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Abstract 
 

The cerebellum is a structure involved in many motor and cognitive functions whose 

development occurs after birth under the control of various factors, including neuropeptides. 

Peptides acting on cerebellar cortex development often exhibit a specific pattern of expression 

with in rodents a high expression over the 2 first postnatal weeks which then decreases at 

adulthood. The aim of this study was to identify additional peptides with such expression profile 

and to characterize their putative functions in the development of the cerebellar cortex and more 

particularly, in the establishment of cerebellar granule neurons which are the most abundant 

cells of the cerebellum. To address this, cerebella of rats aged from 8 to 90 days-old were 

analyzed by mass spectrometry. Among the 33 peptides identified in the cerebellum, 4 had the 

particular expression profile we were looking for. We choose to study further one of them, i.e. 

the nociceptin, and confirmed peptidomic results by measuring the expression of its gene 

precursor and of its receptor. Combining laser microdissection and qPCR approaches revealed 

that both nociceptin and its receptor genes were expressed in the internal granular layer of the 

cerebellar cortex. Functional studies showed that nociceptin exerts a neurotrophic effect on 

granule neurons by increasing their survival and differentiation, but had no effect on their 

motility. Preliminary in vivo experiments indicate that nociceptin can also counteract ethanol-

induced toxicity. The last part of the present study aimed to identify new neuropeptides 

expressed in the rat cerebellum by using de novo sequencing. The large amount of peptide 

sequences initially found was then reduced to only 6 candidates for further analysis, by using 

filters such as recurrence of the sequences and their differential expression in between the four 

developmental stages considered. Additional genomic studies will help to decrease even further 

this number, in order to focus the biological tests on the targets which are most likely to code 

for biological active peptides. 

Key words: cerebellum; development; peptidomic; nociceptin; granule neurons  
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Résumé étendu 

 

Le cervelet est une région du cerveau située en arrière du tronc cérébral, impliquée dans les 

comportements moteurs et cognitifs. Il est constitué d’une substance blanche interne et d’une 

substance grise périphérique appelée cortex cérébelleux. Ce cortex s’organise en couches 

cellulaires bien distinctes dont l’architecture est aisément reconnaissable. Chacune de ces 

couches est constituée de plusieurs types cellulaires, mais les cellules les plus nombreuses sont 

les neurones en grain qui, à l’âge adulte, constituent la population la plus abondante du cerveau. 

Le cervelet se développe après la naissance chez l’Homme et les rongeurs. En particulier, les 

neurones en grain se mettent en place, chez le rat, au cours des 2 premières semaines post 

natales. Le développement du cortex cérébelleux est contrôlé par de nombreux facteurs comme 

des chimiokines, des neurotransmetteurs, des facteurs de croissance et des peptides. Parmi les 

peptides impliqués on retrouve notamment le pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide 

qui augmente la survie et la différenciation mais diminue la migration, la somatostatine qui 

stimule la migration des cellules en grain au niveau de la couche granulaire externe mais 

l’inhibe au niveau de la couche granulaire interne et l’octadecaneuropeptide qui protège les 

neurones en grain contre le stress oxydatif. Ces différents peptides, ainsi que d’autres impliqués 

dans le développement du cervelet, présentent un profil d’expression très particulier. En effet, 

ils sont très abondants au cours des 2 premières semaines de vie postnatale, période au cours de 

laquelle les processus développementaux sont les plus intenses, puis leur expression diminue à 

l’âge adulte.  

En se basant sur cette observation, l’objectif de ce projet de thèse était donc d’identifier des 

peptides dont l’expression est forte au cours des 2 premières semaines postnatales avant de 

diminuer à l’âge adulte, puis de caractériser leurs effets éventuels sur la mise en place des 

neurones en grain.  

La première partie du projet avait pour but d’identifier les peptides différentiellement exprimés 

au cours du développement. Pour cela nous avons collecté des cervelets de rats âgés de 8, 16, 

21 et 90 jours dont nous avons extrait les peptides avant de les analyser par des techniques de 

spectrométrie de masse. Grâce à une base de données de neuropeptides et de précurseurs de 

neuropeptides de rat que nous avons créée, nous avons pu identifier 33 peptides exprimés de 

façon récurrente au cours du développement. Parmi ces peptides, 19 ne sont pas encore connus 

pour être des peptides bioactifs mais en présentent toutes les caractéristiques. La quantification 
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de l’abondance de ces peptides à l’aide d’outils bioinformatiques, nous a permis de mettre en 

évidence 8 peptides différentiellement exprimés au cours du développement. Parmi ces 8 

peptides régulés, 4 voient leur expression diminuer à l’âge adulte, suggérant une possible 

implication dans le développement du cortex cérébelleux. La somatostatine a été retrouvée 

régulée comme décrit dans la littérature, validant notre approche expérimentale. Nous avons 

choisi, pour la deuxième partie de l’étude, de nous intéresser plus particulièrement à un autre 

des peptides dont l’expression diminue entre P8 et P16 puis disparait à l’âge adulte, la 

nociceptine. 

Pour essayer de corréler les résultats de peptidomique avec l’expression du gène de la 

nociceptine et de son récepteur, nous avons réalisé des expériences de PCR quantitative sur des 

cervelets de rats âgés de 2, 4, 8, 16, 21 et 90 jours. Nous avons pu mettre en évidence que le 

gène de la nociceptine est fortement exprimé entre le 2ème et 8ème jour de vie postnatale, avant 

de fortement diminuer entre le 16ème et 90ème jour. Le gène du récepteur est, quant à lui, 

fortement exprimé entre le 8ème et 16ème jour de vie postnatale mais plus faiblement avant et 

après cette période. Le cortex cérébelleux étant constitué de 4 couches cellulaires pendant le 

développement et de 3 couches à l’âge adulte, afin de savoir dans laquelle de ces couches étaient 

exprimés la nociceptine et son récepteur, nous avons découpé par microdissection laser chaque 

couche du cortex cérébelleux chez des animaux âgés de 8 et 21 jours. Cette expérience a permis 

de montrer que le gène de la nociceptine est surtout exprimé dans la couche la plus interne du 

cortex à 8 jours. De même le gène du récepteur n’est exprimé que dans la couche interne, 

quelque soit le stade du développement. Cette zone interne du cortex cérébelleux étant presque 

exclusivement composée de neurones en grain, nous avons ensuite conduit des tests 

fonctionnels sur ces cellules en culture. 

Nous avons tout d’abord montré que les neurones en grain en culture expriment le gène du 

récepteur de la nociceptine et ce jusqu’à 5 jours après l’ensemencement. Nous avons ensuite 

étudié l’effet de la nociceptine sur les neurones en grain soumis à un stress oxydatif par l’ajout 

de peroxyde d’hydrogène. La nociceptine favorise la survie des cellules en grain en inhibant le 

processus d’apoptose comme illustré par la mesure de l’activité caspase-3. La motilité des 

neurones en grain a été mesurée en utilisant la technique de microexplants et n’a révélé aucun 

effet de la nociceptine sur ce paramètre. En revanche, la nociceptine augmente la différenciation 

des neurones en grain, tant au niveau du nombre de neurites que de leur longueur.  
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L’ensemble de ces données suggère que la nociceptine est impliquée dans les processus plus 

tardifs du développement en favorisant la survie et la différenciation des neurones en grain dans 

la couche la plus interne du cortex cérébelleux. 

La dernière partie de ce projet avait pour objectif d’identifier des peptides encore inconnus en 

réalisant un séquençage de novo à partir des données peptidomiques. Grâce à ce procédé nous 

avons mis en évidence environ 7 500 séquences qui ne sont pas répertoriées dans la base de 

données SwissProt/UniProt. Le nombre de ces séquences a été réduit à 17 en éliminant toutes 

celles qui n’étaient pas retrouvées exprimées de façon récurrente et puis à 11 en ne retenant que 

les séquences régulées au cours du développement (dont 6 voient leur expression diminuer à 

l’âge adulte). Ensuite, ces séquences ont été reverse traduites afin de localiser ces peptides au 

sein du génome. La suite de ce projet devra s’attacher à déterminer si certaines séquences 

pourraient correspondre à des  peptides bioactifs en recherchant entre autres au niveau du 

précurseur la présence d’un peptide signal, de sites de clivage par les prohormones convertases 

encadrant la séquence et/ou d’une forte conservation évolutive. Cela permettra pour finir de 

sélectionner 2 à 3 peptides qui seront testés biologiquement. 
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Chapitre I : le cervelet 
 

1. Présentation générale 

 

Le cervelet est un organe impair d’origine métencéphalique situé dans la fosse crânienne 

postérieure, en arrière du tronc cérébral (Fig. 1A). Il est recouvert des 3 méninges classiques, à 

savoir de l’extérieur vers l’intérieur : la dure-mère qui constitue, à l’interface avec le reste du 

cerveau, une membrane très épaisse appelée tente du cervelet, puis l’arachnoïde et la pie-mère. 

