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Résumé

Un accroissement du nombre de maladies neurodégénératives est observé depuis
plusieurs années. On estime aujourd’hui que 55 000 Canadiens ont regu un diagnostic de la
maladie de Parkinson (MP). A ce jour, malgré les nombreux efforts investis dans la recherche,
seuls des traitements palliatifs existent pour cette neuropathologie. Au cours de la derniére
décennie, le pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) est apparu comme un
agent thérapeutique potentiel puisqu’il posséde des actions neuroprotectrices dans divers
modeles cellulaires et animaux de maladies neurodégénératives telles que la MP. Ce peptide,
qui est capable de traverser la barriere hématoencéphalique, existe sous deux isoformes de 27
et 38 acides aminés et se lie a trois récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), i.e. PACA1,
VPAC1 et VPAC2.

Les effets neuroprotecteurs du PACAP sont principalement associés a l'activation du
récepteur PAC1. Cependant, son utilisation thérapeutique ne peut étre envisagée, en partie, en
raison des effets secondaires liés a l'activation des récepteurs VPAC1 et VPAC2. Le
couple PACAP/PAC1 apparait alors comme une cible prometteuse pour le traitement de la MP.
Afin de développer un traitement basé sur I'utilisation du PACAP ou un de ses dérivés, il sera
important de prendre en considération les risques possibles associés a leur administration
prolongée. En effet, dans le cadre du traitement chronique d'une maladie neurodégénérative, la
désensibilisation du systeme PACAPergique pourrait étre observée. Ce phénoméne est
généralement associé a la phosphorylation du récepteur et a un recrutement des B-arrestines.

Notre premier objectif a été d’évaluer la capacité d’une librairie d’analogues du PACAP a
activer certaines voies de signalisation associées a l'activation de PAC1 incluant Gog et Gas,
ainsi qu’a mobiliser les B-arrestines 1 et 2. Nous avons entre autres démontré que le segment
C-terminal 28-38 et que les résidus Ser?, Phe®, Thr’ et Tyr?? sont des éléments importants de la
liaison aux récepteurs et de I'effet neuroprotecteur du peptide. En particulier, les analogues du
PACAP38 sont de meilleurs ligands neuroprotecteurs et ils activent mieux les B-arrestines que
leurs pairs de 27 acides aminés. Ces données aideront a la conception de composés biaisés
sélectifs pour PAC1, incapables d’'activer les B-arrestines.

Devant la difficulté a développer des analogues sélectifs pour PAC1, nous avons
cherché une maniére innovante de résoudre ce probléme. La transmission du signal au niveau
intracellulaire est directement associée a des changements structuraux opérés au niveau des
boucles intracellulaires d'un RCPG. De plus, il a récemment été montré que des peptides
dérivés de ces boucles, appelés pepducines, pouvaient a eux seuls initier diverses cascades de
signalisation suite a une reconnaissance spécifique de ce RCPG au niveau intracellulaire. Dans
un deuxiéme volet de ce projet de doctorat, nous avons démontré la capacité de pepducines
dérivées de PAC1 a activer spécifiquement ce récepteur et a induire une neuroprotection
significative dans des modéles in vitro et in vivo de la MP.

Mots clés : PACAP, PAC1, Parkinson, pepducines, RCPG, modulateur allostérique, agonistes
biaisés
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The number of medical cases of neurodegenerative diseases has increased dramatically
during the last decades. Nowadays, it is estimated that 55 000 Canadians have received a
Parkinson’s disease diagnosis (PD). Despite many research efforts, only palliative treatments
exist for this neuropathology. Nevertheless, over the last decade, the pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide (PACAP) appeared as a potential therapeutic agent because it induces
anti-apoptotic actions in several cellular and animal models of neurodegenerative diseases like
PD. This peptide, which is capable to cross the blood-brain barrier, exists in two isoforms of 27
and 38 amino acids that bind three G protein-coupled receptors (GPCRs), i.e. PAC1, VPAC1
and VPAC2.

PACAP’s neuroprotective effects are mostly associated with the activation of the PAC1
receptor. However, its clinical use cannot be considered because of its side effects produced by
VPAC receptors activation. Nonetheless, the PACAP/PAC1 pair represents a promising avenue
for the development of therapeutic strategies to cure neurodegenerative disorders, or at least
slow down their evolution. Another major problem that might be encountered with chronic
treatments of neurodegenerative diseases is the desensitization of the related receptor system
following prolonged administration of a drug. This phenomenon is generally associated with
receptor phosphorylation and recruitment of 3-arrestins.

Our first objective was therefore to evaluate the ability of PACAP analogues to activate
signaling pathways associated with PAC1 activation, such as Gog, Gas, and B-arrestins. In
particular, we demonstrated that the PACAP C-terminal segment 28-38 and its Ser?, Phe®, Thr’
and Tyr?? residues are key components of PACAP receptors binding and neuroprotective action.
Indeed, PACAP38 analogues are better neuroprotective ligands and they appear more potent to
activate B-arrestins than their 27-amino acid counterparts. These data will help us to design
biased and selective compounds for PAC1 that are not able to activate p-arrestins.

In order to overcome the difficulty to discover PAC1-selective compounds, we looked for
an innovative way to solve this problem. Intracellular signaling is directly associated with
structural modifications in the intracellular loops of a given GPCR. Furthermore, it has been
recently shown that peptides derived from intracellular loops, called pepducins, can initiate by
themselves various signaling pathways following the intracellular recognition of its parent GPCR.
Thus, in a second part of this PhD project, we demonstrated the ability of PAC1-derived peptides
to specifically target PAC1 and induce significant neuroprotection in in vitro and in vivo PD
models.

Keyword: PACAP, PAC1, Parkinson, pepducin, intracellular modulator, biased agonist






L g=Y 0 L= o =T 1 1= o N m
RESUMIG..........ceeeeeeeeeeeeeeiiieeeiieeetttierteinsesteestessnssssssessssssssssssssnsssssssssssssnssssssnsssnssnssssssnsssssnnns v
1 o X 1 - T SN "4
Table deS MALi€res ........cccceeuueuiiiiiieenuniiiiinnenmuniisssnimssmssiissssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss Vi
L Ly (=0 (=X T 17 =X v
LIS (=N (=X I T o =T 17 ) S IX
CHAPITRE 1 : REVUE DE LA LITTERATURE .......ccuveeveivesvesresvesvessessssssssesssssessessessessesssssssssenes 1
1. Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGS) .......ccccccmrrrrirsiisssmmmmrrssnssssssnnsnseeenns 1
R P € 1= g 1= = 111 = SRR RPR 1
1.2, Signalisation des RCPGS .......cooiiiiiiiii e 4
1.2.1. Signalisation par 1es protéines G..........cccuiiiiiiie i 4
1.2.2. Phénoméne de désensibilisation : signalisation par les GRK et les B-arrestines...6
1.3. Dynamisme structural des RCPGS..........ccooiiiiiiiiiiiiiiiee e 9
1.4. Modulation allostérique des RCPGS...........cooooviiiiiiiiiiii 11
141, GENETAIILES .o e e e e e e e e e e e e e aaeaas 11
1.4.2. LeS PEPAUCINES ...cooiiiiiiiiieeeeeee e 13
1.4.3. Modulation allostérique des RCPGs de la classe B par les receptor activity-
MOAIfYING PrOLEINS ... 16
2. Le Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide et son systéeme..................... 17
2.0, GENEAIAIITES ..o e e e e e 17
2.2, StruCture du PACAP ... e 18
2.2.1. STrUCIUrE PHIMEITE ....eeiiiie ettt e e e e e e e e e reeeaaeeeas 18
2.2.2. Structure SECONAIIE ......ccoiiiiiiiiieee e e e e e e e e nreeeaaeeeas 20
2.3.  Déterminants moléculaires et conformationnels du PACAP pour I'activation du
=To1=T o) (=0T = O SRR 23
2.4,  Lesrécepteurs du PACAP....... e 26
2.4.1. Modéle d’activation des réCepteurs ...........oooeiiiiiii i 26
2.4.2. Dimérisation des récepteurs du PACAP ... 27
2.4.3. Les variants d’épissage du récepteur PACT ... 28
2.4.4. Signalisation du récepteur PAC1 : effet antiapoptotique ..........ccooeeeiiiiiiiiiiiiinnnn, 31
2.5. Distribution tissulaire du PACAP et de ses récepteurs.........cccooeeiieiiiiiiicccicccnnnns 34
2.6. Passage a travers la barriére hématoencéphalique ..........ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiies 35
2.7.  ACHVItES DIOIOGIQUES ..ot 36
2.7 1. Effet SUPIE SNC ... a e e 37
2.7.2. Organes PeripheriqQUES .........cooiiii i, 42
2.8.  Limite d’'utilisation du PACARP .......ooo oot 44
2.8.1. Stabilité plasmatiqQue ..., 44
2.8.2. EffetS SECONUAINES .....cooii i 45
3. Lamaladie de ParkiNSON ........... i ieeee e e e e e e e e e e e s e e e e e s e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeees 47
3.1, EDPIAEMIOIOGIE ...voveeeeeeececeeeeeee ettt ee et en et n et en e 47
3.2.  Description anatomophysiopathologique..........cccooeoiiieiiiiiiicc 49

\






3.3, Symptomes lI€S A 1a MP ......oooiiiiii s 50

3.4. Dégénérescence cellulaire durant 1a MP ..........cccooiiiiiiiiiiiiicic 51

3.4.1. Apoptose des neurones dopaminergiqUES .........ccceeeeeeeeieeeeeieeeieeeee e 51

3.4.2. Sress OXYAALif .....cooiiiie e 53

3.4.3. Neuroinflammation ..........c.ouiiiiiii e 55

3.4.4. EXCHOIOXICITE .. ...t e e e e e e 57

3.5.  Modéles expérimentaux de la MP ... 58

3.5.1. Agent neurotoXique : 18 MPTP ... 59

3.5.2. Le poisson-zébre comme modéle expérimental de la MP...........cccccooiiiiiiiinnnnnns 60

3.6.  Thérapies et limitations..........coooiiiiiii e 62

4. Mise en situation, hypothéses et objectifs de recherche...........ccccoerrriricciirreennnne. 66
CHAPITRE 2 : ARTICLE T ...uuuoeveveeeeiiiiiirveniisisiinssnnsssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 70
1. Résumé de l'article en frangais : ........cccoeviiiiicciiccrccrcc 71
2. Contribution de I'étudiant : ... ————— 72
CHAPITRE 3 : ARTICLE 2......ueeeeeiiirivvveniiiiinnnssssiiisssssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsns 113
1. Résumé de l'article en frangais : ........ccccciiriiiicccicrre s 114
2. Contribution de Pétudiant : ... 115
Chapitre 4 : DISCUSSION........uuuuuueciiiiiirveniiiiiiinsniniiissssessesisssssimsssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 155
1. Les analogues du PACAP ... s 158
1.1.  Spécificité PAC1 versus VPAC1 et VPAC2. ..., 158

1.2, PRarmacolOgi€. .........ueiiiiiiiiiiiie e 160

1.2.1. POSItION 2 1 MOEIf ASX-EUIM ... 162

1.2.2. MOLtIf N-CAPPING ..cooooeeeieeieeee 163

1.2.3. POSIHION 22t e e e e e e e e e e e e e e aae s 165

1.2.4. Effecteur responsable de I'effet neuroprotecteur du PACAP ...........cccccvvvieeennn. 165

2. Les pepducines du récepteur PAC ......... e eeceecreerreerr e ereee s essnenne 167
2.1.  Spécificité PAC1 versus VPACT et VPAC2.........ccuviiiieeeiieeeeeee e 167

2.2, PharmacolOgi€. .........uuiiiiiiiiiiiiiie e 169

N TR [ R/ 1 o PP 169

A | R /1Y o PRSPPI 172
CHAPITRE 5 : CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES.......ccuuuceovmmvvvueiiiinrrrvvssssissssssssssssssssnnns 177
J277 01 TeTo T =T o 1 L= N 184
WY gy Lo [0 Y ] 1= (- 218

Vil






L iste é 71&/’&5

Figure 1: Signalisation des protéines G par les récepteurs a 7 domaines

L0z T LT r =T 1] o T T T = 6
Figure 2 : Exemple de mécanisme de recrutement des [-arrestines.............ccccceveevveevveereeenn. 9
Figure 3 : Mécanisme d’action des agonistes biaisés (T. Kenakin et al., 2013................... 10

Figure 4 : Mécanisme d’action sélectif des modulateurs allostériques (T. Kenakin et al.,
1 K ) TS 12

Figure 5 : Mécanisme d’activation des RCPGs par les pepducines (Carr et al., 2016). ...... 15

Figure 6 : Représentation structurale du motif Asx-turn proposée au niveau du segment
N-terminal du PACAP (Doan et @l.; 2071). .....oeeeeeeceeecseee e s 21

Figure 7 : Représentation des motifs N-capping proposés pour le PACAP (Doan et al.,
1 ) TN 23

Figure 8 : Modeéle d’activation suggéré pour les récepteurs PACAPergiques suite a
I'interaction avec un ligand endogéne (Bourgault et al., 2009a, Fournier et al., 2016). ...... 27

Figure 9 : Représentation des voies de signalisation associées a I’effet antiapoptotique
du PACAP apreés activation du récepteur PAC1 (Destiny-Love Manecka et al., 2016). ....... 33

Figure 10 : Passage du PACAP a travers [a BHE..................omieieeieeiceeecceeeeccene e 36

Figure 11 : Schéma simplifié des circuits neuronaux des GB a I’état normal (a) et dans la
MP (D). (Maiti @t @l.; 20T7) .....ooeeeeeeeeeeeeeeeeete e emne s esss e s s s smnensssssnnn s s s ssnnnnessssnnnnssensnnnnsssnnnnssnn 50

Figure 12 : Mécanisme de dégénérescence des neurones dopaminergiques par le MPTP
(MAiti @ @l., 20T7). ..eeeeeeeeeeeeeesee s e ssse s s s e s s s e s s s s s ss s s ssses s s s s s s s s s ssssnssnnssnnsnnnnnn 60

Figure 13 : Structure primaire du PACAP avec identification des domaines responsables
de la reconnaissance, de [I’activation et de la sélectivité envers les récepteurs, et
modifications apportées dans la séquence des isoformes de 27 et 38 acides aminés. ...158

VI






L iste A 72%4«&

Tableau 1 : Liste des récepteurs de la classe B et de leurs ligands, avec leurs applications

cliniques potentielles. Adapté de Archbold et al., 2011 et Wootten et al., 2017. ................... 3
Tableau 2 : Séquences en acides aminés du PACAP38 humain et de celui d’autres
L=y o= o =N 18

Tableau 3: Séquence en acides aminés des membres de la superfamille des
NEUIrOPEPLIAES PACAP/VIP . .....eeeeeeeeeeeeeeeeeeeetee e tssesssttna s sssssssssssmnnn s s sssssssssssnnnnnesssssssssnnnnnnnnas 19

Tableau 4 : Variants d’épissage présentant des modifications dans les boucles
intracellulaires du récepteur PAC1 et les conséquences fonctionnelles de celles-ci chez
I’homme. Adapté de Blechman et al., 2013, Dickson et al., 2009 et Lutz et al., 2006........... 30

Tableau 5 : Effets physiologiques du PACAP sur les différents systémes de I'organisme.43

Tableau 6 : Séquence des boucles intracellulaires des récepteurs PAC1-null, VPAC1 et
L7 Y O 169






Abréviations

5-HT Sérotonine

6-OHDA 6-Hydroxydopamine

7TMR Récepteur a 7 domaines transmembranaires
B2-AR Récepteur f2-adrénergique

BARK Kinase du récepteur 3-adrénergique

AC Adénylyl cyclase

ACh Acétylcholine

Aib Acide aminoisobutyrique

AMPc Adénosine monophosphate cyclique

AP2 Protéine adaptatrice 2

APP Protéine précurseure de la B-amyloide
ARNmM Acide ribonucléique messager

ATP Adénosine triphosphate

Bad Bcl-2 associated death promoter

Bax Bcl-2 associated protein x

Bcl-2 B-cell lymphoma 2

BHE Barriere hématoencéphalique

BRET Bioluminescence resonance energy transfer
CCR5 Récepteur a C-C chimiokine de type 5

Cha L-cyclohexylalanine

COMT Catéchol-O-méthyltransférase

COX-2 Cyclo-oxygénase 2

CREB cAMP response element binding protein
CXCR1 Récepteur C-X-C chimiokine de type 1
CXCR2 Récepteur C-X-C chimiokine de type 2
CXCR4 Récepteur C-X-C chimiokine de type 4

DA Dopamine

DAG Diacylglycérol

DAT Transporteur de la dopamine

DC Dichroisme circulaire

DPC Dodécylphosphocholine

DPP-IV Dipeptidyl peptidase-IV

ECL Boucle extracellulaire

ERK Extracellular signal-reqgulated kinase

ERO Espéces réactives de 'oxygéne

Epac Exchange protein directly activated by cAMp
FRET Fluorescence resonance energy tranfer
FRP2 Formyl peptide receptor 2

FSH-R Récepteur de ’hormone folliculo-stimulante
GABA Acide gamma-aminobutyrique

GB Ganglions de la base

GDP Guanosine diphosphate

GFAP Protéine gliale fibrillaire acide

GP Globus pallidus

GPIIB Glycoprotéine Il B

GPe Globus pallidus externe

GRF Hormone de libération de 'hormone de croissance

X






GRK
GTP
Hyp
ICL
i.C.v.
i.V.
IL-18
IL6
IL12
IP3
JNK
j-p.f.
KO
L-DOPA
LH
LPS
LRRK2
LT

MA
MAO-A/B
MAPK
MC-4
MDMA
METH
MMP-3
MoA
MP
MPDP
MPP*
MPTP
NAM
NEP
NF-xB
mAChR
NMDA
NST
PAC1
PACAP
PAM
PAR1
PAR2
PAR4
PI3K
PINK1
PIP,
PKA
PKC
PLC
PTH
PTS-6

G protein-coupled receptor kinase
Guanosine triphosphate

Hydroxyproline

Boucle intracellulaire
Intracérébroventriculaire

Intraveineuse

Interleukine-1

Interleukine 6

Interleukine 12

Inositol-1,4,5-triphosphate

Kinase c-Jun N-terminale

Jours post fertilisation

Knock-out

Levodopa ou 3,4-dihydroxy-L-phénylalanine
Hormone lutéinisante

Lipopolysaccharide

Leucine-rich repeat kinase 2

Lymphocyte T

Maladie d’Alzheimer

Monoamine oxydase A ou B
Mitogen-activated protein kinase
Récepteur de la mélanocortine de type 4
3,4-Méthylénedioxy-N-méthylamphétamine
Méthamphétamine

Métalloprotéinase 3

Modulateur allostérique

Maladie de Parkinson
1-Méthyl-4-phényl-2,3-dihydropyridinium
1-Méthyl-4-phénylpyridinium
1-Méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine
Modulateur allostérique négatif
Endopeptidase neutre

Necrotic factor-xB

Récepteur muscarinique de I'acétylcholine
N-méthyl-D-aspartate

Noyau subthalamique

Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide receptor 1
Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide
Modulateur allostérique positif

Protease activated receptor 1

Protease activated receptor 2

Protease activated receptor 4
Phosphoinositide 3-kinase

PTEN-induced kinase 1
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
Protéine kinase A

Protéine kinase C

Phospholipase C

Hormone parathyroidienne

Peptide transport system 6

Xl






RAMP
RCPG
RE
RMN
RSA
S1P;
SAM
Sar
SLA
SN
SNC
SNCA
SNP
SNpc
STAT-1
TFE
TH
DTM
TNF-a
V2R
VIP
VPAC1

VPAC2

Receptor activity-modifying protein

Récepteur couplé aux protéines G

Réticulum endoplasmique

Résonance magnétique nucléaire

Relation structure-activité
Sphingosine-1-phosphate receptor 3

Modulateur allostérique silencieux

Sarcosine

Sclérose latérale amyotrophique

Substance noire

Systéme nerveux central

Geéne de l'a-synucléine

Systéme nerveux périphérique

Substance noire pars compacta

Signal transducer and activator of transcription 1
Trifluoroéthanol

Tyrosine hydroxylase

Domaine transmembranaire

Tumor necrotic factor «

Récepteur de la vasopressine de type 2

Peptide vasoactif intestinal

Vasoactive intestinal polypeptide/Pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide receptor 1

Vasoactive intestinal polypeptide/Pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide receptor 2

X1






Revue é‘ é éffe//%fzc/”&






CHAPITRE 1 : REVUE DE LA LITTERATURE

1. Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs)
1.1.Généralités

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs), aussi appelés récepteurs a 7 domaines
transmembranaires (7TMRs), sont la cible de plus de 40 % des médicaments sur le marché. lls
correspondent a une grande famille de protéines membranaires auxquelles peuvent se lier
diverses hormones ou transmetteurs, permettant ainsi I'activation de seconds messagers et la
mise en place de plusieurs cascades de signalisation intracellulaire. lls sont composés d’un
segment N-terminal, de 7 domaines transmembranaires (DTMs), de 3 boucles extracellulaires
(ECLs), de 3 boucles intracellulaires (ICLs) et d’'un domaine C-terminal. Ces récepteurs sont
classés en différentes catégories sur la base de leur séquence primaire et de leurs
caractéristiques biochimiques et structurales, ainsi que sur la nature de leur ligand endogéne.
Selon la classification de Gether, il existe 3 familles principales : la famille A (rhodopsin-like ou
famille 1), la famille B (secretin-like ou famille 2) et enfin la famille C (glutamate ou famille 3)
(Gether, 2000).

Dans le cadre de cette thése, nous nous sommes intéressés a des RCPGs de la classe B.
Cette classe comprend, en autres, les récepteurs de la sécrétine, du peptide vasoactif intestinal
(VIP), du pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP), du facteur de libération de
I’hormone de croissance (GRF), ou encore du glucagon. lls présentent une trés faible homologie
de séquence (moins de 10 %) avec les RCPGs des classes A et C (Laburthe et al., 1996,
Wootten et al., 2017). lls sont caractérisés par un motif structural commun, a savoir, un domaine
N-terminal extracellulaire relativement long composé de 100 a 160 acides aminés, dont 10 de
ces résidus sont hautement conservés (telles 6 cystéines), et de nombreux sites de
glycosylation (Laburthe et al., 2007). Ce domaine est avant tout crucial pour la reconnaissance
de leurs ligands endogénes qui se lient par un mécanisme en deux étapes. En effet, le ligand
s’attache d’abord au domaine N-terminal du récepteur a I'aide de son segment C-terminal. Par
ailleurs, il a été suggéré recemment que les domaines extracellulaires participeraient aussi au
processus de liaison du ligand (Cao et al., 2018). Par la suite, la molécule est transloquée dans
la poche de liaison située au niveau des domaines transmembranaires afin d’entrainer

I'activation des seconds messagers (Parthier et al., 2009).



Les RCPGs de la classe B lient essentiellement des peptides hormonaux. Ces derniers
contiennent au minimum 27 résidus et leurs structures primaires et secondaires sont
relativement homogénes : on retrouve donc des similarités dans leur séquence, et leur structure
secondaire est caractérisée par une forte propension a se replier en hélice a (Hoare, 2005). Bon
nombre des récepteurs de cette classe sont une cible pour le développement de diverses
thérapies (Tableau 1) contre par exemple le diabéte de type 2, I'obésité, les maladies
cardiovasculaires ou encore les troubles neurologiques. Malheureusement, il est trés difficile de
produire un médicament efficace de nature peptidique se liant a ces RCPGs (Archbold et al.,
2011, de Graaf et al., 2017). En effet, les peptides fixant les RCPGs de la classe B contiennent
des pharmacophores qui sont dispersés tout au long de sa structure primaire et ces derniers

sont donc difficiles @ mimer au moyen de molécules organiques de petite taille.



Tableau 1 : Liste des récepteurs de la classe B et de leurs ligands, avec leurs applications

cliniques potentielles. Adapté de Archbold et al., 2011 et de Wootten et al., 2017.

Récepteurs

Ligands

Etudes cliniques

Récepteur de la calcitonine

Calcitonine

Ostéoporose

Récepteur de 'amyline

Amyline, Calcitonine, Adrénomédulline
a-Calcitonine gene-related peptide (CGRP),
B-CGRP

Diabéte, obésité

Récepteur du CGRP

CGRP

Migraine

AM1 Adrénomédulline Maladies cardiovasculaires, cancer
AM2 Adrénomédulline Maladies cardiovasculaires
CRF Facteur de libération de la corticotropine, Anxiété, dépression, syndrome du cblon
! Urocortine 1, Sauvagine irritable, maladie de l'intestin irritable
Facteur de libération de la corticotropine,
CRF2 Urocortine 1, Urocortine 2, Urocortine 3, Arrét cardiaque, hypertension
Sauvagine
GHRH Facteur de Ilberqtlon de 'hormone de Lipodystrophie liée au VIH, nanisme
croissance
GLP-1 Glucagon like peptide-1 Diabéte, obésité
GLP-2 Glucagon like peptide-2 Syndrome de | mtestln’court, la maladie de
Crohn, ostéoporose
PAC1 Pituitary adenylate cyclase-activating Neurodégénérescence, nociception,
polypeptide (PACAP) homéostasie du glucose
PTHA1 Hormone parathyroidienne Ostéoporose, hypoparathyroidisme
PTH2 Peptide tubéroinfundibulaire (TIP39) Nociception
Récepteur de la sécrétine Sécrétine Autisme, sc’hlzophrenlez ulcéres
duodénaux, gastrite
VPAC1 PACAP, VIP Inflammation, neurodégénérescence
VPAC2 PACAP, VIP Inflammation, rythme circadien




1.2. Signalisation des RCPGs

L’interaction d’'un ligand avec son récepteur engendre l'activation de signaux intracellulaires.
lIs existent ainsi plusieurs types de protéines adaptatrices qui interagissent avec les RCPGs,

notamment les protéines G hétérotrimériques et les p-arrestines.

1.2.1. Signalisation par les protéines G

Les protéines GTPase (ou protéines G) sont constituées de 3 sous-unités, Ga, G et Gy, qui
forment un complexe stable au repos. L’activation du récepteur par son agoniste diminue
I'affinité de la sous-unité Ga pour la guanosine diphosphate (GDP) provoquant ainsi son
remplacement par une molécule de guanosine triphosphate (GTP). Ceci a pour effet d’entrainer
la dissociation du complexe de la protéine G (Ga d'une part et GBy d’autre part) provoquant

ainsi I'activation de divers seconds messagers qui conduiront a une réponse biologique.

La signalisation des protéines G est régie par 'activité GTPase intrinséque de Ga. Il existe
plusieurs types de sous-unités a, a savoir : Gas, Gag, Gain et Gaiz13. Le couplage des protéines
G au récepteur déclenche la stimulation de divers seconds messagers tels que la
phospholipase C (PLC), 'adénylyl cyclase (AC), ou encore les mitogen-activated protein kinases
(MAPKS). Les récepteurs de la classe B sont principalement couplés avec Gas (Wootten et al.,
2017), laquelle est responsable de la production d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc).
En effet, I'activation de I'AC, suite a la stimulation de Gas catalyse la transformation de 'ATP
(adénosine triphosphate) en AMPc qui, a son tour, induit I'activation d’autres protéines, comme
la protéine kinase A (PKA), une enzyme jouant un réle central dans la régulation du cycle
cellulaire par son action sur les MAPKs. Mise a part Gas, ces RCPGs peuvent également activer
a des degrés divers d’autres protéines G (Figure 1). Ainsi, il a été montré que le récepteur de la
sécrétine est effectivement couplé a Gas, mais qu’'en présence de fortes concentrations du
ligand endogeéne, il y a plutét un renversement du couplage en faveur de Ga, (Wootten et al.,
2017). 1l a également été supposé que les récepteurs VPAC1 et VPAC2 peuvent coupler la

protéine Ga; (Langer, 2012).

Chaque sous-unité a est responsable de linduction de seconds messagers qui lui sont
propres, certains pouvant méme avoir des actions opposées. A titre d’exemple, la sous-unité
Gas est responsable de la stimulation de 'AC tandis que la sous-unité Gai, provoque plutdt son

inhibition. L’activation de Gaq permet, quant a elle, la stimulation de la PLC. Cette derniére induit



la production d’inositol-1,4,5-triphosphates (IP3) lequel va interagir avec ses récepteurs situés a
la surface du réticulum endoplasmique (RE), afin de favoriser I'ouverture de canaux calciques et
donc une augmentation de la concentration du calcium intracytosolique (Marchant et al., 1997).
Lors de cette cascade, la lyse du phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) par la PLC
produit également du diacylglycérol (DAG) qui, comme le calcium, active la protéine kinase C
(PKC), laquelle stimule ensuite les MAPKs (Cargnello et al., 2011). Enfin, la protéine Gai213
permet I'activation des Rho kinases suite a la phosphorylation des Rho GTPases (Suzuki et al.,
2003). Pour ce qui est des sous-unités 3 et y, on sait qu’elles peuvent se lier et interagir avec
des canaux ioniques. Elles peuvent notamment stimuler certains effecteurs comme la PI3K
(phosphoinositide 3-kinase), la PLC, I'AC, les MAPKs ou encore les GRKs (G protein-coupled
receptor kinases) (Engelhardt et al., 2007, Khan et al., 2013) (Figure 1). Pour finir, il est
intéressant de noter dans le cadre du deuxiéme volet de ce doctorat qu’il a été démontré que les
ICLs des RCPGs de la classe B sont impliquées dans le couplage de I'une ou l'autre des
protéines G (Culhane et al., 2015). Par exemple, pour le récepteur PTH1, la région N-terminale
de ICL3 serait impliquée dans I'interaction avec Gas et Gag tandis que la région C-terminale de
ICL2, en particulier le segment -Glu-Lys-Lys-Tyr-, serait important seulement pour le couplage a
Gaq (Huang et al., 1996, lida-Klein et al., 1997).



Ligand

?rf—u
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Figure 1 : Signalisation des protéines G par les récepteurs a 7 domaines transmembranaires.

Une fois le ligand fixé au récepteur, le GDP est catalysé en GTP, provoquant ainsi la dissociation du
complexe Ga et GPy et I'activation des seconds messagers. AC, adénylyl cyclase ; AMPc, adénosine
monophosphate cyclique ; DAG, diacylglycérol; GRK, G protein-coupled receptor kinase; IPs, inositol-
1,4,5-triphosphate; MAPK, mitogen-activated protein kinase; PI3K, phosphoinositide 3-kinase; PIP2,
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate; PKA, protéine kinase A; PKC, protéine kinase C; PLC,
phospholipase C ; RhoK, Rho kinase.

1.2.2. Phénomeéne de désensibilisation : signalisation par les GRK et les [3-
arrestines

Les B-arrestines ont été découvertes en 1987 au cours de travaux portant sur la
désensibilisation des récepteurs B-adrénergiques par une kinase : la kinase du récepteur -
adrénergique (BARK ou GRK2) (Benovic et al., 1987). Lors de cette étude, des stimulations
répétées des récepteurs ont conduit a une réduction du signal comparativement a la réponse
initiale (Rajagopal et al., 2018). Cette observation suggérait alors une activation de seconds
messagers, autres que les protéines G, causant une désensibilisation des récepteurs et une
réduction de la réponse cellulaire. Il fut également montré que cette désensibilisation était
associée a une réduction du nombre de récepteurs a la surface membranaire. De nombreuses
études ont par la suite montré que les RCPGs interagissent avec des protéines nommeées -

arrestines, suite a leur activation et phosphorylation par les GRKs (Lohse et al., 1992).

Il existe 7 sous-types de GRKs classés en 3 familles sur la base de leur homologie de
séquence et de leur fonctionnalité : GRK1/7, GRK2/3 et les GRK4/5/6 (Premont et al., 2007).

Les GRK2/3 et les GRK5/6 sont exprimées de maniere ubiquitaire. Il faut savoir que leurs



niveaux d’expression sont altérés lors de certaines maladies et que leurs pertes de fonction
provoquent des altérations significatives dans la signalisation des récepteurs. Par exemple, le
niveau d’expression de GRK2 est augmenté lors d’un arrét cardiaque et son inhibition restaure
la fonction du récepteur B-adrénergique (Raake et al., 2008). Bien que dans un premier temps,
ces protéines aient été considérées comme étant la premiére étape de désensibilisation, celles-
ci joueraient aussi un réle dans la restauration des processus mitochondriaux via la transcription
d’ADN mitochondrial, la régulation de la production d’espéces réactives de l'oxygéne et la
production d’ATP (Sorriento et al., 2013). La phosphorylation du récepteur par les GRKs se
produit sur des résidus sérine/thréonine situés dans la région C-terminale et/ou dans la
troisieme boucle cytoplasmique. Une fois le récepteur phosphorylé, la B-arrestine vient s’y fixer
et généralement il s’ensuit I'internalisation de ce complexe. A noter qu'il semble que le mode de
recrutement des B-arrestines soit lié aux sous-types de GRKs et a la phosphorylation qu’elles
entrainent (Reiter et al., 2012). Il a ainsi été montré pour les récepteurs de I'angiotensine Il de
type 1A, de la vasopressine de type 2 (V2R), de I'hormone folliculo-stimulante (FSH-R), et du
récepteur 32-adrénergique (B2-AR) que le recrutement des B-arrestines provoquant I'activation
subséquente de ERK nécessite la phosphorylation des récepteurs par GRK5 et GRK6 (Reiter et
al., 2012). En revanche, comme observé pour les récepteurs V2R et de I'histamine, ce sont
plutdt les GRK2/3 qui seraient impliquées dans leur désensibilisation et internalisation. A la
lumiére de ces résultats, il semble donc que la phosphorylation du récepteur au niveau de son
domaine C-terminal et des boucles intracellulaires par les GRKs agisse comme un code-barres,
régulant ainsi la nature des fonctions intracellulaires des B-arrestines (Reiter et al., 2012). Deux
types d’interactions distinctes entre une B-arrestine et un récepteur ont pu étre démontrés. En
effet, les récepteurs de la classe A, comme le récepteur B2-AR, interagissent de maniére
transitoire avec les B-arrestines et sont rapidement recyclés a la membrane cellulaire (Shenoy et
al., 2011). Ceux de la classe B, comme celui de la vasopressine, engendrent plutét une
interaction plus soutenue et sont généralement dégradés aprés internalisation (Shenoy et al.,
2011). Enfin, une étude utilisant la technique de bioluminescence resonance energy transfer
(BRET) a montré que la B-arrestine 2 adopte des conformations différentes selon la nature du
récepteur impliqué dans l'interaction, ce qui refléte le réle des B-arrestines 2 dans I'activation ou

l'inhibition des signaux en aval (M. H. Lee et al., 2016).

Il existe 4 types d’arrestines, soit les arrestines 1 et 4 qui sont retrouvées dans les yeux et
les arrestines 2 et 3 (appelées B-arrestines 1 et 2) qui sont exprimées de maniére ubiquitaire
(Lefkowitz et al., 2005). Les récepteurs de la classe B sont couplés de maniere égale aux [3-

arrestines 1 et 2 et la liaison des B-arrestines a ce type de récepteurs cause notamment leur



désensibilisation et leur internalisation (Ranjan et al., 2017). En effet, lencombrement stérique
que provoque la B-arrestine au niveau du récepteur bloque l'interaction de celui-ci avec les
protéines G, causant ainsi un arrét de la signalisation intracellulaire et par conséquent, la
« désensibilisation » du récepteur. Toutefois, il faut savoir que [linternalisation n’est pas
nécessaire pour la désensibilisation du récepteur, mais que celle-ci est requise pour la
déphosphorylation et la resensibilisation de ce dernier (Lefkowitz et al., 1998). De nombreuses
études ont montré que les RCPGs sont internalisés par un mécanisme faisant appel aux
vésicules de clathrine et a lintervention de protéines adaptatrices comme AP2 (protéine
adaptatrice 2) (Goodman et al., 1996, Laporte et al., 1999). Cependant, d’autres mécanismes
ont aussi été décrits, comme la formation de vésicules bordées de cavéoline (cavéoles) ou la
structuration de simples invaginations lipidiques (Ostrom et al., 2004). Il a également été montré
que les B-arrestines peuvent interagir avec les phosphoinositides tels que PIP,, situés au niveau
de la membrane plasmique (Watt et al., 2002), afin de moduler 'endocytose des récepteurs et
leur recyclage (Toth et al., 2012). Des expérimentations ont ainsi démontré que la mutation de la
poche de liaison des phosphoinositides au niveau de la B-arrestine 2 confére a cette derniére (3-
arrestine2 RRK/Q) la capacité d’interagir avec les RCPGs et les clathrines, sans internalisation

du récepteur (Gaidarov et al., 1999)

Au cours de la derniére décennie, il a été montré que les B-arrestines sont responsables de
l'activation de certaines voies de signalisation. En effet, de nombreuses kinases et autres
protéines régulatrices interagissent avec les B-arrestines. Ainsi, ces derniéres se comportent
comme des adaptateurs pour les tyrosines kinases de la famille Src, et des régulateurs de ERK
(extracellular signal-regulated kinase), de la kinase c-Jun N-terminale (JNK) et des modules p38
de MAPK (Shenoy et al., 2003) (Figure 2). Enfin, il est établi que certains RCPGs de la classe B
comme les récepteurs PTH1 ou V2R, sont capables d’induire une activation prolongée des
protéines G bien qu’ils interagissent étroitement avec les B-arrestines (Feinstein et al., 2013,
Ferrandon et al., 2009, Wehbi et al., 2013). Ainsi, le groupe de Lefkowitz a évalué si les
protéines G et les B-arrestines pouvaient former un « mégaplex » avec les récepteurs de la
classe B. Pour ce faire, ils ont créé un récepteur chimérique B2V2R, en substituant la queue C-
terminale du récepteur 2-AR par celle du récepteur V2R. Celui-ci s’est montré capable de former
un « mégaplex » avec la protéine Gos et la B-arrestine 1 et d’induire un échange GTP-GDP
significatif (Thomsen et al., 2016).



M
a.!bl“aq .‘o.o
@55 o'
.5%1.290 '
P 6%;1
)

A
e & ////// F o)

@ X/ Dégradation o
3 $ 7
®= g ® @)
oLl p38 T
30 INK T o¥e
(= N

= o S
. :.Zjég ShE e :;.??
i.o ..
.o. O )
70 0‘.
@ ®,
.’Oﬂooooo¢°°.
COEEAARBP

Figure 2 : Exemple de mécanisme de recrutement des p-arrestines.

Le récepteur est phosphorylé par les GRKs. La phosphorylation du récepteur agit comme un code-barres
pour le recrutement de la B-arrestine : 1) La B-arrestine est recrutée au récepteur et celui-ci est internalisé
pour étre ensuite dégradé ou recyclé a la membrane cellulaire. 2) La phosphorylation du récepteur par les

GRKs entraine le recrutement de la p-arrestine et I'activation de diverses voies de signalisation. Adapté
de Reiter et al., 2012.

1.3. Dynamisme structural des RCPGs

Historiquement, les RCPGs étaient considérés comme des commutateurs bimodaux « on ou
off » possédant deux types de conformation : active ou inactive. Cette idée venait du postulat
que les agonistes stabilisaient les récepteurs dans une seule et unique conformation, connue
sous le nom d’état actif (T. Kenakin et al., 2013). Au cours des dernieres années, I'observation
d’affinités semblables de certains ligands pour leur récepteur, mais favorisant de maniére
spécifique et distincte certains seconds messagers, a remis en question ce concept d’activation
on/off des RCPGs (Geppetti et al., 2015). Ceci a été confirmé entre autres par des études

structurales qui ont mis en évidence la grande dynamique de ces systémes (T. Kenakin, 2005).



Notamment, les RCPGs subissent d'importants changements conformationnels cytoplasmiques
en présence de leurs ligands. Plus précisément le mouvement du 6° domaine transmembranaire
conduit au réarrangement des autres DTMs et des ICLs, exposant ainsi la poche de liaison des
seconds messagers (Hilger et al., 2018). Par exemple, pour le récepteur f2-AR, il existe une
interaction transitoire entre le DTM6 et Gas qui est dépendante de la liaison du ligand
(Rasmussen et al., 2011). Egalement, une autre étude sur le récepteur de la calcitonine suggeére
que la puissance et I'efficacité du ligand sont associées aux changements conformationnels des
protéines G (Furness et al., 2016). Ainsi, lorsqu’un ligand se fixe a son RCPG, ce dernier subit
un changement conformationnel qui permet la transduction de signaux intracellulaires, suite aux
recrutements des protéines G et des B-arrestines (Whalen et al., 2011). Cette hypothése révisée
a conduit au concept original d’agonistes « biaisés » (Figure 3), un terme décrivant la capacité
d’un ligand a influencer préférentiellement certaines voies de signalisation, en favorisant la

stabilisation de certains états conformationnels du récepteur.

Agoniste Agoniste
sélectif A O sélectif B O

Voie 1 Voie 2 Voie 1 Voie 2

Figure 3 : Mécanisme d’action des agonistes biaisés (T. Kenakin et al., 2013).

L’agoniste de référence A active préférentiellement la voie de signalisation 1, tandis que I'agoniste B induit
un stimulus biaisé pour I'activation de la voie 2 en référence a I'agoniste A. Cette figure est traduite de T.
Kenakin et al., 2013.
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1.4. Modulation allostérique des RCPGs

1.4.1. Généralités

Par définition, les RCPGs sont considérés comme des protéines allostériques. En effet, ces
protéines possédent un site de fixation pour leur(s) ligand(s) endogéne(s), appelé site de fixation
orthostérique, qui est distinct du site responsable de la fixation des effecteurs signalétiques
comme les protéines G ou les B-arrestines (Bartuzi et al., 2017b). Il est maintenant clairement
établi que les RCPGs possédent des sites de fixation topographiquement distincts du site de
liaison orthostérique, appelés sites de liaison allostériques, qui peuvent étre reconnus par
diverses molécules, incluant des peptides et des protéines (T. P. Kenakin, 2012). En
conséquence, l'activité du ligand endogene peut étre régulée par des modulateurs allostériques
(MoAs) qui provoquent un changement conformationnel du récepteur. La liaison d’'un MoA
confére donc au récepteur un spectre unique d’états conformationnels et module ainsi ses
propriétés pharmacologiques. Par exemple, certains ligands allostériques développés pour le
récepteur p2-AR ont montré que I'on peut augmenter ou diminuer de 15000 fois l'affinité de
liaison de l'isoprénaline (aussi connue sous le nom d’isoprotérénol), un agoniste B-adrénergique
(Staus et al., 2016). Dans les faits, au niveau pharmacologique, un MoA peut avoir plusieurs

effets sur I'activation du récepteur et peut réguler celui-ci de différentes fagons :

° Positivement : appelé PAM, pour « positive allosteric modulator», il améliore
I'affinité et/ou l'activité du ligand endogéne.

° Négativement : appelé NAM, pour « negative allosteric modulator», il diminue
I'affinité et/ou l'activité du ligand endogéne.

° Intrinséquement : un dérivé ago-allostérique (ago-PAM) est ainsi capable
d’induire une activité agoniste sans ligand endogéne.

° Silencieusement (SAM) : il n’a pas d’effet sur l'affinité et/ou I'activité du ligand
endogéne. Cependant, sa présence permet d’augmenter la thermostabilité du récepteur

et ainsi augmenter le temps de signalisation du ligand endogéne.

L’avantage de tels composés est de moduler les réponses, sans bloquer la fonction du
récepteur, afin d’améliorer I'effet thérapeutique de certains composés et/ou de minimiser des
effets secondaires associés a I'activation de certaines voies de signalisation. Par exemple, un
PAM pourrait potentialiser la réponse d’'une hormone faiblement exprimée, tandis qu’'un NAM

serait utile pour supprimer des effets déléteres et/ou l'activité de trop grande amplitude d’un
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agoniste. Par exemple, VU0364770 et ADX88178, tous deux des PAMs du récepteur mGlu4,
potentialisent l'effet antiparkinsonien de la levodopa (L-DOPA) (Nickols et al., 2014). Par
ailleurs, certains MoAs peuvent affecter de fagon différente 'activation des voies de signalisation
en fonction du ligand utilisé. Cet effet, qualifié de « probe-dependence », permet a un récepteur,
en présence d’'un MoA, de répondre autrement lorsque différents médicaments sont liés (Bartuzi
et al., 2017a). Par exemple, le MoA du récepteur muscarinique de l'acétylcholine (mMAChR),
LY2033298, agit comme un PAM ou un NAM du sous-type M2, dépendamment des agonistes
utilisés (Valant et al., 2012) (Figure 4).

D’un point de vue thérapeutique, le concept d’allostérie est trés attractif. En effet, les sites
allostériques étant faiblement conservés, ce type de modulateurs permet d’ajuster les fonctions
biologiques avec une grande sélectivité en ciblant préférentiellement certains sous-types de
récepteurs. Mis a part les ago-PAMs, les MoAs sont généralement inactifs en I'absence de
ligand endogene, permettant ainsi de limiter les effets secondaires potentiels (del Sol et al.,
2009).

Agoniste A Agoniste A
endogéne O endogéne O adilataur

\ 4
Voie 1 || Voie 2 Voie 1 || Voie 2

Figure 4 : Mécanisme d’action sélectif des modulateurs allostériques (T. Kenakin et al., 2013).

Le ligand endogéene active les voies de signalisation 1 et 2. En présence du modulateur allostérique B, le
récepteur change de conformation et I'agoniste A active préférentiellement la voie de signalisation 2.
Cette figure est traduite de T. Kenakin et al., 2013.
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1.4.2. Les pepducines

Les pepducines ont été développées au début des années 2000 par Covic et al., suite au
besoin de concevoir des outils visant a mieux comprendre le récepteur PAR1 (protease
activated receptor 1), un RCPG impliqué dans le processus de la coagulation sanguine (Covic et
al., 2002a). Cette approche permet de moduler I'activité d’'un récepteur en exploitant I'interaction
des boucles intracellulaires avec les seconds messagers. En effet, les ICLs sont des éléments
cruciaux pour le transfert de [linformation du milieu extracellulaire vers le cytoplasme
(Rasmussen et al., 2011). Des peptides dérivés des ICLs ont donc été développés pour moduler
les signaux des récepteurs avec une grande sélectivité en agissant comme des agonistes ou
des antagonistes allostériques (Carr et al., 2014, Kaneider et al., 2007, Leger et al., 2006,
Tchernychev et al., 2010).

Une pepducine est un peptide dont la séquence est dérivée d’une des ICLs ou du domaine
C-terminal d’un récepteur, et auquel est lié¢ un segment hydrophobe, par exemple I'acide
palmitique, un acide gras saturé composé de 16 carbones (O'Callaghan et al, 2012). La
palmitoylation, bien que fréquente, n’est pas la seule stratégie utilisée et d’autres lipides tels que
'acide myristique ou l'acide lithocholique peuvent également étre attachés a une pepducine
pour assurer son ancrage a la membrane lipidique (O'Callaghan et al., 2012). Bien que le
processus par lequel les pepducines traversent la membrane lipidique ne soit pas encore
clairement établi, des expériences suggérent que celles-ci s'incorporent dans le feuillet externe
de la bicouche lipidique a I'aide de son segment hydrophobe. Un nouvel équilibre se créerait
entre les feuillets internes et externes de la membrane et ce phénoméne permettrait un
mouvement de flip-flop et le transfert passif de la pepducine dans la cellule (Carr et al., 2016a,
Wielders et al., 2007). En particulier, en exploitant les environnements redox distincts entre les
milieux extra- et intracellulaires, et 'utilisation de sondes FRET (fluorescence resonance energy
transfer), il a été mis en évidence que le passage des pepducines est dépendant de la queue
hydrophobe (Tsuji et al., 2013). Une fois ancrée a la surface interne de la membrane cellulaire,
la pepducine viendrait alors reconnaitre son récepteur apparenté et ainsi provoquer son
activation (Winther et al., 2018). Des hypothéses ont été avancées pour tenter d’expliquer le
type d’interaction et le mode d’activation entre une pepducine et son récepteur duquel elle est
dérivée. |l est ainsi suggéré que les pepducines interagissent avec leur récepteur parent sur la
base de leur homologie de séquence et d’interactions spécifiques avec certains domaines de ce
dernier (Winther et al., 2018). Les pepducines viendraient notamment transformer la

conformation du récepteur en modifiant la géométrie des ICLs (O'Callaghan et al., 2012). Zhang
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et al. ont révélé par RMN que la pepducine dérivée de la troisieme boucle intracellulaire du
récepteur PAR1 vient interagir directement avec I'hélice intracellulaire H8, située dans le C-
terminal, et le motif adjacent (D/N)PXXYYY pour activer le récepteur (P. Zhang et al., 2015). Il
s’ensuivrait une stabilisation conformationnelle du récepteur causant une régulation positive ou
négative des signaux intracellulaires. En effet, comme décrit dans la section 1.3, il est
maintenant reconnu que le changement de conformation des RCPGs est nécessaire pour
permettre la transduction du signal lorsque le ligand s’y fixe (Hofmann et al., 2009). Ainsi, par la
stabilisation du récepteur, les pepducines créeraient de nouvelles plateformes d’interaction pour
les seconds messagers, ce qui assurerait la transduction des signaux en I'absence de ligand
endogeéne (Figure 5). D’autre part, de nombreux RCPGs sont présents sous forme d’homo et/ou
d’hétérodimeres (Yu et al., 2014). Ces derniers peuvent influencer I'affinité et I'activité du ligand
de méme que celles des seconds messagers. Sachant que les ICLs participent a la formation
des dimeres (Navarro et al., 2010), 'autre mécanisme d’action qui est proposé établit que les
pepducines mimeraient la présence d’'un second récepteur et donc la formation d’'un dimére. Par
exemple, PAR1 et PAR4 forment un hétérodimére lors d’'une thrombose et il a été tout
particulierement démontré que la pepducine dérivée de I'ICL3 de PAR4 est capable d’inhiber

PAR1 uniquement lorsque les récepteurs sont coexprimés (Leger et al., 2006).

D’autre part, ces peptides sont généralement trés spécifiques. La pepducine P1pal-12
dérivée de I'ICL3 du récepteur PAR1 démontre une grande spécificité envers ce récepteur en
inhibant 'agrégation plaquettaire induite par le ligand endogéne du récepteur PAR1, mais pas
celle induite par les ligands des récepteurs PAR4, du thromboxane, de I'adénosine diphosphate,
du collagéne ou du complexe glycoprotéique GPIb/IX/V (Covic et al., 2002b). Aussi, la troisieme
boucle intracellulaire des récepteurs FPR1 et FPR2, tous deux impliqués dans le chimiotactisme
des leucocytes, ne différe que par seulement deux acides aminés. Néanmoins, il a été observé
qu'une pepducine dérivée du FPR2, avec sa lysine en position 231 remplacée par une
glutamine, soit le résidu 231 du récepteur FPR1, perd toute activit¢ au niveau du
récepteur FPR2. Egalement, la pepducine F2pal10, dérivée du récepteur FPR2, est capable
d’activer ce méme récepteur, mais non FPR1 (Forsman et al., 2013). Ainsi, ces données

suggerent que les pepducines sont généralement trés spécifiques a leur récepteur parent.

