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Role neurotrophique potentiel
du pituitary adenylyl cyclase-activating polypeptide

velles neurohormones hypophy-

siotropes, 1’équipe de A. Ari-
mura a isolé et séquencé un nouveau
polypeptide de 38acides aminés o-
amidé capable de stimuler la syn-
theése d’AMPc par les cellules antéhy-
pophysaires de rat. Ce peptide,
dénommé pituitary adenylyl cyclase-
activating polypeptide, ou PACAP, pos-
seéde dans sa région amino-terminale
68 % d’acides aminés identiques a
ceux du vasoactive intestinal polypeptide
(VIP) [1]. La séquence du PACAP est
identique chez tous les mammiferes
étudiés a ce jour [1] et, chez la gre-
nouille, elle ne differe de celle des
mammiferes que par la substitution
d’un seul acide aminé [2]. Cette tres
grande conservation de la structure
du peptide au cours de I’évolution
suggere que le PACAP est impliqué
dans des fonctions biologiques
importantes. De fait, plusieurs tra-
vaux indiquent que le PACAP pour-
rait jouer un role dans le contréle de
la survie et de la différenciation de
divers types cellulaires. En particu-
lier, des études récentes montrent
que le PACAP exerce un effet neuro-
trophique sur les cellules en grain du
cervelet en culture.

E n cherchant a identifier de nou-

Mise en place du cortex cérébelleux

Le cortex cérébelleux a maturité est
constitué de trois couches histolo-
giques a savoir, de la surface vers
I'intérieur, la couche moléculaire, la
couche des cellules de Purkinje et la
couche des cellules granulaires.
Contrairement au cortex cérébral qui
prend naissance a partir d’'une seule
assise germinative périventriculaire,
le cortex cérébelleux se met en place
a partir de deux neuroépithéliums
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distincts: une zone germinative pri-
maire bordant le 4° ventricule et une
zone germinative secondaire située
en surface du cortex cérébelleux,
appelée couche granulaire externe
(figure 1). 11 était classiquement admis
que la zone germinative ventriculaire
était a 'origine des cellules de Pur-
kinje, des cellules de Golgi II et de
cellules gliales telles que les cellules
de Golgi épithéliales (corps cellu-
laires des fibres de Bergmann) alors
que la couche granulaire externe
était sensée donner naissance aux
cellules granulaires ainsi qu’aux cel-
lules étoilées, aux cellules en cor-
beille et a des cellules gliales. Au
cours de ces derniéres années, plu-
sieurs études et, notamment, des tra-
vaux basés sur I'utilisation de chi-
meres caille-poulet [3] ont remis
partiellement en cause ce schéma
d’histogenése. La couche granulaire
externe serait un neuroepithélium
constitué de neuroblastes déja pré-
déterminés qui ne pourraient se dif-
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férencier qu’en cellules en grain [3,
4]. Les cellules étoilées et les cellules
en corbeille proviendraient, comme
les cellules de Purkinje, de la zone
germinative ventriculaire. Les précur-
seurs de ces interneurones reste-
raient aptes a se diviser dans la sub-
stance blanche plusieurs jours apres
la disparition du neuroépithélium
ventriculaire [5].

Les neurones cérébelleux engendrés
par les deux assises germinatives
s’engagent ensuite dans un processus
de migration dont les modalités diffe-
rent selon leur lieu d’origine [3].
Dans un premier temps, les cellules
de Purkinje migrent dans une direc-
tion radiale centrifuge tandis que les
neuroblastes destinés & produire la
couche granulaire externe subissent
une migration tangentielle jusqu’a
recouvrir totalement la surface du
cortex cérébelleux. Dans un
deuxiéme temps, les cellules granu-
laires immatures engendrées par la
couche granulaire externe migrent

