les
macrophages inactifs

Effets anti-inflammatoires via la diminution de la
sécrétion de TNF-a, de NO et d’IL-1 chez les
macrophages activés

Diminution de la réaction inflammatoire suite &
un choc septique

Modulation de la synthése de cytokines

Augmentation du débit cardiaque et de la force de
contraction ventriculaire

Vasodilatation (cerveau, yeux, pancréas,
testicules, peau...)

(Lindén et al., 1995)
(Wagner et al., 1998)

(Conroy et al., 1995)
(El-Gehani er al., 2000)

(Heindel et al., 1992)
(Li & Arimura, 2003)

(Gris et al., 2005)
(Cecconi et al., 2004)
(Lee er al., 1999)

(Delgado et al., 2003)
(Delgado er al., 2003;
Delgado et al., 1999)

(Martinez er al., 2002)

(Jiang et al., 2002)

(Birk et al., 2007)

(Miyata, 2003)

*Expressions relatives des récepteurs du PACAP obtenues par des essais de radio-liaison et d’hybridation
in situ. +++, haute densité, ++ densité modérée, + faible densité, - pas de sites de liaison et/ou de signal
d’hybridation. (Adapté de Vaudry et al., 2000b)

3.3 Souris invalidées pour le géne du PACAP ou du récepteur PACI

Afin d’élucider le réle physiologique d’une protéine spécifique, le développement

d’une lignée de souris dont le géne codant pour celle-ci a été invalidé constitue une

approche hautement informative. En particulier, cette avenue permet de savoir si la

protéine concernée est essentielle pour un processus physiologique spécifique ou que son

absence peut étre compensée par d’autres syst®mes. Nonobstant les effets du systeme

PACAPergique répertori€s dans de nombreux phénoménes physiologiques, des lignées de

souris déficientes pour le PACAP (Gray et al., 2001; Hashimoto et al., 2001; Hamelink et
al., 2002; Colwell et al., 2004) ou pour le récepteur PAC1 (Hashimoto et al., 2000;
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Jamen et al., 2000; Otto et al., 2001) ont été développées depuis le début des années 2000
par différents groupes. Les souris PACAP” affichent habituellement une mortalité
postnatale €levée ainsi qu’une diminution marquée de leur taille en comparaison aux
souris sauvages. A cet effet, le groupe du Professeur Sherwood & I’ Université de Victoria
a révélé que plus de 90% des souris PACAP”" décédent avant la fin de la seconde
semaine postnatale et que cette importante mortalité précoce était associée 2 un
dysfonctionnement des métabolismes lipidique et glucidique (Gray et al., 2001). Cette
mortalité €levée a considérablement été diminuée en augmentant la température de
I’animalerie de 21°C a 24°C (Gray et al., 2002). De méme, la lignée PACAP knockout de
I’équipe du Professeur Baba de 1’Université d’Osaka présente un taux de mortalité de
plus de 50% trois semaines aprés la naissance (Hashimoto et al., 2001). Des difficultés
respiratoires semblent constituer la principale cause de cette mortalité élevée (Cummings
et al., 2004). Les souris PACI” ont également montré une mortalité postnatale
importante et celle-ci s’avére principalement associée a une pression artérielle

pulmonaire trés élevée engendrant un arrét cardiaque (Otto et al., 2004).

Malgré I'implication présumée centrale du systtme PACAPergique dans le
développement neuronal, les souris PAC1”" et PACAP” ne démontrent aucune anomalie
morphologique majeure du SNC. Particulierement, des analyses histologiques de
I’hippocampe et de I’hypothalamus n’ont exposé aucune différence significative dans
Porganisation des couches neuronales entre les souris PAC1 knockout et les souris
sauvages (Hannibal et al., 2001 ; Otto et al., 2001). De plus, la morphologie du SNC chez
des souris PACAP knockout dgées de P6 a P8 est sensiblement la méme que chez les
souris sauvages (Gray et al., 2001). Ces résultats découlent vraisemblablement de la mise
en place de mécanismes compensatoires impliquant d’autres systémes neutrophiques tels
que les systemes du nerve growth factor (NGF) et/ou du brain-derived neurotrophic
Jactor (BDNF). Néanmoins, Allais et al. (2007) ont observé une diminution de
I’épaisseur de la couche granulaire du cervelet chez des souris PACAP™ & P4 conduisant
ultérieurement 2 une altération morphologique du cervelet immature. Ceci suggére un

r6le déterminant du PACAP dans le développement du cervelet.
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Nonobstant une morphologie cérébrale normale, les souris dont le systtéme du
PACAP a ét€ invalidé affichent de nombreuses anomalies comportementales. Tout
d’abord, les souris PACAP™ présentent une augmentation de leurs activités locomotrices
et exploratrices ainsi qu’un comportement hyperactif (Hashimoto er al., 2001). Ces
modifications comportementales sont associées 2 une diminution des niveaux des
métabolites de la sérotonine au niveau du cortex et du striatum, régions impliquées dans
la régulation de la motricité automatique (Hashimoto er al., 2001). Une augmentation de
Iactivité locomotrice a également été observée chez les souris PAC1”" (Otto et al., 2001).
Ces informations suggérent que le PACAP pourrait jouer un réle dans la régulation des
comportements psychomoteurs. D’autre part, des souris dont le géne du PACAP a été
supprimé, présentent une réduction de la douleur inflammatoire et de la douleur associée
a une neuropathie tout en conversant une nociception fonctionnelle (Mabuchi et al.,
2004). De méme, une réduction substantielle de la réponse nociceptive chronique a été
répertorié€e chez des souris déficientes en récepteur PACI (Jongsma et al., 2001). Comme
mentionné précédemment, un déficit d’apprentissage ainsi que des anomalies dans la
régulation du rythme circadien ont été observés chez les souris PAC1 knockout (Otto et
al., 2001; Hannibal et al., 2001). Finalement, les souris femelles déficientes en PACAP
ou en PACI présentent une fertilit€ réduite (Shintani et al., 2002 ; Jamen et al., 2000).
Cette diminution de la fertilité provient vraisemblablement d’une implantation in utero
déficiente de I’embryon et non de complications associées & 1’ovulation, a la fécondation

ou a I’histologie de I’ovule (Isaac & Sherwood, 2008).
4. Pharmacologie moléculaire et relations structure-activité

Depuis la découverte du PACAP, quelques études ont tenté d’identifier les
pharmacophores de ce neuropeptide, soit les éléments chimiques responsables de
Pactivité biologique. Particulierement, de nombreux analogues du PACAP ont été
synthétisée dans le but de caractériser les déterminants moléculaires et structuraux
impliqués dans la liaison et ’activation du récepteur PAC1. De méme, afin d’obtenir des
informations sur la conformation bioactive du PACAP, quelques études ont porté sur la

relation tridimensionnelle existant entre les pharmacophores du PACAP. 1l faut
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néanmoins souligner que la majorité des études de relations structure-activité ciblant les

récepteurs de la classe II a été réalisée a I’aide de dérivés du VIP.

4.1 Déterminants moléculaires du récepteur PACI

La premiere étape pour déterminer les résidus clés d’un peptide dans le maintien
de son activité biologique consiste usuellement a réduire le squelette peptidique a ses
extrémités amino et carboxy terminales afin de trouver le segment minimal ayant un
caractere agoniste. L’identification de segments courts agissant comme agonistes permet
également de faciliter les analyses de relations structure-activité et de réduire les efforts
déployés pour la synthése chimique de librairies d’analogues. En outre, cette approche
permet couramment d’identifier des analogues tronqués qui agissent comme antagonistes,
tel qu’observé dans le cas de la B-endorphine (Lee & Smith, 1980) et de certains peptides
de la superfamille VIP/GRF/glucagon (Hoare, 2005).

Des délétions de longueur variable au niveau des domaines N- et C-terminaux du
PACAP ont démontré que les résidus de la portion N-terminale sont cruciaux pour la
conservation du potentiel d’activation du récepteur PACI. Pour sa part, la région C-
terminale s’avére principalement impliquée dans le maintien d’une interaction optimale
avec le récepteur PACI. En effet, comme présenté dans le Tableau VI, des délétions
successives au niveau du domaine C-terminal du PACAP27 ont conduit 2 des analogues
présentant une réduction d’affinité et d’activité biologique (Gourlet et al., 1996c).
Néanmoins, ces différents fragments sont des agonistes complets. Particuliérement, le
potentiel d’activation du récepteur PACI de ces analogues est proportionnel 2 la quantité
relative de ligands liée au récepteur puisque la perte de puissance observée est
comparable & la diminution de I’affinité (Gourlet et al., 1996c). En considérant
I’hypothése que la réponse biologique est proportionnelle au nombre de récepteurs liant
I’agoniste, ces observations suggerent qu’au niveau moléculaire tous ces fragments
tronqués a I’extrémité C-terminale du PACAP27 peuvent activer le récepteur PACI de

facon équipotente au peptide natif.
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Tableau VI: Comparaison de I’affinité de liaison et de I’activité biologique de fragments
du PACAP27 dans des essais pharmacologiques ciblant le récepteur PAC1. (Adapté de
Gourlet et al., 1996¢)

Fragments Affinité relative® Activité relative”
PACAP(1-27) 1 1
PACAP(1-26) 0.1 0.2
PACAP(1-25) 0.03 0.05
PACAP(1-24) 0.1 0.2
PACAP(1-23) 0.03 0.05

? Affinité de liaison relative d’analogues du PACAP exprimée en fonction de I'ICsg
obtenue pour le PACAP27 (ICsq de I’analogue/ ICsy du PACAP27 (0.4 nM)).

® Potentiel d’activation relatif de I’adénylyle cyclase d’analogues du PACAP exprimé en
fonction de I’ECsg obtenue pour le PACAP27 (ECsq de ’analogue/ ECso du PACAP27
(0.3 nM)).

A I’opposé, la région N-terminale du PACAP apparait essentielle pour I’activation
du récepteur PACI et facilite également la liaison du peptide au récepteur. Par exemple,
la simple délétion du résidu histidine en position 1 chez les deux isoformes du PACAP
entraine une diminution marquée de I’affinité et de I’activité biologique (Gourlet et al.,
1991; Robberecht et al., 1992b; Hou et al., 1994). Toutefois, cette perte d’affinité et de
puissance est moins importante pour le PACAP38 que pour le PACAP27, suggérant ainsi
un rdle facilitateur du domaine 28-38 dans la liaison au récepteur PAC1 (Tableau VII).
En outre, I’enlévement des deux premiers résidus, histidine-1 et sérine-2, supprime
totalement le potentiel d’activation du PACAP; les fragments PACAP(3-27) et
PACAP(3-38) étant inactifs (Robberecht et al., 1992b, Hou et al., 1994). De méme, la
délétion successive de fragments a I’extrémité N-terminale a conduit 2 des analogues
tronqués du PACAP27 et du PACAP38 démontrant une activité antagoniste (Robberecht
et al., 1992b; Hou er al., 1994). Ces délétions successives ont permis de caractériser le
fragment 6-38 comme le plus puissant antagoniste du récepteur PAC1 (Robberecht et al.,
1992a). En effet, le PACAP(6-38) démontre une plus grande affinité envers le récepteur
PAC1 que les fragments inactifs 4-38, 5-38 et 7-38 (Robberecht et al., 1992b).
Curieusement, des fragments plus courts, tels que le PACAP(10-38) et le PACAP(14-38),

redeviennent capables de stimuler efficacement ’adénylyle cyclase sur des cellules de

39



neuroblastomes humains, une préparation pharmacologique caractéristique des récepteurs

PACI1 (Vandermeers et al., 1992).

Tableau VII: Comparaison de I’affinité de liaison et de Iactivité biologique de
fragments du PACAP38 et du PACAP27 dans des essais pharmacologiques ciblant le
récepteur PAC1. (Adapté de Robberecht et al., 1992b; Hou et al., 1994, Gourlet e? al.,

1995; Vandermeers et al., 1992)

Peptide Affinité relative® Activité relative’
PACAP(2-27) 0.03 0.01
PACAP(2-38) 0.14 0.1
PACAP(3-27) 0.0006 *
PACAP(3-38) 0.015 *
PACAP(6-27) 0.002 *
PACAP(6-38) 0.1 *
PACAP(10-27) 0.0004 < 0.0001
PACAP(10-38) 0.008 0.003
PACAP(12-27) < 0.0001 < 0.0001
PACAP(12-38) 0.002 0.0004
PACAP(14-27) 0.0004 < 0.0001
PACAP(14-38) 0.01 0.003

* Affinité de liaison relative d’analogues du PACAP exprimée en fonction de I'ICs
obtenue pour le PACAP27 (ICsq de I'analogue/ ICso du PACAP27 (0.4 nM)).

® Potentiel d’activation de I’adénylyle cyclase d’analogues du PACAP exprimé en
fonction de I'ECsg obtenue pour le PACAP27 (ECs, de I’analogue/ ECso du PACAP27
(0.3 nM)).

*Antagoniste du récepteur PACI.

L’ensemble des données du Tableau VII montre que tous les fragments tronqués 2
I'extrémité N-terminale du PACAP38 présentent une affinité et une puissance plus
élevées que leurs homologues respectifs du PACAP27. Cette contribution du segment 28-
38 a la liaison au récepteur PAC1 a également été démontrée a ’aide du peptide
chimérique VIP(1-27)/PACAP(28-38). Ce dérivé chimérique s’est avéré 100 fois plus
puissant que le VIP pour activer le récepteur PAC1 (Gourlet et al., 1996a). De méme, les
fragments 3-30 et 3-32 présentent une affinité€ 10 a 15 fois supérieure envers le récepteur

PAC1 que le fragment 3-27. Ceci suggére que la séquence de charges positives qui
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s’étend des résidus 28 a 32 (Gly-Lys-Arg-Tyr-Lys) facilite la liaison du PACAP (Gourlet
et al., 1995). Le segment C-terminal 28-38 pourrait participer au maintien de I’affinité du
PACAP envers le récepteur PAC1 en agissant comme stabilisateur de la structure
tridimensionnelle du peptide, en interagissant directement avec le récepteur ou en
augmentant les interactions entre le peptide et les lipides membranaires facilitées par son

caractere hautement cationique et ses propriétés amphiphiles.

La seconde étape habituellement effectuée afin de caractériser les pharmacophores
d’un peptide consiste a identifier I'importance de chaque résidu de la séquence peptidique
dans le maintien de I’activité biologique. La stratégie généralement employée comprend
le remplacement successivement de chaque acide aminé par une alanine (Ala-Scan) et
évaluer D'activité biologique des analogues ainsi générés. Une perte (ou un gain)
d’affinité et/ou d’activité renseigne alors sur I'impact de la chaine latérale du résidu dans
la reconnaissance moléculaire avec le récepteur. Nonobstant I’ensemble des actions
physiologiques induites par le PACAP et son potentiel thérapeutique, aucun Ala-Scan de
ce neuropeptide n’a été réalisé a ce jour. Cette absence provient vraisemblablement de la
séquence peptidique relativement étendue et des synthéses chimiques difficiles du
PACAP, augmentant ainsi considérablement le temps et I’investissement financier pour la
réalisation d’un Ala-Scan. Néanmoins, certains analogues des deux isoformes du PACAP
comprenant des substitutions ciblées de résidus ont été synthétisés et caractérisés pour
leur affinité et leur potentiel d’activation du récepteur PAC1. Ces modifications de
charge, de chiralit¢ ou d’hydrophobicité ciblant principalement le domaine N-terminal
ont permis de dégager de précieux renseignements a propos des requis moléculaires du

récepteur PACI.

En relation avec les résultats des études de délétions préalablement exposés, le
PACAP est peu tolérant aux modifications chimiques apportées 2 la région N-terminale.
Par exemple, des variations minimes dans la séquence comme les remplacements des
résidus sérine-2 ou acide aspartique-3 par une arginine ou une asparagine,
respectivement, entrainent I’apparition d’une activité antagoniste (Tableau VIII;

Robberecht et al., 1992b). De méme, la substitution de I’histidine en position 1 par un
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autre résidu aromatique tel que la phénylalanine, réduit de fagon drastique la capacité du
PACAP a stimuler I’adénylyle cyclase dans des préparations membranaires
d’hippocampe, un tissu riche en récepteur PAC1 (Hou er al., 1994). Le groupement
hydroxyle porté par la sérine-2 n’apparait pas essentiel pour I’activation du récepteur
et/ou pour le maintien de la structure tridimensionnelle nécessaire pour une liaison
efficace avec le récepteur PACI dans la mesure ol 1’analogue [Ala’]JPACAP27 présente
une ICsp et une ECso similaires a celles obtenues pour le peptide natif (Robberecht et al.,
1992b). En revanche, I’incorporation d’un résidu volumineux en position 2 comme la
phénylalanine ou I’arginine bloque I’activité biologique du PACAP, suggérant que cette
position est sensible a I’encombrement stérique. Malgré des résultats divergents entre les
deux isoformes du PACAP, la charge négative de I’acide aspartique en position 3 ainsi
que son positionnement relatif au squelette peptidique semblent cruciaux pour maintenir
une interaction optimale avec le récepteur PAC1 (Robberecht et al., 1992b; Hou et al.,
1994). Finalement, I’ensemble des substitutions effectuées au niveau du domaine N-
terminal entraine une perte d’activité et d’affinité plus marquée pour les analogues du
PACAP27 que pour leurs homologues respectifs du PACAP38, supportant ainsi
I'hypothése de I’effet facilitateur du domaine 28-38 dans la liaison au récepteur PACI
(Tableau VII; Robberecht et al., 1992b; Hou et al., 1994).
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Tableau VIII: Comparaison de I’affinité de liaison et de I’activité biologique
d’analogues du PACAP dans des essais pharmacologiques ciblant le récepteur PACI.
(Adapté de Robberecht et al., 1992b)

Peptide’ Affinité  Activité Peptide’ Affinité  Activité
relative® relative® relative® relative®

PACAP27 1 1 PACAP38 2 1.4
[AcHis']PACAP27 2 1
[Phe']PACAP27 0.04 0.015
[Ala’]PACAP27 2 1.4 [Ala’]PACAP38 0.25 0.33
[Ala’]JPACAP(2-27) 0.008 0.006
[AcHis', Ala’]PACAP27 1 0.5 [AcHis', Ala’]JPACAP38 1 0.2
[D-Ala’]PACAP27 3.3 033  [D-Ala’)JPACAP38 1.3 0.33
[Arg’]PACAP27 0.001 0.0003  [Arg’]PACAP38 0.02 0.006
[AcHis' Arg’]JPACAP27  0.001 0.0001  [AcHis', Arg’]JPACAP38 0.04 0.006
[Phe’]PACAP27 0.004 * [Phe’]PACAP38 0.2 *
[AcHis', Phe’]PACAP27  0.02 * [AcHis', Phe’]PACAP38  0.125 *
[GIu*]PACAP27 0.08 0.03  [Ala’]PACAP38 0.125 0.07
[Asn*)PACAP27 0.002 * [Glu*)PACAP(2-38) 0.04 *
[Gly*'][PACAP27 0.2 0.33

[Gly™, Gly*']JPACAP27  0.002 0.01

* Affinité de liaison relative d’analogues du PACAP exprimée en fonction de I’ICs obtenue pour le
PACAP27 (ICsq de ’analogue / ICsq du PACAP27 (0.4 nM)).

