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Résumé

Le pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP), un neuropeptide amidé existant
sous deux isoformes équipotentes, fut initialement isolé sur la base de son activité
hypophysiotrope. Impliqué dans la régulation de nombreux processus physiologiques, ce
neuropeptide exerce son action via I’activation de trois récepteurs de la famille B1 des récepteurs
couplés aux protéines G dénommés PACI, VPACI et VPAC2. Capable de traverser la barriére
hémato-encéphalique, le PACAP est principalement connu pour ses effets pro-différenciateurs et
anti-apoptotiques sur divers types cellulaires de méme que dans plusieurs modéles in vivo. Plus
particuliérement, in vitro, ce dernier est capable, via I’activation de PACI, de réduire
considérablement la neurodégénérescence induite par certains agents neurotoxiques (H;0,,
glutamate, éthanol, céramides, 1-méthyl-4-phénylpyridinium/MPP") tandis qu’in vivo, il procure
un effet neuroprotecteur dans divers modeles pathologiques (ischémie cérébrale, Parkinson,
Huntington, Alzheimer). De plus, en agissant sur son récepteur VPACI, le PACAP est
également capable de moduler la réponse inflammatoire associée a la plupart des maladies
neurodégénératives, en inhibant la production de chimiokines et du NFAB. Des études in vivo
chez les souris ont ainsi démontré que le PACAP pouvait agir comme un facteur de survie
neuronal en limitant les processus inflammatoires. Pour résumer, de par sa capacité a stopper la
cascade apoptotique via I’inhibition de la caspase-3, ainsi que de par son réle crucial dans la
modulation des processus inflammatoires, le PACAP posseéde un potentiel thérapeutique trés
significatif en agissant comme agent multifonctionnel dans I’amélioration de manifestations en

lien avec des processus neurodégénératifs.

L’objectif initial de ce projet de recherche consistait 4 développer et caractériser des analogues
sélectifs pour les récepteurs PAC1 et VPACI de fagon a s’affranchir des effets indésirables
causés par I’activation du récepteur VPAC2. Des modifications, nous permettant de moduler la
structure secondaire et les interactions ioniques intra- et intermoléculaires, ont ainsi été
introduites au niveau du domaine N-terminal du peptide afin de dégager des éléments clés de la
reconnaissance et de I’activation de PAC1, VPACI et VPAC2. Les analogues ont été ensuite
caractérisés par des tests de liaison et de mobilisation calcique sur des lignées cellulaires
transfectées respectivement avec les récepteurs PAC1, VPACI et VPAC2. Des composés,
présentant un profil pharmacologique amélioré, ont ensuite été évalués dans un modéle in vitro
de la maladie Parkinson. Des éléments structuraux clés dans la reconnaissance de chaque
récepteur ont ainsi été identifiés et deux analogues, présentant une sélectivité dominante pour les
récepteurs PAC1 et VPACI, i.e. [Ala’]- et [Hyp’]JPACAP27, ont été testés pour leur capacité a
protéger les neurones dopaminergiques SH-SYSY contre la toxicité du métabolite MPP*. Ces
deux composés se sont ainsi montrés capables de bloquer, comme le PACAP, la toxicité induite



par la neurotoxine MPP" sur des cellules SH-SYSY aussi bien dans des expériences de pré- que

de co-traitement.

Dans la deuxiéme partie de ce projet, nous avons €valué la capacité du PACAP et de ses dérivés
a traverser la membrane plasmique. En effet, le PACAP posséde des caractéristiques physico-
chimiques, ie. structure secondaire caractérisée par une hélice amphiphile et une forte
anisotropie, qui n’est pas s’en rappeler certaines caractéristiques des protéines de transduction
des souches virales, et notamment le peptide TAT du virus VIH. De plus, en utilisant des tests de
liaison compétitive et de photomarquage, nous avons démontré la présence de récepteurs
nucléaires du PACAP au niveau du systéme nerveux central, du foie, des testicules et du rein.
Nous avons ainsi émis I’hypothése que le PACAP pourrait agir de fagon intracrine en traversant
la membrane plasmique afin d’atteindre ses cibles intracellulaires. Nous avons donc mesuré la
capacité de translocation du PACAP par cytométrie en flux et microscopie confocale sur des
préparation cellulaires (CHO-K1, HEK 293 et HelLa) fixées ou vivantes. Nous avons ainsi
démontré que le PACAP traverse la membrane plasmique en impliquant la translocation directe,
I'endocytose dépendante de la clathrine et la macropinocytose. Nos résultats suggérent également
que le PACAP peut interagir avec des cibles intracellulaires. De plus, une fois a l'intérieur des
cellules, le PACAP n'est pas entierement dégradé par les enzymes intracellulaires et une quantité
importante du peptide intact est également en mesure de sortir des cellules. Pour terminer, nous
avons constaté que le PACAP est capable de stimuler la libération calcique et l'initiation de la
transcription dans des noyaux cellulaires de testicules de rat. L'ensemble de ces observations
souléve la possibilité que le PACAP soit en mesure de déclencher un cycle d'action intracrine
conduisant & des effets puissants, de longue durée et ce, a de trés faibles concentrations. Ces
caractéristiques renforcent ainsi le potentiel thérapeutique du PACAP et d’analogues sélectifs.

Dans la derniere partie de cette étude, nous avons démontré que le PACAP et ses dérivés peuvent
étre classés dans la famille restreinte des cell-penetrating peptides (CPP) endogénes. En effet, le
PACAP27 et le PACAP38 biotinylés sont tous les deux capables de transporter efficacement la
streptavidine (Strep) dans les compartiments intracellulaires. En particulier, I'efficacité du
PACAP38 a livrer des « cargaisons », au moins pour la fluorescéine et la Strep, s'est avérée
beaucoup plus élevée que celle du TAT, le plus étudié des CPPs & ce jour. Ces résultats laissent
ainsi présager de nouvelles applications thérapeutiques pour le PACAP ou ses dérivés comme
CPP pour le transport de molécules bioactives. De plus, étant un peptide endogene, le PACAP
devrait étre trés utile dans la conception d'un CPP inoffensif en évitant de nombreux effets
indésirables souvent associés avec les CPPs synthétiques ou viraux. Ainsi, le PACAP, en
agissant a la fois comme un peptide endogéne et un CPP, pourrait offrir une nouvelle stratégie

pour la modulation d'événements intracellulaires.



Cependant, I'utilisation des isoformes natives du PACAP, comme transporteur peptidique, est
entravée par ses activités pléiotropes associées a l'activation de ses différents récepteurs. Nous
avons ainsi réussi & développer deux formes inactives du PACAP, i.e. PACAP(11-38) et
[Arg”]PACAP(l 1-38), se comportant comme des CPPs. Des études mécanistiques ont démontré
que la translocation directe, I'endocytose dépendante des cavéoles ou la macropinocytose étaient
impliquées dans l'internalisation de [Arg''JPACAP(11-38). De plus, il semble que ce dernier soit
capable de s'échapper des compartiments endosomaux/lysosomaux et de diffuser dans le cytosol.
Ce dérivé a aussi été utilisé dans la livraison intracellulaire de diverses « cargaisons » telles
qu’une petite molécule (fluorescéine), des peptides (Id1/3-PA7, JNKI-1), une protéine (Strep), et
des polynucléotides (ribozyme, DNA). En particulier, son efficacité en tant qu'agent de
transfection s'est avérée comparable a celle de la Lipofectamine 2000, tout en étant non toxique
pour les cellules. Cette étude a ainsi non seulement mis en évidence un nouvel aspect de l'utilité
du PACAP et de ses dérivés pour une application thérapeutique mais a aussi contribué a
l'identification de nouveaux membres de la famille des CPPs. Par conséquent, des analogues
inactifs du PACAP représenteraient probablement d'excellents vecteurs pour des usages in vitro

et in vivo de transport moléculaire.

L’ensemble de ces résultats démontre dans un premier temps, le potentiel trés significatif du
PACAP comme agent thérapeutique multifonctionnel pour stopper la progression de pathologies
dégénératives, et dans un deuxiéme temps I’utilit¢ du PACAP comme canevas pour la mise au
point de nouveaux systémes de transport pour inhiber ou activer des processus intracellulaires

spécifiques.

‘ AW,

Doan, Ngoc Duc Pr Alaip Fournier



Résumé en anglais

The pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP), a 38-amino acid C-terminally
a-amidated peptide, was first isolated from ovine hypothalamic extracts on the basis of its ability
to stimulate adenylyl cyclase from rat anterior pituitary cells. This neuropeptide exerts
pleiotropic actions via the activation of three different G protein-coupled receptors named PACI,
VPACI1 and VPAC2. Apart from its unique ability to cross the blood-brain barrier, PACAP is
currently well known for its pro-differentiating and anti-apoptotic effects in various in vitro and
in vivo models. For example, via the activation of PACI receptors, this peptide is able to reduce
in vitro the neurodegeneration induced by neurotoxic agents, i.e. H,O,, glutamate, ethanol,
ceramide, MPP”", and provides a neuroprotective effect in various in vivo models (cerebral
ischemia, Parkinson's, Huntington's, Alzheimer's). Moreover, PACAP is also able to modulate
the inflammatory response, associated with most of the neurodegenerative diseases, by inhibiting
both chemokine production and NF(B binding through the specific activation of VPACI
receptors. Moreover, in vivo studies suggested that PACAP could participate to the control of the

immune system.

The initial objective of the research project was to develop selective PAC1/VPACI agonists that
could promote neuronal survival and avoid non-desired effects caused by the activation of the
VPAC2 receptors. To do so, chemical and structural modifications were incorporated in the N-
terminal segment (region 1-7) of the peptide to identify key elements of the recognition and
activation process of PAC1, VPACI1 and VPAC2. Peptide derivatives were pharmacologically
characterized using a radioligand binding assay and an intracellular calcium mobilization assay,
using three cell lines transfected with the PAC1, VPAC1 and VPAC2 receptors, respectively.
Analogs with an improved pharmacological profile were further evaluated in an in vitro model of
Parkinson's disease (PD). Two compounds, [Ala7]- and [Hypz]PACAP27, with an improved
selectivity toward PAC1 and VPACI, were identified and their propensity to protect
dopaminergic neuroblastic cells (SH-SY5Y) against the toxicity of 1-methyl-4-phenylpyridinium
(MPP*) was evaluated. Results showed that, in both pre- and co-treatment experiments, these
two compounds were able to protect SH-SYSY cells with similar efficacy to PACAP. These
results open up new perspectives for the development of a promising peptide-based
multifunctional drug for the treatment of PD.

In the second part of this project, we demonstrated the ability of PACAP and its derivatives to
cross the cellular membrane. Indeed, PACAP possesses structural and physico-chemical
characteristics, i.e. extended a-helix exhibiting basic residues that are often found in amphiphilic
a-helical antimicrobial peptides and cell-penetrating peptides (CPPs). First, using competitive



binding assay along with photolabeling experiments, we demonstrated the presence of nuclear
receptors for PACAP in the rat brain, liver, testis and kidney. Using calcium and transcription
initiation assays on nuclear fractions from rat testis, we found that PACAP is able to stimulate
calcium release and to upregulate de novo DNA synthesis. We thus hypothesized that PACAP
could act as an intracrine factor by crossing the plasma membrane in order to reach its
intracellular targets. We therefore examined the ability of PACAP to translocate within the
plasma membrane by using flow cytometry and confocal microscopy on fixed or living cells
(CHO-K1, HEK 293 and HeLa). We succeeded to demonstrate the ability of PACAP to cross the
plasma membrane via a receptor-independent mechanism. In addition, using specific inhibitors,
we found that PACAP enters the intracellular compartment by direct translocation, clathrin-
dependent endocytosis and macropinocytosis. Our results also revealed that PACAP might be
available to interact with intracellular targets. In particular, once inside the cells, PACAP is not
fully degraded by intracellular enzymes and a significant amount of intact peptide was able to
exit the cells. These observations thus raise the possibility that PACAP is able to trigger a cycle
of intracrine actions leading to potent and long-lasting effects, even at very low concentrations.

In the last part of this study, we demonstrated that PACAP could be classified in the small group
of endogenous cell-penetrating peptides. As a matter of fact, biotinylated PACAP38 and
PACAP27 were both able to effectively deliver streptavidin (Strep) to intracellular
compartments. In particular, the efficiency of PACAP38 to deliver cargoes, at least for Strep and
fluorescein, is much higher than that of TAT, one of the most studied and most used CPPs. These
findings suggest new therapeutic applications for PACAP and its derivatives as peptide vectors
for the delivery of various molecules. In addition, as an endogenous peptide, PACAP and its
derivatives could be very useful in the design of a safe CPP not showing the side-effects
associated with synthetic or virus-derived CPPs, such as immune responses or cellular toxicity.
In particular, being a bioactive CPP, PACAP also offers a new strategy for the modulation of

intracellular events.

However, the use of native PACAP as a peptide vector could be limited by its pleiotropic
activities through the activation of its receptors. To overcome this, we then developed two
shorter and inactive derivatives of PACAP, i.e. PACAP(11-38) and [Arg'/JPACAP(11-38).
Uptake mechanism studies demonstrated that direct translocation, caveolae-dependent
endocytosis and macropinocytosis were involved in the internalization of [Arg'"]PACAP(11-
38). More importantly, it seemed that this derivative is able to escape from the
endosomal/lysosomal compartments. This derivative were then used for the intracellular delivery
of various cargoes such as a small molecule (fluorescein), peptides (Id1/3-PA7, JNKI-1), a
protein (Strep) and polynucleotides (ribozyme, DNA). Especially, its effectiveness as a



transfection agent was comparable to Lipofectamine 2000, while being non-toxic for cells. This
study has not only showed a new aspect of the usefulness of PACAP and its derivatives for
therapeutic application, but also contributed to the identification of new members of the CPP
family. As such, inactive analogues of PACAP could be excellent vectors for drug delivery in

vitro and in vivo.

Taken together, these results demonstrate the high potential of PACAP as a multifunctional
therapeutic agent not only to stop the progression of degenerative diseases but also as a tool for
the development of new transport system for inhibiting specific intracellular processes.

Doan, Ngoc Duc Pr AJain Fournier
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Chapitre 1 : Revue de la littérature

1.1. Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide (PACAP)

Le Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide (PACAP) a été initialement isolé a partir
d’extraits d’hypothalamus de moutons sur la base de sa capacité a stimuler la formation
d'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) dans des cellules hypophysaires antérieures de rat
(Miyata et al., 1989). Le PACAP a ensuite été caractérisé comme €tant un neuropeptide de 38
acides aminés possédant une extrémité C-terminale amide et un site de clivage interne (Gly**-
Lyszq-Argm) permettant de générer une seconde isoforme. Cette derniére, également isolée a
partir d’extraits d’hypothalamus de moutons, comprend les 27 acides aminés de I’extrémité N-
terminale du PACAP38, et fut en conséquence dénommée PACAP27 (Miyata et al., 1990). La
structure primaire du PACAP27 est identique a 68% a celle du vasoactive intestinal peptide
(VIP). Cette forte similarité de séquence a permis d'inclure le PACAP au sein de la superfamille
VIP/GRF/Glucagon (Tableau 1), laquelle est constituée de peptides structurellement similaires.

Ainsi, la structure secondaire des peptides de cette superfamille est trés similaire avec une

extrémité N-terminale désordonnée et une hélice-a du c6té C-terminal (Tableau 2).

Tableau 1: Séquence en acides aminés des membres de la superfamille VIP/GRF/Glucagon
retrouvés chez I’humain. Les résidus en rouge sont différents de ceux retrouvés chez le
PACAP38 (Vaudry et al., 2000b).

Peptides Séquence
PACAP38 HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK-NH,
PACAP27 HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH,

VIP HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN-NH,

Sécrétine HSDGTFTSELSRLREGARLOQRLLQGLV-NH,

GRF YADAIFTNSYSKVLGQLSARKLLQDIMSRQQGESNQERGARARL-NH,
Glucagon HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT

PHM HADGVFTSDFSKLLGQLSAKKYLESLM-NH,

GIP YAEGTFISDYSIAMDKIHQQDFNWLLAQKGKKNDWKHNITQ-OH
GLP-1 HDEFERHAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR

GLP-2 HADGSFSDEMNTILDNLAARDFINWLIQTKITD
Calcitonine CGNLSTCMLGTYTQDFNKFHTFPQTAIGVGAP-NH,




Tableau 2: Similarité structurale des peptides de la superfamille VIP/GRF/Glucagon.

Peptides Nombre de résidus Solvant Distribution d'hélice-a Référence
PACAP38 38 Micelles DPC 6-26 et 29-34 (Sze et al., 2007)
PACAP27 27 50% TFE 9-20 (Wray et al., 1998)
DPC micelles 5-27 (Bourgault ez al., 2009b)
VIP 28 50% méthanol 4-29 (Umetsu et al., 2011)
30% TFE 7-24 (Tan et al., 2006)
Micelles DPC 6-26 (Umetsu et al., 2011)
Sécrétine 27 DMSO 7-13 et 17-25 (Watkins et al., 2012)
40% TFE 7-13 et 17-25
GRF 44 70% méthanol 4-29 (Campbell et al., 1995)
30% TFE 6-13 et 16-29
Glucagon 29 Micelles DPC 7-14 et 18-29 (Ying et al., 2003)
Gip 42 DMSO 7-30 (Watkins ef al., 2012)
DHPC/DSS 6-31 (Venneti et al., 2011b)
GLP-1 30 50% TFE 7-28 (Neidigh et al., 2001)
Micelles DPC 7-28
‘GLP2 35 50% TFE 6-27 (Venneti ef al., 2011a)
Micelles DPC 6-24
Calcitonine 32 M¢éthanol 9-19 (Amodeo et al., 1999)

Malgré le fait que le PACAP ait été le dernier peptide de la superfamille VIP/GRF/Glucagon a

avoir été identifié, il est trés probable que ce peptide soit la molécule ancestrale de cette

superfamille. En effet, le PACAP a été identifié chez plusieurs espéces de vertébrés et

d'invertébrés, et notamment chez 'homme (Hosoya et al., 1992; Ohkubo et al., 1992), le mouton
(Miyata et al., 1989; Miyata et al., 1990), le rat (Ogi et al., 1990), la souris (Okazaki et al., 1995;
Yamamoto et al., 1998a), le poulet (McRory et al., 1997b), le 1ézard (Pohl et al., 1998), la

grenouille (Chartrel et al., 1991), le saumon (Parker et al., 1993; Parker et al., 1997), le poisson-

chat (McRory et al., 1995) et la raie (Matsuda et al., 1998). En outre, les deux isoformes ont été

également caractérisées chez les ascidies, un groupe évolutif précédant les vertébrés (McRory et

al., 1997a). Contrairement aux autres membres de cette superfamille, la structure primaire du

PACAP (humain, souris, rat, boeuf, mouton, porc, cochon d'Inde) est strictement conservée chez



les mammiferes (Tableau 3) (Sherwood et al., 2000). De plus, la structure primaire du PACAP38

retrouvé chez les mammiféres ne différe que d'un seul acide aminé comparativement a celle de la

grenouille verte Rana ridibunda, une espéce qui s'est éloignée des mammifeéres, il y a environ

280 millions d'années (Chartrel et al., 1991). En particulier, le segment N-terminal, i.e.

PACAP27, responsable de l'activité biologique, a été totalement préservé au cours de I'évolution

et ce, des amphibiens jusqu'aux mammiféres (Bourgault et al., 2009b; Sherwood et al., 2000)

(Tableau 3). Par contre, les résidus variables sont principalement retrouvés a I’extrémité C-

terminale du PACAP38 qui n'est pas cruciale pour l'activité biologique du peptide. Le fait que les

pressions évolutives aient donné lieu a la préservation de la structure primaire du PACAP

suggere un rdle physiologique important pour ce neuropeptide (Bourgault et al., 2009a;
Bourgault et al., 2009b; Sherwood et al., 2000).

Tableau 3 : Séquences du PACAP retrouvées chez différentes espéces de vertébrés et

d’invertébrés (Bourgault et al., 2009b; Sherwood et al., 2000). Les résidus en rouge différent de

PACAP

ceux retrouvés chez les mammiféres.

Séquence

% Identité

Humain, souris, rat, boeuf,

mouton, porc, cochon d'Inde,

lézard

Poulet

Grenouille
Dipneuste

Poisson rouge
Esturgeon

Raie

Stargazer, plie, flétan
Saumon (5 espéces)
Poisson-chat

Carpe Chinoise
Uranoscopus japonicus
Ascidie-1

Ascidie-II

HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK-NH,

HIDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK-NH,
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYKQRIKNK-NH,
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKKYKQRVKNK-NH,
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYRQRVKNK-NH,
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGRRYRQRVRNK-NH,
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYKPKVKNS-NH,
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVOKYLAAVLGRRYRQRVRNK-NH,
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYRQRYRSK-NH,
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGRRYRQRFRNK-NH;
HSDGIFTDIYSRYRKQMAVKKYLAAVLGRRYRQRIKNK-NH;
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVQKYLAAVLGRRYRQRVRNK-NH:
HSDGIFTDSYSRYRNQMAVKKYLAAVL-NH,
HSDGIFTDSYSRYRNQMAVKKYINALL-NH,

100

97
97
97
97
92
92
89
89
89
89
89
96
85




1.1.1. 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 et la séquence codant
pour le PACAP est située au niveau du cinquiéme exon (Figure 1). Le premier exon, ainsi que la
partie 3° du cinquiéme exon correspondent a des régions non traduites, le deuxiéme exon code
pour le peptide signal et le troisiéme exon code pour le pro-peptide (Bourgault et al., 2009b;
Sherwood et al., 2000). Le promoteur du géne du PACAP contient plusieurs sites d’initiation de
la transcription ainsi que différents sites de polyadénylation, y compris de nombreuses séquences
régulatrices telles que deux séquences CRE (cAMP response-like element), une séquence TRE
(12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate response element), deux sites de liaison pour le
transactivateur du GHF-1 (growth hormone factor-1), un domaine riche en CT précédé d’une
boite GC (GC box) reconnue par le facteur de transcription Spl, ainsi qu’un facteur de
transcription régulant |’expression tissu-spécifique de I’hormone de croissance (Bourgault et al.,
2009b). Généralement, une seule forme de 176 acides aminés du prépro-PACAP est générée

(Hosoya et al., 1992; Ogi et al., 1990; Ohkubo et al., 1992).

A la suite de la biosynthése du prépro-PACAP, un clivage protéolytique par une signal peptidase
dans le réticulum endoplasmique génére le pro-PACAP de 152 acides aminés, dépourvu de
peptide signal. La présence de nombreux sites comportant un seul résidu basique ou une paire
d’acides aminés basiques qui peuvent étre reconnus par plusieurs proprotéine convertases. Ainsi,
le pro-PACAP est clivé a trois sites caractérisés par la présence de paires d’acides aminés
basiques i.e. Arg”-Arg®, Lys'®-Arg'®, et Arg'™-Arg'”" pour générer le big PACAP-related
peptide (bigPRP, résidus 81 a 128)) et une forme glycine-allongée en C-terminal du PACAP38
(résidus 131 & 169). Par la suite, un clivage au niveau de I’Arg''" du bigPRP suivi de
’enlévement de ce résidu par les carboxypeptidases E, H, ou M meéne a la formation d'un
peptide de 29 acides aminés, dénommé PRP, démontrant une similarité de séquence (22%) avec
le PACAP27 et dont la fonction biologique n’est pas encore clairement établie (Tam et al.,
2007). Pour sa part, la maturation (clivages, amidation) du PACAP38 se fait via I’action des
convertases du prépro-PACAP, suivie de I’action d’une carboxypeptidase et de I’amidation C-
terminale. De fagon similaire, la génération du PACAP27 & partir du PACAP38 est permise

grice a un processus de protéolyse au niveau de deux résidus basiques (Lys'*’-Arg'®®) suivi
4
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d’une amidation du Gly ™" par la peptidyl glycine a-amidating monooxygenase (Bourgault et al.,

2009b; Okazaki et al., 1992).

TRE GUF-1 CRE GHF-1 GC box Inrlike CRE

s & 2 4 B & 8 3
ADN | H"HENEEOE
3 e - — P \§
- ’ ”
ARNm PS Pro-Peptide bigPRP L - PACAP Poly(A)
1 24 81 128 131 169 176
res (O ) | I | [ |
PRP
| SR =Rl
81 09 131 168
l l o
131 157

Figure 1. Représentation schématique de la biosynthése du PACAP et du PRP. Les 5 exons
correspondent aux rectangles et sont numérotés. Les régions non traduites des exons 1 et 5 sont
représentées par la couleur rose. Les domaines codant pour le peptide signal (PS), le propeptide,

le PRP et le PACAP sont colorés de fagon graduée. La localisation des sites principaux de liaison
pour des facteurs de transcription potentiels et de polyadénylation est indiquée (fleche) sur le
géne : : Les abréviations utilisées sont TRE, 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate response
element; GHF-1, growth hormone factor-1; CRE, cAMP response element; GC box, boite GC;
Inr-like, initiator-like element. Les sites de clivage reconnus par les proprotéine convertases (PC)

ainsi que par la carboxypeptidase sont indiqués par des fléches au-dessus de I’entité générée.
1.1.2. Structure secondaire du PACAP

La structure secondaire du PACAP a été essentiellement déterminée par dichroisme circulaire
(DC) et résonance magnétique nucléaire (RMN). Ces études ont initialement démontré que la
structure des huit premiers acides aminés du domaine N-terminal est désordonnée et qu’elle est

suivie d'une région (résidus 9 a 27) constituée de 3 domaines distincts: (i) une conformation

5



similaire & celle d’un coude P retrouvée au niveau des résidus Ser® a Arg'?, (ii) une structure de
type hélice a pour les régions 12-20 et 22-25 ainsi que (iii) des segments désordonnés (Lysz'-
Tyr22 et Ala®-Val*®-Leu®”) (Inooka et al., 1992). L'incorporation de mimétiques de coude B de
type II/II’ au niveau des résidus 10-11 du PACAP entraine une perte de l'affinité de liaison du
peptide envers des récepteurs PAC1 et VPACI suggérant ainsi que la présence d’un coude (3
dans la région 9-12 peut étre dépendante du solvant utilisé (Gonzalez-Muniz et al., 2001). En
accord avec cette hypothése, des études RMN effectuées dans un environnement plus
hydrophobe (50% 2,2,2-trifluoroéthanol (TFE)/eau) ont démontré que le segment 9-27 du
PACAP27 est caractérisé par une conformation de type hélice a bien définie possédant une
discontinuité au niveau des résidus Lys20 et LysZl (Wray et al., 1993). L’absence du coude f3
préalablement observé au niveau des résidus 9-12 provient vraisemblablement de la stabilisation
de I’hélice a par le TFE, un solvant utilisé pour mimer I’environnement amphiphile des
membranes cellulaires. La méme étude a également démontré que la structure du PACAP27
ressemble remarquablement & celle du PACAP38 (Wray et al., 1993). En effet, le PACAP38
contient un domaine N-terminal désordonné de huit acides aminés, suivi par une structure en
hélice de Ser’ a Val®® avec une discontinuité au niveau des positions Lys® et Lys®'. 11 existe
également une courte région hélicoidale dans le domaine C-terminal entre Gly*® et Arg*

(Figure 2) (Wray et al., 1993).



T
désordonné hélice-a hélice-a

Figure 2: Structure secondaire du PACAP38 lié aux micelles de DPC (pdb 2D2P). Visualisation
effectuée avec l'aide du logiciel PyMOL 1.3r1.

Récemment, des études RMN, réalisées dans des micelles de dodécylphosphocholine (DPC), ont
démontré que le PACAP27 est constitué d'une structure hélicoidale (résidus Ile’ a Ile?”) précédée
par un domaine N-terminal désordonné (Bourgault ef al., 2009b). En fait, I'utilisation de micelles
de DPC, qui miment les propriétés de la membrane cellulaire, est présentement considérée
comme un modéle de choix pour étudier la conformation d'un peptide se liant a la membrane.
Une étude structurale récente, effectuée dans deux solvants différents imitant I'environnement de
la membrane plasmique, a démontré que comme le PACAP, le VIP est composé d'une région N-
terminale désordonnée et d'une longue hélice-a (Umetsu et al., 2011) (Figure 3). Au cours de
cette méme étude (Umetsu ef al., 2011), il fut ainsi observé que les chaines latérales des résidus
Phe®, Tyr'’, Leu'? et Met'” du VIP formaient une zone hydrophobe impliquée dans les
interactions peptide-membrane (Figure 3). Un phénomeéne similaire fut également observé pour
le PACAP38, les résidus hydrophobes Phe®, T yr'o, Tyrl3 , Met'”, Ala®, Tyr 3 et Val® étant en

contact avec la membrane (Umetsu et al., 2011).
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Figure 3 : Structure secondaire et projection hélicoidale des résidus du VIP et du PACAP38 liés
a la membrane. Les acides aminés situés a l'interface peptide-membrane sont indiqués en noir

(Umetsu et al., 2011).

Récemment, une étude structurale, utilisant la spectroscopie RMN a haute résolution, a démontré
que l'isoforme de la carpe chinoise du PACAP38 est composée de trois domaines distincts soit
une région N-terminale (His'-1le’) flexible, une hélice o centrale (Phe®-Val®®) et un court
segment C-terminal hélicoidal (Lyszg-Arg34) (Sze et al., 2007). Sze et ses collégues ont aussi
démontré que cet isoforme adopte une structure amphipathique avec un c6té hydrophobe et un
autre hydrophile (Figure 4) (Sze et al., 2007). Ce caractére amphipathique et fortement basique
est souvent retrouvé dans des peptides antimicrobiens et des cell-penetrating peptides (CPPs)

(voir section 1.5. Cell-penetrating Peptides).