Entre ces 2 dernières circule le liquide céphalo-rachidien dans l’espace sous-arachnoïdien, au 

niveau de larges cavités à l’interface avec le cervelet qui forment différentes citernes. Au cours 

de l’évolution animale, on remarque l’apparition successive de 3 parties distinctes au niveau du 

cervelet, (i) l’archéocervelet déjà présent chez les poissons, (ii) le paléocervelet apparu chez les 

reptiles et les oiseaux et (iii) le néocervelet retrouvé uniquement chez les mammifères (Fig. 

1A). Le cervelet est composé de plusieurs sous-structures formant de la plus grossière à la plus 

fine, les lobes, les lobules, les lames et les lamelles, elles-mêmes séparées par des sillons (Fig. 

1B).  

 

 La complexité du cervelet s’accroit au cours de l’évolution, ce qui se traduit par un organe de 

plus en plus replié avec l’augmentation du nombre de circonvolutions présentes à sa surface. 

Au niveau histologique, le cervelet est composé d’une substance blanche interne dans laquelle 

sont enchâssés 4 paires de noyaux profonds (dentelé, fastigial, interposés antérieur et 

postérieur), relais intermédiaires entre le cervelet, le tronc cérébral et le cerveau. Autour de 

Figure 1: Anatomie générale du cervelet. (A) coupe sagittale présentant le cervelet et les structures avoisinantes. 

(B) coupe transversale présentant le cervelet et sa division en lobes séparés par des fissures. 
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cette substance blanche se trouve une substance grise corticale appelée cortex cérébelleux 

contenant les corps cellulaires des neurones. Malgré sa petite taille (il ne représente que 15% 

de la masse cérébrale), le cervelet contient à lui seul plus de 70 % des neurones du cerveau chez 

le rat (Herculano-Houzel et al. 2006). 

Le développement du cervelet suit les mêmes étapes chez tous les vertébrés mais sa maturité 

est atteinte plus ou moins rapidement. Chez les espèces capables de marcher dès la naissance 

comme le cheval, le cervelet est déjà presque entièrement développé lors de la mise-bas. En 

revanche, pour les espèces dont la marche s’acquiert plus tard comme l’homme ou le rat, son 

développement est en grande partie postnatal. A maturité, le cortex cérébelleux est composé de 

3 couches cellulaires bien distinctes, à savoir en surface la couche moléculaire (CM), au milieu 

la couche des cellules de Purkinje (CP), et dans la partie interne, la couche granulaire (CG) au 

contact de la substance blanche (Fig. 2A).  

La CM présente une faible densité cellulaire et contient principalement les ramifications 

dendritiques des cellules de Purkinje, ainsi que les axones des neurones en grain du cervelet 

(NGC ; appelés fibres parallèles) et les prolongements de la glie de Bergmann (Voogd et 

Glickstein 1998). Les 2 autres types cellulaires présents sont les cellules en corbeille et les 

cellules étoilées qui sont des inter-neurones inhibiteurs. Les cellules en corbeille émettent des 

prolongements qui vont directement contacter le corps cellulaire des cellules de Purkinje (Tigyi 

et al. 1990), tandis que les cellules étoilées exercent leur inhibition via les dendrites des cellules 

de Purkinje (Ito 2006).  

La CP est constituée d’une assise monocellulaire de cellules de Purkinje à l’aspect piriforme et 

dont l’arborisation dendritique est très développée dans la CM (Fig. 2A). Ce sont des neurones 

de grande taille produisant l’acide gamma-amino butyrique (GABA ; Saitow et al. 2000) et 

dont les axones qui traversent la CG pour inhiber l’activité des noyaux profonds constituent la 

seule efférence du cortex cérébelleux (De Zeeuw and Berrebi 1995). En plus de ces cellules de 

Purkinje, la CP est également composée d’inter-neurones inhibiteurs tels que les cellules en 

candélabre qui étendent leurs axones vers la CM (Lainé and Axelrad 1994). Enfin, dans cette 

couche se trouvent des cellules gliales, la glie de Bergmann qui étend ses prolongements jusqu’à 

la surface du cortex cérébelleux (Grosche et al. 2002).  

La CG contient environ 60 milliards de NGC qui constituent, à l’âge adulte, la plus large 

population neuronale du cerveau chez l’Homme (Zagon et al. 1977). Les NGC sont de petits 

neurones glutamatergiques dont le soma de 5 à 8 µm est presque entièrement occupé par le 
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noyau (Gallo et al. 1982). Ils reçoivent des afférences appelées fibres moussues issues de la 

moelle épinière, du tronc cérébral et du cerveau, qui se ramifient pour entrer en contact avec 

plusieurs centaines de NGC. L’information est ensuite transmise par des axones qui se divisent 

en 2 dans la CM pour former les fibres parallèles contactant les cellules de Purkinje via leur 

arborisation dendritique (Pichitpornchai et al. 1994). La CG comporte également des inter-

neurones inhibiteurs, dont les cellules de Golgi, qui contactent les NGC au niveau de leurs 

fibres parallèles et de leurs dendrites (Ekerot and Jörntell 2001), ainsi que les cellules de Lugaro 

qui inhibent les cellules de Golgi (Dumoulin et al. 2001) et les NGC (Dugué et al. 2005 ; Fig. 

2B). Les cellules de Lugaro émettent également des prolongements ascendants pour inhiber les 

cellules de Purkinje (Dean et al. 2003), les cellules en corbeille et les cellules étoilées dans la 

CM (Lainé and Axelrad 1994). Enfin, les cellules unipolaires en brosse, seuls inter-neurones 

excitateurs du cortex cérébelleux, forment des synapses glutamatergiques avec les fibres 

moussues (Diño et al. 1999) et vont amplifier leur signal avant de le transmettre aux NGC 

(Kalinichenko and Okhotin 2005).  

Cellule en candélabre
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Figure 2 : Représentation schématique du cortex cérébelleux et des connexions entre les cellules qui le 

composent. (A) organisation des cellules au sein des 3 couches du cortex cérébelleux adulte. (B) connexions entre 

les cellules du cortex cérébelleux. En rouge : les connections activatrices. En bleu : les connections inhibitrices. 

CM : couche moléculaire ; CP : couche des cellules de Purkinje ; CG : couche granulaire. 
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Malgré cette grande diversité cellulaire, le fonctionnement du cortex cérébelleux repose 

essentiellement sur les cellules de Purkinje et les NGC ; ces 2 types cellulaires formant une 

véritable boucle d’intégration de l’information, finement régulée par les inter-neurones 

(Fig. 2B). L’information arrive dans le cortex par 2 voies : les fibres moussues contactant les 

NGC afin de transmettre l’information aux cellules de Purkinje et les fibres grimpantes 

contactant directement les cellules de Purkinje. Une fois intégré, le signal est renvoyé vers les 

régions centrales et la moelle épinière par les efférences des cellules de Purkinje qui font relai 

dans les noyaux profonds (Fig. 2B). Ce réseau permet au cervelet d’exercer un grand nombre 

de fonctions non seulement motrices, mais également cognitives.  

2. Fonctions du cervelet 

 

Parmi les diverses fonctions exercées par le cervelet, les premières décrites dès le XIXème siècle 

ont été les fonctions motrices (Jackson ,1841). La division anatomique du cervelet en 3 parties 

anatomiques distinctes, conséquence de l’évolution, correspond également à une répartition des 

fonctions liées à la motricité (Fig. 3). L’archéocervelet (aussi appelé vestibulocervelet), région 

la plus ancienne phylogéniquement, reçoit des afférences des organes vestibulaires de l’oreille 

interne via les fibres grimpantes, ou via les fibres moussues (Kaufman et al. 1996). Après 

intégration, l’information est transmise aux noyaux vestibulaires (Barmack 2003) puis circule 

dans la moelle épinière par la voie extrapyramidale (ou faisceau vestibulo-spinal ; Fig. 3A) pour 

commander les motoneurones responsables des muscles posturaux en charge du maintien de 

l’équilibre (Horak et al. 2002). L’archéocervelet intervient également dans le contrôle des 

mouvements oculaires (Giolli et al. 1988) ainsi que dans les mouvements de la tête (Bankoul 

and Neuhuber 1990). La lésion de cette région entraîne une ataxie vestibulo-cérébelleuse qui se 

traduit par des troubles de l’équilibre avec une perte de la posture verticale, des troubles de la 

marche pouvant aller jusqu’à rendre la station debout impossible, ainsi qu’un tremblement des 

globes oculaires (nystagmus ; (Kaufman et al. 1996). 