®Potentiel d’activation de I’adénylyle cyclase d’analogues du PACAP exprimé en fonction du I’ECsg
obtenue pour le PACAP27 (ECs, de I’analogue / ECso du PACAP27 (0.3 nM)).

*Antagoniste du récepteur PAC]1.

*Séquence du PACAP38: HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK

Au-dela de la simple présence de groupements chimiques portés par des résidus
spécifiques, I’orientation spatiale qu’adoptent les chaines latérales est primordiale pour
I’activité biologique d’un peptide. A cet égard, par une approche de spectroscopie RMN,
Inooka et al. (2001) ont déterminé la conformation du PACAP lorsque celui-ci est lié¢ au
récepteur PACI1 (Figure 11). Cette étude, effectuée a I’aide de la forme réduite 1-21 du
PACAP, a dévoilé une structure apériodique stable au niveau du segment N-terminal
(résidus 3 a 7) lorsque le neuropeptide est amarré au récepteur. Plus précisément, cet

arrangement structural est constitué de deux coudes B successifs; un de type II’
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regroupant les résidus acide aspartique-3 a phénylalanine-6 et I’autre de type I composé
des résidus glycine-4 a thréonine-7. Ces deux coudes B consécutifs sont suivis, du c6té C-
terminal, d’une hélice o qui s’étend des résidus 8 a 21. Cette hélice est fortement

stabilisée par le microenvironnement du récepteur (Figure 11, Inooka et al., 2001).

Figure 11: Représentation shématique du fragment PACAP(1-21) lorsque celui-ci est
complexé€ au récepteur PAC1. La chaine latérale des résidus phénylalanine-6 et tyrosine-
10 sont exposés. (PDB ID code: 1GEA)

Plus récemment, la structure du fragment PACAP(6-38) lorsque celui-ci forme un
complexe avec le domaine extracellulaire du récepteur PACI a été caractérisée par
modélisation moléculaire sous contraintes RMN. Dans ces conditions, les résidus
tyrosine-10 2 arginine-30 adoptent une structure hélicoidale bien définie comportant un
léger repliement au niveau de I’alanine en position 18 (Figure 12; Sun er al., 2007). En
outre, les résidus 29 a 34 du PACAP(6-38) semblent en contact direct avec les acides
aminés acide glutamique-117, tyrosine-118 et acide glutamique-119 du récepteur PAC1
(Figure 12; Sun et al., 2007). Cette interaction est probablement favorisée par des liaisons
ioniques impliquant des résidus basiques du PACAP (Lyszg-Arg3°-Lys32-Arg34) et les
groupements carboxyliques des résidus 117 et 119 du récepteur. Lors de cette étude, Sun
et al. (2007) ont également évalué I’affinité de liaison envers le domaine N-terminal du
récepteur PAC1 de quelques dérivés du fragment PACAP(6-38). Les résultats indiquent
que les résidus hydrophobes tyrosine-22, valine-26 et leucine-27 sont essentiels pour
permettre une interaction optimale avec le domaine extracellulaire. A I’inverse, le
remplacement successif des résidus tyrosine-10 et arginine-14 par une alanine n’a pas
conduit & une baisse importante de 1’affinité du fragment 6-38. L’inversion de la charge

des résidus lysines 20 et 29 induite par la substitution de ces résidus par un acide
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glutamique a réduit I’affinité du PACAP(6-38) envers le domaine N-terminal du
récepteur PAC1 (Sun et al., 2007). De méme, Robberecht et al. (1992b) avaient observé
une perte importante d’affinité du PACAP38 suite aux remplacements simultanés des

résidus lysines 20 et 21 par une glycine (Tableau VII).

Figure 12: Représentation du complexe formé par le domaine N-terminal du récepteur
PACI1 et le fragment PACAP(6-38). Le PACAP(6-38) est représenté en bleu et la chaine
latérale des résidus tyrosine-22, leucine-23, lysine-32 et arginine-34 sont exposés. Les
résidus acide glutamique-117, tyrosine-118 et acide glutamique-119 du récepteur PAC1
sont représentés en rouge. (PDB ID code: 2JOD)

4.1.1 Spécificité moléculaire de la liaison PACAP-PACI

Nonobstant son homologie de séquence élevée avec le PACAP27, le VIP ne peut
lier et activer efficacement le récepteur PAC1. Afin de dégager les fondements
moléculaires de la spécificité du récepteur PAC1 envers le PACAP, des analogues
chimériques comprenant des inter-conversions des résidus distincts entre ces deux
peptides ont été développés et évalués pharmacologiquement (Schafer et al., 1999; Onoue

et al., 1999; Onoue et al., 2001). Puisque la divergence structurale qui existe entre le
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PACAP et le VIP est limitée & deux domaines précis, soit les segments 4-13 et 24-28
(Figure 3), cette sélectivité réside forcément dans le motif structural de ces régions.
L’ensemble de ces études a démontré que les résidus glycine-4 et isoleucine-5 semblent
principalement a la base de I’activation spécifique du récepteur PAC1 par le PACAP. Par
exemple, les analogues [Ala*)lPACAP27, [Val’JPACAP27 et [Ala*, Val’JPACAP27
affichent une perte importante de leur puissance 2 induire la formation d’ AMPc dans des
cellules AR4-2J, une lignée cellulaire provenant d’un carcinome pancréatique de rat et
exprimant abondamment les récepteurs PAC1 (Schafer er al., 1999; Buscail et al., 1990).
De méme, contrairement au VIP, le dérivé [Gly4, Ile5, Serg]VIP présente un potentiel
marqué a induire la formation et la croissance de neurites chez des cellules PC12,
phénoméne biologique résultant de I’activation du récepteur PAC1 (Onoue et al., 2001).
Les résidus sérine-9, sérine-11 et tyrosine-13 pourraient également jouer un rdle clé dans
la sélectivité du récepteur PAC1 puisque les analogues [Asn’, Thr'!, Leu'*JPACAP27 et
[Asn’, Thr'!, Leu’JPACAP38 exhibent une perte d’efficacité 2 induire la synthése
d’AMPc de 32.6 et 39.2%, respectivement (Schafer et al., 1999). A I’opposé, I’analogue
[Asn24, Serzs, 11626, Asnzs]PACAP38 présente une affinité et une capacité de stimulation
de I’adénylyle cyclase similaires & celles observées pour le peptide natif, suggérant ainsi
que le segment 24-28 du PACAP n’est pas impliqué dans la sélectivité du récepteur
PACI (Schafer er al., 1999). Finalement, Onoue et al. (1999) ont montré que le fragment
[Gly4, Iles]VIP(l-lO), contrairement au VIP, présente une structure tridimensionnelle
similaire au fragment PACAP(1-10). Ce résultat témoigne de I’importance de la
conformation spatiale du segment N-terminal du PACAP dans la sélectivité du récepteur

PACI.
4.1.2 Etudes structurales du récepteur PAC1

Les RCPG de la classe B possédent un large domaine N-terminal caractéristique qui
semble principalement responsable de la liaison du peptide au récepteur. En 2004, la
premiére structure sous contraintes RMN du domaine N-terminal d’un RCPG de la
famille B a €té€ publiée pour le récepteur CRF-2 (Grace et al., 2004). Cette structure est

principalement caractérisée par la présence de deux feuillets B et par ’existence de trois
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ponts disulfures qui stabilisent fortement ’ensemble de cette conformation (Grace et al.,
2004). En se basant sur cette structure, Laburthe ez al. (2007) ont développé un modéle
structural par homologie du domaine N-terminal du récepteur PACI1. Par cette approche,
la structure du domaine N-terminal du récepteur PACI est évidemment trés similaire a
celle préalablement décrite par Grace er al. (2004) pour le CRF-2f. Les trois ponts
disulfures, le pont ionique entre les résidus acide aspartique-58 et arginine-116 ainsi que
Pinteraction hydrophobe entre les groupements aromatiques des tryptophanes aux
positions 64 et 123 stabilisent une structure compacte caractérisée par la présence de deux

feuillets B (Laburthe et al., 2007).

La conformation du domaine N-terminal du récepteur PACI a également été
résolue au moyen de la spectroscopie RMN couplée & la modélisation moléculaire (Sun et
al., 2007). Les résultats rapportent la présence d’une hélice o a I’extrémité N-terminale
suivie de quatre brins B formant deux feuillets § antiparalléles (Figure 13). L’hélice située
a 'extrémité est reliée au brin f2 par un pont disulfure entre les cystéines 34 et 63. Les
deux feuillets B sont maintenus a proximité par la présence d’un pont disulfure existant
entre les cystéines 54 (brin 1) et 97 (brin B4). La présence d’un troisiéme pont disulfure
stabilise 1’ensemble de cette structure compacte. De méme, une liaison ionique (Asp> -
Arg”™) et des interactions hydrophobes entre des résidus aromatiques contribuent 2
maintenir cette conformation serrée. Cette structure positionne les résidus acide
glutamique-117, tyrosine-118 et acide glutamique-119, qui semblent interagir
directement avec le PACAP, a proximité de la surface interne du domaine N-terminal,
rapprochant ainsi le PACAP des domaines transmembranaires et des boucles

extracellulaires du récepteur PACI.
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Figure 13: Structure du domaine N-terminal du récepteur PAC1. Les quatre brins B sont
représentés en turquoise et I’hélice o en rouge. (PDB ID code: 2JOD)

4.1.3 Modeles d’activation du récepteur PACI

L’ensemble des analyses structurales et des études de relations structure-activité
suggere que le PACAP active le récepteur PAC1 selon le modele a deux domaines (two
domains model; Hoare, 2005) préalablement décrit pour les RCPG de la famille B. Tout
d’abord, par son caracteére basique et hydrophobe, le segment hélicoidal du PACAP
facilite la liaison non-spécifique du PACAP a la membrane cellulaire. En effet, le
segment 12-27 contient 5 résidus basiques, de nombreux acides aminés hydrophobes et
aucun groupement acide. De plus, comme représenté a la figure 14, I’analyse de cette
région hélicoidale par le diagramme de Shiffer-Edmundson (Schiffer & Edmunson, 1967)
indique que cette hélice affiche un caractére partiellement amphiphile, appuyant ainsi
I’hypothése de la liaison non-spécifique du peptide a la membrane cellulaire anionique.
Le segment 28-38 est fortement chargé positivement et les résultats des études de relation
structure-activité suggerent également que ce fragment hélicoidal faciliterait ’interaction
du PACAP avec la membrane. Cette interaction initiale du PACAP avec la membrane
plasmique renvoie au modele général d’activation des GPCR. Ce modele suggere que la

conformation bioactive de 1’hormone peptidique est induite suite a 1’association du
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peptide a la membrane cellulaire permettant ensuite la reconnaissance spécifique du

ligand par le récepteur (Mierke et al., 2001).

Figure 14: Diagramme de Shiffer-Edmundson du segment 10-27 du PACAP. Les résidus
hydrophobes sont représentés en vert, les résidus polaires non-chargés en gris et les
résidus basiques en jaune.

Comme schématisé a la figure 15, suite & I’ancrage non-spécifique du peptide 2 la
membrane cellulaire, le PACAP peut diffuser vers le large domaine extracellulaire du
récepteur PACI1 et se fixer a celui-ci. Les résultats de Gourlet et al. (1995) et de Sun et al.
(2007) portent a croire que les résidus basiques du segment C-terminal du PACAP
pourraient former des liaisons ioniques avec des groupements carboxyliques du domaine
N-terminal du récepteur et ainsi favoriser la fixation du peptide au domaine
extracellulaire du récepteur PAC1. De méme, I’intégrité de la structure hélicoidale du
PACAP apparait cruciale afin de permettre une interaction optimale entre le peptide et le
récepteur. En effet, I’incorporation d’une glycine, résidu connu pour son effet
déstabilisateur des hélices, en position 20 ou 21 réduit la capacit€ du PACAP38 2 lier le
récepteur PAC1 (Robberecht ef al., 1992b). D’autre part, I’orientation de la liaison entre
le PACAP(6-38) et le domaine N-terminal du récepteur observée par Sun et al. (2007),
suggere que le domaine N-terminal du PACAP est orienté vers I’interface membrane-
récepteur. En outre, le repliement en position 18 permet au domaine N-terminal du
PACAP(6-38) de plonger profondément vers le coeur du récepteur (Sun et al., 2007).
Ensuite, la formation du complexe formé du PACAP et du domaine N-terminal du

récepteur PACI1 aurait comme effet d’induire un changement conformationel chez le
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récepteur et de permettre ainsi a la portion N-terminale du PACAP d’interagir avec la
région juxtamembranaire du récepteur. Le fait que la région N-terminale soit
principalement responsable de I’activation du récepteur PAC1 vient supporter ce modéle
(Robberecht et al., 1992b, Hou et al., 1994). De plus, I’interaction du segment N-terminal
du PACAP avec le récepteur semble favoriser la formation des deux coudes 3 successifs
observés par Inooka et al. (2001). Cette conformation bioactive précise pourrait jouer un

rble clé dans I’activation du récepteur PAC1 par le PACAP.

Figure 15: Représentation schématique de I’activation du récepteur PACI par le PACAP.
(1) Le PACAP s’arrime de fagon non-spécifique a la membrane cellulaire, stabilisant son
hélice amphiphile chargée positivement. (2) Le PACAP diffuse a la surface de la
membrane cellulaire et ses segments central et C-terminal se lient au domaine N-terminal
du récepteur PAC1 (3). (4) La région désordonnée N-terminale du PACAP interagit avec
le domaine juxtamembranaire du récepteur, adopte une conformation bioactive et induit
la transduction du signal.

Un autre mécanisme d’activation des RCPG de la classe B a récemment été
proposé€ en se basant principalement sur des résultats obtenus avec la sécrétine (Beinborn,
2006; Dong et al., 2006b). Ce modele appel€ hidden agonist within the N-terminal
domain allégue que les ligands endogenes des RCPG de la classe B n’agissent pas en tant
qu’agonistes activateurs. A 1’opposé, ces peptides, en induisant un changement
conformationnel du récepteur, exposeraient un épitope caché qui est présent de facon
constitutive dans le domaine N-terminal du récepteur. Par la suite, cet épitope pourrait
interagir avec le corps du récepteur et ainsi l’activer. La présence de 1’agoniste a

’intérieur méme du domaine N-terminal du récepteur constitue la prémisse centrale de ce
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modele. La principale évidence expérimentale a ’origine de cette théorie concerne
P’activation du récepteur de la sécrétine par un tripeptide (tryptophane - acide aspartique -
asparagine (WDN)) (Dong et al., 2006b). Cette séquence, qui est hautement conservée
dans le domaine N-terminal des RCGP de la classe B, n’est pas retrouvée dans la
structure primaire de la sécrétine. De mé€me, la substitution dans la séquence du récepteur
du résidu tryptophane du segment WDN par une leucine diminue grandement !’efficacité
de la sécrétine 2 activer ce récepteur mutant (Dong e al., 2006b). A 1’opposé, le fragment
WDN active le récepteur mutant avec une puissance similaire a celle retrouvée pour le
récepteur sauvage. De plus, par une approche de marquage par photoaffinité, Dong et al.
(2006b) ont dévoilé que certains fragments du domaine N-terminal du récepteur
contenant la séquence WDN se lient & Dextrémité extracellulaire du segment
transmembranaire 6, une région connue pour jouer un réle clé dans l’activation de
nombreux GPCR (Gether, 2000). L’homologie de séquence significative entre le
récepteur de la sécrétine et le récepteur PACI ainsi que la présence du tripeptide WDN au
niveau du domaine N-terminal du récepteur PACI suggére que ce modele pourrait étre
transposable au récepteur spécifique du PACAP. Toutefois, Sun et al. (2007) ont observé
que la liaison du PACAP au domaine N-terminal du récepteur PACI1 n’entraine pas de
modifications structurales chez celui-ci, mais bien une stabilisation de sa structure
initiale. Malgré certaines données expérimentales exposées pour le récepteur de la
sécrétine, ce modele original est contesté et le modele a deux domaines constitue encore

aujourd’hui le principal modele théorique d’activation des RCPG de la classe B.
4.1.4 Relations structure-activité du maxadilan

Comme mentionné précédemment, le maxadilan est le seul agoniste sélectif du
récepteur PAC1 connu a ce jour et son fragment des(24-42) constitue 1’unique
antagoniste totalement sélectif du récepteur PAC1. Le maxadilan est composé de 61
acides aminés et présente deux ponts disulfures entre les résidus cystéines 1-5 et 14-51
(Lerner et al., 2007). La prédiction de sa structure secondaire au moyen de 1’algorithme
de Chou & Fousman suggere la présence de deux régions en hélice-a reliées entre elles

par un brin B. Le pont disulfure entre les cystéines 14 et 51 permet de rapprocher les deux
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domaines hélicoidaux (Figure 16). La conformation en hélice o0 du maxadilan présumée
suite a I’analyse par 1’algorithme de Chou & Fasman a été confirmée par des analyses de
dichroisme circulaire (Moro et al., 1999). En effet, le spectre DC du maxadilan en milieu
aqueux est caractérisé par la présence de deux minima, & 207 et 220 nm. De méme,
I’analogue des(24-42)maxadilan, dont la majeure portion du segment en brin B a été
tronquée, présente également un spectre DC caractéristique d’une structure hélicoidale,

supportant ainsi 1’analyse structurale prédictive.
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Figure 16: Représentation schématique de la structure du maxadilan obtenue suite &
I’analyse prédictive de Chou & Fasman. Les deux fragments hélicoidaux (10-22 et 47-61)
sont schématisés et les ponts disulfures sont représentés en traits pointillés.