Particuliérement, la structure secondaire du peptide li€¢ a son récepteur a été également étudiée
par des méthodes de spectrométrie RMN (Inooka et al., 2001; Sun et al., 2007). Cette derniére
sera présentée dans la section 1.4.3 "Interactions des ligands peptidiques avec les membres de

la classe B des RCPG".



Figure 4 : Structure du PACAP38 de la carpe chinoise. Représentations de surface avec vues de
face (A), de coté (B) et de I’arriére (C), présentant les résidus acides (rouge), basiques (bleu) et

neutres (gris). Adapté de Sze et al., 2007.

1.1.3. Distribution du PACAP

Au niveau du systéme nerveux central (SNC), des concentrations €levées de PACAP ont été
retrouvées dans |’hypothalamus chez le rat et plus particulierement, au niveau des neurones
parvo- et magnocellulaires des noyaux paraventriculaires et supraoptique (Arimura et al., 1991;
Ghatei et al., 1993). Les neurones immunoréactifs pour le PACAP ne sont pas limités a la zone
de I'hypothalamus, mais sont également largement distribués dans diverses régions du cerveau
(Arimura et al., 1991). Enfin, de nombreuses fibres immunoréactives pour le PACAP ont été
observées au niveau des capillaires sanguins du systéme porte hypothalamo-hypophysaire
(Hannibal ef al., 1995b; Hannibal et al., 1995c; Kivipelto et al., 1992; Koves et al., 1991; Koves
et al., 1990; Mikkelsen et al., 1995; Tamada et al., 1994). Cette observation, corrélée a une
concentration du peptide dans le systéeme porte hypophysaire significativement plus élevée que
dans la circulation périphérique, suggére que le PACAP peut agir comme une neurohormone au
niveau de I’axe hypothalamo-hypophysaire (Dow ef al., 1994). Au niveau du SNC, l'isoforme de
38 acides aminés représente la forme prédominante, la forme tronquée, i.e. PACAP27, ne
représentant que 10% du contenu en PACAP du tissu cérébral (Arimura et al., 1991; Ghatei et

al., 1993; Hannibal et al., 1995b; Masuo et al., 1993).



Au niveau périphérique, le PACAP38 reste la forme moléculaire principale mais les proportions
de PACAP27 et de PACAP38 varient entre les différents organes (Arimura et al., 1991). Par
exemple, dans le colon, le PACAP27 représente environ 30% de I'immunoréactivité totale alors
qu’il ne représente qu’une portion trés minoritaire dans le testicule (Arimura ef al., 1991; Vaudry
et al., 2000b). Les plus fortes concentrations de PACAP ont ainsi été trouvées dans les testicules,
les glandes surrénales, le tractus gastro-intestinal et les tissus lymphoides. En particulier, la
quantité totale de PACAP dans les deux testicules est plus €levée que celle observée dans
I'ensemble du systéme nerveux central (Arimura et al., 1991). Dans l'ovaire, la concentration de
PACAP est beaucoup plus faible que dans le testicule, et le peptide semble étre contenu dans les
fibres nerveuses (Steenstrup et al., 1995). Une immunoréactivité de type PACAP a pu étre
observée dans divers tissus/organes associés avec le systtme immunitaire et notamment dans la
moelle osseuse, le thymus, la rate, les ganglions lymphatiques et la muqueuse du duodénum
(Gaytan et al., 1994; Moretti et al., 2002). De plus, des sites de liaison pour le PACAP ont été
identifiés sur les leucocytes, les cellules mononucléaires, les lymphoblastes, les lymphocytes, les
monocytes, les cellules lymphoides, les macrophages, les cellules de myélome, les cellules T et

les lymphocytes B (Ganea, 1996).

Pour sa part, 'ARNm du PACAP est retrouvé avec une densité élevée au niveau de la substance
noire, du cortex cérébral et du cervelet (Vaudry et al,, 2000b) mais également au niveau de
différentes glandes endocrines telles que les glandes surrénales, le pancréas, ainsi que dans les
systémes immunitaire, digestif, respiratoire et reproducteur (Arimura et al., 1991; Bourgault et
al., 2009b; Vaudry et al., 2000b). Plus particuliérement, 'ARNm du PACAP est principalement
retrouvé dans les cellules germinales et les spermatocytes, mais n'est pas présent dans les fibres
nerveuses du testicule (Hannibal ef al., 1995a; Hannibal et al., 1995c; McArdle, 1994; Shioda et
al., 1994).

En résumé, le PACAP et son ARNm sont largement distribués dans le SNC et les organes
périphériques, dont le pancréas, le systéme reproducteur et le systéme respiratoire (Bourgault et

al., 2009b).
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1.1.4. Passage du PACAP a travers la barriére hémato-encéphalique.

La barriere hémato-encéphalique, majoritairement composée de cellules endothéliales réunies
entre elles par des jonctions serrées, limite l'entrée des molécules circulant dans le SNC.
Malheureusement, cette barriére représente un obstacle majeur pour le traitement des maladies
du SNC car elle le rend imperméable a de nombreuses molécules a visée thérapeutique. Une
molécule, dépendamment de ses caractéristiques physico-chimiques, peut pénétrer dans le SNC
par les voies suivantes: (1) les molécules hydrosolubles peuvent traverser par les jonctions
serrées, (2) les agents liposolubles peuvent traverser les membranes plasmiques des cellules
endothéliales par diffusion, (3) l'entrée de glucose, d'acides aminés, de bases puriques, de
nucléosides, de choline et d'autres substances peut se faire par des transporteurs ou (4) par des
récepteurs présents sur l'endothélium, et finalement, (5) I'entrée des protéines plasmatiques est

principalement régulée par I'adsorption-endocytose et la transcytose (Abbott et al., 2006).

Le PACAP est I'un des premiers membres de la superfamille VIP/GRF/Glucagon pour lequel la
capacité a traverser la barriére hémato-encéphalique (BHE) a été étudiée. 1l fut ainsi observé que
le PACAP27 et le PACAP38 sont capables de traverser la BHE de fagon bidirectionnelle (Figure
5) (Banks et al., 1993). Ainsi, aprés une injection intraveineuse (i.v.) de ['*’IJPACAP27, ce
dérivé pénétre dans le cerveau par un mécanisme de transport non saturable basé sur la diffusion
passive transmembranaire. Bien que plus volumineuse et moins lipophile, la molécule
['1)PACAP38 présente des paramétres pharmacocinétiques semblables. Cependant, ce dérivé
entre dans le cerveau avec une vitesse approximativement 30% plus rapide que celle du
['QSI]PACAP27 (Banks et al., 1993; Dogrukol-Ak et al.,, 2004). Notamment, le PACAP38
traverse la BHE plus rapidement au niveau de I'hypothalamus et de [I'hippocampe
comparativement aux autres régions du cerveau (Nonaka et al., 2002). Pour expliquer de ces
différences, les auteurs suggérent que le stress, la protéine B-amyloide et I'dge sont possiblement
impliqués. Un systéme de transport saturable faisant appel au peptide transport system 6 (PTS-6)
a été mis en évidence pour le PACAP38 (Banks et al., 1993). Malgré cela et de fagon
surprenante, un pourcentage plus élevé de ['25 IJPACAP27, comparé a ['ZSI]PACAP38, a été

observé dans le cerveau apres une administration i.v. (Banks et al., 1993).
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Figure 5 : Passage du PACARP a travers la barri¢re hémato-encéphalique. Le passage du
PACAP38 est principalement effectué par un systéme de transport saturable, i.e. PTS-6, tandis
que le passage du PACAP27 est non saturable et se base sur la diffusion passive

transmembranaire.

1.2. Les récepteurs du PACAP

Jusqu’a présent, trois récepteurs pour le PACAP ont été caractérisés et clonés, a savoir les
récepteurs PAC1, VPACI1 et VPAC2. Ces récepteurs appartiennent a la classe II de la famille des
récepteurs couplés aux protéines G, parfois aussi appelée famille B ou classe B. Les récepteurs
VPACI et VPAC2 possedent une affinité similaire envers le VIP et les deux formes moléculaires
du PACAP. En revanche, le PACAP agit comme un ligand sélectif des récepteurs PACI, avec
une affinité et une activité biologique environ 1000 fois supérieure a celle du VIP. (Tableau 4)

(Bourgault et al., 2009b; Vaudry et al., 2000b).
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Tableau 4: Caractéristiques pharmacologiques et mécanismes de transduction des récepteurs du
PACAP (Vaudry et al., 2000b)

Sites de . Mécanismes de transduction
liaison Affinité Receptenr Adénylylcyclase Calcium
P38 = P27 Stimule la production . e
PACI ~0.50M PACI d'AMPc Stimule la mobilisation du
VIP > 500 nM P38 = P27 >> VIP ca
P38~ P27~ VIP Stimule Is produclion | o, 10 mcbilistion du
=1 nM VPACI dAMPe calcium intracellulaire
VPAC P38 > P27 > VIP
Stimule la production ; P
P38~ P27~ VIP
B | veaco d'AMPe e
P38 =P27= VIP

Parmi les trois récepteurs associés aux activités biologiques du PACAP, le récepteur PACI,
contrairement aux récepteurs VPAC, est caractérisé par l'existence de nombreux variants
d'épissage alternatif fonctionnel, au nombre de 9, présentant tous des profils pharmacologiques
plus ou moins distinct (Bourgault et al., 2009b; Dickson et al., 2009; Sherwood et al., 2000;
Vaudry et al., 2009).

1.2.1. Distribution des récepteurs du PACAP

Comme le PACAP, les récepteurs PACI1, VPAC1 et VPAC2 sont retrouvés au niveau du SNC
ainsi qu'au niveau des tissus périphériques. Dans le SNC, I'expression de 'ARNm du récepteur
PACI, particuliérement abondante et largement distribuée, a été démontrée dans le bulbe
olfactif, I'hnippocampe, le cortex cérébelleux, ainsi que dans I'hypothalamus, I'amygdale, le
thalamus et la substance noire (Bourgault et al., 2009b; Dickson et al., 2009; Hashimoto et al.,
1993; Hashimoto et al., 1996; Vaudry et al., 2000b). Une densité importante de récepteur PACI
a également été détectée dans le cervelet et le pont (Basille ef al., 1994, Basille et al., 1993;
Cauvin et al., 1991; Masuo et al., 1992). En revanche, 1'expression des sites de liaison VPAC est
généralement restreinte a des régions plus localisées du cerveau incluant le cortex piriforme, le
cortex cérébral, le gyrus denté, le noyau amygdalien latéral, le plexus choroide, et la glande
pinéale pour VPAC1 (Vaudry et al., 2000b) ou encore le cortex cérébral, le noyau
périventriculaire, le thalamus, I'hypothalamus et l'amygdale pour VPAC2 (Bourgault et al.,
2009b; Dickson et al., 2009). La densité des sites de liaison VPAC est généralement beaucoup

plus faible que celle de PAC1 dans de nombreuses régions du cerveau telles que le noyau interne
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du complexe amygdalien, le cortex frontal, le noyau hypothalamique latérale et le cervelet
(Bourgault et al., 2009b). Enfin, les récepteurs du PACAP ne sont pas uniquement présents dans
les neurones, mais sont aussi exprimés dans les cellules gliales (Martin et al., 1992; Tatsuno et

al., 1990).

Au niveau périphérique, ces trois récepteurs présentent une distribution différente avec
notamment PACI principalement exprimé dans la médullosurrénale, ['utérus, les tissus
lymphoides de l'intestin et les testicules (Vaudry et al., 2000b), VPACI1 dans le foie, les reins, la
prostate, les seins, la rate, les poumons et dans presque tous les tissus épithéliaux (Reubi, 2000),
et VPAC2 dans les organes musculaires tels que les vaisseaux sanguins et des muscles lisses, et

également dans le c6lon, le pancréas, la thyroide et la rétine (Harmar et al., 2004).

1.2.2. Ligands sélectifs pour les récepteurs du PACAP

Dans l'optique de mieux comprendre les effets biologiques liés a I'activation de chacun de ces
trois récepteurs, plusieurs groupes ont tenté de développer des analogues spécifiques envers
PACI, VPACI et VPAC2. A ce Jour, aucun agoniste PAC]1 sélectif n'est disponible hormis un
peptide de 61 acides aminés isolé a partir de la glande salivaire de la mouche Lutzomyia
longipalpis et dénommé maxadilan. Etonnamment, ce peptide ne démontre que trés peu de
similarit¢ de séquence avec le PACAP, mais s’avere étre pourtant un puissant agoniste
supposément sélectif des récepteurs PAC1 (Moro et al., 1997). Des études de type structure-
activité sur le maxadilan ont également conduit & la conception d'un antagoniste sélectif du
récepteur PACI, i.e. des[24-42]maxadilan (Moro et al., 1999). Cependant, le maxadilan et son
antagoniste restent relativement mal caractérisés. En effet, le puissant effet vasodilatateur du
maxadilan, non observé via l'activation de PAC1 avec le PACAP, suggére qu'il peut également
se lier et activer d'autres récepteurs (Lerner et al., 1991; Moro et al., 1997). Par ailleurs, comme
récemment démontré, le maxadilan et le PACAP27 différent dans leur mode d'activation du
récepteur PAC1 et/ou dans les signaux de transduction activés (Hoover et al., 2009). Par
conséquent, le maxadilan pourrait agir comme un agoniste biaisé du syst¢tme PACAPergique au

niveau de PACI.

Couramment utilisé, le fragment 6-38 du PACAP est également un antagoniste du récepteur

PACI1 (Robberecht ef al., 1992b). Par contre, celui-ci conserve une certaine activité résiduelle au
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niveau des récepteurs VPAC2 (Dickinson et al., 1997). Enfin, il fut récemment démontré que le
PACAP(6-38) est également un puissant antagoniste des récepteurs du cocaine-amphetamine
regulated transcript (CART) (Lin et al., 2011). Les premiers antagonistes non peptidiques du
récepteur PACI, avec une affinité de I’ordre du nM, ont été découverts voila quelques années
(Beebe et al., 2008). Néanmoins, leur spécificité n'a pas été décrite, ce qui suggére qu’ils ne sont
probablement pas des outils pharmacologiques sélectifs. Le tableau S présente les principaux
agonistes et antagonistes peptidiques répertoriés dans la littérature. A noter, les ligands sélectifs
des récepteurs VPAC sont essentiellement basés sur la séquence du VIP. Ainsi, un agoniste
sélectif, le [Lys', Arg'®, Leu”’|VIP(1-7)/GRF(8-27), avec une haute affinité pour le récepteur
VPACI, a été développé a partir d’un hybride entre le VIP et le GRF (Gourlet ef al., 1997b). Par
ailleurs, a partir d’une étude de type Ala-scan du VIP, un agoniste sélectif du VPACI i.e.
[Ala''*>®)VIP, avec une affinité 1000 fois plus élevée que celle du VIP, a été identifié (Nicole
et al., 2000). Ce peptide ne montre aucun effet agoniste au niveau des récepteurs VPAC2, mais il

se comporte comme un faible agoniste des récepteurs PAC1 (Dickson et al., 2006).



Tableau 5: Ligands sélectifs (agonistes ou antagonistes) pour les récepteurs du PACAP.

Agoniste Antagoniste
Récepteur Composé e Composé .
(référence) Limitation (r éférI:ance) Limitation
des[24-42]Maxadilan -
(Moro et al., 1999)
PACI Maxadilan Effet Faible
(Moro et al., 1997) | vasodilatateur PACAP(6-38) agoniste
(Robberecht et al., 1992b) VPAC2
Antagoniste
CART
[Ala " Z2F]VIP Faible [Ty?’, Dip®]VIP(6-23) Faible affinité
(Nicole ef al., 2000) agoniste (Tams et al., 2000) pour VPAC2
VPACI PACI
[Lys", Arg', PG 97-269 Aucune
Leu”]VIP(1- Aucune (Gourlet et al., 1997a) connue
7)Y GRF(8-27) connue
{Gourlet et al., 1997b)
PG 99-465 Faible
(Moreno et al., 2000) agoniste
VPACI1
Ro 25-1392 Faible affinité (2R 45)-2-benzyl-4-hydroxy-N-
Xia et al., 1997) pour VPACI | ((1S,2R)-2-hydroxy-2,3-dihydro-1H-
VPAC2 inden-1-yl)-5-(4- Aucune
nitrophénylsulfonamido)pentanamide connue
Ro 25-1553 Activation de (Chu et al., 2010)
(O'Donnell et al., PACI
1994a; O'Donnell et | Faible affinité (2R 45)-2-benzyl-5-(4-tert-
al., 1994b) pour VPAC1 | butylphénylsulfonamido)-4-hydroxy- Aucune
N-((18,2R)-2-hydroxy-2,3-dihydro- connue

1 H-inden-1-yl)pentanamide
(Chu et al., 2010)

Plusieurs analogues « sélectifs » pour le récepteur VPAC2 sont également disponibles. Parmi

ceux-ci, on retrouve deux analogues cycliques, i.e. Ro 25-1392 (Ac—[Glug, Tyr(CH;O)'O, Lys'z,
Nle', Ala", Asp®, Leu, Lys’"®*]-VIP(cyclo 21-25)), et Ro 25-1553 (Ac-His'[Glu®, Lys",
Nle'”, Ala", Asp™, Leu®, Lys*"?8, Gly***, Thr*']VIP-NH2(cyclo 21 — 25)) (Bolin et al., 1995;

Xia et al., 1997). Cependant, ces composés ont démontré une activité agoniste évidente pour le

récepteur VPACI lorsqu'ils sont utilisés a des concentrations de l'ordre du micromolaire. De

plus, le peptide Ro 25-1553 est également capable d’activer les récepteurs PAC1. Deux autres

agonistes puissants du récepteur VPAC2, ie. BAY 55-9837 et R3P65, ont également été
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développés par Bayer et sont considérés comme des agents thérapeutiques potentiels pour le
diabete de type 11 (Tsutsumi et al., 2002; Yung et al., 2003). Toutefois, a des concentrations
élevées, R3P65 active également les récepteurs VPACI et PAC1 (Yung et al., 2003). De plus,
dans un autre modele in vitro, soit des cellules CHO transfectées avec les récepteurs PACI,
VPACI et VPAC2, ce peptide est un agoniste treés puissant des récepteurs VPACI, I’étant méme
plus que pour VPAC2 (Dickson et al., 2006).

Par ailleurs, quelques antagonistes sélectifs des récepteurs VPAC ont aussi été décrits. Par
exemple, l'analogue PG99-465 était considéré comme le premier antagoniste sélectif du
récepteur VPAC2 (Moreno et al., 2000). Toutefois, six ans plus tard, il fut démontré que ce
peptide est un agoniste partiel de VPAC2 et un agoniste complet pour les récepteurs VPACI et
PAC] pour la stimulation d'AMPc (Dickson et al., 2006). A ce jour, un seul antagoniste sélectif
du récepteur VPACI, le PG97-269, i.e. Ac-[His', D-Phe?, Lys", Arg'®, Leu'’]VIP(3-7)/GRF(8-
27) a été décrit (Gourlet et al., 1997a). D’autre part, récemment, un antagoniste non peptidique
du récepteur VPAC2, ne possédant aucune activité agoniste ou antagoniste détectable pour les
récepteurs VPACI1 ou PACI, a été développé (Chu et al., 2010). De plus, ce premier antagoniste
non peptidique est également le seul antagoniste du récepteur VPAC2 connu & ce jour qui

interagit de fagon allostérique avec la région transmembranaire du récepteur (Chu et al., 2010).

1.2.3. Activation du récepteur

Comme la majorité des récepteurs du groupe B, les récepteurs PAC1/VPAC ont un domaine N-
terminal de plus de 120 résidus, qui contient un peptide signal hydrophobe N-terminal de méme
qu'un domaine de liaison (Laburthe et al, 2002b). Ce long domaine est impliqué dans la
reconnaissance du récepteur via la formation d'un complexe avec le neuropeptide PACAP. La
formation de ce complexe entre la portion hélicoidale du PACAP et le domaine N-terminal du
récepteur induit un changement conformationnel de ce dernier permettant ainsi a la portion N-
terminale du PACAP d'interagir avec la région juxtamembranaire du récepteur pour induire, via
le recrutement des protéines Ggs, l'activation de l'adénylylcyclase et donc conséquemment
l'augmentation des concentrations intracellulaires d'AMP.. Toutefois, les récepteurs PAC1/
VPAC peuvent aussi stimuler la production de calcium intracellulaire et moduler l'activité de la
phospholipase D (PLD), des tyrosines kinases, des canaux calciques, des RhoA GTPases et des

MAP kinases (Figure 6) (Chatterjee et al., 1996; Dickson et al., 2009; Hardwick et al., 2006;
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Henle et al., 2006; Macdonald et al., 2005; McCulloch et al., 2000; Morisset et al., 1995; Moroo
et al., 1998; Watkins et al., 2004). En général, bien que les cascades de I'AMPc, du calcium et de
la PLD soient toutes stimulées via les récepteurs PAC1/VPAC, l'activation de la voie de
I’adénylylcyclase (AC) est généralement plus efficace que les autres (McCulloch et al., 2000;
McCulloch et al., 2001).
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Figure 6 : Voies de signalisation intracellulaire stimulées par 'activation des récepteurs
PAC/VPAC. Lors de leur activation, les trois récepteurs sont capables de se coupler a Go
conduisant ainsi a la production intracellulaire d'AMPc. En outre, les récepteurs peuvent
également activer la PLC, ce qui provoque une augmentation de [Ca®"] intracellulaire par
l'intermédiaire d’un couplage avec Gaq (les trois récepteurs) et Ga; (VPACI1 et VPAC2).
Adapté de Dickson et al., 2009.

1.3. Activité biologique du PACAP

Le PACAP, initialement caractérisé en tant qu’agent hypophysiotrope, est également impliqué
dans la régulation d’une multitude d’effets biologiques (Vaudry et al., 2009). Au niveau du
systéme nerveux central, le PACAP peut agir comme une neurohormone, un neurotransmetteur
et un facteur trophique (Bourgault et al., 2009a; Vaudry et al., 2009). Parmi les diverses actions

du PACAP, on peut noter qu’une injection intracérébroventriculaire ou intracisternale du
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PACAP cause une augmentation dose-dépendante de la concentration plasmatique de
vasopressine (Murase et al., 1993; Seki et al, 1995). L'administration centrale de PACAP
produit des augmentations significatives de gonadolibérine (Gonadotropin Releasing Hormone,
GnRH), de somatostatine, de vasopressine et d’ocytocine et elle induit l'expression du gene
codant pour la corticolibérine (Corticotropin Releasing Factor/CRF) (Bourgault et al., 2011).
Ces différents effets sont bloqués par une injection concomitante de PACAP(6-38) et ils
semblent donc étre régulés par I'activation des récepteurs PACI1 (Grinevich et al., 1997; Li et al.,
1996). De fagon surprenante, I'administration intraveineuse de PACAP provoque, au niveau de
I'hypothalamus, une diminution des ARNm codant pour la GnRH et aucun changement dans
I’expression des ARNm de la somatostatine (Li et al., 1996). Il a également été démontré que le
PACAP est impliqué dans la régulation circadienne de la production de mélatonine (Cagampang
et al., 1998; Shinohara et al., 1999). En accord avec la distribution du PACAP et de ses
récepteurs dans des régions spécifiques du SNC, le PACAP exerce des effets variés, dont les plus

étudiés concernent ses activités neurotrophiques et neuroprotectrices.

Au niveau périphérique, le PACAP agit sur les glandes endocrines, les gonades ainsi que sur les
systémes immunitaire, respiratoire, cardiovasculaire et intestinal (Bourgault et al., 2009b). Par
exemple, au niveau cardiovasculaire, le PACAP exerce une forte activité relaxante sur les
cellules musculaires lisses via l'activation des récepteurs VPAC (Huang ef al., 1993). L'injection
de PACAP chez I'homme induit une augmentation du débit cardiaque (Birk et al., 2007). Dans le
systéme respiratoire, le PACAP cause une relaxation des muscles de la trachée (Araki et al.,
1992), favorise la bronchodilatation (Linden et al., 1995) ou encore stimule la sécrétion de
mucus et de chlore (Derand et al., 2004; Wagner et al., 1998). Le Tableau 6 dresse un sommaire

des effets biologiques induits par le PACAP.
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Tableau 6: Effets physiologiques associés au PACAP (Adapté de Vaudry et al., 2009).

Tissus / organes

Actions biologiques

Systéme nerveux
central

Hypothalamus :
» Action de neurotransmetteurs ou de neuromodulateurs régulant la sécrétion
de neurohormones hypophysiotropes.
« Stimulation de la libération d’ocytocine et de vasopressine.
« Stimulation de la synthése de somatostatine, de gonadolibérine (GnRH) et
de corticolibérine (CRF).
Stimulation de la sécrétion de mélatonine.
Action neurotrophique lors du développement.
Activité neuroprotectrice (anti-apoptotique).

Hypophyse

Systéme
reproducteur

‘Systéme respiratoire

Systéme digestif

Activité hypophysiotrope; stimule la libération de :
» GH (hormone de croissance)
« ACTH (hormone adrénocorticotrope)
« LH (hormone lutéinisante)
« FSH (hormone folliculo-stimulante)
Stimulation de la libération de vasopressine
Stimulation de la sécrétion de testostérone (cellules de Leydig).
Stimule la sécrétion d'oestradiol (cellules de Sertoli).
Implication dans la spermatogenése.
Stimulation de la synthése de progestérone.
Stimulation de la maturation d'ovocyte.
Inhibition de l'apoptose folliculaire.
Relaxation des muscles lisses de la trachée.
Bronchodilatation.
Foie : Stimulation de la libération de glucose (via VPAC2).
Pancréas : Stimulation de la sécrétion d’insuline et de glucagon (via VPAC2).
Stimulation de la sécrétion salivaire.
Relaxation des muscles lisses gastriques.
Stimulation de la sécrétion de bicarbonate (duodénum).

Systeme
cardiovasculaire

Systéme immunitaire

Glande thyroide

Vasodilatation (cerveau, yeux, pancréas, testicules, peau...) (via VPAC2).
Augmentation du débit cardiaque et de la force de contraction ventriculaire (via
VPAC2). - -

Implication dans la réaction inflammatoire.
Stimulation de la migration, de la phagocytose et de la production de TNF-a et
d'IL-6 chez les macrophages inactifs.

Diminution de la sécrétion de TNF-a, de NO et d'IL-1 chez les macrophages
activés.

Modulation de la synthése de cytokines.

Stimulation de la sécrétion de thyroxine (T4).

Glandes surrénales

Stimulation de la libération de catécholamines.
Stimulation de la libération d'enképhalines

Pour une information plus détaillée sur les activités biologiques associées au PACAP, le lecteur

est invité a lire une revue de notre groupe (Vaudry et al., 2009). Dans le cadre de cette thése, mes
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efforts se concentreront principalement sur les effets de ce peptide au niveau du SNC et du

systéme reproducteur.
1.3.1. Effet neuroprotecteur du PACAP

1.3.1.1. Modéle in vitro

Plusieurs études ont démontré que le PACAP posséde d’importantes propriétés neuroprotectrices
face a divers agents neurotoxiques. Des cultures primaires de cellules granulaires du cervelet
(cerebellar granule cells : CGCs) ont été fréquemment utilisées pour étudier I'effet du PACAP
sur l'apoptose. Dans des conditions normales de culture, ce peptide protége les CGCs contre la
mort cellulaire programmeée survenant au cours du développement cérébelleux (Vaudry et al.,
2000a). Plus intéressant, ce dernier est capable de prévenir la mort cellulaire induite par
différentes formes d’agression. 11 a ainsi été observé qu'un traitement des CGCs avec du PACAP
empéche la mort cellulaire apoptotique induite par I’éthanol et ceci méme si le PACAP est ajouté
au milieu de culture 2 h apres I’exposition a l'alcool (Vaudry ef al., 2002a; Vaudry ef al., 2002b).
En condition de stress oxydatif, une coincubation des CGCs avec du peroxyde d'hydrogéne et du
PACAP assure la survie des cellules et leur permet de garder leur forme typique de neurones
différenciés, i.e. des cellules fusiformes bipolaires avec de longues neurites. Le PACAP est
capable d'inhiber significativement l'effet néfaste du H,O, en agissant sur le potentiel
membranaire des mitochondries supprimant ainsi totalement la fragmentation de I'ADN (Vaudry
et al., 2002a). Des effets similaires ont également été observés avec les céramides, des
métabolites des sphingolipides qui sont des médiateurs essentiels de la réponse au stress
cellulaire et des facteurs importants impliqués dans l'apoptose. Ainsi, I’incubation de CGCs avec
la céramide C2 augmente nettement la mort cellulaire par apoptose alors qu’un cotraitement avec
le PACAP entraine un arrét de la fragmentation de I'ADN et induit une restauration de l'activité
mitochondriale (Vaudry et al., 2003). Enfin, dans un modéle utilisant des cellules PC12 dérivées
d'un phéochromocytome de rat, le PACAP protége ces cellules contre la cytotoxicité du
peptide f-amyloide (Onoue et al., 2002a), du PrP(106-126) (fragment 106-126 de la protéine
prion humaine) (Onoue et al., 2002b) ou encore du gpl20, la glycoprotéine de l'enveloppe du

virus de I'immunodéficience humaine (VIH) (Brenneman et al., 2002).
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1.3.1.2. Modéle in vivo

Des effets neuroprotecteurs envers certains agents neurotoxiques, i.e. MPTP, glutamate ou acide
kainique, ont également été répertoriés dans des modeles in vivo (Arimura et al., 1994; Kimura et
al., 2003; Reglodi et al., 2004a). Notamment, ces effets ont été démontrés dans divers modéles
d’atteinte cérébrale tels que (i) la maladie de Parkinson (Reglodi et al., 2004b), (ii) I'ischémie
cérébrale (Dejda et al., 2011b; Reglodi et al., 2000) et (iii) certains dommages traumatiques
(Farkas et al., 2004). Plus particulierement, dans un modéle d’ischémie cérébrale par
obstruction de l'artére cérébrale moyenne (MCAOQ) chez le rat, Dejda et ses collégues ont
démontré que des doses de PACAP38, de l'ordre du picomolaire, et de son analogue stable, i.e.
acétyl-[Ala">?*|PACAP38-propylamide, pouvaient réduire fortement le volume de la zone
infarcie et réduire les manifestations de troubles neurologiques induits par l'accident vasculaire
cérébral (Dejda et al., 2011b) (Figure 7). Cette action protective contre les dommages
ischémiques a également été observée lorsque le PACAP est injecté icv préalablement a
I’épisode cérébro-ischémique (Tamas et al., 2002). Un effet neuroprotecteur du PACAP est
également constaté lorsque ce dernier est injecté iv 24 heures apres l'ischémie (Uchida et al.,
1996). Enfin, il fut montré que des souris déficientes en PACAP présentent des lésions plus
grandes et que ces lésions peuvent étre réduites en présence de PACAP exogéne, lequel semble

favoriser la récupération fonctionnelle (Chen et al., 2006; Ohtaki et al., 2006).