Finalement, plusieurs études ont montré I'efficacité in vivo de pepducines dans de nombreux
modeéles (Covic et al., 2002a, Leger et al., 2006, Michael et al., 2013, Tchernychev et al., 2010).
Par ailleurs, ce concept a déja donné lieu pour quelques RCPGs a des composés actuellement

étudiés en clinique. Par exemple le vorapaxar, une pepducine dérivée du récepteur PAR1 est
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présentement évaluée pour sa capacité a réduire les accidents cardiovasculaires, les infarctus
du myocarde et les ischémies cérébrales récurrentes (Abdel-Latif et al., 2012, Gryka et al.,
2017). Autre exemple, le PZ-128, une autre pepducine dérivée du récepteur PAR1, est
actuellement testé en clinique dans un objectif de prévention des complications thrombotiques

aiguies lors d’interventions coronariennes percutanées (Gurbel et al., 2016).

La pepducine interagit
avec le feuillet externe de
la membrane plasmique
La pepducine traverse
passivement la
membrane plasmique

N
N
/ \ La pepducine promeut ou
\
\
- N

La pepducine interagit
avec son récepteur cible

inhibe les signaux
intracellulaires

\
v L

SIGNAUX INTRACELLULAIRES

Figure 5 : Mécanisme d’activation des RCPGs par les pepducines (Carr et al., 2016a).

Cette figure est traduite de Carr et al., 2016.
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1.4.3. Modulation allostérique des RCPGs de la classe B par les receptor

activity-modifying proteins

Il est maintenant établi que les RAMPs modifient la spécificité des ligands, le trafic cellulaire et la
signalisation des RCPGs de la classe B, modulant ainsi leur fonction (Hay et al., 2016). A ce
jour, trois membres ont été identifiés chez les mammiféres, soit RAMP1, RAMP2 et RAMP3
(McLatchie et al., 1998). Ces protéines membranaires peuvent interagir avec de nombreux
RCPGs incluant ceux de la calcitonine, du CGRP, du PTH (PTH1 et PTH2), du VIP (VPAC1 et
VPAC2), du CRF (CRF1), du glucagon ou encore de la sécrétine (Hay et al., 2016). Cependant

aucune interaction n’a encore été démontrée pour le récepteur PAC1.

Ces protéines sont composées d’'un domaine transmembranaire unique, d’'un large domaine N-
terminal de 90 a 100 acides aminés et d’'un court segment C-terminal (=9 acides aminés) (Hay
et al., 2016). Elles sont principalement connues pour influencer la liaison des ligands a leurs
récepteurs. En particulier, les RAMPs sont connues pour interagir avec le CLR (calcitonin
receptor-like receptor) et modifier la liaison de ses ligands. En effet, RAMP1 est indispensable
pour la liaison du CGRP tandis que RAMP2 et -3 favorisent la liaison de 'amyline (McLatchie et
al., 1998). A l'opposé, il a été démontré que RAMP2 empéche la liaison de GLP-1 & son
récepteur (Weston et al., 2015).

Il est aussi établi que ces protéines modifient la signalisation intracellulaire des RCPGs avec
lesquels elles interagissent. Par exemple, la coexpression du CRF1 avec RAMP2 augmente
I'activation des protéines Gai, Gaq et Gaz ainsi que la réponse calcique, suite a l'interaction du
CRF et de l'urocortine (Wootten et al., 2013). Il a également été reporté que la signalisation
basale de Ga, du récepteur VPAC2 est modifiée en présence de RAMP1 (Wootten et al., 2013).
Aussi, la coexpression de RAMP2 avec VPAC1 augmente quant a elle I'hydrolyse des
phosphoinositides induite par le VIP sans altérer la signalisation de 'AMPc, suggérant ainsi que
ces protéines peuvent agir comme des modulateurs allostériques (Booe et al., 2015,
Christopoulos et al., 2003).

Pour finir, les RAMPS agissent également comme des protéines chaperons. Par exemple, leur
présence est indispensable pour I'expression du CLR a la surface membranaire. Elles seraient
également impliquées dans l'internalisation des RCPGs puisque le recrutement des B-arrestines

au niveau du CLR est dépendant de la présence de RAMP1 (Heroux et al., 2007).
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2. Le Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide et son

systéme

2.1.Généralités

Le pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) est une hormone peptidique
découverte en 1989 sur la base de sa capacité a stimuler la formation d’AMPc dans les cellules
hypophysaires antérieures de rat (Miyata et al., 1989). Ce peptide existe sous deux isoformes
fonctionnelles : une de 38 acides aminés (PACAP38) possédant une extrémité C-terminale
amide et un site de clivage interne (Gly?8-Lys?°-Arg®°) permettant de générer une seconde
isoforme de 27 acides aminés (PACAP27), également amidée. |l a été montré chezles
mammiferes que le PACAP38 est la forme prédominante au niveau du systéme nerveux central
(SNC) et des organes périphériques (D. Vaudry et al., 2009a). Depuis sa découverte, le PACAP
a fait 'objet d’'une attention particuliére en raison de sa similarité de structure primaire avec le
peptide vasoactif intestinal (VIP). Il existe 68 % d’homologie entre le VIP et le PACAP27,
permettant de classer ce dernier dans la superfamille sécrétine/glucagon/VIP (Segre et al.,
1993). Le PACAP se lie a trois RCPGs nommés PAC1, VPAC1 et VPAC2. A ce jour, il a été
démontré que VPAC1 et VPAC2 sont reconnus par les deux isoformes du PACAP et le VIP,
alors que PAC1 est davantage sélectif pour le PACAP, avec une affinité et une activité
biologique 1000 fois supérieures a celles du VIP (Bourgault et al., 2009b, Harmar et al., 1998, D.
Vaudry et al., 2000b).

Le PACAP est le dernier membre de cette famille a avoir été identifié, alors qu’il semble en
étre le précurseur. En effet, il a été identifi¢ dans de nombreuses espéces (vertébrés ou
invertébrés), et également chez les ascidies, un groupe évolutif précédant les vertébrés (McRory
et al., 1997). De plus, la structure primaire du PACAP est strictement conservée chez les
mammiféres (Tableau 2), contrairement aux autres membres de cette superfamille (On et al.,
2016, Sherwood et al., 2000, D. Vaudry et al., 2009a).
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Tableau 2 : Séquences en acides aminés du PACAP38 humain et de celui d’autres espéces.

Espéce Séquence Homologie

Humain HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK

Souris =0 | —mmmmmmmmmmm e 100 %
Rat | —mmmmmmmmmmm e 100 %
Mouton @ |- 100 %
Poulet - 97 %
Lézard =0 |—mmmmmmmmmmmmm oo 100 %
Grenouille | - I-— 97 %
Saumon 00| —mm——mmmmmmmm—————————————— o R--YR- 92 %
Poisson-zébre (a) R e T 92 %
Poisson-zébre (b) | —————--- R —— 96 %

Les résidus en rouge sont différents de ceux retrouvés chez le PACAP38 humain. Le poisson-zébre
possede deux isoformes du PACAP représentées par (a) et (b). Modifié d’aprés On et al., 2016 et Vaudry
et al., 2009.

2.2.Structure du PACAP

2.2.1. Structure primaire

Comme décrit précédemment, la structure primaire du PACAP27 présente 68 % d’homologie
avec celle du VIP, un neuropeptide découvert lors de la purification de la sécrétine a partir
d’intestins de porc (Said et al., 1970). Un alignement des séquences peptidiques des différents
membres de la superfamille sécrétine/glucagon/VIP a mis en évidence la présence d’'un
domaine N-terminal hautement conservé tandis que les domaines centraux et C-terminaux
peuvent différer (D. Vaudry et al., 2009a). Un acide aminé aromatique (His ou Tyr) est ainsi
retrouvé en position 1, et chez presque tous les membres, un résidu hydroxylé est généralement
observé en position 7 (Thr ou Ser). On note également la présence d’un résidu chargé
négativement (Asp ou Glu) en position 3 et des acides aminés peu volumineux aux positions 2
et 4 (Ala, Gly ou Ser) (Tableau 3) (Fournier et al., 2016). La phénylalanine en position 6 est,
pour sa part, strictement conservée (Tableau 3, en bleu) suggérant ainsi le réle crucial de cet
acide aminé dans l'activité biologique de ces différents peptides. Finalement, le domaine 28-38
est peu conservé entre les divers membres de cette famille et des différences sont aussi
observées entre les espéces, suggérant ainsi que ce domaine n’est pas essentiel a l'activité

biologique. En revanche, des études ont mis en évidence que ce segment facilite la liaison au
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récepteur PAC1 (Hou et al.,, 1994, Robberecht et al., 1992a, Robberecht et al., 1992b, Sun et
al., 2007).

Pour le PACAP38, au niveau du segment C-terminal, on observe la présence de 7 résidus
lysine et 4 résidus arginine, ce qui lui confere un caractére fortement basique. De plus, les
nombreux résidus aliphatiques ou aromatiques disséminés tout au long du squelette peptidique
rendent également la molécule hydrophobe. Les deux isoformes du PACAP possédent un
groupement amide au niveau de leur extrémité C-terminale et la forme amidée de 27 acides
aminés est générée via le clivage du PACAP38 par des prohormone convertases au niveau du
tripeptide Gly?-Lys*-Arg®® (Miyata et al., 1990).

Tableau 3 : Séquence en acides aminés des membres de la superfamille des neuropeptides
PACAP/VIP .

PACAP38 HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK-NH>
PACAP27 HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH>

VIP HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNS ILN-NH>

Sécrétine HSDGTFTSELSRLREGARLQRLLQGLV-NH>

GRF YADAIFTNSYSKVLGQLSARKLLQD IMSRQQGESNQERGARARL -NH2
Hélodermine HSDAIFTEEYSKLLAKLALQKYLASILGSRTSPPP-NH;

Glucagon HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT-NH2

GLP-2 HADGSFSDEMNT I LDNLAARDF INWL IQTKITD-NH2

GIP YAEGTFISDYSIAMDK THQQDFVNWLLAQKGKKNDWKHN I TQ—-NH>

Le résidu phénylalanine (en bleu, indispensable a la liaison aux récepteurs et a leur activation) est présent
chez toutes les espéces. Les résidus en rouge sont différents de ceux retrouvés dans le PACAP38.
Adapté de Vaudry et al., 2009.
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2.2.2. Structure secondaire

La structure secondaire du PACAP a été déterminée non seulement par des méthodes in
silico, mais également avec des outils tels que le dichroisme circulaire (DC) et la résonance
magnétique nucléaire (RMN) (Inooka et al., 1992, Wray et al., 1993). Ainsi, des études par DC
ont mis en évidence que le PACAP27 adopte des conformations totalement aléatoires lorsque le
peptide est en solution aqueuse, mais qu’il se replie en une structure en hélice a. quand il est
dans un milieu mimant un environnement membranaire (Bourgault et al., 2008b, Inooka et al.,
1992, Wray et al., 1993). Ces données ont été supportées par des études structurales par RMN
qui ont montré que le PACAP posséde une région en hélice dont la longueur et le
positionnement varient Iégérement selon le milieu utilisé. Notamment, il a été montré suite a
'ajout de ftrifluoroéthanol (TFE), un cosolvant stabilisant les ponts H intramoléculaires d’un
peptide en solution aqueuse, qu'une hélice a se forme dans le PACAP entre les résidus 9-26 ou
7-27 avec une discontinuité au niveau des lysines 20 et 21 (Wray et al.,, 1993). Aussi, des
études RMN réalisées cette fois-ci dans un mélange méthanol/H.O a 25 % ont mis en évidence
3 domaines distincts au niveau du segment 9-27 : une conformation similaire a celle d’'un coude
B au niveau des résidus Ser® a Arg'?, une structure de type hélice a pour les régions 12-20 et
22-25 et certains segments mobiles et désordonnés (21-22 et 25-27) (Inooka et al., 1992). De
facon similaire, d’autres travaux, utilisant la spectroscopie RMN et un milieu composé de
micelles de dodécylphosphocholine (DPC), ont révélé que le PACAP27 adopte une structure
hélicoidale s’étendant de lle® a lle?” et que celle-ci est précédée d’'un domaine N-terminal ne
présentant aucune géométrie précise (Bourgault et al., 2009b). Finalement, toujours par RMN, il
a été montré que le domaine C-terminal 28-38 du PACAP38 se replie en hélice et qu’il est

connecté au reste de la molécule par une charniére flexible (Wray et al., 1993).

2.2.21. Asx-turn

Bien que les études menées dans un milieu mimant un environnement membranaire
suggérent que le segment N-terminal du PACAP ne posséde pas une géométrie ordonnée
(Bourgault et al., 2009b), certaines évaluations proposent que celui-ci adopte une conformation
bioactive en coude 3, nommé Asx-turn, au niveau des résidus 1 a 4 (Chou et al., 1974, Doan et
al., 2011). Notamment, les études de relations structure-activit¢ (RSA) ont montré, suite a

l'incorporation en position 2 d’acides aminés contraints tels que la proline, I’hydroxyproline (Hyp)
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ou l'acide aminoisobutyrique (Aib), que les analogues correspondants sont des peptides aussi
puissants que le PACAP endogene (Bourgault et al., 2009b). De plus, la RMN de
[Pro?]PACAP27 révéle qu'il y a une structure en coude B entre His' et Gly* (Bourgault et al.,
2009b). Il est aussi suggéré par les études de RSA que l'un des atomes d’azote du noyau
imidazole de I'His' serait impliqué dans la formation d’'un pont hydrogéne. Plus précisément, la
structure en Asx-turn apparait stabilisée par des liaisons hydrogénes entre His' et Asp?, et entre
His' et Gly* (Figure 6). En effet, la substitution de Asp® par une N-Me-Asp réduit
considérablement I'affinité et I'activité du PACAP (Doan et al., 2011). D’autre part, la substitution
de Gly* par une alanine n’a aucun effet tandis que son remplacement par une sarcosine (Sar),
une glycine N-méthylée, produit des antagonistes du récepteur PAC1, supportant ainsi
'implication de I'atome d’azote dans la formation d’une liaison H et le concept du coude Asx-turn
(Bourgault et al., 2009b).

HO

O o OH

Figure 6 : Représentation structurale du motif Asx-turn proposée au niveau du segment N-terminal
du PACAP (Doan et al., 2011).
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2222 Motif N-capping

Il est maintenant établi que les ligands des récepteurs de la classe B adoptent un motif
structural commun, le N-capping, qui s’avére fondamental pour la reconnaissance du peptide
par le récepteur et I'activation de ce dernier (Neumann et al., 2008). Cet arrangement spatial est
généralement retrouvé au début de I'hélice a et il est caractérisé par la présence de ponts
hydrogénes et d’interactions hydrophobes (Figure7). Dans le PACAP, cette structure est
retrouvée entre les résidus 6 et 10, et 7 et 10. En effet, il existe des interactions hydrophobes
entre les chaines latérales de Phe® et Tyr'® et un pont H entre la chaine latérale de Thr’ et le
proton amide du squelette peptidique de la Tyr'® (Figure 7, type IA) (Doan et al., 2011). Des
études RSA supportent ce postulat puisque la substitution de la phénylalanine en position 6 par
une alanine réduit considérablement l'affinit¢ du PACAP pour les 3 types de récepteurs, soit
PAC1, VPAC1 et VPAC2, tandis que sa substitution par la L-cyclohexylalanine (Cha), un résidu
hydrophobe non aromatique, n’a pas d’effet sur I'affinité de liaison. Par ailleurs, le remplacement
de Tyr' par une L-alanine réduit significativement l'affinité de liaison pour le récepteur PAC1
(Bourgault et al., 2011). Des études RMN du fragment 1-21 du PACAP ont aussi révélé que les
résidus 5, 6 et 10 forment un amas hydrophobe qui participe a la formation du motif N-capping
(Inooka et al., 1992). Le résidu Thr’ serait impliqué dans I'affinité et I'activité de liaison du
PACAP envers ses récepteurs. En effet, pendant que [Ala’]PACAP38 démontre des affinité et
activité comparables a celles du PACAP38 pour le récepteur PAC1, cet analogue lie et active
VPAC1 de maniére efficace, mais n’a qu’une faible affinité de liaison et une activité trés limitée
envers VPAC2, suggérant que le PACAP nécessite la formation d’une liaison hydrogéne
impliquant le résidu hydroxyle de la Thr” pour la liaison au récepteur VPAC2 (Bourgault et al.,
2009b, Doan et al., 2011). En particulier, il a été suggéré que Thr’ dans le VIP est un élément
clé de la liaison spécifique au récepteur VPAC2 (lgarashi et al., 2002). Cela consolide
I'hypothése quant a l'implication de ce motif dans la stabilisation structurale du PACAP au
moment de la liaison au récepteur et que le motif N-capping peut étre différent d’un récepteur a
lautre. Par ailleurs, il existe 3 types de motifs N-capping impliquant différentes interactions

hydrophobes et liaisons hydrogénes (Figure 7) (Neumann et al., 2008).
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| |
- Ile” - Phe® - Thr” - Asp® - Ser® - Tyr!? - Ser!! - Type IA

| |
- Ile% - Phe® - Thr” - Asp® - Ser? - Tyr!0 - Ser!! - Type IB

I E .............................................. E |
- 1le% - Phe® - Thr” - Asp® - Ser? - Tyr'0 - Ser!! - Type ITA

Figure 7 : Représentation des motifs N-capping proposés pour le PACAP (Doan et al., 2011).

La ligne rouge représente les interactions hydrophobes entre les groupements des chaines
latérales, tandis que les pointillés montrent les liaisons hydrogénes entre les chaines latérales et les
protons du squelette amide.

2.3.Déterminants moléculaires et conformationnels du PACAP pour l'activation

du récepteur PAC1

Le PACAP se lie a trois RCPGs nommés PAC1, VPAC1 et VPAC2. Plusieurs études ont
amélioré notre compréhension des déterminants moléculaires et conformationnels requis pour
l'activation du récepteur PAC1. Notamment, une étude réalisée par Bourgault et al. a mis en
évidence I'importance de la région N-terminale (His' a Gly*) pour I'activité biologique du PACAP
(Bourgault et al., 2009b). En effet, diverses études réalisées avec plusieurs ligands de RCPGs
de la classe B ont montré que la délétion de la portion N-terminale généraient des antagonistes
compétitifs, suggérant ainsi que ces résidus N-terminaux sont essentiels a I'activation de leurs
récepteurs (Parthier et al., 2009). Il a notamment été observé que I'histidine en position 1 est
indispensable pour 'activité et I'affinité du PACAP, comme le démontrent les affinités et activités
réduites des fragments 2-27 et 2-38 du PACAP (Bourgault et al., 2009a, Robberecht et al.,
1992a). De plus, d’autres travaux dans des modéles de cellules pancréatiques ou dans des
membranes de I'hippocampe de rat ont confirmé que I'élimination progressive des résidus en N-
terminal cause une réduction drastique de I'activité biologique du PACAP (Gourlet et al., 1991,
Hou et al., 1994, Robberecht et al., 1992a). Par ailleurs, ces études ont permis de conclure que
certains fragments C-terminaux du PACAP se comportent comme des antagonistes et qu’en

particulier, 'antagoniste PACAP(6-38) possede des caractéristiques d’affinité en faisant un outil
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pharmacologique trés utile (Robberecht et al., 1992b). En effet, il lie de maniére significative le
récepteur PAC1. Cependant, il n'est pas spécifique a ce dernier puisqu’il posséde aussi des
affinités de liaison, bien que réduites, pour VPAC1 et VPAC2 (Bourgault et al., 2009a).

L’utilisation du Ala-scan et du D-scan, de méme que lintroduction de modifications ciblées
au moyen par exemple d’isostéres, a mis en évidence I'importance de certains résidus dans
I'affinité de liaison du PACAP et I'activation du récepteur PAC1 versus les récepteurs VPACs. I
a ainsi a été montré que la fonction imidazole de His', le groupe carboxylique d’Asp? et le noyau
aromatique de Phe® sont indispensables pour la liaison et I'activation de PAC1 (Bourgault et al.,
2009b, Doan et al., 2011). Aussi, comme observé avec I'Ala-scan, la substitution de Gly* par une
L-alanine n’a provoqué aucune variation évidente de liaison et/ou d’activation, mais son
changement par un résidu glycine N-méthylé a inhibé la capacité du PACAP a activer le
récepteur PAC1 (Bourgault et al., 2009b). De fagon similaire, méme si la substitution de Ser? par
une Ala n’affecte pas la capacité de liaison et d’activation du PACAP envers PAC1 et VPAC1,
elle réduit de maniére significative sa capacité de liaison et d’activation pour VPAC2 (Bourgault
et al., 2009b, Hou et al., 1994, Robberecht et al., 1992a). Ces résultats ont été appuyés par les
conclusions de travaux dans lesquels Ser? a été remplacée par des acides aminés contraints
tels que la proline ou I'hydroxyproline (Bourgault et al., 2009b, Doan et al., 2011). En outre, la
présence de ponts H entre le carbonyle de His' et le proton amide de Gly*, ainsi qu’entre I'atome
d’azote en position 3 du noyau imidazole de His' et le proton amide de Asp® conférerait au
peptide une conformation bioactive spécifique en «Asx-turn» qui serait responsable de

I'activation des récepteurs du systéme PACAPergique (Doan et al., 2011).

Comme décrit a la section 2.2.2.2, une autre structure, le motif N-capping, participerait
également a la conformation bioactive du PACAP. Notamment, le remplacement des résidus en
position 6 et 10 du PACAP par une L-alanine a atténué considérablement I'affinité de liaison
envers le récepteur PAC1 (Bourgault et al., 2009b, Doan et al., 2011). De méme, la substitution
de Phe® et Thr” par leur isomére de configuration absolue D, a réduit I'activit¢ du PACAP tandis
que le remplacement de Thr” par une L-alanine a rendu le peptide dépourvu de toute activité
agoniste pour VPAC2. Le remplacement de Phe® par son isostére non aromatique L-Cha a
donné un analogue équipotent, montrant ainsi que I'aromaticité n’est pas un paramétre essentiel
a respecter pour cette position et que c’est plutét I'nydrophobicité qui doit étre privilégiée, tandis
gu’une substitution avec un résidu aromatique volumineux, telle la L-biphénylalanine, a produit
des superagonistes du récepteur PAC1, tout en atténuant l'affinité et I'activité au niveau des
récepteurs VPACs (Bourgault et al., 2009b, Doan et al., 2011).
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D’autres études au niveau des segments central et C-terminal du PACAP ont établi
I'importance de Tyr'®, Arg™, Val'®, Lys?®®, Tyr??> et Leu? pour la stabilisation de la structure
secondaire du PACAP et son activité (Bourgault et al., 2008b, Doan et al., 2011, Gonzalez-
Muniz et al., 2001, Inooka et al., 1992, Komi et al., 2007, Kumar et al., 2011, Sun et al., 2007,
Wray et al., 1993). En particulier, comme démontré avec 'analogue [ywCH2-NH?"-2]JPACAP38,
I'ajout d’un lien pseudo-amide entre les résidus 21 et 22, une altération moléculaire déstabilisant
la structure hélicoidale d’'un ligand, a réduit considérablement I'affinité de liaison envers le
récepteur PAC1 et I'activité biologique du peptide (Bourgault et al, 2008a). Aussi, le
remplacement de Tyr?? par une lysine a produit des analogues du PACAP27 qui se sont avérés
VPAC1 sélectifs (Yung et al., 2003). En revanche, les travaux de Ramos-Alvarez et al. ont
indiqué que [Ala*?]PACAP38 est actif tant avec PAC1 que VPAC1 (Ramos-Alvarez et al., 2015).
Cependant, bien que l'alanine soit identifiéte comme un excellent promoteur d’hélice a, le
peptide [Ala*]PACAP(6-38) ne semble pas reconnaitre le récepteur PAC1 (Sun et al., 2007),
suggérant en conséquence l'importance de la présence combinée de Tyr?? et du segment N-

terminal pour la reconnaissance du ligand par le récepteur PAC1.

Enfin, certaines données montrent que le segment28-38 facilite la liaison au
récepteur PAC1 et son activation. Par exemple, le fragment 14-27 du PACAP n’est que
faiblement capable de se lier au récepteur PAC1, mais il apparait que cette perte est moins
marquée avec le segment 14-38 (Vandermeers et al., 1992). Il en est de méme avec le
fragment 3-38 qui présente une capacité de liaison réduite de 100 fois par rapport au ligand
endogéne, mais dont la diminution d’affinité est moins prononcée qu’avec le PACAP(3-27)
(Bourgault et al., 2009a). Egalement, un peptide chimérique formé de I'addition du fragment 28-
38 du PACAP38 au VIP s’est révélé capable de se lier au récepteur PAC1 100 fois mieux que le
VIP lui-méme (Gourlet et al., 1996a). L’ensemble de ces résultats suggerent que le segment 28-
38 facilite 'ancrage du PACAP au récepteur PAC1 (Hou et al., 1994, Robberecht et al., 1992b,

Vandermeers et al., 1992).

Pour finir, des travaux au moyen d’analogues sélectifs PAC1/VPAC1 ont montré ['effet
neuroprotecteur de certains des composés (Doan et al., 2011). Notamment, cette étude a
réaffirmé l'importance de His', Asp® et Phe® dans I'affinité de liaison et I'activité biologique du
PACAP envers PAC1 versus les récepteurs VPACSs, ainsi que I'importance du groupe hydroxyle
de la thréonine en position 7 pour la reconnaissance et I'activation du récepteur VPAC2. La
variété de ces analogues constitue donc une source majeure d’informations pour la conception

d’analogues PAC1 spécifiques.
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2.4.Les récepteurs du PACAP

2.4.1. Modéle d’activation des récepteurs

Il est maintenant reconnu que les ligands des récepteurs de la classe B se lient aux
récepteurs par un modéle d’activation appelé « two-step binding model ». Rappelons que les
RCPGs de cette classe sont caractérisés par un domaine N-terminal volumineux de 100 a 160
acides aminés qui correspond a un déterminant spécifique pour la liaison du ligand. En effet,
comme démontré lors d’études de liaison de ligands chimériques ou tronqués, il y a une
participation indépendante des domaines N- et C-terminaux des ligands. Par exemple, les
peptides tronqués en N-terminal, et ce, méme aprés le retrait de 5 acides aminés produisant
ainsi le PACAP(6-38), générent des antagonistes ayant des affinités significatives par rapport a
celle du ligand endogéne, ce qui démontre que le segment N-terminal du PACAP est essentiel
pour l'activation, mais pas pour la liaison (Robberecht et al., 1992b). D’'un autre coté, les
peptides tronqués en C-terminal sont capables d’activer les récepteurs, mais avec des affinités
grandement réduites (Bourgault et al., 2008b, Gourlet et al., 1996b, Nicole et al., 2000, Yung et
al., 2003). Il est donc incontestable que le domaine en hélice a couvrant le centre et la région C-
terminale du PACAP joue, tout comme pour les autres ligands de Ila famille
sécrétine/glucagon/VIP, un rdle clé dans le mécanisme de reconnaissance du ligand avec le
récepteur, tandis que la portion N-terminale, ou la flexibilité de ce segment assurerait la
formation du motif Asx-turn, agit comme I'élément déclencheur pour I'activation du récepteur.
Des études de RMN réalisée avec l'antagoniste PACAP(6-38) et le variant court du
récepteur PAC1 ont montré que le segment C-terminal du PACAP se lie sous forme d’hélice a a
la région N-terminale du récepteur par le biais d’interactions hydrophobes et électrostatiques
(Sun et al., 2007). En effet, cette équipe a observé qu’il y a une interaction entre la portion 29-34
du PACAP(6-38) et le tripeptide 117-119 du domaine N-terminal du récepteur. De plus, cette
méme analyse par une mesure des effets nucléaires Overhauser n’a révélé aucune connectivité

entre le segment 6-9 de I'antagoniste et une quelconque région du récepteur.

Bien qu'il y ait peu d’homologies de séquences entre les différents domaines extracellulaires
des RCPGs de la classe B, certains résidus et ponts disulfures sont strictement conservés.
Globalement, les ligands se lient en conformation hélicoidale a la méme face des domaines
extracellulaires, excepté pour le récepteur PAC1 ou le segment N-terminal du PACAP reste libre

et montre une grande flexibilité. Ainsi, bien que le modéle précis d’activation des récepteurs
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PACAPergiques présente encore quelques incertitudes, il semblerait que la structure hélicoidale
du PACAP soit stabilisée par des interactions hydrophobes et électrostatiques au niveau de la
membrane cellulaire, ce qui garantirait une reconnaissance spécifique des régions centrale et C-
terminale du ligand par le domaine N-terminal extracellulaire du récepteur. Il a notamment été
suggéré que les glycosaminoglycanes présents a la surface membranaire feraient partie du
processus de stabilisation conformationnel du PACAP (Tchoumi Neree et al., 2014). Ensuite,
l'interaction avec le récepteur favoriserait la formation d’un coude [ contenant un noyau
hydrophobe et correspondant au motif N-capping, ainsi que la formation d’'une structure de type
Asx-turn, stabilisée par des ponts H, laquelle serait responsable de I'activation du récepteur
(Figure 9) (Bourgault et al., 2009b, Fournier et al., 2016).

Figure 8 : Modéle d’activation suggéré pour les récepteurs PACAPergiques suite a I'interaction
avec un ligand endogéne (Bourgault et al., 2009a, Fournier et al., 2016).

(1) Le PACAP interagit avec la membrane cellulaire par le biais d’interactions hydrophobes et
électrostatiques, favorisant ainsi la structuration du PACAP, notamment en hélice a; la portion hélicoidale
du peptide s’associe spécifiquement avec le domaine N-terminal du récepteur, ce qui permet au segment
N-terminal flexible du ligand d’interagir avec les domaines extracellulaire et transmembranaire du
récepteur, (2) et (3) Stabilisation structurale de la portion N-terminale du PACAP avec la formation des
motifs Asx-turn et N-capping, ce qui conduit a I'activation du récepteur.

2.4.2. Dimérisation des récepteurs du PACAP

Il est maintenant établi que les RCPGs peuvent former des oligomeéres jouant un role important
dans les profils physiologiques et pharmacologiques des récepteurs comme la spécificité de

leurs ligands respectifs, leur signalisation intracellulaire ou encore leur internalisation (Roed et
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al., 2012). Il a été démontré que les trois récepteurs du PACAP peuvent former des dimeéres.
Tout d’abord, il a été mis en évidence que le récepteur PAC1 est retrouvé sous la forme d’un
homodimére a la surface membranaire de cellules CHO transfectées. L’interaction avec le
PACAP entraine la dé-dimérisation de ce récepteur et sa relocalisation sous forme de dimére au
niveau du noyau laquelle serait associée a I'activation de 'AMPc (Yu et al., 2013). Cette méme
équipe a également observé que la dimérisation de PAC1 serait dépendante du motif HSDCIF
retrouvé dans la région N-terminale du récepteur (Yu et al., 2012). De plus, dans des cellules
CHO, ils ont notamment mis en évidence que l'activation de PAC1 natif avec le PACAP
provoquerait une meilleure réponse anti-apoptotique a une privation de sérum que les cellules
transfectées avec un mutant M-PAC1 incapable de former des diméres (Yu et al., 2012).
Finalement, il a été conclu que les diméres de PAC1 seraient dotés d'une activité basale
indépendante du ligand (Yu et al., 2014).

Il a également été démontré par BRET que les récepteurs VPAC1 et VPAC2 peuvent former des
homo- et des hétérodimeres (Harikumar et al., 2006). Cependant, la coexpression de ces
récepteurs dans des CHO ou dans des COS ne semble pas influencer la liaison des ligands, ni
la signalisation ou l'internalisation des récepteurs (Harikumar et al., 2006, Langer et al., 2006).
D’autre part, il a été montré que le récepteur VPAC2 forme des hétérodiméres avec le récepteur
de la sécrétine (Harikumar et al., 2006). Il a aussi été établi que les récepteurs VPAC1 et
VPAC2 forment des hétéromeres avec les RAMPs, ce qui influence la liaison et la signalisation

des ligands (Langer, 2012).

2.4.3. Les variants d’épissage du récepteur PAC1

Le géne du récepteur PAC1 posséde 18 exons (Chatterjee et al., 1997). Dix de ces exons
sont exprimés de maniére constitutive tandis que les autres sont régulés par épissage alternatif
(Blechman et al., 2013). Les nombreux variants d’épissage alternatif fonctionnel de PAC1 lui
conférent différentes activités biologiques (Lutz et al., 2006). Plus précisément, 4 types
d’épissage influencent les fonctions du récepteur PAC1 : (1) des différences au niveau de la
région N-terminale par la suppression de 7, 21 (variant court ou 85,6 pour les exons épissés) ou
57 (variant tres court également appelé 64,5,6 pour les exons épissés) acides aminés, qui
alterent la spécificité et I'affinité du ligand ; (2) la présence de 3 cassettes distinctes, deux de 28
acides aminés (hip ou d’un variant de hop1) et une de 27 acides aminés (variant de hop2) dans

la troisieme boucle intracellulaire, qui modifie le couplage des protéines G et l'interaction avec
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d’autres seconds messagers; (3) des variations d’acides aminés dans les domaines
transmembranaires Il et IV, qui changent le processus d’hétérodimérisation du récepteur avec
les GRKs par exemple et (4) des variations au niveau de la région 5’UTR, qui a une incidence
sur I'expression de 'ARNm du récepteur (Blechman et al., 2013, Chatterjee et al., 1996,
Spengler et al., 1993).

Dans le cerveau adulte, et notamment dans I'hypophyse, le variant null, qui ne contient
aucune délétion ou insertion d’exons, est la forme la plus abondante, tandis que le
récepteur PAC1, ayant le variant de hop1, prédomine dans les testicules et les glandes
surrénales, ce qui suppose différentes actions pour ces variants (Blechman et al.,, 2013, D.
Vaudry et al., 2009a). En effet, de nombreuses différences sont observées au niveau de
I'activation des seconds messagers tels que I'AC, la PLC ou le calcium intracellulaire en fonction
du variant. Par exemple, dans les cultures de neuroblastes corticaux, il a été rapporté que le
PAC1-null stimule seulement 'AC tandis que I'isoforme PAC1-hop1 enclenche l'activation d’AC
et de la PLC (Braas et al., 1996, DiCicco-Bloom et al., 2000). En revanche, d’autres études
démontrent que les deux isoformes sont capables d’activer la PLC de sorte que des différences
peuvent vraisemblablement se manifester en fonction des modéles cellulaires utilisés pour ces
travaux (Blechman et al., 2013). En comparaison, l'isoforme PAC1-hop185,6, contenant des
délétions au niveau N-terminal et linsertion d’une cassette dans la troisieme boucle
intracellulaire est capable d’induire une élévation du calcium cytoplasmique tandis que l'isoforme
PAC1-hiphop en est incapable (Blechman et al., 2013). En outre, I'épissage alternatif du PAC1
peut modifier l'affinité de liaison du ligand et I'activation des messagers intracellulaires. Par
exemple, le PACAP38 a une affinité plus élevée pour le récepteur PAC1 court que le PACAP27,
et active plus facilement la PLC. Egalement, la forme courte de PAC1 affichant une suppression
de 57 acides aminés dans le domaine extracellulaire N-terminal révéle des affinités de liaison
réduites pour le PACAP38 et le PACAP27, mais similaires pour le VIP (Dautzenberg et al.,
1999, Journot et al., 1995, Lutz et al., 2006, Pantaloni et al., 1996). Dans le Tableau ci-dessous
(Tableau 4), nous avons répertorié les différences fonctionnelles pour les variants du
récepteur PAC1 humain. Dans le cadre de ce projet, nous nous sommes intéressés plus
particulierement au récepteur PAC1-null en raison de sa présence dans le systéme nerveux
central (SNC) et aussi de son implication dans les troubles du SNC (King et al., 2017, E. H. Lee
et al., 2014, D. Vaudry et al., 2009a).
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Tableau 4 : Variants d’épissage du récepteur PAC1 et les conséquences fonctionnelles de celles-ci
chez ’lhomme. Adapté de Blechman et al., 2013, de Dickson et al., 2009 et de Lutz et al., 2006.

Variants

Epissage
alternatif

Propriétés de liaison

Conséquences fonctionnelles

Gas (AMPc)

Gaq (PLC ou IP3)

Ca?*

PAC1-null

Contenant les
exons2a 13
et16a18

PACAP38~PACAP27 > VIP

PACAP38<PACAP27 > VIP

PACAP38>PACAP27>VIP

PACAP38>PACAP27 > VIP

PAC1-
Hop1

Insertion de
I'exon 15 dans
la 3° boucle IC

PACAP38~PACAP27 > VIP

PACAP38<PACAP27

PACAP38=PACAP27

ND

PAC1-Hip

Insertion de
I'exon 14 dans
la 3° boucle IC

PACAP38~PACAP27

PACAP38<PACAP27

PACAP38> PACAP27=VIP

ND

PAC1-
HipHop

Insertion des
exons 14 et 15
dans la 3°
boucle IC

PACAP38~PACAP27 > VIP

PACAP38<PACAP27

PACAP382PACAP27

ND

PAC135,6

Délétion des
exons 5 et 6

ND

PACAP382VIP

PACAP38>VIP

PACAP38>PACAP27 > VIP

PAC154,5,6

Délétion des
exons 4,5,6

PACAP38~PACAP27>VIP

PACAP38~PACAP27 > VIP

Pas d’activation

PACAP38>PACAP27 > VIP

PAC1-
Hop1585

Délétion de
I'exon 5 dans
le segment N-

terminal et

insertion de
I'exon 15 dans
la 3° boucle IC

ND

PACAP38~PACAP27 >VIP

PACAP38> PACAP27=VIP

ND

PAC1-
Hips5

Délétion de
I'exon 5 dans
le segment N-
terminal et
insertion de
I'exon 14 dans
la 3° boucle IC

PACAP382VIP

PACAP38>VIP

pas d’activation

ND

PAC1-
Hop185,6

Délétions des
exons 5 et 6
dans le
segment N-
terminal et
insertion de
I'exon 15 dans
la 3° boucle IC

ND

PACAP382VIP

PACAP38> VIP

PACAP38>PACAP27 > VIP

PAC1-
Hips5,6

Délétions des
exons 5 et 6
dans le
segment N-
terminal et
insertion de
I'exon 14 dans
la 3° boucle IC

PACAP38=VIP

PACAP38=VIP

PACAP382VIP

ND

ND, non défini; 6 type d’exon épissé
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244, Signalisation du récepteur PAC1 : effet antiapoptotique

Il a été démontré que le PACAP exerce un effet neuroprotecteur tant dans des conditions
physiologiques que pathologiques. Par exemple, face a de nombreux agents induisant
'apoptose, le PACAP posséde la propriété de contrer la mort cellulaire programmée. En effet,
via le récepteur PAC1, le PACAP produit un effet antiapoptotique suite a l'activation de deux
protéines G, soit Gag et Gas qui vont réguler divers seconds messagers (Destiny-Love Manecka
et al., 2016). Les voies de signalisation associées a l'effet antiapoptotique du PAC1 sont

présentées dans la Figure 10.

Dans de nombreux modéles cellulaires, il a été observé que le PACAP induit un effet
neuroprotecteur via la voie AMPc/PKA, comme confirmé par I'abolition de cette activité en
présence d’inhibiteurs de cette voie (Mei et al., 2004, Onoue et al., 2002, D. Vaudry et al.,
2000a, Wang et al., 2005). Aussi, des études, réalisées avec une lignée cellulaire issue d’un
phéochromocytome de rat (cellules PC12) et des cellules granulaires cérébrales, ont montré
limplication de ERK dans l'effet antiapoptotique du PACAP suite a l'activation de 'AMPc
(Journot et al., 1998, Villalba et al., 1997, Wang et al., 2005). Plusieurs intermédiaires
interviennent dans cette cascade de signalisation comme PKA et Epac (exchange protein
directly activated by cAMP) qui vont stimuler des GTPases telles que Ras et Rap1, entrainant de
ce fait I'activation de la cascade des MAPK (Journot et al., 1998, Villalba et al., 1997, Wang et
al., 2005). Ultimement, ERK intervient au niveau de facteurs de transcription spécifiques a des
protéines antiapoptotiques telles que Bcl-2 (B-cell lymphoma 2). Cette derniére est bien connue
pour son action régulatrice de I'apoptose via l'inhibition de Bax (Bcl-2 associated X protein).
L’'implication de Bcl-2 dans l'effet antiapoptotique du PACAP a été démontrée chez des souris
ayant subi une ischémie cérébrale par occlusion de l'artére cérébrale moyenne (Ohtaki et al.,
2006). Egalement, I'activation de Bcl-2 par le PACAP a été mise en évidence dans des cellules
granulaires de cervelet de rat (Aubert et al., 2006). |l a aussi été rapporté que le facteur de
transcription C-jun est suractivé dans plusieurs modéles animaux traités a I'éthanol ou au
glutamate, ou ayant subi une ischémie (Botia et al., 2011, Dohi et al., 2002, Racz et al., 2006a).
D’autre part, le PACAP régule C-jun via I'inhibition de JNK (C-jun N-terminal kinase) par la PKA
dans des cellules PC-12 (Hur, 2005). Aussi, il se pourrait que I'inhibition de JNK par PKA ait un
rble indirect dans l'inhibition de BAD (Bcl-2-associated death promoter) aprés une ischémie bien
que l'action du PACAP n’ait pas été clairement démontrée (Fan et al., 2010, Kamada et al.,
2007).
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D’une part, I'activation de la PKA par le PACAP dans des cellules granulaires cérébrales de
rat a montré une inhibition de l'influx potassique associé a un effet neuroprotecteur (Destiny-
Love Manecka et al., 2016, Mei et al., 2004). D’autre part, dans de nombreux modéles
cellulaires, il a été démontré que I'apoptose est souvent associée a une réduction du potassium
intracellulaire (Yu et al., 1999a, Yu et al., 1999b, Yu et al., 1997). Ainsi, I'inhibition du courant
potassique par le PACAP réduit I'activité caspasique et participe a I'effet neuroprotecteur du
peptide. Récemment, il a été démontré, in vitro et in vivo, que I'effet neuroprotecteur du PACAP
est associé a I'expression du géne de la sélénoprotéine T par la voie AMPc/PKA et que cette
action méne a l'inhibition des ERO (Castex et al., 2016, Grumolato et al., 2008).

Au niveau transcriptionnel, comme révélé par exemple lors d’une dégénérescence rétinienne
induite par le glutamate, le PACAP via ERK active le facteur de transcription CREB (cAMP
response element-binding protein) qui posséde des effets dans la survie neuronale (Landeira et
al., 2018, Racz et al., 2006b). Aussi, dans des cellules de Schwann, CREB est activée par la
voie PI3K/Akt via la stimulation de la protéine Goq (Castorina et al., 2015, May et al., 2010).
Suite a I'activation de cette protéine G, deux types de seconds messagers sont activés : la PI3K
et la phospholipase C. La PLC induit I'hydrolyse d'un facteur plasmatique membranaire qui
produit alors de linositol-1,4,5-triphosphate (IP3) et du diacylglycérol (DAG) (Destiny-Love
Manecka et al., 2016). L’IPs est principalement rattaché a I'activation du calcium intracellulaire
qui, dans les cellules PC12, est associée a l'effet neuroprotecteur du PACAP (Mustafa et al.,
2010). A titre d’exemple, dans des neurones olfactifs, le calcium participe a linhibition de
'ouverture des canaux potassiques et a I'action neuroprotectrice du PACAP observée dans ce
modéle (Han et al., 2005). En paralléle, la libération du DAG entraine la stimulation de la PKC
qui, comme montré dans des cellules PC12, induit la stimulation de ERK et promeut la survie
cellulaire (Barrie et al., 1997, Journot et al., 1995, Lazarovici et al., 1998, D. L. Manecka et al.,
2013, Villalba et al., 1997, Wang et al., 2005). Par ailleurs, la phosphorylation de ERK serait
associée a l'activation de la voie PLC/PKC et a I'endocytose du récepteur PAC1 dans les
HEK293 (May et al., 2014). |l a ainsi été récemment observé que la suppression de I'expression
de 'ARN messager de la B-arrestine 2 réduit significativement linternalisation du récepteur
PAC1 de méme que la stimulation prolongée de ERK1/2, démontrant ainsi une composante
endosomale, issus de I'activation du récepteur PAC1 et dépendante des B-arrestines (Shintani
et al., 2018). Pour finir, il a aussi été suggéré que la dimérisation et l'internalisation du récepteur

PAC1 sont associées a I'effet anti-apoptotique (Yu et al., 2014).

32



e

3 “-r e B S I o B T B A M I B B A
—I FTIRT A Wil L b

X ¢ MO
Ut ! i { |
{ ) ¥ A1 U Lk )
5 . -, » k3 ’ ’

Caspase 9

-
|

APOPTOSE
cun  PGCla/NRF-1 CREB  ATF2  C-Rel (NF-xB)  cFos

A\

YRYRNRYRY.  YRYRYRYRYRY MRDARAR. MRONRAIARY,
GENES SelT GENES Bcl-2
APOPTOTIQUES J NEUROPROTECTEURS ’

Figure 9 : Représentation des voies de signalisation associées a I'effet antiapoptotique du PACAP
aprés activation du récepteur PAC1 (Destiny-Love Manecka et al., 2016).
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2.5. Distribution tissulaire du PACAP et de ses récepteurs

Le PACAP est un peptide pléiotrope et cette propriété est reflétée par sa distribution
tissulaire. En effet, ce dernier présente les caractéristiques d’'une hormone hypothalamique, d’'un
neuromodulateur, d’'un facteur neurotrophique ou encore d’un neurotransmetteur. Il est exprimé
dans tout le systéme nerveux central (SNC), notamment dans I'hypothalamus, I'’hippocampe, le
cervelet et dans la matiére grise (Arimura et al., 1991, Arimura et al., 1994, Hannibal, 2002). Des
ARN messagers et des fibres immunoréactives du PACAP ont été mises en évidence au niveau
des capillaires sanguins du systéme-porte hypothalamo-hypophysaire (Hannibal et al., 1995a,
Hannibal et al., 1995b, Kivipelto et al., 1992, Koves et al., 1991, Koves et al., 1990, Mikkelsen et
al., 1995, Tamada et al., 1994). De plus, dans le SNC, l'isoforme prédominante du PACAP est
celle de 38 acides aminés, le PACAP27 ne représentant que 10 % du contenu PACAPergique
dans le tissu cérébral (Arimura et al., 1991, Ghatei et al., 1993, Masuo et al., 1993). Dans le
systéeme nerveux périphérique (SNP), le PACAP est exprimé dans les neurones sensoriels ainsi
que dans les neurones sympathiques et parasympathiques préganglionnaires (Sundler et al.,
1996). Le PACAP est également présent au niveau des appareils digestifs, respiratoires et
cardiovasculaires, et dans de hombreux organes périphériques tels que les glandes surrénales

et les testicules, ce qui suggére une grande diversité de fonctions (D. Vaudry et al., 2009a).

Les récepteurs du PACAP, tout comme celui-ci, sont largement distribués dans le cerveau et
les organes périphériques. D’une part, au niveau du SNC, le récepteur PAC1, et en particulier
PAC1-null, est retrouvé dans de nombreuses zones telles que le bulbe olfactif, 'hypothalamus,
I'hippocampe, le cortex cérébral, le cervelet, le thalamus et la substance noire (SN) (Blechman
et al., 2013, Cauvin et al., 1991, Masuo et al., 1991, Masuo et al., 1992, Suda et al., 1991, D.
Vaudry et al., 2009a). D’autre part, les récepteurs VPACs sont exprimés dans des zones plus
localisées du cerveau comme le cortex cérébral, le thalamus, I'hypothalamus et le cervelet
(Basille et al., 1993, Joo et al., 2004, D. Vaudry et al., 2009a, Vertongen et al., 1997). Par
ailleurs, il faut noter que les niveaux d’ARN messager (ARNm) encodant pour le récepteur PAC1
sont plus élevés que ceux encodant pour les récepteurs VPACs (Basille et al., 2000). Aussi, au
niveau cellulaire, les génes des récepteurs PAC1, VPAC1 et VPAC2 sont retrouvés dans les
neurones, et des ARNm ont été aussi détectés dans les cellules gliales et les astrocytes
(Grimaldi et al., 1999, Hashimoto et al., 1996, Joo et al., 2004). En revanche, seul PAC1 est

exprimé par les oligodendrocytes (Tatsuno et al., 1990).
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Au niveau périphérique, les ARNm des récepteurs ont principalement été trouvés dans les
glandes endocrines (D. Vaudry et al., 2009a). Toutefois, la distribution des différents récepteurs
serait tissus-dépendantes. En effet, des sites de liaison PAC1 sont principalement observés
dans I'hypophyse, la glande surrénale, l'utérus, lintestin, le pancréas, les testicules et les
ovaires (D. Vaudry et al., 2000b). En revanche, le récepteur VPAC1 est principalement retrouvé
dans la plupart des tissus épithéliaux, et également dans le foie, les reins, la prostate, la rate, les
poumons et les glandes mammaires. Quant au récepteur VPAC2, comme pour les récepteurs
PAC1 et VPAC1, une densité significative est retrouvée dans les ganglions cardiaques et les
tissus aortiques (D. Vaudry et al., 2009a). Aussi, le récepteur VPAC2 est abondamment exprimé
dans de nombreux organes musculaires (Harmar et al., 2004, D. Vaudry et al., 2000b).
Notamment, seul TARNm du récepteur VPAC2 a été détecté dans les cellules vasculaires des
muscles lisses, suggérant que le récepteur VPAC2 serait a I'origine des effets vasodilatateurs

observés dans ces tissus avec le PACAP (Miyata et al., 1998).

2.6.Passage a travers la barriere hématoencéphalique

La barriere hématoencéphalique (BHE), composée de cellules endothéliales unies entre
elles par des jonctions serrées, limite I'entrée de molécules provenant de la circulation sanguine
dans le SNC. La BHE représente un obstacle majeur au développement de molécules a visée
thérapeutique pour des pathologies touchant le systeme nerveux, et notamment pour le
traitement des maladies neurodégénératives. En 1993, il a été démontré, chez la souris, que le
PACAP, sous ces deux formes moléculaires, peut traverser cette barriére, et ce, dans les deux
directions (Banks et al., 1993). Dans cette méme étude, il a été montré qu’un pourcentage plus
élevé de PACAP27, comparé au PACAP38, accéde au cerveau, aprés administration par voie
intraveineuse (i.v.), bien que la vitesse d’influx du PACAP38 soit supérieure (Banks et al., 1993).
Une autre étude, réalisée en 2002, a montré que le PACAP38 traverse la BHE rapidement au
niveau de I'hypothalamus et de I'hippocampe (Nonaka et al., 2002). La différence entre les deux
isoformes est probablement due a leurs paramétres pharmacocinétiques. En effet, le PACAP38
peut se lier a la céruloplasmine, un facteur plasmatique, ce qui réduit sa fraction libre disponible
(Tams et al., 1999). Enfin, le PACAP38 pénetre le SNC par un systéme de transport saturable le
peptide transport system 6 (PTS-6a), tandis que le PACAP27 traverse la BHE de maniere
passive (Banks et al., 1993). Les deux isoformes du PACAP sont également transportées du

cerveau vers la circulation sanguine par des transporteurs saturables indépendants appelés
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PTS-6b pour le PACAP38 et PST-6¢ pour le PACAP27 (Figure 8) (Banks, 2016, Dogrukol-Ak et
al., 2009).
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Figure 10 : Passage du PACAP a travers la BHE.