Le court domaine N-terminal cyclique du maxadilan n’est pas indispensable pour la
liaison et D’activation du récepteur PACI1. Par exemple, le dérivé tronqué des(1-
5)maxadilan démontre une affinité envers le récepteur supérieure au peptide natif et une
puissance 10 fois inférieure au maxadilan a induire la production d’AMPc dans des
cellules PC12 (Moro et al., 1999). A I’opposé, la présence du pont disulfure reliant les
deux segments hélicoidaux est cruciale pour la liaison au récepteur PAC1: les analogues
[Ser'®], [Ala’'] et [Ser'*, Ala’']maxadilan présentant des ICsy supérieures a 100 nM
(Moro et al., 1999). Ce lien semble donc déterminant pour maintenir 1’intégrité
structurale du peptide et ainsi permettre une liaison optimale au récepteur. Par
Iintroduction de délétions variées, il a ét€é montré que I’enlévement d’un important
segment du brin B, soit les résidus 25 a 41, entraine une inhibition compléte de I’activité
biologique du maxadilan sans diminuer son affinité envers le récepteur PAC1 (Moro et
al., 1999). Ceci suggere que les résidus responsables de 1’activité biologique sont
majoritairement situés au cceur du brin P reliant les deux segments hélicoidaux. Quant

aux domaines en hélice o, ils seraient principalement impliqués dans la liaison au
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récepteur PACI1. L’analyse de la séquence primaire du maxadilan révéle que celui-ci
posseéde un doublet phénylalanine-thréonine situé au milieu du brin B, en positions 34 et
35. Ce doublet est retrouvé aux positions 6 et 7 chez la majorité des peptides de la
superfamille VIP/GRF/Glucagon (Figure 3), suggérant que celui-ci pourrait &tre crucial
dans le maintien de l’activit€ biologique de ces peptides. Le fragment 25-41 du
maxadilan contient aussi 6 thréonines et celles-ci semblent importantes pour I’activation
du récepteur PACI1. En effet, des doubles, triples ou quadruples substitutions de ces
thréonines par des alanines conferent une activité antagoniste au maxadilan (Reddy er al.,
2006). De méme, le remplacement simultané des lysines aux positions 53, 55, 56 et 57
par des alanines bloque la liaison du maxadilan au récepteur PAC1, témoignant ainsi du
rOle central du segment C-terminal du maxadilan pour le maintien de son affinité (Reddy
et al., 2006). L’ensemble de ces données suggere que le mode d’activation du récepteur
PACI par le maxadilan est similaire a celui préalablement décrit pour le PACAP, malgré
I’absence d’homologie de séquence significative entre ces deux peptides. A cet égard, la
région C-terminale hélicoidale hautement basique pourrait permettre la liaison du peptide
au large domaine extracellulaire du récepteur PACI1. Par la suite, le brin B avec ses
nombreux groupements hydroxyliques et carboxyliques, comme retrouvé au niveau de la
région N-terminale du PACAP, serait principalement responsable de I’activation du

récepteur PACI.
4.2 Déterminants moléculaires des récepteurs VPAC1 et VPAC2

Des études explorant les effets de délétions variées au niveau de Pextrémité C-
terminale du PACAP27 ont dévoilé que les dérivés tronqués du c6té C-terminal affichent
une affinité supérieure pour le récepteur VPACI par rapport au récepteur VPAC2
(Gourlet et al., 1998; Gourlet et al.,1996¢). Par exemple, le dérivé PACAP(1-25) présente
une affinité 66 fois plus importante envers le récepteur VPAC1 comparé au récepteur
VPAC2 (Gourlet et al., 1998). De méme, les fragments 1-25 et 1-26 du PACAP se
comportent comme des agonistes partiels faibles des récepteurs VPAC2 (Gourlet et al.,
1996¢). Le fragment 1-25 du VIP démontre également une sélectivité élevée (>100)

envers le récepteur VPAC1 (Gourlet et al., 1998). A I'inverse, 1’agoniste spécifique du
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récepteur VPAC2, I’acétyl-[E® K'2Nle'’,A"°,D® L k¥, G**° T*']VIP, ou RO 25-
1553, renferme une extrémité C-terminale allongée dont la structure secondaire en hélice
o est stabilisée par la présence d’un pont lactame entre les chalnes latérales des résidus
lysine-21 et acide aspartique-25 (Bolin et al., 1995). De plus, le prolongement de
I’extrémité C-terminale du VIP par une séquence tripeptidique basique (Lys-Arg-Tyr)
augmente la sélectivité du VIP pour le récepteur VPAC2 (Yung et al., 2003). Finalement,
le segment 28-38 du PACAP contribue au maintien de 1’affinité envers le récepteur
VPAC2 chez des dérivés du PACAP tronqués a I’extrémité N-terminale. Ce méme
phénomene n’a pas été€ observé dans le cas du récepteur VPAC1 (Gourlet et al., 1995).
L’ensemble de ces résultats suggere que la structure hélicoidale chargée positivement
retrouvée a l’extrémité C-terminale du PACAP et du VIP semble essentielle pour
permettre une interaction efficace avec le récepteur VPAC2. Contrairement au récepteur
VPAC?2, le récepteur VPAC]1 semble tolérant a la réduction et a la déstabilisation de cette

hélice.

Pour sa part, la région N-terminale du PACAP apparait cruciale pour permettre
une interaction efficace avec le récepteur VPACI. En effet, la délétion des résidus
histidine-1 et sérine-2 chez les deux isoformes du PACAP provoque une perte d’affinité
10 fois plus €levée pour le récepteur VPACI1 que pour le récepteur VPAC2 (Gourlet et
al., 1995). En outre, I’antagoniste du récepteur PACI le plus couramment utilisé, soit le
PACAP(6-38), possede une affinité 15 fois supérieure envers le récepteur VPAC2 que
pour le récepteur VPACI1 (Gourlet et al., 1995). De méme, le PACAP(6-38) a été
caractéris€é comme un agoniste du récepteur VPAC2 présentant une trés faible affinité
envers le récepteur VPACI (Dickenson et al., 1997; Gourlet et al., 1998). Globalement,
le récepteur VPAC?2 apparait plus tolérant que le récepteur VPAC1 aux modifications
effectuées au niveau de la région N-terminale du PACAP. A linverse, des délétions
successives du domaine N-terminal du VIP ont mené & la caractérisation de fragments C-
terminaux démontrant une sélectivité significative envers le récepteur VPACI1 (Gourlet et
al., 1998).
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Comme mentionné précédemment, la majorité des études de relations structure-
activité portant sur les récepteurs VPAC ont été réalisées a ’aide du VIP. Par exemple,
contrairement au PACAP, un Ala-Scan a été effectué pour le VIP. L’ensemble des 28
analogues ainsi générés ont été testés pour leur capacité a lier et & activer les récepteurs
VPACI et VPAC2 (Nicole et al., 2000). Notamment, les essais pharmacologiques furent
supportés par des études de modélisation moléculaire afin de dégager les variations
structurales provenant de la substitution d’un résidu par une alanine et pouvant conduire 2
une perte indirecte d’activité biologique. Les résultats obtenus par Nicole et al. (2000),
schématisés a la figure 17, montrent que les pharmacophores du VIP sont hautement
similaires pour les deux récepteurs et sont largement distribués sur I’ensemble de la
chaine peptidique. En combinant les résultats des essais biologiques avec les informations
tirées de la modélisation moléculaire, les 28 résidus du VIP peuvent étre classés en trois
groupes distincts : (i) les résidus non-impliqués dans la liaison du VIP, (ii) les résidus
impliqués dans la liaison et dans le maintien de la structure secondaire et (iii) les résidus
exclusivement impliqués dans la liaison du VIP. Globalement, la substitution des résidus
symbolisés par une couleur grise ou jaune a la figure 14 par une alanine a conduit & une
perte d’affinité significative. Notamment, le remplacement des résidus thréonine-11 et
asparagine-28 par une alanine a conduit a ’identification de deux dérivés du VIP,
démontrant une sélectivité importante envers le récepteur VPACI. De plus, le résidu
tyrosine-22 est crucial pour I’activation du récepteur VPAC2 et non pour le maintien
d’une interaction optimale avec les deux récepteurs. En combinant ces différentes
informations, Nicole et al. (2000) ont développé un puissant agoniste sélectif du
récepteur VPACI, soit I’[Ala"!, Ala®, Ala®™]VIP, présentant une affinité 1000 fois

supérieure envers le récepteur VPAC1 par rapport au récepteur VPAC2.
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. Résidu identique chez le PACAP et le VIP
. Résidu distinct chez le PACAP et le VIP
. Résidu du VIP non impliqué dans la liaison au récepteur

) Résidu du VIP impliqué dans la liaison au récepteur et dans le maintien de la structure
O Résidu du VIP impliqué dans la liaison au récepteur et non dans le maintien de la structure
. Résidu du VIP impliqué seulement dans 1’activation du récepteur

Figure 17: Séquences primaires du PACAP et du VIP présentant les résidus du VIP
impliqués dans la liaison aux récepteurs VPACI et VPAC2. (Adapté de Nicole et al.,
2000)

Préalablement a 1’Ala-Scan réalisé par Nicole ef al. (2000), ce type d’approche
expérimentale avait été effectué a ’aide d’un super-agoniste du VIP, soit I’acétyl-[Cys'?,
Nle'’, val®®, Thr®JVIP (Ro 23-7059) développé 2 la fin des années 80. Par le biais
d’essais pharmacologiques utilisant les muscles lisses de la trachée de cobaye, O’Donnell
et al. (1991) ont démontré que les principaux pharmacophores du Ro 23-7059 sont les
résidus acide aspartique-3, phénylalanine-6, thréonine-7, tyrosine-10, tyrosine-22 et
leucine-23. 1l importe de mentionner que les deux récepteurs VPACI et VPAC2 sont
abondamment exprimés dans la trachée de cobaye (Ishihara er al., 1992).
Conséquemment, cette étude ne peut discriminer adéquatement les deux types de
récepteurs de la classe II. Nonobstant ’homologie de séquence élevée existant entre le
VIP et le PACAP, la transposition directe des résultats des €tudes de relations structure-
activité obtenus pour le VIP au PACAP se doit d’étre effectuée avec précaution et
discernement. En effet, des modifications précises appliquées au VIP peuvent avoir des
effets opposés lorsque celles-ci sont apposées au PACAP. Par exemple, le récepteur

VPAC2 présente une affinité envers le dérivé VIP(1-26) 75 fois supérieure a celle

observée pour le fragment 1-26 du PACAP (Goulet et al., 1998).
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4.2.1 Etudes structurales du récepteur VPACI

Les trois récepteurs du PACAP présentent une forte homologie de séquence ainsi
que des caractéristiques moléculaires et structurales similaires. Par exemple, quatre-vingt-
trois résidus sont enticrement conservés chez ces récepteurs (Laburthe ef al., 1999). Des
récepteurs VPAC1, VPAC2 et PACI, seul le récepteur VPACI a été abondamment
étudié a I’aide de diverses approches expérimentales telles que la mutagénése dirigée, la
construction de récepteurs chimériques, 1’étude des complexes ligand-récepteur par le
biais du photomarquage ainsi que la modélisation moléculaire. En considérant la forte
homologie de séquence existant entre les domaines N-terminaux des récepteurs VPACI
et PACI (Figure 18), le récepteur VPACI apparait comme un modele valable permettant
de mieux comprendre les composantes structurales du récepteur PAC1 impliquées dans la

liaison du PACAP.,

VPAC1 “CSKMWDNLTCWPATPRGQVVVLACPLIFKLFSSIQGRN----- VSRSCTDEGWTHLEPGPYPIACGLDDKAA'?

PAC1 SCPGMWDNITCWKFAQVGEMVLVS CPEVFRIFNPDQVWM--VGRNCTEDGWSEPFP-HYFDACGFDDYEP'"

Figure 18: Alignement des séquences des domaines N-terminaux des récepteurs VPAC1
et PACI1. Les résidus cruciaux pour la liaison du VIP au récepteur VPAC1 et communs
aux deux récepteurs sont représentés en vert. Les résidus conservés chez les deux
récepteurs sont représentés en bleu. Les cystéines conservées sont représentées en rouge.
(Adapté de Couvineau et al., 1995)

Les études de mutagénese dirigée effectuées au cours des années 90 ont dévoilé
que les résidus acide aspartique-68, tryptophane-73, proline-87, glycine-109 et
tryptophane-110 du domaine N-terminal du récepteur VPACI sont cruciaux pour la
liaison du VIP au récepteur VPACI (Couvineau et al., 1995). Ces résidus sont également
présents au niveau du récepteur PAC1 (représentés en vert a la Figure 18). Les acides
aminés acide glutamique-36, tryptophane-67, proline-115 et lysine-143, tous hautement
conserveés chez les récepteurs de la classe B, semblent également cruciaux pour la liaison
du VIP (Laburthe & Couvineau, 2002). En outre, la présence des six cystéines du
domaine N-terminal qui sont totalement conservées chez I’ensemble des RCPG de la
classe B, est essentielle pour permettre I’interaction entre le VIP et le récepteur VPAC1

(Gaudin et al., 1995). Ce résultat suggeére que I’intégrité de la structure tridimensionnelle
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du domaine N-terminal, stabilisée par la présence de trois ponts disulfures, est importante
pour la liaison du VIP. De plus, les résidus cruciaux pour la liaison du VIP sont
largement dispersés sur I’ensemble de la séquence du domaine N-terminal (Figure 16),
suggérant que leur distribution spatiale pourrait jouer un rdle clé dans la liaison du VIP au
récepteur. A cet effet, ’équipe du Professeur Laburthe a procédé a la modélisation
moléculaire par homologie du domaine N-terminal du récepteur VPACI en se basant sur
une région de la lipase B démontrant une homologie de séquence significative et dont la
structure était disponible (Lins et al., 2001). Ce modele expose que les résidus acide
glutamique-36, tryptophane-67, acide aspartique-68, tryptophane-73 et glycine-109
forment un sillon chargé négativement. Cette cavité fiit initialement considérée comme
étant la pochette de liaison du VIP (Lins et al., 2001). De méme, certains résidus
tryptophane, préalablement caractérisés comme étant essentiels pour la liaison du peptide
au récepteur, se retrouvent au sommet de ce creux anionique et cet environnement
hydrophobe pourrait servir de site d’ancrage initial au VIP (Lins ef al., 2001). Toutefois,
ce modele structural présente une lacune puisque nonobstant 1’homologie de séquence
considérable entre cette portion de la lipase B et le domaine N-terminal de VPACI, ces
deux fragments protéiques font partie de protéines montrant des structures €loignées et

des fonctions biologiques distinctes.

Plus récemment, la modélisation du domaine N-terminal du récepteur VPACI a
été développée en s’appuyant sur la structure sous contraintes RMN du domaine N-
terminal du récepteur CRF-2f, un RCPG de la classe B (Grace et al., 2004). La structure
du domaine N-terminal de VPACI obtenue a I’aide de ce modele contient quatre brins B
et est stabilisée par la présence de trois ponts disulfures et par une liaison ionique
impliquant les résidus acide aspartique-68 et arginine-103 (Tan er al., 2006). Ce pont
salin se retrouve entre les groupements aromatiques portés par les chaines latérales des
résidus tryptophanes 73 et 110 et dont les interactions hydrophobes contribuent au
maintien de cette conformation. Ces résidus qui stabilisent la structure tridimensionnelle
du domaine N-terminal avaient été préalablement caractérisés au moyen de la mutagénése

dirigée comme étant essentiels pour permettre la liaison du VIP au récepteur VPACI.
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Conséquemment, il semble que I’intégrité de la conformation du fragment extracellulaire

constitue un élément essentiel pour la liaison du VIP au récepteur VPACI.