E F

Sham MCAO MCAO + PACAP38
Figure 7 : Effet du PACAP38 sur le volume de la zone infarcie aprés une occlusion de l'artére
cérébrale. Les images représentent une coupe coronale du cerveau de rat aprés différents
traitements, i.e. Sham, MCAO et MCAO + PACAP38. Les zones infarcies des hémisphéres

ipsilatéraux du cerveau apparaissent en blanc. Tiré de Dejda et al., 2011.
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1.3.1.2. Mécanisme d'action

Dans de nombreux modéles cellulaires, incluant les cellules PC12, les CGCs, les neuroblastomes
et les astrocytes, l'effet neuroprotecreur du PACAP semble étre médié par I'activation du
récepteur PAC1. Ce demier, une fois activé, va bloquer essentiellement la voie apoptotique
cellulaire en modulant la protéine Bcl-2 et en inhibant la caspase-3 (Figure 8). En effet, l'action
neuroprotectrice du PACAP peut étre bloquée par le PACAP(6-38), un antagoniste considéré
spécifique pour le récepteur PACI. De plus, le VIP, utilis€ aux mémes concentrations,
n’engendre aucun des effets obtenus avec le PACAP dans certains modeles cellulaires tels que
les PC12, les CGCs, les neuroblastomes et les astrocytes (Bourgault et al., 2009a; Bourgault et
al., 2009b; Wolf et al., 1995). Ces deux données semblent confirmer que les effets anti-
apoptotiques du PACAP sont reliés principalement a I’activation des récepteurs PACI. Sur des
cultures de cellules granulaires du cervelet, I'activation du récepteur PACI provoque une
augmentation d'AMPc, laquelle conduit a I'activation de la protéine kinase A (PKA), des
exchange proteins activated by cAMP (EPAC), de la mitogen-activated protein kinase (MAPK)
ou encore la phosphorylation de la cAMP-responsive element-binding protein (CREB) (Figure
8) (Dejda et al., 2008). L'activation de la MAPK et la phosphorylation de CREB conduisent
ensuite a la stimulation de la transcription de Bcl-2 qui, & son tour, participe aux processus de
désactivation de la caspase-3. Il a été également démontré qu'un inhibiteur de la protéine kinase
C (PKC) pouvait empécher les effets neuroprotecteurs du PACAP en bloquant le processus de
désactivation de la caspase-3 (Figure 8) (Onoue ef al., 2002b; Zamostiano et al., 2001). Enfin, le
PACAP est capable de bloquer I'apoptose en inhibant 'activation de la c-Jun N-terminal kinase
(JNK) de la stress-activated protein kinase (SPAK) (Bourgault et al.,, 2011) ou encore en
réduisant I'efflux potassique (Mei et al., 2004).

Dans certains types cellulaires, la voie de signalisation anti-apoptotique principale est constituée
de la phosphatidyl-inositol-3'-OH kinase (PI3K)/sérine-thréonine kinase Akt (Bourgault et al.,
2011). 1l fut ainsi observé que le PACAP est capable d'activer la voie Akt par le biais de la
transactivation du récepteur de la tyrosine kinase type 1 (TrkA) aprés l'internalisation du
récepteur PACI (Lee et al., 2002; May et al., 2010; Rajagopal et al., 2004). De plus, le PACAP
induit également l'expression de nombreuse neurotrophines dans des neurones et des cellules

gliales. En particulier, le PACAP est connu pour induire l'expression du brain-derived
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neurotrophic factor (BDNF), du nerve growth factor (NGF), de la neurotrophine-1, de la
neurotrophine-3 et de la neurotrophine-4, de méme que de leurs récepteurs (Somogyvari-Vigh et
al., 2004). Par ailleurs, le PACAP stimule l'expression et la libération de /'activity-dependent
neurotrophic protein (ADNP) dans les neurones et les astrocytes (Li et al., 2005; Nakamachi et
al., 2006; Zusev et al., 2004). Cette stimulation de l'expression de facteurs de survie semble donc

étre un mécanisme neuroprotecteur supplémentaire associé au PACAP (Bourgault et al., 2011).
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Figure 8 : Signaux de transduction impliqués dans I'effet neuroprotecteur du PACAP.

En raison de la vaste distribution du PACAP et de ses récepteurs dans le systtme nerveux
central, le mécanisme d'inhibition de I'apoptose par le PACAP observé in vitro semble également
se retrouver in vivo. Par exemple, le PACAP augmente I’expression de Bcl-2 et inhibe la
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libération du cytochrome C dans un modéle murin d’ischémie cérébrale (Ohtaki et al., 2006).
Récemment, Dejda et ses collégues ont démontré que le PACAP38 et un analogue stable, i.e.
acétyl-[Ala'’ Ala®JPACAP38-propylamide, pouvaient inhiber I'expression d'ARNm de
promoteurs de mort associés avec Bcl-2, tels que la caspase 3, la macrophage inflammatory
protein-la (MIP-1a), l'inducible nitric oxide synthase 2 (iNOS 2), et le tumor necrosis factor-a
(TNF-a). En revanche, les peptides PACAP27 et PACAP38 augmentent l'expression des ARNm
de l'extracellular signal-regulated kinase 2 (Erk2), du B-cell CLL/lymphoma 2, et de
I'interleukine 6 (IL-6) (Dejda et al., 2011b). Ces résultats indiquent que 'effet neuroprotecteur de
PACAP apreés une MCAO (middle cerebral artery occlusion) est di a sa capacité a inhiber
I'apoptose, mais aussi & sa capacité a moduler la réponse inflammatoire. En effet, il a été
démontré que le PACAP réduit les phénomeénes inflammatoires dans différents modéles animaux
de maladies inflammatoires chroniques (Martinez et al., 2002). En mesurant le volume de
I'infarctus chez les souris déficientes en PACAP, les auteurs ont démontré le role crucial du
PACAP endogene dans la réduction des dommages neuronaux induits par les AVC (Chen et al.,
2006; Ohtaki et al., 2006). Plus intéressant encore, des souris PACAP+/- et PACAP-/- présentent
un niveau supérieur en cytochrome C et inférieur en expression de Bcl-2 cytoplasmique que les
animaux de type sauvage (Ohtaki et al., 2006). Ces observations suggerent que le PACAP,
agissant sur la voie apoptotique mitochondriale, inhibe I'activité de la caspase-9 et par la suite
celle de la caspase-3, qui sont activées dans les modeles d'ischémie. De plus, I'effet
neuroprotecteur du PACAP dans ces modéles peut étre aussi indirect, i.e. médié par les

astrocytes via la libération de l'interleukine 6 (Ohtaki et al. 2006).
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Figure 9 : Représentation schématique des effets protecteurs directs et indirects du PACAP sur
les neurones, les astrocytes et la microglie. ADNF, activity-dependent neurotrophic factor; 1L-
1B, interleukine- 1p; IL-6, interleukine-6; NO, oxyde nitrique; PACI, récepteur PACAP 1; PTS-
6, specific peptide transporter system 6; RANTES, Regulated upon Activation Normal T-cell
Expressed and Secreted; ROS, especes réactives de I’oxygene; TNF-q, tumor necrosis factor-a;

VPAC, les récepteurs communs du VIP et du PACAP. (Adapté de Bourgault ef al., 2011.

Notamment, chez les souris déficientes en 1L-6, les effets neuroprotecteurs du PACAP sont
altérés (Ohtaki et al., 2006). De méme, une augmentation de la région nécrosée fut observée
suite a I’injection d’un anticorps spécifique au récepteur de I’IL-6 (IL-6R) dans un modéle murin

d’ischémie cérébrale (Yamashita et al., 2005). Dans un modéle d'axotomie du nerf facial, le
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PACAP inhibe I'expression des cytokines pro-inflammatoires TNF-a et 1IFN-y et il induit
I'expression de cytokines anti-inflammatoires comme 1'lL-4 et I’IL-10 (Armstrong et al., 2008).
Le VIP et le PACAP inhibent directement la production de NO par les microglies activées et la
production de molécules pro-inflammatoires comme le TNF-a, I’IL-1B et les ROS (Figure 9)
(Bourgault et al.,, 2011; Delgado et al, 2003). En outre, le PACAP et le VIP inhibent
I'expression des chimiokines CXC, MIP-2, KC, CC, MIP-leo, MIP-1P et MCP-1, qui réduisent
l'activité chimiotactique des cellules microgliales activées (Abad et al., 2002; Delgado et al.,
2002a; Delgado et al., 2002b). Ces résultats suggérent que les neuropeptides VIP et PACAP
libérés par les neurones au cours d'une réponse inflammatoire serviraient de facteurs de survie
neuronale en limitant les processus inflammatoires (Delgado et al., 2002a). De méme, une étude
in vivo chez des souris déficientes PACAP suggere que ce dernier est impliqué de fagon critique
dans une réponse immunitaire soigneusement contrdlée, nécessaire pour la régénération du
systétme nerveux (Armstrong et al., 2008). Ces études supportent ainsi I'hypothése que le

PACAP joue un réle important dans le mécanisme de défense naturelle des Iésions nerveuses.

1.3.2. Effet du PACAP sur le systéme reproducteur

La présence de PACAP et de ses récepteurs dans le testicule et I'ovaire laisse supposer que le
peptide peut fonctionner comme un régulateur local de I'activité reproductrice (Bourgault et al.,
2009b). En effet, l'expression du PACAP dans les testicules de rat est contrdlée par les
gonadotrophines hypophysaires telles que I’hormone lutéinisante (LH) et 1’hormone follicule-
stimulante (FSH) (Shuto et al., 1995). De plus, dans des modéles in vitro, le PACAP stimule la
sécrétion de testostérone dans les cellules de Leydig de rat (Romanelli et al., 1997; Rossato et
al., 1997) de méme que la sécrétion d'cestradiol et d'inhibine dans des cellules de Sertoli (Heindel
et al., 1992). Dans I'épithélium épididymaire, le PACAP inhibe I'excrétion des ions chlorures,
lesquels participent & I'activation et le stockage des spermatozoides. De fagon intéressante, le
vieillissement testiculaire est retardé chez les souris déficientes en PACAP, probablement via
I'expression de facteurs stéroidogéniques. En effet, ces facteurs sont capables de diminuer la
production d'espéces réactives de I'oxygene, lesquelles sont responsables de I'apoptose (Lacombe
et al., 2006). De plus, plusieurs études ont démontré que le PACAP est impliqué dans I'induction
et le maintien de la fonction érectile (Hedlund et al., 1995; Hedlund et al., 1994). En accord avec

cette observation, un acide stéarique conjugué avec le VIP est ainsi capable d'augmenter l'activité
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copulatoire et les réflexes péniens chez les rats castrés traités avec de la testostérone (Gozes et

al., 1992).

De plus, la présence d'une immunoréactivité de type PACAP dans les tubules épididymaires
indique que le PACAP est synthétisé localement et peut donc agir comme un régulateur
paracrine de la maturation des spermatozoides (Zhou et al., 1997). Récemment, Winters et ses
collégues ont proposé un mécanisme d'autorégulation du PACAP dans les cellules gonadotropes
et folliculo-stellaires (Figure 10). Ainsi, le PACAP active le récepteur PACI1 pour augmenter la
production d'’AMPc, induisant par le fait méme I'expression des génes codant pour le PACAP et
pour son récepteur spécifique PACI ainsi que pour la synthase de I’oxyde nitrique de type 1
(NOS1) et la follistatine (Fst). Le PACAP sécrété par I’action des gonadotrophines va ensuite
activer les cellules folliculo-stellaires, qui vont alors sécréter également de novo du PACAP qui,
a son tour, va stimuler les gonadotrophines. Récemment, la présence du récepteur PACI1 dans
des fractions intracellulaires des cellules germinales testiculaires a été démontrée (Li et al.,
2004). Cette observation, corrélée aux résultats précédents, souléve I'hypotheése que le PACAP
endogéne libéré dans la cellule pourrait activer directement des récepteurs intracellulaires. La
régulation par le PACAP de ' AMPc dans les extraits intracellulaires semble répondre, du moins

partiellement, a cette question en démontrant que le PACAP est également un facteur intracrine.
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Figure 10 : Mécanisme proposé pour la régulation a la hausse de I'expression des génes codés
pour le PACAP, via la production d'AMPc, dans les cellules gonadotropes et folliculo-stellaires.

Adapté de (Winters et al., 2011).

De méme, I'exposition au PACAP de cellules de la granulosa en culture cause une augmentation
de la production de progestérone (Zhong et al, 1994). L'immunoneutralisation du PACAP
endogene réduit la formation de la progestérone et altére la lutéinisation suggérant ainsi que le
PACAP joue un rdle important dans la production de progestérone pendant la période
préovulatoire (Gras et al., 1999). De plus, Ko et ses collégues ont suggéré que l'activation des
récepteurs de la progestérone est nécessaire pour I'expression des génes codant pour le PACAP
(Ko et al, 1999). En effet, le blocage du récepteur de la progestérone avec l'antagoniste
ZK98299 abolit I'effet de I'hormone gonadotrophine chorionique (hCG) sur I'expression génique
du PACAP (Ko et al., 1999). 1l faut également noter que I'hCG stimule l'expression des ARNm
des récepteurs du PACAP et de la progestérone. De plus, l'incubation de follicules préovulatoires
immatures de rat avec le PACAP ou le VIP induit une inhibition concentration-dépendante de
l'apoptose folliculaire, réduit la prolifération cellulaire induite par la FSH et impliquerait le
recrutement cyclique des follicules immatures (Winters et al., 2011). Egalement, via I'activation
des récepteurs VPAC, le PACAP induit la relaxation des muscles lisses nonvasculaires suggérant

que ce peptide régule le systtme musculaire dans l'appareil reproducteur féminin. En outre, il a
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été démontré que seulement 21% des souris femelles déficientes en PACAP ont réussi a donner
naissance a la suite d'accouplement (Isaac et al., 2008). En conclusion, ces données démontrent

le role crucial du PACAP dans la régulation de la fonction reproductrice.
1.4 Etudes de type structure-fonction du PACAP

1.4.1. Pharmacophores du PACAP

Comme les autres membres de la famille glucagon-GRF-sécrétine, I’extrémité N-terminale His'-
1le’ du PACAP semble jouer un rdle crucial dans I'activité biologique du peptide. La suppression
du résidu His' entraine une diminution significative de l'affinité du PACAP27 pour son récepteur
PACI1 (Bitar et al., 1993; Gourlet et al., 1991). De méme, la délétion de ce résidu dans le
PACAP38 abolit sa capacité a stimuler I’adénylylcyclase sur des fragments d’adénohypophyse
(Yon et al., 1993). Dans des cellules pancréatiques AR4-2J de rat, la suppression des résidus
His' et Ser’ réduit d'environ 3000 fois la puissance du PACAP27 a stimuler I’adénylylcyclase
(Robberecht er al., 1992a). La délétion successive des résidus N-terminaux a ainsi permis
l'identification d'un antagoniste, le PACAP(6-38), mais surtout mis en évidence l'importance de
ce domaine N-terminal du PACAP dans le processus d'activation des récepteurs (Robberecht et
al., 1992b). En accord avec cette idée, il fut récemment observé qu'une forme contrainte de ce
domaine N-terminal, i.e. cyclo[CHSDGIC], était capable de stimuler la production d'AMPc et
d'augmenter la viabilité des cellules CHO exprimant le récepteur PAC1 (Yu et al., 2010). In vivo,
ce cyclopeptide mime les effets du PACAP sur le taux de glucose et le taux d'insuline
plasmatique (Yu et al, 2010). Néanmoins, le profile pharmacologique de ce cyclopeptide,
cyclo[CHSDGIC], a été obtenu dans un systéme inadéquatement validé. Par exemple, les tests
d'AMPc ont été effectués sur des cellules CHO transfectées avec le récepteur PACI, mais aucune
donnée pharmacologique avec le peptide natif, ce qui aurait validé le systeme, n’a été décrite
dans ce travail ou dans une étude antérieure auparavant. Toutefois, méme si certaines données
expérimentales sont discutables, les résultats in vitro et in vivo révélent que la forme contrainte

de I'extrémité N-terminale du PACAP est capable d'activer le récepteur PACI.

L'acétylation de l'amine libre N-terminale ne modifie ni l'affinité, ni I’activité biologique du
PACAP, indiquant ainsi que cette fonction n'est pas indispensable pour l'activation de ses

récepteurs. (Bourgault es al, 2008a; Bourgault e al, 2009b; Robberecht et al, 1992a).
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Récemment, des études de type Ala-scan et D-scan des 7 premiers résidus de I’extrémité N-
terminale du peptide ont démontré que la fonction acide carboxylique du résidu Asp® et le groupe
phényle de Phe® sont des caractéristiques essentielles pour I’activation du récepteur PACI
(Vaudry et al., 2009). L'introduction d'une Ala aux positions 1, 2, 4 et 5 ne modifie pas
significativement les propriétés pharmacologiques du peptide. La substitution de His' par Phe
réduit la capacité du PACAP27 a stimuler l'activité adénylylcyclase, démontrant ainsi un réle
important du groupe imidazole (Hou ef al., 1994; Robberecht et al., 1992a). Le remplacement du
résidu sérine en position 2 par une alanine a peu d'effets sur le profil pharmacologique de
l'analogue alors que sa substitution par un résidu Phe ou Arg diminue de 1000 fois sa capacité a
stimuler 1’adénylylcyclase (Hou et al, 1994). Ces observations indiquent d'une part que le
groupement hydroxyle de Ser n'est pas nécessaire pour l'activation du récepteur PACI et d'autre
part que l'augmentation de l'encombrement stérique ou l'incorporation d'un résidu chargé
positivement est trés défavorable. La substitution du résidu Asp® par une Asn réduit nettement
l'effet stimulant du PACAP27 sur I’adénylylcyclase. Enfin, il semble que les positions 1, 2 et 3
ne soient pas sensibles a une inversion de chiralité et que la fonction amine de I’extrémité N-

terminale ne soit pas indispensable a l'activation du récepteur (Bourgault ef al., 2009b).

11 a été récemment suggéré que les ligands peptidiques de la classe B des récepteurs couplés aux
protéines G (RCPG) possédaient au sein de leur structure un motif de type N-capping constituant
un élément clé pour la liaison et l'activation du récepteur (Neumann et al., 2008). Ces structures,
bien définies, généralement situées a l'extrémité N-terminale d'une hélice o sont connus pour
stabiliser le segment N-terminal de la structure hélicoidale via des liaisons hydrogénes et des
interactions hydrophobes (Aurora et al., 1998) (Figure 11). Pour le PACAP, cette structure est
stabilisée par des interactions hydrophobes entre les chaines latérales des résidus aromatiques
Phe® et Tyr'® et par la présence d'une liaison hydrogéne entre la chaine latérale de Thr et le
proton amide du résidu Tyr'® (Neumann e al., 2008). La présence de ce motif au sein du PACAP
est partiellement confirmée par des études de type structure-activité (Bourgault et al., 2011;
Inooka et al., 2001). Par exemple, le remplacement du résidu Phe® par une alanine abolit la
liaison du PACAP au récepteur PAC1 (Bourgault ef al.,, 2009b). L’inversion de la chiralité de
Ile’ et Phe® a causé une perte importante de l'activité biologique du peptide. De méme, la

substitution du résidu Phe® ou Tyr'® par Ala réduit dramatiquement I'affinité du peptide envers le
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récepteur PAC1 (Inooka et al., 2001). Récemment, Bourgault et ses collégues ont également
démontré qu'une modification de I'encombrement stérique ou de la densité électronique du noyau
aromatique de la chaine latérale de Phe® modifiait le profil pharmacologique du peptide

(Bourgault et al., 2009b).

Figure 11: Représentation graphique du motif N-capping présent dans le PACAP. Ce motif
particulier est caractérisé par des interactions hydrophobes entre la chaine latérale des résidus
aromatiques Phe® et Tyr'® (ligne pointillée bleue) et par la présence d'une liaison hydrogéne entre
la chaine latérale de Thr’ et le proton amide du résidu Tyr' (ligne pointillée rouge).

Visualisation effectuée avec l'aide du logiciel PyMOL 1.3r1 (Pdb: 2D2P).

Le segment C-terminal, i.e. PACAP(28-38), est surtout impliqué dans le maintien d’une
interaction efficace avec les différents récepteurs. En effet, les délétions successives au niveau de
ce domaine ont donné des analogues montrant une légére réduction de I’affinité et de I’activité
biologique. En revanche, le domaine C-terminal du PACAP27 apparait jouer un réle important
dans la reconnaissance des sites de liaison. Il est important de rappeler que I’activation du
récepteur PAC1 est proportionnelle a la quantité relative de ligand lié au récepteur puisque la
différence au niveau de I’activité biologique entre les fragments et le PACAP27 est comparable a

celle de I’affinité (Gourlet et al., 1996b). Ces observations suggérent qu’au niveau moléculaire,
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tous les fragments tronqués du c6té C-terminal du PACAP27 peuvent activer le récepteur PACI

? semble jouer un rdle crucial pour l'activité

de fagon similaire. Notamment, le résidu Leu’
biologique du peptide (Bourgault et al., 2009b). En effet, le PACAP(1-22) présente une
diminution importante de son affinité de liaison et de son activité biologique, par rapport a son
homologue PACAP(1-23) (Bourgault ef al., 2008b). De plus, le dérivé [Lys”JPACAP27 est
pratiquement incapable de se lier au récepteur PACI1 (Yung et al., 2003). D’ailleurs, une étude
récente effectuée au sein de notre laboratoire a démontré que certaines délétions a I’extrémité C-
terminale peuvent étre tolérées puisque I’affinité et ’activité du peptide sont conservées. Ainsi,
la suppression du fragment 22-38 ne réduit que de 100 fois I’affinité et de 200 fois I’activité du
peptide tandis que la délétion des fragments 21-38, 20-38 ou 19-38 cause une perte majeure de
I’affinité, mais également de I'effet stimulant du peptide sur la mobilisation calcique (Bourgault
et al., 2008a; Bourgault et al., 2008b). Par contre, I’analyse des caractéristiques
pharmacologiques et conformationnelles de plusieurs dérivés hybrides aliphatiques du PACAP27
constitués d'un espaceur moléculaire reliant le domaine N-terminal a la région C-terminale, a
révélé qu'aucun de ces analogues ne possédait une affinité significative envers le récepteur
PACl, méme si certains d'entre eux présentaient un spectre de dichroisme circulaire
correspondant a la structure en hélice a caractéristique de ces peptides. Cette étude suggére que
plusieurs domaines du PACAP27 sont impliqués dans l'interaction avec le récepteur PACI1 et que
la présence de la conformation hélicoidale n'est pas un élément suffisant pour I'activation des
récepteurs. De plus, le fait qu'un peptide chimére, formé du PACAP(28-38) et du VIP, montre
une affinité 100 fois plus grande que le VIP pour le récepteur PAC1 (Gourlet et al., 1997a;
Gourlet et al., 1996a) fournit une preuve supplémentaire que la région C-terminale du PACAP38
renforce ’affinité du peptide. Cette hypothése fut d’ailleurs supportée par des analyses RMN du
complexe constitué¢ du PACAP(6-38) et du domaine extracellulaire N-terminal du PAC1 qui ont
démontré un contact étroit entre les résidus Lys?-Arg* du PACAP et les résidus Glu'"7, Tyr''® et

Glu'" du récepteur (Sun et al., 2007).

Les remplacements successifs de résidus Arg'?, Lys' ou Lys™ par Ala n'affectent pas I'affinité
du PACAP38 alors que leur substitution par un résidu chargé négativement, i.e. Glu, inhibe la
liaison de PACAP27 et PACAP(6-38) au niveau du domaine N-terminal du récepteur PACI

(Sun et al., 2007). La substitution successive des résidus hydrophobes Tyr?, Val*® ou Leu?’ du
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PACAP(6-38) par Ala réduit I'affinité de ces peptides pour le domaine N-terminal extracellulaire
du récepteur PAC1 (Bourgault ¢t al., 2008a; Sun et al., 2007; Yung et al., 2003). L'incorporation
de I'acide aminé photoréactif, benzoylphénylalanine, a la position 22 du PACAP27, réduit son
affinité de 10 fois (Dejda et al., 2011a). L'intégrité de I'hélice a des segments central et C-
terminal semble essentielle pour maintenir une forte affinité envers le récepteur PAC1. En effet,
la déstabilisation de la structure secondaire, par l'incorporation d'une liaison y CH2-NH entre les
résidus Lys®' et Tyr*, réduit I'affinité du PACAP38 (Bourgault ef al., 2008a). Des résultats

i, Lys20 ou Lys2I sont remplacés par

similaires ont été également observés quand les résidus Va
Gly (Robberecht et al., 1992a; Sun et al., 2007). L'ensemble de ces résultats suggére que la
région hélicoidale du PACAP peut tolérer différentes modifications ponctuelles, tant qu'elles ne

perturbent pas significativement la structure secondaire du peptide.

La majorité des études de type structure-activité portant sur les récepteurs VPAC ont été
réalisées a l'aide du VIP. Trés peu d'études sur les pharmacophores du PACAP portant sur les

récepteurs VPACI et/ou VPAC2 ont été effectuées.

1.4.2. Modulation de Ia sélectivité du PACAP pour PAC1 ou VPACs

Des études de type structure-activité réalisées avec le PACAP27 ont cependant démontré que
I'extrémité N-terminale, et plus particuliérement les résidus Gly* et Ile’, semblent étre trés
importants pour la sélectivité du peptide. En effet, les substitutions concomitantes des résidus 4,
5 et 9 du PACAP27 par des résidus correspondant a ceux du VIP entrainent une perte de
Iactivité biologique sans en altérer séricusement |’affinité envers le récepteur PAC1 (Schafer et
al., 1991). De méme, le peptide [Gly*, Ile’, Ser’]VIP est, contrairement au VIP, capable d'activer
le récepteur PAC1 (Onoue et al., 2001), démontrant ainsi l'importance de ces résidus dans la
reconnaissance sélective du peptide avec les récepteurs PAClI ou VPAC. L'extrémité N-
terminale du peptide semble également étre importante pour l'interaction du peptide avec le
récepteur VPACI. Notamment, la délétion des résidus His' et Ser” du PACAP27 et du PACAP38
provoque une perte d’affinité dix fois plus élevée envers VPACI1 comparativement 3 VPAC2
(Gourlet et al., 1995). De méme, les dérivés tronqués du coté C-terminal du PACAP possédent
une préférence envers le récepteur VPACI par opposition au récepteur VPAC2 (Gourlet et al.,

1998; Gourlet ef al., 1996b). Le PACAP(1-25) montre une spécificité 66 fois plus élevée pour le
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récepteur VPACI que pour le récepteur VPAC2 (Gourlet et al., 1998). Plus particuliérement, le
[Arg'ﬁ]PACAP23 a été considéré comme un analogue sélectif du récepteur VPACI1 (Van
Rampelbergh et al., 2000). Cependant, cet analogue a été seulement caractérisé sur les récepteurs
VPACI] et VPAC2. Ce résultat suggere que la structure hélicoidale retrouvée au niveau des
résidus 23 a 27 est nécessaire pour permettre une interaction et une activation efficace avec le
récepteur VPAC2. L’ajout de la séquence Lys®-Arg®*-Tyr’' du PACAP38, un peptide sans
sélectivité envers le récepteur VPAC2, a l'extrémité C-terminale du VIP, améliore grandement la
sélectivité du peptide sur le récepteur VPAC2 (Yung et al., 2003). De plus, il semble que
l'incorporation de résidus chargés positivement a I'extrémité C-terminale pourrait également
diminuer l'affinité du VIP et du PACAP envers le récepteur VPACI sans affecter leur interaction
avec le récepteur VPAC2. A ce titre, les analogues [Lys'*JPACAP27 et [Lys™]JPACAP27
présentent une haute sélectivité envers le récepteur VPAC2. En outre, le remplacement simultané
des résidus Val'®’, Leu”’ et Asn®® par respectivement Ala, Lys et Lys, conduit 4 un analogue du
VIP présentant une sélectivité élevée envers le récepteur VPAC2 (Yung et al., 2003). En outre,
l'agoniste spécifique du récepteur VPAC2, le Ro 25-1553, est lui aussi caractérisé par une
extrémité C-terminale allongée et un pont lactame entre les chaines latérales des résidus Lys®' et
Asp®. En résumé, le récepteur VPACI semble tolérant a la déstabilisation et  la contraction du

domaine hélicoidal C-terminal. Au contraire, ce domaine semble important pour maintenir une

interaction spécifique et efficace avec le récepteur VPAC2.