Le paléocervelet (aussi appelé spinocervelet), apparu chez les oiseaux et les reptiles, reçoit les 

afférences du faisceau de Flechsig en provenance des membres inférieurs et de la partie 

inférieure du tronc, ainsi que les afférences du faisceau de Gowers en provenance des membres 

supérieurs et de la partie supérieure du tronc. Ces 2 faisceaux véhiculent les informations issues 

des fuseaux neuromusculaires, des organes tendineux et des récepteurs articulaires afin de 

renseigner la position du corps dans l’espace. Le message afférent parvient aux NGC par 

l’intermédiaire des fibres moussues puis est transmis aux cellules de Purkinje via les fibres 
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parallèles (Hashimoto et al. 2003). Une fois l’information intégrée, les cellules de Purkinje la 

communique aux noyaux fastigiaux et interposés dans le vermis, puis aux noyaux vestibulaires, 

aux noyaux rouges et à l’olive bulbaire dans le tronc cérebral, qui vont finalement la transmettre 

à la moelle épinière par les faisceaux vestibulo, olivo et rubrospinaux (Fig. 3B). Par ces voies, 

le paléocervelet contrôle la posture (Ouchi et al. 1999) mais compare également le mouvement 

planifié au mouvement exécuté afin de le corriger finement si besoin (Tracy et al. 2001). La 

lésion de cette structure entraîne une hypotonie posturale due aux troubles du tonus des muscles 

antagonistes ainsi qu’une mauvaise exécution des mouvements dans le temps et dans l’espace 

(dysmétrie ; Hore et al. 1991). 

Le néocervelet (aussi appelé cérébrocervelet), uniquement présent chez les mammifères, est en 

étroite relation avec les aires motrices du cortex cérébral grâce aux voies cortico-ponto-

cérébelleuses (Brodal and Bjaalie 1997). Il existe 2 boucles de régulation impliquant cette 
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Figure 3 : Représentation des circuits cérébelleux impliqués dans la motricité.  (A) schématisation de 

l’archéocervelet. (B) schématisation du paléocervelet. (C) schématisation du néocervelet. NF : noyau fastigial ; 

NI : noyau interposé ; NPA : noyau de la protubérance annulaire ; NR : noyaux rouges ; NV : noyau vestibulaire ; 

OB : olive bulbaire. 
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région du cervelet : l’une connecte le néocervelet au cerveau en faisant relais dans le thalamus, 

c’est la voie cortico-reticulo-spinale en charge de réguler le mouvement volontaire global, et 

l’autre relie le néocervelet au bulbe rachidien, c’est le triangle de Guillain-Mollaret agissant sur 

les muscles de la face, du pharynx et du diaphragme (Fig. 3C). Grâce à ces 2 voies, cette partie 

du cervelet contribue à la planification des mouvements en préparation (Wolpert et al. 1998) 

ainsi qu’à l’évaluation des informations sensorielles (Shih et al. 2009). Une lésion dans cette 

région induit des troubles de l’exécution du mouvement avec une perte de l’organisation 

temporo-spatiale (Iloeje 1992). Cependant, la plus grande partie du néocervelet est dédiée aux 

fonctions cognitives. 

En effet, au-delà de ces fonctions motrices, le cervelet exerce également des fonctions 

cognitives qui ont été soupçonnées pour la première fois en 1985 par Botez et al.. La découverte 

relativement tardive de cette composante est due au fait que les premiers et plus importants 

symptômes observés en cas de lésions ou de pathologies cérébelleuses sont d’abord moteurs, et 

peuvent masquer d’autres déficits. De plus, cette structure étant très régionalisée une atteinte 

localisée entraîne des déficits spécifiques rendant difficile une compréhension plus globale de 

son rôle. Au cours des 3 dernières décennies, l’implication du cervelet dans un grand nombre 

de fonctions cognitives a été rapportée et la découverte de son importance dans les fonctions 

non-motrices ne cesse de s’accroître. En particulier, le cervelet échange des informations avec 

le cortex préfrontal (Middleton and Strick 2000), et les lobes du néocervelet et du paléocervelet 

impliqués dans cette interaction ont vu leur volume augmenter au cours de l’évolution (Balsters 

et al. 2010), suggérant leur rôle dans les fonctions cognitives chez l’Homme.  

Le cervelet a d’abord été caractérisé pour son rôle dans l’apprentissage moteur par des 

expériences de conditionnement de fermeture de la paupière au cours desquelles un défaut de 

mémorisation apparaît en cas de lésion des noyaux interposés responsables de la connexion 

entre le paléocervelet et le thalamus (Grant et al. 1960). Grâce à ses connexions avec le système 

limbique, et notamment l’amygdale et l’hippocampe, le paléocervelet est également impliqué 

dans l’apprentissage conditionné par la peur. En effet, dans des tests de conditionnement 

aversif, les lésions du vermis entraînent une diminution du temps d’immobilité traduisant un 

défaut de mémorisation (Supple et al. 1987). De plus, un renforcement des synapses entre 

cellules de Purkinje et fibres parallèles est observé après la phase d’apprentissage (Sacchetti et 

al. 2004), suggérant que le cervelet participe à cette mémoire aversive. Enfin, de par son rôle 

dans la coordination motrice, il a d’abord été suggéré que le cervelet soit impliqué dans le 

versant moteur du langage en contrôlant les muscles faciaux. Cependant, l’observation de 
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patients présentant des lésions cérébelleuses montre qu’il participe aussi à la reconnaissance 

des mots et à la construction des phrases (Guell et al. 2015). Dans une autre étude utilisant la 

stimulation magnétique transcrânienne pour induire une diminution de l’excitabilité du cortex 

cérébelleux chez des sujets sains, les personnes devaient énoncer une série de mots commençant 

par une lettre proposée par l’expérimentateur (Arasanz et al. 2012). La baisse des performances 

observée après la stimulation transcranienne suggère un rôle du cervelet dans la production des 

mots. 

Au niveau émotionnel, le cervelet est particulièrement impliqué dans la perception des 5 

émotions primaires avec des régions spécifiquement activées pour chacune (i.e. colère, peur, 

dégoût, joie et tristesse ; Baumann and Mattingley 2012). Dans le cas d’une ataxie 

spinocérébelleuse provoquée par une dégénérescence du cervelet et des connexions 

corticocérébelleuses, les patients présentent un déficit de reconnaissance des émotions sur les 

visages, associé à des degrés variés de troubles cognitifs et psychiatriques (D’Agata et al. 2011). 

Cet ensemble de symptômes, qui comprend aussi un défaut des fonctions exécutives comme la 

planification ou la mémoire de travail, des troubles du langage et une anxiété accrue, est connu 

sous le nom de syndrome cognitif et affectif cérébelleux (Schmahmann and Sherman 1998). 

Toutes ces fonctions exercées par le cervelet dans l’apprentissage, le langage et les composantes 

émotionnelles ont conduit la communauté scientifique à s’interroger sur l’implication de cette 

structure dans des pathologies présentant des déficits d’une ou plusieurs de ces fonctions. Par 

exemple, les sujets atteints de syndromes de type autistiques montrent, entre autres symptômes, 

des troubles du langage, des retards d’apprentissage, des difficultés à communiquer et une 

altération de la socialisation. Des études post-mortem réalisées sur des cervelets de patients afin 

de comprendre l’implication de cette région dans les troubles autistiques révèlent, entre autres 

altérations histologiques, une dysplasie du cortex cérébelleux avec une CG fine et désorganisée, 

une diminution du nombre de cellules de Purkinje et des clusters de NGC dans la CM (Wegiel 

et al. 2010). Ces altérations de structure semblent être imputables à un mauvais développement 

du cervelet. En effet, une étude récente a utilisé un modèle de souris invalidées pour le gène 

Tsc 1 impliqué dans le contrôle de la croissance cellulaire modélisant les syndromes de type 

autistique. Et malgré d’importants déficits cellulaires, il est possible de retrouver un phénotype 

normal jusqu’au jour postnatal 7 (P7) en administrant aux animaux de la rapamycine capable 

de restaurer la fonction du gène (Tsai et al. 2012). Cela suggère l’existence d’une phase critique 

dans le développement du cervelet qui, si elle ne se déroule pas correctement, peut engendrer 

des déficits cognitifs. Cette hypothèse est confortée par l’observation que chez les enfants 
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prématurés ayant connu un épisode d’hémorragie cérébelleuse périnatale, l’incidence des 

déficits de type autistique augmente (34% contre 9% chez les enfants n’ayant pas subi 

d’hémorragie ; Limperopoulos et al. 2007). A l’échelle structurelle, le cervelet de ces enfants 

apparait anormalement petit avec une désorganisation du paléocervelet et des hémisphères 

cérébelleux pouvant aller jusqu’à un cervelet unilatéralisé.  