L’ensemble des études de photomarquage a révél€ que le VIP se lie exclusivement
au domaine N-terminal du récepteur VPACI. En effet, par le biais d’incorporations
ciblées du groupement photoréactif benzophénone aux positions 6, 22 et 28 du VIP, il a
été démontré que ces résidus se lient aux fragments 104-108, 109-120 et 121-133 du
récepteur VPACI, respectivement (Tan et al., 2004; Tan et al., 2003; Ceraudo et al.,
2008a). Particulierement, les principaux points de contact physique entre le segment N-
terminal du VIP et le récepteur VPACI, se retrouvent uniquement au niveau du domaine
N-terminal extracellulaire (fragment 130-137) et aucun contact direct avec des domaines
transmembranaires ou des boucles extracellulaires n’a été observé (Ceraudo et al.,
2008b). En combinant le modele structural par homologie du domaine N-terminal avec
les contraintes physiques provenant des études de marquage par photoaffinité, différents
modeles d’ancrage (docking) furent développés (Tan et al., 2006; Ceraudo et al., 2008a).
Globalement, le fragment hélicoidal du VIP se fixe parallelement aux brins P
antiparalleles positionnant ainsi la région N-terminale du VIP vers [’interface
récepteur/membrane (Laburthe er al., 2007). Ce modele de docking converge vers le
modele d’activation des RCPG de la classe B a deux domaines préalablement décrit
(Hoare et al., 2005). Toutefois, il semble que la portion N-terminale du VIP n’interagit
pas physiquement avec le corps du récepteur VPAC1, comme supposé dans le modele 2
deux domaines et observé dans le cas des récepteurs PTH-1 et de la sécrétine (Gensure et
al., 2003; Dong et al., 2004; Dong et al., 2006a).
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Résumé de Iarticle en francais

Le pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP), un neuropeptide
composé de 27 ou de 38 acides aminés, montre un potentiel thérapeutique pour le
traitement d’états physiopathologiques reliés aux maladies neurodégénératives. Toutefois,
son utilisation a des fins thérapeutiques est actuellement limitée par sa faible
biodisponibilit¢ et sa dégradation rapide. Conséquemment, des analogues
métaboliquement stables du PACAP représentent des outils prometteurs afin d’étudier les
roles physiologiques du PACAP et de valider son utilité dans certaines conditions
cliniques. Lors de cette étude, des dérivés du PACAP27 et du PACAP38 ont été
rationnellement concus afin de développer des agonistes du récepteur PAC1 résistants a
I’action des peptidases. Les résultats montrent que des modifications introduites au
niveau de I’extrémité N-terminale conférent au peptide une résistance face 2 1’action de la
dipeptidyl peptidase IV, un processus protéolytique majeur impliqué dans la dégradation
du PACAP. De plus, I’incubation in vitro des deux isoformes du PACAP dans du plasma
humain a révélé€ que le PACAP38 est rapidement métabolisé, avec une demi-vie de moins
de 5 minutes, tandis que le PACAP27 est stable dans ces mémes conditions
expérimentales. De ce fait, aprés avoir identifi€ les principaux métabolites plasmatiques,
le PACAP38 a été modifié aux sites de clivage potentiels par les endopeptidases et les
carboxypeptidases. Tous les analogues peptidiques ont été testés pour leur capacité 2 lier
le récepteur PACI, ainsi que pour leur potentiel 2 induire la mobilisation calcique et a
inhiber la prolifération des cellules PC12 via I’activation du récepteur PAC1. Cette
approche a conduit 2 I'identification de deux composés prometteurs, I’acétyl-[Ala'>,
Ala™]PACAP38-propylamide et 1’acétyl-PACAP27-propylamide qui démontrent une
stabilité métabolique améliorée et une activité biologique similaire au peptides natifs.
Cette étude présente des données originales concernant le métabolisme du PACAP dans
le plasma humain et décrit le développement d’un analogue du PACAP38
métaboliquement stable, 1’acétyl-[Ala'’, AlaZO]PACAP38-propylamide, ce dernier

apparait dans nos paradigmes comme un super-agoniste du récepteur PAC1.
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Contribution de ’étudiant

La majorité du travail en laboratoire a été effectuée par Steve Bourgault. Le manuscrit a
été rédigé et soumis par Steve Bourgault. Béatrice Botia, lors d’un stage de quatre
semaines a ’INRS—Institut Armand-Frappier a participé a la synthése de deux analogues
et a contribué a la réalisation des essais de liaisons compétitives. Alain Couvineau et
Marc Laburthe ont participé a ce travail en fournissant la lignée cellulaire CHO
transfectée avec le récepteur PAC1, développée dans leur laboratoire. Hubert Vaudry a
collaboré a cet article en corrigeant le manuscrit. David Vaudry et Alain Fournier ont

supervisé les travaux, émis certaines hypothéses permettant de discuter d’éléments clés

du travail et ont corrigé le manuscrit.
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Résumé de ’article en francais

L’affinité de liaison envers le récepteur PAC1, I’activité biologique et le contenu en
hélice o de nombreux analogues tronqués du PACAP27 ont été évalués. Premiérement,
nous avons €valu€ les paramétres pharmacologiques et structuraux de fragments du
PACAP réduits a I’extrémité C-terminale, de PACAP(1-23) 23 PACAP(1-19). Tous les
dérivés tronqués a D’extrémité C-terminale ont montré des spectres de dichroisme
circulaire typiques d’une conformation hélicoidale. Lors de la réduction progressive du
domaine C-terminal, nous avons observé une diminution graduelle de la capacité du
PACAP27 a lier et a activer le récepteur PAC1. Par conséquent, cette diminution de
Iactivité biologique a €té principalement attribuée 3 I’enlévement de résidus qui
interagissent directement avec le récepteur et non a une déstabilisation de la conformation
hélicoidale du domaine C-terminal. Nous avons également analysé les caractéristiques
pharmacologiques et conformationelles d’analogues hybrides du PACAP27 contenant un
espaceur aliphatique connectant le domaine N-terminal a la région C-terminale. Cette
stratégie a révélé qu’aucun de ces analogues discontinus ne posséde une affinité
importante envers le récepteur PAC1, malgré que certains de ces dérivés aient présenté
des spectres de dichroisme circulaire typiques d’une structure en hélice o. Les résultats
de cette étude suggerent que de nombreux domaines du PACAP27 sont impliqués dans
I’interaction avec le récepteur PACI et que la présence d’une conformation en hélice o

ne constitue pas une composante suffisante pour permettre I’activation du récepteur.
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Contribution de ’étudiant

La majorité du travail en laboratoire a été effectuée par Steve Bourgault. Le manuscrit a
été rédigé et soumis par Steve Bourgault. Emilie Raoult, lors d’un stage de trois semaines
a PINRS-Institut Armand-Frappier, a participé a la synthése, a la purification et 2 la
caractérisation des analogues hybrides du PACAP27. Laure Guilhaudis a fourni une aide
technique lors de I’analyse des peptides par dichroisme circulaire. Laure Guilhaudis a
également particip€é & la correction de la partie de D’article concernant 1’analyse
structurale. Alain Couvineau et Marc Laburthe ont participé a ce travail en fournissant la
lignée cellulaire CHO transfectée avec le récepteur PACI, développée dans leur
laboratoire. Hubert Vaudry a collaboré a cet article en corrigeant le manuscrit. David

Vaudry et Alain Fournier ont supervisé les travaux, émis certaines hypoth&ses permettant

de discuter d’éléments clés du travail et ont corrigé le manuscrit.
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Résumé de Darticle en francais

Le récepteur PAC1 est abondamment exprimé au niveau du syst®me nerveux central ol
il agit sur la survie neuronale. Afin d’identifier les déterminants moléculaires et les
composantes conformationelles responsables de I’activation du récepteur PACI, une
étude de relations structure-activité ciblant le domaine N-terminal de son ligand
endogene, le PACAP, a été entreprise. Les résidus Asp3 et Phe® ont été identifiés comme
d’importants pharmacophores du récepteur PACI1. Cette étude de relations structure-
activité, supportée par des analyses structurales par spectroscopie RMN, suggére que le
segment N-terminal du PACAP (résidus 1 a 4) adopte une conformation spécifique
similaire a celle retrouvée chez un coude lorsque le PACAP active le récepteur PAC1. De
plus, I'intégrit€ de I’hélice o observée aux positions 5 & 7 apparait cruciale pour le
maintien d’une haute affinité€ envers le récepteur PACI. Cette approche a également
conduit a I’identification de nouveaux superagonistes, comme le [Bip’]PACAP27 et d’un
puissant antagoniste, [Sar')JPACAP38. La conformation bioactive suggérée par les
résultats de cette étude pourrait constituer une base moléculaire adéquate supportant la

conception d’agonistes nonpeptidiques du récepteur PACI.
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Table 1. Analytical Data Obtained by MALDI-TOF

Spectrometry and by RP-HPLC for PACAP and PACAP

Analogs.
Mass
Calculate Observed trt
no Compound d (Da) (min)
(Da)

1 PACAP27 3147.6 31479 20.33
2 PACAP38 4534.3 4536.2 18.27
3 [Ala']PACAP27 3081.5 3081.6 20.39
4 [Ala']PACAP38 4467.9 4469.1 18.42
5 [Ala’JPACAP27 3131.6 3132.0 20.30
6 [Ala’]PACAP38 4518.3 4519.3 18.20
7 [Ala®)PACAP27 3103.6 31054 20.20
8 [Ala*]PACAP38 4490.3 4492.0 18.15
9 [Ala*]PACAP27 3161.6 3161.6 20.18
10 [Ala4]PACAP38 4548.3 4550.5 18.08
11 [Ala’]JPACAP27 3105.6 3106.3 19.81
12 [Ala’]PACAP38 4492.2 4495.1 17.78
13 [Ala®]JPACAP27 3076.5 3077.7 19.63
14 [Ala®]JPACAP38 4458.2 4459.7 17.62
15 [Ala’]JPACAP27 3117.6 3117.8 20.33
16 [Ala’JPACAP38 4504.3 4506.2 18.28
17 [D-His'|PACAP27 3147.6 3147.5 20.30
18 [D-His'|PACAP38 4534.3 45354 18.22
19 [D-Ser’JPACAP27 3147.6 31479 20.33
20 [D—Serz]PACAP38 4534.3 4535.8 18.20
21 [D-Asp3 JPACAP27 3147.6 3148.0 20.25
22 [D-Asp’]JPACAP38 4534.3 4535.2 18.18
23 [D-lle’]JPACAP27 3147.6 3148.7 20.52
24 [D-Lle’JPACAP38 4534.3 4536.3 18.42
25 [D-Phe®]PACAP27 3147.6 31481 20.58
26 [D-Phe®)PACAP38 4534.3 4534.9 18.45
27 [D-Thr'JPACAP27 3147.6 3147.7 20.05
28 [D-Thr’']JPACAP38 4534.3 4537.0 18.00
29 [N-Me-Serz]PACAP27 3151.6 3152.7 20.05
30 [N-Me-Ser’JPACAP38 4549.3 4550.1 17.93
31 [N-Me-Asp3 JPACAP27 3151.6 3152.5 20.02
32 [N-Me-Asp3]PACAP38 4549.3 4550.4 17.93
33 [Sar‘)JPACAP27 3151.6 3151.9 20.03
34 [Sar*]JPACAP38 4549.3 4552.3 17.90
35 [N-Me-IleS]PACAP27 3151.6 3152.0 19.75
36 [N-Me-1le’]JPACAP38 4549.3 4551.6 17.55
37 [N-Me-Phe®JPACAP27 3151.6 3151.3 20.07
38 [N-Me-Phe®]PACAP38 4549.3 4551.0 17.52
39 [N-Me-Thr']JPACAP27 3151.6 3152.9 19.83
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40
41
42
43

45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
71
78
79
80
81

[N-Me-Thr JPACAP38
Ac-PACAP27
Ac-PACAP38
[His(1-Me)' JPACAP27
[His(1-Me)'JPACAP38
[His(3-Me)' [PACAP27
[His(3-Me)' JPACAP38
[Asn’]JPACAP27
[Asn®*]PACAP38
[Glu’)JPACAP27
[Glu*]PACAP38
[Aad’]PACAP27
[Aad’]PACAP38
[Cha®]PACAP27
[Cha®]PACAP38
[Tyr®JPACAP27
[Tyr*JPACAP38
[Bip®)PACAP27
[Bip®]PACAP38
[Nal°]PACAP27
[Nal®JPACAP38
[Pro’]JPACAP27
[Pro’]JPACAP38
[Hyp’]PACAP27
[Hyp’]JPACAP38
[D-Pro’]JPACAP27
[D-Pro’]JPACAP38
[Aib’]JPACAP27
[Aib’]JPACAP38
[Aib*)PACAP27
[Aib*)PACAP38
[y-lactam™"]PACAP27
[y-lactam*”]PACAP38
[Ind®]PACAP27
[Ind®*JPACAP38
[Tic®]PACAP27
[Tic®)PACAP38
[Tiq®]JPACAP27
[Tig*]PACAP38
[Disc®]JPACAP27
[Disc®]PACAP38
PACAP(6-38)

4549.3
3189.6
4576.3
3151.6
4549.3
3151.6
4549.3
3146.7
4533.3
3161.6
4548.3
3175.6
4562.3
3153.6
4540.3
3163.6
4550.3
3224.6
4611.3
3197.6
4584.3
3157.7
4544.3
3173.7
4560.4
3157.7
4544.3
3146.6
4533.3
3175.6
4562.3
3174.9
4561.6
3145.6
4532.3
3157.6
4544.4
3145.6
4532.3
3157.6
4544.4
3980.0

4553.6
3190.7
4578.3
3152.2
4550.5
3152.8
4551.0
3148.0
4536.7
3161.4
4549.9
3177.1
4564.6
3155.9
4542.4
3164.5
4553.0
3224.6
4613.6
3199.1
4585.7
31584
4546.2
3174.9
4562.0
3158.8
4545.8
3147.5
4535.3
3176.8
4564.4
3176.1
4563.9
3147.0
4532.2
3157.6
4545.1
3145.9
4534.1
3158.5
4547.4
3981.7

17.52
20.50
18.22
20.03
17.97
19.98
17.92
19.92
17.85
19.97
17.95
20.00
17.97
20.50
18.42
19.55
17.50
21.27
18.98
20.65
18.47
20.08
18.05
20.15
17.93
20.10
18.03
20.23
18.13
20.07
18.02
20.56
18.31
19.57
17.53
19.83
17.82
19.75
18.28
19.57
17.55
17.02
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Table 2. '"H Chemical Shifts of PACAP27 (1 mM) in 10% D,0/H,0 in Presence of 100
mM of DPC-dsgat pH 3.5 and 297 K, with DSS as an Internal 'H Chemical Shift

Reference.
Residue NH C.H CpH Others
His-1 2.37 342 C.H:7.46
C:H : 8.68
Ser-2 8.99 4.56 388
Asp-3 8.85 4.79 2.90
Gly-4 8.45 4.00
lle-5 8.23 3.98 1.73 CH:1.05
CH:0.77
CsH : 0.60
Phe-6 8.29 458 324-3.09 CsH :7.28
CH:7.22
CH:722
Thr-7 8.06 415 423 CH:124
Asp-8 8.53 4.62 285
Ser-9 8.13 4.27 390-3.82
Tyr-10 831 4.34 3.10-3.01 CsH : 7.06
C.H:7.80
Ser-11 8.15 4.05 399-392
Arg-12 792 4.00 1.77 - 1.68 CsH:3.08
CH:145-136
NH:7.3
Tyr-13 7.92 4.38 3.10-295 CsH : 7.07
C.H:6.80
Arg-14 8.03 396 1.72-1.57 CeH: 3.10
CH:138-130
NeH : 7.46
Lys-15 781 418 1.85 C/H: 1.55-1.40
CeH : 1.65
CH:2.94
NH : 7.68
Gln-16 8.06 4.15 2.17 CH:240
NH:7.35-687
Met-17 8.12 427 2.08 CH:2.56-247
CH:2.03
Ala-18 8.17 4.32 1.49
Val-19 8.07 378 225 CH:1.09
CH:0.99
Lys-20 8.37 3.86 1.90 CH:165-138
CsH: 1.74
CH:291
N(H: 7.83
Lys-21 795 401 187 CH: 1.36 - 1.25
CsH: 161
CH:2.88
NCH : 7.58
Tyr-22 7.84 431 3.08 CsH : 7.05
CH:678
Leu-23 8.30 4.03 1.94 CH:1.49
CsH : 0.90
Ala-24 8.20 397 1.48
Ala-25 7.53 4.14 1.51
Val-26 7.63 393 2.10 CH:097
CH:094
Leu-27 7.83 4.21 1.79 CH: 157
CsH : 0.88
CONH; 7.01
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Table 3. 'H Chemical Shifts of [Pro’JPACAP27 (1 mM) in 10% D>O/H-O in Presence of
100 mM of DPC-djg at pH 3.5 and 297 K, with DSS as an Internal '"H Chemical Shift

Reference.

Residue NH C.H CsH Others

His-1 4.66 344-338 CeH:7.52
CiH :8.73

Pro-2 458 238-1.97 CH:2.03

CsH:3.85-348

Asp-3 8.90 478 291

Gly-4 8.45 4.00

lle-5 8.18 399 1.72 CH:1.04
CH:077
CsH : 0.61

Phe-6 8.35 459 3.24-3.09 CeH :7.28
CH:1.22
CH:7.22

Thr-7 8.06 4.16 424 CH:123

Asp-8 8.51 463 286

Ser-9 8.14 428 3.88-3.80

Tyr-10 8.30 435 3.10-3.01 CsH : 7.06
C.H:7.80

Ser-11 8.14 4.06 3.99-3.92

Arg-12 7.93 4.00 1.77 - 1.68 CH:145-136
CsH : 3.08
NH:7.30

Tyr-13 7.92 438 3.10-2.95 CsH :7.07
CH: 6.80

Arg-14 8.03 3.96 1.72-1.57 CH:138-130
CsH:3.10
NH : 7.46

Lys-15 7.81 4.18 1.85 CyYH:1.55-1.40
CsH: 1.65
CH:294
N;H: 7.68

Gln-16 8.06 415 2.17 CH :2.40

NH :7.35-6.87

Met-17 8.12 427 2.08 CH:256-247
CH:2.03

Ala-18 8.16 433 49

Val-19 8.07 3.78 25 CH:1.09
CH:0.99

Lys-20 8.37 3.86 1.90 CH:165-1.38
CsH: 1.74
CH:29]
N;H:7.83

Lys-21 7.95 4.01 1.87 CH:136-125
CsH: 161
CH:2388
N;H 0 7.58

Tyr-22 7.84 431 3.08 CsH : 7.05
CH:6.78

Leu-23 8.30 4.03 1.94 CH: 149
CsH: 0.90

Ala-24 8.20 397 148

Ala-25 7.53 4.14 1.51

Val-26 763 393 2.10 CH:097
CH:094

Leu-27 7.83 421 1.79 CH: 157
CsH : 0.88

CONH, 7.01
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Table 4. 'H Chemical Shifts of [D-Pro’]JPACAP27 (1 mM) in 10% D-O/H,0 in Presence
of 100 mM of DPC-dsg at pH 3.5 and 297 K, with DSS as an Internal 'H Chemical Shift

Reference.
Residue NH C.H CeH Others
His-1 4.66 337 CH:748
CsH: 8.7
D-Pro-2 4.50 225197 CH:2.08
C:H:3.87-3.48
Asp-3 8.98 4.64 292281
Gly-4 8.36 4.04-3.96
lle-5 8.15 3.99 1.72 CH:1.04
CH: 078
CsH : 0.59
Phe-6 8.25 462 3.25-3.09 CsH : 7.28
CH:7.22
CH:7.22
Thr-7 8.02 4.16 425 CH:123
Asp-8 8.53 463 285
Ser-9 8.12 4.8 3.89 - 3.80
Tyr-10 831 4.36 3.10-3.01 CeH : 7.06
C.H:7.80
Ser-11 8.15 407 399 -3.92
Arg-12 793 401 1.77 - 1.68 CH :145-1.36
C:H : 3.07
N:H:7.30
Tyr-13 792 439 3.10-2.96 CeH : 7.07
CH : 6.80
Arg-14 8.02 397 172157 CH:138-130
CsH : 3.10
NH:7.47
Lys-15 7.81 4.19 1.86 CH:1.55-1.40
CsH : 1.66
CH:295
N;H : 7.68
Gln-16 8.06 4.14 217 CH:239
NeH : 7.35-6.87
Met-17 8.12 427 2.08 CH:257-248
CH:2.01
Ala-18 8.16 433 149
Val-19 8.07 378 2.25 CH:1.09
CH :099
Lys-20 8.37 386 1.90 CH:1.65-138
CH:1.74
CH:29]
NH:7.83
Lys-21 7.95 401 1.87 CH:136-125
CsH: 1.61
CH:288
NeH : 7.58
Tyr-22 7.84 431 3.08 CsH : 7.05
CH:6.78
Leu-23 8.30 4.03 1.94 CH: 149
CeH : 0.90
Ala-24 8.20 397 148
Ala-25 753 4.14 151
Val-26 763 393 2.10 CH:097
CH:092
Leu-27 7.83 421 1.78 CH: 157
CsH : 0.88
CONH, 7.01
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Figure 1. Summary of NOE connectivities observed for PACAP27. The thickness of the
lines reflects the intensity of the sequential NOE connectivities that is weak, medium or
strong.