1.4.3. Interactions des ligands peptidiques avec les membres de la classe B des RCPG

En tant que membres de la classe B des RCPG, les récepteurs PAC1/VPAC partagent plusieurs
propriétés structurales et moléculaires communes avec les autres membres de cette famille
(Laburthe et al., 2002a). Ainsi, un modéle global de liaison des ligands peptidiques de cette
famille a leurs récepteurs, connu sous le nom de modéle a deux domaines, fut ainsi proposé.
Dans ce modéle, les segments central et C-terminal du ligand se lient au domaine extracellulaire
N-terminal du récepteur provoquant ainsi un changement de conformation du récepteur. Ce
changement provoque le rapprochement et I'interaction du segment N-terminal du ligand avec le
domaine juxtamembranaire du récepteur, induisant ainsi l'activation du récepteur (Bourgault et
al., 2011; Dickson et al., 2009; Grace et al., 2004; Grace et al., 2010; Hoare, 2005). Le domaine

extracellulaire N-terminal du récepteur est donc le domaine principal pour la liaison avec le
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peptide, et a linverse, le segment C-terminal du ligand est important pour l'affinité et la

sélectivité du peptide vis-a-vis ses récepteurs (Grace et al., 2010).

Ce modéle commun d'interaction ligand-récepteur de la classe B des RCPG a été initialement
propos€ a la suite d'une étude portant sur des chiméres parathormone (PTH)/calcitonine et leurs
récepteurs (Bergwitz et al., 1996). 1l a été démontré qu'un peptide contenant le domaine C-
terminal du PTH et le domaine N-terminal de la calcitonine peut se lier avec une haute affinité a
un récepteur chimérique obtenu par I’addition du domaine N-terminal du récepteur PTH1 au
domaine juxtamembranaire du récepteur de la calcitonine (Bergwitz et al., 1996). De plus, il a
été démontré que les fragments N-terminaux de la PTH se lient avec une bonne affinité¢ au
domaine juxtamembranaire isolé du récepteur PTH1. Ce type d'observation fut ensuite étendu au
récepteur du GLP-1 et de la corticolibérine (CRF) (Hoare, 2005). Enfin, des études de
photomarquage ont clairement montré I'existence d’une interaction entre les chaines latérales du
segment C-terminal des peptides et I'extrémité N-terminale du récepteur (Dong et al., 2004). De
méme, des chaines latérales du segment N-terminal du peptide s’associent de fagon étroite a des
résidus du domaine juxtamembranaire du récepteur (Assil-Kishawi et al., 2002; Dong et al.,

2004; Gensure et al., 2003).

Dans le cas des récepteurs PAC1/VPAC, la liaison du neuropeptide VIP avec VPACI a été
étudiée par photomarquage, ainsi que par RMN et modélisation moléculaire sous contraintes
(Ceraudo et al., 2008; Tan et al., 2006). Il fut ainsi démontré que les résidus Pheﬁ, Tyr22 et Asn”
du VIP sont respectivement en contact avec les résidus Asp'®’, Gly''® et Cys'? de l'extrémité
extracellulaire N-terminale du récepteur. De méme, le résidu C-terminal Asn®® du VIP est en
contact avec la Lys'?’ de cette méme extrémité du récepteur (Ceraudo et al., 2008). Des
expériences de photomarquage au moyen du dérivé photoréactif [BpaO]VIP, ont récemment
révélé que l'extrémité N-terminale du VIP interagit avec l'ectodomaine N-terminal et la premiére
hélice transmembranaire du récepteur (Couvineau et al.,, 2011). Ces données suggérent une
hétérogénéité de mécanismes d'interaction peptide-récepteur pour le VIP et les autres membres
de la classe B des RCPG. Récemment, notre groupe a montré que le domaine extracellulaire N-
terminal du PACI est également le site principal de liaison du PACAP. En particulier, nous
avons observé que les dérivés [Bpa’, Nle'"JPACAP27, [Bpa®, Nle'’JPACAP27 et [Nle'’,

Bpa’?JPACAP27 se lient respectivement aux segments Ser’s-Met''!, Ser'.Glu'® et Ser'¥-
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Met'” du récepteur PACI1 (Dejda et al., 2011a) (Figure 12). Selon la topologie proposée du
récepteur PACI, il semble que ces segments soient principalement situés dans le domaine
extracellulaire N-terminal. Ces résultats suggérent que les domaines de liaison du PACAP

s'écartent légérement par rapport aux autres RCPG de la classe B (Bourgault et al., 2011).

PACAP27

Figure 12: Représentation schématique du PACAP27 lié au domaine N-terminal du récepteur
PACI. Le PACAP27 est représenté en rouge-violet et la chaine latérale des résidus Phe® et Tyr*
ainsi que la fonction amine N-terminale du résidu His' sont affichés. Le domaine N-terminal du

récepteur PACI est coloré en or et les fragments du récepteur interagissant avec les sondes
[Bpa’, Nle''|PACAP27, [Bpa®, Nle''JPACAP27 et [Nle'’, Bpa™]PACAP27 apparaissent

respectivement en bleu, vert et magenta. Cette figure a été tirée de Dejda et al., 2011.

Le modele de liaison a deux domaines a également été confirmé par des €tudes structurales a
l'aide de la RMN, des complexes formés par la liaison des ligands peptidiques au domaine N-
terminal extracellulaire de leurs récepteurs. Par exemple, l'interaction entre le CRF et le domaine
N-terminal de son récepteur démontre que la région C-terminale du peptide se lie, via une hélice
a, a la surface du domaine N-terminal du récepteur par des interactions spécifiques, i.e.

interactions électrostatiques et/ou hydrophobes entre les chaines latérales du ligand et du
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récepteur (Grace ef al., 2004; Perrin et al., 2006). D’ailleurs, des études de RMN du complexe
formé par le domaine N-terminal du récepteur CRF-R1 et son agoniste peptidique montrent que
l'interaction initiale ligand-récepteur induit la formation de I'hélice vers I'extrémité N-terminale
du ligand, positionnant par le fait méme les résidus N-terminaux du peptide pour l'activation du

récepteur (Grace et al., 2010).

Comme décrit auparavant, les premiers résidus de l'extrémité N-terminale du peptide sont
importants pour l'activité biologique tandis que les résidus du domaine C-terminal sont essentiels
pour la liaison spécifique (Bourgault et al., 2009a). Ainsi, le PACAP(6-38) est un antagoniste du
récepteur PAC1. Cette observation peut étre facilement comprise a l'aide du modele a deux
étapes mettant en jeu la liaison du ligand et I’activation subséquente des RCPG de type Bl. Si le
segment N-terminal du ligand est supprimé, le fragment C-terminal se lie au récepteur mais est
incapable de produire l'activation. Notamment, la délétion des cinq premiers résidus du
PACAP38 n'a aucun impact sur l'affinité de ce dérivé envers le domaine N-terminal du récepteur
PAC1 (Sun et al., 2007). En revanche, ce méme composé présente une affinité plus faible par
rapport au PACAP38 pour le récepteur PACI1 natif (Robberecht ef al., 1992b). De plus, alors que
le segment Phe®-Ser’ présente une conformation hélicoidale lorsque le peptide est li¢ au domaine
extracellulaire N-terminal du récepteur, aucun signal de type effet nucléaire Overhauser (NOE)
n'a pu étre identifié en RMN, suggérant |’absence d’interactions entre les résidus du segment 6 a
9 et ce domaine du récepteur (Sun et al., 2007). Ces résultats ameénent a la conclusion que le
domaine N-terminal du PACAP interagit plutét avec d'autres parties du récepteur comme les
boucles extracellulaires ou les domaines transmembranaires de PACI. Cependant, jusqu’a
maintenant, aucun contact n'a pu étre démontré entre I'extrémité N-terminale du peptide et
d'autres segments du récepteur. Néanmoins, le modéle a deux domaines est toujours approprié
pour illustrer les mécanismes moléculaires de la liaison du PACAP a son récepteur spécifique car
on peut soupgonner que le changement structural du peptide induit par son interaction initiale
avec le segment N-terminal du récepteur aligne favorablement les pharmacophores de liaison. De
plus, la pertinence de ce modéle a deux domaines est soutenue par la similarité de séquence et de

structure des récepteurs VPAC/PACI1 avec les autres RCPG de la classe B.

L'utilisation de méthode classique de RMN, i.e. 'H, *C, N, TOCSY et NOESY, permettant de

déterminer la conformation du PACAP lorsque celui-ci est lié a son récepteur spécifique (PAC1),
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a permis de démontrer I’existence d’une structure apériodique en coude, stable, au niveau de
I’extrémité N-terminale (résidus 3 & 7) lorsque le neuropeptide est i€ a son récepteur (Inooka et
al., 2001). Plus précisément, les auteurs ont proposé que I'extrémité N-terminale du PACAP était
constituée de deux coudes B successifs; un de type II’ regroupant les résidus Asp®, Gly*, 1l¢° et
Phe® et I’autre de type I qui s’étend de Gly* a Thr’. Toutefois, en tenant compte des études de
type structure-activité, Bourgault et ses collégues ont suggéré que cette structure unique pouvait
étre le résultat d'un changement de conformation se produisant a I'étape de liaison et qui est
étroitement liée a l'intégrité de I'hélice a, une structure cruciale pour [’association initiale du

PACAP au récepteur PACI.

Les analyses structurales du complexe formé par le PACAP(6-38) et le domaine extracellulaire
N-terminal du récepteur PAC1, montrent que les résidus Lys29 a Lys34 du peptide sont en contact
avec les résidus Glu'”, Tyrl '8, et Glu'" du domaine extracellulaire N-terminal, définissant ainsi
l'orientation de son extrémité C-terminale. Ainsi, l'extrémité N-terminale du PACAP(6-38)
traverse le feuillet B3 du PACI et interagit avec le résidu Lys’* du récepteur. Pour établir cette
interaction, la structure hélicoidale du PACAP est interrompue & la position Ala'®. Cette
courbure structurale permet ainsi a l'extrémité N-terminale du PACAP(6-38) (résidus Tyr'’-
Met'") d’interagir avec les feuillets p3-p4 de la protéine. L'extrémité C-terminale du peptide

"3y et se termine prés du

(résidus 26-34) se positionne au-dessus du pont disulfure (Cys'’-Cys
segment C-terminal du domaine extracellulaire N-terminal de la protéine. Ce mode de liaison
place ainsi le PACAP sur les c6tés opposés du feuillet f central du récepteur (Figure 13) (Sun et
al., 2007). Des modifications ponctuelles d’acides aminés ont également révélé que les résidus
hydrophobes Val'®, Tyr*?, Val’® et Leu®’ jouent un réle important dans l'interaction entre le
fragment Ala'®-Leu®’ du peptide et le domaine extracellulaire N-terminal du récepteur PACI.
L'ensemble de ces données structurales et de mutagenéses dirigées ont permis de conclure que
les portions N-terminale et centrale du PACAP forment un complexe avec le domaine N-
terminal extracellulaire du récepteur et que le domaine C-terminal du peptide est alors en contact
avec la région extracellulaire du domaine transmembranaire (Sun ef al., 2007). Cette orientation
permet aux acides aminés Tyr', Arg"® et Lys®' du PACAP, des résidus clés pour la liaison au
récepteur PACI, d'entrer en contact avec les parties du récepteur a l'extérieur du domaine

extracellulaire N-terminal, telles que la premiére boucle extracellulaire (Sun et al., 2007). La

39



superposition de la structure de PACAP liée au récepteur est en accord avec le role de ces résidus
dans l'activation du récepteur et supporte également le modele a4 deux domaines pour I'activation

(Bourgault et al., 2009a; Inooka et al., 2001).

K20

Figure 13: Disposition du PACAP(6-38) lorsque li€¢ au domaine N-terminal du récepteur PAC1.
La densité de charge de surface pour PAC1 (A) et PACAP (B) est présentée. PACAP(6-38) est
représenté en bleu-gris (A) et les chaines latérales de Tyr'o, Arg”, val'®, Lyszo, Lysz' Tyrzz,
Val®, Leu” et Argm sont affichées. Les résidus Lys? a Lys** du PACAP(6-38) sont en contact
avec les résidus Glu'"?, Tyr''® et Glu'"® du domaine extracellulaire N-terminal du PAC1 (B). Tiré

de Sun et al., 2007.

A cause de son caractére basique élevé, une interaction non spécifique, via des liaisons
électrostatiques, a été proposée pour le PACAP lorsqu’il est & proximité de la membrane
plasmique (Bourgault et al., 2009a; Inooka et al, 2001; Umetsu et al., 2011). Ensuite,
l'environnement hydrophobe de la surface de la cellule provoque probablement un changement
conformationnel du peptide, jusque-la dans un arrangement moléculaire désordonné, vers une
structure hélicoidale, ce qui est un prérequis pour assurer la reconnaissance du PACAP par ses
récepteurs membranaires, aprés diffusion sur la surface de la membrane cellulaire (Figure 14).
Au contact du domaine N-terminal du récepteur, des interactions hydrophobes entre I'extrémité
C-terminale du PACAP et ce domaine du récepteur induisent des changements structuraux au
niveau du segment N-terminal (His'-Thr’) du peptide, vraisemblablement via la stabilisation
d'une structure repliée, comprenant deux coudes f consécutifs, soit un premier de type 1I' (Asp® a
Phe®) et un second de type I (Gly* a Thr') (Inooka et al, 2001). La région hydrophobe

comprenant les chaines latérales de Phe® et Tyr'® adopte ensuite une conformation étroitement
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liée au motif « hélice N-capping » afin probablement de stabiliser la structure bioactive du
peptide dans sa portion N-terminale (Neumann et al., 2008). Enfin, le segment N-terminal du
PACAP (His'-Gly“) interagit avec des boucles extracellulaires du récepteur PACI, et
possiblement des domaines transmembranaires, pour ultimement adopter la conformation

conduisant & l'activation du récepteur (Bourgault et al., 2011) (Figure 14).
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Figure 14: Modele d'activation proposé pour les récepteurs du PACAP. En entrant en contact
avec la membrane plasmique, via des interactions électrostatiques, le PACAP, alors dans une
conformation désordonnée, change en une conformation hélicoidale, laquelle joue un réle
essentiel pour la liaison aux récepteurs. Le PACAP diffuse ensuite sur la surface de la cellule et
le segment en hélice se lie au domaine extracellulaire N-terminal du récepteur. La région Phe®-
Tyr'® forme ensuite un motif d'hélice N-capping afin probablement de stabiliser la structure
bioactive du peptide au niveau N-terminal pour qu’il interagisse avec le domaine

Jjuxtamembranaire du récepteur et induise un changement de sa conformation globale.

1.5. Cell-penetrating peptides (CPPs)
En raison de leur faible propension a traverser la membrane des cellules eucaryotes et de leur
dégradation relativement rapide, certains polypeptides et oligonucléotides n’ont pu devenir des

candidats prometteurs pour le développement de nouvelles approches thérapeutiques. Par
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exemple, l'efficacité du méthotrexate, un agent antinéoplasique ayant une cible intracellulaire, est
limitée car ce composé pénétre difficilement dans les cellules tumorales (Bertino et al., 1996).
Ce probléme représente un obstacle important & surmonter en recherche biomédicale. Jusqu'a
récemment, le transport de macromolécules hydrophiles vers les compartiments cytoplasmiques
et nucléaires des cellules vivantes, sans perturber la membrane plasmique, semblait un objectif
tres difficile a atteindre. Par conséquent, la découverte du premier CPP, la pénétratine, provenant
de I'homéodomaine d'un facteur de transcription codé par le géne Antennapedia chez la
drosophile, a annoncé des possibilités enthousiasmantes (Joliot et al., 1991). Ce peptide peut en
effet se déplacer a travers la membrane plasmique des cellules vivantes, probablement sans l'aide
de protéines membranaires ou de récepteurs spécifiques, et permettre ainsi le transport
intracellulaire d'oligopeptides ou d'oligonucléotides qui lui sont conjugués. Actuellement,
plusieurs CPPs, naturels ou synthétiques, ont été utilisés comme vecteurs pour le transport de

médicaments a l'intérieur de cellules.

La plupart des CPPs, généralement oligo- ou polycationiques, sont dérivés d'enveloppe virale ou
de protéines d'insectes ou de mammiféres. Leurs découvertes sont généralement le résultat de
l'observation que certains facteurs de transcription peuvent passer d’une cellule a I’autre, et donc
étre internalisés et excrétés par les cellules vivantes. Afin de mieux comprendre ce mécanisme
d'internalisation, 'homéodomaine codé par le géne Antennapedia fut modifié par mutagenese
dirigée permettant ainsi de mettre en évidence le réle clé joué par la troisieme hélice (acides
aminés 43-58) dans la translocation de cette protéine a travers la membrane plasmique
(Christiaens ef al., 2004; Derossi et al., 1994). Cette découverte a ainsi conduit au
développement de la pénétratine, un peptide de 16 acides aminés capable de traverser la
membrane cellulaire par un mécanisme récepteur-indépendant (Wagstaff et al., 2006). En 1997,
un approche semblable fut utilisée pour identifier la séquence minimale de la protéine trans-
activator of transcription (TAT) responsable de son internalisation dans la cellule (Vives et al.,
1997). A I'heure actuelle, la pénétratine ainsi que les oligopeptides dérivés du TAT, constituent
les CPPs les plus étudiés. D'autres CPPs oligocationiques ont aussi été décrits dans la littérature,
comme par exemple les peptides de la famille du MPG (qui contient un domaine hydrophobe
dérivé de la séquence du gp4l du VIH et un domaine hydrophile dérivé de la séquence de

localisation nucléaire de l'antigene T de SV40), pVEC (dérivé de VE-cadhérine) et VP22 (dérivé
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de la protéine virale HSV-1) (Lindgren et al., 2000). Cependant, des peptides faiblement

cationiques, tels ceux issus du domaine C-terminal de la calcitonine humaine (hCT) ou les

peptides sHGP (dérivés de la protéine gp4! du VIH) se sont avérés également capables de

traverser la membrane cellulaire, sans I’aide de récepteurs spécifiques (Kwon et al., 2010;

Machova et al., 2002). Plus récemment, le sweet arrow peptide (SAP), un trimére linéaire

répétitif de la séquence synthétique VRLPPP, a aussi été identifié comme un CPP (Fernandez-

Carneado et al., 2004). Enfin, plusieurs autres CPPs synthétiques ont été congus dont le

transportan (Pooga et al., 1998), le MAP (model amphipathic peptide) (Oehlke et al., 1998) et les

oligoarginines (Mitchell et al., 2000b). Le tableau 7 présente les CPPs les plus couramment

utilisés et leur séquence.

Tableau 7: Principaux peptides capables de traverser la membrane cellulaire.

CPP Séquence Origine

Tat(48—60) GRKKRRQRRRPPQ Protéine  trans-activator  of
transcription du VIH (VIH-TAT)

Pénétratine RQIKIWFQNRRMKWKK Homéodomaine Antennapedia

SynBl RGGRLSYSRRRFSTSTGR Protégrine-I (leucocytes de porc)

SynB3 RRLSYSRRRF Protégrine-I (leucocytes de porc)

Transportan GWTLNSAGYLLKINLKALAALAKKIL Galanine et mastoparan

Signal  sequence- GALFLGWLGAAGSTMGAWSQPKKKRKV
based peptide

Peptides MPG
Pp GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKKRKV
Pa GALFLAFLAAALSLMGLWSQPKKKRKYV

pVEC LLIILRRRIRKQAHAHSK

VP22 DAATATRGRSAASRPTE

CADY GLWRALWRLLRSLWRLLWRA

R9 RRRRRRRRR

MAP KLALKLALKALKAALKLA

Dérivés de hCT

hCT(9-32)  LGTYTQDFNKFHTFPQTAIGVGAP
hCT(9-32)- LGTYTQDFNK(X)FHTFPQTAIGVGAP
br X = AFGVGPDEVKRKKKP
SAP VRLPPP-VRLPPP-VRLPPP

Protéine de fusion gp41 (3 partir
d’antigéne SV40 T)

gp41-SV40

gp41-SV40

VE-Cathérine de souris

Protéine virale (HSV-1)

Dérivé de PPTG1 1, variante de la
protéine de fusion JTSI
Synthétique

Synthétique

Calcitonine humaine
Calcitonine humaine SV40

Maize modifié
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Ces CPPs ne partagent généralement pas de séquences communes mais plutdt des propriétés
physicochimiques telles que la présence de charges positives et une structure hélicoidale
amphipathique. Ainsi, certains CPPs adoptent un caractére amphiphile au sein d'une structure en
hélice o, comme par exemple le peptide MAP ou la calcitonine, tandis que d'autres, tel le
transportan, ont des caractéristiques structurales spécifiques qui définissent des régions
hydrophobes et hydrophiles au sein d’une hélice (Figure 15) (Dennison et al., 2005; Deshayes et
al., 2005; Heitz et al., 2009). Généralement, les CPPs sont chargés positivement a pH
physiologique (Zorko et al., 2005), a l'exception du pHLIP (pH Low Insertion Peptide)
(Reshetnyak et al., 2006) et quelques rares CPPs anioniques comme le SAP(E) (Martin et al.,
2011). Les arginines participent plus efficacement a l'internalisation des CPPs que les lysines,
bien que ces deux résidus contribuent également a la charge nette du peptide (Mitchell et al.,
2000a; Rothbard et al., 2004). Cette différence peut étre expliquée par la capacité du groupement
guanidinium de Arg a donner deux liaisons hydrogénes alors qu'une seule est possible avec Lys.
Le caractére hydrophobe peut également jouer un rdle clé dans la pénétration de peptides
cationiques courts (Carrigan et al., 2005). Par exemple, la myristoylation des résidus tyrosine et
sérine augmente fortement la pénétration intracellulaire par rapport & la séquence non modifiée
(Carrigan et al., 2005). De méme, la suppression de trois résidus hydrophobes a l'extrémité N-

terminale du pVEC abolit son absorption cellulaire (Elmquist ez al., 2006).
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Calcitonine humaine Pénétratine Transportan
Figure 15: Structure de la calcitonine humaine, de la pénétratine et du transportan. Visualisation
effectuée avec l'aide du logiciel PyMOL 1.3rl. en utilisant les coordonnées pdb 2JXZ, 10MQ et
2SMZ du Protein Data Bank. Les résidus basiques sont marqués en rouge et les résidus neutres

ou hydrophobes sont marqués en vert.

A T'heure actuelle, les CPPs offrent une perspective de livraison non invasive des médicaments a
l'intérieur de la cellule, du SNC, ou des tumeurs (Johnson et al., 2011). Avec un grand nombre
d'études visant a développer des composés ayant une cible intracellulaire (Dietz et al., 2004),
l'utilisation des CPPs comme vecteur thérapeutique devient de plus en plus importante. Par

conséquent, certains CPPs ont été évalués cliniquement (Johnson et al., 2011) (Tableau 8).

Les accidents vasculaires cérébraux (AVC) représentent une des pathologies pour lesquelles des
CPPs ont été utilisés afin de faciliter le relargage d'agents thérapeutiques. Par exemple, l'injection
intraartérielle, intrapéritonéale ou intraveineuse d'un inhibiteur sélectif de la protéine kinase Cd
(PKC3), soit le KAI-9803, diminue significativement la taille de l'infarctus aprés une lésion
ischémique cérébrale (Asoh et al., 2002). KAI-9803 est formé d'un fragment du domaine C2 de
la protéine kinase Cd conjugué au TAT par un pont disulfure. Ce composé a également été testé
dans divers modéles de pathologies cardiaques pour lesquelles la PKCS intracellulaire est
également activée (Inagaki et al., 2003a; Inagaki et al., 2003b). Les résultats des essais cliniques

de phase 2 ont ainsi confirmé les effets observés dans les modéles animaux (Bates ef al., 2008;
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Johnson et al., 2011). D'autres composés, utilisant le TAT ou divers CPPs, sont a I'heure actuelle
en cours d'évaluation clinique dans des applications aussi diverses que les déficits auditifs, la
douleur ou encore la cicatrisation (Johnson et al., 2011; Lopes et al., 2009). Ces essais cliniques
démontrent clairement le potentiel des CPPs comme véhicules d’agents thérapeutiques dans le

traitement de diverses maladies humaines.

Tableau 8: Etat du développement clinique de composés conjugués a des CPPs.
Adapté de (Johnson et al., 2011)

Entreprise Molécule  Site/Action CPP Indication Etat
Capstone  AZX100 HSP20  PTD4  Chéloides descicatrices Phase2
Therapeutics
KAI KAI-8903 Inhibiteur de TAT-PTD  Infarctus du myocarde Phase 2b
Pharmaceuticals protéine kinase C
KAI-1678 Inhibiteur de TAT-PTD  Douleur Phase 2a
protéine kinase Ce
KAI-1455 Inhibiteur de TAT-PTD  Cytoprotection/ischémic  Phase 1
protéine kinase Ce
Xigen XG-102 Kinases c-Jun N- TAT-PTD  Ischémie cérébrale Phase 1
terminales Perte d'audition Phase 2
Revace RT001 Administration TAT-PTD  Rides Phase 2b
Therapeutics transdermique de la
toxine Botulinum de Transpiration excessive  Phase |
type A
CellGate PsorBan Administration R8 Psoriasis Phase 2
transdermique de (études
cyclosporine A abandonnécs)

1.5.1. Mécanismes d’internalisation

Au cours de la derniére décennie, plusieurs études se sont concentrées sur la compréhension des
interactions nécessaires a l'internalisation des CPPs et sur la recherche de modifications visant a
augmenter leur absorption. Malheureusement, les mécanismes précis d’internalisation des CPPs
a travers la membrane cellulaire ne sont toujours pas complétement élucidés. A I'heure actuelle,
deux types d’internalisation cellulaire, la translocation directe et l'endocytose, ont été décrits
(Figure 16) (Heitz et al., 2009; Jarver et al., 2010; Madani et al., 2011; Zorko et al., 2005). La
translocation directe est un processus ne requérant pas d’énergie et qui présente I’avantage d’un

accés direct et rapide des CPPs au cytoplasme des cellules. En revanche, ’endocytose est
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dépendante de I'énergie et présente I’inconvénient d’une accumulation cytoplasmique lente et
limitée des CPPs. De maniére générale, I’endocytose regroupe la phagocytose (pour les grosses
particules) et la pinocytose (pour les solutés) qui est constituée de quatre types: la
macropinocytose, I’endocytose dépendante de la cavéoline, I’endocytose dépendante de la
clathrine et I’endocytose indépendante de la clathrine et de la cavéoline. La contribution de
chaque mécanisme a l'internalisation des CPPs, soit translocation directe versus endocytose, est
dépendante de la nature du CPP utilisé, du type cellulaire et de la composition de la membrane,

de la concentration du CPP ainsi que du cargo transporté.
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Figure 16: Mécanismes d'entrée des CPPs dans la cellule. Deux modes d'internalisation des
CPPs dans la cellule existent : 'endocytose et la translocation directe. L'endocytose regroupe la
macropinocytose, I'endocytose dépendante de la clathrine, I'endocytose dépendante de la
cavéoline, I'endocytose indépendante de la clathrine ou de la cavéoline ; tandis que la
translocation directe comporte trois modéles : la formation de pores dans la membrane cellulaire,

les micelles inversées et le tapis moléculaire (Koren ef al., 2012; Trabulo et al., 2010).