Figure 1. Représentation des princi-
paux types cellulaires engendrés par
les deux neuroépithéliums germinatifs
au cours de I'histogenése du cortex
cérébelleux. CGE: couche granulaire
externe; CM: couche moléculaire; CP:
couche des cellules de Purkinje; CGl:
couche granulaire interne; SB: sub-
stance blanche,; ZGV : zone germina-
tive ventriculaire; 4V: 4¢ ventricule; B:
fibre de Bergmann, C: cellule en cor-
beille; Cg: cellule granulaire; Cp: pré-
curseur des cellules étoilées et en cor-
beille; E: cellule étoilée,; G: cellule de
Golgi; Ge: cellule de Golgi épithéliale;
P: cellule de Purkinje.
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dans une direction radiale centripete
pour former la couche granulaire
interne. Pour effectuer cette migra-
tion au travers de la couche molécu-
laire et de la zone des cellules de Pur-
kinje, les cellules sont guidées par les
fibres de Bergmann orientées radia-
lement [6] (figure 1).

La synaptogenese du cortex cérébel-
leux est un processus lent qui, chez le
rat, se poursuit au moins pendant
trois mois apres la naissance [6].
Chez cette méme espéce, les axones
des cellules de Purkinje sont déja
présents a la naissance et les collaté-
rales apparaissent peu apres. L’arbo-
risation dendritique des cellules de
Purkinje se développe fortement
dans les 25 premiers jours de vie
postnatale et les afférences cérébel-
leuses se mettent en place entre
5jours de vie postnatale (P5) et P30.
Au cours de cette période, les
connections neuronales s’établissent
avec une forte redondance. Ainsi,
alors que dans le cervelet adulte il
n’existe en reégle générale qu’une
seule fibre grimpante associée a
chaque cellule de Purkinje, dans le
cortex immature on peut observer
jusqu’a quatre fibres grimpantes
connectées a une seule cellule de
Purkinje [6].

La redondance du nombre de fibres
et de neurones est compensée par la
réduction massive du nombre des
cellules en grain qui intervient pen-
dant les cinq premiéres semaines de
vie postnatale chez la souris. Le pro-
cessus d’élimination des cellules gra-
nulaires s’effectue en deux phases
distinctes: la premiere phase, pré-
coce (entre P5 et P9 chez la souris),
s’opére au niveau de la couche gra-
nulaire externe alors que la seconde
phase, plus tardive (entre P20 et P35
chez la souris), intervient dans la
couche granulaire interne [7]. Ces
deux phases de mort cellulaire phy-
siologique ne font pas appel aux
mémes mécanismes de programma-
tion. La phase d’élimination qui pre-
cede la migration neuronale pré-
sente toutes les caractéristiques d’un
processus apoptotique avec, notam-
ment, une fragmentation de ’ADN
et une lobulation du noyau alors
que la seconde phase s’effectue par
un mécanisme différent de l'apop-

s tose [7].
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L’apoptose des cellules en grain,
un processus sous controle
multifactoriel

Les cellules granulaires immatures
qui n’ont pas encore entrepris leur
migration constituent donc un
modele particulierement approprié
pour étudier les facteurs nerveux sus-
ceptibles de controler ’apoptose.
Cultivées en présence de sérum et
dans des conditions dépolarisantes
(KCl > 25 mM) les cellules en grain
se maintiennent en vie et se différen-
cient. A I'inverse, la suppression du
sérum et la réduction de la concen-
tration de potassium a un niveau
physiologique (5 mM) induisent la
mort des cellules granulaires [8]. La
dégénérescence des cellules granu-
laires immatures en culture, qui
nécessite une synthése protéique et
s’accompagne d’une fragmentation
de 'ADN, présente toutes les caracté-
ristiques d’un processus apoptotique
[8].

Divers facteurs nerveux ou hormo-
naux sont susceptibles de controler
la survie des cellules granulaires
immatures in vivo. Certains agents
comme les neurotrophines (le brain-
derived neurotrophic factor ou la neuro-
trophine 3, par exemple) [9], I'insu-
lin-like growth factor (IGF-I) [10] ou les
hormones thyroidiennes [11] retar-
dent la mort des cellules en grain
cultivées en conditions favorisant
I’apoptose. L’IGF-I est synthétisé et
sécrété par les cellules de Purkinje
qui sont les premiers neurones a se
mettre en place dans le cervelet. Des
études de microscopie électronique
montrent que les cellules en grain
s’associent aux dendrites des cellules
de Purkinje pour réaliser leur migra-
tion depuis la couche granulaire
externe vers la couche granulaire
interne. In vivo, 'IGF-I libéré par les
cellules de Purkinje pourrait ainsi
exercer un role trophique sur les cel-
lules granulaires immatures au cours
de leur migration [10]. Les hor-
mones thyroidiennes jouent un role
primordial dans le développement
du systétme nerveux central. En parti-
culier, la triiodothyronine et la thy-
roxine favorisent la survie des cel-
lules en grain en inhibant la mort
cellulaire programmée [11]. Les hor-
mones thyroidiennes exerceraient