Concernant les autres fonctions cognitives, il a été montré que la lésion des noyaux du 

paléocervelet empêche le développement de comportements d’habitude lors d’un entraînement 

(Callu et al. 2007). De plus, l’implication des NGC a été rapportée très récemment dans une 

expérience d’auto-administration de récompense couplée à une mesure d’activité calcique des 

NGC par microscopie 2-photons (Wagner et al. 2017). Dans cette étude, certains NGC sont 

activés lorsque l’animal, après avoir déplacé un levier, attend la récompense et d’autres lorsque 

celle-ci n’est pas délivrée, suggérant l’implication de ces cellules dans l’association entre 

l’action et la récompense. D’autres cellules du cervelet seraient aussi impliquées dans ces 

phénomènes de récompense mais également d’addiction. En effet, l’administration de 

cannabinoïdes induit une suractivation des cellules de Purkinje en se fixant sur les récepteurs 

CB1 présents au niveau de leurs synapses avec les cellules en corbeille (Takahashi and Linden 

2000). L’activation du récepteur CB1 inhibe la libération de GABA par les cellules en corbeille, 

ce qui lève l’inhibition qu’elles exercent sur les cellules de Purkinje. L’activation simultanée 

des cellules de Purkinje et des NGC lors de la prise de drogues a pour conséquence une 

activation globale du cervelet. De plus, il a été observé chez des patients présentant une 

addiction à la cocaïne, une diminution de la flexibilité de comportement lors d’un test, c’est à 

dire leur capacité à interrompre un comportement amorcé (Hester and Garavan 2004). Cela 

entraîne de mauvaises performances dans des tâches de types GO-NOGO pendant lesquelles 

les patients doivent appuyer sur un bouton lorsqu’un certain stimulus leur est présenté. De fait, 

ils ne parviennent pas à interrompre leur réponse face à un autre stimulus. Au niveau cellulaire 

est observé une sur-activation du cervelet et une inhibition du cortex préfrontal (Hester and 

Garavan 2004). Le cervelet étant étroitement connecté au cortex préfrontal, il a été suggéré que 

ces 2 structures soient recrutées de manière compétitive lors de prises de décisions. Si une 

composante cognitive est présente, c’est le contrôle du cortex préfrontal qui est activé, en 

revanche, si une réponse rapide et automatique est requise, c’est le cervelet qui est activé tandis 

que le cortex est inhibé. Cela suggère que lors d’une addiction, une réorganisation du schéma 

de prise de décision a lieu. En effet, se met en place une inhibition du cortex préfrontal et une 
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sur-activation concomitante du cervelet qui entraîne une diminution du versant cognitif de la 

réponse conduisant à la consommation compulsive de drogue. 

Comme illustré à travers ces quelques exemples, le cervelet exerce donc un grand nombre de 

fonctions, à la fois motrices et cognitives toutes intimement liées au bon développement de la 

structure qui, chez l’Homme comme chez le rat, se déroule principalement après la naissance. 

3. Ontogenèse du cervelet 

 

Le développement du cervelet est similaire dans ses étapes chez tous les mammifères mais son 

organisation temporelle diffère selon les espèces. Chez les espèces dont le petit peut marcher 

dès la naissance, le cervelet est déjà en place et bien organisé dès la mise-bas. En revanche, 

chez les espèces dont les capacités motrices à la naissance sont réduites, le cervelet est 

complètement immature. Ainsi chez les rongeurs, le développement se termine au cours de la 

troisième semaine postnatale (Altman and Sudarshan 1975) alors que chez l’Homme il ne sera 

totalement mature qu’à l’adolescence (Diamond 2000). La neurogenèse des cellules constituant 

le cortex cérébelleux commence au sein de 2 assises germinatives primaires : la lèvre 

rhombique située entre la partie dorsale du tube neural et le quatrième ventricule, et la zone 

sous-ventriculaire située entre le quatrième ventricule et le métencéphale (Fig. 4). La zone sous-

ventriculaire donne naissance aux cellules de Purkinje, aux cellules de Golgi, aux cellules 

étoilées et aux cellules en corbeille (Maricich and Herrup 1999), tandis que la lèvre rhombique 

produit les NGC et les cellules unipolaires en brosse (Ilijic et al. 2005 ; Wang et al. 2005). Chez 

le rongeur entre le jour embryonnaire 11 (E11) et E13, les précurseurs des cellules de Purkinje 

quittent la zone sous-ventriculaire, traversent ce qui deviendra les noyaux profonds et la 

substance blanche, et terminent leur migration dans le cortex cérébelleux où ils forment une 

couche pluristratifiée (Altman and Bayer 1985). A partir d’E15, les précurseurs des NGC 

commencent leur migration à la surface du cervelet pour venir former la couche granulaire 

externe (CGE ; Wingate and Hatten 1999). Cette couche cellulaire transitoire est une assise 

germinative secondaire qui va s’épaissir au fur et à mesure de la prolifération des cellules (Wang 

et al. 2005). A la naissance, le cortex cérébelleux est donc constitué de 3 couches : la CGE à la 

surface, la CM à l’intermédiaire et la CP en profondeur (Fig. 5). Au moment de la naissance, 

les cellules de Purkinje sont fusiformes avec un axone projetant vers les noyaux profonds et 

quelques dendrites peu étendues (Armengol and Sotelo 1991). 
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Ces cellules commencent à s’arranger en couche monocellulaire et reçoivent de multiples 

afférences de la part des fibres grimpantes en cours de formation (Hashimoto and Kano 2005). 

A la fin du développement cérébelleux, chaque cellule de Purkinje ne sera plus innervée que 

par une unique fibre grimpante (Morando et al. 2001). Le processus d’élimination des fibres 

surnuméraires est altéré chez des souris dont la synaptogenèse entre les cellules de Purkinje et 

les NGC est anormale (Crepel et al. 1981), suggérant que l’établissement de la connexion entre 

ces 2 types cellulaires participe à la maturation des cellules de Purkinje. L’arborisation 

dendritique des cellules de Purkinje commence à se mettre en place dès P8, à partir de 3 

dendrites principales qui vont s’allonger et se ramifier dans la CM, pour achever leur 

différenciation aux alentours de P30 (Berry and Bradley 1976). Les interneurones venant de la 

zone sous-ventriculaire suivent le même chemin que les cellules de Purkinje et se mettent en 

place dans le cortex. Les cellules de Golgi commencent à se connecter aux cellules de Purkinje 

vers P10 tandis que les cellules étoilées et les cellules en corbeille se différencient dans la CM 

(Zhang and Goldman 1996 ; Simat et al. 2007).   
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Vers le cervelet
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Précurseurs

neurones en grain

Figure 4 : Développement embryonnaire du cervelet de rongeur. Les précurseurs venant de la ZSV et de la 

LV vont migrer vers le cervelet. E : jour embryonnaire ; LV : lèvre rhombique ; ZSV : zone sous-ventriculaire. 

Adaptée de Wang and Zoghbi 2005. 
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Dans la CGE, certains NGC continuent de se diviser après la naissance avec un pic mitotique 

entre P4 et P8, tandis que d’autres entament une phase de migration tangentielle. Il en résulte 

une séparation de la CGE en une couche proliférative à sa surface et une couche migratoire 

dans sa partie interne (Fig. 5). Cette première phase de migration au sein de la CGE dure entre 

24 et 48 heures et permet aux NGC d’émettre 2 prolongements axonaux horizontaux à l’origine 

des fibres parallèles (Komuro et al. 2001). Ces fibres parallèles précoces établissent déjà des 

contacts avec les dendrites des cellules de Purkinje et participent à leur différenciation 

(Schilling et al. 1991). Cette migration tangentielle est essentielle à l’organisation du cortex 

car, une fois achevée, les NGC ne pourront plus changer leur position antéro-postérieure ou 

médio-latérale (Komuro and Rakic 1998). Il s’en suit, à partir de P3, une seconde phase de 

migration radiale, perpendiculaire à la première, à travers les CM et CP.  
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Figure 5 : Ontogenèse du cortex cérébelleux chez le rat. Les précurseurs des cellules de Purkinje arrivent 

dans le cortex depuis la zone sous-ventriculaire dès E11 (❶) puis ceux des neurones en grain depuis la lèvre 

rhombique à partir de E15 pour constituer la CGE (❷). Les neurones en grain vont continuer à proliférer dans 

la CGE jusqu’à P8 (❸) tandis que les premiers arrivés entament une étape de migration tangentielle au sein de 

cette couche (❹). Pendant ce temps, les autres cellules du cortex commencent à se différencier, en particulier 

les cellules de Purkinje qui développent leur arborisation dendritique (❺). Les neurones en grain migrent 

ensuite radialement, d’abord en association avec la glie de Bergmann (❻) puis de façon glie-indépendante (❼) 

pour venir former la CGI. Enfin, ces neurones se différencient dans la CGI (❽). CGE : couche granulaire 

externe ; CGI : couche granulaire interne ; CM : couche moléculaire ; CP : couche des cellules de Purkinje ; E : 

jour embryonnaire ; P : jour postnatal. 
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Entre les migrations tangentielle et radiale, se déroule une étape de transition pendant laquelle 

la cellule change son orientation en s’allongeant radialement et émet un autre prolongement 

perpendiculaire aux 2 premiers (Komuro et al. 2001). Ce troisième prolongement est constitué 

d’une partie dite proximale en avant de la cellule dans le sens de la migration et distale en arrière 

de la cellule. La migration radiale s’effectue en association avec la glie de Bergmann (Sotelo et 

al. 1994) grâce à la partie distale du prolongement qui va venir s’enrouler autour de la fibre 

gliale (Edmondson and Hatten 1987). La partie proximale, quant à elle, va permettre d’orienter 

la migration en étendant puis rétractant son cône de croissance (Komuro and Rakic 1995). A 

leur arrivée dans la CP, les NGC se détachent de la glie de Bergmann et, après une pause 

d’environ 2 heures, pendant laquelle elles vont changer de forme puis étirer leur prolongement 

proximal, continuent leur migration de façon glie-indépendante (Komuro and Rakic 1998). A 

la fin de leur migration, les premiers NGC s’arrondissent et s’arrêtent juste en dessous de la CP 