1.5.1.1. Influence du CPP

Pour les peptides contenant plusieurs arginines, l'internalisation semble étre dépendante des
interactions électrostatiques avec la membrane plasmique et vraisemblablement des liaisons
hydrogénes avec le groupement guanidinium de I'arginine (Futaki, 2005). En effet, le

remplacement de ces résidus par d'autres acides aminés chargés ou I’éloignement du groupement
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guanidinium du squelette de la chaine peptidique change significativement la cinétique et le
mode d'absorption du peptide. Ces changements modifient probablement les interactions entre
les CPPs et les charges négatives portées par les glycosaminoglycanes (GAG) a la surface des
cellules, une interaction considérée comme essentielle pour le transfert de peptides riches en
résidus arginine (Suzuki et al., 2002; Tyagi et al., 2001). La premiére interaction avec les GAGs
semble déclencher une série d'événements conduisant a l'internalisation des peptides par
macropinocytose, voie principale d’endocytose des CPPs cationiques. Par ailleurs, d’autres voies
d’endocytose comme I’endocytose dépendante de la clathrine et celle dépendante de la cavéoline
ont été également décrites pour les CPPs cationiques (Heitz et al., 2009; Kaplan et al., 2005;
Richard et al., 2005). Pour les peptides qui ne sont pas riches en arginine, tels le transportan et le
MPG, peu d'études ont été effectuées sur leurs mécanismes d'internalisation. Il semble toutefois
que le transfert de ce type de CPP a travers la membrane cellulaire soit également effectué par le
biais de l'endocytose (Kang et al., 1998). En particulier, dans le cas de la pénétratine et du
transportan, il a été suggéré que la translocation et I’endocytose intervenaient simultanément

dans leur mécanisme d'internalisation (Heitz et al., 2009; Letoha et al., 2003).
1.5.1.2. Influence de la concentration

Le mécanisme d'internalisation des CPPs est dépendant de la concentration du peptide. En effet,
Jiao et ses collégues ont démontré qu'a faibles concentrations, le peptide Antp entre dans la
cellule principalement par translocation directe. Cette translocation est accomplie par un
mécanisme impliquant des cotransporteurs et est susceptible d'impliquer la membrane lipidique
chargée négativement. A des concentrations plus élevées, en plus de la translocation, le peptide
va s'accumuler & la surface de la cellule, conduisant & I'agglomération des GAGs provoquant
ainsi I'endocytose (Jiao et al., 2009). Par exemple, pour des concentrations supérieures a 40 uM,
la pénétratine entre dans les cellules par au moins trois mécanismes différents: la
macropinocytose, I’endocytose dépendante de la clathrine et ’endocytose dépendante de la
cavéoline (Duchardt et al., 2007). En conclusion, la contribution de chaque voie d'internalisation
dans le mécanisme général de pénétration d'un CPP est dépendante de sa concentration et de la

nature du CPP.
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1.5.1.3. Influence du cargo

L'endocytose comme mécanisme d'internalisation des CPPs est plus ou moins acceptée du fait
des variations en fonction de la taille de la « cargaison ». En fait, l'internalisation d’une cargaison
peptidique de moins de 50 acides aminés serait modulée par le potentiel membranaire, alors que
I'entrée de protéines passerait par les vésicules cytoplasmiques (Tunnemann et al., 2006). Par
exemple, la colocalisation du Tat conjugué a la fluorescéine ou a I’Alexa 488, avec la
transferrine (Tf), un marqueur classique de l'endocytose, suggére une internalisation par
endocytose médiée par les clathrines (Richard et al., 2003). Cependant, aucune colocalisation
entre le Tat conjugué a la protéine fluorescente EGFP et la Tf n'a été observée, indiquant que
l'internalisation du complexe Tat-EGFP est clathrine-indépendante (Fittipaldi et al., 2003).
Récemment, il fut proposé que l'absorption d'une protéine conjuguée avec le TAT ou
I'octaarginine serait regulée par la macropinocytose (Moulton et al., 2004; Nakase et al., 2004;
Wadia et al., 2004). Le transportan conjugué a diverses proté€ines semble étre internalisé par
l'intermédiaire de la voie endocytique dépendante des radeaux lipidiques (/ipid rafts); ce
mécanisme pouvant étre qualifié de macropinocytose (Padari et al., 2005; Saalik et al., 2004;
Simeoni F., 2003). Pour la translocation d'acides nucléiques, il semble également que le
mécanisme d'entrée du complexe CPP-acide nucléique soit dépendant de la nature du CPP. En
effet, la colocalisation du complexe transportan-PNA (peptide nucleic acid) avec le dextran
fluorescent, un marqueur classique de macropinocytose, est plus importante que celle observée

avec la pénétratine ou le TAT.

En résumé, en fonction de la nature du CPP et de sa cargaison, différents mécanismes
d'endocytose ou de translocation directe sont impliqués dans l'internalisation de ces complexes.
La contribution respective des mécanismes de pénétration des CPPs (endocytose versus
translocation directe) varie donc selon la nature de la cargaison, du CPP utilisé¢ et de la

concentration du complexe CPP-cargaison.

1.5.2. Applications a visée thérapeutique

Les progrés de la génomique et de la protéomique ont abouti a l'identification de cibles
moléculaires pour le traitement de différentes pathologies. Le développement de médicaments
efficaces exige l'accés facile a leur cible, notamment intracellulaires, justifiant ainsi le besoin de

développer des molécules a visée thérapeutique pénétrant a I'intérieur de la cellule. De méme, la
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barricre hémato-encéphalique se compose d'une monocouche de cellules endothéliales
polarisées, connectées par des jonctions serrées, qui sépare le compartiment sanguin du
compartiment liquide extracellulaire du parenchyme du cerveau. Cette barriére représente un
obstacle majeur pour les médicaments agissant au niveau du systéme nerveux central (SNC). Les
principaux critéres permettant d'évaluer le transport d'une molécule organique du sang vers le
SNC sont sa lipophilicité, sa masse moléculaire et sa charge nette. Par conséquent, en se basant
simplement sur leur lipophilicité et leur masse moléculaire, environ 95% des médicaments sont
retenus par la barriere hémato-encéphalique (Pardridge, 2002). Ces restrictions ont limité I'usage
de certains composés et l'optimisation du transfert de molécules a I’intérieur de la cellule et/ou

du SNC apparait donc comme une priorité.

Le développement de systémes conjugués peptide-cargaison (Figure 17) est basé sur I'hypothése
qu'une amélioration de I'absorption d'un médicament par les cellules cibles ou le cerveau se
traduira par un bénéfice thérapeutique. La conjugaison d'un médicament avec un vecteur de
transport conduisant a une perte d'activité biologique de la molécule constitue la situation idéale.
En fait, le développement de complexes liés par une liaison pouvant étre clivée une fois le

médicament rendu a son site d’action afin de restaurer I’effet biologique est donc trés attrayant.

La plupart des cargaisons sont couplées au vecteur peptidique par I'intermédiaire d’un lien
covalent tel un pont du disulfure. Ce type de lien, qui est facile a former, permet la libération de
la cargaison par réduction de la liaison disulfure a ’intérieur de la cellule, grace a la présence
d'enzymes dans les lysosomes telles que la gamma-interferon-inducible lysosomal thiol
reductase (GILT) (Arunachalam et al., 2000). Ce type de lien peut également étre coupé par les
thiorédoxines présentes en abondance dans les zones blessées (Abdiu et al., 2000). Cette coupure
libére ainsi la cargaison dans la matrice extracellulaire avant méme que le vecteur peptidique
n'ait pu atteindre le cytoplasme. Des liaisons de type N-hydroxysuccinimidyle ont également été
utilisées pour la conjugaison du vecteur peptidique et de sa cargaison. Cette méthodologie est
facile a effectuer, mais ne permet pas la libération de la cargaison. Par ailleurs, la conjugaison
entre les CPPs et des cargaisons protéiques est fréquemment obtenue par fusion directe en
ajoutant les CPPs aux extrémités N- ou C-terminales de la protéine (Stewart et al., 2008).
D’autre part, les polynucléotides sont souvent liés aux CPPs par des liaisons électrostatiques,

formant ainsi des complexes polyéléctrolytiques retenus par les charges négatives du
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polynucléotides et positives du CPP (Crombez et al.,, 2007; Lundberg et al., 2007; Simeoni F.,
2003). Dans la majorité des cas, les CPPs ont prouvé leur capacité a transférer diverses
molécules dans les cellules en culture, y compris des petites molécules, des oligonucléotides, des
peptides, des protéines, ainsi que des nanoparticules et des points quantiques (quantum dots).
Cependant, le développement de vecteurs dépend non seulement de son efficacité a traverser la
membrane cellulaire, mais aussi de son profil de biodistribution et de sa pharmacocinétique.
Idéalement, un vecteur peptidique efficace devrait pouvoir augmenter l'absorption et la
biodisponibilit¢ du médicament dans le plasma humain tout en étant facile et peu coiteux a

synthétiser a grand échelle (Temsamani et al., 2004).
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Figure 17: lllustration des différentes méthodes de conjugaison des cargaisons avec les CPPs

Transport de petites molécules: La membrane plasmique agit comme une barriére non
seulement pour des substances hydrophiles, mais aussi pour des petites molécules hydrophobes.
Par exemple, l'efficacité du méthotrexate est limitée parce que cette molécule antinéoplasique est
incapable de rentrer dans le cytoplasme afin d'activer sa cible intracellulaire. En augmentant
l'entrée de cet agent anticancéreux par une conjugaison a un CPP, la cytotoxicité de ce composé

fut augmentée de cinq fois par rapport au méthotrexate seul (Lindgren et al., 2006). De fagon
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similaire, le couplage de la doxorubicine a un CPP (TAT ou pénétratine) augmente la toxicité de
la molécule dans les cellules CHO, HUVEC et MDA-MB 231 (Aroui et al., 2010). La
doxorubicine, conjuguée au vecteur SynB par l'intermédiaire d'une liaison succinate, voit son
absorption dans le cerveau fortement améliorée (Rousselle et al., 2000). Cette vectorisation de la
doxorubicine a ainsi considérablement augmenté son absorption dans le cerveau, sans pour
autant perturber la barriére hémato-encéphalique. Le vecteur SynB a également été utilisé avec
un antibiotique, la benzyl-pénicilline (B-pc). La conjugaison par le biais d'un lien ester
glycolamidique a amélioré significativement son absorption au cerveau et conséquemment, son

efficacité dans le traitement des infections du SNC (Rousselle et al., 2002).

Transport de peptides: Le peptide antimicrobien ayant la séquence peptidique (KLAKLAK), a
attiré l'attention en tant que candidat potentiel pour des applications thérapeutiques. En effet,
bien qu'il ne perturbe pas la membrane plasmique, il perfore les mitochondries, induisant
I'apoptose lorsqu'il pénétre dans les cellules (Javadpour et al., 1997). Toutefois, le peptide seul
ne posséde qu'une faible activité cytotoxique envers les cellules cancéreuses, ce qui limite son
usage pour le traitement du cancer. L’utilisation de CPPs, afin d’augmenter sa pénétration dans
les cellules, a permis d’améliorer son efficacité (Ellerby et al., 1999; Law et al., 2006). La
dalargine, un hexapeptide dérivé de la Leu-enképhaline, ne posseéde aucune activité analgésique
suite a son administration systémique, a cause de sa faible capacité a passer la BHE (Rousselle et
al., 2003). La vectorisation de ce peptide avec SynB améliore nettement son absorption au
cerveau et son activité analgésique (Rousselle et al., 2003; Schroeder et al., 2000). Des stratégies
similaires ont également été exploitées pour l'inhibiteur peptidique sélectif de la kinase-1 de c-
Jun (D-JNKI-1), ou pour le peptide NBD avec, dans les deux cas, une amélioration trés nette
dans des modéles in vitro et in vivo d'ischémie cérébrale ou de la maladie de Parkinson (Borsello
et al., 2003; Ghosh et al., 2007; Hirt et al., 2004).

Transport de protéines: Le transport de protéines a l'intérieur de la cellule est généralement
entravé par leur taille. L'utilisation de techniques de recombinaison génétique, afin d'exprimer
ces protéines directement dans la cellule, a son propre ensemble de limites dont I’efficacité de
transfection variable et des effets cytotoxiques. A cet égard, I'utilisation des CPPs devient une
bonne alternative. En effet, il fut démontré que les CPPs étaient capables de transférer

efficacement a l'intérieur de la cellule des protéines ayant une taille variant entre 30 kDa et 150
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kDa (Fonseca et al., 2009; Stewart et al., 2008). Par exemple, I’administration chez la souris de
la B-galactosidase (120 kDa) fusionnée au peptide TAT a donné une pénétration efficace de tous
les tissus, méme au niveau de la barriere hémato-encéphalique, tout en maintenant l'activité

biologique de l'enzyme (Schwarze et al., 1999).

Transport d'ADN plasmidique et d'oligonucléotides: Les procédures actuelles de transfert de
génes, incluant des stratégies virales et non-virales (lipoplexes, polyplexes) et des méthodes
physiques comme la micro-injection ou I'électroporation, ont des limitations qui empéchent leur
usage. D’une part, bien que I'électroporation in vitro et in vivo soit une technique reconnue pour
introduire un géne dans l'environnement intracellulaire, cette méthode donne des résultats trés
variables et semble inefficace chez des cellules de nouveaux-nés (Matsuda et al., 2008). De plus,
le courant électrique élevé provoque de graves lésions cutanées, des brillures et de la douleur.
D’autre part, un inconvénient majeur de la méthode de micro-injection est évidemment la vitesse
de manipulation puisque chaque cellule doit étre traitée séparément. Cette technologie est
laborieuse et ne convient donc pas pour la recherche in vivo ou pour une étude nécessitant un
grand nombre de cellules (Hahn et al, 2010). De fagon similaire, l'utilisation des stratégies
virales et non-virales est limitée car elle engendre certains effets toxiques ou encore des réponses

immunitaires.

Les CPPs possédent des propriétés semblables aux polyplexes et aux lipoplexes, comme par
exemple leur caractére cationique et leur haute capacité d’association cellulaire. Ainsi, il a été
postulé qu'ils pourraient servir d’agents de livraison d'ADN ou d'oligonucléotides. De plus,
puisque le transfert nucléaire est nécessaire a l'activité biologique, la localisation nucléaire de
certains CPPs a été mise a profit (Bolhassani, 2011; Hassane et al., 2010). On peut signaler que
le transportan et la pénétratine ont €té en mesure de relarguer dans le compartiment
intracellulaire un peptide nucleic acid (PNA) de 21 résidus qui seul ne pouvait pas traverser la
membrane plasmique des cellules de mélanome (Pooga et al., 1998). De plus, la technologie
basée sur les petits ARN interférants (siRNA) a su également tirer profit des CPPs. En effet, le
couplage de TAT a un siRNA augmente I'absorption cellulaire de ce dernier sans interférer avec
la localisation périnucléaire requise pour son activité (Chiu et al., 2004). Les complexes ADN-
TAT peuvent étre utilisés pour transférer de I'ADN plasmidique dans les cellules de mammiféres

(Ignatovich et al., 2003). Bien que des études plus approfondies soient nécessaires, les systémes
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de transfert pour les oligonucléotides et I’ADN plasmidique, basés sur les CPPs, sont trés

prometteurs (Hassane ef al., 2010).

Transport de nanoparticules et liposomes: Il a ét¢ démontré que les CPPs sont capables
d’améliorer I'entrée des nanoparticules dans une cellule (Lewin et al., 2000). Par exemple, la
conjugaison de TAT a la surface de nanoparticules encapsulant un inhibiteur de protéase pour
une thérapie anti-VIH augmente la biodisponibilité¢ dans le SNC de cet inhibiteur et permet ainsi
de maintenir des niveaux thérapeutiques pendant une période prolongée (Rao et al., 2008). De
méme, la conjugaison de TAT ou de la pénétratine a des liposomes améliore significativement le
transfert intracellulaire de ces derniers (Console et al., 2003; Torchilin ef al., 2001). Récemment,
il a été démontré que des nanoparticules, constituées de chitosan conjugué a de I’acide
thioglycolique (ATG) ou au peptide TAT, sont de 7 & 8 fois plus efficaces dans le transfert
d’ADN plasmique que les nanoparticules non modifiées (Rahmat et al., 2012). Contrairement
aux cargaisons de type protéique ou peptidique, les nanoparticules ou les liposomes peuvent étre
modifiés par un CPP au niveau de plusieurs sites sur chaque particule. 1l est ainsi intéressant de
noter que la densité de ces sites d’ancrage influence I'efficacité de transfert mais également la

voie d'internalisation empruntée par ces dérivés (Khalil ef al., 2006; Zhao ef al., 2002).

1.5.3. Limitations des CPPs

En général, le développement de systémes conjugués peptide-cargaison est basé sur la prémisse
qu'une amélioration de I'absorption d'un médicament par les cellules ou le cerveau se traduira par
un bénéfice thérapeutique. Cependant, ce développement nécessitera une évaluation minutieuse
afin de déterminer si I’avantage attendu ne sera pas anéanti par de possibles problémes créés par
cette modification. A cet effet, la toxicité et I'immunogénicité d'un vecteur peptidique doivent
étre considérées avant d'envisager une application clinique (Kuo et al., 2009; Low et al., 2007a;
Moschos et al., 2007). Des études récentes ont démontré que l'utilisation in vivo de CPPs
synthétiques ou dérivés de virus pouvait étre associ€ée a une action biologique intrinséque ou a
une réponse immunitaire innée. Moschos et ses collégues ont ainsi observé que l'administration
de la pénétratine ou du TAT chez la souris causait une réduction significative de I'expression de
la p38 MAP kinase (Moschos ef al., 2007). De méme, par des interactions avec le récepteur Toll-
like, la pénétratine semble affecter le systéme immunitaire inné (Low et al., 2007b). Enfin, une

analyse génétique a I'aide de puces a ADN a révélé que 4386 génes sont modulés, dont 55 qui
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sont associés a des fonctions immunitaires, suite a l'exposition de macrophages U-937 a
I'octoarginine (Kuo et al., 2009). Par conséquent, le développement de transporteurs a partir de
séquences de peptides endogénes peut présenter une voie prometteuse pour surmonter ces

obstacles.

Un autre inconvénient majeur des CPPs est leur manque de spécificité vis-a-vis les cellules
cibles, par exemple, des cellules cancéreuses. La spécificité cellulaire est particulierement
importante si un CPP est congu pour servir de systtme de livraison pour des agents
antinéoplasiques. Toutefois, les efforts visant a développer des CPPs ciblant spécifiquement des
cellules cancéreuses se sont avérés difficiles (Mader et al., 2006, Papo et al., 2003). Jusqu'a
présent, seuls quelques rares CPPs possédent une spécificité importante envers les cellules
cancéreuses (Hong et al., 2000; Javadpour et al., 1997; Javadpour et al., 1996). A cet égard, la
découverte des peptides spécifiques pour les cellules cancereuses, i.e. tumor-homing peptides,
devient extrémement prometteuse pour la livraison spécifique d'agents thérapeutiques (Hamzah
et al., 2011; Laakkonen et al., 2002; Laakkonen ef al., 2010; Laakkonen et al., 2008). En effet,
les "cell-homing peptides" sont des peptides synthétiques, identifiés par la méthode de phage-
display, qui ciblent spécifiquement des marqueurs spécifiques exprimés au niveau des vaisseaux
sanguins tumoraux, des vaisseaux lymphatiques et/ou des cellules tumorales. Certains cell-
homing peptides reconnaissent des marqueurs spécifiques de I'angiogenése et sont ainsi capables
de se lier a plusieurs types de tumeurs. En conséquence, la combinaison de cell-penetrating
peptides et de cell-homing peptides ou tissues-homing peptides est actuellement considérée

comme une méthode trés encourageante pour surmonter le probléme de spécificité des CPPs.

1.6. Objectifs généraux et spécifiques

Ce travail visait & développer des analogues du PACAP a potentiel thérapeutique. A cette fin, les
études que nous avons menées ont consist¢ (1) a développer des analogues ciblant
préférentiellement les récepteurs impliqués dans les actions anti-apoptotiques et anti-
inflammatoires, (2) a étudier la pharmacologie intracrine du PACAP afin de mieux comprendre
les mécanismes moléculaires potentiellement impliqués dans ses effets neuroprotecteurs a faible
concentration et (3) a développer de nouveaux transporteurs peptidiques basés sur la séquence du

PACAP.
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Le PACAP représente un bon candidat pour le traitement de diverses maladies
neurodégénératives ou atteintes du systéme nerveux central, car (1) ce neuropeptide est capable
de traverser la barriére hémato-encéphalique et (2) son effet neuroprotecteur trés puissant a été
démontré dans divers modéles in vitro et in vivo d’atteintes du cerveau, comme par exemple (i)
la maladie de Parkinson (Reglodi ef al., 2004b), (ii) I’ischémie cérébrale (Reglodi et al., 2000) et
(iii) certains dommages traumatiques (Farkas et al., 2004). Ces effets neuroprotecteurs sont issus
de son action anti-apoptotique (via I’activation du récepteur spécifique PACI) et de ses
propriétés anti-inflammatoires (via I’activation du récepteur VPACI1) (Bourgault et al., 2011;
Bourgault et al., 2009b). Toutefois, les multiples activités biologiques du PACAP, et notamment
I’effet vasodilatateur induit via l'activation du récepteur VPAC2, pourraient provoquer des effets
indésirables limitant ainsi son utilisation. L’objectif initial de ce projet de recherche consistait a
développer et caractériser des analogues sélectifs pour les récepteurs PACI et VPACI de fagon a
s’affranchir des effets indésirables causés par I’activation du récepteur VPAC2. Pour ce faire,
des modifications conformationelles et chimiques ont été introduites au niveau du domaine N-
terminal du peptide afin de déterminer des éléments clés impliqués dans la reconnaissance et
I’activation de PACI, VPACI et VPAC2. Le segment N-terminal a été ciblé pour introduire des
modifications puisque les résidus de I’extrémité N-terminale sont non seulement importants pour
’activation des récepteurs du PACAP mais ces derniers moduleraient la sélectivité des analogues
envers les différents récepteurs. Ces dérivés peptidiques produits par synthése organique sur
phase solide ont donc été évalués in vitro au moyen de trois lignées cellulaires transfectées
respectivement avec les récepteurs PAC1, VPACI et VPAC2, afin d’évaluer leur capacité a lier
et a activer chacun des trois sous-types de récepteurs. Enfin, l'effet neuroprotecteur des
analogues avec un profil pharmacologique amélioré a été évalué dans un modeéle in vitro de mort

neuronale. Les résultats de ce travail sont présentés dans le chapitre 2 (Article 1).

Des études antérieures ont montré que le PACAP exergait des effets neuroprotecteurs puissants a
de trés faibles concentrations, soit de I’ordre du femtomolaire ou picomolaire (Ohtaki et al.,
2008; Tamas et al., 2002). En conséquence, l'utilisation a faibles concentrations des analogues
décrits dans I’Article 1, malgré une faible liaison et activation de VPAC2, pourrait s’avérer une
stratégie prometteuse pour le traitement de maladies neurodégénératives. Dans cette seconde

partie de notre étude, nous avons tenté de mieux comprendre les mécanismes
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moléculaires/cellulaires pouvant étre responsables de ces activités subnanomolaires. Une
hypothése que nous avons explorée repose ainsi sur une action intracrine du PACAP, comme
suggérée par Li et collaborateurs (Li et al., 2004). En effet, la présence dans le compartiment
intracellulaire de sites de liaison spécifiques du PACAP fut démontrée dans des préparations
cytosoliques et nucléaires de cellules germinales testiculaires (Li et al., 2003). De plus, le
PACAP, lequel contient pas moins de 11 résidus basiques dans sa séquence, posséde des
caractéristiques physico-chimiques, i.e. structure secondaire caractérisée par une hélice
amphiphile et une forte anisotropie, qui n’est pas sans rappeler les caractéristiques des protéines
de transduction des souches virales, et notamment le peptide Tat du virus HIV. En plus de
confirmer la présence de sites de liaison nucléaires dans divers tissus, nous avons également
cherché a évaluer la capacité de translocation a travers la membrane cellulaire du PACAP et de
ses dérivés inactifs par cytométrie en flux et microscopie confocale. Le mécanisme d'entrée du
peptide a été également étudié afin de déterminer si le peptide était capable d’atteindre son site
de liaison intracellulaire. De plus, nous avons évalué si le peptide était capable de sortir du
cytosol, une fois a l'intérieur des cellules. Pour terminer, nous avons mesuré la capacité du
PACAP a activer ses récepteurs dans des préparations de noyaux isolés de testicules de rat. Les

résultats de ce travail sont présentés dans le chapitre 3 (Article 2).

Dans la derniére partie de ce travail, nous nous sommes intéressés a la capacité du PACAP a
traverser efficacement la membrane cellulaire par un mécanisme indépendant de l'internalisation
du récepteur. Nous avons premiérement observé que le complexe PACAP38-fluorescéine
pénétre beaucoup plus facilement a l'intérieur de la cellule que le TAT(48-60)-fluorescéine. Sur
cette base, nous avons ainsi cherché a développer des analogues du PACAP pouvant étre utilisés
comme CPP (cell-penetrating peptide) pour le transport vers l'intérieur de la cellule de divers
types d’agents pharmacologiques et/ou diagnostiques. Le PACAP fut ainsi conjugué avec divers
types de molécules, i.e. petite molécule, peptide ou protéine, et la capacité de pénétration de ces
complexes a été évaluée. Toutefois, l'utilisation du PACAP sous sa forme native comme
transporteur peptidique est restreinte a cause de ses activités biologiques intrinséques. A ce titre,
la conception de dérivés inactifs du PACAP pourrait alors représenter une bonne alternative.
Dans ce travail, sur la base de nos études initiales, nous avons donc développé des formes

inactives du PACAP se comportant comme des CPPs. Leur capacité a délivrer des cargaisons
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variées, comme (1) des petites molécules, (2) des peptides, (3) des protéines et (4) des
polynucléotides, ainsi que leur toxicité, ont été évaluées sur différents types cellulaires. Les

résultats de ce travail sont présentés dans le chapitre 4 (Article 3).
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Préface au chapitre 2

Sur la base d’études précédentes ayant suggéré le role clé du segment N-terminal dans l'activité
et la sélectivité du peptide envers les récepteurs, nous avons décidé d’explorer I’impact de
diverses modifications au niveau de ces résidus afin de déterminer de fagon plus précise les
pharmacophores responsables de I’affinité, de Iactivité et de la sélectivité pour les récepteurs du
PACAP. Ces dérivés peptidiques produits par synthése organique sur phase solide ont donc été
évalués in vitro au moyen de trois lignées cellulaires transfectées respectivement avec les
récepteurs PAC1, VPAC1 et VPAC2, afin d’établir leur capacité a lier et a activer chacun des
trois sous-types de récepteurs. Nos résultats confirment le caractére essentiel des résidus His',
Asp’, Leu’ et Phe® dans la liaison du PACAP aux différents récepteurs et suggérent que des
modifications a la position Ser’ ou & la position Thr’ pourraient moduler la sélectivité des
analogues pour I’un ou I’autre des récepteurs. Nous avons ainsi pu identifier deux analogues, i.e.
[Ala"]- et [Hyp’]JPACAP27, présentant une sélectivité accrue pour les récepteurs PACI et
VPACI. Ces deux analogues se sont également montrés capables de bloquer la toxicité induite

par la neurotoxine MPP” sur des cellules SH-SY5Y.

Les résultats de ce chapitre sont présentés sous la forme d’un article scientifique publié dans la

revue Biochemical Pharmacology en 2011 (Doan et al., 2011b).
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Chapitre 2 : Article 1
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Mise en contexte

Bien qu’étant un bon candidat pour le développement de médicaments pour le traitement de
maladies neurodégénératives diverses, le potentiel thérapeutique du PACAP est en partie limité
par son action périphérique principalement associée & I’activation des récepteurs VPAC2
(Fizanne et al., 2004; Kellogg et al., 2010; Linden et al., 2003). Par exemple, l'injection iv de
PACAP38 a des volontaires sains augmente de fagon significative le rythme cardiaque (Birk ef
al., 2007) suite a I’induction d’une vasodilatation périphérique (Dorner et al., 1998; Warren et
al., 1992). Des effets indésirables du PACAP, tels que la tachycardie, I'hypotension et
I'hyperventilation, ou encore des maux de téte, ont également été observés (Bourgault ef al.,
2011). Ce chapitre présente ainsi le développement d’analogues du PACAP ciblant
préférentiellement les récepteurs PAC1 et VPACI, principalement responsables des effets anti-
apoptotiques et anti-inflammatoires, au détriment des récepteurs VPAC2. Une étude de type
relation structure-activité a été effectuée et nous a permis d'identifier deux dérivés sélectifs pour
les récepteurs PAC1/VPACI, i.e. [Hyp?]PACAP27 et [Ala’JPACAP27. Ces deux composés se
sont avérés capables de protéger efficacement les neurones dopaminergiques contre la toxicité du
MPP", un modeéle in vitro de la maladie de Parkinson. De plus, ce travail a également fourni des
informations importantes sur la conformation bioactive du domaine N-terminal du PACAP suite
a son interaction avec le récepteur PACI et/ou les récepteurs VPACI et VPAC2, nous
permettant d'améliorer ainsi nos connaissances actuelles sur ce neuropeptide. Ces informations
seront trés utiles pour le développement des prochaines générations d'analogues du PACAP

affichant un profil pharmacologique amélioré.