Le passage du PACAP38 se fait principalement par le transporteur saturable PTS-6a, de la circulation
sanguine au cerveau et le PTS-6b, du cerveau vers la circulation sanguine. Le PACAP27 traverse la BHE
par diffusion passive vers le cerveau et par le transporteur PTS-6c¢, vers la circulation sanguine.

2.7. Activités biologiques

La distribution du PACAP et de ses récepteurs dans I'organisme suggére de nombreuses
activités biologiques. Il est connu que ce peptide joue un réle essentiel dans I'adaptation des
organismes vivants, notamment au niveau du SNC. Ce peptide a également de nombreux effets
au niveau des organes périphériques et son implication est retrouvée dans divers systémes tels
que respiratoire, digestif, cardiovasculaire et immunitaire. Au vu de la diversité des effets
biologiques du PACAP, nous ne présentons qu’une revue partielle de littérature et ne citons que
quelques exemples. Un résumé des effets biologiques du PACAP est fourni dans le Tableau 5.
Par ailleurs, comme plusieurs revues présentent ses effets de maniére exhaustive, le lecteur est

invité a les consulter (Yukio Ago et al., 2016, Canipari et al., 2016, Delgado, 2016, Tamas
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Juhasz et al., 2016, Moody et al., 2011, D. Vaudry et al., 2009a, Vu et al., 2016, Watanabe et
al., 2016).

2.7.1. Effet surle SNC

Dans la littérature, ce peptide pléiotrope est décrit comme étant une hormone, un
neuromodulateur, un neurotransmetteur ou encore comme un facteur trophique. Les sections

suivantes vont donc définir certaines caractéristiques de ses actions.

2.711. Développement embryonnaire

Le PACAP est étroitement impliqué dans le développement neuronal puisqu’il est un
régulateur de la prolifération des précurseurs neuronaux et de leur différenciation, migration,
maturation et survie (Watanabe et al., 2016). En effet, le PACAP et son récepteur PAC1 sont
exprimés lors du développement des régions neurogéniques de I'épithélium ventral, du gyrus
denté et de I'hippocampe (Skoglosa et al., 1999). Par exemple, durant le développement du
cortex cérébral et de la moelle épiniére, I'expression du récepteur PAC1 est augmentée. Durant
le développement du cerveau de rat (E20-E21), TARNm du récepteur PAC1 est fortement
exprimé dans le bulbe olfactif, I'hippocampe et le cervelet (Basille et al., 2000). Il a également
été démontré que I'administration de PACAP chez les souris entraine une prolifération des
progéniteurs neuronaux dans la zone subventriculaire (Watanabe et al., 2016) et le ventricule
latéral du gyrus denté (Mercer et al., 2004), ainsi qu’'une augmentation significative de
I'épaisseur du cervelet (D. Vaudry et al., 1999). Chez des souris dont le géne du PACAP a été
invalidé, la survie des cellules nouvellement divisées dans le gyrus denté et I'hippocampe est
grandement réduite (Y. Ago et al., 2011). En résumé, le PACAP a un effet sur la prolifération, la
survie, la différentiation, la croissance des neurites, et la mobilité des cellules cérébelleuses
granulaires (Watanabe et al., 2016). L’ensemble de ces résultats suggere donc que le PACAP a

un effet dans la neurogénése (Mercer et al., 2004).
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2.7.1.2. Facteurs de neuromodulation et neurotransmetteurs

Dans le SNC adulte, le PACAP est retrouvé en grande quantité dans I'’hypothalamus
(Arimura et al., 1995). Chez le rat, l'injection de PACAP par voie intracérébroventriculaire (i.c.v.)
provoque une sécrétion de vasopressine dans le plasma (Murase et al., 1993) et induit la
neurosécrétion d’ocytocine, ce qui suggére une action en tant que neuromodulateur des
neurones hypothalamiques magnocellulaires (D. Vaudry et al., 2009a). Son action en tant que
neuromodulateur est confirmée par son effet sur la régulation de la sécrétion de neurohormones
hypophysiotropes telle que I’hormone lutéinisante (LH) (Anderson et al., 1996). De plus, in vivo,
le PACAP peut induire la sécrétion de catécholamines des glandes surrénales isolées ou des
cellules chromaffines en culture (Przywara et al.,, 1996). D’autre part, dans les glandes
surrénales, le PACAP est exprimé dans I'espace présynaptique des terminaisons nerveuses
splanchniques et est cosécrété avec I'acétylcholine (ACh) dans I'espace post synaptique, tandis
que les cellules chromaffines expriment les récepteurs du PACAP et de 'ACh. Ainsi, le PACAP

remplit toutes les conditions pour étre considéré comme un neurotransmetteur.

2.7.1.3. Effets sur le comportement

Il a été démontré que le PACAP peut influencer plusieurs aspects comportementaux, tels
que la régulation de la faim, le rythme circadien, la mémorisation, la réponse au stress ou
encore la nociception. Tout d’abord, dans la région hypothalamique contrélant I'alimentation, de
nombreux neurones exprimant le PACAP sont retrouvés (Masuo et al., 1993). En accord avec
cette observation, il a été démontré que des souris ayant regcu du PACAP par voie i.c.v. avaient
un appétit significativement réduit (Mounien et al., 2009). D’ailleurs, une augmentation de la
concentration en PACAP a été observée dans I'hypothalamus, le télencéphale et le tronc
cérébral de rat en état de famine, en particulier chez les males, alors que chez les femelles cette
observation n’a été faite que dans I'hypothalamus et de maniére moins importante (Kiss et al.,
2007).

Le PACAP a également un effet sur le rythme circadien, comme suggéré par les variations
d’expression de 'ARNm du récepteur PAC1 observé durant la journée, avec des pics a midi et
minuit (Cagampang et al., 1998). Le PACAP stimule notamment I'expression de la mélatonine
chez le rat (Simonneaux et al., 1993) et interagit avec le glutamate pour moduler I'horloge
circadienne (Chen et al., 1999).
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L’implication du PACAP dans l'apprentissage a été mise en évidence a l'aide de souris
invalidées pour le PAC1, lesquelles étaient caractérisées par un déficit d’apprentissage
associatif en condition de peur, sans cependant présenter de déficit d’apprentissage déclaratif
lors de l'utilisation de la piscine de Morris (Otto et al., 2001). De plus, des rats traités avec du
PACAP par voie i.c.v. ont affiché une plus grande facilitt de mémorisation a éviter un choc
électrique que les animaux controles, démontrant ainsi une implication du systeme
PACAPergique dans ce processus (Adamik et al., 2005). Il a été mis en évidence que le niveau
d’expression de ce peptide dans le liquide céphalorachidien, le gyrus frontal supérieur et le
gyrus temporal moyen est diminué et qu’il est inversement corrélé a la déficience cognitive
légére associée a la maladie d’Alzheimer (MCI-MA). De plus, I'expression du récepteur PAC1
est augmentée dans le gyrus frontal supérieur chez les patients MCI-MA, mais pas les patients
diagnostiqués pour la MA (Han et al., 2015). Récemment, le PACAP a également démontré des
effets bénéfiques dans les processus de reconnaissance d’un nouvel objet et dans le labyrinthe
en T chez un modéle de souris de la maladie d’Huntington (R6/1) ayant un déficit cognitif. Ces
résultats étaient associés a la restauration de [I'expression du récepteur PAC1 dans

I'hippocampe, lequel est diminué lors de cette maladie (Cabezas-Llobet et al., 2018).

Le PACAP et le récepteur PAC1 sont également impliqués dans la régulation du stress (King
et al., 2017). Anatomiquement parlant, le PACAP et son récepteur PAC1 sont exprimés dans
plusieurs régions cérébrales régulant le stress (Ramikie et al., 2016). Il a été mis en évidence
qu’un stress chronique entraine une élévation ¢ARNm du PACAP et de PAC1 dans le noyau du
lit de la strie terminale et serait associé a I'anxiété (Hammack et al., 2009, Mustafa, 2013,
Ramikie et al., 2016). Il a également été montré que l'infusion de PACAP dans le noyau du lit de
la strie terminale ou le noyau central de 'amygdale imite plusieurs effets reliés a une exposition
au stress comme le relargage de glucocorticoides (Hammack et al., 2015). Il a été observé que
les patients diagnostiqués pour un trouble de stress posttraumatique ont des hauts niveaux
sanguins de PACAP. De plus, ces niveaux sont corrélés a la réponse au réflexe de sursaut
acoustique (Dias et al., 2013). Aussi, les femmes semblent plus sensibles a ce syndrome ou les
niveaux de PACAP38 retrouvés dans le sang sont en excellente corrélation avec les
manifestations cliniques bien que des niveaux sanguins élevés soient aussi retrouvés chez les
hommes (Ressler et al., 2011). Pour finir, il a été rapporté qu’un polymorphisme nucléotidique
est retrouvé dans le géne de PAC1 et que celui-ci est significativement corrélé au diagnostic du

syndrome de stress posttraumatique, en particulier chez la femme (Ressler et al., 2011).
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Enfin, plusieurs évidences de I'implication du PACAP dans la nociception ont été signalées.
Notamment, le PACAP et ses récepteurs sont retrouvés dans le systéme trigéminocervical,
lequel est responsable de la sensibilité aux migraines (Edvinsson et al., 2018). En effet,
'administration i.v. de PACAP38 provoque des maux de téte chez les patients sains via la
dilatation de l'artere méningée moyenne extracranienne (Amin et al., 2014, Edvinsson et al.,
2018). De méme, chez la souris ou le rat, 'administration intrathécale du PACAP a de faibles
doses cause une diminution de la latence des coups de queue tandis que des doses élevées
provoquent des comportements entrainant des morsures et des égratignures, suggérant une
condition de douleur. Donc, le PACAP agirait comme neurotransmetteur sensoriel dans la

nociception (Davis-Taber et al., 2008).

2.7.1.4. Effets neuroprotecteurs

Les actions du PACAP au niveau du SNC sont multiples. Néanmoins, ce peptide est
principalement connu pour ses effets neuroprotecteurs. Son efficacité dans plusieurs modéles in
vivo et in vitro de troubles et traumatismes neurologiques comme la maladie de Parkinson (MP),
la maladie d’Alzheimer (MA), l'ischémie cérébrale, la maladie de Huntington et la sclérose
latérale amyotrophique (SLA) a déja été démontrée. En effet, le PACAP protége les cellules
cérébrales contre I'apoptose induite par de nombreux agents toxiques tel que le MPP*, le MPTP,
la 6-OHDA, la roténone, le peroxyde d’hydrogéne, la protéine B-amyloide, I'éthanol, le
lipopolysaccharide (LPS), ou encore les céramides (Reglodi et al., 2011). En particulier, le
PACAP a été étudié dans le cas de la maladie de Parkinson puisqu’il posséde une influence sur
la synthése des catécholamines et plus précisément, sur I'expression de la tyrosine hydroxylase
(TH), une enzyme permettant la synthése de la dopamine (DA) (Houchi et al., 1994, Moser et
al., 1999). Par exemple, son action in vitro et in vivo au niveau du mésencéphale est
accompagnée d’'une augmentation de I'expression de la TH (Takei et al., 1998). In vitro, il a été
établi que le PACAP protége des cellules PC12 contre une surexpression d’a-synucléine, une
protéine mutée qui forme des agrégats lors de la MP (Chung et al., 2005), et la toxicité de la
roténone (Wang et al., 2005). Dans des neuroblastomes humains de type SH-SY5Y, le PACAP
induit une neuroprotection prononcée contre la toxicité du salsolinol, un composé endogéne
psychoactif formé par la condensation de 'ACh et de la DA (Brown et al., 2013), tandis que dans
des modéles parkinsoniens de rat, il protége les neurones dopaminergiques et réduit les déficits
neurologiques et comportementaux (R. Yang et al., 2015). De plus, ce peptide assure un effet

neuroprotecteur contre de nombreux agents neurotoxiques conduisant a des phénotypes
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ressemblant a la maladie de Parkinson tels que le MPTP, la 6-OHDA et la roténone (Deguil et
al., 2010, Lamine et al., 2016, Reglodi et al., 2018, Reglodi et al., 2004b, Wang et al., 2005).
Plus précisément, le PACAP limite les altérations comportementales induites par la 6-OHDA et
réduit considérablement la perte des neurones dopaminergiques (Reglodi et al., 2004a, Reglodi
et al., 2004b). Chez le rat, une injection de 6-OHDA provoque I'apoptose d’environ 50 % des
neurones de laire tegmentale ventrale. Toutefois, lorsque ce traitement est effectué en
présence de PACAP, aucune perte de neurones n’est observée dans cette région (Reglodi et
al., 2004b). De facon similaire, le PACAP induit un effet neuroprotecteur contre I'action du MPTP
chez la souris et cet effet positif a été associé a I'expression du récepteur de la dopamine D2
(Wang et al., 2008). Par ailleurs, il s’avere que I'expression du transporteur de monoamine
vésiculaire de type 2, lequel est essentiel pour le transport de divers neurotransmetteurs incluant

la dopamine, est augmentée dans le striatum en présence du peptide (Wang et al., 2008).

Finalement, I'inflammation, une condition aggravante de la MP, est observée au cours de la
maladie, car il y a une suractivation des microglies qui produisent alors des facteurs pro-
inflammatoires affectant les neurones dopaminergiques (Jenner et al., 1996). Le PACAP
protége les SH-SY5Y contre I'inflammation induite par le LPS ou I'interféron gamma (IFN-y) en
inhibant la production de BDNF (brain-derived neurotrophic factor) et en activant la protéine
CREB (Brown et al., 2014).

Le PACAP a aussi manifesté son efficacité dans des modéles cellulaires de la MA. Ainsi, le
PACAP27 protege les cellules PC12 contre la toxicité de la protéine pB-amyloide (Onoue et al.,
2002). Cette protéine, générée a partir d’'un précurseur (APP) aprés clivage par la 3-sécrétase,
forme des plaques au niveau du cerveau des patients souffrant de la MA (Seeman et al., 2011).
Cependant, il a été démontré que le PACAP peut favoriser le clivage de 'APP en sAPP, un
facteur neurotrophique et neuroprotecteur (Lannfelt et al., 1995), favorisant ainsi la survie des
neuroblastomes en culture (Kojro et al., 2006). In vivo, des souris transgéniques APP, un
modéle murin de la maladie d’Alzheimer, ne sont pas capables de discriminer un nouvel objet
d’un objet familier tandis que des souris ayant regu du PACAP par inhalateur passent 30 % plus
de temps avec un nouvel objet que leurs pairs non traités (Rat et al., 2011). Tout comme pour la
MP, le stress oxydatif fait aussi partie du développement de la MA et, dans un cas comme dans
l'autre, le PACAP est capable de protéger des cellules granulaires cérébrales contre la toxicité
d’ERO tel le peroxyde d’hydrogéne (D. Vaudry et al., 2002). Dans des cultures primaires de
cellules neurogliales mésencéphaliques de rat, le PACAP produit un effet bénéfique en inhibant
la production d’ERO induite par le LPS (S. Yang et al., 2006)
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Pour finir, lors de traumatismes cérébraux, I'expression du PACAP et de son
récepteur PAC1 est augmentée dans les cellules neuronales, suggérant son implication dans les
mécanismes de protection (Gillardon et al., 1998, Stumm et al., 2007). Par exemple, lors d’une
ischémie cérébrale, le PACAP a montré un effet neuroprotecteur, méme aprés 48 h, avec une
réduction de l'activité caspasique et une réduction de la taille de linfarctus cérébral d’environ
50 % (Lazarovici et al., 2012), ce qui prouve sa puissance comme substance antiapoptotique et
son potentiel pour un usage thérapeutique. Cette action fait intervenir diverses voies de
signalisation qui sont d’ailleurs décrites a la section 2.4.3. En résumé, ces nombreuses études
témoignent de la pertinence d'utiliser le PACAP comme gabarit moléculaire pour la mise au
point d’'un agent curatif pour le traitement de maladies neurodégénératives et d’atteintes

cérébrales provenant notamment de traumas.

2.7.2. Organes périphériques

Le PACAP présente aussi de nombreuses actions périphériques. En effet, ses activités ont été
décrites dans la plupart des systémes biologiques (reproducteur, gastro-intestinal, squelettique,
immunitaire, etc.) et celles-ci sont résumées dans le Tableau 5. Ici, nous ne présentons qu’un
bref apercu des sites d’expression et des activités biologiques qui ont été identifiés pour le

PACAP. Le lecteur est invité a parcourir les revues référencées pour plus d’information.
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Tableau 5 : Effets physiologiques du PACAP sur les différents systémes de I'organisme.

Systéme Localisation/Activités biologiques du PACAP Référence
Expression :
e Dans les gonades et 'utérus ;
e Lors du développement des acrosomes dans les spermatides de rat;
e Durant la spermatogénese chez les rongeurs et 'humain ;
e Dans les ovocytes et les cellules folliculaires chez le poisson-zebre ;
e Constante durant le cycle ovarien dans les fibres nerveuses du hile ovarien; (Canipari et al.
Reproducteur e Dans le placenta humain au moment du terme. ’

Activités biologiques :
e Provoque la sécrétion de testostérone par les cellules de Leydig;
e Stimule la synthése de progestérone ;
e Active 'TAMPc dans les cellules de Sertoli;
e Stimule le relargage de VEGF dans les cellules folliculo-stellaires de I'hypophyse.

2016)

Respiratoire

Activités biologiques :
e Provoque la relaxation des muscles lisses de la trachée et une bronchodilatation chez le
rongeur ;
e Maintient le tonus vasculaire pulmonaire aprés la naissance ;
e Un déficit en PACAP induit une hypertension pulmonaire, un déficit respiratoire ;
e Agit sur le corps carotidien et contrdle la respiration.

(D. Vaudry et al.,
2009a)

Gastro-intestinal

Expression :
e Dans I'cesophage, I'estomac, le duodénum, l'intestin et le foie ;
e Récepteur PAC1 exprimé dans les cellules entérochromaffines ;
e Récepteur VPAC1 exprimé dans les cellules gastriques ;
e Exprimé lors de la phase céphalique durant la sécrétion d’acide gastrique.
Activités biologiques :
e Provoque le relargage d’insuline par les cellules f ;
Régule la fonction des cellules B pancréatiques ;
Stimule la sécrétion de glucagon ;
Stimule le relargage d’amylase dans le pancréas exocrine ;
En condition pathologique, le PACAP est impliqué dans la douleur abdominale de la
pancréatite ;
e Apres ingestion, le PACAP stimule le récepteur VPAC1 au niveau des cellules gastriques et
provoque la sécrétion de somatostatine ;
e Stimule la sécrétion de salive ;
e Impliqué dans la relaxation des muscles lisses gastriques.

(Vu et al., 2016)

Cardiovasculaire

Expression :

e Les vaisseaux sanguins sont enrichis en fibres exprimant le PACAP ;

e Les récepteurs PACAPergiques sont exprimés au niveau des artéres.
Activités biologiques :

e Hypertenseur apres le relargage des catécholamines ;
Action vasodilatatrice sur des cellules musculaires lisses artérielles ;
Vasorelaxant au niveau de I'aorte et de 'artére coronaire ;
Provoque une diminution de la pression artérielle ;
Cause une bradycardie chez le cobaye ;
Provoque une tachycardie sur des préparations de cceur isolé de rat et de cobaye ;
Cause une fibrillation artérielle spontanée chez les chiens anesthésiés ;
Provoque une arythmie sur des cceurs isolés de cobayes ;
Augmente le débit cardiaque et la force de contraction ventriculaire.

(D. Vaudry et al.,
2009a)

Squelettique

Expression :
e Exprimé dans les canaux cartilagineux du cartilage épiphysaire porcin ;
e Des fibres nerveuses exprimant le PACAP traversent la matrice des os durant leur
formation.
Activités biologiques :

(Tamas Juhasz et

¢ Impliqué dans la formation du cartilage hyalin ; al., 2016)
e Réduction de I'expression du PACAP dans les articulations des cartilages durant une
ostéoarthrose ;
e Influence la différenciation des ostéoblastes.
Expression :
o Exprimé par les lymphocytes T CD4* et CD8* dans le thymus et les organes lymphoides
périphériques ;
e Exprimé par les astrocytes et les microglies.
Activités biologiques :
o Entraine la prolifération des astrocytes ; (Yukio Ago et al.,
Immunitaire e Stimule la production d’IL-1, IL-6, protéines inflammatoires des macrophages, 2016, Delgado,
neurotrophine-3, CCL5/RANTES (régule I'activation des lymphocytes T); 2016)

o Effets anti-inflammatoires sur les macrophages, les monocytes, les cellules dendritiques et
les microglies ;

* Inhibe I'activation de facteurs pro-inflammatoires dans des microglies activées en culture
comme le TNF-q, -6, IL-1 B, COX-2.
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2.8.Limite d’utilisation du PACAP

Bien que le PACAP puisse étre considéré comme un agent thérapeutique potentiel pour
réduire la perte neuronale lors d’'un trouble neurologique, son usage n’est pas envisagé, car il
présente une faible biodisponibilité, une stabilité limitée et des effets secondaires probables

considérant sa non-spécificité envers le récepteur PAC1.

2.8.1. Stabilité plasmatique

Dans la circulation systémique, il a été mis en évidence que le PACAP est rapidement
dégradé par des enzymes telles que des carboxypeptidases et des endopeptidases, de sorte
que la demi-vie du PACAP38 est de moins de 2 min chez la souris, et entre 2 et 10 min chez
’homme, en fonction de l'age (Birk et al., 2007, Li et al., 2007, Robberecht et al., 1992b).
Notamment, le PACAP est principalement clivé par la dipeptidyl peptidase-IV (DPP-1V), une
aminopeptidase qui génére des fragments C-terminaux en scindant des segments dipeptidiques
du c6té N-terminal du peptide (Zhu et al., 2003). Particulierement, suite a ce clivage au niveau
du PACAP38, deux antagonistes non spécifiques du récepteur PAC1 sont générés, soit le
PACAP(3-38) et le PACAP(5-38). Cette activité enzymatique est donc problématique, car non
seulement elle diminue la quantité de peptide actif disponible, mais aussi, elle produit des
molécules qui réduiront les effets neuroprotecteurs associés a [isoforme endogene
(Vandermeers et al., 1992, Zhu et al., 2003).

La DDP-IV est exprimée de maniére ubiquitaire, mais on la retrouve plus particuliérement
active dans les poumons, les reins, le foie et les glandes surrénales (Mentlein, 1999), de méme
que dans le SNC, ou elle est surtout présente au niveau de la BHE (Mentlein, 1999). Cette
peptidase est cependant plus affine pour le PACAP38 que pour le PACAP27, avec une affinité
réduite de 15 fois pour ce dernier (Lambeir et al., 2001). Il est important de mentionner que des
inhibiteurs de la DPP-IV sont actuellement utilisés en clinique, notamment en prévention du
risque de crise cardiaque pour les patients atteints de diabéte de type Il (Bassi et al., 2018). Des
inhibiteurs sont également évalués en tant qu’anti-inflammatoires, entre autres en thérapie des

maladies inflammatoires de l'intestin (Salaga et al., 2018).
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Le PACAP38 est également dégradé par 'endopeptidase neutre 24.11 (NEP) exprimée a la
surface cellulaire ; I'affinité de cette endopeptidase est cependant limitée a cette isoforme. En
effet, une étude in vitro a montré que seul le PACAP38 est en mesure de produire des

fragments tronqués en C-terminal sous 'action de cette enzyme (Gourlet et al., 1997).

En conséquence, plusieurs avenues ont été envisagées afin d’augmenter la stabilité du
PACAP. Premiérement, la sensibilité du peptide vis-a-vis de la DDP-IV a été réduite en acétylant
'amine N-terminale. Cette modification a ainsi conduit a des temps de demi-vie supérieurs a
240 min pour les deux isoformes du PACAP, alors qu’elles n’étaient précédemment que de 23 et
39 min, respectivement (Bourgault et al., 2008a). Deuxiemement, comme certaines
endopeptidases ciblent des doublets dibasiques comme Arg'#-Lys'® et Lys?-Lys?!, lesquels sont
retrouvés dans la séquence du PACAP, des substitutions visant a protéger ces sites ont été
introduites dans la séquence (Bourgault et al., 2008a). Deux analogues, i.e. l'acétyl-[Ala’®,
Ala?’|PACAP38-propylamide et I'acétyl-PACAP27-propylamide ont alors été congus sur la base
de ces stratégies et, comme attendu, ils ont présenté une résistance totale face a la dégradation
par la DDP-IV et une augmentation de la stabilité plasmatique avec des temps de demi-vie
plasmatique de 25 min et de plus de 120 min, respectivement (Bourgault et al., 2008a). Par
ailleurs, Il'analogue acétyl-[Ala’®, Ala®®)PACAP38-propylamide a montré des effets
neuroprotecteurs comparables a ceux du ligand endogéne chez des rats ayant subi une

ischémie cérébrale (Dejda et al., 2011).

2.8.2. Effets secondaires

Le PACAP et ses récepteurs sont exprimés de maniere ubiquitaire dans de nombreux
organes et tissus. Le systtme PACAPergique est notamment présent au niveau du systeme
cardiovasculaire ou il a été observé que le PACAP est un vasodilatateur qui provoque une
tachycardie de maniére concentration-dépendante (D. Vaudry et al., 2009a). Chez des
volontaires sains, linjection i.v. du peptide (10 pmol/kg/min) provoque une augmentation
significative du rythme cardiaque (Dorner et al., 1998). Sur des oreillettes isolées de cobaye, le
PACAP27 et le PACAP38 provoquent une bradycardie de maniére dose-dépendante (Seebeck
et al., 1996) tandis que l'isoforme de 27 résidus induit une arythmie, lorsqu’appliquée sur des
coeurs de cobaye (Chang et al., 2005). De méme, chez le chien, le PACAP27 cause une
fibrillation auriculaire (Hirose et al., 1997). Notamment, I'utilisation chez le porc d’'un agoniste du

récepteur VPAC2 déclenche une vasodilatation des artéeres biliaires qui peut étre inhibée au
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moyen du PG-99-465, un antagoniste du récepteur VPAC2, confirmant ainsi I'implication de ce

récepteur dans cet effet (Grant et al., 2006).

Il a été montré que le PACAP est impliqué dans des effets pro et antinociceptifs (Tajti et al.,
2015). Par exemple, une injection systémique du peptide provoque chez un animal des
comportements associés a la douleur (Edvinsson et al., 2018). Egalement, chez certains
patients recevant une injection i.v. de PACAP, des migraines ont été observées (Schytz et al.,
2009). Une étude complémentaire conduite avec le VIP a démontré que les volontaires sains
avaient la méme perception de la douleur, ainsi qu’'une augmentation du débit sanguin aprés
injection de PACAP38 ou de VIP, confirmant ainsi que ces effets passent par les récepteurs
VPACs (Schytz et al., 2010). Toujours en lien avec les effets déléteres associés a I'activation
des récepteurs VPACs par le PACAP, il a été rapporté que l'administration d’'un agoniste
spécifique de VPAC2 aggrave les dommages neuronaux observés aprés un accident vasculaire
cérébral chez les rats (Darsalia et al., 2013). Ces quelques observations sur la nocivité possible
d’agonistes non sélectifs du PACAP confirment que le développement d’analogues PAC1-
sélectifs est une stratégie prometteuse en termes d’efficacité neuroprotectrice et de limitation
d’effets secondaires. Notamment, notre équipe a récemment congu un analogue PAC1/VPAC1
sélectif, I'Ac-[Phe(pl)®, Nle']PACAP27, qui a montré dans un modéle parkinsonien de souris,
par rapport au PACAP38, une réduction significative des effets sur le systéme cardiovasculaire,
tout en maintenant une activité neuroprotectrice comparable a celle du ligand endogéne (Lamine
et al., 2016).

Pour finir, il faut noter que la large distribution du PACAP et de ses récepteurs entraine des
effets sur de nombreux systémes biologiques. A cet égard, il faut tenir compte que le PACAP
agit sur le systeme endocrinien, en régulant la sécrétion de plusieurs hormones, et sur le
systéeme gastro-intestinal qui, en conditions pathologiques, peut étre a l'origine de douleurs
abdominales (Vu et al., 2016).
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3. La maladie de Parkinson

3.1.Epidémiologie

La maladie de Parkinson (MP) est une maladie neurodégénérative caractérisée par une
détérioration du contréle moteur (bradykinésie, tremblements, rigidité musculaire, altération de la
marche et de la posture), des troubles cognitifs comme un déficit de I'attention, une altération de
la mémoire de travail, une dépression, des problemes de sommeil, des problémes de langages
ou encore une impulsivité (Berardelli et al., 2001, Jankovic, 2008, Solari et al., 2013).
Aujourd’hui, la MP affecte 1-2 % des plus de 65 ans et 4-5 % des personnes agées de plus de
85 ans (Dorsey et al., 2007, Maiti et al., 2017). Une plus grande incidence de la maladie de
Parkinson est rapportée dans les pays développés et les hommes sont 1,5 fois plus touchés que
les femmes (Davie, 2008). Compte tenu du vieillissement de la population, la prévalence de la
maladie poursuit sa croissance. Cependant, bien qu’il y ait un lien évident entre le vieillissement
et la progression de la MP, cette pathologie est reconnue comme étant multifactorielle. En effet,
l'altération de certains génes pourrait expliquer I'origine de la MP. Toutefois, I'apparition de cas
sporadiques idiopathiques tend a impliquer d’autres causes, tels des facteurs
environnementaux, de sorte que I'étiologie de la maladie reste encore méconnue (Cannon et al.,
2011, Lubbe et al., 2014).

Les formes héréditaires de la MP ne constituent que de 5 a 10 % des cas, la plupart étant
associés a la présence de mutations dans les genes des protéines participant au trafic cellulaire
(Klein et al., 2012). D’autres types de mutation génétique sont également retrouvés dans les cas
sporadiques (Lubbe et al., 2014). Des mutations dans le géne de la protéine Parkin (PARK2),
qui code pour une ubiquitine ligase responsable de la dégradation des protéines agrégées se
formant habituellement au cours de la MP (Peker et al., 2018), et des mutations dans le géne de
PTEN-induced kinase 1 (PINK1) qui régule le trafic mitochondrial, ont notamment été
observées. En condition physiologique, la protéine Parkin est connue pour son activité
antiapoptotique. En effet, cette derniére, par interaction avec la membrane mitochondriale,
diminue son gonflement et le relargage du cytochrome C provoquant ainsi une réduction de la
stimulation des caspases et donc de I'apoptose. Dans le contexte de la maladie de Parkinson,
I'effet antiapoptotique de Parkin est aboli par sa mutation (Darios et al., 2003). L’'importance de
ces deux enzymes provient de leur participation au processus de dégradation des mitochondries

par autophagie (mitophagie) (Hunn et al., 2015).
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On retrouve aussi des mutations dans le géne SNCA encodant pour I'a-synucléine. Ceci
provoque son oligomérisation et son accumulation dans les cellules, ce qui serait une des
principales caractéristiques de la maladie de Parkinson (Fuchs et al., 2008, Mata et al., 2010). A
noter que des mutations dans le géne LRRK2 encodant pour la leucine-rich repeat kinase 2
seraient rattachées a 40 % des cas sporadiques de la MP (Healy et al., 2008). De plus, des
mutations observées dans le géne de la « protéine 7 de la MP », une déglycase connue sous les
appellations de DJ-1 et PARKY, seraient associées au début précoce de la MP (Ariga et al.,
2013). Enfin, des mutations dans 'ADN mitochondrial ont été observées dans les tissus
cérébraux de patients atteints de la MP (Davidzon et al., 2006, Luoma et al., 2004), et on estime
qu’il y aurait également des mutations dans des génes reliés a l'autophagie qui seraient

impliquées dans le développement de la maladie (Lubbe et al., 2014).

Comme souligné précédemment, des facteurs environnementaux pourraient aussi étre
associés au développement de certaines formes de la MP. A titre d’exemples, la vie en milieu
rural, la consommation d’eau de puits ou encore le régime alimentaire peuvent notamment
favoriser I'exposition a des métaux, a des solvants et a des pesticides (Cannon et al., 2011). La
pression qu’exerce le désir d’amplifier les rendements dans le secteur de I'agriculture favorise
une utilisation accrue d’engrais et de pesticides et en paralléle, une augmentation de la maladie
est observée chez les agriculteurs (1,8 fois plus importante que le reste de la population). Les
évaluations épidémiologiques suggérent donc que la MP peut étre provoquée par I'exposition a
divers composés industriels tels que des herbicides, fongicides, insecticides (par exemple, les
organochlorés et les phosphates alkylés) (Seidler et al., 1996), le manganése (Jankovic, 2005),
le paraquat (McCormack et al., 2002) et la roténone (Betarbet et al., 2000). L’exposition
chronique a des solvants tels que I'éthanol, le méthanol ou certains nettoyants comme le
trichloréthyléne influencerait également la pathogenése de la MP (Cannon et al., 2011, Jollow et
al.,, 2009). Il a ainsi été montré que des travailleurs dont la tache exigeait des expositions
répétées a des hydrocarbures tels le tétrachlorure de carbone et les fluoroalkanes étaient

considérés a risque (Jaques et al., 2001).

Enfin, 'usage de drogues comme la méthamphétamine (METH), I'héroine et la 1-méthyl-4-
phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine (MPTP), de méme que lingestion de produits laitiers
contaminés avec des pesticides ou des polychlorobiphényles, peut initier la MP (Cleeter et al.,
1992, Curtin et al., 2015). En résumé, la liste des facteurs de risque demeure incompléte, mais il
est acquis que certaines conditions de vie sont des facteurs prédisposants au développement
de la MP.
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3.2. Description anatomophysiopathologique

La MP est généralement caractérisée par des mouvements moteurs désordonnés dus a la
destruction des neurones dopaminergiques dans la pars compacta de la substance noire (SNpc)
(Jankovic, 2008). Au cours du développement de la maladie, des inclusions cytoplasmiques
neuronales éosinophiles peuvent apparaitre et entrainer la mort des neurones dans plusieurs
aires cérébrales telles que la SN, le noyau basal de Meynert, et le locus cceruleus (Pollanen et
al., 1993, Wakabayashi et al., 2007). Appelées corps de Lewy, ces inclusions sont
principalement composées d’a-synucléine et de protéines agrégées associées aux mutations
génétiques de la MP, comme décrit dans la section précédente (Wakabayashi et al., 2007). Les
corps de Lewy s’accumulent dans les noyaux basaux de Meynert riches en neurones

cholinergiques et ceux-ci seraient associés au déclin cognitif lors de la MP (Liu et al., 2015).

Il faut savoir que les mouvements moteurs sont contrélés par les ganglions de la base (GB)
formés du striatum, du globus pallidus (GP), de la SN et du noyau subthalamique (NST). Les
neurones de la SN projettent leurs axones vers le striatum, via la voie mésostriatale, donnant
ainsi lieu a un réseau dense de voies efférentes. Des études neuropathologiques ont clairement
démontré que les aspects clés qui définissent la sensibilité¢ neuronale de la MP sont: la
longueur axonale, le calibre axonal et le degré de myélinisation (Braak et al., 2008). De plus,
lors de la maladie de Parkinson, I'absence de DA implique un dysfonctionnement des GB
(Figure 11). En effet, la disparition de ce neurotransmetteur altére la fonction du circuit cortico-
striatal. Ainsi, la perte de DA dans le SNpc et le striatum améne une réduction du contréle
inhibiteur des neurones striataux sur le GP et le thalamus. En conséquence, cela entraine une
hyperactivation des voies de I'acide gamma-aminobutyrique (GABA) et du glutamate, ce qui
induit de maniéere directe ou indirecte une hyperexcitation du thalamus. Finalement, le cortex
moteur est déréglé ce qui cause une altération de la coordination motrice et provoque le

parkinsonisme (Maiti et al., 2017).

49



Circuit des ganglions de la base dans un cerveau Circuit des ganglions de la base dans un cerveau
normal Parkinsonien
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Figure 11 : Schéma simplifié des circuits neuronaux des GB a I’état normal (a) et dans la MP (b).
(Maiti et al., 2017)

GPi : globus pallidus interne ; GPe ; globus pallidus externe ; SNpc ; substance noire pars compacta;
STN ; noyau subthalamique. Cette figure a été traduite de Maiti et al., 2017.
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

3.3.Symptémes liés a la MP

La progression des symptomes de la MP prend de 15 a 20 ans, voire plus, varie d’'une
personne a une autre et comprend des atteintes motrices et non motrices. Ainsi, dés le début de
la maladie, les patients montrent des troubles moteurs: 70 % d’entre eux présentent des
tremblements au repos, caractérisés principalement par des tremblements des mains et des
pieds, généralement unilatéraux (Bhidayasiri, 2005). lls manifestent également une rigidité
musculaire qui se caractérise par des crampes ou des douleurs dans les muscles et les
articulations (Berardelli et al., 1983). La bradykinésie est aussi trés commune et elle entraine
une diminution des expressions faciales, des problemes de coordination, des troubles de
I'écriture et un ralentissement du débit de la parole (Berardelli et al., 2001). L’ensemble de ces
perturbations motrices est caractérisé par un déficit en DA qui dérégle I'activité des GB, comme
décrit dans le chapitre 1, section 3.2. On retrouve également d’autres symptédmes moteurs
comme une difficulté a avaler et a macher (Kalf et al., 2011), une dystonie musculaire (Tolosa et

al., 2006), un dysfonctionnement de la sexualité (hypersexualité, probléemes d’érection et/ou
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d’éjaculation) (Bronner et al., 2011), et un changement dans la parole di aux tremblements (Kalf
etal., 2011).

La dépression est aussi un probléme commun observé chez les parkinsoniens, ce qui réduit
considérablement leur qualité de vie et peut conduire a des comportements suicidaires (Kano et
al., 2011). En effet, une réduction des récepteurs sérotoninergiques a été observée dans le
cortex préfrontal des patients atteints de la MP, et celle-ci serait corrélée avec la sévérité des
tremblements au repos et de la dépression (Doder et al., 2003, Guttman et al., 2007, Tan et al.,
2011). Environ la moitié des personnes atteintes de la MP présente des dysfonctionnements
cognitifs et des démences, lesquels sont corrélés avec la perte de neurones cholinergiques
(Caballol et al., 2007, Liu et al., 2015). Enfin, 80 % des parkinsoniens ont des troubles du
sommeil causés non seulement par les différents troubles moteurs, mais également par des
hallucinations et/ou des cauchemars (Mao et al., 2017). Pour finir, d’autres manifestations non
motrices incommodantes ont été décrites telles qu’'un dysfonctionnement cardiaque, des
troubles gastro-intestinaux et des problémes urogénitaux. Cependant, elles ne proviendraient
pas directement de la pathologie, mais seraient plutét liées a des effets secondaires associés a

la prise de certains médicaments (Pathak et al., 2006, Poewe, 2008).

3.4.Dégénérescence cellulaire durant la MP

Les causes de la dégénérescence cellulaire lors de la MP sont multiples, et ce chapitre
en résume sommairement les événements responsables. Il a cependant été rapporté que le
déclenchement de I'apoptose durant la MP est causé par plusieurs facteurs comme I'agrégation
protéique causée par des mutations génétiques, la neuroinflammation, le stress oxydatif, un
dysfonctionnement mitochondrial ou encore un stress du RE (Maiti et al., 2017). Cependant la

chronologie de ces événements ne semble pas avoir été entierement élucidée.

3.4.1. Apoptose des neurones dopaminergiques

Une des principales caractéristiques de la MP est la dégénérescence des neurones
dopaminergiques produite par mort cellulaire programmeée, c.-a-d. I'apoptose. Les premiers
indices de l'implication de I'apoptose dans la mort de ces neurones datent de 1991 suite a
l'utilisation du 1-méthyl-4-phénylpyridinium (MPP*), le métabolite actif du MPTP (Dipasquale et

al., 1991). La participation de I'apoptose au cours de la MP était initialement controversée due
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aux limitations techniques de détection de I'époque (Dauer et al., 2003, Hirsch et al., 1999, Maiti
et al., 2017, Vila et al., 2003). Toutefois, par la suite, des études post mortem réalisées sur des
échantillons de cerveaux murins et humains ont mis en évidence une condensation de la
chromatine, le clivage de I'’ADN et le déclenchement anormal de la cascade de signalisation de
'apoptose par les mitochondries (Hirsch et al., 2009, Vila et al., 2008). Notamment, lors de
'apoptose des neurones dopaminergiques, il a été décrit que la caspase-3 est un effecteur
majeur (Hartmann et al., 2000), ainsi que les caspases8 et 9, comme démontré par
immunomarquage dans des échantillons de neurones dopaminergiques nigrostriataux
(Hartmann et al., 2000, Viswanath et al., 2001). De plus, une surexpression de l'a-synucléine,
telle qu’observée dans des cas sporadiques de la MP, est corrélée in vivo avec une activation
des caspases 3 et 9 dans les neurones dopaminergiques de rat (Yamada et al., 2004). Aussi, la
surexpression de l'a-synucléine dans des neurones en culture déclenche I'apoptose (Saha et
al., 2000), tandis que sa sous-expression protége les neurones de la toxicité du MPTP in vivo
(Hayashita-Kinoh et al., 2006). Certaines mutations, comme celle du géne LRRK2, causent
'apoptose dans des cultures de neurones primaires, des neuroblastomes ou des cellules
nerveuses de la drosophile. Aussi, I'abolition de [I'expression de DJ-1 provoque une

augmentation des ERO et un déclenchement de I'apoptose (Ariga et al., 2013).

Par ailleurs, méme si les mécanismes provoquant I'activation massive de I'apoptose ne
sont pas encore entierement connus, il est établi que la voie apoptotique mitochondriale joue un
réle majeur. En effet, la voie apoptotique mitochondriale Bax-dépendante est impliquée dans la
mort des neurones dopaminergiques induite par le MPTP (Perier et al., 2007). Notamment,
celle-ci est déclenchée par la translocation de p53 dans le noyau par JNK, laquelle est activée
apres I'administration par exemple de MPTP ou de 6-OHDA (Ries et al., 2008, Saporito et al.,
1999). De plus, les mutations génétiques retrouvées dans la MP causent la mort des neurones
par la voie apoptotique mitochondriale provoquée par I'activation de Bax (Seo et al., 2002).
L’agrégation d'a-synucléine ou la mutation de LRRK2 entraine ainsi le relargage du cytochrome
C et le déclenchement de I'apoptose (laccarino et al., 2007, Parihar et al., 2008). En marge de la
mitochondrie, le RE joue aussi un role dans le déclenchement de I'apoptose lors de la MP
puisque cette organelle est essentielle a la synthése, au repliement et aux modifications post-

traductionnelles des protéines.

Des kinases, telle la Cdk5, participent aussi au processus d’évolution de la MP. En effet,
Cdk5 devient surexprimée chez les souris traitées avec le MPTP. Cette kinase réduirait I'activité

du facteur de transcription prosurvie MEF2 (myocyte enhancer factor 2), 'action de I'enzyme
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réparatrice de I'ADN Ape1 (apurinic/apyrimidinic endonuclease 1) et augmenterait le stress
oxydatif par [linhibition de I'enzyme antioxydante Prx2 (péroxirédoxine 2). Pour finir, elle
régulerait 'activité de certaines ubiquitine ligases, I'agrégation protéique et serait en partie

responsable de la formation des corps de Lewy (Binukumar et al., 2015).

En résumé, 'ensemble des signaux apoptotiques tels que I'activation des récepteurs de
mort (FAS receptor; Tumor Necrosis Factor-Receptor 1), I'apparition des protéines de la
famille Bcl-2 (Hoang et al., 2009), la production de protéines cytoplasmiques (Apaf-1,
caspases...) (Viswanath et al., 2001), la fragmentation mitochondriale, ou encore la mobilisation
de p53, sont observés dans la maladie de Parkinson et plus précisément dans la
dégénérescence des neurones dopaminergiques (Venderova et al., 2012). Toutefois, la mort
des neurones dopaminergiques lors de la MP peut également étre causée par autophagie ou
par nécrose. Ces sujets ne sont pas abordés dans ce document, mais leurs mécanismes

respectifs sont décrits dans quelques revues (Maiti et al., 2017, Venderova et al., 2012).

3.4.2. Stress oxydatif

Que ce soit dans les cas idiopathiques ou génétiques de la MP, on retrouve une
augmentation du stress oxydatif. Il faut savoir que le stress oxydatif se produit lorsqu’il y a un
déséquilibre entre la production d’ERO et 'activité antioxydante des cellules. Entre autres, dans
la SN des patients parkinsoniens, les niveaux de lipides (Bosco et al., 2006), protéines et ADN
(Nakabeppu et al., 2007) oxydés sont augmentés alors que les concentrations de glutathion sont
réduites (Zeevalk et al., 2008). Les causes de la génération des ERO délétéres aux cellules sont
multiples et peuvent résulter du métabolisme de la DA, d’un dysfonctionnement mitochondrial ou

d’une neuroinflammation.

Dans un premier temps, les neurones dopaminergiques sont particulierement sensibles
au stress oxydatif en raison de la présence d’enzymes génératrices d'ERO, telles que la TH et la
monoamine-oxydase (MAO) (Maiti et al., 2017). De plus, ces neurones contiennent du fer
pouvant générer des radicaux superoxydes et du peroxyde d’hydrogéne, contribuant ainsi au
stress oxydatif (Halliwell, 1992). La DA oxydée serait aussi un facteur aggravant du stress
oxydatif et de la dégénérescence cellulaire, comme proposé suite a I'observation de la
neuromélanine, le produit final de I'oxydation de la DA, qui s’accumule dans la région nigrale
des cerveaux humains (Zecca et al., 2003). Normalement, la DA est stockée dans des

vésicules, mais lors de la MP, celle-ci est retrouvée oxydée dans le cytosol (Burbulla et al.,
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2017). Il a ainsi été montré, au moyen de souris exprimant un faible niveau du transporteur de la
monoamine, qu’il y a une augmentation de la DA cytosolique oxydée et que celle-ci est corrélée
avec la perte des neurones dopaminergiques nigraux (Caudle et al., 2008). Cette oxydation de
la DA produit également des modifications protéiques trés significatives, dont une altération de
I'a-synucléine qui provoque alors la formation d’a-synucléine protofibrillaire cytotoxique (Conway
et al., 2001), qui elle-méme induit une perméabilisation vésiculaire causant I'aggravation de
'accumulation de DA cytosolique (Lotharius et al., 2002). La DA oxydée provoque aussi
l'inactivation de l'activité ubiquitine ligase de Parkin, entraine son insolubilité (LaVoie et al.,
2005), en plus d’occasionner I'inactivation de son transporteur et de la TH (Meiser et al., 2013).
Enfin, elle peut aussi interagir avec I'enzyme mitochondriale DJ-1 et induire son inactivation, ce

qui engendre un dysfonctionnement mitochondrial (Choi et al., 2006).

En outre, le dysfonctionnement mitochondrial est une autre source de stress oxydatif. En
condition normale, la génération de radicaux tels que le peroxyde d’hydrogene et l'ion
superoxyde est court-circuitée par la mitochondrie (Maiti et al., 2017). Lors de la MP, une
augmentation importante d’ERO est observée due a l'inactivité mitochondriale, causant ainsi le
relargage du cytochrome C et le déclenchement de I'apoptose. En effet, la mutation de PINK1
entraine une réduction du niveau d’ADN mitochondrial, une diminution de la production d’ATP et
la génération de radicaux libres (Abramov et al., 2011). Il a aussi été montré que des souris KO

(knock-out) pour DJ-1 accumulaient plus d’ERO dans le cerveau (Lopert et al., 2014).

Enfin, il a été mis en évidence in vitro que la neuromélanine libérée lors de la MP cause
I'activation des microglies. Ces cellules sont aussi activées en présence d’agents oxydants tels
les quinones et le H20,, qui sont habituellement éliminés par les astrocytes qui protégent les
neurones par la production de glutathion. A noter qu'il a été rapporté que Parkin et DJ-1 régulent
la translocation nucléaire de facteurs de transcription associés a I'expression d’enzymes
antioxydantes dans les astrocytes, de sorte qu’un lien évident se tisse entre le stress oxydatif et

la neuroinflammation (Hald et al., 2005).
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3.4.3. Neuroinflammation

Plusieurs études ont mis en évidence l'implication d’'un processus inflammatoire dans le
développement de la MP. Par exemple, en condition normale, Parkin est impliquée dans la
régulation de NF-xB (necrotic factor-xB) et dans la régulation négative de génes pro-
inflammatoires, incluant ceux de cytokines et de chimiokines (Newman et al., 2018). La
protéine DJ-1 régule également divers signaux tels que p38 MAPK, STAT1 et la production
d’ERO afin de réduire I'inflammation (Waak et al., 2009). Un grand nombre d’ARNs messagers
encodant pour des cytokines inflammatoires sont également retrouvés dans les cerveaux de
souris invalidés pour le géne de la protéine PINK1 (Kim et al., 2013). Ainsi, cela suppose que les

mutations de ces protéines lors de la MP ont un réle majeur dans les processus inflammatoires.

Egalement, lI'expression de la cyclo-oxygénase 2 (COX-2), une enzyme pro-
inflammatoire, a été observée post mortem dans les cerveaux parkinsoniens humains et murins
(Bartels et al., 2010). En particulier, il a été démontré que COX-2 provoque I'augmentation des
niveaux de prostaglandine E> (PGE?) et cause ainsi une neurodégénération (Teismann, 2012). Il
est maintenant établi que PGE: induit I'expression de cytokines pro-inflammatoires, comme IL-6,
dans de nombreux types cellulaires tels les astrocytes (Fiebich et al., 1997). En particulier, des
augmentations paralleles d’IL-6 et de COX-2 ont été observées (Hinson et al., 1996,
Rojanathammanee et al., 2011). L’activation des microglies et des astrocytes dans le striatum et
la région nigrale de patients parkinsoniens serait majoritairement responsable de la réponse
inflammatoire dans le SNC (Joe et al., 2018). Les microglies sont des cellules immunitaires du
systéme nerveux indispensables a la régulation des processus inflammatoires dans le cerveau.
Il existe deux sous-types de microglies : les M1, qui sont associées a la production de cytokines
pro-inflammatoires ; et les M2, qui produisent des cytokines anti-inflammatoires. Durant la MP,
une suractivation des microglies responsables de la dégénérescence dopaminergique est
observée (Stephenson et al., 2018). Notamment, le phénotype M1 est majoritairement activé
dans les cerveaux parkinsoniens et il participe ainsi a 'augmentation de I'expression d’un
groupe de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a (tumor necrotic factor «),
linterleukine-1p (IL-1pB), I'lL-6 et I'lL-12. Ce phénomene contribue a I'accélération de la perte des
neurones dopaminergiques (Stephenson et al., 2018). Par exemple, durant Ila
neurodégénérescence observée suite a 'administration de MPTP, on note un accroissement du
nombre de cytokines pro-inflammatoires et celui-ci est corrélé avec la perte des neurones

dopaminergiques chez I'animal (Meredith et al., 2011). Il est a souligner qu’au cours de la
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progression de la MP, des molécules comme l'a-synucléine, 'ATP et la métalloprotéinase-3
(MMP-3), libérées durant la dégénérescence des neurones, peuvent renforcer la stimulation des
microglies, créant un cercle vicieux favorisant la neurodégénérescence. Aussi, la réduction dans
la SN de I'histone déméthylase jmjd3, indispensable a la polarisation des microglies, provoque
leurs suractivations et la mort des neurones dopaminergiques dans les modéles animaux (Tang
etal., 2014).

