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e PACAP : du facteur hypophysiotrope
au neuropeptide antiapoptotique

; e =g

neurohormone hypophysiotrope, mais le neuropeptide
PACAP et ses récepteurs sont aussi largement distribués
dans le systéme nerveux central. En particulier, au cours
du développement, le PACAP est présent dans les cellules
de Purkinje et les récepteurs de type PAC1 sont exprimés
en abondance par les cellules en grain,

ce qui suggeére que le PACAP pourrait étre impligué dans
I'histogenése du cortex cérébelleux. A I'appui de cette

effets extrémement variés dans

le systeme nerveux central et
dans les organes périphériques. De
nombreux peptides tels que I'a-MSH,
I'angiotensine 11, le facteur natriuré-
tique auriculaire, les endothélines et
la somatostatine assurent a la fois des
fonctions d’hormones, de neurohor-
mones et de neuromodulateurs voire
de neurotransmetteurs. Des études
récentes montrent que certains neu-
ropeptides possedent également des
propriétés neurotrophiques. Tel
semble étre le cas du pituitary adeny-
late cyclase-activating polypeptide
(PACAP) qui favorise la survie et
induit la différenciation des neu-
rones cérébraux et cérébelleux au
cours du développement.

Les neuropeptides exercent des

Le PACAP : neurohormone,
neuromédiateur
et facteur neurotrophique

Le PACAP est un polypeptide de
38acides aminés qui a été initiale-
ment isolé a partir de I’hypothalamus
de mouton par Arimura sur la base
de son aptitude a stimuler I’adénylyl
cyclase hypophysaire [1]. Il possede
au sein de sa séquence un doublet
m/s n°5, vol. 17, mai 2001

hypothése, des travaux récents montrent que le PACAP
exerce in vitro un puissant effet antiapoptotique sur les
cellules granulaires, qui se traduit in vivo par une
augmentation de volume du cervelet. Les applications
thérapeutiques potentielles des agonistes

sélectifs des récepteurs du PACAP

dans les maladies neurodégénératives et les accidents

d’évaluation.

d’acides aminés basiques, site de cli-
vage potentiel par les endoprotéases,
qui libére un peptide de 27 acides
aminés, lequel présente les mémes
propriétés biologiques que le
PACAP38. La séquence du PACAP27
posséde 68 % d’identité avec le
vasoactive intestinal polypeptide (VIP),
ce qui apparente le PACAP a la
superfamille sécrétine/glucagon/
VIP/somatolibérine. Il est mainte-
nant bien établi que le PACAP38,
comme le PACAP27, stimule la libé-
ration de GH, ACTH, LH et FSH
(growth hormone, adrenocorticotropic
hormone, luteinizing hormone, follicle sti-
mulating hormone) en agissant directe-
ment sur les cellules antéhypophy-
saires. En outre, le PACAP module la
libération des neurohormones hypo-
physiotropes au niveau des terminai-
sons de I’éminence médiane. Enfin,
au niveau hypothalamique, le PACAP
semble pouvoir contréler I'activité
des neurones a gonadolibérine
(GnRH), somatostatine et corticoli-
bérine (CRF) [2].

A ce jour, deux types de sites de liai-
son du PACAP ont été identifiés [2]:
il existe un récepteur spécifique du
PACAP nommé PAC1* et deux
autres récepteurs communs au

vasculaires cérébraux sont actuellement en cours

PACAP et au VIP appelés VPAC1 et
VPAC2. L’activation de ces récep-
teurs a 7 domaines transmembra-
naires entraine une augmentation de
la concentration d’AMPc, active les
MAP-kinases ERK, accélére I’hydro-
lyse des polyphosphoinositides et
provoque une mobilisation du cal-
cium intracellulaire [2]. Chez le rat,
la spécificité de couplage du récep-
teur PAC1 aux différents seconds
messagers peut étre modulée par la
présence de 8 variants d’épissage.