Pour rapeller, le contenu peptidique utilisé dans mon travail a été déterminée par une méthode
spectrométrique en fonction du coefficient d'extinction des résidus tyrosines (PACAP27 a 3
résidus tyrosines tandis que PACAP38 en contient 4). En effet, par la mesure de I'absorbance

d'une solution peptidique dans I'eau & 280 nm, on peut déterminer la concentration de ce peptide.
Mg peptide/ml = (Aag0 x DF x MW) / e

Aagp est I'absorbance réelle de la solution a 280 nm dans une cellule de 1-cm, DF est le facteur de
dilution, MW est le poids moléculaire du peptide et e est le coefficient d'extinction molaire des
résidus tyrosines a 280 nm.
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Résumeé de l'article en francais

Le Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) est un neuropeptide qui exerce
une multitude d’effets biologiques dans le systéme nerveux central et périphérique. Par
I'activation de ces récepteurs PACI et VPACI, le PACAP est capable d'exercer des effets anti-
apoptotiques et anti-inflammatoires, deux phénoménes impliqués dans la pathogenése et la
progression des maladies neurodégénératives. L'objectif de cette étude était de fournir des
indications sur les déterminants moléculaires de l'extrémité N-terminale du PACAP et de
développer de nouveaux agonistes PACI/VPACI puissants et sélectifs favorisant la survie
neuronale. Nous avons ainsi synthétisé une série d'analogues du PACAP et évalué leur profil
pharmacologique, affinité de liaison et capacit¢é a induire la mobilisation du calcium
intracellulaire, pour chaque récepteur, i.e. PACI, VPACI et VPAC2. Les analogues présentant
un profil pharmacologique amélioré ont été évalués dans un modéle in vitro de mort neuronale.
Nos résultats ont montré que l'introduction d'une hydroxyproline (Hyp) ou d'une alanine (Ala),
respectivement aux positions 2 et 7, permet de générer des dérivés dépourvus d’activité envers le
récepteur VPAC2. De plus, cette étude de type structure-activité a permis de proposer l'existence
de structures secondaires spécifiques (coude Asx-Pro et motif de N-capping) qui pourraient étre
responsables de la reconnaissance, de la sélectivité et de l'activation des différents récepteurs.
Enfin, I'évaluation de l'activité neuroprotectrice de ces deux dérivés, i.e. [Ala7]PACAP27 et
[Hypz]PACAP27, a confirmé leur capacité a protéger les neurones dopaminergiques SH-SYS5Y
contre la neurotoxicité du 1-méthyl-4-phénylpyridinium (MPP"). Ces nouvelles données
pharmacologiques et structuralles seront trés utiles pour la conception rationnelle de dérivés
sélectifs pour PAC1/VPACI qui pourraient représenter des agents thérapeutiques potentiels pour

le traitement de maladies neurodégénératives.
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Contribution de l'étudiant

La majorité du travail en laboratoire a été effectuée par Ngoc-Duc Doan. La premiére version du
manuscrit a été rédigée par Ngoc-Duc Doan. Steve Bourgault a participé a la conception et a la
synthése de différents peptides. Agnieszka Dejda a optimisé le test de survie cellulaire (figure
3A) et réalisé des expériences de cotraitement (figure 3C). Michel Detheux de la compagnie
Euroscreen a développé les cellules transfectées avec les récepteurs humains PACI, VPACI et
VPAC2. Myriam Létourneau, David Vaudry et Hubert Vaudry ont participé & cet article en
facilitant le choix des orientations des travaux de recherche et en révisant le manuscrit. David
Chatenet a émis certaines hypothéses permettant de discuter d’éléments clés du travail et a révisé
le manuscrit. Alain Fournier, titulaire d’une subvention des Instituts de recherche en santé du
Canada (IRSC) pour un projet intitulé « Pharmacologie moléculaire du PACAP » a supervisé les

travaux et révisé le manuscrit.
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Préface au chapitre 3

La présence de site de liaison spécifique dans le compartiment intracellulaire, de méme que les
caractéristiques physico-chimiques du PACAP, nous ont permis d'émettre I’hypothése que le
PACAP pourrait traverser la membrane plasmique afin d’atteindre des cibles intracellulaires.
Nous avons donc mesuré la capacité de translocation du PACAP par cytométrie en flux et
microscopie confocale sur des préparations cellulaires vivantes (CHO-K1, HEK 293 et HeLa)
dépourvues d’expression des récepteurs PAC1, VPACI et VPAC2. Par microscopie confocale,
nous avons ainsi observé une accumulation des deux isoformes fluorescentes du PACAP dans la
région nucléaire et périnucléaire des cellules. De fagon surprenante, le segment riche en résidu
basique, i.e. PACAP(28-38), s’est avéré incapable de traverser la membrane plasmique et ce
dans tous les types cellulaires étudiés. L’analyse du mécanisme d’entrée du peptide (effet du pH,
de la température, utilisation d’inhibiteurs spécifiques de I’endocytose) dans la cellule suggére
un mécanisme récepteur-indépendant mettant en jeu différentes voies incluant la translocation
directe et ’endocytose. De plus, nous avons démontré que, une fois a l'intérieur des cellules, le
PACAP n'est pas enticrement dégradé par les enzymes intracellulaires et qu’une quantité
significative du matériel peptidique initial est en mesure de sortir intact des cellules. Finalement,
nous avons constaté que le PACAP est capable de stimuler la libération calcique et I'initiation de
la transcription dans des noyaux isolés de testicules de rat.

Les résultats de ce chapitre sont présentés sous la forme d’un article scientifique publié dans la

revue Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Cell Research en 2012 (Doan et al.,
2012a).
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Chapitre 3 : Article 2
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Mise en contexte

La présence dans le compartiment intracellulaire de sites de liaison spécifiques du PACAP a été
observée dans les cellules germinales testiculaires. De fagon surprenante et intéressante, la
densité des récepteurs PACI1 est plus élevé au niveau nucléaire que membranaire (Li et al.,
2004). Ces observations posent la question concernant la maniere dont ces récepteurs
intracellulaires sont activés par leurs ligands endogeénes. Le PACAP, lequel contient pas moins
de 11 résidus basiques dans sa séquence, posséde des caractéristiques physico-chimiques, i.e.
structure secondaire caractérisée par une hélice amphiphile et une forte anisotropie, qui ne sont
pas sans rappeler les caractéristiques des protéines de transduction des souches virales, et
notamment le peptide Tat du virus HIV. Nous avons donc émis I’hypotheése que le PACAP
pourrait agir de fagon intracrine en traversant la membrane plasmique afin d’atteindre ses cibles
intracellulaires. Répondre & cette question nous a également permis de proposer une hypothése
expliquant les effets puissants, de longue durée et ce, & de trés faibles concentrations, observés
avec le PACAP. Cette étude contribue ainsi a une meilleure compréhension de la pharmacologie

moléculaire du neuropeptide PACAP.
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Highlights

- 8oth PACAP isoforms cross the plasma membrane by a receptor-independent mechanism.
- Direct translocation and endocytosis are involved in cellular uptake of PACAP.

-A significant amount of intact PACAP38 is also able to exit cells.

- Specifie PACAP binding sites are present in rat tissue nuclei.

- PACAP stimulates calcium release and transcription initiation in rat testis nuclei.
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Résumé de l'article en francais

Le Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP), est une neurohormone
hypothalamique participant a la régulation d'une multitide de fonctions physiologiques. La
découverte récente de récepteurs intracellulaires du PACAP dans le cerveau et les testicules,
ainsi que certaines caractéristiques physicochimiques du peptide, i.e. une hélice a prolongée
contenant des résidus basiques, nous a incité¢ a évaluer la capacité du PACAP a traverser la
membrane plasmique par un mécanisme indépendant d’un récepteur. En utilisant la microscopie
confocale et la cytométrie en flux, nous avons démontré la capacité du PACAP conjugué a la
fluorescéine a pénétrer efficacement dans le compartiment interne de la cellule par translocation
directe et endocytose. Notre étude a également révélé que, une fois a l'intérieur des cellules, le
PACAP38 n'est pas enticrement dégradé par les enzymes intracellulaires et qu'une quantité
importante de ce dernier est en mesure de sortir des cellules. En outre, des récepteurs nucléaires
du PACAP ont été identifiés en utilisant le test de liaison spécifique sur des fractions nucléaires
provenant de divers tissus de rat. Nous avons également constaté¢ que le PACAP stimule la
libération intranucléaire de calcium dans des noyaux isolés de cellules testiculaires de rat. De
plus, le PACAP27 et le PACAP38, mais pas le Vasoactive intestinal polypeptide (VIP), sont
capables de réguler la synthése de novo d’ADN dans ces mémes noyaux. Cet effet, aboli par
I’antagoniste PACAP (6-38), supporte la présence de récepteurs PAC1 a la membrane nucléaire
et souléve des questions sur le réle de ces récepteurs dans l'activité biologique du peptide. Ces
résultats contribuent ainsi a la caractérisation du PACAP comme facteur intracrine et suggérent
que ces sites de liaison PACI intracellulaires, probablement associés a des activités biologiques

spécifiques, doivent étre pris en compte lors du développement de médicaments.
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Contribution de l'étudiant

La majorité du travail en laboratoire a été effectuée par Ngoc-Duc Doan. La premiére version du
manuscrit a été rédigée par Ngoc-Duc Doan. Myriam Létourneau, David Vaudry et Hubert
Vaudry ont participé a cet article en facilitant le choix des orientations des travaux de recherche
et en révisant le manuscrit. David Chatenet et Alain Fournier ont supervisé les travaux, émis
certaines hypothéses permettant de discuter d’éléments clés du travail et révisé le manuscrit.
Alain Fournier est le titulaire d’une subvention des Instituts de recherche en santé du Canada

(IRSC) pour un projet intitulé « Pharmacologie moléculaire du PACAP ».
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Table S1 : Analytical data obtained by MALDI-TOF spectrometry and by RP-HPLC.

Compounds | HPLC* MS calculated® ' _ MS found®
PACAP27 > 98% 3147.6 31483
PACAP38 > 98% 4534.3 4534.9

PACAP(28-38) > 98% 1401.7 1402.5
TAT(48-60) > 95% 1719.5 1720.9
FITC-Ahx-PACAP27 > 98% 3649.8 3650.4
FITC-Ahx-PACAP38 > 98% 5036.5 5037.2
FITC-Ahx-PACAP(28-38) > 98% 1903.9 1904.7
FITC-Ahx-[Disc®]JPACAP27 > 98% 3647.8 3648.2
FITC-Ahx-TAT(48-60) iy > 98% 22215 5 222371

aPercentage of purity determined by HPLC
bObserved [M+H]* value compared with the calculated m/z mass.
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Fig. S1. Confocal microscopy images of the cellular distribution of the fluorescent PACAP27 and
PACAP38 in CHO-KI.
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Fig. S2. Distribution of FITC-conjugated PACAP27 and PACAP38 in living non-transfected
HEK293 or HeLa cells, as observed by confocal microscopy. Nuclei were stained with
DRAQ5™,
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Fig. S3. Circular Dichroism analysis of PACAP27, PACAP38 and PACAP(28-38). Spectra were
recorded from 180 to 250 nm, with a 0.5 nm step, a 2 nm bandwith, and an integration time of 0.2
s on a Jobin Yvon CD6 dichrograph. Each spectrum is the mean of 3 scans corrected for solvent
contribution. A digital low-pass filter was used as a smoothing routine. Measurement were
performed in 20% 1,1,1,3,3,3-hexafluoroisopropanol (HFIP), at 25 °C, using quartz cells of 0.1

mm optical path length. The peptide concentration was 0.05 mg/mL.
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Fig. S4. Viability of CHO-K1 cells treated with various concentrations of PACAPs. CHO-K1 cells
seeded into 96-well plates at a density of 30000 cells/well were treated with various concentrations
of PACAP27 or PACAP38 (0.5 uM - 10 pM) for 4h. Cell viability was assessed by means of a
MTT assay using a microplate reader (MTXTC Revelation, Dynex Tech., VA, USA). Control
experiments, i.e. cell culture medium alone or with cells were included in each experiment. All
assays were run in octuplicate.
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Fig. S5. Confocal microscopy images of the cellular distribution of the fluorescent peptides
following incubation at low temperature or with ATP-deleted CHO-K1 cells.
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Fig. S6. Influence of low temperature on the cellular uptake of the peptides at physiological

concentration. CHO-K1 cells were cooled to 4°C in serum-free medium for 15 min prior to
incubation with '?’I-labelled peptides (0.05 nM, 1h).
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Fig. S7. Confocal microscopy images of the cellular distribution of the fluorescent PACAP38 in
CHO-K1 cells following pre-incubation 10 min with NH,Cl (10 mM). Punctate fluorescence
indicate the exist of endocytic vesiles.
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Fig. S8. HPLC (A) and MS (B) analysis of peptide metabolism. CHO-K1 cells maintained in FBS-
free media containing PACAP38 (10-°M) for 30 min. After ice-cold trypsinization and washings,
cells were re-suspended in FBS-free media for an additional 30 min. The suspension was then
centrifuged at 4°C for 5 min at 1500 rpm. Salts from the supernatant were eliminated by using a
Sep-Pak C,; cartridge and the peptide mixture was then eluted with 60% ACN in H,O (0.1% TFA).
Materials present in the supernatant were finally characterized by analytical RP-HPLC and mass
spectrometry using 2,5-dihydroxybenzoic acid as matrix.



PACAPs ===

Direct
Gs translocation

Membrane
receptors

Receptor
internalization

D ~Other &
<, targets

Nuclear
eceptors  Degradation

N
Cytosolic DNAf\:
receptors l .
Nucleus Cytoplasm

Fig. S9. Schematic representation of PACAP trafficking mechanism. Following the first non-
specific interaction with cellular membrane, PACAP undergoes two-dimensional diffusion on the
membrane surface leading to its internalization via receptor-dependent and independent mechanism
(direct translocation and endocytosis). Once in the intracellular compartment, peptides interact with
their intracellular targets such as cytosolic or nuclear receptors in order to induce downstream
signaling pathways and ultimately gene expression. Although PACAP may be degraded by
intracellular enzymes, a significant amount may also exit the cells and trigger in an autocrine or
paracrine manner the production of PACAP leading to potent effect at low concentration.



Préface au chapitre 4

Sur la base de nos résultats précédents (chapitre 3), ayant démontré la capacité du PACAP a
pénétrer trés efficacement dans la cellule, nous avons émis I'hypothése que ce peptide pourrait
représenter un nouveau CPP. Pour ce faire, des dérivés biotinylés du PACAP ont été synthétisés
et leur capacité a livrer une molécule de streptavidine a l'intérieur de la cellule fut testée. Par
microscopie confocale et cytométrie en flux, nous avons ainsi démontré que le complexe
PACAP38,-Streptavidine pénétre dans les cellules vivantes (CHO-K1, HEK 293 et HeLa). Par la
suite, des analogues inactifs du PACAP, i.e. PACAP(11-38) et [Arg”]PACAP(l 1-38), ont été
synthétisés et leur capacité a pénétrer dans la cellule, de méme que le mécanisme impliqué dans
cette translocation, ont été étudiés. Nous avons ainsi observé que la translocation directe,
I'endocytose dépendante des cavéoles ou la macropinocytose étaient impliquées dans
l'internalisation de [Arg' JPACAP(11-38). De plus, il semble que ce composé soit capable de
s'échapper des compartiments endosomaux/lysosomaux pour agir dans le compartiment
cytosolique. Ce dérivé a ét€ ensuite utilisé dans la livraison intracellulaire de diverses
« cargaisons » telles que la fluorescéine, le peptide Id1/3-PA7, la streptavidine, et des
polynucléotides (ribozyme, DNA). En particulier, nous avons observé que l'efficacité du
[Arg'"]PACAP(11-38) en tant quagent de transfection est comparable a celle de Ila

Lipofectamine 2000, tout en étant par contre non toxique pour les cellules.

Les résultats de ce chapitre sont présentés sous la forme d’un article scientifique publié dans la

revue Journal of Controlled Release en 2012 (Doan et al., 2012b).
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Chapitre 4 : Article 3
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Mise en contexte

Nous avons initialement démontré que le PACAP pénétrait trés efficacement dans la cellule par
un mécanisme indépendant de l'internalisation du récepteur impliquant la translocation et/ou
endocytose (Doan et al., 2012a). Ces observations nous ont permis de proposer que le PACAP et
ses analogues pourraient étre utilisés comme CPP, augmentant par le fait méme le champ
d’application du PACAP et de ses dérivés. De par son caractére endogéne et sa taille, le PACAP
ne devrait pas induire de réponses immunitaires ou d'actions toxiques. Cependant, les activités
biologiques intrinséques du PACAP pourraient restreindre son application comme CPP. A ce
titre, le développement d’analogues pharmacologiquement inertes, gardant leurs propriétés de
CPP, nous est apparu comme une excellente avenue de recherche. Cette étude nous a ainsi
permis d’identifier de nouveaux membres de la famille des CPPs qui pourraient s’avérer

d'excellents vecteurs pour des usages in vitro et in vivo.
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Résumeé de l'article en frangais

La découverte de cell-penetrating peptides (CPPs) a ouvert la voie a des approches prometteuses
pour la livraison non invasive de biomolécules incapables normalement de pénétrer dans le
compartiment intracellulaire. Cependant, & cause notamment de certains effets toxiques, leur
utilisation en clinique est démeurée limitée. Pour surmonter cet obstacle, nous avons entrepris la
conception et la caractérisation de nouveaux CPPs dérivés du peptide endogéne Pituitary
adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP). Nous avons ainsi démontré la capacité des
isoformes du PACAP (PACAP27 et PACAP38) a transporter efficacement la streptavidine a
I'intérieur des cellules. Un fragment inactif congu dans le laboratoire, le [Arg' JPACAP(11-38),
avec des propriétés physicochimiques et de pénétration cellulaire préservées, a également été
utilis€ successivement pour la livraison intracellulaire de diverses cargaisons telles que de petites
molécules, des peptides, des prot€ines et des polynucléotides. De plus, son efficacité en tant
qu'agent de transfection s'est montrée comparable a celle de la Lipofectamine 2000, tout en étant
non toxique pour les cellules. Le mécanisme d'entrée a également été étudié et il a été établi que
la translocation directe, I'endocytose dépendante des cavéoles et la macropinocytose étaient
impliquées dans l'internalisation de [Arg”]PACAP(l 1-38). Cette étude a non seulement mis en
évidence un nouvel aspect de l'utilit¢ du PACAP et de ses dérivés pour un usage thérapeutique
mais aussi contribué a l'identification de nouveaux membres de la famille des CPPs. A ce titre,
des analogues inactifs du PACAP semblent représenter d'excellents vecteurs pour des

applications in vitro et in vivo.
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Table S1 : Analytical data obtained with MALDI-TOF spectrometry and with RP-HPLC.

Compounds HPLC*  MS calculated® MS found®
PACAP27 > 98% 3147.6 3148.3
Biotin-PACAP27 >95% 3373.9 3374.6
PACAP38 > 98% 4534.3 4534.9
Biotin-PACAP38 >95% 4760.6 6761.8
Biotin-TAT(48-60) >90% 1945.8 1946.3
FITC-Ahx-PACAP38 > 98% 5036.5 5037.2
FITC-Ahx-PACAP(28-38) > 98% 1903.9 1904.7
PACAP(11-38) > 98% 3409.5 3410.7
[Arg'"IPACAP(11-38) >95% 3438.6 3439.2
Biotin-[Arg'7JPACAP(11-38) > 95% 3704.9 3705.7
FITC-Ahx-[Arg!"JPACAP(11-38) >95% 3940.8 3941.5
[Cys%, Arg!"JPACAP(11-38) >95% 3541.8 3543.1
1d1/3-AP7 > 98% 2207.6 2208.7
FITC-Ahx-1d1/3-AP7 > 98% 2709.8 2710.5
g Ing?xﬁféi;f 1’7_—3[8C)ys°, > 95% 6249.6 6251.0

#Percentage of purity determined by HPLC
bObserved [M+H]* value compared with the calculated mass.
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Figure S1. Transduction efficiency of TAT,-Strep, PACAP27,-Strep and PACAP38,-Strep
in living CHO-K1 cells as measured by confocal microscopy. Average fluorescent
intensities of cells were analyzed by MetaMorph® Software (Molecular Divices). Each
experience data is the mean of 3 imaged points (each point contains at least 30 cells) in one
cover slip and repetitive for 3 times.
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Figure S2. Viability of CHO-K1, HEK293 and Hel a cells treated with various
concentrations of PACAPs. CHO-K1 cells seeded into 96-well plates at a density of
30000 cells/well were treated with various concentrations of PACAP38, PACAP(11-38)
or [RI7JPACAP(11-38) (0.5 uM - 10 uM) for 4h. Cell viability was assessed by means of
a MTT assay using a microplate reader. Control experiments, i.e. cell culture medium
alone or with cells were included in each experiment. All assays were run in octuplicate.
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Chapitre 5 : Discussion générale

5.1. Développement d'agonistes sélectifs pour les récepteurs PAC1 et VPAC1

Avec les accidents vasculaires cérébraux, les maladies neurodégénératives sont aujourd'hui
considérées comme l'une des causes principales de décés. De ce fait, elles constituent un
probléme socio-économique important dans les pays industrialisés. A I'heure actuelle, les
médicaments disponibles sur le marché sont incapables d'arréter définitivement la progression de
la neurodégénérescence et ne fournissent que des avantages modestes au niveau cognitif,
comportemental et fonctionnel (Andreassen et al., 2001; Brasnjevic et al., 2009; Doody et al.,
2001; Kremer et al., 1999). L'apoptose et l'inflammation sont les deux principaux phénoménes
impliqués dans la progression de ces maladies (Friedlander, 2003; Glass et al., 2010), de sorte
que l'utilisation d'agents anti-inflammatoires et/ou anti-apoptotiques est actuellement considérée
comme une avenue thérapeutique prometteuse. Plusieurs agents visant a protéger les neurones
contre la mort cellulaire et ainsi réduire la progression de la maladie, sont actuellement en cours
d'évaluation clinique (Friedlander, 2003). Toutefois, pour étre efficace in vivo aprés une
administration orale ou iv., ces composés doivent traverser la BHE pour atteindre leur cible
biologique dans le SNC. La BHE, composée majoritairement de cellules endothéliales
connectées les unes aux autres par des jonctions serrées, limite I'entrée dans le SNC de
nombreuses molécules provenant de la circulation sanguine. La grande majorit€é des
médicaments sont ainsi incapables de traverser cette barriére, ce qui limite leur usage
thérapeutique (Pardridge, 2005). Par conséquent, des composés qui simultanément sont capables
de traverser la BHE et possédent des propriétés anti-apoptotiques et anti-inflammatoires
pourraient s'avérer salutaires pour le traitement des maladies neurodégénératives. Le
neuropeptide PACAP affiche ces propriétés et il est capable de traverser la barriére hémato-
encéphalique. 1l apparait donc naturellement comme un candidat de choix pour le développement
d’une stratégie efficace pour traiter les maladies neurodégénératives et d’autres formes de Iésions
au cerveau comme les accidents vasculaires cérébraux et certains retards mentaux tels que ceux

associés au syndrome d’alcoolisme fcetal.

Le PACAP posséde en effet de puissantes activités neuroprotectrices dans divers modeéles in

vitro et in vivo d’atteintes du cerveau, comme par exemple (i) la maladie de Parkinson (Reglodi
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et al., 2004b), (ii) I’ischémie cérébrale (Reglodi et al., 2000) et (iii) certains dommages
traumatiques (Farkas ef al., 2004). Notamment, dans un modéle d’ischémie cérébrale, l'injection
de PACAP i.v. ou icv réduit considérablement la taille de la zone infarcie (Dejda et al., 2011b;
Reglodi et al., 2000; Tamas et al., 2002). Cet effet neuroprotecteur est également observé
lorsque ce peptide est injecté iv 24 heures aprés le début de I'évenement ischémique (Uchida et
al., 1996). De méme, dans un modéle murin de la maladie de Parkinson utilisant la 6-OHDA
comme agent neutoxique, un traitement avec du PACAP38 prévient la mort par apoptose des
cellules dopaminergiques de la substantia nigra (Reglodi et al., 2004b). Enfin dans un modele
expérimental de la maladie d'Alzheimer, il fut observé qu'un traitement au PACAP par voie
intranasale améliore nettement les fonctions cognitives chez les animaux (Rat et al., 2011).
Plusieurs études ont ainsi montré que le PACAP protége les cellules neuronales par le biais de
son action anti-apoptotique (via I’activation du récepteur spécifique PAC1) et ses propriétés anti-
inflammatoires (via I’activation du récepteur VPACI) (Bourgault ef al., 2011; Bourgault et al.,
2009b). Donc, comme souligné précédemment, par leurs propriétés anti-apoptotiques et anti-
inflammatoires, ainsi que par leur capacité a traverser la BHE, le PACAP et plusieurs de ses
dérivés peuvent représenter une alternative thérapeutique efficace pour le traitement des

maladies neurodégénératives ou des dommages cérébraux provenant de divers traumatismes.

Toutefois, les multiples activités biologiques du PACAP, tant au niveau central que périphérique,
pourraient éventuellement provoquer des effets indésirables limitant ainsi son utilisation. En
effet, l'injection iv de PACAP38 a des volontaires sains augmente de fagon significative le
rythme cardiaque (Birk et al., 2007) suite a I’induction d’une vasodilatation périphérique (Dorner
et al., 1998; Warren et al., 1992). 1l a également été démontré que le PACAP38 diminue la
pression partielle de dioxyde de carbone a la fin de l'expiration chez des sujets en bonne santé
(Birk et al., 2007), en causant une augmentation de la ventilation (Ishizuka et al., 1992; Runcie
et al., 1995). Des effets marqués sur la peau du visage et de la poitrine ont été observés chez les
volontaires aprés l'injection iv de PACAP (Birk et al., 2007). Enfin, le PACAP38 provoque des
maux de téte chez des volontaires sains de méme que chez des patients atteints de migraines
(Schytz et al., 2009). Ces effets indésirables, observés par exemple suite & une injection iv de
PACAP, empécheraient vraisemblablement son utilisation. Une des approches pour éviter ses

effets serait le développement d’analogues ciblant préférentiellement les récepteurs impliqués
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dans les actions anti-apoptotiques et anti-inflammatoires. Notamment, plusieurs études ont
démontré que les effets indésirables du PACAP, tels que la tachycardie, 'hypotension et
I'hyperventilation, sont principalement induits par l'activation des récepteurs VPAC2 (Fizanne et
al., 2004; Kellogg et al., 2010; Linden et al., 2003). En considérant que l'activation des
récepteurs PAC1 et VPACI est principalement responsable des effets anti-apoptotiques et anti-
inflammatoires du PACAP, le développement de dérivés ciblant a la fois les récepteurs PACI et

VPACI devient donc un objectif prioritaire

A cet égard, j'ai entrepris au cours de ma thése I'analyse pharmacologique de plusieurs analogues
du PACAP modifié au niveau des résidus de son extrémité N-terminale (Doan et al., 2011b). Le
segment N-terminal a été ciblé pour introduire des modifications conformationnelles et
chimiques puisqu’il joue un rdle clé dans l'activité et la sélectivité du peptide envers les
récepteurs (Bourgault et al., 2011). Cette étude nous a ainsi permis d'identifier deux agonistes,
i.e. [Hyp’]- et [Ala’JPACAP27, capables de lier et d'activer efficacement les récepteurs PACI et
VPACI (comparable au peptide natif). De plus, ce n’est qu’a des concentrations de l'ordre du
micromolaire que ces analogues se lient au récepteur VPAC2 et qu’ils parviennent a I’activer trés
faiblement (Doan et al., 2011b). L'évaluation de leur potentiel neuroprotecteur a démontré que
ces dérivés sont capables de protéger les cellules dopaminergiques SH-SYSY contre la toxicité
du MPP", et ceci tant dans des expériences réalisées en pré- ou en cotraitement. En effet, le
prétraitement des cellules SH-SY5Y avec les analogues sélectifs PACI/VPACI induit une
protection comparable a celle obtenue avec le PACAP27 ou le PACAP38 (Doan et al., 2011b).
De méme, les expériences de cotraitement ont également démontré I'efficacité des dérivés a
protéger de maniére significative les cellules SH-SY5Y contre l'apoptose induite par le MPP”,
De plus, ces résultats sont confirmés par I'analyse de fragmentation d'ADN et de condensation de
la chromatine (Doan et al., 2011b). 1l est important de noter que les cellules SH-SYSY expriment
de maniére constitutive les récepteurs PAC1 et VPAC2 (Lutz et al., 2006). L'effet
neuroprotecteur n'ayant pas été observé avec le VIP (agoniste VPAC2), ou aprés un traitement
avec le PACAP(6-38) (antagoniste PAC1), ces résultats indiquent que les deux analogues
sélectifs PAC1/VPAC1 protégent les neurones dopaminergiques de l'apoptose et/ou de
l'autophagie par le biais de 'activation du récepteur PAC1. Les expériences de prétraitement sont

souvent choisies dans des modéles in vitro de maladies neurodégénératives car elles évitent la

125



concurrence entre la progression de l'insulte et I'effet neuroprotecteur des molécules testées.
Cependant, d'un point de vue thérapeutique, des expériences de co- et de post-traitement sont
plus pertinentes car elles sont davantage liées a I'état pathologique. Il est important de rappeler
que les premiers symptomes de la maladie de Parkinson apparaissent généralement
lorsqu’environ 80% des neurones dopaminergiques sont morts (Dauer et al., 2003). De méme,
dans la maladie d'Alzheimer, cette derniére ne peut étre diagnostiquée que lorsque 5% a 10% des
cellules neuronales sont mortes et plus de 80% d’entre elles présentent une nette réduction de
leurs neurites. Ceci produit une perte de connections entre les neurones et conséquemment, un
dysfonctionnement cognitif (van de Nes et al., 2008; Yang et al.,, 2003). C'est 4 ce moment-1a,
lorsque le premier diagnostic est posé, qu'une thérapie médicamenteuse est prescrite. Ainsi, avec
comme objectif le développement de dérivés du PACAP a potentiel thérapeutique, il est
extrémement utile d'observer un effet neuroprotecteur de ces analogues PAC1/VPACI-sélectifs
dans des expériences en cotraitement. Ces résultats suggerent que ces analogues PAC1/VPACI

pourraient étre en mesure de ralentir voire arréter la progression de la maladie.