une action indirecte sur la survie des
cellules en grain en stimulant la syn-
thése de certaines neurotrophines,
lesquelles agiraient de facon auto-
crine pour favoriser la survie des cel-
lules granulaires immatures.

D’autres facteurs tels que le transfor-
ming growth factor (TGF-B) précipitent
la mort des cellules en grain cultivées
en conditions favorisant ’apoptose
[12]. En revanche, quand ces cellules
sont cultivées en présence de fortes
concentrations de potassium, dont
I’effet dépolarisant mime in vitro
I’action des premiéres afférences
synaptiques recues in vivo par les cel-
lules en grain, le TGF-f n’affecte pas
la survie des neurones. Ces résultats
suggerent que le TGF-f serait I'un
des facteurs impliqués dans I’élimina-
tion par apoptose des cellules qui
n’atteignent pas leur cible au cours
de la maturation du cervelet; a
I'inverse, les cellules en grain qui éta-
blissent des connexions avec les
fibres moussues deviendraient résis-
tantes a I'induction de ’apoptose par
le TGF-B, grace aux stimulations
synaptiques qu’elles recoivent. De
nombreux travaux décrivent égale-
ment des effets neurotoxiques ou
neuroprotecteurs du glutamate ou
du NMDA sur les cellules granulaires
du cervelet [13]. Toutefois, in vitro, la
sensibilité des cellules granulaires au
glutamate s’établit progressivement
dans le temps et n’atteint un niveau
maximum que huit a neuf jours
aprés la mise en culture [13]. Cette
dernicre observation suggere que les
effets des ligands glutamatergiques
s’exercent sur les cellules granulaires
différenciées plutdét que sur les cel-
lules granulaires immatures issues de
la couche granulaire externe.

Le PACAP:
bien plus qu’un neuropeptide
hypophysiotrope

Outre ses actions sur les différents
types de cellules hypophysaires [14],
le PACAP exerce un effet stimulateur
sur la sécrétion d’insuline, de gluca-
gon et de corticostéroides, ainsi que
sur les sécrétions exocrines de 'appa-
reil digestif [1]. Au niveau du sys-
téme immunitaire, le PACAP inhibe
la production d’IL-10 par les lympho-
cytes, stimule la libération d’hista-

m/s n°11, vol. 13, novembre 97



Figure 2. Effets du PACAP sur la sur-
vie des cellules granulaires imma-
tures aprés 48 h de culture. A: en
I’'absence de PACAP, la plupart des
cellules dégénérent et les cellules en
survie ne présentent que de courts
neurites,; B: I'incubation en présence
de PACAP (10-8 M) favorise la survie
des cellules et stimule fortement la
croissance neuritique.

mine par les mastocytes et active la
phagocytose. Le PACAP exerce un
puissant effet myorelaxant sur les
fibres musculaires lisses de la paroi
vasculaire, du tube digestif et du sys-
teéme respiratoire. A l'instar du VIP,
le PACAP présente, en outre, toutes
les caractéristiques d’un neurotrans-
metteur capable d’induire la dépola-
risation des neurones et de provo-
quer une mobilisation du calcium
dans les cellules gliales [1].