Dans le systeme nerveux central, le
PACAP et ses récepteurs sont large-
ment distribués dans I’hypothalamus
et dans les aires extrahypothala-
miques, ce qui suggére que le PACAP
agit a la fois comme une neurohor-
mone et un neuromédiateur [2]. Par
ailleurs, le PACAP et ses récepteurs
sont exprimés dans le systtme ner-
veux central au cours du développe-
ment [3]. En particulier, pendant la
période post-natale, le PACAP est pré-
sent dans les cellules de Purkinje [4]

* Attention, il existe deux autres molécules ayant la
méme dénomination: un anticorps reconnaissant
un antigéne d’activation de I'intégrine I1b Illa, et
une phosphatase spécifique de la kinase ERK.
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et les récepteurs PAC1 sont trés abon-
dants au niveau de la couche granu-
laire externe [3], un épithélium ger-
minatif qui donne naissance aux
interneurones cérébelleux. De méme,
au niveau du cerveau, le PACAP et ses
récepteurs sont exprimés deés le
14¢ jour de vie embryonnaire par les
précurseurs corticaux [5]. Ces obser-
vations suggérent que le PACAP pour-
rait étre impliqué dans I’histogenése
du systeme nerveux central.

Effet du PACAP
sur le développement du cerveau

Les premiéres études relatives a
I’effet neurotrophique du PACAP
ont été réalisées in vitro. L’incubation
de neuroblastes corticaux en pré-
sence de concentrations nanomo-
laires de PACAP oriente ces cellules
vers la différenciation neuronale [5].
Dans le cervelet, le PACAP favorise la
survie des cellules en grain imma-
tures et augmente fortement le
nombre et la longueur des prolonge-
ments neuritiques (m/s 1997, n°13,
p. 1331) [6]. Le PACAP exerce des
effets similaires sur les cellules chro-
maffines médullosurrénaliennes [7].
Utilisé aux mémes concentrations, le
VIP n’a aucun effet sur ces différents
modeles, ce qui indique que I’action
du PACAP met en jeu des récepteurs
de type PAC1. Les effets neurotro-

phiques du PACAP sur les neuro-
blastes corticaux et cérébelleux sont
spécifiques puisque bloqués par un
antagoniste de ces récepteurs, le
PACAP(6-38).

L’injection de PACAP & des ratons
agés d’une semaine, dans I’espace
subarachnoidien, a la surface du cer-
velet, provoque un accroissement du
volume du cortex cérébelleux sans
modifier celui de la médulla (figure 1)
[8]. L’effet du PACAP sur le volume
du cortex cérébelleux résulte d’une
augmentation du nombre de neu-
rones au niveau de la couche granu-
laire interne. En revanche, aucune
modification du nombre de cellules
de Purkinje n’a été observée. Ceci
suggere que, dans le cortex cérébel-
leux immature, le PACAP agit sélecti-
vement sur les cellules en grain en
cours de différenciation. Enfin, I'effet
du PACAP sur I’épaisseur de la
couche granulaire interne est bloqué
par I’'injection concomitante de
I’antagoniste PACAP(6-38). En
I’absence de PACAP exogene, I’'admi-
nistration du peptide PACAP(6-38)
provoque a elle seule une diminution
modeste du nombre de neurones
dans la couche granulaire interne ce
qui suggere que le peptide endogéne,
probablement libéré par les cellules
de Purkinje, serait effectivement
impliqué dans le développement du
cortex cérébelleux.

Contréle

Figure 1. Effet neurotrophique du PACAP sur le cervelet du rat pendant le
développement. Des rats agés de 8 jours ont recu 2 injections de solution
saline ou de PACAP (1 pg) dans I'espace subarachnoidien, a la surface du
cervelet, a 48 h d’intervalle. On note que le PACAP provoque une augmenta-
tion de I'épaisseur du cortex cérébelleux (CC) sans modifier celle de la
msssses Médulla (M). Barre d’échelle: 1 mm.