Les astrocytes sont également impliqués dans la neuroinflammation lors de la MP. Tout
comme les microglies M1, elles produisent des cytokines pro-inflammatoires en réponse a des
stimuli comme le LPS (Liddelow et al., 2017). Elles peuvent également étre activées par des
médiateurs pro-inflammatoires sécrétés par les microglies. Il a par ailleurs été observé que des
astrocytes primaires en culture, traités avec de I'a-synucléine, voient augmenter leur expression
de TNF-a et d’'IL-6. L’astrogliogenése est caractérisée par 'augmentation de la protéine gliale
fibrillaire acide (GFAP) et cette manifestation a été rapportée dans des études précliniques et
cliniques de la MP (Clairembault et al., 2014). Aussi, la surexpression de l'a-synucléine
provoque I'amplification de [l'astrogliogenése et de la microgliogenése et aggrave la
neurodégénérescence dopaminergique (Bruck et al.,, 2016). En conséquence, la gliogenése
peut induire une neurotoxicité en perturbant le réseau neuronal et en induisant une plasticité
inadaptée qui entraine ainsi des lésions tissulaires (Papa et al., 2014). La gliogenése induit
également le relargage de cytokines pro-inflammatoires, d’oxyde nitrique et ’ERO (H. J. Lee et
al., 2010, Qian et al., 2008).

Pour finir, les Ilymphocytes T sont aussi des partenaires du processus
neuroinflammatoire. Par exemple, dans des cerveaux post mortem de patients parkinsoniens,
on peut observer une infiltration de lymphocytes CD4* et CD8" (Brochard et al., 2009). De plus,
il a été démontré que le sous-type D3R du récepteur de la DA, exprimé sur les CD4*, joue un
rble prépondérant dans la dégénérescence dopaminergique puisque des souris déficientes en
D3R sont résistantes au MPTP (Gonzalez et al., 2013). L’injection de cellules T CD4" a ces
mémes souris provoque l'apparition d’un parkinsonisme suite a un traitement au MPTP.
Finalement, la stimulation du D3R entraine I'accumulation de lymphocytes T CD4*, dit «helper »,
de type 1 (Th1) et de type 17 (Th17), reconnus pour étre pro-inflammatoires (Contreras et al.,
2016). Prises dans leur ensemble, ces données démontrent le réle du récepteur D3R et des
lymphocytes T dans le développement de la neuroinflammation lors de la MP (Stephenson et
al., 2018).
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3.4.4. Excitotoxicité

La DA est un neurotransmetteur qui maintient I'excitation du noyau subthalamique (NST)
a son niveau basal en inhibant l'activité glutamatergique du caudate putamen au thalamus
(Figure 11) (Maiti et al., 2017). Cependant, durant la MP, la déficience en DA induit une
surexcitation du NST et une hyperactivation du systeme glutamatergique (Rodriguez et al.,
1998) de sorte qu’il y a une accumulation de glutamate dans I'espace postsynaptique, ce qui
provoque une surexpression des récepteurs au N-méthyl-D-aspartate (NMDA) et l'entrée
massive de calcium dans la cellule (Perier et al., 2007). Un excés en calcium intracellulaire
cause un stress mitochondrial (Perier et al., 2005), une activation des microglies, ainsi qu’une
réaction inflammatoire prolongée (Hirsch et al., 2009), soit un ensemble de conditions propices

pour induire la mort cellulaire.

La vulnérabilité intrinséque des neurones dopaminergiques, associée a un déficit
mitochondrial, au stress oxydatif et & une déficience de la machinerie protéolytique, représente
un terrain favorable pour I'activation de I'excitotoxicité et une progression de leur mort (Ambrosi
et al., 2014). En effet, 'agrégation de l'a-synucléine augmente l'activation des récepteurs
glutamatergiques et la transmission synaptique, perturbant ainsi I'homéostasie calcique
intracellulaire dans des cultures neuronales (Huls et al., 2011). Il a aussi été montré que Parkin
régule la fonction et la stabilité des synapses glutamatergiques (Helton et al., 2008). En
conséquence, la mutation de Parkin provoque une prolifération du nombre de ces synapses, ce

qui cause la vulnérabilité des neurones et une excitotoxicité accrue (Helton et al., 2008).

Le processus neuroinflammatoire, qui est en grande partie responsable de la
neurodégénérescence, provoque une exacerbation de I'effet cytotoxique du glutamate. En effet,
l'activation des microglies contribue au relargage de glutamate et potentialise la réponse des
récepteurs NMDA (Barger et al., 2007, Noda et al., 2013). En paralléle, il a été montré dans les
cerveaux de rat, que les microglies expriment les récepteurs glutamatergiques et que leur
activation est responsable du relargage de cytokines pro-inflammatoires (M. Lee, 2013). Cela
suggeére la présence d'une rétroaction des processus neuroinflammatoires et cytotoxiques

instaurant de facto un cercle vicieux et 'aggravation de la maladie.

Aussi, le déréglement du systéme GABAergique provoque une augmentation de I'influx
calcique qui, a son tour, cause une excitotoxicité conduisant a la mort des neurones de la SNpc
(Blaszczyk, 2016). Enfin, d’autres mécanismes, comme le métabolisme du tryptophane, seraient

aussi impliqués dans le processus d’excitotoxicité, comme le suggere I'hyperstimulation des
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récepteurs NMDA par un métabolite du tryptophane tel que I'acide quinoléique (Lugo-Huitron et
al., 2013).

Pour conclure, 'ensemble de ces mécanismes engendre une vulnérabilité des neurones
dopaminergiques et leur dégénérescence. De plus, comme ces mécanismes s’autorégulent, ils

provoquent un dialléle et 'aggravation de la maladie.

3.5.Modéles expérimentaux de la MP

Les modéles animaux de la MP sont des outils importants pour mieux comprendre I'étiologie
de la maladie et tester de nouveaux traitements. |l existe des modéles développés sur la base
des mutations génétiques retrouvées dans la MP, et d’autres obtenus par exposition a des
agents neurotoxiques. Les rongeurs sont particulierement utilisés comme modéles
expérimentaux de la MP. En effet, leur cerveau est trés similaire a celui de 'humain au plan
neuro-anatomique. De plus, la fonction et la connectivité des noyaux cérébraux les plus touchés
dans la MP comme la SN, le locus cceruleus, le noyau du raphé, et 'aire tegmentale ventrale
sont comparables. D’autres modéles animaux, tant vertébrés qu’invertébrés, sont aussi
disponibles et le poisson-zébre en est un dont 'usage est en croissance. Bien sdr, chaque
modéle de la MP a ses avantages et ses inconvénients dépendamment des aspects de la
maladie qui sont étudiés (neuroprotection, neurodégénérescence, dyskinésie, progression de la
maladie, etc.) (Blesa et al., 2014). Dans cette partie, nous parlerons principalement de I'agent
neurotoxique 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine (MPTP) utilisé pour induire la MP, et
du poisson-zébre comme modéle expérimental de la MP. Pour plus d’informations sur les
différents modéles animaux (génétiques ou induits par des neurotoxines), le lecteur est invité a

lire les revues référencées (Blesa et al., 2014, Creed et al., 2018, Luk et al., 2014).
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3.5.1. Agent neurotoxique : le MPTP

Au cours des années, de nombreux agents neurotoxiques ont été utilisés pour reproduire
des caractéristiques de la MP. Leur utilisation représente une stratégie efficace pour étudier des
manifestations de la neurodégénérescence comme la perte des neurones dopaminergiques et
I'apparition des corps de Lewy (Blesa et al., 2014). Classiquement, la 6-OHDA et le MPTP sont
les plus en usage. Néanmoins, d’autres molécules comme des pesticides ou des

psychostimulants ont également été utilisés (Blesa et al., 2014).

Le MPTP, dont la structure lipophile lui confére la capacité de traverser la BHE (Burns et
al., 1984), est un trés bon outil pour mimer des parameétres pathologiques de la MP tels que la
dégénérescence des neurones dopaminergiques. Cet agent neurotoxique permet d’étudier
divers mécanismes associés a la maladie, et il est notamment actif chez plusieurs espéces
incluant 'homme, la souris, le rat, le singe et le poisson-zébre (Makhija et al., 2014, Tieu, 2011).
Une fois dans le cerveau, le composé est converti en 1-méthyl-4-phényl-2,3-dihydropyridinium
(MPDP) par la MAO-B libérée par les astrocytes et les neurones sérotoninergiques (Chiueh et
al., 1984, Markey et al., 1984), puis il est rapidement oxydé pour former le métabolite toxique
MPP* (Markey et al., 1984). Ce dernier, via le transporteur de la DA (DAT), va entrer dans les
neurones dopaminergiques et bloquer le complexe | de la chaine mitochondriale. Comme illustré
a la Figure 12, cela provoque un dysfonctionnement cellulaire et la mort des neurones suite a
'activation de la cascade apoptotique, d’'un stress oxydatif, d’'une excitotoxicité et d’une
inflammation (comme décrit a la section 3.4) (Singer et al., 1988). Notamment, des souris
traitées avec 25 mg/kg/j de MPTP par voie s.c., durant 5 jours, présentent une perte de 80 % de
leurs neurones dopaminergiques dans la SNpc (Alexander, 2004). Dans un méme temps,
I'exposition a cet agent augmente la production de glutamate et engendre une excitotoxicité par

le calcium (Dong et al., 2009).

La faiblesse de ce modéle réside dans l'absence de formation de corps de Lewy
(Halliday et al., 2009, Shimoji et al., 2005), bien que des études ont montré I'expression d’'a-
synucléine (Dauer et al., 2002, Purisai et al., 2005, Vila et al., 2000). Les effets
comportementaux sont également variables en fonction de I'espéce, et en particulier chez la

souris (Taylor et al., 2010).
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Figure 12 : Mécanisme de dégénérescence des neurones dopaminergiques par le MPTP (Maiti et
al., 2017).

Le MPTP traverse la BHE et est converti en MPP* par les cellules gliales du cerveau. Le MPP*, via le
transporteur de la DA, entre dans les neurones dopaminergiques et induit des dommages au niveau de la
mitochondrie, provoquant ainsi une baisse d’énergie, un stress oxydatif, de I'excitotoxicité par le glutamate
et le Ca?*, 'agrégation d’a-synucléine et la mort des neurones dopaminergiques. Cette figure a été
traduite de Maiti et al., 2017 (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

3.5.2. Le poisson-zébre comme modéle expérimental de la MP

Le poisson-zébre (Danio rerio) est un modéle animal en émergence qui est utilisé pour
étudier les causes génétiques et évolutives de diverses maladies neurologiques (Best et al.,
2008, Kalueff et al., 2014). Ce modéle, en raison de la faible pigmentation des poissons, permet
une observation directe des organes et des processus physiologiques et cellulaires. Il permet
I'obtention de résultats rapides de par leur petite taille (5 cm a I'adge adulte et 5 mm a 7 jours
post fertilisation, j.p.f.) et leur grande fertilité. Ainsi, les manipulations peuvent étre réalisées en

plague de 96 puits et permettent d’utiliser de trés faibles quantités de composés a étudier.

En plus d’étre un vertébré, l'organisation génomique du poisson-zébre et les voies
geéneétiques contrblant la transduction des signaux et du développement sont trés semblables a
celles de 'lhomme (Williams et al., 2011). Il est maintenant établi que les poissons-zébres
présentent de nombreuses réponses neurologiques, telles que cognitives et motrices, contrblées
par un systéme nerveux central, ce qui en fait un candidat de choix pour I'étude de maladies
neurodégénératives (Kalueff et al., 2014). L’organisation cérébrale est particulierement similaire

a celles des autres vertébrés avec des zones définies comme le diencéphale, le télencéphale, le

60



cervelet ou encore la colonne vertébrale (Kalueff et al., 2014), bien que des différences
évidentes résident dans la taille des hémisphéres cérébraux et la disposition du cerveau
antérieur (Wullimann et al., 2004). Les poissons-zébres possédent également des systemes de
neurotransmission tels que cholinergique, dopaminergique et noradrénergique, de méme qu’une
BHE structurellement et fonctionnellement semblable a celle des vertébrés aprés 3 j.p.f., et
totalement formée a 10 j.p.f. (Fleming et al., 2013). Ainsi, le poisson-zébre apparait comme un
modéle pertinent pour étudier l'activité neuroprotectrice de médicaments potentiels tout en

évaluant leur capacité a passer la BHE.

Le poisson-zébre est maintenant utilisé pour étudier de nombreuses pathologies
neurologiques telles que les addictions, la maladie d’Alzheimer, I'anxiété, I'épilepsie, la maladie
d’Huntington, la maladie de Parkinson, la schizophrénie ou encore I'insomnie (Kalueff et al.,
2014). En effet, plusieurs techniques ont été développées autour de ce modéle animal afin
d’étudier et de quantifier de nombreux paramétres associés a ces maladies tels que les déficits
cognitifs (la capacité d’apprentissage, la mémoire, I'attention), le sommeil, la dépendance aux

drogues ou encore I'activité locomotrice.

Aussi, ce poisson exprime plusieurs protéines jouant un role dans la pathogenése de la
MP. Par exemple, les protéines Parkin, DJ-1, LRRK2, PINK1, Trap1 ou encore I'a-synucléine
sont exprimées chez le poisson-zébre (Makhija et al., 2014). Comme susmentionné, le systeme
monoaminergique est conservé chez ce poisson. En particulier, la TH, ce marqueur important
des neurones cathécholaminergiques, et deux génes, th1 et th2, encodant pour cette derniére,
sont exprimés chez le poisson-zébre (Filippi et al., 2010). Cet animal exprime également le DAT
et les MAOs A et B, démontrant ainsi la présence d’'un systéeme dopaminergique développé et
comparable a 'homme (Vaz et al., 2018). Ce vertébré est sensible a plusieurs agents
neurotoxiques utilisés dans les études de la MP. Par exemple, le MPTP provoque une réduction
significative du nombre de neurones dopaminergiques, une diminution des niveaux de
dopamine, norépinephrine et sérotonine, ainsi qu’'un déficit moteur qui se traduit par une
réduction de la vitesse de nage (bradykinésie) et un schéma de nage irrégulier (dyskinésie)
(Sallinen et al., 2009, Sarath Babu et al., 2016). Une administration de 6-OHDA directement
dans le diencéphale ventral réduit énormément le nombre de neurones dopaminergiques
(>85 %) et provoque une bradykinésie (Vijayanathan et al., 2017). Des modéles génétiques du
poisson-zébre ont également été développés. Par exemple, la surexpression de la y1-synucléine
(forme de a-synucléine chez le poisson-zébre) engendre la formation d’agrégat et une

neurotoxicité similaire a celle observée lors de la mutation de I'a-synucléine chez 'homme (Lulla
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et al., 2016). Il est important de noter que le modéle du poisson-zébre, a certains égards, imite
mieux que les souris les mécanismes pathologiques de la MP retrouvés chez I’homme. Par
exemple, la mutation de PINK1 chez I'homme est associée a un dysfonctionnement
mitochondrial (Valente et al., 2004) alors qu’il a été montré chez des souris déficientes en PINK1
quil n’y a pas de pertes neuronales, et qu’il n'y a aucun changement au niveau des
concentrations de dopamine, ni du nombre et de la morphologie des mitochondries (Kitada et
al., 2007). Chez le poisson-zébre, l'abolition du géne de PINK1 induit une déficience
mitochondriale qui influence I'expression de plusieurs protéines qui contribue au processus
pathogénique de la MP (Flinn et al., 2013, Vaz et al., 2018). Des résultats similaires ont aussi
été observés pour Parkin (Vaz et al., 2018). Le poisson-zébre représente donc un excellent
modéle animal pour I'étude de la MP malgré quelques limitations inhérentes a I'émergence

récente de ce modéle (Vaz et al., 2018).

3.6. Thérapies et limitations

A ce jour, aucun traitement curatif de la MP n’a encore été développé malgré les nombreux
travaux de recherche visant a ralentir et/ou stopper la progression de cette maladie. Cette
section fait néanmoins le bilan des différentes stratégies qui ont été développées pour traiter la
MP et leurs limitations. Ainsi, plusieurs médicaments sont disponibles pour atténuer les
symptdémes liés a la MP. Actuellement, ces médicaments se divisent en deux catégories, soit les
traitements dopaminergiques et les non dopaminergiques. Par ailleurs, d’autres traitements tels
que des interventions chirurgicales, la transplantation de cellules souches ou encore la thérapie
génique sont également étudiés. Malheureusement, bien que plusieurs de ces traitements
améliorent la qualité de vie des patients, aucun ne parvient a freiner la progression de la

maladie.

3.1.1 Les médicaments dopaminergiques

Le développement de médicament mimant la DA ou limitant sa dégradation permet de
réduire les symptdmes moteurs de la MP. Notamment, la découverte de précurseurs de la DA
tels que la L-DOPA, permet de maintenir les niveaux de DA dans le cerveau (Barbeau, 1969).
Ainsi, la L-DOPA est couramment utilisée pour réduire les tremblements au repos et les autres
symptomes primaires. Bien que ce composé puisse facilement traverser la BHE, il est incapable

de stopper la dégénérescence des neurones dopaminergiques et il cause de nombreux effets
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secondaires dont de la bradykinésie (Cenci, 2014, Foster et al., 2004). Chez les patients
souffrant de la MP, les niveaux de I'enzyme catalytique MAO-B sont augmentés, provoquant
alors une diminution du niveau de DA dans le cerveau. C’est pourquoi l'utilisation d’inhibiteurs
de cette enzyme, tels que la sélégiline et la rasagiline, est une stratégie pour maintenir les
niveaux de DA dans le cerveau (Krishna et al., 2014, Riederer et al., 2004). Aussi, lors de
'oxydation de la DA par la MAO-B, il y a formation d’acide dihydroxyphénylacétique qui, sous
I'action de la catéchol-O-méthyltransférase (COMT), est transformé en acide homovanillique qui
provoque un stress oxydatif et une exacerbation de la MP. Ainsi, des inhibiteurs de la COMT,
comme l'entacapone ou la tolcapone, sont aussi en usage, en particulier pour prolonger les
effets de la L-DOPA (Antonini et al., 2008). Les composés décrits ci-haut sont utilisés en
combinaison avec la L-DOPA afin de maintenir son action dans le temps. En revanche, a long
terme, de nombreux effets secondaires apparaissent, tels notamment des mouvements

anormaux involontaires et/ou une dyskinésie (Maiti et al., 2017).

3.1.2 Les médicaments non dopaminergiques et autres types de médications

D’autres médicaments sont aussi utilisés pour le traitement des symptdmes moteurs et non
moteurs de la MP. Ainsi, parmi les molécules thérapeutiques non dopaminergiques, nous
retrouvons des composes tels que des anticholinergiques et des agents sérotoninergiques. Les
anticholinergiques sont utiles pour traiter des symptémes moteurs de la MP. Par contre, ils
provoquent de nombreux effets secondaires comme de la tachycardie, de la constipation ou
encore une vision floue (Lertxundi et al., 2015). Aussi, lors de la MP, le systéme GABAergique
est hyperactivé. Comme le récepteur Adénosine Asa est abondamment exprimé par les
neurones GABAergiques, 'emploi d’inhibiteurs de ce récepteur, tels que l'istradefylline, peut étre
retenu pour le traitement des symptdomes moteurs (Kondo et al., 2015). Les résultats restent

cependant contestables quant a leur efficacité (Fox et al., 2018).
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3.1.3 Traitements chirurgicaux

Chez certains patients, les médicaments n’ont que des activités transitoires et/ou ils causent
de nombreux effets secondaires. Ainsi, des traitements chirurgicaux peuvent étre privilégiés afin
de stimuler les circuits neuronaux. Une stimulation cérébrale profonde par impulsions
électriques a pour effet de réduire les symptdémes primaires. Cette technique requiert toutefois
d’'implanter des batteries dans le cerveau, ce qui peut étre a I'origine de complications comme
des accidents vasculaires cérébraux, des hémorragies et des infections. Aussi, ce procédé n’est
pas efficace sur les patients parkinsoniens « atypiques », et il ne peut étre utilisé a des stades
tardifs de la maladie. Enfin, elle n’est pas efficace pour traiter les déficits cognitifs,

psychologiques et autres symptdmes non moteurs (Negida et al., 2018).

Pour les patients souffrant d’'une dystonie lourde, il existe des interventions chirurgicales
visant a détruire une partie du GP (Cif et al., 2017). En effet, les mouvements moteurs sont
contrélés par le GP, lequel fait la connexion synaptique entre le thalamus et le striatum. La
réduction de la taille du GP réduit les tremblements, la rigidité, la bradykinésie et les postures
anormales. De méme, la destruction d’'une partie du thalamus a montré une restauration de la
balance des neurotransmetteurs comme le glutamate et une réduction des symptémes comme
les tremblements. Malgré les bienfaits, il ne faut cependant pas oublier que cette technique

nécessite une intervention chirurgicale lourde et risquée (Cif et al., 2017).

3.1.4 Transplantation cellulaire

Afin de pallier a la dégénérescence neuronale, la transplantation de cellules souches
apparait comme une thérapie prometteuse. Cette technique consiste a différencier des cellules
souches embryonnaires humaines afin de générer des précurseurs neuronaux pouvant se
différencier par la suite en neurones dopaminergiques (Grealish et al., 2014). L'implantation de
ces cellules dans le striatum de patient parkinsonien a montré une élévation des niveaux de la
DA (Piccini et al., 1999). L’'implantation de cellules porcines génératrices de DA dans le cerveau
d’'un patient parkinsonien a également montré de Iégéres améliorations cliniques (Fink et al.,
2000). Dans le méme ordre didée, la transplantation de tissus foetaux ventraux
mésencéphaliques humains chez des patients parkinsoniens a donné lieu a d'importants effets
bénéfiques (Hauser et al., 1999). Aussi, il a été montré que ces cellules sont capables de faire

des connexions synaptiques et d’augmenter les niveaux de DA (Maiti et al., 2017). D’autre part,
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certaines études visent a évaluer I'utilisation des cellules souches pluripotentes induites (iPSC)
comme approche thérapeutique de la MP (Morizane et al., 2012), comme montré par une étude
clinique utilisant ces cellules qui a été approuvée en Australie pour traiter la MP (Barker et al.,
2016). Bien que cette thérapie soit considérée comme prometteuse, une meilleure
compréhension des événements biologiques régissant la différenciation neuronale in vivo est
nécessaire. Par ailleurs, des études additionnelles doivent étre conduites pour évaluer la sireté,
I'efficacité et la viabilité de I'implantation de cellules souches chez les patients parkinsoniens
(Parmar, 2018).

3.1.5 Thérapie génique

La thérapie génique semble étre un moyen prometteur pour soigner la MP. Notamment,
l'utilisation d’'un adénovirus recombiné contenant des génes prévenant la dégénérescence
neuronale a fourni des résultats intéressants (Allen et al., 2014). Entre autres, I'injection d’un tel
adénovirus contenant le géne de l'acide glutamique décarboxylase, une enzyme qui régule la
production de GABA dans le NST, s’est avérée sans danger et bien tolérée par les patients
parkinsoniens (LeWitt et al., 2011). D’autres génes, tels que ceux des enzymes requis pour la
synthése de la DA, ont aussi donné des résultats prometteurs (Jarraya et al., 2009). Finalement,
la découverte du systeme CRISPR/Cas-9 offre une avenue stimulante pour développer des
thérapies géniques pour de nombreuses maladies, dont la MP. Cette technique devrait donc
faire I'objet sous peu d’études approfondies dans le cadre du développement d’une nouvelle

approche pour vaincre cette maladie (Basu et al., 2017).
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4. Mise en situation, hypothéses et objectifs de recherche

Ces derniéres années, un décuplement des maladies neurodégénératives a été observé et
on estime aujourd’hui que 55000 Canadiens sont notamment atteints de la maladie de
Parkinson (MP). Malgré de nombreux efforts investis en recherche, a ce jour, seuls des
traitements palliatifs existent pour cette neuropathologie (Sarkar et al., 2016). Néanmoins, une
attention particuliére a été déployée pour comprendre la physiopathologie de la MP afin de
développer de nouvelles thérapies réduisant la dégénérescence neuronale (Kulisevsky et al.,
2018, Sarkar et al., 2016). Ces traitements viseraient notamment a réduire I'apoptose des

neurones dopaminergiques et de ce fait, a restaurer les niveaux de dopamine.

Dans ce contexte, le PACAP apparait comme un agent thérapeutique attrayant pour le
traitement des maladies neurodégénératives. En effet, il a montré des actions neuroprotectrices
dans divers modeles cellulaires et animaux de maladies neurodégénératives telles que la MP et
des modeles expérimentaux de Iésions cérébrales telles que I'ischémie cérébrale (E. H. Lee et
al., 2014, Reglodi et al., 2011, R. Yang et al., 2015). Par l'intermédiaire de son action sur le
récepteur PAC1, ce peptide est capable d’'induire des effets antiapoptotiques (Destiny-Love
Manecka et al., 2016). D’autre part, sa capacité a traverser efficacement la BHE en fait une cible
trés attractive. Toutefois, I'utilisation de ce peptide est limitée en raison de sa faible
biodisponibilité et des effets secondaires qu’il pourrait causer suite a I'activation des récepteurs
VPAC1 et VPAC2 (Bourgault et al., 2008b, Brifault et al., 2016, Vandermeers et al., 1992, Zhu et
al., 2003). Au cours des derniéres années, notre équipe de recherche a réussi a développer un
composé s’avérant sélectif aux récepteurs PAC1 et VPAC1 et possédant les effets
neuroprotecteurs désirés, tout en ne montrant qu’une activité limitée sur le systeme
cardiovasculaire suite a la stimulation de VPAC2 (Lamine et al., 2016). Néanmoins, malgré ce
succes issu de nos études de relations structure-activité, aucun ligand spécifique a PAC1 n’a pu

étre découvert a ce jour.

Le traitement des maladies neurodégénératives requiert une thérapie prolongée et, un
danger rattaché a une administration continue d'un médicament est Il'apparition d’une
désensibilisation du systéme a court, moyen ou long terme (Rajagopal et al., 2018). Ce
phénoméne, bien documenté pour les récepteurs de la morphine, est généralement associé a
une phosphorylation du récepteur et au recrutement des B-arrestines (Reiter et al., 2012). Il a
notamment été montré que ce mécanisme provoque linternalisation du récepteur, une

signalisation intracellulaire et le recyclage de ce méme récepteur a la membrane, ou sa
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dégradation. Il a ainsi été mis en évidence que les RCPGs de la classe B sont plus facilement
dégradés que ceux de la classe A (Thomsen et al., 2016). Diverses études pharmacologiques et
génétiques au niveau des RCPGs ont démontré qu'il est possible de développer des agonistes
caractérisés par leur capacité a déclencher uniquement un sous-ensemble (ou sous-ensembles
sélectionnés) des signaux produits en aval de la cascade (agonistes biaisés) (Rankovic et al.,
2016, Wootten et al., 2017). On comprend alors l'importance de concevoir de tels agonistes
biaisés capables de se lier au récepteur PAC1, tout en ne recrutant pas les B-arrestines de
maniere a empécher linternalisation du récepteur et donc d’éviter la désensibilisation du

systeme PACAPergique.

Ainsi, en paralléle de nos études de type structure-activité, notre premier objectif a été de
réévaluer la capacité de certains analogues du PACAP a activer ou non certaines voies de
signalisation afin d’identifier des parameétres chimiques et/ou structuraux qui aideraient a
concevoir des agonistes biaisés spécifiques pour PAC1, neuroprotecteurs et incapables
d’activer les B-arrestines. Pour cela, une quinzaine d’analogues du PACAP (dans les deux
isoformes) ont été sélectionnés en raison des modifications dans les segments N-terminal et
central du peptide, impliquant des changements variables dans la structure secondaire de celui-
ci. lls ont été évalués sur la base de leur capacité a se lier aux récepteurs, a exercer un effet
neuroprotecteur contre la toxicité in vitro du MPP* et a activer les voies de signalisation

neuroprotectrices et désensibilisatrices (Article 1).

Dans un second temps, nous avons utilisé une nouvelle approche afin de générer des
analogues peptidiques capables d’activer spécifiquement le récepteur PAC1. La transmission du
signal au niveau intracellulaire est directement associée a des changements structuraux opérés
au niveau des boucles intracellulaires d’'un RCPG donné. Il a récemment été montré que des
peptides développés a partir des boucles intracellulaires d'un RCPG, appelés pepducines,
peuvent a eux seuls initier diverses cascades de signalisation par une reconnaissance
spécifique du RCPG au niveau intracellulaire. Ainsi, notre second objectif a visé le
développement et caractérisation de pepducines dérivées de PAC1. Nous avons émis
I'hypothése qu'une pepducine du récepteur PAC1 activerait spécifiquement ce récepteur et
serait efficace pour contrer les effets toxiques du MPP™ (in vitro) et assurer une neuroprotection
marquée dans un modeéle in vivo de la MP. Ainsi, trois pepducines, dérivées des 3 boucles
intracellulaires du récepteur PAC1-null, ont été synthétisées et évaluées pharmacologiquement
pour leur capacité a activer les récepteurs du PACAP et a contrer efficacement la

neurodégénérescence cellulaire in vitro et in vivo dans des modéles de la MP (Article 2).
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1. Résumé de l'article en frangais :

Le pituitary adenylate cylclase-activating polypeptide (PACAP), une neurohormone existant sous
deux isoformes de 27 et 38 acides aminés, induit une protection neuronale in vitro et in vivo
suite a l'activation du récepteur PAC1, un récepteur couplé aux protéines G (RCPG) de la
classe B. Basé sur ses effets neuroprotecteurs et anti-inflammatoires, ce peptide représente une
avenue prometteuse pour le développement d’une stratégie thérapeutique ralentissant
efficacement la progression des certains troubles neurologiques, et méme potentiellement
curative. La voie canonique des RCPGs est associée a 'activation des protéines G. Cependant,
ils peuvent induire une multitude de signaux intracellulaires pouvant étre sélectivement activés
par des ligands dits « biaisés», élargissant ainsi considérablement les possibilités de
découverte de nouveaux médicaments. De maniére intéressante, des études ont montré
certaines caractéristiques signalétiques distinctes pour les deux isoformes du PACAP. Ainsi, a
partir de ce constat, nous avons évalué I'impact de modifications chimiques et structurelles
introduites dans des régions spécifiques des deux isoformes du PACAP sur leurs effets
neuroprotecteurs, et étudié le role joué par ces caractéristiques physicochimiques sur la
signalisation intracellulaire relative & PAC1. Chacun des ligands a été évalué sur la base sa
capacité a lier les trois récepteurs du PACAP, a promouvoir a la survie cellulaire dans un
modele parkinsonien et a stimuler les différents partenaires intracellulaires associés aux
récepteurs PAC1, a savoir Gass et Gaq ainsi que les B-arrestines 1 et 2. Nos résultats démontrent
que le PACAP38 et ses analogues exercent un effet neuroprotecteur plus marqué que leurs
équivalents de 27 acides aminés. Egalement, nous avons établi que I'effet neuroprotecteur du
PACAP est dépendant de [lactivation de Gas et de Gag Cette étude améliore notre
compréhension des mécanismes moléculaires et cellulaires associés a la neuroprotection du
PACAP.
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2. Contribution de I’étudiant :

La grande majorité du travail a été réalisé par Mathilde Poujol de Molliens. La synthése des
peptides a été effectuée par d’anciens et actuels membres du laboratoire, Ngoc-Duc Doan et
Myriam Létourneau. Les résultats des tests de liaison pour les analogues du PACAP27, a
I'exception de [Ala??|PACAP27, avaient été précédemment publiés par Ngoc-Duc Doan (Doan et
al., 2012). Myriam Létourneau a participé a cet article en donnant de précieux conseils sur la
nature des manipulations a réaliser. Elle a également effectué une partie des tests de survie
cellulaire. Terence E. Hébert et Dominic Devost ont congu les sondes de bioluminescence
resonance energy transfer et ont révisé le manuscrit. David Chatenet et Alain Fournier ont congu
le projet et supervisé les travaux de recherche. lls ont aussi participé a I'élaboration des
hypothéses. Finalement, David Chatenet et Alain Fournier ont révisé le manuscrit pour la

production de la version finale ici présente.
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Abbreviations:

BRET, bioluminescence resonance energy transfer; ACN, acetonitrile; BBB, blood-brain barrier;
Bip, biphenylalanine ; Boc, tert-butoxycarbonyl; BOP, (benzotriazol-1-yloxy)tris(dimethylamino)
phosphonium hexafluorophosphate; CHO cells, Chinese hamster ovary cells; DCM,
dichloromethane; DIEA, N,N-diisopropylethylamine; DMEM, Dulbecco's Modified Eagle's
medium; DMF, dimethylformamide; FBS, foetal bovine serum; Fmoc,
fluorenylmethyloxycarbonyl; GFP 10, green fluorescent protein 10; GPCR, G protein-coupled
receptor; HEK 293 cells, human embryonic kidney 293 cells; Hyp, hydroxyproline; MALDI-TOF,
matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight; PAC1, pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide receptor 1; PACAP, pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide;

Rlucll, Renilla luciferase Il; RP-HPLC, reverse phase-high performance liquid chromatography.
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Abstract

The pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP), which exists in two isoforms of
27 and 38 amino acids, can induce neuronal protection in vitro and in vivo following the
activation of PAC1, a class B G protein-coupled receptor (GPCR). With its potent
neuroprotective and anti-inflammatory effects, this peptide represents a promising avenue for
the development of therapeutic strategies to potentially cure or at least slow the progression of
neurodegenerative disorders. Beyond the canonical G protein signal effectors, GPCRs are also
coupled to a multitude of intracellular signaling pathways that can be independently activated by
biased ligands, thereby expanding vastly the potential for discovering new drugs. Interestingly,
some studies have demonstrated distinct signaling features for the PACAP isoforms. With this
observation in mind, we assessed the impact of chemical and structural modifications introduced
into specific regions of the PACAP isoforms on their neuroprotective effects, and determined the
role played by these physico-chemical and structural features on their signaling signatures. Each
compound was also evaluated for its ability to bind the PACAP receptors, promote cell survival
in a cellular model of Parkinson’s disease and stimulate the signaling partners associated with
PAC1 activation, including Gas and Gayg, as well as B-arrestin 1 and 2. Our results demonstrate
that PACAP38 and its related analogs exert a more potent neuroprotective action than their 27-
counterparts and that this neuroprotective effect is dependent on both Gog and Gas-dependent
signaling. This study will definitely improve our understanding of the molecular and cellular
mechanisms associated with PACAP neuroprotection.

Keywords:

PACAP, PAC1 receptor, Parkinson’s disease, neuroprotection, BRET-based biosensor, biased

agonism.

75



1. Introduction

The prevalence of Parkinson’s disease (PD) has increase by more than 15% between 1990 and
2015, making it one of the most common neuronal disorder with about 4.6 million people
affected worldwide (Feigin, 2017). This condition is characterized by a cognitive syndrome that is
often accompanied with tremors, bradykinesia and muscle rigidity (Jankovic, 2008). The main
cause of these symptoms is the loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars
compacta (SNpc) leading to a reduction of dopamine release (Dauer et al., 2003). Many studies
have shown that neurodegenerative disorders such as PD involved an inflammatory process and
an increase in oxidative stress, two phenomena linked to neuronal apoptosis (Friedlander,
2003). To date, many treatments aimed at reducing PD symptoms have been developed but no
cure has yet been discovered (Maiti et al., 2017). In particular, among the challenges
encountered when designing a drug developed for an eventual chronic use, there is the need to
efficiently cross the blood-brain barrier (BBB) and to prevent long-term desensitization
associated with G protein-coupled receptor kinases (GRK) activation and B-arrestins recruitment
(Rajagopal et al., 2017).

In the past years, the pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) has been
shown to display neuroprotective effects in in vitro and in vivo models of Alzheimer’s (Han et al.,
2014, Rat et al,, 2011) and Parkinson’s diseases (Brown et al., 2013, Lamine et al., 2016,
Reglodi et al., 2004b, Wang et al., 2008). For instance, it was demonstrated that PACAP
reduced inflammatory responses induced by salsolinol or a cocktail of LPS and interferon-y in
SH-SYSY neuroblastoma cells (Brown et al., 2013, Brown et al., 2014). In vivo, PACAP not only
prevents dopamine-based neurodegeneration in rat and snail parkinsonian models (Maasz et al.,
2017) but also reduces neuronal loss and motor deficits (Shivers et al., 2014). Hence, PACAP

represents an attractive therapeutic framework to modify the course of neurodegenerative
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disorders, including PD, especially considering its ability to cross the BBB (Mizushima et al.,
1999).

Isolated in 1989 from ovine hypothalamus on the basis of its capacity to stimulate adenylyl
cyclase in rat pituitary cells (Miyata et al., 1989), this peptide exists in two endogenous isoforms
termed PACAP38 and PACAP27. The former is a 38-amino acid C-terminally a-amidated
molecule, whereas the latter is the C-truncated 27-residue amidated form of PACAP38 (Arimura,
1998). Pharmacological studies have demonstrated that both PACAP isoforms bind to three
distinct G protein-coupled receptors, i.e. PAC1, VPAC1 and VPAC2, through which different
actions are mediated (David Vaudry et al., 2009b). On the one hand, PAC1 is widely distributed
in the central nervous system and its activation by both PACAP isoforms produce antiapoptotic
actions. On the other hand, triggering VPAC1 induces anti-inflammatory processes (Dejda et al.,
2011, Shioda et al., 1998), whereas VPAC2 stimulation mostly leads to peripheral effects such
as vasodilation and tachycardia that could be detrimental in the context of chronic treatment
(Chang et al., 2005, Warren et al., 1992).

Various studies have been carried out to develop selective PAC1 ligands but to date, only
PAC1/VPAC1 selective peptides have been obtained (Doan et al., 2011, Lamine et al., 2016).
Nonetheless, these compounds revealed important properties including in vitro and in vivo
neuroprotective actions without potent cardiovascular side-effects (Lamine et al., 2016). PACAP
structure-activity analyses carried out with various analogs revealed the importance of specific
features, such as a N-terminal Asx-turn motif encompassing the first four amino acids, a N-
capping molecular arrangement involving amino acids 6 to 11, and a helical structure spanning
from residues 8 to 21, for the peptide structural stability, binding affinity and activity (Bourgault et
al., 2008b, Doan et al., 2011, Inooka et al., 1992, Wray et al., 1993). For instance, the presence
of an Asx-turn, a B-turn-like peptide configuration stabilized by hydrogen bonds, is supported by
the production of potent agonists following incorporation of constrained amino acids at position 2

(L-proline and L-hydroxyproline) (Bourgault et al., 2009b, Doan et al., 2011). The N-capping
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motif, characteristic of all class B GPCR ligands, appears to be strengthened by hydrophobic
interactions mimicking those between Phe® and Tyr'® in PACAP (Doan et al., 2011). Following
structural studies, it was recently hypothesized that different N-capping motifs in PACAP could
explain, at least in part, the differences in binding affinity observed between PACAP receptors
(Neumann et al., 2008). Also, after additional investigations, it was concluded that serine-2,
phenylalanine-6, threonine-7 and tyrosine-22 represented key residues for PACAP molecular
stabilization and pharmacological properties (Fournier et al., 2016). Notably, Ala-substitutions at
position 2, 6, 7 or 22 decreased the affinity and/or the activity toward VPAC2 (Bourgault et al.,
2009b, Ramos-Alvarez et al., 2015). Also, Ala-scan and Lys-scan carried out on PACAP27
showed the importance of Tyr?? for stabilization of the a-helix (Bourgault et al., 2008b, Bourgault
et al., 2009b). Further, the addition of a CH.-NH bond between Lys?' and Tyr??, a modification
that impaired the helical structure, yielded inactive analogs (Bourgault et al., 2008a). Finally, for
class B GPCR, it has been postulated that there is a two-step process leading to receptor
activation: first, the C-terminal segment of the hormone binds to the extracellular domain of the
receptor, and second, the N-terminal portion of the peptide ligand is brought into the binding
pocket located inside the core of the receptor transmembrane domain (Hoare, 2005).
Interestingly, and as recently observed with the glucagon receptor, the first extracellular loop
undergoes major conformational changes in secondary structure during peptide binding, forming
key interactions with the peptide (H. Zhang et al., 2017). When assessing the binding features of
both PACAP isoforms, it appears that the presence of the 28-38 C-terminal segment in
PACAP38 modifies the interaction of the ligand with the receptor (Sze et al., 2007). Given the
importance of the C-terminal portion of the ligand for class B GPCR binding, this disparity
between the structures of the PACAP isoforms probably results in distinct effects on the receptor
activation process and therefore distinct signaling outcomes. Such differences in intracellular
signaling between both PACAP isoforms were already highlighted. For instance, Spengler et al.

demonstrated that PACAP38 is more potent than PACAP27 in stimulating inositol triphosphate
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(IP3) production while this order is reversed for cyclic adenosine monophosphate (cAMP)
(Spengler et al., 1993). The neuroprotective action of PACAP has been linked to various
pathways, including Gas that leads to the cAMP-dependent protein kinase (PKA) (Kienlen
Campard et al., 1997), and Goq that yields to protein kinase C (PKC) stimulation (Wang et al.,
2005). Actually, PACAP-induced neuroprotection has primarily been studied in the context of
Gais activation (Destiny-Love Manecka et al., 2016).

The development of functionally selective ligands, also termed biased agonists, is critical for
understanding the molecular pharmacology of GPCR activation but also for the conception of
safer drugs with reduced side-effects (T. P. Kenakin, 2012). Indeed, by antagonizing detrimental
GPCR signaling pathways while stimulating beneficial downstream processes, biased ligands
could deliver more precise therapeutic benefits with fewer side-effects than current GPCR-
targeted drugs (Luttrell et al., 2015). For example, as recently reported, TRV0109101, a G
protein-biased agonist of the py-opioid receptor, is unable to promote opioid-induced mechanical
allodynia following chronic administration. Such compounds may therefore represent an effective
therapeutic avenue for managing chronic pain with reduced propensity for opioid-induced
hyperalgesia (Koblish et al., 2017). Similarly, the conception of a G protein biased PAC1 agonist
might therefore represents an attractive means to slow down neurodegeneration. Currently, such
derivatives do not yet exist, thereby preventing the implementation of definitive studies and their
therapeutic validation. Thus, the goal of this study was to evaluate the impact of physico-
chemical and structural parameters on PACAP27- and PACAP38-associated signaling
signatures and neuroprotective effects. Based on previous structure-activity analyses, selected
compounds were evaluated for their capacity to bind PAC1, VPAC1 and VPAC2 receptors, to
protect human neuroblastoma cells against 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP*) toxicity and,
using bioluminescence resonance energy transfer (BRET)-based biosensors, to promote G

protein (Gas and Gagq) and B-arrestin 1/2 activation. Our results reveal the peculiar role of the 28-
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38 C-terminal segment of PACAP for its neuroprotective action and suggest that PACAP-
induced neuroprotection depends on multiple signaling pathways mostly driven by Goq and Gas

activation.

2. Materials and Methods

2.1. Materials.

The fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc)-protected amino acids, the Fmoc-Rink-amide AM-
functionalized  polystyrene resin and the coupling reagent (benzotriazol-1-
yloxy)tris(dimethylamino)phosphonium hexafluorophosphate (BOP) were purchased from Chem-
Impex (Wood Dale, IL). Trifluoroacetic acid (TFA), methanol (MeOH), acetonitrile (ACN), diethyl
ether, N,N-dimethylformamide (DMF), piperidine, dichloromethane (DCM) and bovine serum
albumin (BSA) were obtained from Fisher Scientific (Nepean, ON). Na'?’| was purchased from
Perkin-Elmer (Montreal, QC). Coelenterazine 400a was purchased from Gold Biotechnology, Inc
(St. Louis, MO). G418-sulfate was purchased from bioWORLD (Dublin, OH). N,N-
Diisopropylethylamine (DIPEA), chloramine-T, 1,2-ethanedithiol (EDT), thioanisol, a-cyano-4-
hydroxycinnamic acid, phenol, 1-methyl-4-phenyl pyridinium (MPP*) and all other chemicals
were from Sigma-Aldrich (Mississauga, ON). Ham’s F12, MEM medium, DMEM medium,
OptiMEM, fetal bovine serum (FBS), L-glutamine, D-glucose, penicillin and streptomycin (P/S)

and all other cell culture reagents were from Wisent (St-Bruno, QC).

2.2. Peptide synthesis
All peptides were synthesized using a commercially available Fmoc-Rink-amide AM resin and a

Fmoc-based solid phase peptide synthesis procedure. Following a previously published protocol
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(Doan et al., 2011), all protected amino acids (3 equiv, based on the substitution of the resin)
were coupled using an in situ activation step with BOP (3 equiv) and DIEA (5 equiv) in DMF for
45 min. Deprotection of the Fmoc-protecting group was achieved with 20% piperidine in DMF.
Each coupling and deprotection step was monitored using a ninhydrin test. Peptide-resins were
dried in vacuo and then cleaved with reagent K (TFA/water/phenol/thioanisole/EDT;
[82.5:5:5:5:2.5]). Peptides were purified by preparative reverse phase HPLC to attain a minimum
of 95% purity and the molecular weight of each compound was verified by MALDI-TOF mass
spectrometry using an a-cyano-4-hydroxycinnamic acid matrix (Voyager DE, Applied

Biosystems, Foster City, CA). Peptides were lyophilized and kept at -20°C until use.

2.3. Cell culture

Chinese hamster ovary (CHO) cells stably and individually expressing human PAC1, VPAC1 or
VPAC2 receptors were grown in Ham’s F12 medium supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS), 2 mM L-glutamine, 100 Ul/mL of penicillin and streptomycin (P/S) and 400 pug/mL of
G418. The neuroblastoma cell line SH-SY5Y, endogenously expressing the human PAC1 and
VPAC2 receptors but not VPAC1 (Lutz et al., 2006), were grown in a 1:1 mixture of MEM
medium and Ham’s F-12 nutrient mixture containing 15% FBS, 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium
pyruvate and 100 Ul/mL of P/S. Human embryonic kidney (HEK) 293 cells were grown in DMEM
medium supplemented with 10% FBS, 4.5 g/L D-glucose, 2 mM L-glutamine and 100 Ul/mL of
P/S. All cell lines were maintained at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO. and passages

were performed using trypsinization when cells reached about 80% confluence.

2.4. Radioligand binding assays
Acetylated PACAP27 was radioiodinated using the chloramine-T oxidation technique and
purified on a Sep-Pak C1s cartridge (Waters, Milford, MA) (Hunter et al., 1962). Binding assays

were performed using CHO cells stably transfected with the human PAC1, VPAC1 or VPAC2
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receptor isoforms. Cells were seeded at a density of 150,000 cells/well in 24-well plates. The
next day, cells were washed with binding buffer (0.1% BSA, 25 mM Tris—HCI, 25 mM MgCl., pH
7.4) for 10 min at room temperature. The solution was replaced with a fresh solution containing
0.05 nM of '2°|-Ac-PACAP27 and increasing concentrations of different competitor peptide (1014
to 10°M). After 2 h of incubation at room temperature, cells were washed twice with the binding
buffer and then lysed with sodium hydroxide (0.1 M). Cell-bound radioactivity was quantified
using a y-counter (1470 Wizard, Perkin Elmer, Woodbridge, ON). Results were expressed as a
percentage of the specific binding of '2°I-Ac-PACAP27. Non-specific binding was determined in

the presence of PACAP38 (10-°M).

2.5. Cell survival assays

SH-SY5Y cells, seeded into 96-well plates at a density of 30,000 cells/well, were incubated for
48 h to ensure cell adhesion. Cells were starved for 2 h and then incubated at 37°C for 4 h with
peptides (107’M) prior to the addition of 1-methyl-4-phenyl pyridinium (MPP*; 1.5 mM final
concentration). Cell viability was assessed 24 h after the MPP* treatment using the cell titer
Blue-cell viability assay kit (Promega, Madison, WI) and a microplate reader FlexStation®3
(Molecular Devices, San Jose, CA) to determine fluorescence intensity related to the conversion
of resazurin into resoflurin. Positive control (MPP*-treated cells) and negative control (non-

treated cells) were included in each experiment.

2.6. Bioluminescence resonance energy transfer assay

Using bioluminescence resonance energy transfer (BRET) biosensors, the activation of Goq and
Goas, as well as those of B-arrestin 1 and 2, was monitored following the stimulation of PAC1.
This receptor (pcDNA 3.1_PAC1) and one of the signaling pathway-related biosensors were
transiently co-transfected into HEK293 cells using the TransIT-2020 transfection reagent (Mirus

Bio, Madison, WI) for pLVXi2H-Polycis_G[14-Rlucll-GFP1o-[11-[11, pcDNA3.1_G[s-Rlucll and
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pcDNA3.1_Gy1-GFPy, and Lipofectamine®2000 (Invitrogen, Burlington, ON) for
pLVXi2H_GFP10-Barr1-Rlucll and pLVXi2H_GPP10-Barr2-Rlucll. A 1.5:1 ratio of TransIT-2020
or Lipofectamine®2000/DNA was used. On the day of the transfection, cells were trypsinized and
suspended at a density of 150,000 cells/mL for Gog, and 300,000 cells/mL for Gas, B-arrestin 1
and B-arrestin 2 in DMEM supplemented with 2.5% FBS. DNA and TransIT-2020 or
Lipofectamine®2000 were combined in OptiMEM, and the mixture was incubated at room
temperature for 30 min before being added to the cells. Transfected cells were then seeded at a
density of 15,000 cells/well for Gag, and 30,000 cells/well for Gas, B-arrestin 1 and -arrestin 2 in
96-well plates. After 24 h, medium was removed and changed with DMEM supplemented with
5% FBS, 400 ug/mL of G418, 100 Ul/mL of P/S and incubated for another 24 h. Cells were
washed with 120 pL PBS solution supplemented with 0.1 % glucose, and then incubated with 80
uL of this solution for 2 h. Then, 10 uL of a 1/20 dilution (diluted before use) of coelenterazine
400A (stock at 1 mM in ethanol) in PBS solution supplemented with 0.1 % glucose and 10 pL of
the 10X appropriate concentration of peptide were added and then incubation was resumed for
30 min at room temperature for Goq experiments, and 10 min at room temperature for Gas and
B-arrestin 1. For B-arrestin 2, peptides were added directly after replacement of the media with
80 pL of PBS/0.1% glucose, and the cells were incubated 2 h at 37°C. Filters were set at 410
nm and 515 nm to detect the Renilla luciferase Il (Rlucll, donor) and green fluorescent protein 10
(GFP10, acceptor) light emissions, respectively. BRET signals, measured on a TECAN Infinite
2000 (Morrisville, NC), were monitored for 5 min after co-addition of coelenterazine 400A and
ligands. BRET ratios were determined by calculating the ratio of the light emitted by GFP10 over
the light emitted by the Rlucll. BRET signals were normalized to the maximum signal measured

with PACAP27 or PACAP38.