108



H, P:D; G, 15 Fy Ty Dy Sy Yo Sy Riz Yis Rus Kus QM Asg Vio Ky Kn Yas L Ay Ass Vi Ly NH,

denGa+1) N - N — - — | RSES—
don(Li+1) el ‘B .. | =
den(.i+2) e . . . y
den (42D : Lo : ;
[ t — p— c—— '
. -
. b
dun(,i+3) E—— ;
— X
© :
X E— :
. [ ] .
: N
. [ ]
. |
i L —
dup 1,143) — : :
I e i
—— ;
—_—
E—
]
e —
N 000 |
. I
. —
; [ ]
den(ii+d) :

|
|

Legende: MM wms ——  NOEsnon AMBigus
NOEs AMB1gus

Figure 2. Summary of NOE connectivities observed for [Pro’]JPACAP27. The thickness
of the lines reflects the intensity of the sequential NOE connectivities that is weak,
medium or strong.
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Figure 3. Summary of NOE connectivities observed for [D-Pro’JPACAP27. The
thickness of the lines reflects the intensity of the sequential NOE connectivities that is
weak, medium or strong.
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Chapitre 5: Discussion

Depuis la découverte du PACAP 2 la fin des années 80, de nombreuses fonctions
physiologiques pour ce neuropeptide ont été mises en évidence. En particulier, il a été
démontré que le PACAP exerce des effets neuroprotecteurs dans divers modeles
d’ischémie cérébrale, ce qui suggere que ce peptide dispose d’un potentiel thérapeutique
pour le traitement des AVC ischémiques. Le PACAP réduit les dommages neurologiques
associés a I’ischémie a la fois a travers son action anti-apoptotique et ses propriétés anti-
inflammatoires. Les effets neuroprotecteurs du PACAP sont retrouvés méme lorsque le
peptide est administré plusieurs heures aprés I’AVC, ce qui offre une fenétre
thérapeutique intéressante pour diminuer les atteintes neurologiques. Toutefois, la
capacité du PACAP a réduire le volume de la zone neuronale infarcie et de favoriser la
reprise des comportements moteurs suite & un épisode ischémique n’a été rapportée que
chez le rongeur et devra maintenant étre confirmée chez le primate. Néanmoins, la
distribution des récepteurs du PACAP dans le cerveau et le cervelet de marmoset et de
macaque ainsi qu’au niveau du cervelet humain, est similaire a celle retrouvée chez le rat
et la souris (Basille et al., 2006; Aubert et al., 2007; Jolivel et al., 2009). Ces récepteurs
semblent fonctionnels puisque leur activation entraine une diminution de P’activité
caspase-3 dans des tranches de cerveaux de macaque et protége les neurones de primates
de la neurotoxicité induite par I’agent de chimiothérapie cisplatine (Jolivel ez al., 2009;
Aubert et al., 2008). Ces observations suggérent que le PACAP pourrait exercer des

effets biologiques dans le SNC du primate semblables & ceux observés chez le rongeur.

Le PACAP, par le biais de son interaction avec les récepteurs VPAC1, VPAC2 et
PAC1 induit de nombreux effets biologiques. Par exemple, il a été montré que ’injection
iv de PACAP chez I’humain augmente significativement le rythme cardiaque (Birk et al.,
2007; Dorner et al., 1998). Le PACAP étant un puissant agent vasodilatateur chez
I’humain (Warner et al., 1992 ; Dorner et al., 1998), ’effet tachycardique du PACAP
pourrait étre le reflet d’'un mécanisme compensatoire de la vasodilatation initialement
induite par le peptide. Le PACAP diminue également la pression partielle de dioxyde de

carbone mesurée a la fin de I’expiration chez I’humain (Birk et al., 2007). Cet effet
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biologique semble étre reli€ 4 une augmentation de la ventilation, comme préalablement
observée chez le chien (Ishizuka er al., 1992; Runcie et al, 1995). De plus, un
rougissement de la peau du visage (skin flushing) ainsi qu’une sensation de chaleur ont
été rapportés par I’ensemble des volontaires participant & une étude portant sur les effets
physiologiques d’une perfusion iv de PACAP (Birk e al., 2007). Ces phénoménes
physiologiques observés suite a I’injection du PACAP chez I’humain pourraient
éventuellement limiter I’ utilisation du PACAP comme agent neuroprotecteur lors d’AVC.
Néanmoins ces effets indésirables (tachycardie, hypotension, rougissement de la peau et
hyperventilation) sont principalement induits par I’activation des récepteurs VPAC. En
effet, le VIP, qui ne peut lier le récepteur PACI, provoque des effets physiologiques
similaires suite & son administration par voie iv chez 1’humain (Morice et al., 1983; Frase
et al., 1987; Maxwell et al., 1990). De méme, le récepteur PACI est principalement
localisé dans le SNC et au niveau de I’hypophyse antérieure, contrairement aux
récepteurs VPAC qui sont plus largement distribués au niveau périphérique (Shivers er
al., 1991; Vaudry et al., 2000b). Considérant que le récepteur PAC1 est majoritairement
responsable des effets neuroprotecteurs du PACAP, le développent de dérivés sélectifs du
récepteur PAC1 apparait important afin de réduire les effets secondaires résultant d’une

activation non-désirée des récepteurs VPAC.

En outre, la nature moléculaire peptidique du PACAP lui confere des paramétres
pharmacocinétiques qui pourraient éventuellement limiter son utilisation comme
composé cliniquement efficace. Particulierment, le PACAP présente une demi-vie dans le
sang de moins de 2 minutes chez la souris (Zhu er al., 2003) et de prés de 3.5 minutes
chez I’humain (Birk et al., 2007). Suite & son injection par voie iv, le PACAP est
rapidement métabolisé par la DPP IV, qui clive I’extrémité N-terminale du peptide. Cette
région étant essentielle a I’activation du récepteur PACI, le clivage du PACAP38 par
cette enzyme entraine la formation de métabolites, comme les fragments 3-38 et 5-38, qui
agissent en tant qu’antagonistes du récepteur PACI. Cette conversion rapide du peptide
bioactif en antagoniste suite & une injection par voie intraveineuse compromet le potentiel
thérapeutique du PACAP.
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A cet égard, deux avenues furent explorées lors de cette étude afin de développer
des agonistes stables du récepteur PAC1. Premierement, nous avons développé une
librairie d’analogues du PACAP comportant des modifications chimiques ciblant les
principaux sites potentiels de clivage enzymatique. Deuxiémement, nous avons évalué la
possibilit€ de concevoir des peptides courts et/ou contraints montrant une activité
biologique similaire au PACAP natif. Pour ce faire, des études de relations structure-
activité ont ét€ entreprises afin d’identifier le segment minimal permettant la liaison du
peptide au récepteur PAC1 et de caractériser les déterminants moléculaires et structuraux

du domaine N-terminal du PACAP responsables de 1’activation du récepteur PACI.
1. Développement de dérivés stables du PACAP

Par le biais d’une approche rationnelle combinant identification des sites de clivage
enzymatique (Figure 19) et modifications chimiques ciblées, une librairie de dérivés
stables du PACAP a été développée. Nous avons initialement congu des analogues
résistants a I’inactivation induite par la DPP IV, principale enzyme responsable de la
dégradation du PACAP. De cette premiére librairie, les dérivés possédant un groupement
acétyle sur la fonction amine de I’extrémité N-terminale ont montré une résistance totale
face a cette enzyme ainsi qu’une puissance similaire au peptide natif. Ensuite, en
s’appuyant sur les profils de dégradation générés suite a I’incubation du PACAP dans du
plasma humain, nous avons développé une série d’analogues comportant des
modifications chimiques précises ciblant les principaux sites de clivage enzymatique dans
la séquence peptidique. De cette seconde librairie, les dérivés acétyl-[Ala'’, Ala®]-
PACAP38-propylamide et acétyl-PACAP27-propylamide ont présenté une résistance
complete face & 1a DPP IV ainsi qu’une stabilité plasmatique prolongée (Chapitre 2).
Particuli¢rement, 1’analogue de 38 acides aminés s’est avéré plus puissant que le peptide
natif a induire la mobilisation calcique et 2 inhiber la prolifération des cellules PC12. Par
cette approche rationnelle combinant identification des métabolites, modifications
chimiques ciblées et caractérisation de I’activation biologique, deux dérivés stables du

PACAP ont été identifiés.
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Figure 19: Séquence primaire du PACAP illustrant les principaux sites de clivage
enzymatique. (4mmm) Site de clivage enzymatique primaire. (<) Site de clivage
enzymathue secondaire. “Site de clivage potentiel pour le PACAP27 et le PACAP38.
®Site de clivage enzymatique spécifique au PACAP38. “Site de clivage enzymatique
spécifique au PACAP27. DPP 1V, dipeptidy! peptidase IV; EP, endopeptidase
plasmatique; NEP, endopeptidase neutre; PC, pro-hormone convertase; CP,
carboxypeptidase plasmatique.

Diverses modifications chimiques peuvent étre employées afin d’augmenter la
stabilité protéolytique des peptides telles que la cyclisation, le changement de chiralité,
I’incorporation d’acides aminés non-naturels, la modification des extrémités N- et C-
terminales et l’alkylation de I’atome d’azote de la liaison amide. Par exemple, la
conformation cyclique ainsi que la présence d’un résidu non-naturel et de sept liens
peptidiques N-méthylés conferent 4 la cyclosporine A une activité biologique suite a son
administration par voie orale (Rozycki et al., 1992). De méme, I’altération ou la
substitution des atomes du squelette peptidique prévient la dégradation par les protéases.
A cet égard, le remplacement de la liaison peptidique (CO-NH) par des liens de type
CH,-SH, CH,-NH ou CO-CH; proteége entiérement ce lien de la protéolyse (Adessi &
Soto, 2002). En outre, les peptoides, dont les chaines latérales sont rattachées aux corps
peptidiques par I’atome d’azote du lien peptidique, et les azapeptides, dont les carbones o
sont remplacés par des atomes d’azote, démontrent également une stabilité protéolytique
accrue (Adessi & Soto, 2002). Toutefois, les modifications chimiques apportées au corps
peptidique modifient habituellement les propriétés biochimiques du peptide et
particulierement sa conformation tridimnensionnelle. Conséquemment, le choix des
modifications chimiques constitue un compromis délicat entre les effets positifs sur la
stabilit¢ du peptide et les effets potentiellement délétéres sur la structure, 1’activité

biologique et la spécificité du peptide.

Au cours de ce projet, deux modifications chimiques furent testées afin de bloquer

le clivage du PACAP38 par les endopeptidases plasmatiques. Dans un premier temps,
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nous avons remplacé le pont amide reliant les résidus lysine-21 et tyrosine-22 par un lien
CH>-NH, protégeant ainsi ce site potentiel du clivage enzymatique. Toutefois, I’analogue
[\yCHg-NHZI'ZZ]PACAP38 a montré une réduction importante de son affinité envers le
récepteur PAC1 (Chapitre 2). Cette diminution d’affinité semble provenir d’une
déstabilisation de la conformation du PACAP38. En effet, au moyen d’analyses
spectroscopiques de dichroisme circulaire, nous avons démontré que 1’incorporation de la
liaison CH,-NH fragilise la structure hélicoidale du PACAP38 (Figure 20). Ceci suggére
que l'atome d’oxygéne de la lysine-21 (i) pourrait étre impliqué dans une liaison
hydrogene avec I’atome d’azote du squelette peptidique porté par le résidu alanine-25 (i +
4). Ce type de pont hydrogeéne est connu pour stabiliser les hélices o. De méme, la
substitution d’un lien amide (CO-NH) par une liaison CH,-NH inhibe la planarité et la
rigidité associées aux liaisons peptidiques, conduisant ainsi 2 une désorganisation de la

conformation tridimensionnelle.

60000 —— PACAP38
~—— [wCH,-NH>"2|PACAP38

Ellipticité moyenne par résidus
(deg em? dmol ™)
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190 200 210 220 230 240 250 260
Longueur d'onde (nm)
Figure 20: Spectres de dichroisme circulaire du PACAP38 et du [yCH,-NH?"

2]PACAP38. Les peptides ont ét€ solubilisés dans une solution de TFE/H,0 (20 mM
NaHPO,, pH 7; 30/70, v/v) a une concentration de 0.5 mg/mi.

Dans un second temps, nous avons procédé 2 la substitution successive des résidus
des doublets basiques par une alanine afin de réduire I’affinité des endopeptidases envers
ces sites de clivage. Certaines de ces modifications ont considérablement augmenté la

stabilit€¢ du PACAP dans le plasma humain sans affecter son affinité envers le récepteur
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PACI1. Toutefois, celles-ci ne proteégent pas complétement le PACAP38 de I’action
protéolytique des endopeptidases plasmatiques. En effet, nonobstant 1’incorporation
ciblée de deux alanines, le dérivé acétyl-[Ala'>, Ala®]-PACAP38-propylamide est
toujours clivé entre les positions 15-16 et 21-22. De ce fait, d’autres modifications
chimiques pourront étre ultérieurement explorées afin de protéger totalement ces sites de
clivage sans altérer profondément la structure tridimensionnelle et I’activité biologique
du PACAP. Par exemple, la substitution des résidus aux positions 15 et 21 par des acides
aminés non-naturels, le remplacement des liens amides par des liaisons CO-CH; ou
I'utilisation de lysine de type aza aux positions 15 et 21 pourraient conduire 2
Iidentification de puissants agonistes du récepteur PACI résistants aux endopeptidases

plasmatiques.

Toutefois, ’ensemble de ce développement repose essentiellement sur des données
in vitro. En effet, aucun profil de dégradation in vivo du PACAP n’a été initialement
généré. De méme, I’évaluation de la stabilité métabolique in vivo des analogues stables
n’a pas été complétée lors de cette étude. A cet égard, nous avons débuté 1’évaluation de
la stabilité des analogues acétyl-[Ala", Ala®®)-PACAP38-propylamide et acétyl-
PACAP27-propylamide suite a leur injection par voie iv a des rats et & des souris. Cette
approche, s’appuyant sur la spectrométrie de masse, s’est pour le moment avérée
infructueuse. En effet, de nombreux problémes reliés  la détection des doses injectées,
au blocage de la colonne du systéme chipLC-MSMS ou 2 une absorptivité irréguliere des
composés peptidiques aux colonnes de pré-purification, aux tubes et aux embouts ont été
rencontrés. Nous explorons actuellement de nouvelles avenues telles que le recouvrement
du matériel par de la BSA, I'utilisation de différents systémes de purification ou I’emploi
de peptides radiomarqués afin d’analyser la stabilité in vivo des analogues et d’identifier
d’autres sites de clivage potentiel. Néanmoins, afin d’obtenir certaines indications de la
stabilité€ in vivo nous avons examiné D’activité biologique de I’analogue acétyl-[Ala'’,

Alazo]-PACAP38—propylamide dans un modele de prise alimentaire chez la souris.
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1.1 Evaluation de I’activité anorexigéne

Comme mentionné précédemment, I’injection icv de PACAP réduit la prise
alimentaire chez le poulet, le rat et la souris (Tachibana er al., 2003; Chance et al., 1995;
Morley et al., 1992). En outre, cet effet est bloqué par I’antagoniste PACAP(6-38) et
lorsque le VIP est utilisé aux mémes doses que le PACAP, celui-ci n’a pas d’effet sur la
consommation de nourriture (Mounien er al., 2008). Ces observations suggérent que
Iactivité anorexigéne du PACAP découle de I’activation du récepteur PAC1. Nous avons
donc exploité I’effet anorexigéne du PACAP afin de comparer 1’activité biologique in
vivo de I’analogue stable a celle du peptide natif. Les résultats exposés 2 la figure 21
montrent que I’injection de 1 pg/kg de PACAP38 au niveau du ventricule droit réduit
considérablement la prise alimentaire cumulative chez des souris préalablement privées
de nourriture pendant 18 heures. Lorsque 1’analogue acétyl-[Ala'®, Ala®®]-PACAP38-
propylamide est utilisé 4 la méme dose, I’effet anorexigéne est prolongé. Notamment, la
prise alimentaire cumulative 4, 5 et 6 heures suite a I’injection est significativement plus
faible pour I’analogue stable (Figure 21). La DPP IV étant exprimée dans I’ensemble du
SNC (Mentlein, 1999), I’activité biologique prolongée du dérivé stable pourrait provenir
de la protection conférée par le groupement acétyle qui empéche la formation

d’antagonistes du récepteur PAC1 (fragments 3-38 et 5-38).
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Figure 21: Effet d’un traitement par voie icv de PACAP38 et d’acétyl-[Ala'”, Ala®")-
PACAP38-propylamide sur la prise alimentaire cumulative. Les souris privées de
nourriture pour une Période de 18 heures ont ét€ traitées au PACAP38 (1 pg/kg) (A), 2
P’acétyl-[Ala'®, Ala®®)-PACAP38-propylamide (1 pg/kg) (¥) ou 2 une solution saline
(0.9% NaCl) (m) par injection icv. Dix minutes aprés I’injection, les souris ont eu accés a
la nourriture. La prise alimentaire cumulative a été mesurée sur une période de 6 heures
en contrdlant le poids de la nourriture. Chaque valeur consiste en la valeur moyenne pour
10 souris. *p < 0.05 : vs PACAP

L’ativité anorexigéne du PACAP et de I’analogue stable suite 2 leur injection par
voie iv & des souris affamées a ensuite €té comparée. L’administration de 300 pg/kg de
PACAP38 par la veine latérale de la queue diminue considérablement la prise alimentaire
cumulative (Figure 22). Cependant, I’effet du PACAP sur la prise alimentaire, mesuré par
période, n’est significative (p < 0.05) qu’au cours des 30 minutes suivant I’injection du
peptide (Figure 23). A I'opposé, I’analogue acétyl-[Ala'®, Ala®®}-PACAP38-propylamide
réduit significativement (p < 0.05) la prise alimentaire pour I’ensemble des périodes
jusqu’a 3 heures post-injection (Figure 23). De fait, les souris traitées avec le dérivé
stable présentent une diminution importante de leur consommation de nourriture
cumulative en comparaison avec les souris traitées au PACAP38 (Figure 22). Ces
résultats indiquent que I’effet anorexigéne du PACAP suite a une injection iv est
considérablement augmenté et prolongé par I’utilisation d’un analogue protégé face a
Paction protéolytique des peptidases plasmatiques et de la DPP IV. A cet égard,
I'analogue acétyl-[Ala", Ala®]-PACAP38-propylamide présente une stabilité

118



plasmatique in vitro 5 fois supérieure a celle du peptide natif ainsi qu’une résistance

compleéte face a la dégradation induite par la DPP IV (Chapitre 2).