Mécanismes d’action mis en jeu
dans les effets neurotrophiques
du PACAP

La caspase-3, une protéase a cystéines
de la famille de I'interleukine-13-conver-
ting enzyme, est une enzyme-clé de la
cascade apoptotique dans de nom-
breux types cellulaires [9]. Les souris
dont le géne de la caspase-3 a été
invalidé présentent diverses anoma-
lies au niveau du systéme nerveux
central [10]. En particulier, dans le
cervelet des animaux déficients en
caspase-3, on note la persistance de
cellules en grain en cours de division
dans la couche granulaire externe
jusgu’au 16¢ jour postnatal (alors que
cette assise germinative disparait
chez les animaux sauvages), une aug-
mentation du nombre de cellules en
migration dans la couche molécu-
laire (située entre les couches granu-
laires externe et interne) et un épais-
sissement considérable de la couche
granulaire interne [10]. L’invalida-
tion du géne de la caspase-3 pro-
voque donc, au niveau du cortex
cérébelleux, des effets semblables a
ceux induits par I'administration de
PACAP, suggérant que I’action neu-
rotrophique de ce dernier pourrait
passer par I'inhibition du processus
apoptotique. De fait, une étude
recente montre que le PACAP
blogue I'activité de la caspase-3 dans
les cellules en grain en culture
(figure2). Par ailleurs, un inhibiteur
de la caspase-3, le Z-DEVD-FMK, tout
comme le PACAP, favorise la survie
des cellules granulaires in vitro [11].
Il est maintenant bien établi que le
récepteur PAC1 présent au niveau
des cellules en grain du cervelet est
couplé a la fois a I’adénylyl cyclase et
a la phospholipase C [12]. L’addition
in vitro d’un analogue perméant de
I’AMPc ou d’un ester de phorbol a
des cellules en grain mime I’effet
inhibiteur du PACAP sur la caspase-3.
Réciproguement, I'incubation de cel-
lules en grain en présence d’inhibi-
teurs de protéine kinase A (PKA) et
de protéine kinase C (PKC) bloque
compléetement I’action du PACAP sur
la caspase-3. A I'inverse, un inhibiteur
de la kinase ERK ne modifie pas
I’'action du PACAP. Enfin, I'effet du
PACAP sur I'activité de la caspase-3
ne nécessite pas de néosynthese pro-
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Figure 2. Effet du PACAP sur I'activité de la caspase-3 dans les cellules en
grain du cervelet. Les neurones ont été cultivés pendant 24 h en I'absence ou
en présence de PACAP (107 M). La forme active de la caspase-3 (ici en vert)
est visualisée par microscopie confocale a I'aide de I'inhibiteur fluorescent
FITC-VAD-FMK. Barre d’échelle: 20 um.

téique [11]. L’ensemble de ces don-
nées indique que le neuropeptide
PACAP prévient la mort des cellules
granulaires en inhibant la maturation
de la caspase-3 via I'activation d’une
PKA et d’une PKC mais sans I'inter-
vention d’une MAP-kinase (figure 3).

Quielles perspectives thérapeutiques
peut-on envisager ?

Des études récentes ont montré que
la caspase-3 est impliquée dans les
processus de neurodégénérescence
associés a la maladie de Parkinson
[13] et & la maladie d’Alzheimer
[14]. Une activation de la caspase-3 a
également été observée au cours du
processus ischémique [15]. L’effet
inhibiteur du PACAP sur I'activité de
la caspase-3 permet donc d’envisager
I’utilisation éventuelle d’agonistes
sélectifs dans le traitement de cer-
taines maladies du systeme nerveux.