2.7. Data analysis
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Binding experiments, cell survival assays and G protein and B-arrestin activation assessments
were performed at least in quadruplicate. Data, expressed as mean + S.E.M, were analyzed with
Prism software (Graphpad Software, San Diego, CA). Sigmoidal concentration-response fits with
variable slope and one-site competition functions were used to determine ECso and ICso,
respectively. A decrease in BRET signal was observed at high concentrations of PACAP
resulting in bell-shaped curves. This phenomenon has been previously described in the literature
and is explained by receptor internalization (Jorgensen et al., 2007). Thereby, Emax Of each
ligand was normalized with the highest value obtained for PACAP27 or PACAP38. Log t/Ka was
determined using the Black-Leff operational model (van der Westhuizen et al., 2014). Statistical
comparisons were analyzed by the Student's t-test, and differences were considered significant

when *P < 0.05, **P < 0.01 or ***P < 0.001.
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3. Results

3.1. Binding affinity of PACAP and related analogs for PAC1, VPAC1 and VPAC?2 receptor

Both PACAP isoforms and their related analogs were tested for their capacity to bind PACAP
receptors, i.e. PAC1, VPAC1 and VPAC2. The binding affinity of PACAP27 and its related
analogs has been previously determined by our group (Doan et al., 2011) and is used for
comparison with binding data obtained for PACAP38 and related analogs. As shown in Table 1,
replacement of the serine residue at position 2 with an L-alanine, i.e. [Ala?)PACAP38/27,
significantly increased the binding affinity of PACAP38 for PAC1 (plCso = 8.76 £ 0.08, *P <
0.01), VPAC1 (plCso = 9.68 + 0.18, *P < 0.05), and VPAC2 (pICso = 9.45 + 0.13, **P < 0.01).
However, this modification did not change the binding affinity of PACAP27 for the PAC1 or
VPACH1 receptors but reduced it significantly for VPAC2 (plCso = 7.16 £ 0.11, *P < 0.05). On the
one hand, the substitution of Ser? with D-proline, a constrained D-amino acid, reduced
significantly the ability of both PACAP isoforms to bind PAC1 ([D-Pro?|PACAP38; pICso = 6.75 +
0.12, ***P < 0.001 and [D-Pro?]PACAP27; plCso = 6.33 + 0.14, **P < 0.01), which was not the
case when this residue was substituted with L-hydroxyproline. Additionally, both [D-Pro?|PACAP
isoforms showed an important binding reduction for VPAC1. On the other hand, [D-
Pro?]JPACAP38 bound VPAC2 with the same affinity as did the endogenous ligand while this
modification significantly decreased the binding affinity of PACAP27 (plCso = 5.65 + 0.10, **P <
0.001). Moreover, L-hydroxyproline incorporation at this position affected PACAP27 binding
affinity towards both VPAC receptors (VPAC1, plCso = 7.40 £ 0.11, **P < 0.01 and VPAC2, pICso
=6.89 £ 0.07, **P < 0.01) but only slightly altered the ability of PACAP38 to bind VPAC1 (pICso =
7.57 + 0.20). Replacement of the aromatic and hydrophobic phenylalanine residue at position 6
with a L-biphenylalanine (Bip) did not alter the binding affinity of either PACAP isoform for PAC1,
VPAC1 or VPAC2. Additionally, as observed with [Ala?JPACAP27, introduction of an alanine
moiety at position 7 of PACAP27 gave rise to an analog that exhibited a lower binding affinity to

all three PACAP receptors (PAC1, plCso=7.78 £ 0.16, *P < 0.05; VPAC1, plCso=7.51 £ 0.21, *P
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< 0.05; VPAC2, plCso=5.80 £ 0.12, ***P < 0.001) compared to its PACAP38 counterpart (PAC1,
plCso = 8.52 + 0.11; VPACH1, pICso = 7.78 + 0.24; VPAC2, plCso = 7.48 = 0.15). Finally,
replacement of Tyr??2 with L-alanine reduced the capacity of both isoforms to bind PAC1
([Ala?2]PACAP38, plCso = 7.54 + 0.16, *P < 0.05 and [Ala?’JPACAP27, plCso = 6.94 + 0.11, **P
<0.01) but interestingly, this modification was the only one among those that we studied that

lowered binding to VPAC1 and VPAC2 significantly.

3.2. Survival assays

Each compound was evaluated for its ability to protect the neuroblastoma SH-SY5Y cell line
against the neurotoxic effects of MPP*, which produces neuronal damages very similar to those
observed in Parkinson’s disease (Javitch et al., 1985). These neuroblastoma, which
endogenously express PAC1 and VPAC2 receptors (Lutz et al., 2006), exhibit dopaminergic
neuron characteristics (Lopes et al., 2010, Presgraves et al., 2004) and have been largely used
as an in vitro model of Parkinson’s disease (Xie et al., 2010). Although the SH-SY5Y cells have
not been differentiated into a neuronal subtype, several studies have shown the usefulness of
this cell line to investigate neuroprotective action (Brown et al., 2013, Brown et al., 2014, Lamine
et al., 2016). With the exception of [Ala?]JPACAP27/38, [Hyp?]PACAP38, [Bip®]PACAP27/38,
[Ala’]PACAP27/38, [Ala??JPACAP27/38, all the other analogs were statistically unable to protect
neuronal cells, although the binding affinity of [D-Pro?JPACAP27/38 for PAC1 receptors, and to
some extent that of [Hyp?JPACAP27, were severely altered. Interestingly, [Ala?]PACAP38,
[Hyp?]PACAP38, [Bip®]PACAP38, [Ala’]PACAP38 and [Ala??JPACAP38 seemed to protect
neurons against cell death more efficiently than their 27-amino acid counterparts, a feature also

observed between native PACAP isoforms (Fig. 1).

3.3. Pharmacological characterization of PACAP38, PACAP27, and their related analogs
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PACAP inhibits neuronal apoptosis via the stimulation of multiple signaling pathways involving
elevation of cAMP and calcium levels, following the activation of distinct G proteins (Destiny-
Love Manecka et al., 2016). In order to more closely examine the signaling pathways potentially
involved in the neuroprotective action of PACAP and its related analogs, all peptides were
evaluated, using BRET-based biosensors, for their ability to activate Gog, Gas, B-arrestin 1 and

B-arrestin 2 (Table 2, Fig. 2 and 3).

3.3.1 Goyq activation

As shown in Table 2, [Ala?]PACAP38 (pECso = 7.42 + 0.18; Emax = 95% + 6) and [Bip®*]PACAP38
(PECso = 7.41 £ 0.30; Emax = 102% = 10) stimulated Gaoq with a potency and an efficacy similar to
that of PACAP38 (pECso = 7.03 + 0.15; Emax = 94% £ 7), and these results are in accordance
with their neuroprotective effects. In addition, [Hyp?]PACAP38 and [Ala’]PACAP38 stimulated
Goaq with no loss of potency (pECso = 7.45 + 0.81 and pECso = 6.66 + 0.32, respectively) but with
a significant reduction in efficacy (Emax = 22% % 6, ***P <0.001, and Emax=61% = 11, *P <0.05,
respectively) compared to PACAP38 (pECso = 7.03 £ 0.15, Emax = 94% = 7). These analogs
could be therefore considered as partial agonists for the Gaq activation. Furthermore, [D-
Pro?JPACAP38 failed to activate Ga,, while [Ala??]JPACAP38 was a full agonist but showed an
important loss of potency (pECso = 6.32 £ 0.12, **P <0.01 and Emax= 124% % 11). These results
appear to be in agreement with the neuroprotective effects measured with each analog. We next
evaluated the impact of these substitutions on PACAP27 isoforms (Table 2, Fig. 3). Except for
[Ala?]PACAP27, all analogs showed a reduction in potency and/or efficacy. For instance, [D-
Pro?JPACAP27 acted as a weak partial agonist (pECso = 5.82 + 0.45, **P <0.01; Emax = 36% *
13, ***P <0.001). [Hyp?]PACAP27 (pECso = 6.75 + 0.20) and [Bip®]PACAP27 (pECso = 6.74 +
0.20) stimulated Gaoq with the same potency as PACAP27 (pECso = 6.93 + 0.09) but with a

significant loss of efficacy (Emax = 57% £ 7, ***P <0.001 and Emax = 86% % 9, *P <0.05,
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respectively), while [Ala’]JPACAP27 and [Ala?2]PACAP27-induced Goqg activation was
significantly less potent than with PACAP27 (pECso = 6.26 + 0.12, **P <0.01 and pECso = 6.38 +

0.09, **P <0.01, respectively) but with a comparable efficacy.

3.3.2 Guosactivation

Since the neuroprotective effect of PACAP is known to involve activation of Gas, peptides were
also evaluated for their ability to activate this G protein. All PACAP38 related analogs retained
the capacity to stimulate Gos. In particular, [D-Pro?]PACAP38, which was inactive for Gaq
stimulation assay, stimulated Gas with no significant reduction in potency or efficacy (pECso =
6.52 £ 0.42 and Emax = 59% + 14) compared to PACAP38 (pECso = 7.58 + 0.27 and Emax = 76%
+ 7). Furthermore, [Ala?]PACAP38, [Hyp?]PACAP38 and [Ala??JPACAP38 acted as full agonists
and appeared to be more efficacious than PACAP38 (Emax = 76% % 7) to activate Gas (Emax =
103% = 10, *P <0.05; Emax = 120% %= 12, *P <0.01; and Emax=114% = 11, *P <0.05,
respectively). Finally, [Bip®]PACAP38 (pECso = 8.09 + 0.43) and [Ala’]lPACAP38 (pECso = 8.01 +
0.43) stimulated Gas with a higher potency than PACAP38 (pECso = 7.58 + 0.27) but with a
comparable efficacy (Table 2). Similar experiments were also performed with PACAP27 and its
related analogs (Table 2). The replacement of Ser? with L-alanine had no significant effect on
Gas activation. However, the substitution at this position with constrained amino acids such as
D-proline or L-hydroxyproline revealed a significant impact. [D-Pro?JPACAP27 acted as a partial
agonist with a pECso < 5 and a maximal efficacy of 44% (**P <0.01), while [Hyp?]PACAP27,
which exhibited only a weak reduction of its potency (pECso = 7.50 £ 0.22), stimulated Gas with a
striking efficacy (Emax = 175% = 10, ***P <0.001). A similar observation was made with
[Ala’]PACAP27, for which the potency to activate the Gos pathway was reduced significantly
(PECso = 7.22 + 0.38, *P < 0.05) but with an efficacy that was undeniably increased (Emax =

139% = 15, **P < 0.01). Additionally, the increase of bulkiness, hydrophobicity and aromaticity at
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position 6 through introduction of a biphenylalanine moiety, i.e. [Bip!]PACAP27, did not alter Gas
activation. Finally, [Ala??JPACAP27 exhibited a significant reduction of potency for Gass activation

(PECso = 7.00 + 0.23, **P < 0.01) (Table 2).

B-arrestin 1 and 2 activation

Analogs were also tested for their capacity to stimulate B-arrestins. As shown in Table 2, except
for [D-Pro?]PACAP38, all analogs activated B-arrestin 1. More precisely, the treatment of
HEK293 cells transiently transfected with PAC1 with [Ala?2]PACAP38 (pECso = 6.71 + 0.16, Emax
= 109% = 8) or [Ala?’]PACAP38 (pECso = 6.44 + 0.13, Emax = 139% + 11) produced a B-arrestin
1 activation similar to that of PACAP38 (pECso = 6.76 + 0.12, Emax = 121% £ 8). Furthermore,
[Hyp?]PACAP38 displayed the same propensity to activate the B-arrestin 1 pathway but with a
reduced efficacy (Emax = 89% = 9, *P <0.01) compared to PACAP38 (Emax = 121% % 8). Notably,
[BipSJPACAP38 (pECso = 7.44 + 0.15, ***P <0.001) and [Ala’]PACAP38 (pECso = 7.13 + 0.11,
**P <0.01) exhibited a higher tendency to activate B-arrestin 1 relative to PACAP38. Also,
[Ala’]PACAP38 was able to reach 147% + 6 of the efficacy associated with PACAP38-mediated
B-arrestin 1 activation. As for B-arrestin 1 activation, only [D-Pro?]PACAP38 did not activate the
B-arrestin 2 pathway. Also, on the one hand, [Ala?]PACAP38 (pECso = 6.92 + 0.18) and
[Hyp?]PACAP38 (pECso = 7.23 + 0.41) activated B-arrestin 2, as did the endogenous ligand
(PECso = 6.80 = 0.22), while, on the other hand, [Bip®]JPACAP38, [Ala’]lPACAP38 and
[Ala??)PACAP38 stimulated B-arrestin 2 recruitment with greater efficacies (Emax = 148% + 11,
**P < 0.01; Emax = 220% = 15, ***P < 0.001; Emax = 233% + 22, *™*P < 0.001, respectively) than
PACAP38 (Emax = 92% = 10). As shown in Table 2, all PACAP27 analogs activated the B-
arrestin 1 pathway with various potencies. In particular, [Ala??JPACAP27 exhibited rather low
potency (pPECso = 6.23 £ 0.13, *P < 0.05) to activate B-arrestin 1 while exhibiting similar efficacy
(Emax = 133% % 14) than that of PACAP27 (pECso = 6.56 + 0.07, Emax = 118% % 5). Also, as for

[D-Pro?]PACAP38, its PACAP27 counterpart compound failed to activate B-arrestin 1, while
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[Bip®]PACAP27 (Emax = 152% + 9) activated B-arrestin 1 with an efficacy significantly higher than
that of PACAP27 but with a similar potency.

The 27-amino acid analogs were also tested for their capacity to stimulate the B-arrestin 2
pathway. Surprisingly, [D-Pro?]PACAP27 (pECso = 5.67 + 0.30) exhibited a reduced ability to
promote B-arrestin 2 activation and was only able to achieve around 55% of PACAP27-
associated recruitment, revealing itself as a partial agonist for this pathway. Also,
[Ala’]PACAP27 activated the B-arrestin 2 signaling with a pECso = 6.42 + 0.11, thus markedly
lower than the value measured with the endogenous ligand, but with an efficacy (Emax = 134% %
8) significantly higher than that of PACAP27. Finally, the other analogs were equipotent to the

endogenous ligand at activating B-arrestin 2 (Table 2).

4. Discussion

Biological responses to hormonal stimuli are encoded during the initial interactions
between a ligand and its cognate receptor(s). Since downstream signaling is tightly coupled to
specific ligand/receptor interactions, structurally different ligands might therefore modulate
downstream signaling events differentially (Galandrin et al., 2007). Over the years, evidence for
functional selectivity or biased agonism following activation of PAC1 by its two endogenous
ligands has accumulated (Spengler et al., 1993, Walker et al., 2014). While most descriptions of
biased agonism have been centered on differential effects of synthetic drugs, there are several
important G protein-coupled receptor (GPCR) families that bind to multiple endogenous agonists
such as the somatostatin and opioid receptor families. Although this has been traditionally
attributed to the redundancy of some biological systems, the existence of multiple ligands for the
same receptor could represent an added layer of control to engender finely tuned physiological
responses through biased agonism/functional selectivity (Thompson et al., 2014). For instance, it

has been shown that PACAP27 is more potent and efficacious than PACAP38 to induce cAMP
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production while this order is reversed for inositol triphosphate production (Spengler et al.,
1993). More recently, it has been demonstrated that PACAP38, but not PACAP27, was able to
trigger ERK42 phopshorylation in glial cells, while both isoforms stimulated cellular cAMP
production, albeit with different potencies (Walker et al., 2014). Induced PAC1 signaling in
response to PACAP38 or PACAP27 could therefore lead to distinct effects for each peptide in
the pathogenesis and progression of PAC1-associated diseases (David Vaudry et al., 2009b,
Walker et al., 2014). Hence, advances in our understanding and treatment of PAC1-associated
diseases will emerge from an evolving comprehension of ligand-receptor interactions, along with
their associated downstream effectors and divergent signaling pathways.

To gain some insight regarding the particular molecular pharmacology of each PACAP
isoform and also, in order to probe specific structural and/or physico-chemical determinants that
might explain their distinct activation profile, we examined the binding affinity as well as the
ability of PACAP38, PACAP27 and some related analogs to trigger multiple signaling pathways,
including different G proteins and B-arrestin isoforms. As described above, point substitutions
were introduced within key pharmacophoric elements of the PACAP isoforms, i.e. the Asx-turn
motif (position 2), the N-capping domain (positions 6 and 7), and the [I-helical region (position
22) (Lamine et al., 2016). These analogs were selected based on their ability to bind
preferentially PAC1 and VPAC1 ([Ala?]PACAP27, [D-Pro?]PACAP27, [Hyp?]PACAP27,
[Ala’]PACAP27, and [Ala??]PACAP27/38) (Doan et al., 2011, Ramos-Alvarez et al., 2015) or to
behave as a superagonist ([Bip®]PACAP27) (Bourgault et al., 2009b). In addition, because the
C-terminal 28-38 region is an integral part of the physico-chemical and/or structural parameters
regulating PAC1 signaling pathways, we evaluated the contribution of this region on the
neuroprotective action of the peptide molecules of this study by synthesizing analogs according
to both PACAP isoform scaffolds.

With respect to their binding affinity, it was noticed that most PACAP38 isoforms

interacted more efficiently with PAC1 and VPAC2 than their PACAP27 counterparts.
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Accordingly, it has been previously shown that the 28-38 segment forms a short helix that
facilitates the binding of PACAP38 through an electrostatic interaction involving basic C-terminal
residues and an acidic patch located on the N-terminal ectodomain of PAC1 (Sun et al., 2007).
Because both PACAP isoforms are well known for their anti-apoptotic actions, using SH-SY5Y
cells, each analog was tested for its ability to prevent MPP*-induced apoptosis. Out of the 12
analogs, only 9 derivatives, ie. [Ala?lPACAP27/38, [Hyp?|lPACAP38 [Bip’]JPACAP27/38,
[Ala’]PACAP27/38 and [Ala?’]PACAP27/38, protected SH-SY5Y cells against MPP* toxicity
despite the fact that all analogs bound to PAC1. Interestingly, PACAP38 and its derivatives were
better neurorotective agents than their PACAP27 counterparts. For instance, while
[Ala?]PACAP27 and [Ala?JPACAP38 bound with a similar affinity to PAC1, [Ala?]PACAP38
exerted a significantly stronger neuroprotective action than its parent derivative (Fig. 1, Table 1).
A similar pattern was also observed with [Hyp?]PACAP38, [Bip®]PACAP38, [Ala’]PACAP38, and
[Ala??)PACAP38. For [Hyp?]lPACAP38 and the last two analogs, their PACAP27 counterparts
were almost devoid of any protective action (Fig. 1). Regarding the analogs unable to provide
any protection, it appeared that the replacement in PACAP38 or PACAP27 of serine-2 with a D-
proline, or substitution of tyrosine-22 with L-alanine, induced a substantial reduction of their
binding affinities for all PACAP receptors, a condition that probably explains their lack of efficacy.
However, this justification is not sufficient to explain the behavior of [Hyp?]PACAP27, which is
inactive despite a binding affinity similar to those of the endogenous peptides. As previously
described, structurally different analogs might stabilize different receptor conformations and lead
to subtle bias in signaling pathways associated with the activation of a given receptor. While we
know the impact of the C-terminal domain of PACAP38, as well as that of a few modifications on
binding affinity and anti-apoptotic function, we have currently no insights regarding the
pharmacophore contribution to PAC1-associated signaling.

To understand the impact of each modification and to pinpoint specific signaling

pathways associated with their anti-apoptotic actions, using BRET-based biosensors, we
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evaluated the propensity of each analog to activate Goq and Gas, as well as [(-arrestin 1 and 2
(Table 2). At position 2, replacement of the serine residue with an alanine did not produce an
activation profile different from that observed for PACAP27 (Fig. 3). However, this modification,
in combination with the presence of the 28-38 segment, improved significantly [I-arrestin 2 and
Gas activation (Table 2, Fig. 2). While it is well known that the Gas pathway is involved in the
neuroprotective effect of both PACAP isoforms, the participation of [J-arrestins in
neuroprotection has not yet been definitely confirmed. Nonetheless, their involvement was
suspected as receptor internalization processes have been linked to its neuroprotective action
(May et al., 2010). To date, only one study has shown that PACAP38-sustained ERK1/, signaling
was linked to B-arrestin 1 activation (Broca et al., 2009), and that this mechanism, i.e. ERKj.
phosphorylation, might be involved in PACAP-associated neuroprotection (Journot et al., 1998,
Villalba et al., 1997, Wang et al., 2005). Interestingly, the absence of the hydroxyl group at
position 2, produced by substituting the serine residue with an alanine, did not reduce the ability
of the related analog to efficiently activate Gas and Gog. While demonstrating an impact of the C-
terminal region of the ligand on PAC1 activation profile, this data also confirms that the hydroxyl
group of serine-2 is not critical for PAC1 receptor activation and its subsequent neuroprotective
action. In addition, introduction of a conformational restriction at this position via insertion of a
hydroxyproline residue, which generated the selective PAC1/VPAC1 agonist [Hyp?]PACAP27
(Doan et al., 2011), strongly promoted Gas activation and produced a [J-arrestin 1 and 2
activation similar to that of PACAP27, but triggered only partial Goq activation (Fig. 3, Table 2).
The same substitution in PACAP38 further decreased the efficiency of [Hyp?]PACAP38 to
activate Gayq activation but promoted Ga,s activation strongly, as did the PACAP27 counterpart,
and reduced the efficacy to activate [J-arrestin 1 while leaving [J-arrestin 2 signaling unaffected.
Surprisingly, while minor differences between the activation profile of [Hyp?]PACAP38 and

[Hyp?]PACAP27 were noted, only [Hyp?]PACAP38 was able to significantly protect
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neuroblastoma cells. Those differences were observed with respect to Gogq and [J-arrestin 1
signaling with [Hyp?]PACAP38 being more potent than [Hyp?]PACAP27 to activate Gaoq but less
efficient than [Hyp?]PACAP27 to activate [1-arrestin 1. Hence, these data suggest that [1-arrestin
1 is not involved in the neuroprotective action of PACAP.

As previously noted, binding of the cationic C-terminal tail of PACAP38 with an acidic patch
located in the N-terminal domain of PAC1 promotes, within the activation pocket of the receptor,
a particular positioning of the N-terminal portion of the 38-amino acid ligand (Sun et al., 2007).
As reported for the glucagon receptor, such an initial interaction promotes major conformational
modifications at the receptor level and facilitates additional contacts between the peptide and the
first extracellular loop (Yin et al, 2016, H. Zhang et al., 2017). Therefore, the N-terminal
segment of PACAP38, encompassing the Asx-turn, is probably oriented in the receptor cavity in
a slightly different manner from the one that occurs with PACAP27, which does not possess the
basic C-terminal stretch (Sun et al., 2007). Hence, these results support the presence of specific
chemical determinants/interactions within the PACAP/PAC1 complex that modulate distinct
aspect of downstream cellular signaling. Thus, it can be postulated that the introduction of a
modification in either PACAP27 or PACAP38 does not imply a transposition of the signaling
signature and pharmacological effects on both isoforms. Analysis of the activation profile of the
active [Ala?]JPACAP27 analog and the inactive [Hyp?]PACAP27 derivative suggests that the
ability of the analog to activate Gaq and/or [J-arrestin 1 influences its propensity to protect SH-
SYS5Y cells against the MPP* toxicity (Figs. 1, 2 and 3, Table 2). Accordingly, it was
demonstrated that Gog-associated effectors, and more particularly Akt, are linked to the
neuroprotective action of PACAP through PAC1 (May et al., 2010). Similarly, when looking at the
signaling signature of [Bip®]JPACAP38 and [Bip®]PACAP27, a small but significant reduction of
Gua, efficacy was observed for [Bipf]JPACAP27 (Fig. 2 and 3), which also appears to be less

neuroprotective than its PACAP38 counterpart (Fig.1). Also, while both [Ala’]JPACAP38 and
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[Ala’]PACAP27 protected SH-SY5Y neuroblastoma cells, [Ala’]PACAP38 exerted a trend to a
better neuroprotective action than its PACAP27-related analog. An overview of their activation
profiles revealed significant variations in their ability to potently and efficiently activate Gayg, (-
arrestin 2, and Gas. The latter is positively linked to different cAMP-regulated protein kinases
that mediate the neuroprotective effects of PACAP (Destiny-Love Manecka et al., 2016). A
similar observation was also made with the pair [Ala??JPACAP27/38 since the PACAP38
derivative appears to activate Gas with a higher potency than the PACAP27 counterpart, which
could again explain, at least in part, their differential neuroprotective actions. Overall, most of the
time, the 38-amino acid PACAP isoforms promoted a greater activation of B-arrestin 1, B-arrestin
2, or both than their PACAP27 counterparts. This observation further supports the role of the C-
terminal portion of PACAP38 for the activation of B-arrestins, and in particular B-arrestin 2.
Whether or not this phenomenon is only dependent on the presence of the 28-38 C-terminal
segment remains to be determined. Indeed, this observation could also be linked to differential
positioning of the N-terminal Asx-turn of PACAP27 and PACAP38 in the receptor environment,
thereby stabilizing or disrupting specific microswitches involved in [1-arrestin activation (Chenyi
Liao et al., 2017a). Altogether, it appears that neuroprotective actions cannot be linked to a
single signaling pathway but more likely would be the result of multiple events that would lead to
a neuroprotective effect , upon reaching a particular threshold. Also, this data supports the idea
that the binding and activation determinants between PACAP27 and PACAP38 are not the
same. Further, it has been proposed that PACAP binds to PAC1 via a two-step activation
process and that the dissimilar C-terminal segments of PACAP isoforms bind to the receptor
extracellular domains through distinct electrostatic, hydrophobic and hydrogen bond interactions
allowing the N-terminal portion of the peptide to access the transmembrane core and induce
receptor activation (Pal et al., 2012). These differential interactions characterizing each PACAP
isoform and the N-terminal region of PAC1 probably activate switches distinctively and induce

the activation of unique sets of intracellular effectors. Notably, it has been recently demonstrated
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that PAC1 transits through several conformational states, spreading from the extracellular
domain to the second messenger binding sites (Chenyi Liao et al., 2017a). Finally, a recent
study reported the importance of the first extracellular domain of the human glucagon receptor.
Especially, this study demonstrated that the B-hairpin formation plays a role in stabilizing the
ligand-receptor interaction (H. Zhang et al., 2017). Our results improve the understanding of
activation of class B GPCRs and bring some insights about the pharmacological differences
observed between PACAP27 and PACAPS38.

In conclusion, we showed that the introduction of alike modifications in both PACAP isoforms
generated analogs with distinct signaling signatures. This observation suggested a role for the
C-terminal 28-38 segment in the binding and activation processes, and more acutely in the [J-
arrestins activation. Interestingly, the study revealed that introduction of a specific modifications
at position 6, 7 or 22 in PACAP27 and PACAP38 consistently improved their potency and
efficiency to drive [I-arrestin activation, but left G protein stimulation almost unaffected. Among
the different modifications introduced in PACAP27 and PACAP38, the presence of D-Pro at
position 2 has been the only one that drastically and negatively affected [I-arrestins recruitment.
We also observed that the neuroprotective action of the PACAP27- and PACAP38-related
analogs was multiparametric and necessitated the activation of both Goq and Gas and their
associated downstream effectors. Over the years, both isoforms have been used to study their
neuroprotective potential of PACAP in various diseases. However, characteristics such as a
short in vivo half-life, especially for PACAP38, or their lack of selectivity, PAC1 versus VPAC
receptors, have prevented their use as therapeutic agents (Bourgault et al., 2008a). However,
the ability to cross the BBB, either passively (PACAP27) or through a transporter-mediated
mechanism (PACAP38), makes these peptides highly interesting as chemical templates for
peptide-based drug design (Banks et al., 1993). While PACAP38 seems more suitable due to its
higher in vitro neuroprotective effects, its use could be hampered by its ability to hyperactivate

[-arrestins, a feature that could lead to receptor desensitization. Altogether, PACAP27, with its
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higher plasma stability, its ability to diffuse passively throughout the BBB and most importantly,
its relative inability to overstimulate [I-arrestins appears so far as a better template than
PACAP38 for the development of a peptide-derived drug designed to treat neurodegenerative
diseases such as PD. Although the data are still preliminary, the present study showed that the
introduction of various modifications within key pharmacophores of PACAP was able to perturb
signaling signatures compared to endogenous ligands. A more comprehensive library screening
is therefore necessary to clearly highlight the specific physico-chemical and/or structural

elements modulating PACAP27 signaling.
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Fig. 1. Effects of MPP* (1.5 mM) on SH-SY5Y cell viability after a 4 h pretreatment with PACAP
or its related analogs (peptide concentration 10’M). Results associated with PACAP27 analogs
are represented by solid bars while those of PACAP38 and its derivatives are represented by
striped bars. Values represent the mean + S.E.M of 3 to 6 independent experiments performed
in sextuplets. Statistical analyses were performed using the Student's t-test versus the
percentage of cell viability measured in presence of MPP* alone (NS, non-significant; *P < 0.05;
**P < 0.01 and **P < 0.001). Statistical analyses between the PACAP27 and PACAP38

isoforms were performed using the Student’s t-test (*P < 0.05; #P < 0.01 and ##P < 0.001).
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Fig. 2. Kiviat chart of PACAP38 and its related analogs obtained with the responses of the
various signaling pathways associated with PAC1 receptor activation. Each Kiviat chart

summarizes the maximal effect (E__ ) and the log 1/K, of the different ligand-activated signaling
pathway. In order to compare activity of each ligand to PACAP38, each Emax and Log 1/K, values
were normalized with respect to the value of Emax or Log /K, of PACAP38. Data for PACAP38

are represented with the black line.
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[Ala2]PACAP27
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Fig. 3. Kiviat chart of PACAP27 and its related analogs obtained with the responses of the
various signaling pathways associated with PAC1 receptor activation. Each Kiviat chart

summarizes the maximal effect (E__ ) and the log 1/K, of the different ligand-activated signaling
pathway. In order to compare activity of each ligand to PACAP27, each Emax and Log 1/K, values
were normalized with respect to the value of Emax or Log 1/K, of PACAP27. Data for PACAP27

are represented with the black line.
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Table 1. Binding affinity of the PACAP isoforms and their related analogs on human PAC1, VPAC1
and VPAC2 receptors.

Compound PAC1 VPAC1 VPAC?2

n p|Csoa n p|Csoa n p|Csoa
PACAP38 4 8.19+0.12 3 8.51+0.28 4 7.93+0.21
[Ala?]PACAP38 3 8.76 £ 0.08** 3 9.68 £ 0.18* 3 945%+0.13*
[D-Pro?PACAP38 3  6.75+0.12** 3 6.72+0.24" 3 7.98+0.29
[Hyp?]PACAP38 3 821+0.15 3 7.57£0.20 3 820%0.15
[BiplPACAP38 3 800+0.16 3 8.06+0.21 3 8.17+0.21
[Ala’]PACAP38 3 852%0.11 3 7.78+0.24 3 7.48%0.15
[Ala%2]PACAP38 3 7.54 +0.16* 3 6.99+0.25* 3 5.60 % 0.30**
PACAP27P 3 8.34 £ 0.07 3 8.23 £ 0.01 3 7.99+0.16
[Ala?]PACAP27P 3 8.33+0.12 3 8.15+0.07 3 716 £ 0.11*
[D-Pro?|PACAP27" 3 6.33 £ 0.14* 3 6.04+0.13" 3 5.65+0.10™
[Hyp?|PACAP27" 3  8.07+0.18 3  7.40+0.11* 3 6.89%0.07*
[Bip®]PACAP27" 3 836017 3 785%0.15 3 7.64+0.11
[Ala’|PACAP27P 3 7.78 £0.16* 3 7.51+£0.21* 3 5.80%0.12**
[Ala??]PACAP27 3 6.94 £ 0.11** 4 742+0.13* 3 <B***

aNegative log concentration producing 50% inhibition of specific binding of '2°I-Ac-PACAP27.

®Binding values for these analogs were reported elsewhere (Doan et al., 2011). Stastistical analysis
was performed using a Student’s t-test versus the value obtained with native PACAP isoforms (*P <

0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001). Each replicate (n) was conducted on different cell passages.
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1. Résumé de l'article en frangais :

Le pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide est capable d’induire une neuroprotection
dans des modeles in vitro et in vivo, suite a l'activation de PAC1, un récepteur couplé aux
protéines G (RCPG). Ce dernier représente donc une cible prometteuse pour le traitement des
maladies neurodégénératives. Cependant, ce peptide peut se lier a deux autres RCPGs, VPAC1
et VPAC2, ce qui provoque des effets indésirables, notamment sur le systéme cardiovasculaire.
La transmission du signal au niveau intracellulaire est directement associée a des changements
structuraux opérés au niveau des boucles intracellulaires d'un RCPG donné. Ainsi, nous
supposons que des peptides dérivés des boucles intracellulaires de PAC1 pourraient initier, en
tant que modulateurs allostériques présumés, diverses cascades de signalisation par une
reconnaissance spécifique de PAC1 et une modulation conformationnelle de celui-ci. Trois
molécules, dérivées de chacune des trois boucles intracellulaires de PAC1, ont été synthétisées
puis évaluées pour leur capacité a 1) promouvoir la survie cellulaire, 2) stimuler les diverses
voies de signalisation associées a 'activation de PAC1, 3) activer sélectivement PAC1, VPAC1
ou VPAC2, et 4) réduire les effets déléteres dans un modeéle parkinsonien de poisson-zébre.
Nos résultats montrent que ces trois molécules, du nom générique de pepducines, sont
capables d’assurer la survie cellulaire d’'une lignée de neuroblastome humain exprimant le
récepteur PAC1-null humain, et ce, en absence du ligand endogéne. Par ailleurs, elles sont
toutes capables d’activer les protéines Gas et Gog. Enfin, nos résultats obtenus avec les
poissons-zebres confirment un effet neuroprotecteur in vivo des pepducines dérivées de PAC1,
sur la base de leur capacité a préserver la mobilité du poisson-zébre et a prévenir la
dimuninution de I'expression de la tyrosine hydroxylase au niveau du cerveau. La découverte de
telles molécules représente une avancée importante dans la conception de nouveaux

traitements pour certaines maladies neurodégénératives.
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2. Contribution de I’étudiant :

La synthése des pepducines et les mesures in vitro, tels que les tests de survie et les tests de
bioluminescence resonance energy transfer (BRET) ont été réalisées en totalité par Mathilde
Poujol de Molliens. Les résultats in vivo ont également été obtenus par I'étudiante sous la
supervision des professeurs David Chatenet et Alain Fournier, en collaboration avec le
professeur Shunmoogum A. Patten. Les images des coupes de cerveau de poisson-zebre ont
été produites avec I'aide de Priyanka Jamadagni. Myriam Létourneau a collaboré a cet article en
donnant de précieux conseils sur la nature des manipulations a réaliser et en participant a la
révision du manuscrit. Terence E. Hébert et Dominic Devost ont congu les sondes de BRET et
ont révisé le manuscrit. Comme mentionné ci-haut, la partie in vivo a été effectuée en
collaboration avec le Pr Shunmoogum A. Patten. Ce dernier a également contribué a la
discussion des résultats et a la révision du manuscrit. David Chatenet et Alain Fournier ont
congu le projet, supervisé les travaux de recherche et aidé a I'élaboration des hypothéses.

Finalement, ils ont révisé le manuscrit pour la production de la version finale.
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Over the years, the pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) type 1 receptor
(PAC1), a class B G protein-coupled receptor (GPCR), has emerged as a promising target for
treating neurodegenerative diseases. Unfortunately, despite decades of research, no PAC1-
specific agonist has been discovered, as activity on two other GPCRs, VPAC1 and VPAC2,
associated with several adverse effects, is retained with current PACAP analogs. Cell signaling
is directly related to structural modifications in the intracellular loops (ICLs) of GPCRs. Thus, we
posited that peptide derived from the ICLs (called pepducins) of PAC1 might initiate, as allosteric
ligands, various signaling cascades by specific recognition of the parent receptor and modulation
of its conformational landscape. Three pepducins, derived from the PAC1 ICLs, were
synthesized and evaluated for their ability to 1) promote cell survival; 2) stimulate various
signaling pathways associated with PAC1 activation; 3) modulate selectively PAC1, VPAC1 or
VPAC2; and 4) sustain mobility and prevent death of dopaminergic neurons in a zebrafish model
of Parkinson’s disease (PD). Our results demonstrate that these molecules promote SH-SY5Y
cell survival, a human neuroblastoma cell line endogenously expressing PAC1, and activate
downstream signaling via Gas and Goy. Interestingly, both pepducins derived from ICLs 1 and 2
appeared to activate selectively PAC1, VPAC1 and VPAC2. Also, in vivo experiments, using a
zebrafish PD model, showed a neuroprotective action for each PAC1-pepducin, revealing their
ability to preserve mobility and tyrosine hydroxylase expression in the brain. Thus, such an
approach represents an attractive strategy for developing innovative therapies for

neurodegenerative diseases.

Keywords:

Pepducin, PACAP, PAC1 receptor, Parkinson’s disease, neuroprotection, BRET-based

biosensor.
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Abbreviations:

ACN, acetonitrile; BBB, blood-brain barrier; Boc, tert-butoxycarbonyl; BOP, (benzotriazol-1-
yloxy)tris(dimethylamino)phosphonium hexafluorophosphate; BRET, bioluminescence
resonance energy transfer; DCM, dichloromethane; DIEA, N,N-diisopropylethylamine; DMEM,
Dulbecco's Modified Eagle's Medium; DMF, dimethylformamide; d.p.f., days post-fertilization;
FBS, fetal bovine serum; Fmoc, fluorenylmethyloxycarbonyl; GFP 10, green fluorescent protein
10; GPCR, G protein-coupled receptor; h.p.f., hours post-fertilization; MALDI-TOF, matrix-
assisted laser desorption/ionization-time of flight; PAC1, pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide type 1 receptor; PACAP, pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide;

Rlucll, Renilla luciferase Il; RP-HPLC, reverse phase-high performance liquid chromatography.
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Introduction

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized by tremor, bradykinesia
and muscle rigidity, as well as verbal disturbance and deficits in attention (Maiti et al., 2017).
These symptoms are mainly associated with a loss of dopaminergic neurons in the substantia
nigra pars compacta (SNpc), thereby leading to a decrease of dopamine release. Many studies
have shown that this disease is associated with multiple etiological factors such as exposure to
environmental toxins or genetic mutations, which lead to mitochondrial damage, oxidative stress,
inflammation and excitotoxicity (Freire et al., 2012, Jankovic, 2008, Joe et al., 2018, Klein et al.,
2012, Maiti et al., 2017). With the growing aging population, the prevalence of PD is becoming a
major public health issue. At present, symptomatic treatments like dopamine substitution,
anticholinergic medications, immunotherapies and surgical procedures are available, but none of
them are disease-modifying (Maiti et al., 2017). Therefore, there is an urgent need to develop
new ways to slow down or even stop neuronal loss associated with PD.

The pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) was discovered based on its
capacity to stimulate potently the activity of adenylyl cyclase from rat anterior pituitary cells
(Miyata et al., 1989). This peptide, which exists in two endogenous isoforms termed PACAP38
and PACAP27, mediates its effects via the activation of three G protein-coupled receptors
(GPCRs), i.e. PAC1, VPAC1 and VPAC2 (Harmar et al., 1998). PACAP isoforms belong to the
secretin/glucagon/vasoactive intestinal peptide (VIP) family of GPCRs and share up to 68%
sequence homology with VIP. While VIP exhibits about 1000 times less affinity for PAC1 than
both PACAP isoforms, these peptides bind VPAC1 and VPAC2 with similar potency (D. Vaudry
et al., 2009a). Biochemical and pharmacological studies have shown that PACAP and its
receptors are widely distributed in the central nervous system (CNS) and in peripheral tissues
(D. Vaudry et al., 2009a). Among its numerous biological activities, PACAP is notably involved in
the development and the regulation of the central nervous (Shen et al., 2013, Watanabe et al.,

2016), cardiac (Tompkins et al., 2016), inflammatory (Wainwright et al., 2008), skeletal (T.
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Juhasz et al., 2015) and reproductive systems (Canipari et al., 2016). In addition, it has been
demonstrated that this peptide shows striking beneficial effects in various neurodegenerative
pathologies such as Parkinson’s, Alzheimer’s, and Huntington’s diseases, as well as ischemia,
traumatic brain injury, diabetes, myeloma, kidney injury, headaches, cardiac injury, and
retinopathy (Arimura et al., 2006, E. H. Lee et al., 2014, Sanlioglu et al., 2012, Subramaniam et
al., 2017, Vollesen et al., 2018, Werling et al., 2017). In the CNS, the neuroprotective actions of
PACAP are mediated by the activation of PAC1, which reduces neuronal apoptosis, and to a
lesser extent VPAC1, which induces anti-inflammatory processes (Harmar et al., 2012).
Conversely, VPAC2 stimulation produces detrimental peripheral cardiovascular effects such as
vasodilation and tachycardia (Brifault et al., 2016). Over the years, numerous studies have
demonstrated that PAC1 represents an attractive and promising target for the treatment of
neurodegenerative disorders. Unfortunately, despite studies conducted to understand the
specific determinants involved in the recognition and activation of PAC1 by PACAP, no specific
PAC1 ligand has been discovered to date, although some selective compounds have been
described (Bourgault et al., 2008a, Bourgault et al., 2009a, Bourgault et al., 2009b, Doan et al.,
2011, Lamine et al., 2016, Ramos-Alvarez et al., 2015). Hence, from a therapeutic perspective,
the development of highly selective PAC1 agonists still represents a promising strategy for
elaborating new treatments focusing on stopping or at least slowing down the progression of
neurodegenerative processes related to CNS disease or traumatic brain injuries.

GPCRs comprise an extracellular N-terminal segment, seven transmembrane domains, three
extra- and intra-cellular loops, respectively (ECLs and ICLs) and a cyotoplasmic C-terminal tail.
It is well established that GPCRs can adopt multiple conformations and that those are further
shaped by their interactions with ligands, partner receptors or regulatory proteins (Gurevich et
al., 2017). Still, ligand interactions with GPCRs, by altering receptor conformation at the level of
the ICLs, modulate the type and the extent of contribution of different effectors involved in

signaling pathways (Gurevich et al., 2017). Interestingly, the demonstration that ago-allosteric

120



modulators derived from the ICLs of a target receptor can promote receptor activation and
subsequent signaling cascades has opened up new vistas in drug discovery. Accordingly, these
derivatives, called pepducins, have been developed for several GPCRs such as the protein-
activated receptor-1 (PAR1) and PAR2, the B.-adrenergic receptor, the C-X-C chemokine
receptor 4, the sphingosine-1-phosphate receptor, and the P2Y2R (Carr et al., 2016b, Gabl et
al., 2016, Licht et al., 2003, Shearer et al., 2016, Tchernychev et al., 2010, P. Zhang et al.,
2012). Their effects are quite striking and it is worth mentioning that some are currently going
through clinical studies. This is the case with PZ-128, a pepducin derived from the third ICL of
the PAR1 receptor, which is used as an antiplatelet agent (Gurbel et al., 2016). Hence, the
development of pepducins derived from the ICLs of PAC1 could be an innovative strategy to
target PAC1-associated neuroprotective actions, while avoiding significant activation of the
VPAC receptors.

Thus, the goal of this study was to investigate the propensity of pepducins derived from PAC1
intracellular loops to exert neuroprotective action in cellular and zebrafish Parkinson’s models. In
comparison with PACAP38, PAC1-derived pepducins were evaluated for their capacity to protect
human neuroblastoma cells against 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP*) toxicity and, using
bioluminescence resonance energy transfer (BRET)-based biosensors, for their ability to
promote G protein (Gas and Gayq) activation. In an in vivo MPTP-induced zebrafish model of PD,
we assessed the propensity of PAC1-derived pepducins to preserve the motility and tyrosine
hydroxylase (TH) expression in the CNS of the animal. Altogether, our results reveal the
capacity of PAC1-derived pepducins to protect neuroblastoma cells against MPP* toxicity and
activate signaling pathways associated with PAC1 neuroprotection. Additionally, we showed in
vivo that these peptides, in particular the PAC1-selective PAC1-Pep1, maintained partially
zebrafish mobility and protected significantly dopaminergic neurons against MPTP toxicity.

These tools represent innovative PAC1-targeted agonists with unique pharmacological profiles.
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2. Materials and Methods

2.1. Materials.

The fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc)-protected amino acids, the Fmoc-Rink-amide AM-
functionalized  polystyrene  resin  and the coupling reagent (benzotriazol-1-
yloxy)tris(dimethylamino)phosphonium hexafluorophosphate (BOP) were purchased from Chem-
Impex (Wood Dale, IL). Trifluoroacetic acid (TFA), methanol (MeOH), acetonitrile (ACN), diethyl
ether, N,N-dimethylformamide (DMF), piperidine, dichloromethane (DCM) and bovine serum
albumin (BSA) were obtained from Fisher Scientific (Nepean, ON). Prolume Purple (methoxy-e-
coelenterazine) was purchased from NanoLight™ Technology (Pinetop, AZ). N,N-
diisopropylethylamine (DIPEA), dimethyl sulfoxide (DMSO), 1,2-ethanedithiol (EDT), thioanisole,
a-cyano-4-hydroxycinnamic acid, phenol, 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP*), 1-methyl-4-
phenyl-1,2,3,-6-tetrahydropyridine (MPTP), 1-phenyl-2-thiourea (PTU) and all other chemicals
were from Sigma-Aldrich (Mississauga, ON). Ham’s F12, MEM medium, OptiMEM, fetal bovine
serum (FBS), L-glutamine, D-glucose, penicillin and streptomycin (P/S) and all other cell culture

reagents were from Wisent (St-Bruno, QC).

2.2. Peptide synthesis

Pepducin sequences were derived from the sequence of the human PAC1-null (Figure 1 and
Table 1). All peptides were synthesized using a commercially available Fmoc-Rink-amide MBHA
resin and following Fmoc-based solid phase peptide synthesis procedures. All protected amino
acids (3 equiv based on the resin substitution) were coupled using an in situ activation step with
BOP (3 equiv) and DIEA (5 equiv) in DMF for 45 min. At the end of the synthesis, using palmitic
anhydride (3 equiv), a palmitoyl moiety was added to the N-terminus of each pepducin.
Deprotection of the Fmoc-protecting group was achieved in 15 min with 20% piperidine in DMF.

Each coupling and deprotection step was monitored using a ninhydrin test. Peptide-resins were
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dried in vacuo and then cleaved with reagent K (TFA/water/phenol/thioanisole/EDT;
82.5:5:5:5:2.5). Peptides were purified by preparative reverse phase HPLC to attain a minimum
of 95% purity and the molecular weight of each compound was verified by MALDI-TOF mass
spectrometry using the a-cyano-4-hydroxycinnamic acid matrix. Peptides were lyophilized and

kept at -20°C until use.

2.3. Cell culture

The neuroblastoma cell line SH-SY5Y, endogenously expressing human PAC1 and VPAC2
receptors but not VPAC1 (Licht et al., 2003), was grown in a 1:1 mixture of MEM medium and
Ham’s F-12 nutrient mixture containing 15% FBS, 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate
and 100 Ul/mL of P/S. Human embryonic kidney (HEK) 293 cells were grown in DMEM medium
supplemented with 10% FBS, 4.5 g/L D-glucose, 2 mM L-glutamine and 100 Ul/mL of P/S. All
cell lines were maintained at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO. and passages were

performed using trypsinization when cells reached about 80% confluence.

2.4. Pepducin preparation

Stock solutions of PAC1-derived pepducins were prepared by solubilizing peptides in a
DMSO/H.0 mixture (5%/95%) at a concentration of 1 mg/mL. At 107 M, which is the highest
concentration used in the majority of our assays (except when assessing cytoxicity of the
pepducins themselves), our solution contains only 0.05% of DMSO. This DMSO concentration

was therefore used in our assays as a control.

2.5. Cytotoxicity assays
SH-SY5Y cells were seeded into 96-well plates at a density of 50,000 cells/well. After 24 h, cells
were starved for 2 h and then incubated at 37°C for 24 h with different concentrations of PAC1-

derived pepducins (10 -10°M). Cell toxicity was assessed using a LDH cytotoxicity assay kit
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(BioChain®, Newark, CA) and a microplate reader FlexStation®3 (Molecular Devices, San Jose,
CA) to determine formazan formation related to lactate dehydrogenase (LDH) activity. Positive
(lysis solution) and negative (non-treated cells) controls were included in each experiment.

Percentage of cytotoxicity for each coumpound was obtained using the formula:

Compound treatment LDH activity—negative control LDH activity

X 100

% Cytotoxicity =

Positive control LDH activity—negative control LDH activity

2.4. Cell survival assays

SH-SY5Y cells, seeded into 96-well plates at a density of 30,000 cells/well, were incubated for
48 h. Cells were starved for 2 h and then incubated at 37°C for 4 h with PACAP or pepducins
(10°"M) prior to the addition of MPP* (1.5 mM final concentration) as previously described (Poujol
de Molliens et al., 2018). Cell viability was assessed 24 h after the MPP* treatment using the cell
titer Blue-cell viability assay kit (Promega, Madison, WI) and a microplate reader FlexStation®3
(Molecular Devices, San Jose, CA) to determine fluorescence intensity related to the conversion
of resazurin into resoflurin. Positive control (MPP*-treated cells) and negative control (non-

treated cells) were included in each experiment.

2.5 Pepducin specificity

Using bioluminescence resonance energy transfer (BRET)-based biosensors, activation of Gass
was monitored in HEK 293 cells transiently expressing PAC1, VPAC1 or VPAC2 or an empty
plasmid. These receptors (pcDNA 3.1_PAC1, pcDNA 3.1_VPAC1 or pcDNA 3.1_VPAC?2) or the
empty plasmid and the biosensor for Gas (pcDNA3.1_Goas-Rlucll and pcDNA3.1_Gy1-GFP+4o)
were transiently co-transfected into HEK 293 cells using the TransIT-2020 transfection reagent.
A 1.5:1 ratio of TransIT-2020 was used. On the day of transfection, cells were trypsinized and
suspended at a density of 300,000 cells/mL in media supplemented with 2.5% FBS. DNA and

TransIT-2020 were combined in OptiMEM, and the mixture was incubated at room temperature
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(RT) for 30 min before being added to the cells. Transfected cells were then seeded in 96-well
plates at a density of 30,000 cells/well for the Gas activation assays. After 24 h, medium was
removed and changed with media supplemented with 5% FBS and 100 Ul/mL of P/S before
being incubated for another 24 h. Cells were washed with 120 uL PBS solution supplemented
with 0.1% glucose, followed by an incubation with 80 pL of this solution for 2 h. Then, 10 yL of a
50 uM solution (prepared before use) of Prolume Purple (stock at 1 mg/mL in methanol) in PBS
containing 0.1% glucose, and 10 uL of the 10X concentration of peptide (5x10° M), were added
before resuming the incubation for 30 min at RT. Filters were set at 410 nm and 515 nm to
detect Renilla luciferase Il (Rlucll, donor) and green fluorescent protein 10 (GFP10, acceptor)
light emission, respectively. BRET signals, measured on a TECAN Infinite 2000, were monitored
for 45 min, every 5 min, after co-addition of the coelenterazine derivative and the peptide ligand.
BRET ratios were determined by calculating the ratio of light emitted by GFP10 over the light

emitted by Rlucll. ABRET were obtained by subtracting background measured for each receptor.