17504
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Figure 22: Effet d’un traitement par voie iv de PACAP38 et d’acétyl-[Ala'’, Ala®}-
PACAP38-propylamide sur la prise alimentaire cumulative. Les souris privées de
nourriture pour une Période de 18 heures ont été traitées au PACAP38 (300 pg/kg) (A), &
I’acétyl-[Ala"”, Ala”®)-PACAP38-propylamide (300 pg/kg) (¥) ou 2 une solution saline
(0.9% NaCl) (m) par injection iv. Dix minutes aprés 1’injection, les souris ont eu accés a
la nourriture. La prise alimentaire cumulative a été mesurée sur une période de 4 heures
en contrblant le poids de la nourriture. Chaque valeur consiste en la valeur moyenne pour
10 souris. **p < 0.01 : vs PACAP

119



S00- I NaCl (0.09 %)
I P ACAP38 (300 pg/ke)
B acétyl-[Ala', Ala®®]-PACAP38-propylamide (300 pg/ke)

dique (mg)

Prise alimentaire
pério

0-30 30-60 60-90 90-120  120-180 180-240
Période aprés injection iv (min)

Figure 23: Effet d’un traitement par voie iv de PACAP38 et d’acétyl-[Ala’, Ala®"]-
PACAP38-propylamide sur la prise alimentaire périodique. Les prises alimentaires
périodiques ont été mesurées toutes les 30 minutes puis 60 minutes sur une période de 4
heures. *p < 0.05, **p < 0.01 : vs NaCl

La régulation de I’appétit est un phénomeéne complexe qui implique une interaction
fine et continue entre les systémes endocrinien, digestif et nerveux (central et
périphérique). L’effet anorexigéne du PACAP suite a une injection icv a été observé chez
de nombreux vertébrés et celui-ci semble principalement impliquer le systtme de la
mélanocortine retrouvé au niveau de I’hypothalamus, région du cerveau responsable du
contr6le de I’alimentation (Mounien et al., 2008). A I’opposé, aucune étude vérifiant le
potentiel du PACAP a inhiber la prise alimentaire chez les mammifeéres suite & une
administration par voie iv n’a été€ publiée a ce jour. Il a toutefois été montré que
Pinjection ip de PACAP réduit la prise alimentaire chez le poisson rouge (Carassius
auratus) (Matsuda er al., 2006). Le mécanisme 2 la base de I’activité anorexigéne du
PACAP suite a une injection par voie iv n’a pas été caractérisé lors de cette étude.
Considérant I’ensemble des activités physiologiques du PACAP, I’effet anorexigene
pourrait résulter d’une interaction complexe entre de nombreux phénoménes biologiques.
Par exemple, ’administration de PACAP en périphérie augmente les concentrations
sanguines en glucose, pouvant ainsi inhiber I’appétit (Sekiguchi et al., 1994; Ozawa et

al., 1999). Le PACAP agit aussi sur I’homéostasie du glucose en influencant les
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sécrétions d’insuline et de glucagon par le pancréas et en modifiant les niveaux de
glucocorticoides sanguins (Winzell & Ahren, 2007). Puisque le PACAP traverse la BHE,
I’effet anorexigéne observé suite a I'injection iv de PACAP pourrait provenir d’une
action au niveau central, impliquant entre autres le systtme hypothalamique de la
mélanocortine. Une modification du comportement animal pourrait également influencer
la diminution de la prise alimentaire induite par le PACAP. En effet, Iinjection de
PACAP au niveau du noyau paraventriculaire de I’hypothalamus stimule les
comportements de toilettage (grooming) et réduit I’activité locomotrice chez le rat
(Norrholm et al., 2005). De méme, des souris dont le géne codant pour le PACAP ou
pour le récepteur PAC1 a été invalidé présentent une augmentation de leur activité
locomotrice (Hashimoto ef al., 2001; Otto et al., 2001). Ces informations suggérent donc
que I’effet anorexigéne observé suite au traitement iv des souris avec le PACAP pourrait

également découler d’une diminution de I’activité locomotrice.
1.2 Evaluation de 'activité neuroprotectrice

L’activité neuroprotectrice du dérivé acétyl-[Ala'®, Ala®]-PACAP38-propylamide a
€té évaluée dans un modéle d’ischémie cérébrale chez le rat provoquée par 1’occlusion
transitoire de Iartére cérébrale moyenne. L’injection iv de cet analogue au niveau de la
veine jugulaire immédiatement 2 la fin de I’occlusion réduit considérablement I’aire de la
zone infarcie, représentée en blanc a la figure 24. En effet, la mesure des zones infarcies
24 heures apres la fin de I’ischémie montre qu’une dose de 0.02 pg/kg diminue de prés de
60% le volume de la zone infarcie (Figure 25A). De méme, I’ensemble des résultats des
tests moteurs effectués 24 heures aprés 1’ischémie dévoile que ce dérivé facilite la reprise
des comportements moteurs suite & 1’accident cérébro-ischémique (Figure 25B). Ces
résultats témoignent que I’acétyl-[Ala', Alazo]-PACAP38-propylarnide est capable de
traverser la BHE et suggerent que le transporteur PTS-6 reconnait cet analogue malgré les

modifications chimiques apportées au peptide natif.
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Figure 24: Coupes de cerveau de rats ischémiés. Les rats ayant subi (B, C) ou non (A)
une occlusion transitoire de I’artére cérébrale moyenne pendant 30 minutes ont été traités
par voie iv a I’acétyl-[Ala", Ala®’]-PACAP38-propylamide (0.02 pg/kg) (C) ou 2 une
solution saline (A, B). Les cerveaux ont été prélevés 24 heures aprés la fin de la
réperfusion et les tranches ont été colorées 2 I’aide de thionine. Les zones infarcies
(entourées du trait rouge) apparaissent blanchatres.

En comparant les résultats obtenus en employant une dose de 0.02 pg/kg,
I’analogue acétyl-[Ala'>, Ala2°]-PACAP38—propylamide réduit le volume de la zone
infarcie de fagon similaire au PACAP38 (Figure 25A). De méme, des comportements
moteurs semblables chez les rats traité€s avec I’analogue ou avec le peptide natif ont été
observés 24 heures aprés I’ischémie (Figure 25B). Nonobstant la stabilité métabolique
renforcée du composé acétyl-[Ala"”, Ala®)-PACAP38-propylamide, il apparait que celui-
ci démontre un potentiel similaire au PACAP natif a protéger les neurones de la mort
induite par un accident ischémique transitoire. La dose de 0.02 pg/kg a initialement été
choisie pour débuter les essais avec I’analogue stable puisque celle-ci correspondait  la
dose minimale de PACAP38 procurant une réduction importante de la zone infarcie.
L’utilisation de doses inférieures pourrait ultérieurement permettre d’observer un effet

neuroprotecteur supérieur provenant de 1’action prolongée de 1’analogue stable en
t=}

comparaison au peptide natif.
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Figure 25: Effets du PACAP et de I’acétyl-[Ala'®, Ala®]-PACAP38-propylamide sur (A)
le volume des zones infarcies et (B) sur les fonctions cognitives des animaux ischémiés.
Les rats ayant subi une occlusion transitoire de 1artére cérébrale moyenne pour une
période de 30 minutes ont été traités au PACAP38 (0.02 pg/kg) ou 2 I’acétyl-[Ala’?,
Alazo]-PACAP38-propylamide (0.02 pg/kg). (A) Le volume des zones infarcies a été
mesurées a I’aide du logiciel /mageJ suite 2 la coloration thionine. (B) Les tests de
comportement moteur ont été effectués 24 heures aprés I’ischémie. Le Neuroscrore est
basé sur une échelle arbitraire s’échelonnant de 0 4 9 points, ot 9 étant le maximum des
déficits sensori-moteurs. L’unité du neuroscrore a été adaptée d’un ensemble de tests
moteurs et cognitifs provenant de différentes études (Gerlai et al., 2000; Petullo et al.,
1999; Van der Staay ez al., 1996). **p <0.01 : vs NaCl

Il est intéressant de noter que la dose utilisée lors de ces essais est inférieure aux
doses habituellement employées afin d’observer une réduction des zones infarcies
(Tableau III). A cet €gard, une dose de 0.02 pg/kg correspond & une injection totale de 1.3
pmol de PACAP38 chez un rat de 300 g (4.4 pmol/kg). En utilisant le méme modele
d’ischémie cérébrale (MCAOL) chez la souris et le rat, Ohtaki et al., (2006) et Reglodi et
al. (2000) ont injecté par voie iv des doses mille fois supérieures en PACAP38 afin
d’observer des effets neuroprotecteurs similaires et méme inférieurs. La présente
différence peut €tre attribuable a des techniques chirurgicales divergentes, 2 une
planification expérimentale distincte ou 2 I’utilisation d’emboles de différentes natures.
Néanmoins, I’activité neuroprotectrice du PACAP observée lors de cette étude 2 cette trés
faible dose souléve des interrogations quant aux mécanismes moléculaires a la base de
effet protecteur du PACAP. Dans les divers modeles in vitro, des concentrations de

I’ordre du nM au pM sont généralement employées afin d’inhiber directement 1’apoptose
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neuronale par le biais de I’activation du récepteur PACI. Ces concentrations sont donc
infiniment plus importantes que la concentration en PACAP présente dans le SNC suite 2
une injection /v de 1.3 pmol de PACAP38 chez le rat. A cet égard, I’action anti-
apoptotique directe du PACAP sur les différentes populations neuronales observée in
vitro ne constitue pas le principal mécanisme de la réduction du volume de la zone
infarcie observée lors d’ischémie cérébrale. En effet, le PACAP induit, via I’activation du
récepteur PAC-1, la sécrétion d’IL-6 dans le liquide cérébrospinal par les astrocytes,
favorisant ainsi la survie neuronale lors d’ischémie cérébrale (Chapitre 1; Ohtaki ef al.,
2006). Particulierement, il a été montré chez des astrocytes en culture, que le PACAP
induit la libération de certaines chémokines a des concentrations de I’ordre du fM avec
une courbe concentration-réponse en forme de double cloche (Brenneman et al., 2002).
Cette libération est associée au blocage de la neurotoxicité induite par la gp120, une
protéine de I’enveloppe du virus d’immunodéficience humaine, avec une courbe
concentration-réponse bi-phasique présentant des ECsp de 3 x 10 et de 3 x 10'' M
(Brenneman et al., 2002). L’activité neuroprotectrice du PACAP observée 2 faible dose
lors de nos essais d’ischémie cérébrale pourrait donc découler d’un effet bi-phasique du
PACAP sur la libération d’IL-6 par les astrocytes. De méme, des concentrations
femtomolaires en PACAP ont présenté des effets protecteurs au niveau de cellules gliales
exposées au LPS (Yang et al., 2006) et de cellules PC12 exposées au prion (Onoue et al.,
2002b). L’ensemble de ces données suggére que le PACAP peut favoriser la survie
cellulaire a des concentrations beaucoup plus faibles que la constante de dissociation
(Kd) du PACAP avec le récepteur PACI.

D’autre part, cette faible dose pouvant conduire a une réduction de la zone
infarcie induite par I’ischémie cérébrale témoigne que le PACAP pourrait étre utilisé
comme agent thérapeutique chez I’humain de fagon sécuritaire. Par exemple, une
perfusion de 4 pmol/kg/min de PACAP38 chez I’humain pendant 120 minutes ne modifie
pas significativement le taux de glucose sanguin et la pression sanguine (Li ef al., 2007).
De méme, une injection totale de 200 pmol/kg (10 pmol/kg/min pour 20 minutes) ne

diminue pas de fagon importante le flux sanguin cérébral chez I’humain. Toutefois, &
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cette dose qui est prés de 50 fois supérieure & celle utilisée lors de notre étude, une

accélération significative du rythme cardiaque a été observée (Birk et al., 2007).
2.0 Etudes des relations structure-activité

Afin de développer des agonistes stables du récepteur PACI, nous avons
€galement évalué la faisabilité de concevoir des peptides courts et contraints ou méme
des peptidomimétiques agissant comme agonistes du récepteur PACI. A cet égard, deux
approches sont généralement utilisées afin d’identifier ce type de composés. La premiére
consiste au criblage aléatoire de larges chimiothéques de produits synthétiques ou
naturels afin d’identifier des composés pouvant lier et/ou activer un récepteur spécifique.
Cette approche est couramment employée par I'industrie et de nombreux antagonistes
non-peptidiques ont ainsi ét€ découverts. Par exemple, en criblant leurs chimiothéques,
les laboratoires Abbott ont récemment identifié des antagonistes de type non-peptidique
du récepteur PAC1 (Beebe et al., 2008). Toutefois, la majorité des composés identifiés
par cette méthode agissent comme antagonistes et peu d’agonistes ont ainsi été identifiés
(Hruby, 2002). La seconde avenue consiste & la conception rationnelle. Par cette
approche, le développement de peptides courts ou de peptidomimétiques est supporté par
des informations structurales détaillées et sur une connaissance approfondie des
pharmacophores du peptide. La détermination de la conformation tridimensionnelle du
peptide est essentielle afin de pouvoir positionner adéquatement les groupements
chimiques responsables de I’activité biologique. Particuliérement, il importe que la
structure servant d’empreinte & la conception de peptidomimétiques ou de peptides
contraints soit celle qu’adopte le peptide lorsque celui-ci active le récepteur, soit la

conformation bioactive.

En considérant la structure secondaire du PACAP et I’ensemble des résultats des
études de relations structure-activité antérieures, il apparait que la région hélicoidale
favorise la liaison du peptide tandis que le domaine N-terminal désordonné est
principalement responsable de [I’activation du récepteur PAC1. Notre approche

expérimentale s’appuyait sur cette prémisse. Globalement, notre stratégie consistait 2
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identifier un court segment de I’hélice oo du PACAP qui permet au peptide de conserver
une affinité adéquate envers le récepteur PAC1. Parallélement, une étude des relations
structure-activité a €t€ initi€e afin de caractériser les pharmacophores et la conformation
bioactive du segment N-terminal. A terme, nous envisageons de combiner I’ensemble de
ces informations afin de développer des dérivés tronqués du PACAP comprenant le
segment minimal de liaison et le domaine N-terminal contraint dans la conformation
bioactive du peptide. Le squelette peptidique raccourci ainsi que les contraintes
structurales imposées au peptide procureront au PACAP des paramétres
pharmacocinétiques améliorés. Ces composés pourront également servir de plate-forme
structurale supportant la conception rationnelle de peptidomimétiques agissant comme

agonistes sélectifs du récepteur PACI.
2.1 Etudes structurales du PACAP27

Afin de supporter I’ensemble des résultats de notre étude de relations structure-
activité, nous avons initialement caractérisé la structure secondaire du PACAP27. Méme
si la structure tridimensionnelle du PACAP27 est actuellement disponible dans la
littérature, les résultats émanant de cette étude permettront de comparer la structure du
PACAP27 a la conformation de certains analogues et d’avoir a disposition de précieuses
informations permettant une meilleure interprétation des résultats découlant des essais
pharmacologiques. Tout d’abord, une analyse du PACAP27 par dichroisme circulaire
(DC) a éi€ réalisée. Le principe général du DC repose sur le fait que les peptides sont
constitués d’éléments optiquement actifs et produisent un spectre DC qui est
caractéristique de leur structure tridimensionnelle. Donc, en fonction de la structure
secondaire qu’adopte un peptide en solution, différents spectres DC pourront étre obtenus
(Figure 26). Par exemple, un peptide ayant une structure majoritairement hélicoidale,
présentera un spectre DC composé de trois sommets caractéristiques a2 192 nm, 208 nm et
222 nm comme celui représenté en rouge & la figure 23 (Chen et al., 1974). L’intensité du
sommet de ces courbes peut varier en fonction du type d’hélice, du nombre de résidus
impliqués dans celle-ci, de I’existence d’autres structures secondaires, de la présence de

ponts disulfure ou celle de résidus aromatiques comme le tryptophane (Chen et al., 1974;
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Millhausser, 1995 ; Kelly & Price, 2000). De nombreuses méthodes de déconvolution de
spectres DC permettant d’estimer la proportion de chaque structure secondaire sont
actuellement disponibles. L’ensemble de ces méthodes statistiques repose sur des bases
de données de spectres de DC provenant de protéines dont la structure a été résolue au

moyen de la cristallographie (Greenfield, 1996).
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Figure 26: Spectres de dichroisme circulaire caractéristiques des différentes structures
secondaires des peptides. (Adapté de Chang et al., 1978)

La conformation du PACAP27 estimée au moyen de la spectroscopie de DC a été
évaluée dans quatre milieux différents; (i) H,O (20 mM NaHPO,), (ii) 30% TFE/H,0 (20
mM NaHPO,), (iii) 50% MeOH/H,0 (20 mM NaHPOy) et (iv) 100 mM DPC/H,O (20
mM NaHPOy). Comme observé a la Figure 27, le PACAP27 affiche une structure
secondaire principalement aléatoire lorsque celui-ci se retrouve en milieu aqueux. En
revanche, la présence de deux minima a 208 et 222 nm suggeére qu’en présence de
méthanol, de trifluoroéthanol ou de micelles de DPC, le PACAP adopte une structure en

hélice o (Figure 27). Ces résultats sont similaires & ceux préalablement obtenus par
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Inooka et al. (1992) et Wray et al. (1993). La déconvolution des différents spectres
indique que le contenu en hélice oo du PACAP27 est plus faible lorsque le peptide est
complexé aux micelles de DPC (43%) que lorsque le PACAP27 est solubilisé dans les
différents solvants organiques (58-59%). Ce résultat est surprenant puisque I’hélice a du
PACAP27 en environnement micellaire s’étire des positions 5 2 27 (Inooka et al., 2001)
tandis que I’hélice o ne débute qu’aux alentours de la position 8 en présence de méthanol
ou de trifluoroéthanol (Inooka et al., 1992; Wray et al., 2001; Gonzalez-Muniz et al.,
2001). Cette différence pourrait traduire une stabilisation par les micelles de DPC d’une
structure secondaire de type coude, entrainant ainsi une diminution du signal

caractéristique de la conformation hélicoidale.
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Figure 27: Spectres de dichroisme circulaire du PACAP27. Le peptide a été solubilisé a
une concentration de 0.5 mg/m! dans H,O (20 mM NaHPO,), 30% TFE/H,O (20 mM
NaHPO,), 50% MeOH/H,0 (20 mM NaHPO,) et 100 mM DPC/H,0 (20 mM NaHPO,).