Comme indiqué précédemment, les deux isoformes naturelles du PACAP possédent la capacité
d'entrer dans le SNC (Banks et al., 1993; Dogrukol-Ak et al., 2004). 11 est ainsi fort probable que
les modifications introduites au niveau du domaine N-terminal, responsable de l'activation des
récepteurs (Ser® par Hyp” ou Thr’ par Ala’), ne changent pas les propriétés physicochimiques des
peptides, ces derniers conservant ainsi leur capacité a traverser la BHE. Enfin, il faut noter que le
PACAP27 est plus stable dans la circulation sanguine que le PACAP38 (Bourgault et al., 2008a).
Donc, l'effet neuroprotecteur des analogues sélectifs aux récepteurs PACI1/VPACI, ie.
[Hyp’]JPACAP27 et [Ala’]PACAP27, corrélé & leur stabilité plasmatique et leur probable
capacité a traverser la BHE, confirme leur potentiel pour le traitement de diverses maladies
neurodégénératives ou l'apoptose et l'inflammation sont impliquées. Néanmoins, pour prouver
Iutilité possible de nos analogues, des études plus approfondies dans des systémes plus
complexes et plus semblables aux conditions physiologiques ou pathologiques sont nécessaires.
Par exemple, un systéme intégrant l'interaction des neurones avec des cellules microgliales
activées serait avantageux pour évaluer l'effet de ces analogues sur la réponse inflammatoire.
Enfin, un modéle in vivo sera également essentiel pour évaluer le potentiel thérapeutique des

analogues peptidiques dans le traitement d'atteintes neurologiques.
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Cette étude nous a permis de mettre en évidence des éléments structuraux importants pour
l'activation et la sélectivité des récepteurs du PACAP. Ainsi, le segment N-terminal du PACAP
(His'-Gly"), qui est essentiel pour I'activité biologique, affiche une géométrie désordonnée quand
le PACAP est en solution (Inooka et al., 1992; Wray et al., 1993) ou lié a des micelles de DPC
(Bourgault et al., 2009b). Cependant, les études réalisées dans le cours de ce travail suggérent
que l'extrémité N-terminale du PACAP adopte, lors de la liaison avec ses récepteurs, une
conformation bioactive particuliere semblable a un coude Asx-Pro, une structure étroitement liée
a un coude B (Bourgault et al., 2009b; Doan et al., 2011b). Cette conformation est caractérisée
par la présence de deux liaisons hydrogénes, l'une entre le carbonyle C=0 de His' et le proton
amide de Gly“, comme observée dans les structures en coude B, et I’autre, entre I'atome d'azote &

du résidu His', i.e. position 3 du cycle imidazole, et le proton amide du résidu Asp3 (Figure 18).
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Figure 18: Représentation schématique du coude Asx-Pro présent dans I'extrémité N-terminale
du PACAP

En effet, le remplacement du proton amide de Gly* par un groupement méthyle, i.e.
[Sar*]JPACAP27 et [Sar*]PACAP38, entraine une perte significative de I'activité biologique du
peptide. Nos résultats ont par ailleurs démontré que l'analogue [Sar*]PACAP38 est un
antagoniste non sélectif puissant des récepteurs PACI, VPACI et VPAC2 (résultats non publiés)
(Tableaux 9-11). La suppression par N-méthylation de la liaison hydrogéne entre 1'atome d'azote
8 du résidu His' et le proton amide du résidu Asp’, ie. [His(3-Me)'JPACAP27 et [N-Me-
Asp’JPACAP27, génére des agonistes 100 fois moins puissants que le peptide natif. En revanche,

I'incorporation d'un groupe méthyle en position 1 du noyau imidazole de His' n'affecte pas la
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puissance du PACAP (Bourgault et al., 2009b). De plus, en ligne directe avec ces observations,
la substitution de Ser” du PACAP27 ou du PACAP38 par Pro, un acide aminé induisant un
coude, a conduit a l'identification d'un agoniste puissant pour les récepteurs PAC1 et VPACT (les
résultats du profil pharmacologique du [Pro’]PACAP38 n'ont pas encore été publiés). Par contre,
I'inversion de chiralité de Pro’ dans cet analogue ([D—ProZ]PACAP38) produit un antagoniste des
récepteurs PAC1, VPACI et VPAC2 (Tableaux 9-11). La substitution des résidus Ser® et Gly*
du PACAP27, respectivement par D-Pro et Sar, i.e. [D-Pro’]PACAP27 et [Sar']PACAP27,
produit également des antagonistes des récepteurs PAC1, VPACI et VPAC2, mais avec de
faibles affinités de liaison (résultats non publiés). Ces résultats suggerent que l'incorporation du
résidu Pro a la position 2 induit des contraintes conformationelles spécifiques semblables a celles
de la conformation bioactive du PACAP. Des études par RMN ont ainsi révélé la présence dans
[Pro’]JPACAP27 d'une structure bien définie semblable a la structure du type coude Asx-Pro
(Bourgault ez al., 2009b) (Figure 19). D’ailleurs, une étude a démontré la capacité du tripeptide
His-Pro-X a adopter une structure compacte et bien définie qui ressemble a un coude Asx-Pro
(Blank et al., 2000). Cette observation, complémentaire a nos résultats de structure-activité,
supporte l'existence d'une structure spécifique dans le domaine N-terminal du PACAP quand ce
dernier est en contact avec son récepteur. Toutefois, la substitution de Ser’ par D-Pro provoque
des restrictions structurales qui ne sont pas compatibles avec 'activation du récepteur. Il est donc
possible que cette limitation provenant du D-Pro empéche le résidu His' d'entrer efficacement en
contact avec son site d’interaction. Cette hypothése est supportée par l'importance de His' pour

l'activité du peptide (Bourgault et al., 2009b; Hou et al., 1994; Robberecht et al., 1992a).

Tableau 9: Affinité de liaison

Masse moléculaire Affinité
Analogues (Da) (PICsp)
(observée)  (caiculée) PACI1 VPACI VPAC2
PACAP38 4534.5 4535.3 8.21+0.08 8.17 £ 0.09 7.76 £ 0.15
[Proz]PACAP38 4544.7 4544.3 8.06+0.14 7.76 £ 0.11 6.69 + 0.09
[D-Pro’]PACAP38 4545.1 45443 7.13+0.11 6.54 £ 0.09 6.33+0.13
[Sar*]PACAP38 4549.3 4550.6 7.30+0.16 5.80+0.13 6.05+0.08
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Tableau 10: Activité agoniste (mobilisation calcique)

PACI1 VPACI VPAC2
Analogues :
PECsp Enmax (%0) pECso Epax (%) pECso Epmax (%)
PACAP38 834009 100043 7.81+£0.08 101.2+3.4 7.59+0.07 10L.7+1.7
[Pro’]PACAP38 7.79+£0.06 965+ 1.8 725+0.07 101.7+2.6 6.42+0.14 74652
[D-Proz]PACAP38 <5 74.4 * inactif inactif
[Sar*]PACAP38 <5 55.7* inactif inactif

* Réponse maximale obtenuc a concentration de 107 M.

Tableau 11: Activité antagoniste (mobilisation calcique)

Analogues pICso

PACI1 VPACI VPAC2
[D-Pro’]PACAP38  7.00 % 0.14 6.01+0.12 6.36+0.08
[Sar']PACAP38 6.57+0.11 6.01+0.13 6.30+ 0.09

La sélectivité des analogues [Pro’]- et [Hyp’]JPACAP27 envers les récepteurs PACI/VPACI
suggére l'existence d'une structure bioactive essentiellement spécifique pour la reconnaissance
des récepteurs PAC1 et VPACI. Ces analogues, ie. [Pro’]JPACAP27 et [Hyp’]JPACAP27,
produisent seulement une faible activation du récepteur VPAC2 dans un test de mobilisation de
calcium intracellulaire ((Hyp?]JPACAP27, Eqax = 23 * 5% et [Pro’]JPACAP27, Epax = 87 £ 7% &
10° M). Ces observations pourraient s'avérer utiles pour le développement de dérivés
peptidiques de petite taille agissant sur le systtme PACAPergique et utiles pour le traitement des
maladies neurodégénératives. Par ailleurs, la similarité de séquence existant entre le PACAP et
les autres membres de la superfamille sécrétine/glucagon/GHRH (Tableau 3) suggére que ce
coude Asx-Pro ne serait pas seulement crucial pour I'activation des récepteurs PACI et VPACI,
mais pourrait également étre nécessaire pour la liaison et l'activation des autres RCPGs de la

classe B.

129



PACAP27 [Pro?]PACAP27 [D-Pro?)PACAP27

Figure 19 : Superposition des conformations de plus basse énergie des résidus 2 et 3 de
PACAP27, [Pro’]JPACAP27 et [D-Pro’]PACAP27. Tiré de Bourgault et al., 2009b.

La présence d'une structure secondaire spécifique pour le PACAP a été initialement suggérée en
comparant les structures primaires du PACAP et du VIP. Ainsi, une différence structurale
majeure existe entre ces deux peptides au niveau des domaines 4-13 et 24-28. Il est établi que le
VIP ne se lie pas efficacement au PACI et des études de type structure-activité ont par ailleurs
démontré que le segment 24-28 n'est pas impliqué dans la sélectivité du PACAP envers le PACI
(Onoue et al., 2001; Schafer et al., 1999). En effet, 'analogue [Asn24, Ser?, 1le%, A51128]
PACAP38 présente un profil pharmacologique similaire a celui observé pour la molécule-mére
(Schafer et al., 1999). Par contre, les analogues [Ala*]PACAP27, [Val’]JPACAP27 et [Ala*,
Val’JPACAP27 affichent une diminution importante de I'activité biologique pour le récepteur
PAC]1 (Schafer ef al., 1999) tandis que le dérivé [Gly®, 1le’, Ser’]VIP s’avére capable de se lier a
PACI et de I'activer (Onoue et al, 2001). De plus, le fragment [Gly', 11e’]VIP(1-10),
contrairement au VIP, présente une structure tridimensionnelle similaire au PACAP(1-10)
(Onoue et al., 1999). Des études de spectroscopie RMN ont ainsi démontré I’existence d’une
structure apériodique (épingle ) stable au niveau de ’extrémité N-terminale (résidus 3 a 7)
lorsque le neuropeptide est li€ au récepteur PACI (Inooka et al., 2001). Cette structure unique est
constituée de deux coudes B successifs, un de type II’ regroupant les résidus Asp®, Gly*, Ile’ et
Phe® et I'autre de type I qui s’étend de Gly* a Thr’. Cependant, notre étude démontre que la
stabilisation de ces structures par l'incorporation de mimétiques de coude B abolit complétement

la capacité du PACAP a se lier et a activer ses récepteurs (Doan et al., 2011b). De plus, le
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remplacement de Gly4 avec le résidu 2-aminoisobutyrique (Aib), un promoteur d'hélice et de
coude B, n'a pas causé une perte dramatique de l'affinité¢ de liaison et de l'activité pour les
récepteurs du PACAP. En accord avec une hypothése de notre équipe (Bourgault et al., 2009b),
nous avons suggéré que cette structure unique observée par Inooka et ses collégues pouvait étre
le résultat d'un changement de conformation qui se produit & I'étape de liaison et qui est
étroitement lié a l'intégrité de I'hélice a, une structure cruciale pour l'arrimage initial du PACAP
au récepteur PACI. Cette structure hélicoidale commencerait au niveau du résidu lle’ du PACAP
et participerait a la stabilisation de la conformation bioactive du peptide lors de son contact avec
le récepteur. Par conséquent, selon notre hypothese, I'impossibilité du VIP a se lier et a activer
efficacement le récepteur PACI serait due, au moins en partie, & son incapacité a former une

structure de type coude B au niveau du domaine N-terminal.

Récemment, il a été suggéré que la structure du PACAP est stabilisée par des interactions
hydrophobes entre les chaines latérales de Phe® et de Tyr'’, et par la présence d'une liaison
hydrogéne entre la chaine latérale de Thr’ et le proton amide du résidu Tyr'" ou Ser'' (Neumann
et al., 2008). Au cours de notre étude, nous avons constaté que le remplacement du résidu Phe®
par les acides aminés Tyr, cyclohexylalanine (Cha), biphénylalanine (Bip) ou naphtylalanine
(Nal) ne modifie pas significativement les propriétés de liaison des analogues du PACAP, mais
module leur spécificité envers les différents récepteurs. En revanche, l'introduction d'une alanine
a la place de Phe® abolit la liaison du PACAP 4 ses récepteurs. Ces résultats suggérent que
I'encombrement stérique en position 6, jumelé a I'hydrophobicité, sont plus essentiels que
l'aromaticité pour la reconnaissance des récepteurs. L'interaction hydrophobe entre les chaines
latérales des résidus Phe® et Tyr' semble donc importante pour stabiliser I'hélice o de ce
domaine. 1l faut aussi noter que l'analogue [Ala’JPACAP27 se comporte comme un agoniste
PAC1/VPACI-sélectif. Ce résultat suggére la participation active du groupement hydroxyle de
Thr’, probablement par le biais d'une liaison hydrogéne, au mécanisme de reconnaissance avec le
récepteur VPAC2. Dans I’hypothése ou il y a présence d’un pont hydrogéne, il n’est pas encore
établi s’il est de nature intra- ou intermoléculaire. Il est probable qu'une telle liaison hydrogene
existe également avec le VIP car le résidu Thr’ de ce peptide est aussi un élément clé pour la
reconnaissance du récepteur VPAC2 (Hoare, 2005). En accord avec des études précédentes

(Neumann et al., 2008; Nicole ef al., 2000), nous avons alors suggéré qu'un motif N-capping de
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type IA pouvait étre nécessaire pour la reconnaissance du récepteur VPAC2, si le pont H est
intramoléculaire. Des caractérisations pharmacologiques et structuralles plus approfondies seront

nécessaires pour clarifier ce postulat.

Comme mesuré avec le test de mobilisation calcique intracellulaire, les analogues [Hyp’]
PACAP27 et [Ala7]PACAP27 produisent a 10° M une faible activation des récepteurs VPAC2
([Hyp’]JPACAP27, Epmux = 23 % 5%; [Ala’JPACAP27, Enx = 41 + 5%). Cette premiére
génération d'analogues PAC1/VPACI1-sélectifs, caractérisée par une faible liaison et activation
de VPAC2, pourrait malgré tout causer des effets non désirés. Cependant, il est a noter que le
PACAP présente des effets neuroprotecteurs puissants, 4 des concentrations de I’ordre du
femtomolaire contre la toxicité induite par la protéine d'enveloppe gp120 du VIH (Brenneman et
al., 2002), les lipopolysaccharides (Kong et al., 1999; Yang et al., 2006) ou encore le prion
(Onoue et al., 2002b). De plus, dans plusieurs modeéles d'ischémie cérébrale, les concentrations
actives de PACAP sont également a I’échelle du picomolaire (Ohtaki et al., 2008; Tamas et al.,
2002). En conséquence, l'utilisation d’analogues tels [Hypz]PACAP27 et [Ala’]JPACAP27
pourrait étre une stratégie prometteuse pour le traitement de maladies neurodégénératives
puisqu’ils sont efficaces a faibles concentrations, ce qui réduit voire élimine les risques d’effets

secondaires produits par l'activation du récepteur VPAC2.

5.2. Pharmacologie intracrine du PACAP

A T'heure actuelle, le mécanisme moléculaire impliqué dans l'effet neuroprotecteur in vitro ou in
vivo du PACAP a de faibles concentrations, n’est pas encore complétement élucidé. Dans un
modele de coculture de neurones et de cellules gliales, il semble que l'effet neuroprotecteur
induit par le PACAP38, a des concentrations subpicomolaires, soit régulé par l'activation des
MAPK ainsi que par la protéine kinase AMPc-dépendante et/ou par l'expression de ' ADNP (Li
et al., 2005). Un autre mécanisme pouvant expliquer ces activités a trés faible concentration est
basé sur une action intracrine postulée pour le PACAP (Li et al., 2004). Le terme intracrine,
proposé par le groupe de Richard N. Re dans les années 1980, décrit des hormones et des
facteurs de croissance pouvant agir sur des sites intracellulaires, soit aprés leur internalisation,
soit aprés leur librération dans I'environnement intracellulaire (Re et al., 1984; Re, 1989). Les
facteurs intracrines agissent généralement sur des cibles situés a proximité du noyau, des

nucléoles, des mitochondries, des composantes du cytosquelette, ou d’autres composantes
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intracellulaires. En effet, nombre de récepteurs d’'hormones ou de cytokines ont été trouvés au
noyau (Booz et al., 1992; Gobeil et al., 2006; Gwathmey et al., 2010; Planque, 2006). De plus, la
présence des protéines G hétérotrimériques dans le Golgi, le réticulum endoplasmique et le
noyau, ainsi que la démonstration de l'activation d'ERK et des MAP kinases p38 par des
récepteurs nucléaires couplés aux protéines G, supportent le concept que la signalisation
intracellulaire classique est également présente a la membrane nucléaire (Boivin et al., 2008;
Gobeil et al., 2006). A cet égard, la présence de récepteurs intracellulaires pour le VIP et le
PACAP, comme observé dans les cellules germinales testiculaires (Li et al., 2004), les tumeurs
mammaires (Valdehita et al., 2010) ou encore les cellules d'adénocarcinome du c6lon (Omary et
al., 1987), a soulevé la possibilité de I'existence d'un systéme intracrine pour le PACAP. Dans la
continuité de ces travaux, nous avons ainsi démontré que cette distribution nucléaire/
périnucléaire des récepteurs du PACAP était également retrouvée dans la rate, et la glande
surrénale, mais pas dans le rein (Figure 20), suggérant ainsi l'importance de ce systéme

intracrine dans les processus physiologiques associés au PACAP.
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Figure 20: Identification des sites de liaison du PACAP dans les préparations nucléaires de
tissus isolés du rat. (A) La pureté de chaque préparation nucléaire isolée a été évaluée par
immunobuvardage de type Western, en utilisant des anticorps anti-Nup62, anti-cavéoline 3 et
anti-cytochrome C. MC: fraction membranaire isolée a partir du cerveau de rat; NC: fraction
nucléaire isolée a partir du cerveau de rat; NT: fraction nucléaire isolée a partir du testicule de
rat; NRa: fraction nucléaire isolée a partir de la rate de rat; NS: fraction nucléaire isolée a partir
de la glande surrénale de rat; NRe: fraction nucléaire isolée a partir du rein de rat. La fraction
membranaire du cerveau (NC) et les protéines totales isolées a partir du cerveau (CT) ont été
utilisées comme témoins. (B) des complexes photomarqués caractérisé par autoradiographie dans
des fractions nucléaires isolées a partir de différents tissus de rat et a partir des cellules

transfectées CHO-PACI1 (PACl).

Etant donné que le PACAP stimule la mobilisation calcique et l'initiation de la transcription dans
les noyaux de tissus du testicule isolés chez le rat, ces récepteurs apparaissent donc fonctionnels
et sont éventuellement impliqués dans la régulation des geénes. En effet, la plupart des voies de
signalisation associées aux RCPGs membranaires ont également été trouvés dans le noyau
(Tadevosyan et al., 2012). En fait, lors de la liaison de ligands, les récepteurs subissent un
changement de conformation qui permet le recrutement de multiples complexes de coactivateurs.
Certaines de ces protéines sont des facteurs de remodelage de la chromatine ou elles possédent
une activité acétylase d'histones, tandis que d'autres peuvent interagir directement avec les
machineries de la transcription. Cela inclut de nombreuses protéines G comme les trois formes
principales de la protéine a et les complexes By (Boivin ef al., 2005; Gobeil et al., 2002; Zhang
et al., 2001). En outre, les effets des récepteurs nucléaires sont généralement associés avec le
recrutement de corégulateurs (Aranda et al., 2001; Meier, 1997), y compris 'AC (Yamamoto et
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al., 1998b), la PLA,, la PLCP, et la PLCS$, (Freyberg et al., 2001), ainsi que plusieurs ions tels
que le Ca®*, le K* et le CI" (Tadevosyan et al., 2012). De plus, des messagers secondaires
associés a des voies de signalisation, y compris 'AMPc, le Ca* (Sastri et al., 2005; Boivin et al.,
2006), I'IP3 et le DAG, sont également présents au niveau du noyau ou générés dans des noyaux
isolés (Boivin ef al., 2006; Kumar et al., 2008; Sastri et al., 2005). Par exemple, la capacité a
stimuler la libération de calcium nucléaire, et par conséquent I'expression des genes, a déja été
démontrée pour les récepteurs nucléaires de l'endothéline, de I'angiotensine, de méme que pour
les récepteurs B-adrénergiques (Boivin ef al., 2003; Tadevosyan et al., 2010; Tadevosyan et al.,
2012; Vaniotis et al.,, 2010). De plus, il a été démontré que l'augmentation du Ca® au
nucléoplasme module I'activité de plusieurs facteurs de transcription et de plusieurs kinases tels
que la CREB binding protein (CBP) (Chawla et al., 1998), le E twenty-six (ETS)-like
transcription factor 1 (Elk-1) (Pusl et al., 2002), le transcription enhancer factor (TEAF)
(Thompson et al., 2003), le dowstream regulatory element antagonist modulator (DREAM), la
PKC, la Src-like kinase et la MAPK/ERK kinase (Gomes et al., 2006). Ces derniéres régulent un
large éventail d'activités cellulaires. Ces résultats suggérent ainsi que ces récepteurs
intracellulaires joueraient un réle majeur et complémentaire dans les activités biologiques
associées au neuropeptide PACAP. En accord avec cette idée, Li et ses collégues ont observé la
stimulation par le PACAP de la MAPK et de ERK dans des fractions cytosoliques produites a
partir de cellules germinales testiculaires (Li et al., 2004). Le role spécifique d'un tel systéme
intracellulaire n'a pas encore été étudié mais celui-ci pourrait étre impliqué dans des effets
biologiques tels ceux reliés au phénomeéne de neuroprotection du PACAP (Bourgault et al,
2009b; Ko et al., 1999; Li et al., 2005). Par ailleurs, la stimulation de ces récepteurs nucléaires
pourrait activer des voies de signalisation différentes de celles associées classiquement au
systéme membranaire, comme démontré pour le systéme rénine-angiotensine (Cook et al., 2001),
le récepteur GPR30 des oestrogénes (Dennis et al., 2009) ou encore le récepteur métabotropique
5 du glutamate (Jong et al., 2009). Bien que des études plus approfondies soient nécessaires pour
clarifier ces hypothéses, un tel syst¢éme intracellulaire devrait désormais étre pris en compte pour

expliquer les actions physiologiques et physiopathologiques du PACAP.

Une question clé concernant la maniére dont ces récepteurs intracellulaires sont activés par leurs

ligands endogénes reste cependant en suspens. L'endocytose associée a l'internalisation du
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récepteur suite a son activation serait une voie possible de translocation du PACAP dans le
compartiment intracellulaire. Néanmoins, la capacité du PACAP, composé d'une hélice a
fortement basique, a se dissocier de son récepteur pour ensuite quitter les vésicules endocytiques,
est encore inconnue. Cependant, il a été démontré que la dissociation de '*I-PACAP27 lié & son
récepteur est lente et incomplete (Mao et al., 1998). Ainsi, la voie d'internalisation dépendante
du récepteur ne semble pas étre la route d'entrée majoritaire de ce neuropeptide. Au cours de
cette thése, nous avons démontré que les deux isoformes du PACAP sont capables de traverser la
membrane cellulaire par un mécanisme récepteur-indépendant (Doan et al., 2012a). L'étude que
nous avons menée a révélé que les deux isoformes du PACAP pénétrent efficacement dans le
compartiment interne de la cellule par translocation directe ainsi que par endocytose dépendante
de la clathrine et par macropinocytose. Aux concentrations physiologiques, le PACAP27 pénétre
rapidement dans les cellules par translocation directe, un mécanisme qui libére directement le
neuropeptide dans le cytosol. Le fait que les deux isoformes du PACAP, a une concentration
physiologique, soient capables de pénétrer dans les cellules par translocation directe suggére que
ces peptides peuvent étre disponibles pour interagir avec leurs cibles intracellulaires et que ce
processus pourrait conduire au contrdle d’événements cellulaires. Notre étude a €galement
prouvé qu'une fois a l'intérieur des cellules, le PACAP38 n'est pas entiérement dégradé par les
enzymes et qu'une quantité importante du peptide intact est également en mesure de ressortir des

cellules.

Outre la présence de récepteurs nucléaires et la capacité du PACAP a traverser la membrane
cellulaire de fagon bidirectionnelle, la pharmacologie intracrine de ce neuropeptide est également
supportée, au moins au niveau testiculaire, par sa pharmacologie autocrine-paracrine (Winters et
al., 2011). Le PACAP endogeéne, sécrété¢ dans l'environnement extracellulaire, pourrait entrer
dans les cellules par translocation directe ou endocytose afin d’activer ses récepteurs ou autres
cibles intracellulaires. D'autre part, le peptide dans le cytosol des cellules gonadotropes suite a sa
biosynthése, pourrait ainsi activer directement ses récepteurs intracellulaires. En effet, du
PACAP endogéne a été retrouvé dans I'environnement cytosolique des spermatides et ce peptide
est co-immunoprécipité avec son récepteur intracellulaire (Li et al, 2004). En outre, il fut
démontré que la transcription testicule-spécifique du géne du PACAP humain est associée a une

absence de peptide signal (Tominaga et al., 2010), ce qui entraine l'absence de secretion du
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PACAP. Finalement, avec sa capacité a passer a travers la membrane lipidique dans les deux
directions (entrée et sortie), il est fort possible que ce peptide puisse sortir des granules de
sécrétion avant que ces derniéres soient en état de fusion avec la membrane plasmique (Figure

21).
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Figure 21: Pharmacologie intracrine du PACAP. Le PACAP endogéne ou exogene présent dans
la matrice extracellulaire peut activer les récepteurs membranaires induisant la biosynthese de
PACAP dans le cytoplasme. Le PACAP dans la matrice extracellulaire peut également entrer

dans le cytoplasme par une internalisation dépendante ou non du récepteur. Le neuropeptide
intracellulaire active les récepteurs du cytosol ou du noyau et stimule la production de messagers
secondaires. Ce peptide peut également sortir du cytosol pour se diriger vers la matrice
extracellulaire afin d’agir de fagon similaire sur la méme cellule ou les autres cellules du systéme

physiologique.
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5.3. Développement de nouveaux transporteurs peptidiques basés sur la séquence du
PACAP

Dans la derniére partie de ce travail, nous nous sommes intéressés a la capacité du PACAP a
traverser efficacement la membrane cellulaire par un mécanisme indépendant de I'internalisation
du récepteur. Nous avons ainsi cherché a développer des analogues du PACAP pouvant étre
utilisés comme CPP pour le transport vers l'intérieur de la cellule de divers types d’agents. Ainsi,
nous avions observé que le complexe PACAP38-fluorescéine pénétre beaucoup plus facilement a
l'intérieur de la cellule que le TAT(48-60)-fluorescéine. Cette observation a ensuite été validée
par la capacité du PACAP biotinylé (PACAP27, et PACAP38,) a livrer efficacement une
molécule de streptavidine a l'intérieur de la cellule. Ces résultats permettent donc d’anticiper de
nouvelles applications thérapeutiques pour le PACAP ou ses dérivés. De plus, a cause de son
caractére endogéne, le PACAP devrait étre trés utile dans la conception d'un CPP dénué d’effets
secondaires indésirables, car il ne devrait pas induire de réponses immunitaires ou d'actions
toxiques. En accord avec cette hypothése, plusieurs dérivés de la calcitonine humaine, un autre
peptide de la superfamille VIP/Glucagon/Sécrétine, ont été utilisés comme CPP depuis quelques
années (Trehin et al., 2004b). Toutefois, leur faible capacité de pénétration (Trehin et al., 2004a)
a limité leur usage. Ainsi avec une efficacité de translocation élevée, le PACAP pourrait fournir

une alternative additionnelle et efficace pour remplacer les dérivés de hCT.

Toutefois, l'utilisation du PACAP sous sa forme native, comme transporteur peptidique, est
restreinte par ses activités biologiques. A ce titre, la conception de dérivés inactifs du PACAP
représente alors une bonne alternative. Dans ce travail, sur la base de nos études initiales, nous
avons ainsi développé deux formes inactives, i.e. PACAP(11-38) et [Arg' JPACAP(11-38), se
comportant comme des CPPs. Nos études ont par exemple révélé la capacité du dérivé
[Arg'"JPACAP(11-38) a livrer efficacement  I'intérieur de différentes lignées cellulaires (CHO-
K1, HEK293 et HelLa) des cargaisons variées tels qu’une petite molécule (fluorescéine), des
peptides non pénétrants (Id1/3-PA7), une protéine de haut poids moléculaire (Strep) ou encore
des polynucléotides (ADN et ribozyme). L'efficacité de translocation de ce peptide semble étre
comparable a celle du TAT dans des conditions similaires, démontrant ainsi le fort potentiel de

ce nouveau CPP pour la livraison non invasive de divers composés.

138



L'efficacité de tels transporteurs est principalement lie a leur capacité a libérer leur cargaison
dans 'environnement intracellulaire, sans étre encapsulés et ensuite dégradés dans les vésicules
endosomales ou lysosomales. Notre étude démontre que la translocation directe, qui permet
I’acheminement du transporteur peptidique et de sa cargaison dans le cytosol, est clairement
impliquée dans le mécanisme d'entrée du dérivé fluorescent de [Arg'’]JPACAP(11-38). Nos
études mécanistiques ont également suggéré qu'aprés l'internalisation, [Arg'’JPACAP(11-38)
serait libéré de l'endosome ou du macropinosome directement dans le cytosol. Bien que le
mécanisme d'entrée des complexes CPP-cargaison soit dépendant du type de cargaison, I'absence
de distribution ponctuée dans des cellules exposées a des complexes peptide- ou protéine-CPP
nous ameéne a supposer la présence des cargaisons dans l'environnement cytoplasmique (Figure
22). Ainsi, l'efficacité du dérivé [Arg”]PACAP(l 1-38) a livrer une cargaison a l'intérieur de la
cellule et & la rendre disponible a été mis en évidence par la transfection avec succés de la
protéine fluorescence verte (GFP) dans des cellules CHO-K1. Il appert qu’une fois internalisé
dans la cellule par translocation directe et/ou endocytose, le complexe est déstabilisé afin de
libérer ' ADN dans le cytosol. L'efficacité intrinséque du [Arg”]PACAP(l 1-38) comme agent de
transfection s’est avérée comparable a celle de la Lipofectamine 2000 tout en étant dépourvu de
toxicité pour les cellules. En résumé, ces résultats suggérent que le composé [Arg''JPACAP(11-
38) ou d'autres dérivés avec des caractéristiques similaires voire améliorées auraient de
nombreuses applications dans la livraison in vitro ou in vivo de composés pharmaceutiques ou

biotechnologiques d'intérét.