2.6. Bioluminescence resonance energy transfer assays

Using bioluminescence resonance energy transfer (BRET)-based biosensors, the activation of
Gllq and G[ls was monitored in SH-SY5Y cells. The pLVXi2H-Polycis_Gaqg-Rlucll-GFP10-y1-$1
or pcDNA3.1_Gas-Rlucll and pcDNA3.1_Gy1-GFP1o plasmids were transiently transfected into
SH-SY5Y cells using the conditions described above. Then, 10 uL of the 10X concentration of
peptide were added before resuming the incubation for 30 min at RT. After 25 min, 10 pL of a 50
uM solution (prepared before use) of Prolume Purple (stock at 1 mg/mL in methanol) in PBS
containing 0.1% glucose was added to wells and BRET signals were monitored for 5 min after
co-addition of the coelenterazine derivative and the peptide ligand. BRET was assessed as
described above. Finally, BRET signals were normalized to the maximum signal measured with

PACAP38.
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2.7 Zebrafish maintenance

All experimental procedures were performed in accordance with the regulations and ethical
guidelines from the Canadian Council on Animal Care. We also received the approval from the
institutional committee for animal care of the Institut National de la Recherche Scientifique.
Embryonic development was followed in hours post-fertilization (h.p.f.) or days post-fertilization
(d.p.f.), as described previously (Kimmel et al., 1995). Embryos and larvae were maintained at
28°C. For tyrosine hydroxylase (TH) immunostaining, embryos were maintained in water

containing 0.003% of 1-phenyl-2-thiourea (PTU).

2.8 Treatment protocols with peptides and neurotoxic agent

Embryos were distributed in 6-well plates (20-25 embryos/well) containing fish water (5 mL) with
or without the studied compound. In a first set of experiments, on day 1 post-fertilization,
embryos were manually dechorionated and then treated with a solution containing either 10“M
of MPTP, 107 M PACAP38 or 107 M pepducins to assess the toxicity of each substance on
zebrafish embryos. In a second set of experiments, on day 1 post-fertilization, co-exposure of
fish embryos to MPTP and peptides was performed until day 5 to assess the neuroprotective
action of PAC1-derived pepducins. Fresh solution containing MPTP and peptides were prepared
each day. Different groups were evaluated, as described in Table 2, and compared to a control

group (no exposure to any substances) or to MPTP treated group.

2.9 Behavioral experiments

Zebrafish motor activity was analyzed at 5 d.p.f. using a Basler Genlcam camera and a
DanioVision recording chamber (Noldus, Wageningen, NL). Larvae were placed individually in a
96-well plate (1 embryo/well) and activity were recorded during 2 h. Data analysis was

performed using the Ethovision XT 12 software from Noldus to quantify the distance swam.
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2.10 Immunocytochemistry, microscopy and image analysis

At day 5 post-fertilization, zebrafish larvae were fixed in Dent’s fixative (80% MeOH/20% DMSO)
overnight (O/N) at 4°C. Specimens were progressively rehydrated into PBS and then washed 3
times (for 30 min each time) with PBS containing 1% Triton X-100 (PBS-T), before being treated
with 10% normal goat serum (NGS), 1% DMSO and 2% BSA in PBS-T (the blocking solution) for
1 h at RT. Thereafter, a primary monoclonal mouse anti-TH antibody (Millipore, MAB318),
diluted at 1:200 in the blocking solution, was added and the incubation was resumed O/N at 4°C.
Specimens were washed in PBS-T at RT (4 times; 30 min each), blocked for 1 h with this
solution and then incubated O/N at 4°C in PBS-T containing a goat anti-mouse Alexa-488
conjugated secondary antibody (Invitrogen, Burlington, ON). Final washing steps were
performed at RT with PBS-T (4 times; 30 min each), before collecting the specimens. Fish heads
were dissected and mounted in 80% glycerol/PBS on microscope slides with glass spacers.
Imaging was achieved with a Zeiss LSM780 system attached to a Zeiss Axio Observer
Z1 device. An EC Plan-Neofluar 10x 0.3NA objective was used for the observations and a Plan-
Apochromat 20x 0.8NA was utilized for quantification of the TH-positive neurons. Global count of
TH-positive neurons was assessed in hindbrain region excluding TH-positive neurons of the

medulla oblongata, which correspond to noradrenergic neurons (McKinley et al., 2005).

2.11 Data analysis

Cell survival assays and G protein activation assessments were performed at least in
quadruplicate. Data, expressed as mean * S.E.M, were analyzed with Prism software
(Graphpad Software, San Diego, CA). Sigmoidal concentration-response curves with variable
slope and one-site competition function were fitted to determine ECso. A decrease in BRET
signal was observed at high concentrations of PACAP resulting in bell-shaped curves. This

phenomenon has been previously described in the literature and is explained by receptor
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desensitization (Jorgensen et al., 2007). Thereafter, Enax of each ligand was normalized with the
highest value obtained for PACAP38. Statistical comparisons between PACAP38 and pepducins
were analyzed by Student's t-tests, and differences were considered significant when *P < 0.05.
Data of behavioral assays are depicted with column bar graphs and expressed as mean
S.E.M. Data were analyzed with Prism software and statistical analyses were performed using
Student’s t-tests, in comparison with control or MPTP-treated groups. Student’s t-tests were also
performed in order to compare the data obtained for the larvae treated with MPTP alone and for
those co-treated with MPTP and a peptide. Differences were considered significant when *P <
0.05, **P < 0.01 or **P < 0.001. TH-positive neurons were counted using the Zen lite blue
edition software (Carl Zeiss Canada Ltd., Toronto, ON) and data analysis was achieved with the
Prism software. Statistical comparisons were analyzed with Student's t-tests, and differences

were considered significant when *P < 0.05, **P < 0.01 or ***P < 0.001.

3. Results

3.1. In vitro characterization

3.1.1 Cytotoxic activity

Due to their propensity to cross the plasma membrane (Tsuiji et al., 2013), we first evaluated the
potential cytotoxicity of the three PAC1-derived pepducins using SH-SY5Y cells. More precisely,
we evaluated the ability of these pepducins to induce LDH release, generally associated with
damaged cells. As shown in Fig. 2, at 10° M, PAC1-Pep2 and PAC1-Pep3 induced 35% and
45% LDH release, respectively. At 10°° M, PAC1-Pep2 and PAC1-Pep3 were still weakly toxic.
Interestingly, PAC1-Pep1, derived from the first ICL of PAC1, was unable to trigger LDH release
at any of the tested concentrations. Thereby, for further experiments, a concentration of 107 M

was chosen to avoid toxic effects.

128



3.1.2 Survival assays

Pepducins were initially evaluated for their ability to protect neuroblastoma SH-SY5Y cells
against the neurotoxic effects of MPP*, an active metabolite of MPTP that produces neuronal
damages very similar to those observed in PD (Maiti et al., 2017). These cells, which
endogenously express PAC1 and VPAC2 receptors (Lutz et al., 2006), exhibit dopaminergic
neuron characteristics (Lopes et al., 2010) and have been largely used as an in vitro model of
PD (Lamine et al., 2016). As observed in Fig. 3, all pepducins were able to significantly protect
SH-SY5Y cells against MPP* toxicity, whereas VIP failed to exert a similar effect. Interestingly,
the neuroprotection level measured with PAC1-Pep1, PAC1-Pep2 and PAC1-Pep3 was

comparable to that of PACAP38 used at the same concentration.

3.1.3 Pepducin selectivity

Pepducin selectivity was evaluated using HEK 293 cells transiently transfected with or without
PAC1, VPAC1 or VPAC2 receptors. As shown in Fig. 4a, after 45 min, neither PACAP38 nor
pepducins were able to induce Gas activation in absence of the receptor, revealing a receptor-
dependent action for PACAP38 and the PAC1-derived pepducins. However, in HEK 293 cells
transiently expressing PAC1 VPAC1, or VPAC2, PACAP38 induced a sustained Gas activation
right after cell treatment (Fig. 4b, 4c, and 4d). Then, following an analysis of the kinetics of
activation with HEK 293 cells expressing PAC1, it has been shown that PAC1-Pep1, PAC1-
Pep2 and PAC1-Pep3 induced after 45 min a steeper Gaos activation that reached 26%, 65% and
43% of PACAP-mediated Gass activation (Fig. 4b). Interestingly, also after 45 min, none of the
pepducins stimulated Gas in HEK 293 cells transiently transfected with VPAC1, while only
PAC1-Pep3 induced a weak VPAC2-dependent Gas activation that reached 16% of the PACAP-
associated VPAC2 stimulation (Fig. 4d). Altogether, these results suggest that PAC1-Pep1 and

PAC1-Pep2 activity is probably mediated through the activation of PAC1 receptors.
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3.1.4 Pharmacological characterization of PAC1-derived pepducins

It has been demonstrated that PACAP-mediated PAC1 activation stimulates multiple signaling
pathways including those involving Gog and Gas, and that their activation is associated with
inhibition of neuronal apoptosis (Destiny-Love Manecka et al., 2016). Using BRET-based
biosensors, we investigated, in SH-SY5Y cells, the propensity of PAC1-derived pepducins to
activate Gog and Gas. As shown in Table 3, PAC1-Pep1 (pECso = 9.54 + 0.83) and PAC1-Pep2
(PECs0 = 9.15 £ 0.76), derived from the first and second ICL of the receptor, stimulated Gog with
an apparent higher potency (not significant) than PACAP38, whereas PAC1-Pep1 exhibited a
lower efficacy than PACAP38 (Emax = 59 * 11% versus Emax = 79 £ 11%). Interestingly, PAC1-
Pep3, in contrast to PACAP38, was not able to stimulate Ga.

However, it was almost as potent and efficient at stimulating Gas as PACAP38 (pECso = 6.92 +
0.40 versus pECsp = 6.88 + 0.56; Emax = 72 £ 16% and 94 + 17%, respectively). PAC1-Pep1
(PECso = 5.92 + 0.32) and PAC1-Pep2 (pECso = 5.87 = 0.30), although less potent than
PACAP38 (pECso = 6.92 + 0.40), appeared to be more effective (Emax = 212 £ 47% and 234 +

52%, respectively) than PACAP38 (94 + 17%) (Table 3).

3.2 In vivo characterization

In order to confirm that PAC1-derived pepducins can, as PACAP38, promote neuroprotective
actions in vivo, their ability to preserve mobility and prevent the death of dopaminergic neurons
was evaluated following treatment of zebrafish larvae with the neurotoxic agent MPTP (Lam et

al., 2005).

3.2.1 Locomotor activity
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Total swimming distance was assessed during a 2 h period with untreated and MPTP-treated
zebrafish larvae. As shown in Fig. 5, treatments with PACAP38, PAC1-Pep1 or PAC1-Pep2 (10
M) did not affect the swimming capacity of untreated zebrafish larvae. Interestingly, with PAC1-
Pep3, the total distance covered by larvae appeared greater than that of the control although
statistical analysis indicated that the variation was not significant. Previous studies have
demonstrated that MPTP, at 10*M, is sufficient to produce a consistent locomotor deficit in 5
d.p.f. zebrafish (Sallinen et al., 2009). Accordingly, using the same concentration of MPTP, we
noticed a 90% decrease of the total swimming distance in 5 d.p.f. zebrafish compared to
untreated larvae (Fig. 5). Co-treatments with MPTP and PACAP38, PAC1-Pep1 or PAC1-Pep3
retained partial (approximately 25%) swimming abilities in zebrafish larvae. Surprisingly, despite
its potency to stimulate the Gaq and Gass signaling, PAC1-Pep2 failed to maintain some mobility

in the MPTP-treated fish group.

3.2.2 Neuroprotective action on dopaminergic neurons

TH expression, which is a marker of dopamine (DA) production, was appraised in MPTP-treated
or untreated zebrafish brains following treatment with the pepducins. At 5 d.p.f., TH-positive
neurons in ventral diencephalon (vDC), telencephalon (Tel) and medulla oblongata (MO) (Fig.
6a) were observed. Considering that the TH-positive neuronal cells localized in the MO are
noradrenergic neurons (McKinley et al., 2005), they were excluded from global counting.
Embryos treated with MPTP (10*M) showed a loss of TH-positive neurons in vDC and reduced
dopaminergic neuron levels in Tel (Fig. 6b). Addition of PACAP38 or PAC1-derived pepducins
during the MPTP treatment produced a protection of TH-positive neurons, particularly in Tel (Fig.
6¢, 6d, 6e and 6f). Interestingly, the pepducins displayed a better neuroprotection in vDC than
PACAP38 (Fig. 6¢, 6d, 6e and 6f). A global count of TH-positive neurons in Tel and vDC
demonstrated that embryos treated with MPTP exhibited a highly significant loss of total

dopaminergic neurons while, PACAP38, PAC1-Pep1 and PAC1-Pep3 substantially protected
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zebrafish embryos against MPTP toxicity (Fig. 7), promoting around 75% of neuronal survival.
Finally, PAC1-Pep2 also protected zebrafish DA neurons against the neurotoxicity of MPTP (up

to 54%), but to a lower extent than the other peptides.

4. Discussion

Intracellular loops of GPCRs take part actively in G protein interactions and effector stimulation.
In fact, many studies have demonstrated that upon ligand binding, large conformational changes
occur in these receptor domains, and that ICLs play key functions in modulating global receptor
conformation and in regulating second messenger activation (Rasmussen et al., 2011). Over the
last decade, several reports showed the ability of pepducins, i.e. N-terminally lipidated peptides
derived from the ICL1, ICL2, ICL3 or C-terminal tail of a GPCR, to activate selectively signaling
pathways associated with a target receptor (Carr et al., 2014, Covic et al., 2002a, Gabl et al.,
2016, Shearer et al., 2016, Tchernychev et al., 2010). Hence, these compounds might function
as allosteric agonists or positive/negative allosteric modulators, making them highly useful for
the investigation of GPCR signaling (Ortiz Zacarias et al., 2018), as demonstrated with studies of
the protease-activated receptors, chemokine receptors, and p-adrenergic receptors (Dimond et
al., 2011). As well, their properties make them attractive for the elaboration of treatments of
various disorders including inflammatory diseases, cardiovascular pathologies, and cancer
(Tressel et al., 2011). To the best of our knowledge, no pepducin has ever been developed for a
class B receptor and more particularly for PAC1. Hence, based on the ICL sequences of the
human PAC1-null receptor, we have synthesized and characterized the first set of pepducins
related to this class B GPCR.

Over the past 30 years, the PACAPergic system has been of particular interest because of its
remarkable neuroprotective effects in various cellular and animal models (Deguil et al., 2007,
Lamine et al., 2016, Destiny-Love Manecka et al., 2016, Onoue et al., 2002, Wang et al., 2005).

As part of this study, we have investigated the propensity of PAC1-derived pepducins to exert, in
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vitro and in vivo, PAC1-dependent neuroprotective actions, in comparison to that of PACAP38,
the most abundant isoform of this peptide in the brain (Arimura et al., 1991). We observed that
pepducins derived respectively from the first, second and third ICL of PAC1 protected SH-SY5Y
neuroblastoma cells against MPP* toxicity. /In vivo, only PAC1-Pep1 and PAC1-Pep3 were able
to sustain a significant mobility and promote TH-positive cell survival in a zebrafish model of PD.
It is worth mentioning that the concentration of PAC1-derived pepducins reaching the
intracellular space is expected to be lower than the extracellular concentration of PACAP38.
While local pepducin concentration in the inner leaflet of the cell membrane might be high, the
similar action of PAC1-derived pepducins compared to PACAP38 suggest that these derivatives
might be more potent than the endogenous ligand. Similarly to PACAP38, which exerts its
neuroprotective action through the activation of two different G proteins, i.e. Gogq and Gas,
(Destiny-Love Manecka et al., 2016), PAC1-Pep1 and PAC-Pep2 were able to trigger Goq and
Goa,s activation, albeit to different extents (Table 3). However, PAC1-Pep3, which exhibited
neuroprotective action in vitro and in vivo, was unable to trigger Gaoq activation, thereby
suggesting that this pathway is not involved in its neuroprotective effect.

To appraise the therapeutic potential of PAC1-derived pepducins, we have used zebrafish as an
in vivo PD model, since it is a proven alternative to mammalian paradigms (Vaz et al., 2018).
Numerous studies have already demonstrated the efficacy of MPTP to induce a PD pattern in
zebrafish larvae (Lam et al., 2005, Sallinen et al., 2009, Sarath Babu et al., 2016, Wen et al.,
2008). Moreover, Fradinger et al. have shown that the first and second ICLs of PAC1 are highly
conserved between species and that only one amino acid, i.e. 11e*? in the zebrafish PAC1
isoform and Met**? in the human one, differs in ICL3, suggesting that the in vivo results would
not be influenced by sequence differences between human and zebrafish PAC1 receptors
(Fradinger et al., 2005). Although PACAP itself crosses efficiently the blood-brain barrier (BBB)

(Banks et al., 1993), this ability has not yet been shown with PAC1-derived pepducins. However,
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it is important to highlight that co-treatment experiments were carried out by adding the
neurotoxic agent and the pepducins directly into the environment of the animals. Moreover, at 3
d.p.f., it is known that the BBB is partially formed and that molecular exclusion is size-
dependent. For example, at this step of development, sulfo-NHS-biotin (562 Da) can cross the
BBB but, according to the literature, molecules over 4 kDa cannot (Fleming et al., 2013). PAC1-
derived pepducins, which have molecular weights between 1200 Da and 2500 Da, are therefore
expected to reach the fish CNS but this assertion will need to be confirmed. Also, at this stage of
development, dopaminergic neurons are expressed in vDC and Tel, while noradrenergic
neurons are found in the MO (McKinley et al., 2005). As previously reported for zebrafish,
MPTP induces functional damages in dopamine transporter-positive neurons of the vDC and,
more acutely, of the Tel (McKinley et al., 2005). These alterations precede TH-positive
dopaminergic neuronal death (Kurosaki et al., 2003). In agreement with these observations, our
results confirmed that MPTP resulted in a complete loss of TH-positive neurons in Tel and
reduced significantly dopaminergic neuron expression in vDC (Fig. 6). The basis of this
difference remains unknown at present and represents an area for further study. A global count
of dopaminergic neurons in the hindbrain demonstrated a very significant neuroprotective action
of PACAP38, PAC1-Pep1 and PAC1-Pep3, with 72 %, 83% and 74% TH-positive neurons,
respectively (Fig. 7). Surprisingly, PAC1-Pep3 had a similar effect than PACAP38 but PAC1-
Pep1 was more potent, an observation that could be correlated with its ability to trigger efficiently
Goa,s activation. We also observed the capacity of PACAP38, PAC1-Pep1 and PAC1-Pep3 to
preserve a significant level of mobility of zebrafish larvae treated with the neurotoxic agent
MPTP. Also, in contrast with the in vitro results showing neuroprotection, PAC1-Pep2 failed to
affect zebrafish movement reduced by MPTP. Indeed, PAC1-Pep2, despite promoting the
activation of both G proteins, was unable to exert a neuroprotective action in vivo, although it
promoted SH-SY5Y survival in vitro. Such discrepancies could be explained, at least in part, by

the different nature of the assays, i.e. cell versus whole organism. Moreover, while PAC1-Pep2
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protected significantly TH-positive neurons, it is possible that this pepducin failed to protect or
restore neuronal connectivity and motor circuit, thus explaining the absence of locomotor activity
when larvaes are treated with this molecule. However, other considerations such as its inability
to cross efficiently complex biological membranes such as the BBB, or its propensity to
exacerbate Gog response compared to endogenous PACAP could be also considered. Further
investigation will be needed to assess such differences. Altogether, our results confirmed the
capacity of PAC1-related pepducins, especially PAC1-Pep1 and PAC1-Pep3, to protect neurons
against MPTP toxicity for at least 5 days.

PACAP isoforms belong to the secretin/glucagon/VIP peptide family. In particular, VIP exhibits
68% homology with PACAP27. Nonetheless, the former is a selective ligand of VPAC1/VPAC2
receptors (D. Vaudry et al., 2009a), with a very poor affinity for PAC1, the receptor related to
PACAP neuroprotection. Each pepducin was derived from the sequence of the ICLs of PAC1-
null, an abundant PAC1 isoform in the brain (Lutz et al., 2006) and, as PACAP38, they all
protected neuronal cells against MPP* toxicity, a property not shared with VIP. This results
strongly suggests that the pepducin-induced neuroprotective action is dependent on PAC1
receptor activation (Fig. 3). Over the years, several PACAP analogs have been developed but
their lack of specificity toward PAC1 remains a major obstacle in a therapeutic perspective due
to related side effects, including VIPoma-like symptoms mediated by the activation of VPAC
receptors (Belei et al., 2017). Sequence analysis reveals that PAC1-ICL1 is strictly conserved
between PAC1, VPAC1 and VPAC2, whereas PAC1-ICL2 exhibits 80% and 0% homology with
VPAC1 and VPAC2, respectively, and PAC1-ICL3 shows 71% and 69% identity with VPAC1
and VPAC2, respectively (Table 4). At first, this suggests that PAC1-Pep1 will not be specific for
PAC1. Surprisingly, we have demonstrated, in HEK 293 cells transiently transfected with one or
the other of the PACAP receptors, that PAC1-Pep1 was unable to promote Gas activation
following VPAC1 or VPAC2 stimulation, therefore demonstrating the specificity of this pepducin

for PAC1. Further investigations of the pepducin-receptor recognition process, and more
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particularly of PAC1-Pep1, must be conducted. However, these data suggest that peptide

sequence is not the only parameter driving receptor recognition and/or activation.

To conclude, we have developed a PAC1-derived pepducin, i.e. PAC1-Pep1, that exerts
neuroprotective actions similar to that of PACAP both in vitro and in vivo. Above all, PAC1-Pep1
appears to be selective for PAC1, a key parameter never met with known PACAP-derived
ligands to date. Taken together, our results demonstrate that PAC1-Pep1, derived from the ICL1
of PAC1, acts as a biased allosteric agonist, thereby engaging different signaling pathways
following a selective activation of PAC1. This new derivative represents an innovative tool to
study PAC1 activation in the context of neurodegenerative diseases, but also opens up new
vistas for the development of molecules with disease-modifying features ideal for the treatment
of PAC1-associated disorders including not only PD but also the Alzheimer's and Huntington’s
diseases. In the continuity of this work, a special focus will have to be applied on the precise

mechanism of action by which PAC1-Pep1 promotes Go,/Gass activation and neuroprotection.
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Table 1. PAC1 pepducin sequences

MW (Da)
Coumpounds Sequence
(Observed) (Calculated)
PAC1-Pep1 Pal-FRKLHCTRN-amide 1411.6 1410.5
PAC1-Pep2 Pal-ETFFPERR-amide 1317.9 1317.5
PAC1-Pep3 Pal-QKLQSPDMGGNESSIYLR-amide 2261.4 2259.7

Pal, Palmitoyl moiety ; MW, molecular weight.
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Table 2. Zebrafish groups according to their respective treatment.

Number Group Treatment

1 Control No treatment

2 PACAP38 10"M PACAP38

3 PAC1-Pep1 10”"M PAC1-Pep1

4 PAC1-Pep2 10”"M PAC1-Pep2

5 PAC1-Pep3 10"M PAC1-Pep3

6 MPTP 10*M MPTP

7 MPTP + PACAP38 10*M MPTP + 10’M PACAP38
8 MPTP + PAC1-Pep1 10*M MPTP + 10’M PAC1-Pep1
9 MPTP + PAC1-Pep2 10*M MPTP + 10"M PAC1-Pep2
10 MPTP + PAC1-Pep3 10*M MPTP + 10’M PAC1-Pep3
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Table 3. Agonist activity of PACAP38 and PAC1-derived pepducins.

Compound Gagq Gas

n pECsoa Emax (%)b n pECsoa Emax (%)b

PACAP38 4 764057 79+11 4 6.92+040 94 £ 17
PAC1-Pep1 4 954+083 59%11 4 592+0.32 234 + 52*
PAC1-Pep2 4  9.15+0.76 91+ 16 5 5.87+0.30 212 £ 47

PAC1-Pep3 4 inactive 5 6.88+0.56 72 £ 16

aNegative logarithm of the concentration producing 50% of the maximal effect. "Maximum
efficacy is expressed as a percentage of the activation induced by the related endogenous
ligand PACAP. Our analysis takes into account the bell-shape effect observed at high
concentrations of ligands. Statistical analysis was performed using a Student’s t-test versus the
value obtained with native PACAP38 (*P < 0.05). Each replicate (n) was conducted on different

cell passages.
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Table 4. Intracellular loop sequences of PAC1, VPAC1 and VPAC2 receptors.

Receptor ICL1 ICL2 ICL3
PAC1 178-RKLHCTRN-185 257-ETFFPERR-264 333-QKLQSPDMGGNESSIYLR-350
168-RKLHCTR-174 241-YTLLAVSFFSERKY-254 317-RILLQKLRPPDIRKSDSSPYSRLAR-341
VPAC1
100 % 58% 1%
152-RKLHCTR-158 228-HTLLVAMLPPRRC-240 304-RILLQKLTSPDVGGNDQSQYKRLAK-328
VPAC2
100 % 0% 69%

Predicted intracellular loop sequences of PAC1, VPAC1 and VPAC2 obtained using the NCBI
website. Sequence alignment was done using NCBI standard protein BLAST tool. Percentage of

identity of VPAC ICLs versus those of PAC1, are shown in red.
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FIGURE LEGENDS

N-Terminal

1 MAGVVHVSLAALLLLPMAPAMHSDCIFKKEQAMCLEKIQRANELMGFNDSS PGCPGMWDN

61 ITCWKPAHVGEMVLVSCPELFRIFNPDQVWETETIGESDFGDSNSLDLSDMGVVSRNCTE
T™I

121 DQWSEPFPHYFDACGFDEYESETGDQDYYYLSVKALYTVGYSTSLVTLTTAMVILCRFRK
IL1 ™2 EL1 TM3
181 LHCTRNFIHMNLFVSFMLRAISVF IKDWILYAEQDSNHCFISTVECKAVMVFFHYCVVSN

IL2 T™M4 EL2
241 YFWLFIEGLYLFTLLVETFFPERRYFYWYTI IGWGTPTVCVTVWATLRLYFDDTGCWDMN
TMS IL3 TM6

301 DSTALWWVIKGPVVGS IMVNFVLFIGIIVILVOKLOSPDMGGNESSIYLRLARSTLLLIP
EL3 ™7
36 lLLFGIHYTVFAFSPENVSKRERLVFELGLGSFQGFVVAVLYCFLNGEVQAE IKRKWRSWKV

C-Terminal

421 NRYFAVDFKHRHPSLASSGVNGGTQLSILSKSSSQIRMSGLPADNLAT

Fig. 1 Predicted PAC1-null transmembrane domain using TMPred. Each predicted
transmembrane (TM) helix is shown with blue shading. Each predicted intracellular loop (IL) is

shown in red.
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Fig. 2 LDH release by SH-SY5Y cells after a 24 h treatment with pepducins at different
concentrations. Values represent the mean + S.E.M. of 3-6 independent experiments performed

in sextuplet.
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Fig. 3 Pepducins and PACAP38 protect SH-SY5Y neuroblastoma cells against MPP* toxicity.
Effects of MPP* (1.5 mM) on cell viability following a 4 h pretreatment with PACAP38 or
pepducins (10”’M). Values represent the mean + S.E.M. of 3 to 6 independent experiments
performed in sextuplet. Statistical analyses were performed using the Student’s t-test versus the
percentage of cell viability measured in presence of MPP* alone (NS, non-significant; *P < 0.05;

**P<0.01 and ***P =< 0.001).
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Fig. 4 PAC1-Pep1 and PAC1-Pep2 selectively trigger PAC1-mediated Gas activation. HEK 293

cells co-tranfected with empty vector, pcDNA 3.1 _PAC1, pcDNA 3.1_VPAC1 or pcDNA

3.1 VPAC2 and biosensor pcDNA3.1_Guas-Rlucll and pcDNA3.1_Gy1-GFP+ were pre-

incubated with prolume purple for 2 min and stimulated with 5 x 10"M of pepducins or 5 x 107"M

of PACAP38. Changes in BRET were monitored every 5 min during a 45 min recording period.

Data represent the mean + S.E.M. of 3 to 6 independent experiments performed in duplicate. a.

PACAP38 and pepducin responses in HEK 293 cells in the absence of PAC1; b. PACAP38 and

pepducin responses in HEK 293 transiently transfected with PAC1; c. PACAP38 and pepducin

responses in HEK 293 cells transiently transfected with VPAC1; d. PACAP38 and pepducin

responses in HEK 293 cells transiently transfected with VPAC2.
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Fig. 5 PAC1-Pep1 and PAC1-Pep3 sustain partially zebrafish mobility in a PD model. Effect of

% of mobility

MN\\§

MPTP (100 uM) on zebrafish mobility after a daily 2 h co-treatment with PACAP38 or pepducins
(10"M), performed at 5 d.p.f. Results with peptides alone are displayed as solid bars while co-
treatments are represented by striped bars. Values represent the mean + S.E.M. of 3 to 8
independent experiments performed with 16 to 32 individual zebrafish. Statistical analyses were
performed using the Student’s t-test versus the percentage of mobility in zebrafish control (NS,
non-significant) or versus the percentage of mobility in zebrafish measured in presence of MPTP

alone (NS, non-significant; *P < 0.05).
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PAC1-Pepl + MPTP Pacl-Pep3 + MPTP

Fig. 6 Representative images at 5 d.p.f. of tyrosine hydroxylase (TH)-positive neurons after co-
treatment with MPTP (100 puM) and peptides (10’M). a, Control; b, MPTP; ¢, PACAP38 and

MPTP; d, Pep1 and MPTP; e, Pep2 and MPTP; f, Pep3 and MPTP.
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Fig. 7 Pepducins protect tyrosine hydroxylase (TH)-positive neurons against MPTP toxicity.
Effect at 5 d.p.f. of MPTP (100 uM) on TH expression in zebrafish midbrain after co-treatments
with PACAP38 or pepducins (107M). Values represent the mean + S.E.M. of 6 to 8 independent
experiments. Statistical analyses were performed using the Student’'s t-test versus the
percentage of TH-postitive neurons in zebrafish, measured in presence of MPTP alone (***P <

0.001).
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Chapitre 4 : DISCUSSION

La maladie de Parkinson est le deuxiéme trouble neurologique le plus commun aprés la
maladie d’Alzheimer. A ce jour, on estime que 55000 Canadiens sont atteints de cette maladie
neurodégénérative et les médicaments disponibles sur le marché visent principalement a en
réduire les symptdomes (Bhupendra, 2017, Maiti et al., 2017). Compte tenu de la prévalence
accrue de cette maladie chez les plus de 65 ans et du vieillissement de la population, des efforts
sont déployés afin de trouver de nouvelles stratégies pour ralentir sa progression. Notamment,
un des défis majeurs pour le traitement des maladies neurodégénératives est d’identifier des
composeés pouvant traverser efficacement la BHE. En effet, 'entrée des molécules au niveau du
systéme nerveux central est grandement limitée par la perméabilité sélective de celle-ci (Pandey
et al., 2016). Egalement, dans le cadre des maladies ou la dégénérescence neuronale est
I'élément distinctif, la découverte de composés pouvant efficacement protéger les neurones

serait une avenue enthousiasmante.

A cet égard, le PACAP présente de nombreux avantages. En effet, celui-ci peut aisément
traverser la BHE de maniére passive ou active (Banks et al., 1993). De plus, son action
neuroprotectrice a été largement étudiée dans plusieurs modéles in vitro et in vivo de conditions
neurodégénératives, telles que I'ischémie cérébrale, la MP, la MA, la maladie d’Huntington et les
traumatismes cérébraux (E. H. Lee et al., 2014). Le PACAP est ainsi capable de contrer les
effets de plusieurs agents neurotoxiques causant des caractéristiques physiopathologiques
associées a la maladie de Parkinson, tels que la roténone, la 6-OHDA et le MPTP (Destiny-Love
Manecka et al., 2016, Reglodi et al., 2018, D. Vaudry et al., 2009a). Par exemple, dans un
modeéle murin de la MP, le PACAP réduit de 50 % l'effet toxique induit par la 6-OHDA sur le
niveau de dopamine (Maasz et al., 2017). Ce peptide, via son action sur son récepteur PAC1,
inhibe l'induction de 'apoptose par la stimulation de protéines antiapoptotiques telles que Bcl-2,
Bcl-xL, ERK ou encore la protéine 14-3-3, et par l'inhibition de facteurs proapoptotiques tels que
JNK, Bad, Bax et p38 MAPK via I'activation de PKA (Aubert et al., 2006, Fan et al., 2010, Hur,
2005, Destiny-Love Manecka et al., 2016, Reglodi et al., 2018).

Nonobstant ses effets bénéfiques, le PACAP induit aussi de multiples activités
biologiques pouvant s’avérer délétéres pour la santé d’'un patient qui serait traité avec ce
peptide. Par exemple, par l'intermédiaire de I'activation de VPAC2, le PACAP engendre un effet
hypotenseur et une bradycardie accompagnée d’une fibrillation auriculaire (Hirose et al., 1997,

Seebeck et al., 1996), ce qui limiterait son utilisation clinique, méme s'’il a été montré qu’il induit
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des effets bénéfiques lors d’'une ischémie cérébrale suite a une déficience vasculaire (Brifault et
al., 2016). Notamment, linjection i.v. de PACAP chez des volontaires sains augmente
significativement le rythme cardiaque aprés seulement 20 min (Birk et al., 2007). Aussi, ce
peptide peut produire des rougeurs au niveau de la poitrine et du visage ou encore, des maux
de téte chez des volontaires sains ou sujets aux migraines, via I'activation des récepteurs
VPACs (Schytz et al., 2009, Schytz et al., 2010). Il a été également démontré que I'activation
sélective du récepteur VPAC2 aggrave les lésions cérébrales et provoque des hémorragies
chez le rat Goto-Kakizaki porteur de diabéte de type Il et ayant subi un accident vasculaire
cérébrale (Darsalia et al., 2013). Afin de limiter ces effets secondaires, il est donc important de
développer des analogues ciblant le récepteur PAC1. Ces derniéres décennies, plusieurs
laboratoires se sont penchés sur la conception de tels composés et la compréhension des
déterminants structuraux nécessaires a I'activation du récepteur PAC1 (Bourgault et al., 2008a,
Bourgault et al., 2009a, Bourgault et al., 2008b, Bourgault et al., 2009b, Doan et al., 2011,
Fournier et al., 2016, Lamine et al., 2016, Ramos-Alvarez et al., 2015). Cependant, a ce jour,

aucun analogue spécifique a PAC1 n’a encore été découvert.

Suite a l'activation de PACH1, il est bien établi que deux protéines G, Goq et Gas, sont
stimulées et que leurs actions sont a l'origine des effets antiapoptotiques du PACAP (Destiny-
Love Manecka et al., 2016). Il a également été démontré que le récepteur PAC1 peut interagir
avec d’autres protéines telles que les p-arrestines (Broca et al., 2009, Shintani et al., 2018). Ces
derniéres sont souvent décrites comme les responsables de l'internalisation des RCPGs, ce qui
peut entrainer I'activation d’autres seconds messagers ou une désensibilisation du systeme
(Peterson et al., 2017, Rajagopal et al., 2018). Au cours des derniéres années, de nombreux
laboratoires ont congu des ligands, dits « biaisés », pouvant activer de maniére sélective une ou
plusieurs voies de signalisation. La découverte de tels composés a ouvert de nouvelles
perspectives pour le développement de médicaments (T. Kenakin et al., 2013) puisqu’ainsi
certains composés peuvent sélectivement activer les voies de signalisation désirées tout en
évitant I'activation des signaux causant des effets secondaires (Rankovic et al., 2016). Par
exemple, il a été suggéré que les effets secondaires de la morphine (désensibilisation, nausée,
constipation) seraient associés au recrutement des B-arrestines (C. H. Yang et al., 2011). Des
ligands biaisés en faveur des protéines G ont donc été développés (Rankovic et al., 2016) et 'un
d’entre eux, le TRV-130, un agoniste biaisé du récepteur aux opiacés p capable d’activer
préférentiellement les protéines G, est aussi efficace que la morphine, mais ne cause que peu

de nausées (Soergel et al., 2014).
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Dans la continuité des études de type structure-activité (Bourgault et al., 2009b, Doan et
al., 2011, Fournier et al., 2016, Ramos-Alvarez et al., 2015), et dans le contexte actuel en lien
avec la pluridimensionalité des RCPGs, il nous est apparu essentiel de mieux connaitre
'ensemble des signaux intracellulaires régis par l'activation du récepteur PAC1, et en tout
premier lieu, de définir des parameétres chimiques et/ou structuraux des deux isoformes du
PACAP impliqués dans I'activation du récepteur PAC1. Ainsi le premier volet de cette thése a eu
pour objectif d’évaluer pharmacologiquement des analogues synthétiques du PACAP sous ces
deux isoformes : il s’agissait de jauger l'influence du domaine 28-38 et de certains résidus sur la
sélectivité envers les récepteurs du PACAP ainsi que sur les voies de signalisation associées a
son effet neuroprotecteur. Cette étude a permis une meilleure compréhension du systéme

PACAPergique et ouvre de nouvelles pistes pour I'élaboration de composés sélectifs a PAC1.

A ce jour, les approches traditionnelles pour cibler spécifiquement le récepteur PAC1
n'ont pas conduit a la découverte d’'une molécule idéale pour le traitement de la MP. En
conséquence, sur la base des travaux de Covic et al., nous avons utilisé une nouvelle stratégie
pour I'activation de ce récepteur (Covic et al., 2002a). Ainsi, dans le cadre de cette thése, nous
avons montré qu'il est possible de concevoir des modulateurs allostériques du récepteur PAC1
a partir des séquences des boucles intracellulaires de ce récepteur. Nous avons notamment
mesuré la capacité de ces différentes molécules, définies de fagon générale comme des
pepducines, a activer des voies de signalisation associées a PAC1 au moyen de tests
d’activation utilisant des biosenseurs de type BRET, et caractérisé in vitro et in vivo leurs
propriétés neuroprotectrices dans des modeéles parkinsoniens. Bien que notre étude ne soit
qu’'un point départ, les résultats montrent que ces composés sont prometteurs pour le
développement d’agents neuroprotecteurs. Nous discuterons donc ici des avantages et
inconvénients a développer ce type de composé et en particulier, nous ferons le paralléle avec
le développement d’analogues du PACAP au regard de la spécificité/sélectivité, de la

pharmacologie in vitro (effet antiapoptotique/désensibilisation) et des effets in vivo.
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1. Les analogues du PACAP

1.1. Spécificité PAC1 versus VPAC1 et VPAC2.

Un des défis majeurs dans la conception de ligand ciblant le récepteur PAC1 est la
suppression de la capacité de liaison du PACAP pour les récepteurs VPAC1 et VPAC2.
Plusieurs études de relation structure-activité (RSA) ont permis d’identifier des éléments clés
pour la reconnaissance de I'un ou l'autre des trois récepteurs, mais la conception d’'un dérivé
spécifique demeure une tache complexe (Bourgault et al., 2009a, Fournier et al., 2016, D.
Vaudry et al., 2009a). Toutefois, il est établi que des modifications apportées aux positions 2, 6,
7 ou 22 entrainent des changements d’affinité de liaison, en particulier envers les récepteurs
VPACs (Figure 12) (Doan et al., 2011, Ramos-Alvarez et al., 2015, D. Vaudry et al., 2009a).
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Figure 13 : Structure primaire du PACAP avec identification des domaines responsables de la
reconnaissance, de I’activation et de la sélectivité envers les récepteurs, et modifications
apportées dans la séquence des isoformes de 27 et 38 acides aminés.

Il est important de rappeler que certains travaux ont mis en évidence I'impact différent
joué par une méme modification introduite dans la séquence de I'une ou l'autre des isoformes.
Par exemple, Ramos-Alvarez et al. ont montré une plus grande sélectivité de [D-Ser’]PACAP38
envers le récepteur PAC1, versus le récepteur VPAC1, mais cette propriété n'a pas été
retrouvée avec [D-SerlPACAP27. Il en est de méme pour [D-Pro’]PACAP27 et [D-
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Pro®]PACAP38 (Ramos-Alvarez et al., 2015), ou encore pour les analogues tronqués générés a
partir de la séquence du PACAP38 qui sont plus affins que ceux du PACAP27 (Bourgault et al.,
2009a). Dans notre étude, les analogues dérivés du PACAP38 ont souvent démontré une plus
haute affinité de liaison pour le récepteur VPAC2 que leurs équivalents de 27 acides aminés.
Initialement, il a été mis en évidence que la substitution de la sérine en position 2 par une L-
alanine n’affecte pas la liaison aux récepteurs PAC1 et VPAC1, mais réduit 'affinité et l'activité
du PACAP pour le récepteur VPAC2 (Bourgault et al., 2009b, Doan et al., 2011, Hou et al.,
1994, Robberecht et al., 1992a). Des résultats similaires ont été observés pour [Ala?]PACAP27,
mais pas pour [Ala?]PACAP38 dont les affinités de liaison étaient significativement augmentées,
en particulier pour VPAC1 et VPAC2. En corrélation avec ces résultats, les affinités de liaison de
[Hyp?]PACAP38 pour les trois récepteurs restaient inchangées tandis que celles de
[Hyp?]PACAP27 envers VPAC1 et VPAC2 étaient réduites. De plus, il avait été montré que la
substitution de la phénylalanine par une L-biphénylalanine (Bip) n’affectait pas la capacité de
liaison du ligand pour le récepteur PAC1 (Bourgault et al., 2009b). Contrairement a ce qui avait
été observé, I'affinité de liaison de [Bip’]PACAP38 envers les récepteurs PAC1 et VPAC1 est
légérement réduite lorsque comparée a celle du PACAP38, tandis que l'affinité de liaison pour le
récepteur VPAC2 est augmentée. En paralléle [Bip®]PACAP27 présente des affinités de liaison
comparables a celles du PACAP27 et une légére réduction de laffinité de liaison pour le
récepteur VPAC2.

Au niveau du segment central, il a été suggéré que la position 22 jouerait un réle
important dans la liaison aux récepteurs en particulier pour les récepteurs VPAC1 et VPAC2
(Ramos-Alvarez et al., 2015). En effet, dans la séquence du PACAP, le résidu Tyr®? est a
l'interface d’'une zone flexible reliant les segments central et C-terminal du peptide. De plus, le
PACAP27 et le VIP, deux membres d’'une méme famille partageant 68 % d’homologie de
séquence, possedent tous deux une tyrosine a cette position (D. Vaudry et al., 2009a). Pour le
VIP, cet acide aminé est extrémement important pour la liaison au récepteur VPAC2 (Gourlet et
al., 1997, |garashi et al., 2005). Par contre, il a été montré que [Ala??JPACAP38 a une bonne
affinité de liaison pour le récepteur PAC1, et que celle-ci est augmentée de 5 fois pour le
récepteur VPAC1 et est réduite de plus de 800 fois pour le récepteur VPAC2 (Ramos-Alvarez et
al., 2015). La modification de Tyr?2 apparait donc comme une excellente stratégie pour découvrir
des analogues sélectifs a PAC1. Dans notre premier article, et en accord avec la littérature
(Ramos-Alvarez et al., 2015), nous avons confirmé que [Ala?’]PACAP38, bien qu'il affiche une
perte de liaison pour les trois récepteurs, est plus affin pour le récepteur PAC1 que pour les

deux autres récepteurs. Cependant, et de maniére surprenante, [Ala??)PACAP27 est quant a lui
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plus sélectif pour le récepteur VPAC1. Nos données confirment donc l'implication de la
portion 28-38 dans la sélectivité envers les trois récepteurs du PACAP. En particulier, ce résultat
apporte un éclairage nouveau sur les études RSA et suggére que les données obtenues avec
les analogues du PACAP38 ne peuvent étre transposées intégralement pour les analogues du

PACAP27, et réciproquement.

La liaison du PACAP a ses récepteurs a été décrite comme étant un modéle « en deux
étapes » (Bourgault et al., 2009a, Hoare, 2005, Laburthe et al., 2007, Neumann et al., 2008).
Ainsi, les isoformes du peptide, différant seulement par leur segment C-terminal, se fixeraient au
domaine N-terminal extracellulaire du récepteur par des liaisons électrostatiques et
hydrophobes, de méme que par des ponts hydrogéne, selon un profil d’interactions distinct.
Aprés la formation du complexe ligand-récepteur, le peptide est dirigé vers la pochette
d’activation afin de stimuler le récepteur. Supportant ce postulat, il a été rapporté pour le
récepteur du glucagon que linteraction initiale du peptide avec son récepteur favorise des
changements conformationnels qui facilitent les contacts entre le peptide et la premiére boucle
extracellulaire (H. Zhang et al., 2017). D’ailleurs, une étude in silico récente portant sur le
récepteur PAC1 supporte cette hypothése (C. Liao et al., 2018). Il est important de noter que la
liasison du PACAP38 serait modulée par la présence de sa queue C-terminale cationique qui
interagirait électrostatiquement avec une région acide du domaine N-terminal de PACH1,
suggérant ainsi, comme indiqué précédemment, que les interactions initiales du récepteur ne
sont pas les mémes pour les deux isoformes du PACAP et que ces derniéres sont donc
fonctionnellement sélectives (Sun et al., 2007). Par conséquent, les différentes régions du
peptide, comprenant les motifs Asx-turn et N-capping, seraient orientées vers la cavité du
récepteur de fagon différente et ceci influencerait de maniére distincte 'activation de certaines

voies de signalisation.

1.2. Pharmacologie

Ces quelques études ont ainsi confirmé I'importance du segment C-terminal du PACAP
dans la liaison des récepteurs, mais aucune n’a exploré I'impact des modifications apportées
dans ces deux isoformes sur I'activation de certaines voies de signalisation du récepteur PAC1.
Les analogues du PACAP générés dans les deux isoformes comprennent des modifications

chimiques au niveau d’acides aminés clés pour la structure secondaire (motif Asx-turn, N-

capping et structure en hélice a) du PACAP (Bourgault et al., 2009b, Doan et al., 2011, Ramos-
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Alvarez et al., 2015). Nous nous sommes plus particulierement intéressés a des modifications
aux positions 2, 6, 7 et 22 qui ont été décrites comme étant des éléments clés responsables de
la stabilisation structurelle du PACAP et qui affectent particuliérement la liaison et I'activation au
niveau du récepteur VPAC2. Nous avons ainsi évalué le profil pharmacologique de ces
analogues afin d’examiner les événements physico-chimiques potentiellement responsables des
profils d’activation du PACAP pour le récepteur PAC1. Il a été établi que le récepteur PAC1
adopte plusieurs états conformationnels pouvant étre responsables du recrutement des seconds
messagers (C. Liao et al, 2018). De plus, il est maintenant connu que des analogues
structurellement distincts stabilisent différentes conformations d’'un méme récepteur modulant

ainsi son profil signalétique (Rankovic et al., 2016).

Il a été démontré que le récepteur PAC1 est couplé a deux protéines G, Gag et Gas qui
sont impliquées dans les cascades de signalisation antiapoptotique du PACAP. Notamment,
I'activation de Gas entraine la stimulation de la voie AMPc/PKA alors que la stimulation de Go
active la cascade de la PLC et la mobilisation du Ca?* (Destiny-Love Manecka et al., 2016). Il a
aussi été observé que le récepteur PAC1 peut interagir avec les -arrestines 1 et 2 (Broca et al.,
2009, Shintani et al., 2018). Les B-arrestines ont été décrites dans un premier temps comme
étant responsables de la désensibilisation des RCPGs. Toutefois, d’autres études ont montré
que celles-ci seraient aussi impliquées dans l'activation de certaines voies de signalisation
(Ranjan et al., 2017). L'implication des B-arrestines dans I'effet neuroprotecteur du PACAP n’a
pas été clairement démontrée. Cependant, le PACAP38 est capable de stimuler ERK1/2,
laquelle est impliquée dans son effet neuroprotecteur, via la B-arrestine 1 (Broca et al., 2009).
May et al., ont également prouvé que ERK1/2 est activée par deux mécanismes, selon qu’il y ait
I'activation de la PKC ou linternalisation du récepteur (May et al., 2014). Aussi, trés récemment,
il a été rapporté que la B-arrestine 2 est impliquée dans le processus de désensibilisation du
récepteur PAC1 et la phosphorylation de ERK1/2 (Shintani et al., 2018). En conséquence, nous
avons évalué la capacité de chacun des analogues contenant des modifications dans les motifs
Asx-turn ou N-capping, ou bien dans la région centrale du peptide, a activer préférentiellement

'une ou l'autre de ces voies de signalisation.
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1.2.1. Position 2 : Motif Asx-turn

Comme proposé précédemment, la conformation bioactive en Asx-turn, impliquant les
résidus 1 a 4, serait indispensable a I'activité biologique du PACAP (Doan et al.,, 2011). En
effet, le segment N-terminal a fait I'objet de plusieurs études RSA et des modifications (Ala,
inversion de la chiralité L/D, acides aminés contraints) en position 2 ont été explorées (Bourgault
et al., 2009a, Doan et al., 2011). Ces études ont montré que des modifications dans cette région
du PACAP affectent particulierement sa liaison et sa capacité a activer le récepteur VPAC2
(Bourgault et al., 2011, Doan et al., 2011, Hou et al., 1994, Robberecht et al., 1992a). En
revanche, lincorporation d'une L-alanine a la position 2 n’affecte pas les propriétés
neuroprotectrices du PACAP, ni son profil d’activation des seconds messagers, suggérant ainsi
que le groupement hydroxyle de la Ser? n'est pas indispensable a I'activation des seconds

messagers étudiés, et donc a I'effet neuroprotecteur du PACAP médié par le récepteur PAC1.

Il a également été décrit que la substitution séquentielle de His', Ser? et Asp® par leur
énantiomeére de configuration absolue D n’a pas d’impact sur I'affinité du PACAP envers PAC1
et VPAC1, mais réduit son affinité pour VPAC2 (Bourgault et al., 2009b, Doan et al., 2011,
Ramos-Alvarez et al., 2015). Ainsi, dans le but de renforcer le coude que forme cette structure
postulée en Asx-turn, I'incorporation en position 2 d’acides aminés contraints tels qu’'une L-
proline (Pro) ou une L-hyproxyproline (Hyp) a été explorée. Ces peptides se sont avérés aussi
puissants et efficaces pour la mobilisation calcique que le ligand endogéne suite a I'activation du
récepteur PAC1, mais avec une réduction de l'activité biologique pour le récepteur VPAC?2
(Bourgault et al., 2009b, Doan et al., 2011). Contrairement a ce qui avait été observé,
lincorporation d’acides aminés contraints a cette position affecte les propriétés
neuroprotectrices du PACAP. Ces variations pourraient notamment s’expliquer par des
changements importants dans [lactivation des seconds messagers. En effet, l'efficacité
d’activation de [Hyp?]PACAP pour les protéines G est affectée significativement pour les deux
isoformes du PACAP. De maniére étonnante, [Hyp?JPACAP38 exerce des activités
neuroprotectrices alors que [Hyp?]|PACAP27 échoue a protéger les SH-SY5Y contre la toxicité
du MPP*. Alors que les deux isoformes [Hyp?]PACAP présentent une réduction de I'efficacité
d’activation pour Gog, [Hyp?]PACAP38 est plus puissant pour I'activation de cette derniére que
[Hyp?]PACAP27, ce qui pourrait en partie expliquer la différence de comportement
neuroprotecteur de ces deux analogues. L’introduction d’'une D-proline a la position 2, afin de

stabiliser un coude a cette position et par conséquent de renforcer le motif Asx-turn, a généré
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des antagonistes du PACAP (Bourgault et al., 2009b, Doan et al., 2011). Cependant, malgré les
premiéres observations indiquant une incapacité a initier une mobilisation calcique, [D-
Pro?]PACAP27 est en mesure d’activer les protéines G et les B-arrestines, mais avec des
puissances et des efficacités d’activation significativement réduites, en comparaison a celles du
PACAP27. De maniére surprenante, [D-Pro’]PACAP38 est biaisé pour la voie de Gas,
confirmant ainsi que le segment C-terminal est impliqué dans le recrutement des seconds

messagers.