L’étude de la structure secondaire du PACAP27 au moyen de la résonance
magnétique nucléaire (RMN) a été effectuée en milieu micellaire. Les micelles de DPC
ont été sélectionnées comme milieu puisque celles-ci miment adéquatement
Penvironnement adjacent a la membrane cellulaire. En considérant le mécanisme d’action
a I’échelle moléculaire des hormones peptidiques, la structure qu’adopte un peptide

lorsque celui-ci est complexé aux micelles de DPC constitue un modele représentatif de
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la structure qui sera reconnue par le récepteur. Suite & I’acquisition des expériences RMN
et a ’attribution compléte des spectres COSY, TOCSY et NOESY du PACAP27, une
analyse des parametres structuraux (diagramme NOE et déplacements chimiques) a été
effectuée afin d’obtenir une représentation globale de la structure secondaire du
PACAP27. Premiérement, puisque chaque type de structure secondaire présente des
effets NOE spécifiques en nature et en intensité, il est possible en analysant les
diagrammes NOE de repérer certains éléments de structure secondaire d’un peptide
(Figure 28; Wiithrich, 1986). A cet €gard, un effet NOE représente une proximité spatiale

de moins de 5 A entre deux noyaux et est observable sur un spectre NOESY.

— s i = S : e
an a-Hebn 3o~ Hetin Yonl | Tunll | Tumn r]"luml' Halt-Rsn
|
|

dan(iged)

dawfiiod)

dapli,ie3) | R
| —
hai{ii02) —_—

1
dan(tie2)

[
dax | CE— | e [ o
1234561234567 123456 1234 (1234 1234 | 12341234

[« - ™ -l o -

Figure 28 : Effets NOE caractéristiques des différents types de structures secondaires.
(Adapté de Wiithrich, 1986)

Le diagramme des connectivités NOE du PACAP27 suggére que le peptide
adopte principalement une structure hélicoidale lorsqu’il est complex€ aux micelles de
DPC (Figure 29). En effet, de nombreuses connectivités caractéristiques d’une
conformation hélicoidale, tels que des effets NOE dnn(, i42), dan(i, i43) et deg(i, i+3),
sont observées pour les résidus isoleucine-5  leucine-27 (Wiithrich, 1986). Notamment,
la présence de connectivités NOE don(i, i+4) pour les résidus tyrosine-10 a leucine-27
supporte I’hypothése que cette structure hélicoidale soit de type o. De méme, la forte
intensité des effets NOE dqg(i, i+3) témoigne d’une prédominance de I’hélice en
configuration o plutdt qu’en configuration 3;o. En outre, I’absence de NOE den(i, 1+2)
pour la portion hélicoidale du PACAP27 suggére également que cette hélice n’est pas de

type 310. Les résidus histidine-1 a glycine-4 de 1’extrémité N-terminale sont caractérisés
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par un nombre relativement faible de connectivités NOE, faisant ainsi référence 3 une
structure principalement aléatoire. Néanmoins, un effet NOE den(, 1+2) entre la sérine-2
et la glycine-4 combiné a des effets dun(i, i+1) et dan(i, i+1) spécifiques pourrait traduire

la présence d’un coude de type II (Figure 29).
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Figure 29: Diagramme des connectivités NOE séquentiels obtenus pour le PACAP27
dans 100 mM DPC/H;0. Les effets non ambigus (corrélations dipolaires résolues) sont
représentés en noir et les effets ambigus (corrélations dipolaires superposées) sont
représentés en gris. L’épaisseur des traits caractérise la distance calculée 2 partir du
volume du pic de corrélation dipolaire: un trait épais correspond  une distance courte (d
<2.5 A), un trait moyen & une distance intermédiaire (2.5 <d < 3.5 A) et un trait fin a
une distance longue (d > 3.5 A).

Deuxiémement, le déplacement chimique des protons portés par les atomes de
carbone du squelette peptidique est influencé par la structure secondaire de la chaine
polypeptidique. De ce fait, a partir d’études statistiques concernant les déplacements
chimiques de protons o impliqués dans des structures secondaires connues, une méthode
permettant de déduire la structure secondaire des peptides a partir du déplacement

chimique des protons ot a été développée (Wishart ef al., 1992). Cette méthode repose sur
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la différence entre le déplacement chimique expérimental pour un proton o porté par un
résidu spécifique et la valeur de référence pour le proton o de ce méme résidu lorsque cet
acide aminé€ se retrouve en conformation aléatoire. La valeur ainsi obtenue est nommée
déplacement chimique secondaire (DCS). Des indices de DCS supérieurs 2 0.1 ppm en
valeur absolue témoignent d’une structure secondaire stable. Spécifiquement, une valeur
négative reflete une structure en hélice tandis qu’une valeur positive référe a un feuillet B.
En revanche, un DCS situ€ entre -0.1 ppm et 0.1 ppm indique que le résidu portant ce
proton ¢ pourrait étre impliqué dans une structure aléatoire ou dans un coude B. Les DCS
des protons o du PACAP27 en milieu micellaire sont représentés sur la figure 30. Les
valeurs négatives de DCS observées pour les résidus sérine-9 a leucine-27 témoignent
d’une structure hélicoidale pour le segment 9-27 du PACAP27. Néanmoins, le DCS
obtenu pour le H o de I’alanine-18 suggere une discontinuité de I’hélice au niveau de ce
résidu. A cet égard, Sun et al. (2007) avaient observé un repliement de la structure
secondaire du PACAP(6-38) au niveau de I’alanine-18. En ce qui concerne le domaine N-
terminal du PACAP27, les faibles valeurs positives et négatives des DCS présentées 2 la
figure 30 indiquent que les résidus histidine-1 & acide aspartique-8 participent 2 une
structure secondaire principalement aléatoire.
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Figure 30: Déplacements chimiques secondaires des protons o du PACAP27. Les DCS
ont €t€ obtenus & 1’aide des valeurs de référence de I’étude statistique de Wishart ef al.,
1995.
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Les contraintes de distance obtenues suite a I’intégration des corrélations
dipolaires attribuées sur le spectre NOESY ont ensuite été incorporées dans les calculs de
modélisation moléculaire. Suite au raffinement du jeu de contraintes de distance, un total
de 193 contraintes 'H-'H dont 177 non ambigués et 16 ambigués a été€ conservé. Ces
contraintes ont ét€ introduites dans un protocole de recuit simulé pour générer 100
structures. La qualité des structures finales ainsi générées a été évaluée selon différents
parametres (violations de contrainte de distance, dispersion des angles ¢ et , respect du
diagramme de Ramachandran) ce qui a permis de retenir 92 structures. L’analyse des
angles diedres de ces 92 structures montre une haute convergence des angles ¢ et y pour
le segment isoleucine-5 a leucine-27, indiquant que le PACAP27 adopte une structure
stable au niveau de cette région. Notamment, I’analyse 4 I’aide du diagramme de
Ramachandran démontre que les résidus du segment 5-27 occupent la région
énergétiquement favorable caractéristique d’une structure en hélice o. En revanche, les
quatre premiers résidus de I’extrémité N-terminale présentent des angles ¢ et y dispersés,
dévoilant une zone flexible pour cette région. Visuellement, la superposition des atomes
de la chaine principale des 92 structures générées présente une haute convergence du
squelette peptidique pour le segment 5-27 (Figure 31). L’ensemble des résultats de notre
étude structurale confirme que le PACAP27 en milieu micellaire adopte une structure en
hélice o entre les résidus isoleucine-5 et leucine-27, qui est précédée par un domaine N-
terminal désordonné (Figure 32). La distribution des charges montre que le PACAP27
affiche un domaine N-terminal (His'—Asps) chargé négativement suivi d’un corps

peptidique présentant un caratére amphiphile et fortment basique.

Figure 31 : Superposition des atomes du squelette peptidique des 92 structures finales du
PACAP27.
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Figure 32: Représentation schématique de la structure secondaire du PACAP27 en milieu
micellaire.

2.2 Segment minimal de liaison du PACAP au récepteur PACI

Une librairie d’analogues du PACAP27 tronqués a I’extrémité C-terminale ou a
Pintérieur méme de la séquence peptidique a été développée afin d’identifier un fragment
raccourci du PACAP capable de lier et d’activer le récepteur PAC1 (Chapitre 3). Les
essais pharmacologiques furent supportés par des études spectroscopiques de DC afin de
corréler les pertes d’affinité & une éventuelle déstabilisation de la structure hélicoidale du
PACAP. Le DC présente I’avantage d’étre facile et rapide d’utilisation, de permettre un
traitement rapide des données et de consommer des quantités relativement faibles de
peptides. L’ensemble des résultats obtenus suggére que de nombreux domaines du
PACAP27 sont cruciaux pour maintenir une affinité acceptable et que la présence d’une
conformation hélicoidale stable n’est pas une composante suffisante pour permettre la
liaison du PACAP au récepteur PAC1. A cet égard, les fragments 1-21, 1-20 et 1-19
présentent des spectres DC typiques d’une structure secondaire en hélice o tout en étant
incapables de lier le récepteur PAC1 avec une haute affinité (Chapitre 3). De méme,
nonobstant que les composés (1-8)-Aca-(15-27)PACAP, (1-9)-Aca-(16-27)PACAP et (1-
10)-Aca-(17-27)PACAP dévoilent une conformation hélicoidale, ils sont principalement
inactifs. Néanmoins, I’analogue hybride (1-13)-Aca-(20-27)PACAP s’est avéré étre un
agoniste complet affichant toutefois une ICsy d’environ 1 uM et ce, malgré des spectres
DC caractéristiques d’une structure aléatoire. Ceci suggére que le segment 14-19 (Arg-

Lys-GIn-Met-Ala-Val) ne renfermerait aucun pharmacophore essentiel a 1’activation du
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récepteur PACI1. La réduction d’affinité pourrait provenir d’une déstabilisation de la

structure secondaire du PACAP provoquée par I'incorporation de 1’espaceur aliphatique.

Afin de vérifier cette hypothése, différentes avenues pourraient étre exploitées.
Tout d’abord, la simple suppression de ce segment sans I’incorporation d’une chaine
alkyle, soit I’analogue des(14-19)PACAP27, aurait comme effet de favoriser I’ apparition
d’une conformation hélicoidale et de potentiellement augmenter I’affinité du peptide
envers le récepteur PAC1. En outre, I’incorporation du domaine 28-38 ou d’une portion
de celui-ci a I'extrémité C-terminale du dérivé (1-13)-Aca-(20-27)PACAP faciliterait la
formation d’une hélice ainsi que la liaison du peptide au récepteur PACI. A cet égard,
Iincorporation du fragment 28-32 (Gly-Lys-Arg-Tyr-Lys) 2 ’extrémité C-terminale du
PACAP27 a augmenté I’affinité d’analogues du PACAP27 tronqués 2 I’extrémité N-
terminale (Gourlet et al., 1995). L’adoption d’une structure en hélice o par le court
segment 20-27 pourrait étre également induite par la formation de ponts lactames reliant
les chaines latérales de résidus i et i + 4. L’effet stabilisateur de ponts lactames i - i + 4
sur la conformation hélicoidale est largement reconnu, et a été employé pour de
nombreux peptides tels que le GLP-1, le NPY et le CRF (Miranda et al., 2008; Bouvier &
Taylor, 1992; Rivier et al., 1998). Finalement, I’incorporation d’espaceurs de différentes
natures chimiques favoriserait la formation d’une structure hélicoidale dans ce dérivé
hybride. Par exemple, des polyméres de poly-alanine ou de poly-Aib (acide amino-
isobutyrique) pourraient remplacer le segment 14-19 afin de stabiliser la structure
hélicoidale. Cette avenue permettrait également de vérifier I'implication réelle des
groupements chimiques portés par ce segment dans le maintien de 1’affinité de liaison et

de I’activité biologique du PACAP27.

D’autre part, la poursuite de la réduction séquentielle du squelette peptidique du
PACAP 2 partir de D’extrémité C-terminale pourrait conduire 2 [’identification
d’analogues tronqués biologiquement actifs. Par exemple, il serait envisageable que
certains des fragments 1-18 & 1-10 puissent agir comme agonistes du récepteur PACI. A
cet égard, il a ét¢ montré que les fragments 1-11 & 1-14 de I’hormone parathyroidienne

(PTH), un peptide de 84 résidus, agissent comme de faibles agonistes complets, tandis
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que des fragments plus longs se sont avérés inactifs (Tregear et al., 1973; Rosenblatt et
al., 1980; Luck et al., 1999; Shimizu et al., 2000). De plus, des modifications structurales
et chimiques appliquées a ces fragments ont permis d’augmenter leur puissance (Shimizu
et al., 2001; Tsomaia et al., 2004). Considérant les similitudes structurales entre les
récepteurs PTH1 et PACI ainsi que I’homologie de séquence et de conformation
observée entre le PACAP et le PTH(1-34), I'identification de courts segments N-
terminaux du PACAP agissant comme agonistes apparait plausible. A cet effet, le dérivé
(1-13)-Aca-(20-27)PACAP est un agoniste complet du récepteur PAC1 bien que celui-ci

affiche une structure secondaire principalement aléatoire.

2.3 Déterminants moléculaires et conformationels du domaine N-terminal

Le domaine N-terminal du PACAP est essentiel a I’activation du récepteur PACI.
Par exemple, le retrait des deux premiers résidus de 1’extrémité N-terminale abolit
Pactivité biologique du PACAP (Robberecht et al., 1992b). Des modifications chimiques
minimes appliquées a ce domaine ont également un effet hautement délétére sur la
puissance du peptide (Robberecht et al., 1992b, Hou et al., 1994). Le modéle d’activation
two-domain des RCPG de la classe B suggere que ce domaine interagit avec la région du
récepteur PAC1 située prés de la membrane cellulaire et que cette interaction favorise un
changement conformationel du récepteur conduisant a son activation (Hoare, 2005). Dans
ce contexte, une meilleure compréhension de la conformation bioactive du domaine N-
terminal du PACAP pourrait faciliter la conception rationnelle d’analogues et

ultérieurement d’agonistes non-peptidiques sélectifs du récepteur PACI.

Notre étude de relations structure-activité ciblant le domaine N-terminal a montré
que la présence de différents groupements chimiques, ainsi que 1’adoption d’une
conformation précise sont des éléments essentiels permettant 1’activation du récepteur
PACI par le PACAP (Chapitre 4). Les résidus acide aspartique et phénylalanine aux
positions 3 et 6, respectivement, sont les principaux pharmacophores de la région N-
terminale du PACAP. En outre, tel que suggéré par les faibles affinités observées pour les

analogues contraints au niveau du segment 5-7, la flexibilité et I’intégrit€ de la
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conformation hélicoidale apparaissent cruciales pour permettre la liaison du PACAP au
récepteur PAC1. De méme, I’inversion successive de la chiralité des résidus 5 3 7 a
conduit 2 une perte importante d’affinité. A cet égard, P’incorporation d’acides aminés de
configuration D est reconnue pour déstabiliser les conformations hélicoidales (Hruby,
2002). 1 a été dévoil€ que la structure du fragment PACAP(1-21), lorsque celui-ci est 1ié
au récepteur PACI, présente une hélice o qui s’étend des résidus 8 a 21 et qui est
précédée d’une conformation inhabituelle constituée de deux coudes B successifs; un de
type II’ regroupant les résidus acide aspartique-3 a phénylalanine-6 et I’autre de type I qui
s’étend de glycine-4 a thréonine-7 (Inooka et al., 2001). Toutefois, les résultats de notre
étude de relations structure-activité suggerent que I’induction de cette conformation par le
biais de modifications chimiques spécifiques réduit de fagon importante Iaffinité du
PACAP envers son récepteur PAC1. Par exemple, la substitution des résidus glycine-4 et
isoleucine-5 par un dipeptide y-lactame (Gly-Val) a conduit 2 une perte importante
d’affinité, bien que cette structure soit reconnue pour induire la formation d’un coude B
II’ lorsqu’elle est insérée aux positions i + 1 et i + 2 d’un coude (Freidinger, 2003). Ceci
suggere que la structure unique observée par Inooka ef al. (2001) pourrait provenir d’un
changement conformationnel survenant suite 2 la liaison du PACAP au récepteur PACI.
Ainsi, le fragment 5-7 du PACAP doit arborer une conformation hélicoidale afin de
favoriser I’ancrage initial du peptide au récepteur PAC1. En ce sens, une structure
hélicoidale a été observée lorsque le PACAP est lié aux micelles de DPC, un milieu qui
mime I’environnement adjacent a la membrane cellulaire (Figure 32). En considérant que
le PACAP ne présente pas une structure organisée en milieu aqueux (Inooka ef al., 1992),
la formation de I’hélice o semble étre induite par I’environnement lipidique de la
membrane plasmique. Cette conformation hélicoidale combinée a la présence de
groupements chimiques particuliers permettrait la reconnaissance spécifique du PACAP
par le récepteur PACI. L’ancrage du peptide au domaine N-terminal du récepteur
induirait ensuite un changement conformationnel du segment 3-7 du PACAP, comme
décrit par Inooka ef al. (2001), entrainant ainsi la transduction du signal intracellulaire.
Cette cascade d’événements 2 I’échelle moléculaire s’inscrit dans la philosophie des
différents modeles d’activation des GPCR et en particulier, des GPCR de la classe B
(Mierke et al., 2001 ; Hoare, 2005).
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La structure du segment 3-7 décrite par Inooka et al. (2001) constituée de deux
coudes B successifs s’apparente a la conformation observée pour une hélice de type 310
(Tyndall et al., 2005). Particulierement, ce type d’hélice est caractérisé par la présence de
liaisons hydrogénes entre le groupement CO d’un résidu i et le groupement NH d’un
résidu 7 + 3, tel qu’observé pour la majorité des coudes B (Hutchinson & Thornton, 1994).
Notre étude structurale a montré que les résidus phénylalanine-6 et thréonine-7 du
PACAP27 présentent d’intenses connectivités NOE dgn et dyn (Figure 29). L’intensité
élevée de ces connectivités fait référence 4 des distances caractéristiques d’une hélice 3,9
au niveau de ces résidus (Wiithrich, 1986). De méme, aucun effet NOE den(i, i + 4),
corrélation dipolaire caractéristique d’une hélice o, n’a été observé pour la région 5-9 du
PACAP27 (Figure 29). De plus, les résidus du segment 5-8 ont montré des angles ¢ et
y proches des angles caractéristiques d’une hélice 3,9, méme si ceux-ci se retrouvent
dans la zone énergétiquement favorable 2 la formation d’une hélice-o. sur le diagramme
de Ramachandran. Donc, bien qu’une hélice o, pour les résidus 5 8 ait été décrite
lorsque le PACAP27 est lié aux micelles de DPC, on ne peut totalement exclure la

présence d’une hélice 30 au niveau de ce segment.