De nombreux travaux suggerent que
le PACAP pourrait également agir
comme un facteur trophique [14].
Ainsi, le PACAP stimule la proliféra-
tion de diverses lignées cellulaires
comme les cellules folliculo-stellaires
TtT/GF, les cellules lactotropes 235-1
ainsi que les carcinomes pulmonaires
NSCLC et pancréatiques AR4-2].
Dans les cellules tumorales d’origine
nerveuse comme les phéochromocy-
tomes, le PACAP favorise la crois-
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sance neuritique en activant la voie
de I’adénylyl cyclase et de la protéine
kinase A (PKA) [15]. Le PACAP est
présent et libéré par des fibres inner-
vant la médullo-surrénale et le pep-
tide stimule ¢n vitro la croissance neu-
ritique des cellules chromaffines non
tumorales [16]. Au niveau du sys-
teme nerveux central, le PACAP pro-
tege les neurones corticaux en cul-
ture de la mort induite par le
glutamate [17]. Enfin, administré par
voie intraveineuse, le PACAP pré-
vient la mort des neurones de I'hip-
pocampe provoquée par une isché-
mie cérébrale [18].

Le PACAP joue-t-il un role
dans I’histogenese du cervelet ?

Le géne du PACAP est fortement
exprimé dans le systéme nerveux
central au cours du développement.
En particulier, des quantités impor-
tantes de PACAP ont été détectées
par dosage radio-immunologique
dans le cervelet de rat au cours des
trois semaines qui suivent la nais-
sance [19]. Parallelement, de fortes

concentrations de sites de fixation
spécifiques du PACAP ont été mises
en évidence par autoradiographie au
niveau de la couche granulaire
externe du raton agé de 8 a 25 jours
[20, 21]. Ces sites de liaison, égale-
ment caractérisés par cytoautoradio-
graphie sur des cellules granulaires
en culture, correspondent a des
récepteurs fonctionnels PVR1 (qui
présentent une forte affinité pour le
PACAP et une faible affinité pour le
VIP) couplés positivement a ’adény-
Iyl cyclase et a la phospholipase C
[22]. La présence du PACAP dans le
cervelet immature et I’expression
transitoire de ses récepteurs dans la
couche granulaire externe pendant
les phases de multiplication et de
migration des cellules en grain sug-
gerent que le peptide pourrait étre
impliqué dans le contrdle de I'histo-
genese du cervelet. De fait, le
PACAP, a des doses nanomolaires,
augmente fortement le taux de survie
des cellules granulaires cultivées en
conditions favorisant ’apoptose [23-
26], cet effet se trouvant bloqué par
I’antagoniste PACAP(6-38). Par

PVR1

Pas d'effet trophique

Transcription
genes cibles

Effet neurotrophique

Figure 3. Schéma des principaux mécanismes intracellulaires activés par le
PACAP sur les cellules granulaires. PVR1: récepteur du PACAP et du VIP de
type I; PLC : phospholipase C,; AC: adénylyl cyclase; IP3: inositol trisphos-
phate; DG: diacyl glycérol; PKC et PKA : protéine-kinases C et A; ERK: extra-
cellular regulated protein kinase ; MAPK: mitogen associated protein kinase,;

MAPKK : MAPK-kinase.
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ailleurs, le PACAP stimule la crois-
sance neuritique des cellules en grain
cultivées en présence d’une faible
concentration de potassium [25]
(figure 2).