Ainsi ces données suggerent que l'organisation du motif Asx-turn et son réle joué pour
faciliter l'interaction du ligand dans la cavité du récepteur PAC1 sont cruciaux pour l'activité
biologique du PACAP. De plus, les interactions entre le peptide et le récepteur, et par
conséquent la signalisation intracellulaire qui en résulte, sont influencées par la présence du

segment 28-38.

1.2.2.  Motif N-capping

Le PACAP est également caractérisé par la présence d'un motif N-capping auquel
participent les résidus 6 et 10 (Doan et al., 2011). La phénylalanine en position 6 est conservée
chez tous les ligands des RCPGs de la classe B, suggérant ainsi que cet acide aminé est un
élément clé de la liaison et/ou de I'activation des récepteurs (D. Vaudry et al., 2009a). Il a été
montré par Fournier et ses collaborateurs que I'’hydrophobicité de ce résidu est indispensable a
l'activité biologique du PACAP et que cette position est trés sensible a des changements
structuraux (Bourgault et al., 2009b, Doan et al., 2011, Fournier et al., 2016). Par exemple,
l'incorporation d’'une L-alanine ou d’acides aminés aromatiques/hydrophobes contraints est trés
délétére pour I'activité biologique du peptide (Bourgault et al., 2009b, Doan et al., 2011). D’un
autre coté, la substitution de la Phe® par des résidus volumineux tels que la L-naphthylalanine
(Nal) ou la L-biphénylalanine (Bip) généere des dérivés aussi puissants et efficaces que le
PACAP endogéne pour mobiliser le calcium intracellulaire aprés activation de PACA1.
Cependant, ces derniers présentent des réductions d’affinité et d’activité importantes pour les
récepteurs VPACs (Bourgault et al., 2009b, Doan et al., 2011). Ainsi, l'incorporation d’'une Bip a
la position 6 apparait comme une bonne stratégie pour la découverte de ligands sélectifs pour
PAC1. Cet acide aminé renforce I'hydrophobicité de la position 6 et stabilise ainsi la structure en
N-capping du PACAP. De plus, I'incorporation de cet acide aminé n’affecte pas I'activation des

protéines G, bien que [Bip®]PACAP27 soit significativement moins efficace que le ligand
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endogéne a activer Gayq, ce qui pourrait justifier la différence d’effet neuroprotecteur observée
entre [Bipf]PACAP27 et [Bip’]PACAP38. Notons également que des changements manifestes
ont été observés dans I'activation des B-arrestines, avec une majoration de la puissance et/ou

de l'efficacité d’activation des B-arrestines 1 et 2.

Suite aux diverses études, il a été suggéré que la Thr’ serait aussi impliquée dans la
stabilisation du motif N-capping de type IA qui serait favorable a la liaison et a I'activation du
récepteur VPAC2 (Doan et al., 2011). En effet, I'incorporation d’'une L-alanine a cette position
réduit considérablement I'affinité et abolit I'activité du PACAP pour le récepteur VPAC2 (Doan et
al., 2011). De plus, l'inversion de la configuration de la thréonine en position 7 produit des
analogues du PACAP27 montrant de faibles affinités envers les trois récepteurs (Doan et al.,
2011). Ainsi, cet acide aminé semble faire partie du processus de reconnaissance et d’activation
des récepteurs PACAPergiques. Ce résidu serait aussi impliqué dans [lactivation du
récepteur PAC1. En effet, bien qu’ayant des efficacités d’activation similaires, [Ala’]PACAP27 et
[Ala’]PACAP38 présentent des puissances d’activation du calcium significativement différentes,
lisoforme de 38 acides aminés étant plus puissante que son homologue de 27 résidus
(Bourgault et al., 2009b). En corrélation avec ces résultats, nous avons observé que
[Ala’]PACAP27 est significativement moins puissant a activer Gog et Gas que PACAP27. De
maniére surprenante, I'isoforme de 27 acides aminés est plus efficace que [Ala’]lPACAP38 pour
l'activation de Gayq, ce qui avait également été rapporté par notre équipe en 2009 (Bourgault et
al., 2009b). En revanche cet ordre est inversé pour Gas. D’autre part, cette modification a une
incidence sur I'efficacité d’activation des B-arrestines qui est significativement augmenté pour les

deux isoformes, et en particulier pour celle de 38 acides aminés.

En résumé, ces données confirment, une nouvelle fois, I'impact du segment 28-38 sur la
signalisation du récepteur PAC1 et démontrent que des modifications au sein de ce motif
structural affecte la signalisation du PACAP en faveur des p-arrestines. Cependant, nos
données ne sont pas suffisamment complétes pour en tirer des conclusions et des études RSA

et structurelles supplémentaires devront étre conduites afin de confirmer ces hypothéses.
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1.2.3. Position 22

Le PACAP est connu pour adopter une conformation hélicoidale qui serait indispensable a
son activité (Bourgault et al., 2009b, Gonzalez-Muniz et al., 2001, Inooka et al., 1992, Wray et
al., 1993). Des études RSA de type Ala-scan ou Lys-scan ont révélé que les résidus 10, 14, 19,
20, 22 et 23 pourraient jouer un réle central dans la stabilisation de la conformation bioactive du
PACAP (Kumar et al., 2011, Yung et al., 2003). La Tyr®? est notamment retrouvée chez le
PACAP et le VIP. Il a été montré que la substitution de la Tyr??, retrouvée dans la séquence
primaire du PACAP et du VIP, par une L-alanine dans le VIP générait un analogue
puissant VPAC1 sélectif (Gourlet et al., 1998). Récemment, le groupe de Jensen a rapporté que
I'analogue [Ala??]PACAP38 montre une réduction de l'affinité et de I'activité (pour 'AMPc)
envers les récepteurs VPACs en particulier VPAC2 (Ramos-Alvarez et al., 2015). Ces données
suggeérent donc que la modification de ce résidu pourrait s’avérer une bonne stratégie pour
générer des analogues puissants PAC1 sélectifs. En complément de la caractérisation initiale
effectué par Ramos-Alvarez et al., nous avons observé que cette modification n’affecte pas la
puissance d’activation du PACAP38 pour la protéine Gas. Cependant, [Ala??]PACAP27, bien
qu’efficace, est nettement moins puissant que le PACAP27. Dans nos essais, les deux
isoformes de [Ala??JPACAP sont moins puissantes que les ligands endogénes a activer Goq Par
ailleurs, [Ala??JPACAP38 est plus efficace que le PACAP38 pour stimuler la B-arrestine 2, ce que
'on ne retrouve pas avec lisoforme 27. Ainsi, ce résidu serait impliqué dans I'activation des
seconds messagers, en particulier des protéines G, et la queue C-terminale 28-38 viendrait

stabiliser le récepteur PAC1 afin de produire I'activation de Gas et de la B-arrestine 2.

1.2.4. Effecteur responsable de I'effet neuroprotecteur du PACAP

Au vu des résultats sur l'activation des effecteurs, cela suggére que le PACAP27 et le
PACAP38 n’ont pas les mémes déterminants d’interaction avec le récepteur PAC1, bien qu’il ait
été démontré que le PACAP27 et le PACAP38 puissent induire des effets neuroprotecteurs
comparables. Des études in vitro ont démontré que le PACAP38 avait un effet neuroprotecteur
plus marqué que le PACAP27 (Doan et al., 2011, Lamine et al., 2016). Nous avons retrouvé cet
effet pour tous les analogues que nous avons générés confirmant ainsi le réle du segment C-
terminal 28-38 dans I'effet antiapoptotique du PACAP. Tel qu’'observé au cours de notre étude,

cet effet neuroprotecteur du PACAP n’est pas lié a l'activation d’'une seule et unique voie de
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signalisation, mais serait plutét multifactoriel. En effet, comme observé, la perte de puissance
et/ou d’efficacité de I'une ou l'autre des protéines étudiées semble avoir des effets drastiques
sur I'effet neuroprotecteur du ligand étudié. Par exemple, [Ala’]PACAP27 est trés efficace, mais
beaucoup moins puissant que [Ala’]JPACAP38 pour I'activation des protéines G, ce qui se traduit
par un effet neuroprotecteur moins marqué. Plus particuliérement, I'effet neuroprotecteur semble

nécessiter une puissante activation simultanée de Gaq et Gas ainsi que de leurs effecteurs.

En conclusion, bien que nous n'ayons pas identifié d’analogues biaisés pour la voie des
protéines G, nous avons mis en évidence que les analogues dérivées du PACAP38 activent
beaucoup plus les B-arrestines que leurs homologues de 27 résidus, avec de surcroit un effet
neuroprotecteur plus marqué. Par exemple, [Bip®]PACAP38 est plus puissant et efficace pour
l'activation des B-arrestines 1 et 2 que le ligand endogéne. A ce jour, le rdle des B-arrestines
dans l'effet neuroprotecteur du PACAP, suite a I'activation du récepteur PAC1, n’est pas connu

et nécessite donc des travaux additionnels.

Au cours de cette étude, la premiére en son genre sur le PACAP, nous avons pu démontrer
que les déterminants physico-chimiques régissant la formation et la stabilisation du
complexe PACAP/PAC1 modulent également I'activation des signaux en aval. Les deux
isoformes du PACAP étant fonctionnellement sélectives, des modifications apportées dans I'une
ou l'autre des séquences du PACAP n’impliquent donc pas une transposition signalétique pour
les deux isoformes. Comme démontré, le récepteur PAC1 passe par de nombreux états
conformationnels, permettant la transmission des signaux du domaine extracellulaire au site de
liaison des seconds messagers (C. Liao et al., 2018). Ainsi, les PACAP 27 et 38 entraineraient
et stabiliseraient des mouvements spécifiques donnant lieu a lactivation des seconds

messagers (C. Liao et al., 2017b).

Par conséquent, nul doute que I'élaboration d’un composé se liant spécifiquement au
récepteur PAC1 exige des études RSA supplémentaires pour les deux isoformes du PACAP, et
en particulier pour déterminer le réle spécifique du segment 28-38. En effet, ce segment est
aussi impliqué dans la pharmacologie du récepteur PAC1, ainsi que dans la stabilité du peptide

et de son transport au cerveau.
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2. Les pepducines du récepteur PAC1

2.1. Specificité PAC1 versus VPAC1 et VPAC2

Pour contourner les difficultés rattachées au développement de ligands spécifiques de
PAC1, agissant au niveau du site orthostérique du récepteur, une stratégie habile serait
I'utilisation de la modulation allostérique. Il a ainsi été observé a de nombreuses reprises que
des peptides dérivés des boucles intracellulaires des RCPGs, appelés pepducines, sont souvent
spécifiques a leurs récepteurs parents (Covic et al., 2002a, Kaneider et al., 2005, Kaneider et
al., 2007). Ce type de molécule, qui nécessite généralement la présence du récepteur
apparenté, peut agir comme agoniste ou antagoniste via une modulation allostérique. Par
exemple, la pepducine P1Pal-12 dérivée du récepteur PAR1 bloque totalement I'agrégation
plaquettaire induite par la thrombine. Elle agit alors comme un NAM (Wielders et al., 2007). De
plus, cette pepducine ne montre aucun effet dans des cellules HEK293 transfectées et traitées
avec des ligands des récepteurs PAR2, PAR4, CXCR1 et CXCR2 (Kaneider et al., 2007). Dans
le systeme PACAPergique, le récepteur PAC1-null posséde respectivement 48 % et 49 %
d’identité de séquence avec les récepteurs VPAC1 et VPAC2. L’identité de séquence entre les
boucles intracellulaires de ces trois récepteurs est présentée dans le Tableau 6. Au cours de
notre étude, nous avons démontré que les pepducines dérivées des trois boucles intracellulaires
de PAC1-null étaient inactives en I'absence de ce dernier dans les HEK293, confirmant ainsi
leurs actions récepteur-dépendantes. Il est important de noter que nous avons observé un effet
neuroprotecteur dans les SH-SY5Y comparable a celui produit par le PACAP38, alors que le
VIP en a été incapable (Deguil et al., 2007, Lamine et al., 2016). Ce peptide de la famille
sécrétine/glucagon/VIP se lie sélectivement aux récepteurs VPAC1 et VPAC2 et posséde une
affinité 1000 fois moindre pour le récepteur PAC1 comparativement au PACAP (D. Vaudry et al.,
2009a). Les SH-SY5Y exprimant de maniére endogéne uniquement les récepteurs PAC1 et
VPAC2 (Lutz et al., 2006), nos résultats suggérent que I'effet neuroprotecteur des pepducines
provient de I'activation du récepteur PAC1. De plus, nous avons démontré, dans des HEK293
transitoirement transfectées avec les récepteurs VPAC1 et VPAC2, que PAC1-Pep1 et PAC1-
Pep2 étaient incapables d’induire l'activation de Gas. PAC1-Pep3, quant a elle, induit une
stimulation dépendante du temps de Gas via le récepteur VPAC2. Ces résultats s’avérent
surprenants considérant les pourcentages d’identité de séquence, en particulier pour la

pepducine dérivée de la premiére boucle intracellulaire du récepteur PAC1 dont l'identité de
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séquence est de 100 % avec les ICL1 des récepteurs VPACs. Nos données suggérent donc que
ces trois pepducines interagissent differemment avec PAC1, VPAC1 et VPAC2 et/ou induisent
des mécanismes d’activation distincts avec ces récepteurs. |l est aussi possible que les
pepducines PAC1-Pep1 et PAC1-Pep2, bien qu’étant inactives pour Gas, soient tout de méme
capables de provoquer l'activation d’autres voies de signalisation associées aux récepteurs
VPACs. En effet, bien que les récepteurs VPAC1 et VPAC2 activent principalement la voie de
'AMPCc/PKA, il a été montré que le VIP active également la voie de la PLC et la production de
Ca?*, suggérant ainsi que ces récepteurs se couplent également a la protéine Goq. Enfin, il est
maintenant connu que les récepteurs VPACs forment des hétéroméres avec des RAMPs
(receptor activity-modifying proteins), ce qui influence la signalisation intracellulaire de ces
récepteurs (Hay et al., 2016). Par exemple, lorsque le récepteur VPAC2 est coexprimé avec
RAMP2 dans des HEK293, le couplage basal a Gai est augmenté (Wootten et al., 2013). Pour
finir, la caractérisation de la spécificité des pepducines a été réalisée dans les cellules HEK293
transitoirement transfectées avec l'un ou lautre des récepteurs. Il est ainsi important de
considérer que ces cellules expriment un niveau basal de VPAC1 et de RAMP1 (Atwood et al.,
2011), pouvant influencer les résultats obtenus, bien qu’aucune des pepducines n’aient
démontré une action sur ce récepteur pour la voie de Gas Il faut aussi noter qu’une
surexpression de I'un ou l'autre des récepteurs peut influencer la disponibilité des récepteurs
sous forme mono- ou dimérique, et pourrait expliquer I'inactivité des pepducines. En effet, il est
supposé que l'interaction des pepducines avec les récepteurs mimerait la formation d’un dimére
(P. Zhang et al., 2015). En résumé, des expériences complémentaires seront nécessaires pour

mieux apprécier le caractere spécifique de nos pepducines.

Malgré tout, ces peptides apparaissent comme d’excellents candidats pour I'élaboration
d’un ligand spécifique au récepteur PAC1. Cependant, dans nos études futures, il sera important
de prendre en considération le contexte cellulaire utilisé pour étudier la spécificité des
pepducines et d’évaluer d’autres voies de signalisation associées a l'activation des récepteurs
VPACs.

168



Tableau 6 : Séquence des boucles intracellulaires des récepteurs PAC1-null, VPAC1 et VPAC2.

Numéro
Swiss- Récepteur ICL1 ICL2 ICL3
Prot
P41586 PAC1 179-RKLHCTRN-186 254-LLVETFFPERRYFYW-268 333-QKLQSPDMGGNESSIYLR-350
168-RKLHCTR-174 241-YTLLAVSFFSERKY-254 317-RILLQKLRPPDIRKSDSSPYSRLAR-341
P32241 VPAC1
100% 58% 71%
152-RKLHCTR-158 228-HTLLVAMLPPRRC-240 304-RILLQKLTSPDVGGNDQSQYKRLAK-328
P41587 VPAC2
100 % 0 % 69 %

Le pourcentage d’homologie de séquence de chaque boucle, en comparaison avec celle de PAC1,
apparait en rouge.

2.2. Pharmacologie

2.2.1. In vitro

Nous avons démontré que les pepducines dérivées de la séquence des boucles
intracellulaires du récepteur PAC1-null étaient capables d’induire des effets neuroprotecteurs
comparables a ceux produits par le PACAP38 dans des modéles cellulaires et animaux
parkinsoniens. En effet, celles-ci ont été évaluées dans un premier temps au moyen d’'un
modele de dégénérescence cellulaire parkinsonien : des neuroblastomes humains SH-SY5Y
traités avec le MPP* qui, en bloquant le complexe | de la chaine mitochondriale, reproduit les
dommages neuronaux retrouvés dans la MP (Maiti et al., 2017). Le MPP* correspond au
métabolite actif du MPTP, une neurotoxine largement utilisée pour induire le parkinsonisme
dans plusieurs modéles animaux (Langston, 2017). De plus, les neuroblastomes SH-SY5Y
expriment la TH et le DAT, deux caractéristiques des neurones dopaminergiques (Lopes et al.,
2010, Presgraves et al., 2004, Xie et al., 2010). Egalement, ces neuroblastomes expriment
plusieurs isoformes du récepteur PAC1 pouvant préférentiellement activer diverses voies de
signalisation (Lutz et al., 2006). Ces isoformes comportent des insertions ou délétions de
cassettes d’acides aminés dans le segment N-terminal, la troisieme boucle intracellulaire ou
dans les domaines transmembranaires, permettant ainsi une représentation plus réaliste de la
réponse biologique (Lutz et al., 2006). Les SH-SY5Y apparaissent comme un modéle in vitro

parkinsonien approprié et efficace pour la caractérisation pharmacologique des pepducines du
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récepteur PAC1. Nous avons ainsi montré qu’un prétraitement de 4 h avec 107 M de PACAP38,
de PAC1-Pep1, de PAC1-Pep2 ou de PAC1-Pep3 est suffisant pour induire une neuroprotection

marquée.

Pour caractériser la réponse de ces peptides, la nature du modéle cellulaire est
évidemment importante. Ainsi, nous avons également entrepris de caractériser la réponse
cellulaire des pepducines dans des SH-SY5Y qui expriment de fagon endogéne le
récepteur PAC1, mais aussi le sous-type VPAC2. PAC1-Pep3 ayant démontré sa capacité a
activer VPAC2 dans les HEK293, |la réponse observée dans les SH-SY5Y pourrait également
étre associée a ce récepteur. Les pepducines ont ainsi été caractérisées sur la base de leur
capacité a stimuler efficacement les protéines Gos et Gog dans les SH-SY5Y. Les trois
pepducines se sont avérées capables d’induire une activation des protéines G avec des
puissances et efficacités distinctes. Comme montré pour le récepteur PAR1, les pepducines
peuvent induire une conformation active du récepteur différente de celle produite par le ligand
endogene (P. Zhang et al., 2015). Ceci peut expliquer pourquoi PAC1-Pep1 et PAC1-Pep2
activent Gas avec une efficacité largement supérieure a celle du PACAP38, bien que ces
pepducines soient moins puissantes que la molécule endogéne. Quant a PAC1-Pep3, la
puissance d’activation de Gas est comparable a celle du ligand endogene. PAC1-Pep1 et PAC1-
Pep2 sont également plus puissantes que le PACAP38 a activer Gayg, bien que PAC1-Pep1 se
comporte plutdt comme un agoniste partiel pour cette voie de signalisation. De maniére
surprenante, PAC1-Pep3 est incapable d’activer la protéine Gag. Notons toutefois que I'effet
neuroprotecteur de cette pepducine était le moins marqué de tous. Dans le premier volet de
cette thése, nous avons montré que l'effet neuroprotecteur du PACAP est dépendant de
I'activation de ces deux voies de signalisation, alors qu’ici, bien que PAC1-Pep3 soit incapable
d’activer Gayg, celle-ci peut tout de méme induire un effet neuroprotecteur significatif in vitro.
Cela ameéne donc un nouveau questionnement quant aux mécanismes de neuroprotection
induits par l'activation du récepteur PAC1 et potentiellement au rbéle que pourrait jouer les -
arrestines dans ce phénomeéne. En interagissant au niveau d’un site allostérique qui reste a
identifier, nos pepducines vont probablement engendrer des changements conformationnels
distincts de ceux observés avec le ligand endogéne. Sur un autre systéme peptidergique, il a
ainsi été montré par BRET que la pepducine ICL3-9 dérivée du récepteur B2-AR induit un
rapprochement entre le segment N-terminal de Gass et le domaine C-terminal du récepteur alors
que linverse est observé avec l'isoprotérénol, démontrant ainsi que les interactions entre les

protéines G et le récepteur différe entre le ligand endogéne et le MoA (Carr et al., 2014). Afin de
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mieux comprendre les voies de signalisation impliquées dans leurs effets neuroprotecteurs, nos
pepducines devront étre évaluées pour leur capacité a stimuler différents effecteurs associés a
I'effet antiapoptotique du PAC1 et incluant 'activation caspasique et les seconds messagers tels
AMPc, PI3K, PKC, IP3, ERK et les B-arrestines.

A ce jour, le mode d’interaction et d’action des pepducines n’est pas encore clairement
défini. Il est cependant postulé que ces derniéres, correspondant au site de liaison des protéines
G, viendraient reconnaitre leur récepteur parent par homologie de séquence et le stabiliseraient
dans une conformation unique permettant I'activation ou linhibition des seconds messagers
(Carr et al., 2016a). Il a été décrit que les pepducines adopteraient une structure secondaire trés
proche de celle observée pour la boucle intracellulaire apparentée (P. Zhang et al., 2015).
Rappelons que certaines pepducines sont capables d’activer les protéines G de maniére
indépendante de leur récepteur (Carr et al., 2014). Or, dans notre étude, les trois pepducines
n'ont démontré aucune activité dans les HEK293 en I'absence du récepteur PAC1. Lors de la
caractérisation de la réponse des pepducines dans des cellules HEK293 transitoirement
transfectées avec PAC1, nous avons observé que l'activation de ce récepteur apparait
beaucoup plus tardivement (t : 45 min) que celle provoquée avec le ligand endogéne, qui active
Ga,s directement aprées le traitement des cellules, et qu’elle est également plus faible (ABRET =
1,61 = 0,24 pour PACAP38 et ABRET = 1,04 + 0,49 pour PAC1-Pep2, aprés 45 min). Dans ce
contexte, ou nous surexprimons le récepteur PAC1, la réponse n’est bien slr pas totalement
fidéle a ce qui est retrouvé dans les cellules de type sauvage. Entre autres, dans ce modeéle
cellulaire, la capacité des pepducines a interagir efficacement avec le récepteur PAC1 pourrait
étre affectée par un nombre limité de récepteurs monomeriques et/ou dimériques disponibles.
En effet, une des hypothéses expliquant le mode d’activation des récepteurs par les pepducines
est que ces derniéres, en s’associant a une boucle intracellulaire, miment la formation d’un
dimére, comme observeé lors de la dimérisation des récepteurs suite a des interactions entre les
ICLs des récepteurs monomériques (Winther et al., 2015). Notons qu'il a été démontré que la
dimérisation de PAC1 amplifie I'effet antiapoptotique du PACAP, et que ce processus facilite
l'internalisation du récepteur (Yu et al., 2014). Par ailleurs, I'implication de l'internalisation du
récepteur PAC1 et donc du recrutement des B-arrestines dans l'effet antiapoptotique, n’a pas
encore été élucidée. Ainsi, ces parameétres devront étre évalués afin de mieux comprendre quel

type d’interaction est impliqué entre les pepducines et le récepteur PAC1.
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2.2.2. In vivo

2.2.21. Effet neuroprotecteur

Depuis quelques années, le poisson-zébre est couramment utilisé pour étudier les
maladies neurodégénératives (Best et al., 2008). D’'une part, 'organisation de son génome et les
événements génétiques contrélant la transduction des signaux sont hautement conservés entre
cette espéce animale et 'humain (Postlethwait et al.,, 2000). D’autre part, I'organisation
cérébrale de ce poisson est comparable a celle de 'homme (Wullimann et al., 2004) et il
posséde des systémes de neurotransmission tels que les systémes dopaminergiques et
cholinergiques (Rico et al., 2011). De plus, ils sont pourvus d’'une BHE qui est partiellement
formée a 3j.p.f. et dont les caractéristiques structurelles et fonctionnelles sont comparables a
celles des mammiféeres (Fleming et al., 2013). Enfin, la facilité d’obtention des larves, ainsi que
leur petite taille, permettent des études rapides et a haut débit (Best et al., 2008). Afin de
caractériser in vivo I'effet neuroprotecteur de nos pepducines sur un modéle parkinsonien, nous
avons traité des larves de poissons-zébres agées de 1 jour avec du MPTP, et ce, durant 5 jours
consécutifs. Cet agent neurotoxique est largement utilisé pour reproduire la maladie de
Parkinson in vivo (Langston, 2017, Maiti et al., 2017). En particulier, cette molécule cause des
dommages cérébraux chez plusieurs espéces, dont le poisson-zébre (Anichtchik et al., 2004,
Lam et al., 2005, Sallinen et al., 2009). L’évaluation des niveaux d’expression des neurones DA
démontre que PAC1-Pep2 posséde un effet neuroprotecteur bien moindre que PAC1-Pep1 et
PAC1-Pep3. Cet animal exprime deux isoformes du récepteur PAC1 et ce dernier présente
63 % d’homologie de séquence avec le PAC1 humain (Fradinger et al., 2005). Notons
cependant que la premiére et la deuxiéme boucle intracellulaire sont extrémement bien
conservées entre ces deux espéces, ce qui améne une interrogation concernant l'efficacité
moindre de PAC1-Pep2 in vivo. En particulier, in vitro nous avons utilisé des neuroblastomes
humains qui expriment de multiples isoformes du récepteur PAC1 alors que chez le poisson-
zébre deux transcrits du récepteur ont été caractérisés (Alexandre et al., 2011). L’homologie de
séquence ainsi que les disparités entre les isoformes humaines et du poisson-zébre de PAC1
pourraient entrainer des différences d’interactions entre les pepducines et les récepteurs,

engendrant un biais interespéce.

Bien que le PACAP ait démontré de nombreux effets neuroprotecteurs in vivo dans

plusieurs modéles animaux parkinsoniens (Maasz et al., 2017, Reglodi et al., 2004b, D. Vaudry
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et al., 2009a, Wang et al., 2008), il n’avait jamais été utilisé dans un modele parkinsonien du
poisson-zebre. Ainsi, les données confirment que ce modéle est utile comme premiére approche
de validation de [l'effet neuroprotecteur pour les dérivés étudiés. Cependant, d’autres
informations telles que les niveaux d’expression des protéines mutées lors de la MP, ou encore
sur le niveau d’'inflammation, devront étre colligées afin d’apporter plus d’éléments de réponse
sur les mécanismes de neuroprotection des pepducines et du PACAP chez cette espéce.
D’autre part, il faut garder a l'esprit que nos travaux visent a développer un composé
neuroprotecteur se liant au récepteur PAC1, et que celui-ci devra étre dépourvu deffets
secondaires pouvant étre délétéres pour un patient. Pour le PACAP, de nombreux effets
biologiques ont été démontrés chez 'lhomme, le porc, le chien, le cobaye, le rat ou la souris
(Chang et al., 2005, Darsalia et al., 2013, Hirose et al., 1997, Ishizuka et al., 1992, Lamine et al.,
2016, Seebeck et al., 1996). De plus, les profils d’expression des récepteurs du PACAP, en
particulier des récepteurs VPAC1 et VPAC2, dans les différents tissus du poisson n’ont pas
encore été totalement élucidés. Néanmoins, certains indices suggerent une participation du
systeme VIP/PACAP dans les échanges fonctionnels entre les systémes nerveux, endocrinien
et immunitaire chez les poissons (Gorgoglione et al., 2015). Donc, pour le moment, I'utilisation
du poisson-zébre doit demeurer limitée a la validation de composés neuroprotecteurs. Il sera
alors nécessaire d’évaluer les futurs composés sur un modeéle animal permettant de mesurer
des activités biologiques multiples, et tout particulierement, au niveau cardiovasculaire, comme
réalisé précédemment lors de la caractérisation de I'analogue Ac-[Phe(pl)®, Nle''JPACAP27. Le
modéle murin alors utilisé a montré que ce dérivé neuroprotecteur n’avait pas deffets
significatifs sur le rythme cardiaque et qu’en comparaison avec le ligand endogéne PACAP38,

son action vasodilatatrice était moins intense et de plus courte durée (Lamine et al., 2016).

2.2.2.2. Distribution

Le traitement des maladies neurodégénératives nécessite le développement de
composés ayant la capacité de traverser la BHE. Le neuropeptide de notre étude, le PACAP,
présente donc un intérét évident puisqu’il traverse non seulement les membranes plasmiques,
mais également les barriéres physiologiques telles que la barriére testiculaire et la BHE (Banks,
2016). Cette derniére prévient I'entrée des molécules dans le SNC et conserve 'homéostasie
pour protéger le cerveau des neurotoxines pouvant 'endommager (Pandey et al., 2016). Plus
particulierement, il a été démontré que le PACAP27 traverse la BHE de maniére passive, tandis

que le PACAP38 franchit celle-ci au moyen du transporteur PTS-6 (Banks et al., 1993). De plus,

173



linflux du PACAP38 de la circulation sanguine vers le cerveau est trés élevé et est méme
supérieur a ce qui est observé pour des molécules thérapeutiques comme la morphine (Banks,
2016). Le ligand endogéne de PAC1 posséde donc la propriété de se rendre facilement au

cerveau apres une administration périphérique.

Par contre, en ce qui concerne les pepducines produites a partir des séquences des
ICLs de PAC1, nous n‘avons a date aucune information suggérant qu’elles possédent cette
propriété. Des études de biodistribution réalisées avec des pepducines radiomarquées dérivées
de CXCR4 ou PAR4 ont montré qu'une petite quantité de peptide peut se retrouver dans le
cerveau, mais la distribution dépend bien sir d’'une part du mode d’injection et d’autre part, de la
nature de la pepducine utilisée (Carlson et al., 2012, Tressel et al., 2011). De facon
intéressante, les pepducines semblent avoir un accés favorisé aux tissus vascularisés, bien que
cette observation reste a étre clairement démontrée puisque peu d’entre elles ont été a ce jour
évaluées in vivo (Tressel et al., 2011). Cependant, a ce chapitre, des études portant sur la
distribution de la pepducine ATI-2341, dérivée du récepteur CXCR4 et radiomarquée au
carbone 14, ont été réalisées au moyen de l'autoradiographie quantitative sur animal entier.
Ainsi, chez la souris, cette pepducine a été principalement retrouvée dans le foie, les reins et le
systeme endocrinien, de méme que dans les tissus adipeux, lymphatiques, pulmonaires et
sécrétoires. Une faible quantité a également été observée dans les systémes nerveux central,
cutané, reproducteur, musculaire, oculaire et reproductif (Carlson et al., 2012). De fagon
similaire, aprés injection intraveineuse de la pepducine P4pal-10, un Ago-PAM du
récepteur PAR4, celle-ci a été principalement localisée dans le foie, les reins, les poumons et la
rate, avec une part plus faible dans les autres tissus. Lorsque cette pepducine a été injectée par
voie sous-cutanée, elle est alors apparue dans les reins, le foie, la rate, le sang, le cceur et les
poumons, mais pas dans le cerveau, démontrant un lien avec la voie d’administration (Tressel et
al., 2011).

Les pepducines sont produites par I'attachement d’'une chaine lipidique ou d’'un noyau
stéroidien a la fonction N-terminale du peptide. Ces structures hydrophobes permettent d’abord
'ancrage de la molécule dans les membranes plasmiques, puis son entrée dans les cellules
(Tsuji et al., 2013). En effet, il a été montré que les pepducines peuvent se retrouver de part et
d’autre du feuillet lipidique (Tsuji et al., 2013). Il a aussi été démontré qu’une palmitoylation, par
exemple, est suffisante pour assurer le passage des pepducines a travers les membranes
lipidiques (Tressel et al., 2011). Il est établi que la BHE du poisson-zébre est déja partiellement

formée a 3 j.p.f. et que I'exclusion des molécules est taille-dépendante. Notamment, a ce stade
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développemental, la sulfo-NHS-biotine dont le poids moléculaire est de 562 Da est capable de
traverser aisément la BHE, tandis que des molécules dont la masse est supérieure a 4 kDa en
sont incapables (Fleming et al., 2013). Nous n’avons pas mesuré précisément la capacité de
nos pepducines a franchir la BHE. Néanmoins, malgré la BHE déja active chez le modéle animal
utilisé, celles-ci sont capables de protéger efficacement les neurones DA de la toxicité du MPTP,

etce, jusqu'a5ij.p.f.

En résumé, bien que nos pepducines aient démontré une activité neuroprotectrice chez
les larves de poisson-zébre, suggérant ainsi qu’elles sont capables de traverser la BHE, leur
capacité a traverser cette barriére devra étre évaluée chez d’autres modéles animaux ou a 'aide

d’un modeéle cellulaire mimant la BHE.
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Conclusions et Dorspectives



CHAPITRE 5 : CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Dans les pays développés, I'espérance de vie dépasse actuellement 'dge de 80 ans et
en conséquence, le nombre de maladies neurodégénératives diagnostiquées augmente
considérablement, notamment depuis les années 90. Parmi les maladies neurodégénératives
bien connues, on identifie la maladie de Parkinson pour laquelle, a ce jour, aucun traitement
curatif n’est disponible. En effet, les médicaments proposés actuellement visent essentiellement
a réduire les symptébmes afin d’améliorer la qualité de vie des patients. Comme la MP est
produite par une dégénérescence accrue des neurones dopaminergiques, une approche
thérapeutique a favoriser serait de prévenir ou d’arréter cette dégénérescence neuronale afin de
restaurer les niveaux de dopamine dans le cerveau. Dans ce contexte, le récepteur PAC1 du
systeme peptidergique lié au neuropeptide PACAP apparait comme une cible thérapeutique
attrayante. En effet, son activation donne lieu a des effets antiapoptotiques, en particulier dans
des conditions pathologiques dégénératives, incluant la MP (Lamine et al., 2016, Maasz et al.,
2017, Destiny-Love Manecka et al., 2016). Ainsi, dans le cadre de ce projet, nous avons identifié
quelques éléments pharmacologiques clés pouvant faciliter la conception de composés sélectifs
pour le récepteur PAC1 qui est a l'origine de l'effet neuroprotecteur. Nous évoquons ici les

pistes qui nous apparaissent comme les plus prometteuses.

Dans un premier temps, nous avons constaté que la conception d’analogues du PACAP
sur la base de la séquence de I'isoforme de 27 acides aminés est une meilleure stratégie pour le
développement de composés neuroprotecteurs se liant au récepteur PAC1. En effet, selon
'ensemble actuel des observations réalisées dans notre laboratoire, nous sommes venus a la
conclusion que des analogues dérivés du PACAP27 sont a privilégier puisque ceux-ci sont
généralement plus sélectifs et métaboliquement plus stables. De plus, contrairement aux
molécules dérivées du PACAP38, ils traversent la BHE de maniére passive, ce qui assure des
concentrations efficaces dans le SNC, et ils induisent moins de recrutement des B-arrestines qui
pourrait étre responsable de la désensibilisation du récepteur. Premiérement, bien que les
peptides dérivés du PACAP27 montrent des effets neuroprotecteurs moindres que ceux issus
du PACAP38, il apparait que I'utilisation du PACAP27 comme modéle moléculaire favoriserait la
sélectivité envers le récepteur PAC1. Ainsi, cela permettrait de s’affranchir plus facilement
d’actions sur le récepteur VPAC2. Comme nous l'avons constaté, la plupart des analogues

dérivés de lisoforme de 27 acides aminés ont moins d’affinité pour ce sous-type. Notamment,
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notre équipe a montré que cette avenue peut étre avantageuse suite a la conception d’un
analogue PAC1/VPAC1 sélectif. Bien qulimparfait puisqu’il n’est pas dépourvu d’activité
hypotensive, son action vasculaire est tout de méme moindre que celle du PACAP38 et il est
capable de produire un effet neuroprotecteur équivalent a celui du ligand endogéne dans un
modeéle murin parkinsonien (Lamine et al., 2016). Deuxiemement, I'utilisation du PACAP38 est
limitée en raison de sa faible biodisponibilité, comparativement au PACAP27, puisqu'il est plus
sensible a la dégradation enzymatique (Gourlet et al., 1997, Green et al., 2006). Aussi, le
PACAP27 traverse la BHE de maniére passive tandis que le PACAP38 franchit cette derniére a
'aide d’un transporteur (Banks et al., 1993). Notons que durant la MP, l'intégrité de la BHE est
altérée, ce qui peut entrainer une diminution du nombre de transporteurs disponible pour le
PACAP38 (Gray et al., 2015). Pour finir, bien que nous ayons constaté dans un modeéle
cellulaire que l'effet neuroprotecteur du PACAP38 est légérement plus puissant que celui du
PACAP27, sa prédisposition a activer les p-arrestines, et donc a induire une rapide
désensibilisation du systéme, empécherait vraisemblablement son utilisation thérapeutique de
facon chronique. En effet, il est confirmé que les RCPGs de la classe B sont facilement
internalisés et dégradés suite au recrutement des B-arrestines (Ranjan et al., 2017). Considérant
que les maladies neurodégénératives telles que la MP nécessitent des traitements prolongés, il
est trés probable que lactivation soutenue des [-arrestines entrainerait une perte rapide

d’efficacité des traitements (Rajagopal et al., 2018).

Ainsi, pour ces nombreuses raisons, le PACAP27 nous apparait comme I'archétype
moléculaire a utiliser pour développer des agonistes biaisés efficaces pour traiter de
nombreuses pathologies neurodégénératives dont, bien sar, la MP. En particulier, les travaux de
notre laboratoire nous guident déja sur la nature de modifications a introduire dans la séquence
du PACAP27 afin de produire ce type de ligand. Tout d’abord, il faut considérer 'augmentation
de I'hydrophobicité en position 6, une altération qui n’affecte pas l'effet neuroprotecteur du
PACAP27, mais qui réduit le potentiel d’activation des récepteurs VPAC1 et VPAC2 (Bourgault
et al., 2009b, Doan et al., 2011). Aussi, le focus est a appliquer sur la position 22, car nous
avons mis en évidence que la commutation de cette tyrosine par une L-alanine promeut la
sélectivité pour le récepteur PAC1. Egalement, nous proposons le remplacement de la sérine-2
par une L-alanine puisque cette substitution diminue significativement l'affinité de liaison du
PACAP27 pour le récepteur VPAC2, tout en n’affectant pas [I'effet neuroprotecteur.
Similairement, nous suggérons la méme modification a la position 7, car les analogues porteurs
de cette transformation montrent une capacité de liaison réduite aux récepteurs VPACs. Pour

finir, I'addition d’un groupement acétyle sur I'amine N-terminale, un ajout n’ayant aucune
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incidence sur I'activité biologique, est une modification essentielle afin d’augmenter la stabilité
plasmatique des composés (Bourgault et al., 2008a). Ainsi, des études de structure-activité au
moyen d’analogues du PACAP27 comportant des modifications chimiques et structurelles aux
sites décrits ci-haut conduiront a une connaissance accrue de I'ensemble de ces
pharmacophores et faciliteront la mise au point d’'une molécule dont les caractéristiques

pourraient en faire un solide candidat pour d’éventuelles études cliniques.

Dans un second temps, nous avons mis en évidence le potentiel neuroprotecteur de
peptides dérivés des boucles intracellulaires du récepteur PAC1 dans un modéle expérimental
de la MP. En effet, comparativement au PACAP, ces molécules se sont révélées étre tout aussi
efficaces pour contrer la toxicité du MPP* dans les cellules SH-SY5Y, et du MPTP chez le
poisson-zébre. L’'usage de ces peptides, agissant comme des modulateurs allostériques,
apparait comme une stratégie additionnelle et trés prometteuse pour la conception de composés
ciblant le récepteur PAC1. En effet, méme si le PACAP27 semble étre un bon prototype pour le
développement de composés sélectifs pour PAC1, les pepducines ont démontré une grande

sélectivité envers ce récepteur.

Dans ce contexte, des études de relations structure-activité portant sur les pepducines
sont requises afin d’améliorer leurs propriétés pharmacologiques. Notamment, ces composés
devront présenter une excellente spécificité envers le récepteur PAC1, un effet neuroprotecteur
marqué, comparable ou méme plus puissant que le PACAP endogéne, une grande stabilité
plasmatique, et la capacité de traverser la BHE. Dans un premier temps, des études classiques
de RSA, telles que des délétions successives en C- et en N-terminal, permettront d’identifier les
séquences minimales nécessaires a l'activation du récepteur PAC1. En effet, ces peptides
représentent un avantage considérable, entre autres parce qu’ils sont relativement faciles a
synthétiser et qu’ils peuvent généralement étre produits a faibles colts. Aussi, des librairies
d’analogues des pepducines pourront étre constituées au moyen des méthodologies Ala-scan et
D-scan et les propriétés pharmacologiques de ces composés pourront servir a identifier les
déterminants responsables de l'activation du récepteur PAC1 et du recrutement des seconds
messagers. Ces peptides devront ainsi étre caractérisés afin d’établir leur capacité a activer
diverses voies de signalisation associées aux récepteurs du PACAP, incluant les protéines G, et
les effecteurs qui leurs sont associés, de méme que les B-arrestines. Afin de mesurer la
sélectivité des pepducines envers le récepteur PAC1 versus les récepteurs VPACs, quelques
techniques sont a notre disposition. Par exemple, des tests de liaison avec des cellules

transitoirement transfectées avec les différents récepteurs pourraient étre effectués. Pour cela,
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des clones des récepteurs PAC1, VPAC1 et VPAC2 pourraient étre générés par la méthode
FIAsH (fluorescent arsenical haipin binders). Cette technique consiste a introduire dans le
récepteur un dérivé de fluorescéine arséniée, ou encore le monobromobimane, comme
fluorophore agissant comme accepteur de BRET ou de FRET permettant ainsi d’étudier les
variations distinctives dans les changements conformationnels des récepteurs PAC1, VPAC1 et
VPAC2, induits par les pepducines. Ainsi, nous aurions des indices sur la sélectivité des
nouvelles pepducines et sur les particularités des mouvements spécifiques d’activation observés
dans les récepteurs (Bourque et al., 2017). De plus, l'effet neuroprotecteur des pepducines
pourrait étre mesuré dans des cellules SH-SY5Y, suite a un traitement avec de I’ARN interférent
visant a rendre silencieux les génes pour les récepteurs PAC1 ou VPAC2, ou encore les B-
arrestines. Ainsi, nous établirions si I'effet neuroprotecteur est uniquement associé au
récepteur PAC1, en plus de vérifier l'influence des B-arrestines dans I'effet neuroprotecteur du
PACAP et des pepducines.

La mise au point d’'un composé biaisé en faveur des protéines G serait une avenue
attrayante pour le traitement de maladies neurodégénératives telles que la MP. En effet, il est
souhaité de pallier a la désensibilisation du récepteur PAC1 en créant des ligands incapables
d’activer la voie des B-arrestines. L’action de la morphine sur ses récepteurs est un excellent
exemple du phénoméne de désensibilisation. En effet, en activant les p-arrestines, cet opiacé
provoque la désensibilisation des récepteurs, ce qui entraine une diminution de la réponse du
systéme (Bohn et al., 2000). A moyen ou long terme, ceci signifie un besoin d’accroitre les
doses administrées afin d’obtenir les effets antalgiques voulus (Rajagopal et al., 2018). Comme
mis en évidence, il est possible de développer des pepducines biaisées envers les protéines G.
Par exemple, la pepducine ATI-2431 dérivée de CXCR4, un RCPG de la chimiokine CXCL12,
est capable d’activer sélectivement Gou, sans causer I'activation de Goz13 et des p-arrestines
(Quoyer et al., 2013). Sachant que les B-arrestines sont recrutées suite a la phosphorylation du
récepteur par les GRKs au niveau de résidus sérine/thréonine (Reiter et al., 2012), nous
pourrions cibler ces sites dans les pepducines du récepteur PAC1 dans le but d’identifier des
pepducines biaisées en faveur des protéines G. Ces travaux amélioreront notre compréhension
du role des B-arrestines dans la signalisation du récepteur PAC1. lls devraient permettre aussi
d’obtenir des indices quant a l'identité des sites de phosphorylation de PAC1 par les GRKs, car
ceux-ci ne sont toujours pas connus. Plus particulierement, 'examen de la maniére dont les
pepducines induisent une signalisation biaisée est un domaine innovateur, qui est certainement

trés propice pour la découverte de nouvelles approches thérapeutiques.
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Le cerveau peut étre atteint par un grand nombre d’affections telles que les encéphalites,
les troubles neurologiques, les accidents vasculaires cérébraux, les maladies
neurodégénératives, les scléroses, et les tumeurs. Tout médicament congu pour soigner ces
diverses pathologies doit impérativement étre capable de traverser la BHE. C’est pourquoi la
plupart des approches thérapeutiques avortent en raison de la faible perméabilité de cette
barriére physiologique pour des composés pourtant trés prometteurs. En effet, plus de 90 % des
petites molécules thérapeutiques échouent a la traverser efficacement (Hersh et al., 2016).
Ainsi, la capacité des pepducines dérivées du récepteur PAC1 a traverser la BHE doit étre
clairement démontrée, car ces peptides viseront a réduire la dégénérescence dopaminergique
au niveau de la substance noire du cerveau. Notamment, les composés candidats pourront étre
évalués sur des modeéles cellulaires de BHE en 3-dimensions, générés par la coculture de
cellules endothéliales de cerveau, de péricytes et d’astrocytes humains (Campisi et al., 2018).
Plusieurs modeéles commerciaux sont aussi actuellement disponibles auprés de compagnies
telles que Alphabioregen ou Neuromics. A plus long terme, les composés pourront étre évalués
sur un modele parkinsonien animal de souris C57BL/6 ou la séquence du récepteur PAC1 est
strictement conservée (Blechman et al., 2013). Les pepducines pourront étre injectées par voie
i.v. afin d’évaluer leur capacité traverser la BHE et a produire une activité neuroprotectrice. De
plus, des études par autoradiographie sur animal entier pourraient étre réalisées sur les

composés candidats afin d’évaluer leur distribution tissulaire.

Finalement, la stabilité des pepducines devra également étre évaluée afin d’établir leurs
propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques. A ce jour, ces paramétres ont été
évalués pour quelques-unes d’entre elles, par marquage fluorescent et radioactif (Tressel et al.,
2011). Par exemple, chez la souris injectée avec la pepducine P4pal-10 marquée a I'Alexa-
Fluor, des niveaux élevés de pepducine au niveau plaquettaire et plasmatique sont encore
retrouvés apres 5 h (Tressel et al., 2011). Des études pharmacodynamiques chez la souris ont
également démontré que cette pepducine était toujours efficace 24 h aprés son injection
(Tressel et al., 2011). Chez '’humain, la pepducine PZ-128 a une demi-vie estimée entre 1,3 et
1,8 h (Gurbel et al., 2016). Egalement, la pepducine ATI-2341 du récepteur CXCR4, posséde
une stabilité plasmatique d’environ 5 h (Carlson et al., 2012). Ainsi, ce type d’étude devra étre
conduit pour nos composés afin d’identifier une pepducine capable d’induire des effets sur de
longs termes en évaluant par exemple leur stabilité plasmatique ou encore leur stabilité dans
des homogénats de foie. En effet, idéalement, un composé devrait étre suffisamment stable
pour induire une action prolongée dans le temps, mais étre également éliminé efficacement afin

d’éviter 'apparition de possibles effets secondaires.

181



En résumé, I'élucidation précise du mode d’activation de PAC1 par des pepducines
pourra conduire a la découverte d’'un nouveau type de ligands pour ce récepteur. Les études
supplémentaires proposées pourront contribuer a améliorer la compréhension des mécanismes
d’activation du récepteur PAC1, et favoriser la découverte de composés ayant un solide
potentiel thérapeutique. Toutefois, pour atteindre I'objectif ultime qui consiste en la conception
d’'un ligand neuroprotecteur utile pour ftraiter les maladies caractérisées par une
dégénérescence neuronale, diverses phases d’évaluation devront encore se succéder avant

lidentification d’'une molécule répondant aux exigences de [lindustrie pharmaceutique.
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Abstract: The pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP)-selective PAC1
receptor (PAC1R, ADCYAP1R1) is a member of the vasoactive intestinal peptide
(VIP)/secretin/glucagon family of G protein-coupled receptors (GPCRs). PACLR has been shown
to play crucial roles in the central and peripheral nervous systems. The activation of PAC1R
initiates diverse downstream signal transduction pathways, including adenylyl cyclase,
phospholipase C, MEK/ERK and Akt pathways that regulate a number of physiological systems
to maintain functional homeostasis. Accordingly, at times of tissue injury or insult,
PACAP/PACIR activation of these pathways can be trophic to blunt or delay apoptotic events and
enhance cell survival. Enhancing PACI1R signaling under these conditions has the potential to
mitigate cellular damages associated with cerebrovascular trauma (including stroke),
neurodegeneration (such as Parkinson’s and Alzheimer's disease) or peripheral organ insults.
Conversely, maladaptive PACAP/PACIR signaling has been implicated in a number of disorders,
including stress-related psychopathologies (i.e., depression, posttraumatic stress disorder, and
related abnormalities), chronic pain and migraine, and metabolic diseases; abrogating PAC1R
signaling under these pathological conditions represent opportunities for therapeutic intervention.
Given the diverse PAC1R-mediated biological activities, the receptor has emerged as a relevant
pharmaceutical target. In this review, we first describe the current knowledge regarding the
molecular structure, dynamics, and function of PAC1R. Then, we discuss the roles of PACAP and
PACIR in the activation of a variety of signaling cascades related to the physiology and diseases
of the nervous system. Lastly, we examine current drug design and development of peptides and
small molecules targeting PAC1R based on a number of structure-activity relationship studies and
key pharmacophore elements. At present, the rational design of PAC1R-selective peptide or small-
molecule therapeutics is largely hindered by the lack of structural information regarding PAC1R
activation mechanisms, the PACAP-PACIR interface, and the core segments involved in receptor
activation. Understanding the molecular basis governing the PACAP interactions with its different
cognate receptors will undoubtedly provide a basis for the development and/or refinement of
receptor-selective therapeutics.