(Fig. 5), les cellules suivantes devront donc traverser la couche granulaire interne (CGI) en 

formation pour s’insérer successivement en-dessous des cellules déjà en place. La CGE va, 

quant à elle, progressivement disparaître jusqu’à P16, non seulement par le départ des NGC 

migrant vers la CGI, mais également grâce à une première phase d’apoptose particulièrement 

intense entre P7 et P9 (Wood et al. 1993). Dans la CGI, la différenciation des NGC consiste en 

l’émission de courtes dendrites, tandis que, dans la CM, les prolongements horizontaux émis 

lors de la migration s’allongent afin de donner naissance aux fibres parallèles. Une deuxième 

phase d’apoptose se déroule entre P15 et P30 dans la CGI et élimine les NGC n’ayant pas établi 

de synapses avec les cellules de Purkinje (Lossi et al. 2002). Cela montre, une fois de plus, 

l’interdépendance des NGC et des cellules de Purkinje au moment de leur développement. Les 

NGC reçoivent des afférences via les fibres moussues qui se développent bien avant la fin de 

leur différenciation. En effet, entre E15 et E19 ces fibres se mettent en place dans le cervelet 

puis projettent vers les NGC situés dans la CGI vers P2-P4 (Grishkat and Eisenman 1995). Une 

fois en place vers P7, les fibres moussues reçoivent un signal de la part des NGC en cours de 

différenciation ce qui entraîne l’arrêt de leur croissance, chaque fibre moussue innerve alors 

environ 500 NGC (Zhang and Mason 1998). 

Comme indiqué ci-dessus, cette ontogenèse met en jeu plusieurs processus tels que la 

prolifération, la migration, la différenciation et la survie d’un ensemble de cellules. Parmi ces 

différents types cellulaires, les NGC ont été utilisés comme modèle afin d’étudier le 

développement du système nerveux central. 
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4. Le cervelet comme modèle d’étude du développement cérébral 

 

Les données présentées précédemment montrent que, lors de l’ontogenèse du cervelet, les NGC 

subissent l’ensemble des processus impliqués dans le développement du cerveau. Grâce à son 

architecture simple et bien reconnaissable en couches cellulaires distinctes, le cervelet permet 

l’étude in vivo des mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans sa mise en place. Ces 

mécanismes sont très proches chez l’Homme et chez le rongeur, permettant une possible 

extrapolation des résultats obtenus chez cette espèce modèle. Par ailleurs, grâce à son 

développement postnatal, le cervelet permet des observations facilitées en évitant les 

manipulations in utero. Les très nombreux NGC du cortex cérébelleux peuvent, de surcroit, être 

aisément mis en culture à l’aide d’un protocole permettant d’atteindre une pureté de 95% de 

cellules en plaques multi-puits et d’étudier la survie et la différenciation neuronales (Gonzalez 

et al. 1997). De plus, la motilité des NGC peut être mesurée par la technique de microexplants 

(Raoult et al. 2014). Enfin, un modèle de tranches organotypiques permet d’observer les 

différentes phases de la migration dans un environnement plus complexe car mettant en jeu 

l’ensemble des cellules du cortex cérébelleux et notamment la glie de Bergmann impliquée dans 

la première phase de la migration radiale (Yacubova and Komuro 2002). De par sa position 

anatomique chez le rongeur, le cervelet rend également possible les observations in vivo. En 

effet, grâce à des injections intracisternales le cervelet devient directement accessible sans 

passage par le système circulatoire ou la barrière hémato-encéphalique et sans intervention 

complexe. Chez le raton, cette injection se pratique sur animal vigile et permet donc la mise en 

place de protocoles simples afin d’étudier l’effet d’une molécule sur le développement du 

cervelet.  Ces analyses souvent histologiques, génomiques ou biochimiques peuvent être 

couplées à des tests comportementaux. Pour terminer, des techniques d’imagerie in vivo en 

réalisant des fenêtres craniennes permettent d’observer, par exemple, l’impact de la lumière sur 

la migration de NGC par microscopie confocale (Fahrion et al. 2012). 

5. Facteurs impliqués dans la mise en place des neurones en grain 

 

Le développement du cortex cérébelleux, et donc des NGC, met en jeu des mécanismes pour 

assurer la prolifération, la migration, la différenciation et la survie des différents types 

cellulaires. Chacun de ces processus est finement contrôlé par de nombreux facteurs de nature 

peptidique ou non qui, par leur équilibre, assurent la mise en place de l’architecture du cortex 

dont dépendent les fonctions exercées par le cervelet. De multiples études ont, en particulier, 

porté sur la caractérisation des facteurs contrôlant la mise en place des NGC. 
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5.1. Facteurs non-peptidiques 

 

Parmi les facteurs non-peptidiques, nous pouvons distinguer des chimiokines, des facteurs de 

croissance, des neurotrophines et des neurotransmetteurs. La famille des neurotrophines 

comprend plusieurs membres dont l’implication dans le développement du cervelet a été 

montrée. Nous pouvons notamment citer le brain-derived neurotrofic factor (BDNF) dont 

l’expression augmente depuis la naissance jusqu’à P14 puis se maintient jusqu’à P21 (Das et 

al. 2001). Le BDNF favorise la survie des NGC immatures dans la CGE (Kubo et al. 1995). 

Cette neurotrophine agit également sur la migration radiale des NGC en jouant un rôle 

chimioattractif  pour les guider vers la CGI (Zhou et al. 2007). La mise en culture de NGC issus 

de souris knock-out (KO) pour le gène du BDNF montre l’implication de ce facteur dans la 

transition entre migration tangentielle et radiale en permettant l’attachement des NGC à la glie 

de Bergmann (Borghesani et al. 2002). Au sein de la CGI, le BDNF stimule la croissance 

axonale des NGC afin de permettre leur différenciation (Segal et al. 1995). Issue de la même 

famille de facteurs, la neurotrophine 3 (NT-3) montre également une expression différentielle 

au cours du développement, avec un pic d’expression pendant la phase embryonnaire et ce, 

jusqu’à la naissance, avant de diminuer au cours de la période postnatale (Takumi et al. 2005). 

Les animaux KO pour le gène de la NT-3, présentent un cortex cérébelleux aminci et survivent 

rarement au-delà de P1 (ElShamy et al. 1996) du fait de son action non seulement sur la 

prolifération des précurseurs dans la CGE (Katoh-Semba et al. 2000), mais aussi sur la survie 

des NGC dans la CGI (Bates et al. 1999).  

Parmi les facteurs de croissance, l’insulin growth factor 1 (IGF-1) apparaît particulièrement 

important dans le contrôle du nombre de précurseurs dans la CGE puisque sa surexpression 

entraîne une augmentation du nombre de NGC de plus de 80% (Ye et al. 1996). L’IGF-1 agit 

en activant des protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2 et Bcl-xl et en inhibant des protéines 

pro-apoptotiques telles que Bax et Bad (Chrysis et al. 2001). En plus de son effet anti-

apoptotique, l’IGF-1 favorise aussi la migration des NGC (Li et al. 2012), mais ce n’est pas le 

seul facteur de croissance exerçant un effet pro-migratoire sur les cellules en grain. En effet, le 

vascular endothelial growth factor est exprimé selon un gradient croissant depuis la CGE 

jusqu’à la CP et va, grâce à son récepteur Flk1 présent sur les NGC, faciliter leur sortie de la 

CGE pour guider leur migration vers la CP (Ruiz de Almodovar et al. 2010). 

Les neurotransmetteurs sont eux aussi nécessaires à l’établissement de l’architecture du cortex 

cérébelleux. Par exemple, le glutamate exerce plusieurs effets via l’activation de son récepteur 
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NMDA et à l’augmentation des courants calciques. Tout d’abord le glutamate accélère la 

migration radiale des NGC (Komuro and Rakic 1993) puis, plus tard dans le développement, il 

favorise la survie des NGC matures dans la CGI (Monti and Contestabile 2000). La sérotonine 

quant à elle, agit de façon indirecte sur les NGC en stimulant dans un premier temps la 

différenciation des cellules de Purkinje (Oostland et al. 2013). Ensuite, l’expression transitoire 

du récepteur 5HT-3 par les NGC induit l’expression de réeline par ces cellules, ce qui limite la 

croissance dendritique des cellules de Purkinje et favorise l’élagage synaptique. Enfin, 

l’activation des récepteurs 5HT-2 exprimés en fin de développement puis dans le cervelet 

mature, participe à la stabilité et l’activité synaptique. 