A ce jour, les travaux les plus promet-
teurs portent sur la capacité du
PACAP de réduire la zone infarcie
créée par la survenue d’accidents vas-
culaires cérébraux. Il a ainsi été mon-
tré que I'injection intracérébroventri-
culaire ou intraveineuse de PACAP
protege les neurones de la région
CAl de I’hippocampe des consé-
qguences d’une ischémie expérimen-
tale chez le rat [16]. Il s’avére que le
PACAP, malgré sa masse moléculaire
élevée et son caractéere hydrophile,
peut passer la barriere hémato-encé-
phalique en empruntant un systeme
de transport actif appelé PTS-6 (pep-
tide transport system) [17]. A titre de
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comparaison, le taux de passage du
PACAP au travers de la barriére
hémato-encéphalique est 6 fois supé-
rieur a celui de la morphine [18]. Il a
aussi été montré que I’ischémie aug-

mente I'efficacité de ce transporteur
et facilite ainsi I’apport de PACAP au
cerveau [16, 17]. Il est intéressant de
souligner que le PACAP peut réduire
de 50% la taille de la zone infarcie
méme lorsqu’il est administré
4 heures apres le début de I'ischémie
(figure 4), ce qui ouvre des perspec-
tives thérapeutiques intéressantes
[19].

D’autres travaux indiquent que le
PACAP protege également les neu-
rones dopaminergiques de la mort
induite par la 6-hydroxydopamine
[20]. Cette observation suggére que
le PACAP pourrait aussi avoir la capa-
cité de réduire la dégénérescence
neuronale observée au cours de cer-
taines pathologies neurodégénéra-
tives comme la maladie de Parkinson
ou la maladie d’Alzheimer.
Parallelement, les chimistes tentent
actuellement de concevoir des ana-
logues lipophiles du PACAP, dont la

PACAP
\

L

Caspase-3
active

Pro-caspase-3
inactive

Apoptose

Genes cibles ?
NVZA\V/a\
c-fos, c-jun

Figure 3. Représentation schématique des systémes de transduction associés
au récepteur PAC1-R dans les cellules granulaires immatures du cervelet de
rat. En rouge sont représentées les voies de transduction conduisant a I'inhi-
bition de I'apoptose. En gris les voies de transduction pouvant conduire & une
régulation génique a plus long terme. AC: adénylyl cyclase; AMPc: adénosine
monophosphate cyclique; DG: diacylglycérol; ERK: extracellular regulated
kinase; IP;. inositol trisphosphate; MEK: mitogen extracellular regulated
kinase; PAC1-R: récepteurs spécifiques du PACAP; PKA: protéine kinase A;
PKC: protéine kinase C; PLC: phospholipase C; Gq, Gs: petites protéines G.
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Figure 4. Effet d’un traitement par le
PACAP sur I'ischémie cérébrale chez
le rat. L'ischémie a été induite par
occlusion de I'artére cérébrale cen-
trale pendant 2 heures. Le PACAP a
été administré par voie intraveineuse
4 heures apres la période d’ischémie.
Chaque section de cerveau a une
épaisseur de 2 mm. On note qu’au
centre de la zone infarcie, le traite-
ment par le PACAP réduit de 50 % la
zone infarcie (reproduit avec permis-
sion de [19]).

biodisponibilité et la demi-vie
seraient supérieures a celles du pep-
tide natif. Des résultats encourageants
ont d’ores et déja été obtenus avec un
court fragment de 4 acides aminés
sur lequel a été greffé un groupe-
ment stéaryl. Administré par voie
intranasale, ce peptide exerce un
puissant effet neuroprotecteur chez
le rat déficient en acétylecholine et
chez la souris dont le géne de I’Apoli-
poprotéine E a été invalidé [21]. Tou-
tefois, les applications cliniques des
effets neuroprotecteurs du PACAP
nécessiteront tres probablement le
développement d’agonistes non pep-
tidiques sélectifs correspondant aux
différents variants du récepteur PAC1
afin de cibler de facon plus spécifique
les populations de neurones atteints,
tout en limitant les effets secondaires.
Par ailleurs, les études sur le mode
d’action anti-apoptopique du PACAP
doivent étre poursuivies afin d’éluci-
der les mécanismes mis en jeu dans
les effets neuroprotecteurs du pep-
tide ou de ses agonistes m
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