La réduction de la proportion de cel-
lules en apoptose induite par le
PACAP peut étre mimée par un ana-
logue de 'AMPc, le dbcAMP [24] ou
la forskoline, et I’action neuroprotec-
trice du PACAP est abolie en pré-
sence du composé H89, un inhibi-
teur de protéine-kinase A (PKA) [26]
montrant que les effets neurotro-
phiques du PACAP résultent de son
action stimulatrice sur 1’adénylyl
cyclase (figure 3). Un inhibiteur de la
MAP-kinase (mitogen-activated protein
kinase), le PD98059, bloque la phos-
phorylation de la protéine-kinase
ERK (extracellular signal-regulated
kinase) induite par le PACAP et
inhibe l'effet protecteur du PACAP
sur ’apoptose des cellules granu-
laires. En revanche, le PMA (phorbol-
12-myristate-13-acetate), un stimulateur
de la protéine-kinase C, n’a aucun
effet sur la survie des cellules granu-
laires en culture. Il apparait donc
que l'effet neuroprotecteur du
PACAP sur les cellules granulaires
immatures met en jeu l’activation
d’une PKA, laquelle induit la phos-
phorylation de la MAP-kinase ERK. 11
faut toutefois rappeler que la voie
des MAP-kinases n’est pas la seule
impliquée dans la régulation de
I’apoptose des cellules en grain.
Ainsi, il a été montré que les effets
neuroprotecteurs induits par le
PACAP ou par des concentrations
dépolarisantes de KCI sont additifs,
ce qui suggere l'existence de deux
systemes de transduction différents
[25]. Le fait que la neuroprotection
induite par le KCl ne soit pas blo-
quée par le PD98059 et ne mette
donc pas en jeu la voie des MAP
kinases appuie cette hypotheése [26].
Par ailleurs, il a été récemment mon-
tré chez la drosophile que d’autres
protéines de la cascade de transmis-
sion du signal (Ras-Raf-MAPKK)
étaient impliquées apres I'activation
des récepteurs du PACAP [27, 28].
Plusieurs équipes étudient actuelle-
ment I'effet du PACAP sur les diffé-
rentes protéines codées par les génes
précoces (en particulier Fos, Jun et
Myc) et des proto-oncogenes tels que

Bcl-2 dans les cellules en grain imma-
tures. Toutefois, le véritable enjeu
consiste maintenant a déterminer si
le PACAP exerce un role physiolo-
gique in vivo dans ’histogeneése du
cervelet. Deux approches complé-
mentaires devront étre mises en
ceuvre pour explorer cette question:
I’administration in vivo chez le jeune
rat d’antagonistes du PACAP au
niveau du cervelet et 'invalidation
des genes codant pour le PACAP
et/ou pour ses récepteurs. Seules ces
expériences permettront de démon-
trer que le PACAP exerce réellement
un roéle neurotrophique dans le cor-
tex cérébelleux au cours du dévelop-
pement ®
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EEE Le neurone au gré de
PAMPc! La progression et 'exten-
sion des neurones a l’origine du
tissu nerveux est sous 1’étroite auto-
rité de PAMPc extracellulaire. C’est
la conclusion d’'une étude réalisée
sur des neurones spinaux de
Xénope, dont la progression in vitro
est facilement visualisée [1]. Ainsi,
peut-on démontrer I'effet attractif
d’une source de BDNF (brain deri-
ved neurotrophic factor) sur la progres-
sion d’un neurone placé a proxi-
mité. De nombreux éléments
suggerent que I’AMPc extracellu-
laire joue un roéle crucial dans ce
phénomene: (1) L’effet attractif du
BDNF devient répulsif lorsqu’un
inhibiteur de la protéine-kinase A
est ajouté au milieu; (2) A l'opposé,

un analogue de 'AMPc qui active
I’enzyme augmente la réponse
attractive ; (3) Un agoniste des
récepteurs du glutamate, qui réduit
la production neuronale d’AMPc,
induit un effet répulsif du BDNF
sur le neurone; (4) Une source
faible de BDNF, sans effet par elle-
méme, devient attractive en pré-
sence de forskoline, un activateur
de I'adénylate cyclase. Dans tous les
cas, un influx de Ca* dans le coéne
de croissance du neurone s’avere
essentiel. L’acétylcholine, qui aug-
mente 'influx de Ca?, exerce les
mémes effets attractifs et répulsifs
que le BDNF, alors que la neurotro-
phine-3, attractive également, mais
activant une tyrosine-kinase diffé-
rente de celle mise en jeu par le

BDNF, n’est pas influencée par une
diminution du Ca* ou un blocage
du systeme AMPc. Les auteurs
concluent qu'une augmentation de
Ca* cytoplasmique qui active le sys-
teme AMPc est a la base des
réponses induites par le neurotrans-
metteur, la défection du systeme
AMPc conduisant a révéler le phé-
nomene répulsif induit par la seule
augmentation du Ca?" cytoplas-
mique. Une nouvelle fois, est dévoi-
lée I'extréme sensibilité et com-
plexité des mécanismes mis en jeu
au cours du développement du sys-
téme nerveux.

[1. Song HJ, et al. Nature 1997 ; 388:
2759.]
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