Finalement, d’autres types de molécules comme celles de la matrice extracellulaire influent sur 

la mise en place des NGC. Par exemple la nétrine, fortement exprimée au niveau de la lèvre 

rhombique au stade embryonnaire et à P5 dans la CGE (Alcántara et al. 2000), active la 

migration des précurseurs des NGC vers le cervelet, puis inhibe la croissance neuritique de ces 

cellules dans la CGE (Alcántara et al. 2000). Cela signifie que la nétrine empêche l’allongement 

prématuré des fibres parallèles dans la zone proliférative de la CGE afin que celles-ci 

apparaissent seulement lors de la migration tangentielle. Parallèlement, le C-X-C motif 

chemokine ligand 14 (CXCL14) est une chimiokine exprimée dans la CP et la CM de façon 

transitoire entre P1 et P8 (Park et al. 2012). Grâce à des expériences de migration de NGC 

cultivés en transwell ou de motilité avec des microexplants, il a été montré que le CXCL14 

augmente la migration de ces cellules en culture (Park et al. 2012).  Au vu de son profil 

d’expression dans les premières phases de développement et de ces expériences mimant les 

phases de migration glie-indépendante, cela suggère que cette chimiokine est impliquée dans 

les étapes précoces de migration. D’autres membres issus de la même famille comme le SDF-

1 (stromal cell-derived factor, appelé également CXCL12) présentent un profil d’expression 

similaire avec une forte concentration au cours des 2 premières semaines du développement 

(Tham et al. 2001). Le SDF-1 est exprimé à la surface piale du cervelet, c’est-à-dire au-dessus 

de la CGE (Tham et al. 2001), et concentré dans cette région par des protéoglycanes (Reiss et 

al. 2002). Son récepteur, le CXCR4, est également exprimé dans le cervelet et plus précisément 

dans la CGE (Zou et al. 1998). Son invalidation entraîne une désorganisation du cortex 

cérébelleux avec une migration anarchique des NGC, mais n’a pas d’effet sur la prolifération 

des NGC ou sur la mise en place d’autres types cellulaires. De plus, des expériences in vitro 

montrent que le SDF-1 exerce aussi un effet chimioattractant sur les NGC immatures, mais pas 

sur les cellules matures, suggérant que cet effet est régulé dans le temps (Reiss et al. 2002). 
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L’ensemble de ces résultats montre que l’activation de ce récepteur permet d’empêcher la 

migration prématurée de ces neurones (Zou et al. 1998), afin de permettre aux NGC d’achever 

leur migration tangentielle avant de quitter cette couche pour migrer vers la CGI. 

Chacun des facteurs présentés ci-dessus exerce ses propres effets sur les NGC, cependant, lors 

du développement, le devenir des cellules dépend surtout de l’équilibre spatiotemporel entre 

ces différentes molécules. Ainsi sonic hedgehog (Shh), produit par les cellules de Purkinje, est 

l’un des principaux agents pro-mitotiques dans le cervelet et favorise donc la prolifération des 

précurseurs dans la CGE (Lewis et al. 2004). Par cet effet, il s’oppose à la différenciation des 

NGC alors que les molécules capables d’inhiber son action constituent des signaux pro-

différenciateurs pour ces cellules. Plusieurs de ces molécules ont été identifiées, dont le basic 

fibroblast growth factor (b-FBF) également sécrété par les cellules de Purkinje mais dont 

l’action s’oppose à l’effet mitogène de shh de façon dose dépendante. Le b-FGF stimule aussi 

la croissance neuritique des NGC arrivés dans la CGI (Hatten et al. 1988). D’autres facteurs 

interviennent également dans la balance entre prolifération et différenciation des NGC, dont la 

vitronectine retrouvée dans la matrice extracellulaire (Pons et al. 2001) ou encore des membres 

de la famille des bone morphogenic proteins surexprimés au cours du développement (Rios et 

al. 2004).  

La régulation des différents processus du développement est donc la résultante de l’effet de 

plusieurs facteurs qui s’équilibrent entre eux. Cet équilibre est à la fois spatial, puisque ces 

facteurs ne sont pas présents dans les mêmes couches du cortex ou selon les mêmes gradients, 

mais également temporel, car les cinétiques d’expression diffèrent, permettant une régulation 

précise du développement des NGC. Néanmoins, il apparaît que ces molécules importantes 

pour la mise en place des NGC présentent souvent une expression qui est transitoire pendant le 

développement du cervelet et souvent maximale au cours des 2 premières semaines postnatales 

chez le rongeur. 

5.2. Facteurs peptidiques 

 

De nombreux facteurs de type peptidique jouent aussi un rôle dans la mise en place des NGC. 

Par exemple, le pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) est exprimé par 

les cellules de Purkinje avec un profil temporel particulier (Nielsen et al. 1998). En effet, il 

commence à être détecté dans le cervelet à partir d’E14, puis son expression augmente 

fortement jusqu’à atteindre un pic à P14 avant de diminuer de moitié à l’âge adulte (Tatsuno et 

al. 1994). Seuls les récepteurs VPAC1 et PAC1 sont exprimés dans le cervelet et rendent donc 
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possible les effets du peptide sur les différentes étapes du développement (Basille et al. 2000). 

Le PACAP diminue notamment la prolifération des précurseurs dans la CGE en bloquant l’effet 

pro-mitotique de Shh (Nicot et al. 2002). Le PACAP inhibe la motilité de NGC dans des 

expériences de microexplants et l’utilisation d’un antagoniste bloque l’arrêt transitoire de ces 

cellules dans la CP (Cameron et al. 2007). Il augmente également la survie des précurseurs 

(Gonzalez et al. 1997) en stimulant l’expression de Bcl-2 via la voie des MAP kinases (Falluel-

Morel et al. 2004). Cet effet a été confirmé in vivo par une augmentation transitoire du nombre 

de NGC après injection du peptide à la surface du cervelet de ratons âgés de 8 jours (Vaudry et 

al. 1999). L’implication du PACAP dans le développement du cervelet a pu aussi être mise en 

évidence chez des animaux PACAP KO chez lesquels il a été observé une augmentation du 

nombre de cellules en apoptose au cours de la première semaine postnatale (Allais et al. 2007). 

En plus de son effet physiologique au cours du développement du cervelet, le PACAP peut 

également protéger les NGC de l’apoptose induite par le stress oxidatif  (Vaudry et al. 2002a) 

ou l’exposition à l’éthanol (Vaudry et al. 2002b). Enfin, ce peptide exerce un effet pro-

différenciateur sur des neurones en culture (Gonzalez et al. 1997) en réorganisant le 

cytosquelette (Falluel-Morel et al. 2005).  

La somatostatine (SST) est un peptide qui existe sous 2 formes i.e. une forme courte de 14 

acides aminés et une forme longue de 28 acides aminés. La SST est présente dans le cervelet 

dès le stade embryonnaire et son expression augmente pendant les 2 premières semaines 

postnatales dans les cellules de Purkinje, les cellules de Golgi et les fibres grimpantes (Inagaki 

et al. 1989 ; Villar et al. 1989). Les récepteurs de la SST sont exprimés par les NGC situés dans 

la CGE (Viollet et al. 1997). Il a été montré par des études en microscopie sur tranches 

organotypiques que leur activation entraîne un effet opposé sur la migration en fonction des 

couches du cortex (Fig. 6B). En effet, alors que la SST augmente la migration tangentielle des 

neurones dans la CGE, elle inhibe la migration radiale dans la CGI, permettant aux cellules de 

s’arrêter dans cette couche (Yacubova and Komuro 2002). Cet effet modulateur différentiel de 

la migration passe par une régulation du Ca2+ intracellulaire et serait dû à un changement 

d’expression des récepteurs. De plus, il a été montré que, si la SST ne semble pas avoir d’effet 

sur la prolifération (Bodenant et al. 1997), elle favorise la différenciation des NGC en culture 

en augmentant l’initiation des neurites et leur élongation (Taniwaki and Schwartz 1995). 
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L’octadecaneuropeptide (ODN) est un peptide de 18 acides aminés issu d’un précurseur, le 

diazepam binding inhibitor. Ce peptide a été identifié dans le cervelet au cours du 

développement avec une expression croissante pendant le stade embryonnaire tardif, qui 

conduit à un pic d‘expression jusqu’à P6 avant une baisse progressive jusqu’à P20 (Malagon et 

al. 1993). L’ODN est exprimé exclusivement par les cellules gliales dans le cortex cérébelleux 

(Vidnyánszky et al. 1994). Dans des expériences de culture de NGC traités à la 6-

hydroxydopamine pour induire un stress oxydatif, il a été montré que l’ODN augmente la survie 

de ces cellules (Kaddour et al. 2013 ; Fig. 6B). Cet effet protecteur de l’ODN s’exerce via une 

activation des voies PKC et MAP kinases qui bloquent l’expression des protéines pro-

apoptotiques telles que Bax induite par le stress oxydatif.  