La nature endogéne de ce neuropeptide peut présenter un avantage treés important en vue de la
conception d'analogues inactifs afin de les utiliser comme CPP. En effet, I'injection répétée de
PACAP ne devrait pas engendrer une réponse immunologique puisque ce peptide de méme que
ses métabolites ne sont pas reconnus par le systtme immunitaire. Ce n’est pas le cas avec les
CPPs d'origine virale ou de synthése qui peuvent provoquer une réponse immune et des effets
toxiques. Il a notamment été démontré que l'administration chez la souris de pénétratine ou de
TAT(48-60) produit une réduction significative de I'expression des ARNm de la MAP kinase
p38 (Moschos et al, 2007). De plus, via des interactions avec les récepteurs Toll-like, la
pénétratine affecte le systtme immunitaire inné (Low et al.,, 2007b). De méme, les CPPs

synthétiques congus sur la base de propriétés physicochimiques et/ou conformationnelles, sans
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canevas de source naturelle, pourraient activer des réponses immunitaires et/ou interagir avec des
cibles indésirables (Kuo et al., 2009). L'utilisation du PACAP et de dérivés inactifs comme
systéme de transport pourrait par conséquent réduire sinon éliminer les limitations déja connus

des CPPs et ouvrir ainsi de nouvelles perspectives dans le domaine biomédical.

PACAP3S,-Strep |Arg! 7 PACAP1-38),
Strep

FL-{Arg! | PACAP{1-38) FL-1d1:3-PA7
[Cys", Arg!"|PACAP(11-38)

Figure 22: Distribution intracellulaire des complexes peptide-cargaison. (A) et (B) Distribution
subcellulaire des complexes du PACAP38 et de [Arg'/JPACAP(11-38) biotinylés formés par
liaison avec la protéine streptavidine conjuguée a I’ Alexa Fluor® 568. (C) et (D) présentent la
distribution homogéne du peptide fluorescent FL-[Arg' JPACAP(11-38) et FL-1d1/3-[Cys’,
Arg”]PACAP(l 1-38) dans les compartiments intracellulaires.

En effet, le développement de CPPs avec des activités biologiques intrinséques offre
présentement une nouvelle stratégie pour la modulation d'événements intracellulaires (Divita,
2010; Jones et al., 2010). L’objectif de cette stratégie est de toucher en paralléle plusieurs cibles
complémentaires. Cette approche se base sur la thérapie combinatoire qui est présentement une

des méthodes les plus efficaces pour prévenir ou traiter des maladies humaines comme le cancer,
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le paludisme, la tuberculose, ainsi que les maladies cardiovasculaires. Par définition, le PACAP
est déja un CPP bioactif, car il peut moduler I'expression des genes par le biais de l'activation des
récepteurs membranaires/cytosoliques/nucléaires (Doan ef al, 2012a). En fait, avec ses
propriétés anti-apoptotiques et anti-inflammatoires via 'activation des récepteurs membranaires
et sa capacité a traverser la barriére hémato-encéphalique, le PACAP est actuellement un
candidat prometteur pour ralentir, stopper ou méme modifier sans danger I’évolution de maladies
neurologiques (Bourgault ¢t al., 2009a; Doan et al., 2011a). De plus, bien que le role spécifique
des sites de liaison intracellulaires du PACAP n'ait pas encore €té décrit, ce systéme retouvé au
sein de la cellule pourrait vraisemblablement favoriser I’apparition d’effets biologiques
bénéfiques associés au neuropeptide (Doan et al., 2012a). En conséquence, le couplage du
PACAP avec d'autres composés bioactifs ayant une cible intracellulaire pourrait produire des
dérivés agissant en synergie sur un méme site ou des sites complémentaires. Nous aurions alors
des médicaments multifonctionnels pour le traitement de maladies spécifiques. Par exemple,
nous pouvons imaginer un complexe CPP-cargaison composé de trois domaines fonctionnels, i.e.
un transporteur bioactif (PACAP38), un inhibiteur de la kinase c-Jun N-terminal (JNKI) et un
lien moléculaire clivable par une caspase. Or, lorsqu’internalisé dans la cellule, ce complexe
serait clivé par une caspase entrainant ainsi la libération du PACAP bioactif et d’un inhibiteur de
JNKI. Ainsi, ces deux molécules libérées dans le milieu intracellulaire agiraient en parall¢le en
inhibant deux voies dictinctes du processus d'apoptose. Nous avons déja constaté que JNKI-1
seul peut pénétrer dans les cellules, mais avec une trés faible efficacité (Figure 23). Par contre,
le couplage de ce peptide au PACAP améliore de fagon spectaculaire sa pénétration dans des
cellules modéles. L'évaluation de I'effet biologique de ce complexe multifonctionnel est
présentement en cours dans un modeéle in vivo d'ischémie cérébrale, dans le laboratoire de notre

collaborateur le Dr David Vaudry de I’Université de Rouen.
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Figure 23: (A) Distribution dans des cellules CHO-K 1 vivantes non transfectées du PACAP (28-
38), du JNKI-1, du PACAP38 et du INKI-1 - PACAP38 conjugués a la fluorescéine (au moyen
du FITC). Les noyaux ont été colorés avec DRAQSTM. (B) Efficacité de transduction dans des
cellules CHO-K|1 de peptides conjugués a la fluorescéine. Les cellules ont été incubées pendant

1h avec des peptides fluorescents (10°° M) avant I'analyse par FACS.

Un autre exemple de l'effet bénéfique possible des CPPs basés sur le PACAP est la livraison du
SOFA-HDV-ribozyme, un ribozyme qui reconnait des régions conservées d'ARNm des virus
influenza A (Motard et al., 2011). Dans ce modéle, le ribozyme clive catalytiquement les cibles
correspondantes d'ARNm viral tandis que PACAP inhibe 1'apoptose cellulaire et I'inflammation,
deux processus majeurs qui sont associés a une infection grippale. Bien que des expériences
supplémentaires soient nécessaires pour vérifier notre hypothése, nous pensons que ce concept
serait bénéfique pour le traitement de certaines maladies. Néanmoins, le développement de tout
nouveau CPP exigera une évaluation approfondie afin de déterminer si le bénéfice attendu par
l'ajout d'un vecteur peptidique ne sera pas réduit par les problémes créés par le transporteur.
L'utilisation d'un CPP bioactif sera bénéfique dans le cas ou l'activité biologique du vecteur
peptidique est additive ou complémentaire a l'activité de la cargaison pour une cible donnée. Par

exemple, en utilisant comme CPP une forme bioactive du PACAP, nous anticipons des résultats
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trés positifs lors de la livraison de molécules ciblant des maladies associées aux processus

apoptotiques ou inflammatoires.
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Chapitre 6 : Conclusion

Dans le cadre de cette thése, nous avons tout d'abord cherché a développer des dérivés présentant
a la fois une sélectivité pour les récepteurs PAC1 et VAPCI, pour le traitement de maladies
neurodégénératives. Ainsi, nos études de type structure-activité nous ont permis d'identifier deux
dérivés sélectifs pour PAC1/VPACI, i.e. [Hyp?]JPACAP27 et [Ala’]JPACAP27, qui peuvent
simultanément inhiber le processus d'apoptose (via le récepteur PACI1) et moduler la réponse
inflammatoire (via le récepteur VPACI1), deux phénomeénes observés dans les maladies
neurodégénératives. Dans un modéle in vitro de la maladie de Parkinson, ces deux composés
sont capables de protéger effectivement les neurones dopaminergiques contre la toxicit¢ du
MPP” et ce, dans des expériences de pré- et cotraitements. Ces résultats nous fournissent donc
une base pour le développement de nouveaux peptides dérivés du PACAP pour le traitement
éventuel de maladies neurodégénératives. De plus, le travail réalisé au cours de cette thése a
également fourni des informations moléculaires supplémentaires nous permettant d'améliorer nos
connaissances actuelles sur ce neuropeptide. Nos résultats montrent par exemple des différences
importantes au niveau des pharmacophores définissant la conformation biologiquement active du
domaine N-terminal du PACAP suite a son interaction avec le récepteur PACI1 ou les récepteurs
VPACI et VPAC2. Nos données démontrent entre autres l'importance des résidus His', Asp® et
Phe® pour l'affinité de liaison et l'activité biologique envers les récepteurs du PACAP. Nous
avons €galement montré que le segment N-terminal du PACAP (His' a Gly*) adopte, lors de la
liaison avec les récepteurs, une conformation bioactive particuliére semblable a une structure de
type coude Asx-Pro. De méme, la présence d'un motif connu sous le nom de N-capping, qui
participerait notamment au mécanisme de reconnaissance, de sélectivité et d’activation du
récepteur, a été décrite. Plus important encore, nos résultats ont permis de supporter I’hypothése
que le motif N-capping de type IA joue un role important dans I’activation du récepteur VPAC2.
Bien que des études supplémentaires soient nécessaires pour valider nos postulats, ces
observations nous fournissent des indications importantes sur la conformation bioactive du
domaine N-terminal. Cette information sera trés utile dans le développement des prochaines

générations d'analogues du PACAP affichant un profil pharmacologique amélioré.
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Bien qu'il soit clairement établi que le PACAP est capable d'agir comme un facteur de régulation
paracrine et autocrine, cette étude vient complémenter nos connaissances sur la pharmacologie
intracrine de ce peptide, en démontrant notamment sa propension a traverser la membrane
plasmique afin d'activer des cibles intracellulaires, de méme que sa capacité a quitter le cytosol
sans avoir été dégradé par des enzymes intracellulaires. Nous sommes ainsi les premiers a avoir
décrit I’aptitude des deux isoformes du PACAP a traverser la membrane cellulaire par un
mécanisme indépendant d’un récepteur. De plus, nous avons démontré que le PACAP conjugué
a une sonde fluorescente, soit la fluorescéine, pénétre efficacement dans le compartiment interne
de la cellule par translocation directe, endocytose dépendante de la clathrine et macropinocytose.
En particulier, nos résultats suggérent que ce peptide peut étre disponible pour interagir avec des
cibles intracellulaires et que ce processus le rendrait actif dans le contréle d’événements observés
au sein de la cellule. Notre étude a également révélé que le PACAP, une fois a l'intérieur des
cellules, n'est pas entiérement dégradé par des enzymes et qu'une quantité relativement
importante du peptide intact est en mesure d’en ressortir. Des analyses par HPLC et
spectrométrie de masse ont révélé la présence du PACAP38 et de 13 fractions peptidiques
différentes incluant le PACAP27 dans le milieu extracellulaire des cellules traitées auparavant
avec du PACAP38. Nous avons aussi constaté que le PACAP stimule la mobilisation du Ca*
nucléaire et induit l'initiation de la transcription dans des noyaux isolés de tissus testiculaires de
rat. Ces observations soulévent la possibilité que le PACAP soit capable de déclencher un cycle
d'actions intracrines conduisant a des effets puissants, de longue durée et ce, a de trés faibles
concentrations. Ces constatations renforcent davantage notre postulat a savoir que le PACAP et
des analogues sélectifs présentent un potentiel thérapeutique évident. Enfin, bien que le(s) role(s)
physiologique(s) des sites de liaison intracellulaires du PACAP reste(nt) a étre étudié(s) en
profondeur, nos résultats évoquent que ces RCPGs pourraient étre associés a des activités
biologiques spécifiques qui devraient étre prises en compte lors du développement de

médicaments pour le traitement de pathologies associées au systéme PACAPergique.

Notre travail a aussi démontré que le PACAP peut étre considéré comme un CPP endogéne, qui
peut servir pour la livraison de molécules bioactives. Nous avons ainsi observé que le PACAP
biotinylé est capable de transporter efficacement la streptavidine (Strep) a l'intérieur de la cellule

et ce, sans manifester d'effets toxiques. Plus intéressant encore, cette aptitude du PACAP38 a
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livrer des cargaisons, telles la fluorescéine et la streptavidine, s’avére beaucoup plus développée
que celle du TAT, le CPP le plus étudié et le plus utilisé a ce jour. Ce résultat démontre
clairement ’efficacité de ce peptide comme systéme de transport de composés et ouvre par le fait
méme de nouvelles perspectives dans le domaine de la livraison de médicaments. Ainsi,
l'utilisation du PACAP comme CPP, de par sa nature endogéne, pourrait éviter certains effets
indésirables associés avec des CPPs synthétiques ou dérivés de virus, comme une réponse
immunitaire ou une toxicité cellulaire. De plus, les activités biologiques intrinséques de ce CPP
pourraient également favoriser le développement d’une nouvelle stratégie innovante pour la

modulation d'événements intracellulaires.

Enfin, nous avons également développé des dérivés inactifs du PACAP, i.e. PACAP(11-38) et
[Arg'"JPACAP(11-38), possédant des propriétés physicochimiques et des capacités de
pénétration cellulaire trés similaires a celles de la molécule-mére. Ainsi, notre étude a démontré
que la translocation directe et I'endocytose sont impliquées dans le mécanisme d'entrée du
[Arg'"JPACAP(11-38). Ce dernier a ensuite été utilisé dans la livraison intracellulaire de
diverses cargaisons telles qu'une petite molécule (fluorescéine), un peptide incapable de pénétrer
les cellules (Id1/3-PA7), une protéine de poids moléculaire élevé (streptavidine) et des
polynucléotides (ADN et ribozyme). Il est utile de souligner que son efficacité en tant qu'agent
de transfection est comparable a celle de la Lipofectamine 2000, tout en n’étant pas toxique pour
les cellules, une propriété que n’a pas la Lipofectamine. Cette étude a par conséquent non
seulement dévoilé un nouvel aspect d'utilisation du PACAP et de ses dérivés pour une
application thérapeutique, mais aussi contribué a l'identification de nouveaux membres de la
famille des CPPs. Comme tel, des analogues inactifs du PACAP devraient s’avérer d'excellents

vecteurs pour des usages in vitro et in vivo.

L’ensemble de nos résultats démontre le potentiel exceptionnel du PACAP comme agent
thérapeutique multifonctionnel pour ralentir, stopper et peut-étre méme renverser la progression
de pathologies dégénératives, et également comme outil pharmacologique ou biotechnologique
pour le transport de molécules utiles pour réguler/moduler des processus intracellulaires

spécifiques.
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Chapitre 7 : Perspectives

Ayant de nombreux avantages que plusieurs petites molécules et les protéines n'ont pas, les
peptides sont particulierement attrayants pour le développement de médicaments pour le
traitement de diverses maladies. Malheureusement, ils ont aussi les défauts de leurs qualités et
notamment parce qu’ils sont formés d’une chaine d’acides aminés, ils sont soumis & une
dégradation relativement rapide et présentent une faible biodisponibilité. Pour ces raisons,
certains polypeptides, pourtant initialement identifiés comme des candidats trés prometteurs
comme médicaments, n’ont pu trouver d’applications thérapeutiques. Ainsi, a cause de leur
nature peptidique, les deux analogues PAC1/VPACI1-sélectifs que nous avons identifiés risquent
d’étre rapidement dégradés par des enzymes présentes dans le plasma sanguin. Cette faible
biodisponibilité pourrait ainsi réduire |’efficacité de ces composés. Pour contrecarrer cette
difficulté, des modifications chimiques ou la conjugaison & des macromolécules telles que le
polyéthyléneglycol, des lipides, des glucides ou des protéines peuvent étre utilisées afin
d’augmenter la biodisponibilité du peptide. En effet, l'introduction de modifications chimiques
aux sites potentiels de clivage enzymatique confére souvent une résistance enzymatique a un
peptide. Parmi les modifications couramment utilisées, on retrouve I'acétylation de l'extrémité N-
terminale, I'amidation de I'extrémité C-terminale, la N-alkylation, la cyclisation, la modification
de la chaine latérale de résidus, le changement de chiralité et le remplacement du lien peptidique
par une liaison isostérique (Adessi et al., 2002). Récemment, dans notre laboratoire, deux
analogues métaboliquement stables, i.e. N-acétyl-[Ala'’, Ala®’]JPACAP38-propylamide et N-
acétyl-PACAP27-propylamide ont été développés (Bourgault e al., 2008a). Ces deux puissants
agonistes présentent une demi-vie prolongée dans le plasma et un effet neuroprotecteur
significatif dans un modele in vivo d'ischémie cérébrale (Bourgault et al., 2008a; Dejda et al.,
2011b). L'application de telles modifications aux analogues PAC1/VPACI-sélectifs pourrait
éventuellement nous fournir des analogues sélectifs et stables. D'autres approches, telles que la
PEGylation, la lipidisation, la glycosylation ou encore la fusion a une protéine au niveau C- ou
N-terminal ou sur la chaine latérale d’un résidu, pourraient aussi étre utilisées pour augmenter la
stabilité¢ de nos peptides PAC1/VPACI-sélectifs, tout en conservant ou méme améliorant leurs

profils pharmacologiques. Il est nécessaire de noter que le site de modification et la nature de la
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modification joueront un réle crucial sur la pharmacocinétique et le profil pharmacologique. Le
choix des modifications est donc trés important pour le développement de la deuxiéme
génération d'analogues stables du PACAP ayant une forte spécificité envers les récepteurs PACI

et VPACI.

De plus, la barriere hémato-encéphalique et le liquide céphalo-rachidien sont responsables de la
capacité ou non d’un médicament & atteindre le systéme nerveux central (Abbott et al., 1996).
Ces systémes spécialisés, qui contrdlent la concentration et l'entrée des solutés dans le cerveau,
agissent comme des barriéres rendant difficile la livraison de molécules au niveau du SNC. Les
deux isoformes du PACAP, i.e. PACAP27 et PACAP38, peuvent traverser la BHE par diffusion
(PACAP27) ou via un transporteur spécifique (PACAP38). Nos dérivés étant modifiés au niveau
de résidus N-terminaux non chargés, il est fort probable que ces deux composés PAC1/VPACI-
sélectifs puissent également atteindre le SNC. Toutefois, I'amélioration du transport de ces
analogues du PACAP a travers la BHE peut aussi étre considérée, ce qui faciliterait encore
davantage l'application thérapeutique de ce neuropeptide anti-apoptotique et anti-inflammatoire.
A cet égard, plusieurs approches, qui ont été utilisées pour améliorer la livraison spécifique et
I'entrée dans le cerveau de divers peptides a potentiel pharmaceutique, pourraient étre aussi
utilisées pour le PACAP et ses dérivés (Bourgault et al, 2009a). Ainsi, la conjugaison du
PACAP ou de ses analogues avec un vecteur spécifique tel le brain homing peptide ou un
anticorps monoclonal, serait une bonne alternative. Par exemple, la conjugaison du VIP avec un
anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur de la transferrine présent au niveau de la BHE
augmente la concentration du peptide au cerveau (Patenaude et al., 2005; Wu et al., 1996).
L'application de ce concept au PACAP et ses dérivés serait ainsi envisageable pour améliorer
leur caractére thérapeutique. Par ailleurs, l'utilisation de petits vecteurs colloidaux tels que les
liposomes et les nanoparticules serait aussi une autre voie prometteuse pour la distribution
sélective de dérivés du PACAP. De méme, le développement d'une formulation intranasale,
comme décrit pour d'autres ligands de la famille B des RCPGs, i.e. la GHRH, la sécrétine
(Ohwaki et al., 1987), le GLP-1 (Banks et al., 2004), la calcitonine (Chen et al., 2009; Kurose et
al., 1987) et le VIP (Gozes et al., 1999), pourrait également améliorer la livraison spécifique du

PACAP au cerveau.
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Nos études de type structure-activité ont montré que le segment His'-Gly* adopte, afin d'activer
les récepteurs PAC1 et VPACI, une conformation bioactive semblable a celle observée dans un
coude Asx-Pro. Afin de caractériser les déterminants moléculaires et la conformation bioactive
précise pour l'activation des récepteurs du PACAP, diverses modifications chimiques pourraient
étre introduites dans la molécule. Par exemple, le résidu histidine pourrait étre remplacé par une
asparagine, une glutamine ou une 2-pyrrolylalanine pour renforcer la liaison hydrogéne entre le
résidu a la position i et le proton amide de la position i+3 (Dorr et al., 2012; Vasudev et al.,
2012). De plus, afin d’évaluer la participation de la liaison hydrogéne entre le C=0 de His' et le
proton du NH de Gly*, nous pouvons envisager la stabilisation du motif Asx-Pro, soit par
I’introduction du tripeptide His-Pro-Aib (Blank ef al., 2000) via l'introduction d'un Aib, soit par
le couplage d’un résidu (a-Me)Asp a la position Asp®. Nous croyons que les analogues [Pro?,
Aib’]-, [Pro’, (a-Me)Asp’]-, [Hyp?, Aib’]-, [Hyp’, (¢-Me)Asp’]PACAP permettront d’élucider
I’impact de la présence d'un coude de type Asx-Pro au niveau du domaine N-terminal. En ajout a
cette approche, l'incorporation de mimétiques du coude Asx-Pro, tels que des pyrrolyles (Ko ef
al., 2011) ou des tripeptides a structure contrainte (Pinsker et al., 2011) devrait complémenter
I’information structurale et faciliter I'identification d'analogues sélectifs. Ensuite, une stratégie
semblable a celle appliquée pour le GLP-1 (Haque et al., 2010; Mapelli et al., 2009) ou pour les
agonistes sélectifs du récepteur VPAC2 (Bokvist et al., 2011) pourrait favoriser la génération de
super analogues du PACAP, plus puissants, stables, a structure moléculaire réduite et sélectifs.
En effet, la stratégie choisie sera d’introduire au niveau N-terminal (résidus 1-5) du peptide des
mimétiques ayant une bonne sélectivité envers les récepteurs PAC1 et VPACI, tandis que le
segment C-terminal sera tronqué et I'hélice a sera stabilisée par I’ajout dans la chaine peptidique
de dérivés de la phénylalanine, tels que u-Me-Phe ou Bip, (Haque et al., 2010; Mapelli et al.,
2009).

Au cours de notre étude, nous avons clairement observé la présence de récepteurs nucléaires du
PACAP dans les noyaux isolés de tissus de rat tels ceux du cerveau, des testicules, de la rate et
de la glande surrénale. De plus, ces récepteurs sont fonctionnels et probablement impliqués dans
le controle d'événements cellulaires. Ce systéme intracellulaire pourrait donc jouer un réle précis
dans des activités biologiques associées au systéme PACAPergique en participant a la régulation

lobale des voies de signalisation intracellulaire. Ainsi, l'activation des récepteurs nucléaires
g g
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pourrait stimuler des voies de signalisation différentes de celles associées au systéme
membranaire. Pour clarifier et distinguer les fonctions physiologiques de chaque systéme
(membranaire et intracellulaire), des études plus approfondies seront nécessaires. Ainsi, il sera
essentiel de procéder a I’identification des protéines G couplées et des messagers secondaires tels
que I’AMPc, le Ca®* ou le phosphoinositol, d’établir I’identité des génes activés et d’analyser les
voies de phosphorylation de protéines qui sont associées a l'activation des récepteurs
intracellulaires du PACAP. De plus, le développement d'agonistes et d’antagonistes qui
pourraient reconnaitre sélectivement les récepteurs membranaires et nucléaires serait fort utile
pour distinguer les effets biologiques in vitro ou in vivo liés 4 chaque systéme. A cet égard, des
analogues actifs mais incapables de pénétrer la cellule pourraient étre une bonne stratégie pour
étudier des effets biologiques provenant des récepteurs membranaires. Pour ce faire,
l'introduction d'une séquence contenant la fonctionnalité acide sur la chaine latérale d'un résidu
du domaine C-terminal pourrait bloquer I'entrée du peptide au cytosol (Jiang et al., 2004), tout en
gardant son activité biologique. A I’opposé, l'utilisation d'analogues dits « cagés », porteurs d’un
« masque moléculaire » clivable au niveau du domaine N-terminal du peptide, ce qui les rend
temporairement invisibles pour les récepteurs, et ayant la capacité d'entrer dans la cellule, serait
également avantageux pour étudier le systéme intracellulaire puisqu’ils sont en mesure de libérer
la forme active au cytosol apreés le clivage du masque. Par exemple, I'incorporation d'un groupe
photoclivable tels le 4,5-diméthoxynitrobenzyle (ODMNB) (Bourgault et al., 2007), I’ester de 3-
(4,5-diméthoxy-2-nitrophényl)-2-butyle (DMNPB) (Petersen et al., 2008), le coumarinyle, le
méthylphénol (Pelliccioli et al., 2002) et le p-hydroxyphénacyle (Givens et al., 2000), sur la
chaine latérale d'Asp® qui est cruciale pour l'affinité et l'activité du peptide, produirait
vraisemblablement des dérivés inactifs, gardant néanmoins la capacité d'entrer dans la cellule et

produisant la molécule-mére apres irradiation & une longueur d’onde appropriée.

Un obstacle majeur au relargage des médicaments par des CPPs est la dégradation métabolique
rapide des peptides lorsque ces derniers sont en contact avec des enzymes de la circulation
sanguine ou des barriéres épithéliales ou endothéliales. Par exemple, Koppelhus et ses collegues
ont suggéré que la faible pénétration cellulaire de certains CPPs pourrait étre expliquée par la
dégradation rapide de ces derniers par des enzymes membranaires (Koppelhus et al., 2002). De

fagon similaire, la faible efficacité de la hCT pour le transport in vivo des médicaments est
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possiblement reliée a sa faible stabilité plasmatique (Rennert et al., 2006). La présence d'acides
aminés de configuration absolue L, de méme que de sites de reconnaissance enzymatique,
présente un danger pour les dérivés PACAP(11-38) et [Arg'"JPACAP(11-38) lorsqu’ils sont dans
la circulation sanguine. Des modifications chimiques seront donc utiles pour développer des
analogues stables de ces nouveaux CPPs. Le remplacement des acides aminés L par des résidus
de configuration D est une voie a explorer afin d’empécher la dégradation enzymatique du
peptide. En effet, il a été démontré que des CPPs formés exclusivement d’acides aminés D sont
trés stables dans le plasma. Toutefois, puisque ces CPPs « tout D » sont difficiles & dégrader et
par conséquent a éliminer, I'accumulation de ceux-ci pourrait étre la source d’effets indésirables
(Foerg et al., 2008). Dans les circonstances, des modifications chimiques au niveau des régions
de reconnaissance enzymatique, semblent étre ’approche a privilégier pour ralentir la vitesse de
dégradation métabolique, comme démontré pour I'hCT(9-32) (Rennert et al., 2006). En effet, le
remplacement des résidus 12 et 16 par une N-méthylphénylalanine ou une D-phénylalanine
augmente la résistance protéolytique du hCT(9-32) dans le plasma sanguin humain. L'application
de cette stratégie au PACAP et ses dérivés pourrait produire de meilleurs CPPs. Les autres
méthodes, telles que la PEGylation, la lipidisation, la glycosylation, ou encore une modification

chimique sur la chaine latérale des résidus spécifiques, sont aussi des avenues prometteuses.

Ces analogues, i.e. PACAP(11-38) et [Arg”]PACAP(ll-BS), sont peut-étre moins intéressants
pour I'industrie pharmaceutique par rapport aux autres CPPs, car ils contiennent 28 acides
aminés dans leur séquence. Le développement d’un analogue inactif et plus court du PACAP est
donc souhaitable (mais pas nécessairement obligatoire) pour produire un CPP idéal pour des
applications thérapeutiques. Un tel développement s’inscrit d’ailleurs dans une démarche plus
globale qui meénera & une meilleure compréhension des déterminants moléculaires régissant les
propriétés pénétrantes du peptide a travers la membrane cellulaire. De plus, le travail va aussi
conduire & une meilleure conception de la maniére dont les propriétés physicochimiques des
composés peptidiques sont responsables de la translocation intracellulaire. La spécificité des
CPPs envers des cellules ou des tissus représente une autre limitation des CPPs dérivés du
neuropeptide PACAP. Cette restriction est également un probléme commun dans le domaine du
transport de composés bioactifs au moyen de CPPs. Ainsi, la mise au point d'analogues du

PACAP ayant une spécificité élevée envers des cellules ou des tissus, et conservant la capacité
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de traverser de maniére efficiente la membrane cellulaire, serait extrémement utile en recherche
biomédicale. Le couplage de cell-targeting peptides, qui ne possédent pas la capacité d’entrer
dans la cellule mais peuvent relarguer des molécules bioactives & proximité des sites désirés,
pourrait augmenter leur spécificité. En effet, plusieurs approches, telles que I’expression
phagique (phage display) ou la synthése combinatoire, ont permis de générer des cell-targeting
peptides ayant une affinité pour des marqueurs spécifiques des tissus (Laakkonen et al., 2010;
Sugahara et al., 2010; Svensen et al., 2012; Vives et al., 2008). En particulier, deux cell-
targeting peptides sont présentement évalués cliniquement, i.e. NGR (ciblant I’aminopeptidase
CD13) et le cyclo[ Arg-Gly-Asp-D-Phe-(NMe)Val] (Ilengitide, ciblant les intégrines a.,f; et a,fs)
(Svensen et al., 2012). Ce type d'approche pourrait donc étre utile avec des dérivés du PACAP
(Martin et al., 2010). Enfin, pour éviter l'absorption non spécifique d’un CPP béti sur un canevas
PACAP, le peptide pourrait étre masqué en utilisant des contre-ions comme, par exemple, des
polysulfonamides (Sethuraman et al., 2007; Sethuraman et al., 2006) et des oligoglutamates
(Jiang et al., 2004). Ainsi, a pH 7,4, les polysulfonamides sont chargés négativement, empéchant
théoriquement l'entrée d’un complexe PACAP-biomolécule. Par contre, dans un environnement
acide tel que celui d’une tumeur, le sulfonamide perdrait sa charge et se détacherait, ce qui
exposerait le complexe aux interactions avec les cellules tumorales. Enfin, l'utilisation de liens
moléculaires fonctionnalisés (linkers), sensibles au pH ou & une enzyme spécifique, pourrait

également améliorer la spécificité des complexes CPP-biomolécule.
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