La structure décrite par Inooka er al. (2001) est également semblable & un motif de
type helix N-capping qui est généralement observée 2 I’extrémité N-terminale d’une
conformation hélicoidale et qui stabilise les hélices o dans les protéines (Aurora & Rose,
1998; Neumann et al., 2008). Notamment, cette structure, qui semble étre retrouvée chez
I’ensemble des ligands peptidiques des RCPG de la classe B, a récemment été proposée
comme étant un élément clé de I’activation des RCPG de la famille B (Neumann et al.,
2008). L’ensemble de ces informations suggere que la structure préalablement décrite par
Inooka er al. (2001) pour le segment 3-7 pourrait &tre similaire 4 une conformation
hélicoidale. A cet égard, aucune donnée (angles, distances, connectivités NOE) justifiant
la caractérisation de cette conformation trés inhabituelle et unique n’est présentée par les

auteurs (Inooka er al., 2001).

La caractérisation pharmacologique de certains analogues modifiés aux positions

1 2 4 témoigne que ce segment adopte une conformation bioactive précise. En effet,
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comme schématisé a la figure 33, notre étude de relations structure-activité suggere que
les résidus histidine-1 a glycine-4 doivent former une structure compacte semblable a
celle observée pour un coude Asx-Pro afin d’activer le récepteur PAC] (Chapitre 4).
Notamment, la présence de deux ponts hydrogénes au niveau du domaine N-terminal
pourrait constituer une composante structurale essentielle de la conformation bioactive du
PACAP (Figure 33). Par exemple, I’incorporation d’un groupement méthyle sur I’atome
d’azote de la glycine-4 du PACAP inhibe son activité biologique. A cet égard, la
méthylation de I’atome d’azote du résidu en position i + 3 d’un coude B prévient le pont
hydrogene reliant le C-O du résidu en position i et le N-H du résidu en position i + 3,
bloquant ainsi la stabilisation du coude. De méme, 1’atome d’azote en position 3 du
groupement imidazole de I’histidine-1 pourrait étre impliqué dans un pont hydrogéne
facilitant la formation de la conformation bioactive du domaine N-terminal, tel
qu’observé pour de nombreux coudes ayant une histidine en position i (Hutchinson &
Thornton, 1994). A cet égard, il a montré qu’une séquence histidine-proline (positions i et
i + 1) induit la formation d’un coude compact caractérisé par la présence de deux ponts
hydrogenes, comme représenté pour le PACAP 2 la figure 33 (Blank er al., 2000).
Particulierement, les caractéristiques structurales de ce coude étaient similaires & celles
observées pour un coude Asx-Pro. Le fait que les analogues contraints [Pro’]JPACAP
agissent comme de puissants agonistes soutient I’hypothése de la présence d’un coude de
type Asx-Pro au niveau de la conformation bioactive du domaine N-terminal. En outre, la
structure cristallographique du court peptide observée par Blank et al. (2000) dévoile que
le groupement imidazole de I’histidine se retrouve au cceur de cette structure compacte. A
cet effet, le remplacement de I’histidine par une phénylalanine a conduit a une perte
importante de la puissance du PACAP, suggérant ainsi que le domaine N-terminal est peu
tolérant 2 I’encombrement stérique au niveau de la chaine latérale du résidu en position 1
(Robberecht et al., 1992b).
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Figure 33: Représentation schématique de la conformation bioactive du segment 1-4 du
PACAP sugg eree par notre etude de relations structure-activité. Le pont hydrogéne
reliant C-O(His' ) et N-H(Gly* ) est identifi€ par la ligne orange. Le pont hydrogéne

impliquant §;N(His') et N- -H(Asp”) est indiqué par le trait mauve. Les atomes de carbone,
d’azote, d’oxygene et d’hydrogéne sont représentés en gris, rouge, bleu et turquoise,
respectivement.

Toutefois, I’analyse structurale de 1’agoniste contraint, [Proz]PACAP27, n’a pu
confirmer une telle structure méme si des connectivités NOE et des angles ¢ et y
caractéristiques d’une conformation en coude B ont été observés (Chapitre 4). L’absence
de certaines connectivités NOE résultant de la présence d’une proline en position i + 1 et
du fait que le résidu i, histidine-1, soit également le premier résidu de la séquence
peptidique a empéché la stabilisation des structures générées par modélisation
moléculaire. L’ajout d’un résidu a P’extrémité N-terminale de [Pro’]JPACAP27 pourrait
étre ultérieurement exploré afin d’observer un coude impliquant les résidus His-Pro-Asp-
Gly. En effet, I’addition d’un acide aminé en bout de chaine permettra d’obtenir des
connectivités NOE supplémentaires et ainsi augmenter le nombre de contraintes utilisées
pour les calculs de modélisation moléculaire. De méme, cette modification aura comme
effet de stabiliser une certaine structure tridimensionnelle du domaine N-terminal.
Néanmoins, il importe que cette modification n’induise pas une perte d’activité
significative ainsi qu’une déstabilisation importante de la conformation bioactive. Par

exemple, une alanine pourrait étre incorporée puisque ce résidu présente un faible poids
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moléculaire, aucune charge, une hydrophobicité modérée et qu’il n’induit pas de

changement conformationnel important.

Lors de cette étude de relations structure-activité, un puissant antagoniste du
récepteur PACI a été identifié, soit I’analogue [Sar*]PACAP38. Particuliérement, celui-ci
s’est avéré plus puissant que le PACAP(6-38), antagoniste couramment utilis, pour
inhiber la mobilisation calcique induite par le PACAP38 dans des cellules CHO
transfectées avec le récepteur PACI. Afin de valider le potentiel du composé
[Sar*]PACAP38 comme outil pharmacologique, I’affinité de ce composé envers les
récepteurs VPACI1 et VPAC2 ainsi que sa puissance doivent maintenant étre déterminées.
Nos résultats préliminaires indiquent que cet analogue présente une faible affinité envers
le récepteur VPACI (ICso = 1370 nM) et que celui-ci lie le récepteur VPAC2 avec une
affinité supérieure (ICso = 155 nM). A cet égard, une ICso de 97 nM avait été observée
lors des tests de liaisons compétitives impliquant le récepteur PAC1. Ce résultat est en
accord avec les études de relations structure-activité antérieures qui exposaient que le
récepteur VPACI1 est sensible aux modifications ciblant le domaine N-terminal,
contrairement au récepteur VPAC2, qui lui est plus tolérant 2 la réduction du segment N-
terminal du PACAP (Gourlet er al., 1995). L’activité biologique de [Sar*]PACAP38 dans
des préparations pharmacologiques des récepteurs VPAC1 et VPAC2 n’a pas été évaluée.
Néanmoins, les essais biologiques impliquant les récepteurs de type II sont actuellement

en cours de développement au sein de notre équipe.

Afin de poursuivre la caractérisation des déterminants moléculaires et
conformationnels nécessaires a I’activation du récepteur PAC1 et d’évaluer les
hypotheéses émises concernant la conformation bioactive du domaine N-terminal, diverses
modifications chimiques pourront étre ultérieurement explorées. Par exemple, I’histidine
pourrait étre remplacée par une asparagine afin de favoriser la formation d’un pont
hydrogene impliquant la chaine latérale du résidu en position 1 et le corps peptidique,
comme schématis€ a la figure 33. En effet, tout comme I’histidine, la chaine latérale de
I"asparagine est reconnue pour former un pont hydrogéne avec le squelette peptidique

lorsque ce résidu est localisé en position i d’un coude (Hutchinson & Thornton, 1994).
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Notamment, le développement d’analogues [Asn', Pro’JPACAP permettra d’évaluer la
présence d’un coude de type Asx-Pro au niveau de la conformation bioactive du domaine
N-terminal. De méme, des substitutions de I’histidine en position 1 par une librairie
d’acides aminés comportant diverses chaines latérales (cyclopentylalanine, furylalanine,
thiazolylalanine, thiénylalanine) permettraient de clarifier I'implication du noyau
imidazole dans I’activation du récepteur PACI1 et pourraient conduire 2 I’identification de
puissants agonistes. En considérant 1’effet stabilisateur de 1’incorporation d’une proline
C-o-méthylée en position i + 1 sur une conformation en coude B, la sérine en position 2
pourrait €tre remplacée par une a-MePro afin d’obtenir des informations additionnelles

sur la conformation bioactive (Baeza et al., 2008; Welsh e al., 1992).

D’autres modifications structurales induisant la formation d’un coude B, comme la
substitution des résidus sérine-2 et acide aspartique-3 par divers mimes de coude P
dipeptidiques, la cyclisation du corps peptidique entre ces deux résidus (y-lactame) ou
Iincorporation d’un groupement méthyle sur le Cot de I’acide aspartique-3 pourront étre
employées. Toutefois, & la lumiere des résultats pharmacologiques obtenus avec les
analogues modifiés a la position 3, une attention particuliére devra étre portée 2 la
fonction carboxylique et & son positionnement relatif au squelette peptidique. A cet égard,
une analyse approfondie portant sur la chaine latérale du résidu en position 3 2 I’aide de
diverses substitutions (Dab, Dap, Gla, HoSer, HoSer(H,PO3), Abu, Sta) devra étre
également entreprise afin de mieux comprendre I’implication de ce résidu clé dans
Pactivation du récepteur PAC1. Cette approche pourrait également conduire 2 une
meilleure interprétation des résultats divergents obtenus 2 1’aide des analogues du
PACAP27 et du PACAP38 modifiés a la position 3 (Chapitre 4). D’autre part,
Iincorporation des résidus biphénylalanine (Bip) ou naphtylalanine (Nal) en position 6 a
conduit & un accroissement de la puissance du PACAP. Ces résultats suggérent que
Pactivation du récepteur PAC1 peut &tre modulée par 1’augmentation du caractére
hydrophobe de ce résidu. De ce fait, le développement d’une librairie d’analogues
modifiés en position 6 avec des résidus comportant des chaines latérales hydrophobes
diverses pourrait conduire 4 I’identification de superagonistes du récepteur PAC1. A cet

égard, la réaction de Suzuki-Miyaura, développée pour la synthése peptidique en phase
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solide au sein de notre équipe, faciliterait la réalisation de cette chimiothéque (Doan et
al., 2008) puisque celle-ci permet I’incorporation d’une importante diversité de composés

a la position para de la chaine latérale d’une phénylalanine.
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Chapitre 6: Conclusion

Le projet de recherche présenté dans cette thése a montré que la stabilité
meétabolique du PACAP peut étre renforcée a 1’aide de modifications chimiques ciblées
tout en préservant I’activité biologique du peptide. Pour ce faire, nous avons initialement
détermin€ les principaux métabolites générés suite a I’incubation du PACAP dans du
plasma humain ou dans une préparation enrichie en DPP IV. En considérant les
principaux sites de clivage enzymatique ainsi identifiés, une librairie d’analogues a été
rationnellement développée. De cette chimiothéque, le dérivé acétyl-[Ala'’, Ala™]-
PACAP38-propylamide s’est avéré un superagoniste du récepteur PACI tout en
démontrant une stabilité métabolique accrue. La capacité de ce peptide stabilisé
diminuer la neurodégénérescence est actuellement étudiée dans un modele d’ischémie
cérébrale chez le rat. Nos résultats préliminaires indiquent que ce dérivé diminue
significativement le volume de la zone infarcie et facilite la reprise des comportements

moteurs suite a un accident ischémique transitoire chez le rat.

Une importante €tude de relations structure-activité a également été entreprise afin
d’acquérir de précieuses informations pouvant conduire au développement rationnel de
peptides courts et/ou contraints. Tout d’abord, nous avons montré que de nombreux
résidus du PACAP semblent étre impliqués dans la liaison au récepteur PAC1 et que la
présence d’une conformation hélicoidale au niveau du domaine C-terminal ne constitue
pas une composante suffisante permettant 1’ancrage du peptide au récepteur. Nous avons
néanmoins identifi€ un dérivé hybride, (1-13)-Aca-(20-27)PACAP, qui agit comme un
faible agoniste complet du récepteur PAC1. Ce composé pourrait étre ultérieurement
modifi€ afin de lui procurer une affinité améliorée. De plus, nos résultats laissent présager
que le fragment 1-13 du PACAP pourrait servir de plate-forme moléculaire supportant la

conception d’analogues raccourcis agissant comme agonistes du récepteur PAC].

D’autre part, nous avons identifi€ un puissant antagoniste du récepteur PACI,
[Sar*JPACAP38, ainsi que certains superagonistes, comme les dérivés [Bip®JPACAP27,
[Nal°]PACAP27 et [Ala’]PACAP3S. Particulierement, notre étude de relations structure-
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activité ciblant le domaine N-terminal du PACAP a révélé que I’intégrité de 1’hélice o
observée pour le segment 5-7 est cruciale pour la liaison du peptide au récepteur. En
outre, nos résultats suggerent que les résidus histidine-1 a glycine-4 doivent adopter une
conformation précise similaire & celle observée pour un coude Asx-Pro afin que le
PACAP puisse activer potentiellement le récepteur PAC1. L’introduction de contraintes
conformationnelles devra étre poursuivie afin de valider cette hypothése. L’identification
de la conformation bioactive du domaine N-terminal pourrait éventuellement soutenir la
conception rationnelle de peptides courts et contraints, de dérivés sélectifs du récepteur

PACI1 ou méme d’agonistes non-peptidiques.

A cet effet, de nombreux GPCR de la classe B sont pharmacologiquement
attractifs pour le traitement de diverses physiopathologies. Toutefois, ceux-ci sont
actuellement considérés comme des cibles thérapeutiques difficiles puisque
Iidentification de ligands non-peptidiques a été infructueuse jusqu’a présent. En fait, la
quasi totalité de ces ligands sont des antagonistes bien que des agonistes soient
majoritairement requis pour les diverses applications cliniques. L’absence de puissants
agonistes non-peptidiques des GPCR de la classe B malgré leur fort potentiel
thérapeutique et commercial suggére que ces récepteurs pourraient ne pas étre activés par
de petites molécules organiques (< 700 Da). En considérant le corps peptidique étendu, le
nombre important de groupements chimiques ainsi que le haut poids moléculaire des
ligands endogenes des RCPG de la classe B, il est possible que la barriére énergétique
permettant d’atteindre I’état actif du récepteur soit impossible 2 franchir  1’aide de petits
ligands organiques. Néanmoins, le fait que des peptides relativement courts peuvent
activer les récepteurs PTH-1 et calcitonine et que le domaine N-terminal des ligands
endogenes des RCPG de la classe B soit essentiellement responsable de 1’activation laisse
entrevoir la possibilité d’identifier des agonistes non-peptidiques. Une meilleure
compréhension de la conformation bioactive de ces ligands peptidiques, particulérement
au niveau du domaine N-terminal, semble étre la clé pour rationnaliser et optimiser

I’identification d’agonistes non-peptidiques des RCPG de la classe B.
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Nonobstant le large spectre des effets physiologiques du PACAP et son potentiel
thérapeutique comme agent neuroprotecteur, peu d’études de relations structure-activité
portant sur ce neuropeptide étaient disponibles dans la littérature. Le manque
d’informations découlant de ce nombre restreint d’études compromettait tout
particulierement le développement de puissants agonistes sélectifs du récepteur PAC1
affichant des paramétres pharmacologiques et pharmacocinétiques améliorés. Mon projet
de thése a donc été entrepris dans ce contexte. Les résultats de ce projet de recherche
contribueront certainement a 1’avancement des connaissances concernant le mécanisme
d’action du PACAP a I’échelle moléculaire. Notamment, au moyen de modifications
chimiques ciblées nous avons proposé un modele novateur de la conformation bioactive
du domaine N-terminal du PACAP. En outre, notre étude de relations structure-activité
combinant de nombreuses approches rationnelles (Ala-scan, D-scan, N-methyl-scan,
substitutions, RMN) constituera trés certainement une référence pour I’identification des
déterminants moléculaires et conformationnels des ligands peptidiques des RCPG de la
classe B. De méme, notre démarche expérimentale employée pour développer des
analogues stables, en s’appuyant sur I’identification des sites de clivage enzymatique,
constitue une approche originale pouvant é&tre utilisée pour divers peptides
biologiquement actifs. Dans son ensemble, ce projet de thése aura permis de faire
progresser significativement la compréhension de la pharmacologie moléculaire du
PACAP 2a la base de ses activités biologiques. Les outils pharmacologiques et les
renseignements cruciaux émanant de ce projet de recherche pourront faciliter 1’évaluation
du potentiel thérapeutique d’agonistes du récepteur PAC1 dans le traitement des
dommages neurologiques rencontrés lors d’AVC ischémiques. Considérant la forte
prévalence des AVC en occident, I’exploration de nouvelles avenues thérapeutiques
pouvant réduire le haut niveau de morbidité et d’invalidité associ€ a cette

physiopathologie constitue un important enjeu humain et socio-économique.
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