Cellule en grainCellule de Purkinje Glie de Bergmann

Non-peptidiques
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Figure 6 : Effets des différents facteurs sur la mise en place des neurones en grain du cervelet. (A) effets 

des facteurs non-peptidiques. (B) effets des facteurs peptidiques. 5-HT : sérotonine ; BDNF : brain derived 

neurotrophic factor ; b-FBF : basic fibroblast growth factor ; CXCL14 :  C-X-C motif chemokine ligand 14 ; 

IGF-1 : insulin growth factor I ; NT-3 : neurotrophine 3 ; ODN : octadecaneuropeptide ; PACAP : pituitary 

adenylate cyclase-activated polypeptide ; SDF-1: stromal cell-derived factor 1 ; Shh : sonic hedgehog ; SST : 

somatostatine. CGE : couche granulaire externe ; CGI : couche granulaire interne CM : couche moléculaire ; CP 

: couche des cellules de Purkinje. 
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La galanine d’une taille de 29 acides aminés, est exprimée plus particulièrement par les cellules 

de Purkinje dans le cortex cérébelleux (Ryan and Gundlach 1996). Le gène du peptide est régulé 

de façon temporelle mais également spatiale. En effet, l’ARN messager (ARNm) est détecté 

dès P10 et son expression est maximale à P21 dans tout le cervelet. En revanche, elle reste 

constante dans le néocervelet et le vermis postérieur jusqu’à l’âge adulte tandis qu’elle disparait 

dans l’archéocervelet et le vermis antérieur (Ryan et al. 1997). Parmi ses 3 récepteurs connus, 

seul GalR1 est exprimé dans le cervelet avec une forte expression entre P10 et P12 (Jungnickel 

et al. 2005). La galanine stimule la migration des NGC dans la CGE, la CM et la CGI en 

modulant la signalisation du calcium et de l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) dans 

un modèle in vitro, et son injection in vivo permet une meilleure récupération du cervelet après 

une lésion (Komuro and Fahrion 2013). 

Il est intéressant de noter que tous ces peptides impliqués dans la mise en place des NGC au 

cours du développement du cortex cérébelleux ont un profil d’expression similaire avec une 

abondance particulièrement élevée au cours des 2 premières semaines postnatales (Fig. 7A). En 

effet, c’est au cours de cette période essentielle à l’établissement de l’architecture du cervelet 

que les étapes de prolifération, migration, différentiation et survie se déroulent. Et pour chacun 

des peptides, ce pic d’expression survient à un moment spécifique en fonction de son action sur 

les différents processus cellulaires (Fig. 7B). Cette observation suggère donc qu’un peptide dont 

l’expression est importante et transitoire au cours du développement, pourrait agir sur l’une des 

étapes du développement du cortex cérébelleux. 
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Figure 7 : Schématisation de l’évolution de la concentration des peptides et de l’intensité des processus au 

cours du développement. (A) variation de la concentration des peptides au cours du temps. (B) variation de 

l’intensité des processus cellulaires au cours du temps. P : jour postnatal. 
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Chapitre II : l’étude des peptides biologiquement actifs 
 

Les peptides de signalisation sont présents dans tout le règne animal, depuis les protozoaires 

jusqu’aux organismes les plus complexes, ainsi que chez les végétaux, les champignons et les 

bactéries. Le terme récent de peptidomique désigne un domaine de recherche dont l’objet est 

l’analyse de ces peptides, le plus souvent à grande échelle, dans des tissus, cellules ou fluides 

biologiques, dans des conditions précises et à un temps donné (Clynen et al. 2001). En effet, le 

peptidome est dynamique car directement lié à l’environnement dans lequel il est situé. En 

réponse à un stimulus interne ou externe, les peptides peuvent être synthétisés, subir des 

modifications, être sécrétés ou dégradés. L’analyse des peptides doit donc tenir compte de leurs 

caractéristiques et définir un cadre d’étude précis.  

1. Caractéristiques des neuropeptides 

 

Il existe aujourd’hui plus d’une centaine de neuropeptides bioactifs identifiés qui varient en 

longueur de 3 acides aminés, comme pour la thyrotropin-releasing hormone, jusqu’à plusieurs 

dizaines acides aminés (82 pour la nesfatine-1). Tous les neuropeptides sont issus du clivage de 

précurseurs de plus haute masse moléculaire que l’on peut classer en 3 catégories (Douglass et 

al. 1984). La première catégorie comprend les précurseurs mono-fonctionnels qui ne donnent 

naissance qu’à un seul peptide bioactif souvent encadré par une ou plusieurs séquences appelées 

peptides cryptiques dont le rôle n’est généralement pas connu. Au sein de ces précurseurs, le 

peptide bioactif peut être placé à l’extremité N-terminale en amont des séquences cryptiques, 

en position intermédiaire ou en C-terminal. La seconde catégorie est constituée des précurseurs 

mono-fonctionnels mais dont la séquence du peptide bioactif est présente en plusieurs 

exemplaires comme la thyrotropin-releasing hormone, dont on retrouve 5 copies au sein du 

même précurseur chez le rat, résultant très probablement de duplications intragéniques au cours 

de l’évolution. La troisième catégorie correspond aux précurseurs multifonctionnels donnant 

naissance à plusieurs peptides bioactifs dont l’archétype est la pro-opiomélanocortine (POMC), 

précurseur entre autres, de l’adrénocorticotrophine (ACTH), de l’hormone mélanotrope (α-

MSH) et de la β-endorphine (Nakanishi et al. 1979). Les précurseurs de la première catégorie 

peuvent être requalifiés en troisième catégorie suite à la découverte d’une activité pour l’un de 

leurs peptides cryptiques. De fait, des séquences d’abord considérées comme cryptiques 

peuvent parfois s’avérer exercer un effet biologique, comme ce fut le cas pour la nocistatine, 
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présente au sein du même précurseur que la nociceptine et exerçant un effet inverse sur la 

transmission de la douleur (Okuda-Ashitaka and Ito 2000).  

Les précurseurs des neuropeptides possèdent plusieurs caractéristiques structurales communes. 

Tout d’abord, ils présentent en N-terminal un peptide signal constitué d’une séquence 

hydrophobe d’une vingtaine d’acides aminés dont le rôle est de faciliter la translocation du 

polypeptide en cours de synthèse vers la lumière du réticulum endoplasmique (Coleman et al. 

1985). Lorsque le peptide signal est synthétisé par le ribosome, le complexe se lie à une 

ribonucléoprotéine associée à une molécule d’ARN, la signal recognition particule, qui va alors 

se fixer à son récepteur situé sur la membrane du réticulum, permettant la poursuite de 

l’élongation et la translocation du prépropeptide dans le réticulum (Walter et al. 1984). Au 

cours de la traduction, le peptide signal est excisé par une endopeptidase, la signal peptidase 

(Fig. 8).  

Les précurseurs synthétisés dans la lumière du réticulum peuvent ensuite subir différentes 

modifications post-traductionnelles, parmi lesquelles la formation d’un pont disulfure entre 2 

cystéines, l’ajout de groupements acylés sur la chaîne latérale de la sérine, la phosphorylation 

d’une sérine ou d’une thréonine, la sulfatation des tyrosines, l’amidation en position C-

terminale et l’acétylation ou la pyroglutamylation en position N-terminale. Chacun de ces 

changements d’un ou plusieurs résidus peut modifier fortement l’activité du peptide. Par 

exemple, la sulfatation de la tyrosine en position 2 de la cholécystokinine (Gigoux et al. 1998) 

ou l’acétylation de l’α-MSH augmentent considérablement l’affinité de ces peptides pour leurs 

récepteurs. De même, la présence d’un pont disulfure contribue à la conformation des peptides 

et sa réduction conduit le plus souvent à leur inactivation comme c’est le cas pour l’urotensine 

II et l’ocytocine (Meraldi et al. 1977 ; Labarrère et al. 2003). Ces modifications chimiques se 

déroulent, soit au cours du cheminement du précurseur, du réticulum vers l’appareil de Golgi, 

soit dans les vésicules de sécrétion. Par exemple, l’acylation se produit dans le réticulum 

endoplasmique, la sulfatation se fait dans l’appareil de Golgi et l’amidation, dont fait l’objet 

plus de la moitié des neuropeptides, a lieu dans les granules de sécrétion.  

Une fois les précurseurs arrivés dans le trans-Golgi ou les granules de sécrétion, ils subissent 

un clivage spécifique par des endoprotéases appelées prohormones convertases (PCs) pour 

donner naissance aux peptides biologiquement actifs. Il existe 7 PCs chez les mammifères : la 

PC1/3 (Seidah et al. 1991), la PC2 (Smeekens and Steiner 1990), la furine (van de Ven et al. 