Keywords: Class B GPCR, behavioral disorders, neurodegenerative diseases, molecular
modeling, and structure-based drug discovery



1. INTRODUCTION

G protein-coupled receptors (GPCRS) represent the largest and one of the most important
receptor families for drug discovery. The approximate 800 heptahelical receptor members can be
divided into five major classes based on sequence and structural similarities: rhodopsin (class A),
secretin (class B), glutamate (class C), adhesion, and frizzled/taste. Although consisting of only
15 known members, the class B GPCRs are activated by a number of critical regulatory peptides,
such as corticotropin releasing hormone (CRH), calcitonin gene-related peptide (CGRP),
parathyroid hormone (PTH), glucagon, vasoactive intestinal peptide (VIP) and pituitary adenylate
cyclase-activating polypeptide (PACAP, ADCYAPL). These peptides are important with respect to
neural development, calcium homeostasis, glucose metabolism, circadian rhythm,
thermoregulation, inflammation, feeding behavior, pain modulation, as well as stress and related
endocrine responses [1-3]. Accordingly, their corresponding receptors are potential
pharmacological targets for a variety of disorders including osteoporosis, hypercalcemia, type 2
diabetes, obesity, migraine and related chronic pain disorders, as well as stress-associated
psychopathologies, including depression, posttraumatic stress disorder (PTSD) and related
anxiety-related abnormalities [8-10].
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Fig. (1) A schematic diagram of PAC1R signaling cascades. Activation of the PAC1R is dually coupled to
Gs to stimulate adenylyl cyclase (AC) and Gq to stimulate phospholipase C (PLC) activity. The increase in
cellular cAMP can stimulate protein kinase A (PKA)/EPAC pathways that can intersect and enhance
MEK/ERK signaling. PAC1R activation and recruitment of B-arrestin also result in receptor internalization
and formation of endosomal signaling platforms for long-term MEK/ERK signaling.



In this review, we focus on one specific class B GPCR, the PACAP receptor (PACLR,
ADCYAP1R1, Fig. 1), which is highly expressed in the central and peripheral nervous systems.
PACIR is activated by the alternatively posttranslationally processed PACAP neuropeptides
(PACAP27 or PACAP38). PACIR is dually coupled to Gs or Gq to stimulate adenylyl cyclase
(AC)/cAMP or phospholipase C (PLC)/DAG/IP3 pathways, respectively, and can engage other
signaling programs in endosomal compartments following receptor internalization. We first
review the current knowledge regarding the molecular structure, motion, and function of PAC1R
and its peptide-binding modes. Then, we discuss the roles of PACAP/PACIR in homeostatic and
maladaptive signaling. Lastly, we examine current approaches to the design and development of
peptide and small-molecule antagonists of PACLR based on structure-activity relationship (SAR)
studies and key pharmacophore elements, which could have broad impacts on many physiological
systems.

2. PACIR STRUCTURE, FUNCTION, AND DYNAMICS
2.1. Structures of Class B GPCRs and PAC1R

The common basic structure of GPCRs consists of a heptahelical-transmembrane domain
(7TM) tethered by three intracellular and three extracellular loops (Fig. 2). Singularly, class B
GPCRs have an N-terminal extracellular domain (ECD) composed of 120 to 160 residues which
appear critical for the recognition of the C-terminal regions of peptide ligands [4]. Atomic
structures of eleven of the fifteen ECDs have been determined by X-ray crystallography or nuclear
magnetic resonance (NMR), either with or without their peptide ligands in complex. Notably, these
structures reveal similar arrangement of a three-layered a-p-p/a fold [5] as well as a conserved
peptide binding interface [6] (Figs. 2). The 7TM structures for three class B receptors, the glucagon
receptor (GCGR) [7-8], the glucagon-like peptide 1 receptor (GLP-1R) [9], and the corticotrophin-
releasing factor receptor 1 (CRF1R) [10] have been determined. These structures provide
templates to model peptide and allosteric modulator interactions within the 7TM and have enabled
initial, structure-based interpretations of SARs. The recently published full-length crystal
structures of peptide bound GLP-1R [11] and antibody or peptide bound GCGR [12-13] reveal
how the peptides can bind to the orthosteric pockets within the 7TM to trigger downstream
signaling cascades. Further, the cryo-electron microscopy (cryo-EM) structures of GLP-1R [14-
15] and calcitonin receptor (CTR) [16] and CGRP receptor [17] bound to their downstream Gs
trimeric complex reveal how the class B GPCR 7TMs undergo conformational changes at their
intracellular regions (from TMD5 to helix 8) to allow G protein binding and signaling. The binding
poses of Gas with TM5-TM6 of class A and class B GPCRs are similar, but the class B GPCRs
have helix 8 in the cytoplasmic tail segment, tilted (~25°) to enable additional interactions with the
GpP subunit. Overall, these structures have extended understandings of ligand-receptor interactions
and orthosteric versus allosteric modulation mechanisms of class B GPCRs and have provided the
underlying basis for structure-based drug discovery, targeting the VVIP/secretin/glucagon family of
GPCRs.

There are several variants of the PACLR (Fig. 2) based on the alternative splicing of two 84-
base pair exons that encode Hip and Hop 28-aa cassettes within the third intracellular loop (ICL3)
[18-19]. Hence, the PAC1R may be Null (neither Hip nor Hop inserts), Hip, Hop (Hopl, or
additional short Hop variant Hop2), or HipHop (an aggregate of the two cassettes). The PAC1Null



and PAC1Hop receptor variants are preferentially expressed in the central and peripheral nervous
systems. In addition to the ICL3 Hip/Hop inserts, the deletion of a 21-amino acid (21-aa) loop
segment within the B3 and B4 strands of the ECD has also been described [20], although this ECD
deletion has not been observed in most tissues. The functional roles of these receptor variants are
unclear, but have been proposed to increase receptor selectivity for different neuropeptides and/or
G proteins.
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Fig. (2) (A) The PACIR sequence and topography with potential splice variants. PAC1R can have Hip
and/or Hop 28-aa cassette inserts into the ICL3 region. Accordingly, the PAC1R can be Null (neither Hip
nor Hop), Hip, Hop or HipHop variants, as described in the text. Unlike most class B receptors, PAC1R
also has a 21-aa loop segment in the ECD. (B) A representative conformation of PAC1R in the ECD-closed
state [21]. (C) A representative conformation of PACLR in the ECD-open state [21]. Helix 8 (H8) is located
within the intracellular C-terminal tail region.

2.2. Structure-Dynamics-Function Relationship of PAC1R

Molecular dynamics (MD) studies of class A GPCRs have revealed valuable information
about the transition between receptor active and inactive states as well as intervening
conformations [22-29]. In recent years, an understanding of the structural basis and dynamic
details of class B receptors has been greatly advanced. Unlike class A receptors, class B GPCRs
seem to operate through large conformational shifts of the ECD and the 7TM, which are connected
by a flexible linker [9, 12-13]. This shapeshifter feature [30] of PAC1R has been assessed by a
recent MD simulation study on the microsecond timescale [21]. During the first few hundred



nanoseconds, sweeping dynamics of the PAC1R ECD are observed. These ECD motions diminish
once interactions with the 7TM developed, which generate several populated conformational
communities distinct in the ECD position relative to the 7TM. The two major states of PAC1R, as
identified according to the ECD-7TM relative position, are the ECD-open and ECD-closed states
(Fig. 2). Using the Markov state model [31], the transition pathways from one microstate (small
conformational community) to another have been mapped along a series of intermediate
conformations; accordingly, the transitions between the ECD-open and closed states are estimated
on a timescale of hundreds of microseconds to milliseconds [21].

More specifically, large-scale conformational changes generate diverse microstates between
the ECD and the 7TM, and reveal diverse rearrangements and displacements within the 7TM
helices (Fig. 3). Along the extracellular face of the TMs, major displacements are observed at the
stalk/linker region affecting TM1, TM6 and TM7. While the movement of TM1 is closely
impacted by the ECD motion, the movements of TM6 and TM7 correlate with the dynamics of
extracellular loop 3 (ECL3). The interactions between the ECL3 and the ECD are altered during
ECD motion from open to closed conformations, which causes the movement of TM6 and TM7.
At the intracellular face of the receptor, the TM5-ICL3-TM6 region undergoes a large
displacement [30], similar to class A receptor dynamics. Furthermore, in transition between
different states, TM6 displays larger displacements than other TM helices. The unique flexibility
of TM6 and its association with ICL3 likely plays a key role in the function of PAC1R.
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Fig. (3) (A) The top and side views of four PAC1R models to illustrate the helical rearrangements during
the open-to-closed transition. (B) Key hydrogen-bonds and salt bridges within the 7TM domain. Key
residues are labelled with the Wootten numbering scheme [32]. (C) Helical rearrangements involving TM2,
TM3, TM6, and TM7 with the hydrophobic region of L1922%3, |.244347 [ .35854° and V396”3 (spheres) in
four PAC1R models. Reprinted with permission from Liao et al. (21).

As a result of rearrangements in the TM helices, a reshuffling of interaction networks is
observed for residues within TM2, TM3, TM6, and TM7 (Fig. 3). For instance, the transitions



between PACIR states involve the reshuffling of hydrogen bonds and salt bridges around the
orthosteric site (N240343-R199%60-Q392749-Y241344 Wootten numbering [32]) and near the
intracellular face of the receptor (altered interactions between E344'C-3-R185!CL and R185'CH1-
E2473%0-Y4007%7). In addition, there is a change in the hydrophobic packing of L192253, 244347,
135845, and VV39673[21]. In aggregate, the ECD dynamics, rearrangements within the 7TM, and
reshuffling of interaction networks describes a sequence by which changes in communication
among the domains can contribute to PAC1R function. Hence, the three-dimensional (3D)
structures obtained from these simulations not only further our understandings of the mechanism
governing PACLR activation, but also allow insights for structure-based drug design targeting this
receptor class.

2.3 Peptide-Binding Sites of Class B GPCRs and PAC1R

As described earlier, unlike the class A GPCRs most of which have a relatively small
extracellular N-terminus domain, the class B receptors have evolved large ECDs to capture peptide
ligands for presentation to the orthosteric receptor activation site in the 7TM. Among the 15 crystal
and NMR structures of the ECDs, 11 class B GPCR ECD structures have solved in complex with
their peptide ligands [33-37], including those with full-length crystal and cryo-EM structures [13-
14]. In a majority of these structures, the C-terminus of the peptide ligand binds to a hydrophobic
patch principally formed by the ECD a-B-p/a. fold (al-B1-p2-a2), while the N-terminus of the
peptide ligand points in the same direction as the N-terminus al of the ECD (Fig. 4A). Based on
the conserved three-layered a-p-p/a fold [5], and the orientation of the bound peptide, a “two-site”
activation model of class B receptors is supported. In this model, the a-helical C-terminal region
of the peptide binds to the ECD domain of the class B GPCR, which allows presentation of the
peptide N-terminus to the orthosteric site within the 7TM domain eliciting receptor activation [11-
13, 38] (Fig. 4B).

However, NMR studies [37] indicate that the truncated PACAP(6-38) PAC1R antagonist
binds PACIR at a distinct site and in the opposite orientation [33] as illustrated in Fig. 4C. This
binding orientation was also suggested in the ligand-free PAC1R ECD crystal structure and
mutation study [39]. Although clarifications may be needed, the distinct binding geometry of
PACAP(6-38) to PAC1R ECD by NMR [37] raises obvious issues on how the N-terminus of the
endogenous peptide can interact with the 7TM orthosteric site. Despite the apparent difference in
ECD peptide orientation, the two-site activation model, which operates through a series of ECD
motion transitions [21], still appears applicable for PACIR activation. The large domain motion
of the ECD leads to several distinct conformational states of PAC1R [21], which may provide
structural details relevant to peptide binding and signaling. Compared to the ECD-closed
conformations, the ECD-open conformations render the PACAP binding site [37] more exposed
to the extracellular environment, and therefore more accessible for PACAP binding. Through the
open-to-closed conformational transition process of PAC1R, the N-terminus of PACAP is likely
inserted into the orthosteric ligand-binding site (Fig. 4D).

Another structural element that may regulate ligand binding is the loop between the p3-p4
strands (referred to as the 21-aa loop), which has been found to contribute to the hydrophaobic
interactions between the ligand and ECD in all available peptide-bound structures [13, 34-37].
Even though PACAP adopts a different binding geometry in the NMR models [37], dominant



hydrophobic interactions have been identified at the ligand-ECD interfaces. The prevalent PAC1R
isoforms, containing the 21-aa ECD segment, exhibits a long loop between the 33-p4 strands (Fig.
2), which is rare in other class B receptors. The 21-aa loop can interact with ECL3 to facilitate the
ECD-open conformation (Fig. 4); also, in simulations of ligand-free PACLR, the 21-aa insert was
found to transform between a random coil and a partially helical conformation at its C-terminal
region, which may lead to different ligand-binding sites for PACAP [21]. Altogether, the ECD
motion suggests that the receptor may adopt multiple ECD conformations to increase the
probability of capturing a peptide ligand by displaying a variety of potential binding sites, and then
deliver the bound ligand to the orthosteric pocket through a series of ECD motions.
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Fig. (4) (A) Overlapped ECD structures of five class B GPCRs in complex with their peptide ligands
(PDBIDs: 2QKH (GIP receptor), 310L (GLP-1 receptor), 3C4M (PTHR), 2L27 (CRF receptor with a-
helical CRF), 3N96 (CRF receptor with urocortin) [34-37]. A three-layered al-(p1-p2)-(B3-p4)/02 fold is
presented. (B) The full-length crystal structure of GCGR in complex with a glucagon analogue [13], in
comparison with the full-length cryo-EM structure of the CGRP receptor. The CGRP receptor is shown in
association with its receptor associated modifying protein 1 (RAMP1). (C) The PACAP-bound PACIR
ECD model. (D) Hypothetical models of full-length PAC1R bound to PACAP in open- and closed-states.

3. PACIR AND SIGNALING PATHWAYS
3.1. Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide (PACAP)

PACAP is a peptide widely expressed in central and peripheral neurons and behaves as a
neurotransmitter and neurotrophic regulator with critical roles in signaling, physiological
homeostasis, development, survival, proliferation, differentiation and regeneration [40]. PACAP



belongs to the VVIP/secretin/glucagon family of related peptides. The mature bioactive peptides are
endoproteolytically cleaved from a 176 amino acid precursor molecule into two alternatively
processed o-amidated bioactive PACAP38 or PACAP27 peptides (Fig. 5), but PACAP38 is
typically more than 100-fold more abundant than PACAP27 in nervous tissues [41-43]. PACAP
is well conserved in evolution; PACAP can be found in tunicates and the PACAP amino acid
sequence is identical in all mammals examined to date [44].

3.2. PACAP Receptor Subtypes, Selectivity, and Signaling

Because PACAP shares nearly 70% amino acid homology with VIP (a 29-residue family-
related peptide), the PACAP/VIP peptides share three receptor subtypes: PAC1R, VPACIR
(VIPR1) and VPAC2R (VIPR2) receptors [1, 20]. Structurally, PAC1R shares nearly 60%
sequence identity with VPACIR and VPAC2R in the transmembrane domains. PACAP binds with
high affinity and specificity to PAC1R variants; both PACAP and VIP bind to VPACIR and
VPAC2R with near equal high affinity [40]. The N-terminally truncated PACAP(6-38) acts as a
PAC1R and VPAC2R antagonist [45]. The sand fly saliva peptide maxadilan, which does not share
significant sequence similarity to PACAP, (Fig. 5) and its shortened deletion variant (maxD4 and
M65) behave as a selective PAC1R agonist and antagonist, respectively [46-48].
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Fig. (5) (A) Structure of PACAP38 (PDBID: 2D2P). (B) Sequences alignments of PACAP38 and VIP
indicating domains responsible for PACIR recognition, activation, selectivity, and binding affinity
determined by SAR studies [40]. (C) Sequences alignments for maxadilan (a PACLR agonist) [49], M65
(a PACIR antagonist) [49], and PACAP38 by UniProt. Basic residues are colored in blue, and acidic
residues in red.

As described above, there are several alternatively spliced forms of the PACIR, e.g., Null,
Hip, Hop, Hop2 or HipHop. Depending on the cellular expression of the PACLR variant, the



receptor may be differentially coupled to adenylyl cyclase, phospholipase C, MAPK or Akt
pathways, among others. Most of the neural and peripheral tissues examined to date contain the
21-aa splice insert in the PAC1R ECD. The 21-aa loop insert may have primary roles in stabilizing
the ECD-open receptor state although early work has suggested that it may have some roles in
peptide ligand specificity and function. Splice variants have not been described for the VPAC1/2R.
The VPACILR and VPAC2R appear to be preferentially coupled to adenylyl cyclase. Recent work
has shown that 3-arrestin-mediated PAC1R internalization and endosomal signaling is the primary
driver of long-term cellular ERK activation [50].

4. PAC1R AND BEHAVIORAL DISORDERS
4.1. PACAP/PACIR Signaling Regulates Stress-related Behaviors

Over the last several years, the PACAP/PACLR system has been associated with stress-related
anxiety-like behavior [51], including PTSD [52-53]. Chronic stress increased PACAP and PAC1R
transcripts in the rat bed nucleus of the stria terminalis (BNST) and hypothalamus [51], two limbic
brain regions that participate in stress responses and behavior. The changes in BNST PACAP
expression were dependent on chronic rather than acute stress, and did not appear secondary to
corticosterone, suggesting the direct effects of stress in limbic circuit phenotypic plasticity [54].
Infusions of PACAP or maxadilan (a specific PAC1R agonist) into the BNST were anxiogenic
and anorexic (analogous to stress-mediated decreases in feeding behavior) [55]. Unlike other
neuroregulators, the BNST PACAP effects were long-lasting; a single injection of PACAP
sustained anxiety-like responses for several days [51]. Similar long-term anxiogenic responses
were elicited following PACAP infusions directly into the central amygdala (CeA) [56-57].
Accordingly, these results suggest that chronic traumatic stress, and the accompanying increases
in limbic PACAP expression/signaling, could drive the maladaptive neuroplasticity leading to
behavioral abnormalities. In testing this hypothesis, rats were chronically infused with the PAC1R
antagonist during stressor exposures; as proof of principle, antagonism of PACIR signaling with
PACAP(6-38) during chronic stress blocked both anxiety-related responses and decreased feeding
behavior [55]. The observations were in good agreement with many related studies. The PACAP
and PAC1R knockout mice appeared to be less anxious [58-61], and demonstrated impaired
corticosterone responses to emotional and chronic stressors [62-65].

These observations have direct translational relevancy. Notably, elevated blood PACAP levels
and polymorphism in the estrogen responsive element (ERE) of the PAC1R gene have been
associated with PTSD symptoms in the female population [52, 66]. The changes in PACAP levels
and receptor polymorphism were correlated with higher acoustic startle indices, which have been
associated previously with PTSD risk. Correspondingly, PAC1R transcripts were increased in the
rat extended amygdala after classical fear conditioning and as a function of estrogen exposure.
Although these PACAP/PACIR results were associated primarily with female PTSD symptoms,
epigenetic signatures for the PAC1R may be markers for PTSD-related abnormalities in both males
and females [52]. These observations have been corroborated independently [53, 67-71],
supporting the PACAPergic system as a novel and relevant target for therapeutics. More recent
work has suggested that the maladaptive PACAP signaling may be sustained in stress-related
behavioral disorders and that the benefits of PAC1R antagonists may be meaningful even during
ongoing disorder progression, and may not have to stem solely from prophylactic treatments (see



below) [52]. These results are particularly notable from the vantage of potential therapeutics.

4.2. PACAP Pain Pathways and Intersections with Behavior Circuits

PACAP was initially characterized as a sensory peptide. PACAP is expressed in a population
of sensory dorsal root and trigeminal ganglion neurons, and from neuroplasticity, can be induced
upon injury or inflammation paradigms. Axotomy or inflammatory challenges dramatically
increased PACAP expression in sensory neurons, resulting in augmented PACAP projections and
signaling onto second order dorsal horn neurons. In delineating PACAP sensory circuits, it was
recently shown that PACAP in the nociceptive (pain) spino-parabrachioamygdaloid pathway is
important in mediating the emotional components of pain [56-57]. Briefly, PACAP in the
peripheral pain circuits relayed signals that ultimately terminated in the lateral capsular division
of the amygdala (CeLC), another limbic nucleus well studied for its roles in stress, anxiety and
fear [72-73]. Stress and chronic pain (including migraine) are comorbid. Nearly 50% of patients
with psychopathologies have chronic pain; conversely, 30 to 40% of patients with chronic pain
present anxiety disorders including PTSD [74-80] Hence this particular PACAP neurocircuit may
represent a means by which chronic pain can be integrated with limbic functions leading to
heightened pain responses and psychopathologies. PACAP or maxadilan infusions into the
amygdala increased anxiety-like responses and nociceptive thermal sensitivity; further, the
PACAP responses were long-term [56]. As before, to establish the physiological relevance of this
pathway, a partial sciatic nerve ligation protocol was used to induce chronic pain without impairing
locomotion [57]. The paradigm produced stress- and anxiety-related behavior in parallel with
increased thermal pain sensitivity. Of note, acute amygdala infusion with the PAC1R antagonist
PACAP(6-38), during the progression of heightened anxiety and pain, was able to block these
maladaptive responses [57]. This implicated augmented and sustained PACAP signaling in
mediating these responses and that therapeutic interventions, even during ongoing disorder
processes, may have beneficial effects.

Commensurate with PACAP roles in pain, several recent studies have now shown that PACAP
and PACIR signaling is associated with migraine [81-83]. Migraine is a complex and often
debilitating neurological disorder characterized by intense unilateral pulsating headache,
frequently accompanied with aura, photophobia, phonophaobia, nausea, and related symptoms. The
causes of migraine are not understood and are likely to be multifactorial. One prototypic
neuroregulator in migraine is the sensory and potent vasodilatory peptide, calcitonin gene-related
peptide (CGRP) [84]. Among many models, sensory (trigeminal) and/or autonomic
(sphenopalatine) ganglion neuronal peptide signaling along central pathways or in the
perivasculature may contribute to the experience of migraine pain. CGRP is localized to these
pathways, exogenous CGRP administration has been shown to induce migraine-like headaches
indistinguishable from spontaneous migraine attacks [85] and notably, CGRP receptor antagonists
are effective in treating migraine [86]. The CGRP receptor antagonists (Olcegepant and
Telcagepant), however, demonstrated adverse reactions, and consequently, antibody-based
functional blockage of CGRP receptors (Aimovig; erenumab) represents the most current
therapeutic means for migraine. PACAP and CGRP share a number of similarities, including
parallel tissue expression and distribution patterns (colocalization in nearly 70% of sensory and
central neurons), and potent vasodilatory effects through comparable signaling mechanisms.
Importantly, like CGRP, PACAP infusions into humans can also induce migraine-like attacks in
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normal subjects and migraineurs [87-88]. However, whereas CGRP signaling and responses in ex
vivo pressurized vessels preparations appear short-term or transient, PACAP acts more potent with
long-term sustained responses [81, 89]. These observations are novel and suggest that reagents
that target PAC1R function may be more efficacious than those for CGRP in migraine and chronic
pain management.

4.3. PACAP/PACIR Responses are Mediated by Internalized Receptor Endosomal Signaling

Importantly, the behavioral and chronic pain responses are dependent on cellular ERK
activation. Stress and chronic pain paradigms increase phosphorylated ERK signaling in the brain;
conversely, stress and chronic pain responses can be attenuated by inhibitors of the MEK/ERK
signaling cascade [90]. PACAP infusions into limbic areas increase ERK activation and c-fos
induction (a marker for increased neuronal activity) in parallel with behavioral and pain responses;
these PACAP responses can be attenuated with MEK/ERK inhibitors [57]. Notably, current work
has shown that cellular PACAP/PAC1R-ERK signaling is mediated largely following PAC1R
internalization and endosomal signaling [50, 91]. In coherence, inhibitors of endocytic
mechanisms can block PACAP-stimulated pain sensitivity [57].

4.4. PACAP Roles in Metabolism

Some of the most consistent and robust responses of PACAP are related to feeding behavior,
which can ultimately impact obesity and diabetes. PACAP and PACIR are highly expressed in
several hypothalamic nuclei important to appetite, satiety and homeostatic metabolic regulation,
including the paraventricular nucleus (PVN), ventromedial hypothalamic nucleus (VMN), arcuate
nucleus (ARC) and the supraoptic nucleus (SON) [92]. Both peripheral and central administration
of PACAP leads to decreased feeding or anorexic responses, resulting in deceased weight gain.
Intracerebroventricular injections of PACAP reduced food intake [93-94] and similarly,
intraperitoneal PACAP injections suppressed appetite by decreasing ghrelin (resulting in
diminished hunger) and increasing GLP-1 and leptin (resulting in increased satiety) in plasma [95-
96]. The central hypothalamic mechanisms appear multifaceted as direct PACAP injections into
the different sites appeared to yield slightly different attributes. Direct PACAP infusions into PVN
decreased meal size, duration and total eating time, whereas PACAP activation of the VMN
resulted in increased body temperature and locomotion (increased energy expenditure) [97-98].
These responses were blocked with PACLR selective antagonist and did not appear to be mediated
by VPAC receptor signaling. The PACAP/PACI1R-mediated signals in feeding are well integrated
in established feeding and appetite circuits. PACAP stimulated ARC neuron POMC transcript
expression in parallel with augmented oMSH production, and as the PACAP-mediated
hypophagic effects could be attenuated with MC4R receptor antagonists, the anorexic responses
of PACAP/PACIR signaling appeared upstream of POMC/melanocortin signaling [93]. The
expression of hypothalamic orexigenic peptides neuropeptide Y (NPY) and agouti-related peptide
(AgRP) were not regulated by PACAP although more recent work has suggested that during
fasting, PVN PACAP signaling can stimulate ARC AgRP to enhance appetite [99]. Hence,
PACAP/PACIR signaling appears to participate in anorexic and orexigenic responses depending
on metabolic status.
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Whether coordinate or separate, central PACAP regulation of autonomic pathways can also
have significant effects on metabolic states. Intracerebroventricular (ICV) PACAP infusions for
example were shown to elevate plasma glucose levels and increase hepatic glucose production that
appeared dependent on sympathetic innervation of the liver [100]. However, PACAP expression
and function in vagal parasympathetic inputs to the pancreas appear to function synergistically
with cholinergic signaling to increase islet B-cell proliferation via FoxM1 (forkhead box cell cycle
transcriptional factor) for potential diabetes management [101]. These observations echo the well-
studied PACAP trophic (protective and prosurvival) effects against a variety of challenges in many
tissue systems [40] (see below). Hence unlike for chronic pain and stress-related disorders in which
PACI1R antagonism at central pathways may be beneficial, the targeted application PAC1R
agonists may be novel approaches for cellular protection, proliferation and regeneration, and
maintenance of energy homeostasis.

5. PACAP AND PAC1R NEUROTROPHIC AND NEUROPROTECTIVE ACTIVITIES
5.1. PACAP/PACIR Neurotrophic Signaling

PACAP/PACIR signaling can engage multiple signaling cascades including adenylyl
cyclase/cAMP, phospholipase C/DAG/PKC, MEK/ERK and PI3K/Akt pathways to maintain
physiological homeostasis. These signaling events intersect and likely engage a wider network of
trophic signaling pathways that promote cellular survival, proliferation and differentiation in
neurodevelopment, and block or attenuate pro-apoptotic processes following injury or
degenerative states. Hence, the same PACAP/PACIR signaling events that can contribute to the
maladaptive neuroplasticity observed following repeated or chronic physiological insults (i.e.,
stress-related psychopathologies and chronic pain as described above) have important beneficial
attributes in development and in mitigating damages from tissue injury, disease-related
degeneration and inflammation.

PACAP/PACIR signaling has been shown to facilitate trophic signaling in a variety of central
and peripheral neurons. PACAP promotes the proliferation astrocytes, sympathetic neuroblasts
and neural stem cells [102-103]; PACLR is expressed in neurogenic regions of the mouse brain
and PACAP can promote the in vitro proliferation of cells isolated from the lateral ventricle wall
of adult mice [104]. Similar observations were also made in vivo following the
intracerebroventricular injection of PACAP [104]. Altogether, these results, which have been
reproduced using the PACI1R selective agonist maxadilan [46], implicate the involvement of
PACILR in neurogenesis. Consistent with these trophic effects, PACAP can also promote the
differentiation and neurite outgrowth of neuroprogenitor, neuroepithelial, neuroblastoma,
cerebellar granule and pheochromocytom cells.

5.2 PACAP/PACIR Signaling in Neuroprotection

Trophic PACAP/PACILR signaling is also neuroprotective. PACAP mitigates naturally
occurring programmed cell death during cerebellar development [105-106]; PACAP can abrogate,
mitigate or delay neural damages against a variety of insults including stroke, glutamate
excitotoxicity, hydrogen peroxide-mediated oxidative stress, ethanol, and ceramide [107-111].
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PACAP administration before or after ischemia in a middle cerebral artery occlusion (MCAQ)
model of stroke, decreased infarct size, mitigated cell death and improved functional recovery
[111-117]. Similarly, PACAP and the PAC1R agonist maxadilan, protected retinal neuroblastic
cells from anisomycin-induced apoptosis [118]. These neuroprotective effects of PACAP have
also been observed following insults in a variety of peripheral tissues, including kidney,
cardiomyocytes and intestinal cell layers [119-122], suggesting that PACAP/PACIR signaling has
broad tissue protection abilities under many proapoptotic challenges.

Hence from these observations and attributes, PACAP/PACIR signaling can be protective in
neurodegenerative states. In a variety of in vitro culture models, cell death induced by reagents,
such as rotenone, paraquat, salsolinol, MPP+ or 6-hydroxydopamine (6-OHDA) to simulate
Parkinson’s disease mechanisms, can be ameliorated by PACAP treatments [108, 123-124]. In
accord, PACAP protected dopaminergic cells from apoptosis in the 6-OHDA lesion model of
Parkinson’s disease and in parallel, ameliorated the disease-associated neurological and behavioral
defects [125-126]. PACAP attenuated (-amyloid-induced toxicity in PC12 pheochromocytoma
cells [127]; further, long-term PACAP treatments of the APP[V717] transgenic mouse model of
Alzheimer’s disease improved cognitive functions [128]. Similarly, repeated intranasal PACAP
administration to the R6/1 transgenic mouse model of Huntington's disease improved memory and
cognitive performance, and diminished mutant huntingtin aggregates [129]. From these examples,
reagents that enhance PACAP/PACIR trophic signaling may be novel in their potential to mitigate
the cellular damage and functional deficits associated with a number of neurodegenerative diseases.

6. DEVELOPMENT OF PEPTIDES TARGETING PACIR

With a few exceptions, class B GPCRs have proven difficult targets for the development of
either peptide or small-molecule therapeutics [130]. For instance, the large PACAP-PACIR
interface, which makes critical residue interactions dispersed across the entire receptor structure,
and the lack of insights related to the interactions involved in core sequence receptor activation,
have so far prevented the rational design of small-molecule modulators or PAC1R-selective
analogs [130]. However, some metabolically stable PACAP derivatives specifically targeting
PACLR can be poised to make a significant breakthrough in the treatment of neurodegenerative
diseases [130]. Understanding the molecular basis governing PACAP interactions with its different
PACI1R, VPACIR and VPAC2R subtypes will undoubtedly provide a rational basis for the
development and/or refinement of receptor-active peptidergic compounds.

From the consensus two-site model for ligand binding and signaling of class B GPCRs, an
understanding the spatial positioning of specific residues and/or structural features within PACAP
becomes critical in the design of pharmacological specific peptidergic reagents to the different
PAC1/VPAC receptors. Similar to other members of the VIP/ secretin/glucagon family, PACAP
exhibits a disorder N-terminal segment (residues 1-5), which might adopt a specific pose upon
interaction with its receptor, and a C-terminal a-helix for ECD binding [130-131]. Over the years,
SARs have highlighted the existence and the essential role played by the Asx-turn present at the
N-terminus, the N-capping motif encompassing amino acid residues 6 to 10, the C-terminal
(residues 28 to 38) region, as well as the Tyr residue at position 22, for the binding and biological
activity of PACAP38 [130].
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6.1. Structure-Activity Relationships (SARs) of PACAP N-Terminal Segment

The putative Asx-turn-like structure in PACAP is characterized by two hydrogen bonds
involving i) nitrogen at position 3 but not 1 of the imidazole ring and the amide proton of the Asp
residue at position 3, and ii) the carbonyl of the His residue and the amide proton of the glycine at
position 4 [132]. Stabilization of this secondary structure, through the replacement of the native
Ser? with Ala, Pro or Hyp residues, did not alter the ability of PACAP27 to bind PAC1R and
VPACIR but significantly affected its binding affinity for VPAC2R [132-133]. Accordingly,
[Pro’]JPACAP27 was observed to adopt a well-defined structure, similar to a turn, that could
restrict PACAP conformations for receptor activation [133]. By contrast, introduction of an Aib
moiety or a D-Ser did not particularly affect the binding affinity of PACAP27 for PAC1R and
VPACZ2R but significantly reduced its propensity to bind VPACLR [132]. This exploratory work
led to the identification of a PACAP/VIP analog, i.e., [Hyp?JPACAP27, with potent
neuroprotective action in vitro [132]. In a recent study, the substitution of His at position 1 with 4-
imidazole acetic acid ([laa']PACAP38) or 4-imidazole acrylic acid ([lact]PACAP38) increased
PACAP affinity to PAC1R and VPAC2R but reduced its binding to VPACI1R [134]. Finally,
modifications introduced at position 3 of this PACAP variant, including the introduction of a
proline, a piperidine-2-carboxylic acid or a N-methyl-glycine, generated several analogs with
reduced affinities for all receptors, corroborating again the importance of the amide proton of the
residue at position 3 [134]. While no particular physio-chemical parameters favoring PAC1R
binding over VPAC receptors have been identified, these studies demonstrate that the secondary
structure at the N-terminus of the peptide is an important determinant of receptor specificity.

Apart this specific turn, other determinants, also within the N-terminal domain of PACAP
contribute to the selectivity of PACAP towards its different receptors. First, residues at positions
4 and 5 have been suggested to form an encrypted receptor selective dipeptide. Indeed, when the
Gly*-1le® dipeptide in PACAP27 replaced Ala*-Val® in the VIP sequence, the new [Gly*, 1le°]VIP
analog, was able to bind and activate PAC1R [135]. Similarly, the substitution of the Ala*Val®
dipeptide for Gly*-Ile® in PACAP abolished its propensity to bind PAC1R but improved its binding
to VPAC receptors [135]. The intrinsic characteristics of these amino acids and their differential
impact on the secondary structure of PACAP27 and its binding characteristics might reflect the
presence of specific structures (B-turn versus helix) involved in the discrimination by PACAP for
PACLR and VPAC receptors. Hence, the stabilization of a B-turn structure around residues 4 and
5 in PACAP could achieve specificity toward PAC1R while the extension of the C-terminal a-
helix to residue 4, may shift peptide specificity to VPACI1R [136].

6.2. SAR of PACAP N-Capping Motif

The N-capping motif of PACAP, VIP and other Class B GPCR ligands constitutes another
potential determinant of receptor activation [137]. Accordingly, the folded backbone conformation
imposed by the N-capping structure has been proposed to serve as an element for the rational
design of PACLR selective ligands. The structure, encompassing amino acid residues 6 to 10, is
mostly characterized by hydrophobic interactions between aromatic residue (Phe® and Tyr'%) and
specific hydrogen bonding (between Thr” and Tyr'® or Ser'!). Over the years, the replacement of
Phe® by Tyr, L-cyclohexylalanine (Cha), L-biphenylalanine (Bip) or L-naphtylalanine (Nal) has
been shown not to significantly alter the binding properties of PACAP analogs but modulated their
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specificity for the different receptors [130-132]. The incorporation at position 6 of bulky aromatic
residues like Bip or Nal, for example, produced analogs with apparent potent activity toward
PACLR but reduced activity and affinity toward VPACs receptors [130-132]. Overall, SAR studies
suggested that the bulky and hydrophobic features of PACAP Phe® are more essential than its
aromaticity for proper receptor recognition. From these observations, the construction of the Ac-
[Phe(pl)®,NIet’]PACAP27 analog was shown to be selective for PAC1R/VPACI1R with potent
neuroprotective actions in vitro and in vivo [138]. The Thr’ residue of PACAP may facilitate N-
capping motif stability and accordingly, the [Ala’]JPACAP27 analog can efficiently bind and
activate PAC1R and VPACLR, with almost no activation of VPAC2R. Accordingly, this residue,
which is also presents in VIP, appears to represent a specific key pharmacophore for VPAC2
selectivity [132, 139]. In sum, these results implicate the N-capping motif as a structural feature
in receptor recognition.

6.3. SAR of PACAP C-Terminal Segment

Over the years, various modifications have been introduced within the C-terminal region of
PACAP with mixed results [130-131]. However, Ramos-Alvarez et al., suggested recently that L-
Ala substitution of PACAP Tyr?? could be also a good strategy to uncover PAC1R specific ligands
[134]. The Tyr?? residue, found in PACAP and VIP, has been previously associated with their
propensity to bind VPAC2 receptors [140]. Hence, [Ala??JPACAP27/38 has decreased affinity
towards the three receptors but the decrement was more acute for VPAC receptors [134, 141].

In sum, the development of PAC1R-specific peptide agonists and antagonists remains elusive,
although a few PACAP analogs have exhibited higher affinities for PAC1R and VPACIR than
VPAC2R. While single residue substitutions have failed to generate the specific ligands, multiple
residue substitutions informed by PAC1R computational modeling may offer new opportunities.
In addition to the design of peptide analogs specific to each of the three PACAP/VIP GPCR
subtypes, there are other significant challenges with respect to drug development, including the
abilities of the compounds to cross the BBB and the preferential engagement of second messengers
for biased receptor signaling. GPCR activation results in canonical plasma membrane delimited
activities of G proteins, but rather than desensitization following receptor endocytosis, the cellular
internalization and trafficking of GPCRs are now understood to represent a reprogramming of
signaling events in endosomal compartments. GPCR endosomal signaling is best understood with
respect to B-arrestin recruitment and scaffolding of proteins for MEK/ERK activation, although
sustained cellular cAMP signaling has also been attributed to endosomal receptor mechanisms.
Endosomal signaling can direct second messengers to specific intracellular sites with high spatial
and temporal resolution for distinct cellular responses and many of the maladaptive
PACAP/PAC1R-mediated effects have been attributed to internalized receptor-endosome
mechanisms. Hence a more comprehensive understanding of PACAP/PACIR signaling
messengers for the many homeostatic and maladaptive responses is needed and the design of
compounds that can bias the activation or inhibition of specific second messenger pathways
becomes attractive to better target therapeutic outcomes. A recent study has started to assess the
impact of chemical and structural modifications introduced into specific regions of the PACAP
variants on the signaling signatures of PACAP analogs [141].
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Fig. (6) (A) Small molecule compounds previously reported as PAC1R antagonists from calcium and cAMP
assays [142]. (B) Potential small-molecule binding sites of PAC1R ECD. The hydrophobic residues that
interact with PACAP(6-38) in the NMR structure [37], displayed by green sticks and spheres in the PAC1R
model, correspond to residues M72, L74, L80, V113, F127, P128, and A133. The ECD of PACLR (in
purple blue) was built on the crystal structure (PDBID: 3N94) [39]. The B3-p4 region is in pink, and the
21-aa loop in magenta. The deep allosteric pocket site of CRF1R, and the extra-helical site of GCGR
targeted by small-molecule compounds CP-376395 and MK-0893, respectively.

7. DEVELOPMENT OF SMALL MOLECULES TARGETING PAC1R

Concurrent with efforts to develop receptor specific PACAP analogs, the identification and
development of small-molecule ligands for class B GPCRs has also remained a challenge in drug
discovery.[143-144] In recent years, a diverse array of orthosteric and allosteric nonpeptide ligands
that include antagonists, agonists, and positive allosteric modulators with intrinsic efficacy has
been reported for GLP-1R [145], GCGR [8], CRF1R [10], PACLR [142, 146-147], VPAC1/2R
[148]. Specific small-molecule PAC1R agonists and antagonists have utility in neurotrophic
signaling and blocking the maladaptive effects of PACAP, respectively, but progress has been
difficult. Below describe recent efforts to develop small-molecule ligands targeting PAC1R.

7.1. Small-Molecule PAC1R Antagonists

From earlier sections, PAC1R antagonism may have therapeutic potential to attenuate or
abrogate the maladaptive effects of PACAP/PACLR signaling in stress-related disorders, including
chronic pain and migraine. The studies with PAC1R antagonist PACAP(6-38) have provided
proof-of-principle that PAC1R antagonism, even during disorder progression, may be beneficial.
As these studies have suggested that PACAP/PAC1R-initiated endosomal ERK signaling is the
primary mediator of these effects, small molecules that are biased to preferentially block PAC1R
endocytosis and B-arrestin-mediated ERK signaling may be particularly useful.

Beebe and colleagues [142] first reported potent small-molecule hydrazide compounds as
antagonists for the PAC1R. SAR studies around two lead hydrazides (Fig. 6) were carried out by
competitive ?°I-PACAP27 radioligand binding and calcium influx assays. SARs were undertaken
on four regions: the acyl phenol portion, the hydrazide linker, the middle aromatic ring, and the
distal aromatic ring (Fig. 6). The acyl phenol tolerated no changes and the hydrazide linker
tolerated small changes. Both middle aromatic ring and the distal aromatic ring accepted changes

16



for potency. A lipophilic group attached to the distal aromatic ring was preferred, but not crucial
for potency. As these lead compounds blocked PACAP/PACI1R-stimulated calcium flux but had
little effect on PACLR endocytosis or ERK signaling, the acyl hydrazides may be biased to block
predominantly membrane delimited G-protein signaling. Accordingly, these compounds may
require additional studies for full therapeutic potential.

More recently, Takasaki and colleagues [146] used virtual screening and in vitro/in vivo
pharmacological assays to identify new small-molecule antagonists for PAC1R. The NMR
structure [37] of ECD of PACIR in complex with its peptide antagonist PACAP(6-38) was used,
and the conformational positions of residues Tyr??, Val?®, and Arg®> were structured to create 3D
pharmacophore models. After multifilter virtual screening protocol, ten candidate compounds
(PA-1 to PA-10) were selected to evaluate the pharmacological activity. PA-8, PA-9, and PA-10
(1 nM, Fig. 6) significantly attenuated PACAP (1 nM)-induced cAMP response element binding
protein (CREB) phosphorylation; PA-8 and PA-9 showed comparable inhibitory effect of
PACAP(6-38). Overall, PA-8, PA-9, and PA-10 showed specific and potent antagonistic activities
toward the PAC1R but no detectable agonistic activity toward PAC1R, VPACI1R, and VPAC2R.
As these compounds also demonstrated abilities to block PACAP-mediated physiological
responses, these compounds may have potential for further development.

7.2. Small Molecules Targeting PAC1R as Positive Allosteric Modulators

Doxycycline (Fig. 6) and minocycline from the tetracycline family are mostly known as
antibiotics to treat various bacterial infections [149]. The neuroprotective effects of doxycycline
have been associated with its nonantibiotic properties including inhibition of matrix
metalloproteinases [150]. Recently, doxycycline and minocycline were suggested to enhance
PACILR activity in mediating the neuroprotective effects [147]. Doxycycline might affect the
binding of PACAP C-terminus to the ECD domain of PAC1R, based on evidence from molecular
modeling and a single-site mutation (D116A) in the linker region [147]. Given the observation of
doxycycline to promote cellular proliferation, these tetracycline compounds may enhance PACAP
binding to PAC1R as well as the resulted PAC1R activation, which leads to a further hypothesis
of their roles as positive allosteric modulators [147]. However, how these compounds impact
PACIR signaling remains to be evaluated in detail.

7.3. Small-Molecule Binding Sites of PAC1R

Apart from the ECD, targeting the druggable interface of PAC1R and PACAP to mimic the
orthosteric receptor activation site provides additional means to design small-molecule antagonists.
The hydrazides [147], PA compounds [146], and doxycycline [147] have been studied in targeting
the ECD of PAC1R based on the PACAP(6-38) — PACIR interface [37]. From many studies, other
orthosteric and allosteric GPCR sites may provide opportunities as drug targets. In addition to
ECD binding to the C-terminus of PACAP, the orthosteric peptide-binding/activation pocket
within the PAC1R 7TM is also promising for drug interventions. Unexpectedly, the crystal
structure of CRF1R [10] has revealed that the small-molecule antagonist CP-376395 binds at deep
allosteric site distinct from the orthosteric peptide-binding pocket (Fig. 6B). Further, the GCGR
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antagonist MK-0893 was found to bind to the receptor at an extra-helical site between TM6 and
TMY7 in direct contact with the lipid bilayer (Fig. 6B) [8]. As the PAC1R may contain comparable
allosteric sites, these regions may represent unique targets that can define PAC1R versus VPAC
receptors specificity. Given the dynamics of the ECD and 7TM of PAC1R, there may be other
sites and approaches to modulate the function of the PACAP receptor.

7.4. Molecular Docking to Develop Small-Molecule PAC1R Ligands

The knowledge of small-molecule binding sites enables computational molecular docking
studies to develop new PAC1R ligands. Despite the lack of an experimentally determined 7TM
structure of PACLR, the receptor models from homology modeling have been employed [21, 147,
151]. A few amino acid residues may be key for the definition of the orthosteric binding pocket,
including R19926% in TM2, N240%43 and Y24134 in TM3, S354%4! and H365°%2 in TM6, and
Y400757 in TM7. In addition, the crystal 7TM structures of CRF1R and GCGR in complex with
small molecules (PDBIDs: 4K5Y and 5EE7 respectively, Fig. 6) as well as the PACAP-bound
PACI1R ECD structure (PDBID: 2JOD, Fig. 6) may provide useful details of alternative sites for
docking. Notably, docking small molecules to the extra-helical site of PAC1R should be performed
with caution, as ligand contacts to the lipid bilayer have to be included during sampling and scoring.
Furthermore, ensemble docking (use of multiple representative receptor models) [152] and various
post-processing steps [153] have been suggested to improve the accuracy of GPCR docking. With
a growing understanding of the SARs, molecular docking can be expected to aid future
development of effective small molecules to modulate PAC1R.

CONCLUSION AND FUTURE DIRECTIONS

In this review, we have attempted to summarize the current understanding of PAC1R structure
and dynamics, PACAP/PACIR signaling mechanisms in physiological homeostasis and
maladaptive states, and recent progresses in peptide and small-molecule development to target
PACI1R. PACIRs are involved in a variety of signaling cascades, including adenylyl cyclase,
phospholipase C, MEK/ERK and Akt pathways to maintain mature CNS and PNS function. These
pathways may participate in neurogenesis, neuronal protection, migration, neuronal differentiation
and regeneration; the same mechanisms may be the underlying basis for their neuroprotection
activities after CNS insults or neurodegeneration. Conversely, after chronic or repeated insults, the
same PACIR signaling pathways may result in maladaptive responses that can precipitate stress-
related and chronic pain disorders. Thus, studies of the PACAP/PACLR system and the signaling
pathways prove new avenues and medical strategies to treat pathophysiological conditions.

Given its diverse roles, PAC1R has emerged as a potential target for therapeutics. PAC1R
agonism may enhance its trophic attributes to mitigate neurodegeneration disorders, and maintain
energy balance functions in the metabolic regulation against obesity and diabetes. Conversely
PACLR antagonism bears potential in treating stress-related disorders, chronic pain/migraine and
other behavioral abnormalities. SAR studies for a number of PACAP/VIP analogs have identified
some of the molecular determinants responsible for the recognition and activation of PACI1R as
well as VPACL/2R. A few important motifs have been determined, including a putative Asx-turn
at the N-terminal segment (residues 1 to 5) and a key pharmacophore element Phe® for PAC1R
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recognition and activation, Gly* - Ile> for apparent PACAP selectivity for PACIR, and the C-
terminal helix essential for PACLR binding affinity. Among issues, peptide agonists are subject to
problems in PAC1R/VPAC receptor selectivity, transport across the BBB and rapid degradation.
The development of small-molecule compounds provides means to overcome some of these
problems, but challenges still remain. To facilitate the future development of peptide and small-
molecule reagents for PAC1R, better insights into the key pharmacophores involved in the specific
activation of PAC1R signaling are still needed. In this light, PAC1R 3D structures and dynamics
from computational modeling can provide novel opportunities and insights to accelerate structure-
based drug design for PAC1R and other class B GPCRs in the treatment of a number of disease
conditions.
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LIST OF ABBREVIATIONS

aa = amino acid

AC = adenylyl cyclase

Akt = protein kinase B or PKB

ARC = arcuate nucleus

AgRP = agouti-related peptide

BNST = bed nucleus of the stria terminalis
BBB = blood brain barrier

CAMP = cyclic adenosine monophosphate
CeA = central amygdala

CeLC = capsular division of the amygdala
CGRP = calcitonin gene-related peptide
CREB = cAMP response element binding protein
CRF1R = corticotropin-releasing factor receptor 1
cryo-EM = cryo-electron microscopy

CTR = calcitonin receptor

DAG = diacylglycerol

ECD = extracellular domain

ECL = GPCR extracellular loop (1, 2 or 3)
EPAC = exchange factor activated by cCAMP
ERE = estrogen responsive element

ERK = extracellular signal-regulated kinases
Gaqg = G protein, Gq alpha subunit

Gas = G protein, Gs alpha subunit

GB/y = G proteins, beta/gamma subunits
GPCR = G protein-coupled receptor

GCGR = glucagon receptor

GIP = gastric inhibitory peptide

GLP-1R = glucagon-like peptide 1 receptorGRK = G protein-coupled receptor kinases
ICL = GPCR intercellular loop (1, 2 or 3)
ICV = intracerebroventricular

IP3 = inositol triphosphate



MAPK = mitogen-activated protein kinase
MCA4R receptor = melanocortin 4 receptor
MEK = mitogen-activated protein kinase kinase
oMSH = a-melanocyte stimulating hormone
MPP+ = 1-methyl-4-phenylpyridinium

NPY = neuropeptide Y

NMR = nuclear magnetic resonance

PACAP = pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide
PACAP38 = PACAP, 38 residues

PACAP27 = PACAP, 27 residues
PACAP(6-38) = PACAP residues 6-38

PACILR = pituitary adenylate cyclase activating polypeptide type 1 receptor

PDBID = protein data bank identifier

PI3K = phosphatidylinositol-3-kinase

PIP2 = phosphatidylinositiol 4,5-bisphosphate

PKA = protein kinase A

PKC = protein kinase C

PLC = phospholipase C

POMC = pro-opiomelanocortin

PTHR = parathyroid hormone receptor

PTSD = posttraumatic stress disorder

PVN = paraventricular nucleus

RAP1 = Ras-related protein 1

SAR = structure—activity relationship

SON = supraoptic nucleus

7TM = heptahelical transmembrane domain

TM = transmembrane domain, (same as 7TM)

VIP = Vasoactive intestinal polypeptide

VPACIR or VIPR1= vasoactive intestinal polypeptide receptor 1
VPAC?2R or VIPR2 = vasoactive intestinal polypeptide receptor 2
VMN = ventromedial hypothalamic nucleus

3D = three-dimensional
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