1990), la PACE4 (Kiefer et al. 1991), la PC4 (Nakayama et al. 1992), la PC5/6 (Lusson et 
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al. 1993) et la PC7 (Tsuji et al. 1994). Ces 7 PCs partagent une affinité pour les substrats 

possédant des acides aminés basiques (Fricker 2012). Les motifs de clivage les plus communs 

sont constitués de doublets basiques tels que 2 arginines, un doublet lysine-arginine ou 2 

lysines. Les PC 1/3 et 2, les plus abondantes, clivent les précurseurs en aval de ce doublet et 

laissent donc les 2 acides aminés basiques à l’extrémité C-terminale du peptide. Ces résidus 
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Figure 8 : Biosynthèse des neuropeptides. La signal recognition particule (SRP) se fixe au complexe formé 

par le peptide en cours de synthèse, le ribosome et l’ARNm (❶) puis se lie à son récepteur sur la membrane du 

réticulum endoplasmique (❷). Cela permet à la séquence peptidique d’entrer dans le réticulum par le translocon 

afin que la synthèse du peptide puisse se poursuivre (❸). Le peptide signal est ensuite clivé par une 

endopeptidase (❹). Une fois synthétisé le neuropeptide va transiter par l’appareil de Golgi pour y subir des 

modifications post-traductionnelles (❺) avant d’être sécrété de façon régulée (❻). 
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basiques sont excisés, dans la très grande majorité des cas, par des carboxypeptidases (Fricker 

and Snyder 1982; Song and Fricker 1995)  sauf en ce qui concerne l’ODN et la cortistatine 

(Ferrero et al. 1986 ; de Lecea et al. 1996). De façon plus rare, le motif de clivage peut être 

constitué d’un seul acide aminé basique comme c’est le cas pour la SST 28 et l’ODN (Barbaccia 

et al. 1990 ; Brakch et al. 1995). Plus récemment, 2 autres PCs ne requérant pas de résidus 

basiques au niveau du site de clivage ont été décourvertes : la subtilisin-kexin-isozyme (Seidah 

et al. 1999) et la proprotein convertase subtilisin-kexin isozyme (Seidah et al. 2003). 

L’expression différentielle des PCs dans les types cellulaires conduit à des clivages tissu-

spécifiques des peptides. L’exemple le plus significatif de cette maturation est celui de la 

POMC à l’origine de différents peptides bioactifs selon les tissus. Ainsi, dans les cellules 

corticotropes de l’adénohypophyse, où seule la PC1/3 est présente, seulement la moitié des 8 

sites de clivage potentiels sont clivés, alors que dans les neurones du noyau arqué et les cellules 

mélanotropes du lobe intermédiaire de l’hypophyse, qui expriment à la fois les PC1/3 et PC2, 

la maturation est complète et conduit à la formation d’α-MSH (Bicknell 2008). Après clivage 

et modifications post-traductionnelles, le peptide devenu bioactif est stocké dans des vésicules 

de sécrétion qui, lors d’une dépolarisation de la cellule, viennent fusionner avec la membrane 

plasmique pour libérer leur contenu dans l’espace extracellulaire. 

Les neuropeptides possèdent donc des caractéristiques communes faisant d’eux un type 

particulier de molécules de signalisation intracellulaire. En effet, produits par les cellules 

nerveuses, ils sont issus du clivage spécifique d’un précurseur comportant un peptide signal, 

puis sécrétés de façon régulée. Une fois parvenu dans l’espace extracellulaire ils agissent à 

faible concentration en se fixant sur des récepteurs spécifiques avant d’être dégradés sans subir 

de recapture, contrairement aux neurotransmetteurs. Ces caractéristiques physico-chimiques et 

biologiques sont souvent mises à profit pour l’identification de nouveaux neuropeptides. 

2. Stratégies d’identification des neuropeptides 
 

Depuis la découverte du premier peptide en 1902, de très nombreuses équipes ont cherché à en 

découvrir de nouveaux, en particulier des neuropeptides. Les techniques utilisées pour leur 

identification sont diverses et ont beaucoup évoluées depuis le début du XXème siècle. 
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2.1. Identification à partir d’une activité biologique 

La plus ancienne méthode utilisée pour découvrir des peptides bioactifs est celle du test 

biologique qui consiste à observer l’effet d’extraits de tissus, le plus souvent de cerveaux pour 

les neuropeptides, sur un paramètre physiologique. Ces extraits sont ensuite purifiés jusqu’à 

l’obtention d’un seul composé. On peut distinguer 2 types d’approches pour les essais 

biologiques selon si l’activité testée est spécifique ou aspécifique. Concernant l’activité 

spécifique, c’est par cette approche qu’a été caractérisé le tout premier peptide bioactif, appelé 

sécrétine pour sa capacité à stimuler la sécrétion pancréatique (Bayliss and Starling 1902). Le 

premier neuropeptide, l’ocytocine, a également été isolé quelques années plus tard grâce à une 

stratégie similaire en observant la capacité d’un extrait hypophysaire humain à entraîner la 

contraction d’un utérus de chat (Dale 1909). La séquence peptidique de l’ocytocine fut la 

première à être déterminée puis synthétisée en 1953, ce qui valu le prix Nobel à Vincent du 

Vigneaud (Du Vigneaud et al. 1953). D’autres neuropeptides ont été découverts grâce à cette 

approche comme la gonadotropin-releasing hormone et la thyrotropin releasing hormone. Ces 

neurohormones  furent caractérisées en étudiant la capacité d’extraits hypothalamiques à 

stimuler le relargage des hormones lutéinisante, folliculo-stimulante et de la thyréotropine 

(Guillemin et al. 1963 ; Ramirez et al. 1964). Le séquençage de ces neuropeptides permit à 

Schally et Guillemin d’obtenir le prix Nobel en 1977 (Nair et al. 1970 ; Schally et al. 1971).    

Les tests d’activités aspécifiques ont permis d’isoler d’autres peptides comme la substance P 

ou les enkephalines. Pour la première, la purification a été réalisée en recherchant les effets 

d’extraits d’intestin, puis de cerveau, sur la contraction des muscles lisses de l’intestin (V Euler 

and Gaddum 1931). Toutefois, il faudra attendre 40 ans avant que ne soit déterminée la 

séquence du peptide en question (Chang et al. 1971). Pour les enképhalines, le test a consisté 

en l’observation de l’effet d’extraits de cerveau sur la contraction du vas deferens et de muscles 

longitudinaux (Hughes 1975). Ces extraits ont montré une augmentation de la contraction de 

ces 2 préparations, effet réversé par l’ajout de naloxone qui est un antagoniste des récepteurs 

opioïdes. L’approche aspécifique a également permis d’identifier le PACAP à partir d’extrait 

d’hypothalamus de mouton en mesurant l’activation de l’adénylate cyclase dans les cellules de 

l’hypophyse, d’où le nom de ce peptide (Miyata et al. 1989). Mais si ces approches par des tests 

biologiques ont permis d’identifier plusieurs neuropeptides dès le début des années 1900, elles 

ne sont pas sans inconvénients. En particulier, le processus de purification par étapes 

successives et de tests d’activité jusqu’à parvenir à un seul composé bioactif peut être très long.  



Introduction                                          Chapitre II : l’étude des peptides biologiquement actifs 

 

42 

 

2.2. Identification à partir du récepteur 

 

Des équipes ont choisi de porter leur attention sur le récepteur afin d’identifier son ligand. Cette 

approche, apparue dans les années 1970, a surtout été utilisée entre 1980 et 1995 suite au 

clonage à grande échelle des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), entraînant la 

découverte de nombreux récepteurs dit orphelins, c’est-à-dire des récepteurs dont les ligands 

endogènes étaient inconnus. La recherche de ligands endogènes est faite en induisant 

l’expression de ces récepteurs dans des lignées cellulaires qui vont permettre de cribler des 

bibliothèques de composés synthétiques ou des extraits de tissus. L’étude de la liaison d’un 

potentiel neuropeptide au récepteur d’intérêt est réalisée selon 2 types d’approches. La première 

consiste à utiliser un ligand marqué (le plus souvent radioactif) dont la liaison au récepteur est 

déplacée par le ligand endogène. Le ligand marqué peut être un ligand endogène déjà connu et 

dans ce cas l’objectif est d’identifier de nouveaux neuropeptides se liant au récepteur, ou bien 

un ligand synthétique dans le cas de l’étude d’un récepteur orphelin. Cela a notamment permis 

d’identifier plusieurs neuropeptides issus de la prodynorphine dont les différentes formes de la 

dynorphine (Pert et al. 1977 ; Goldstein et al. 1979). L’obstacle principal à cette technique est 

la nécessité de marquer le ligand peptidique, le plus souvent en ajoutant un atome d’iode sur 

une tyrosine sans trop réduire son affinité. La deuxième méthode s’intéresse à l’activation du 

récepteur étudié en mesurant un paramètre physiologique (taux de calcium, second messager, 

acidification). C’est ainsi qu’ont été identifiées, entres autres, la nociceptine et l’orexine 

(Meunier et al. 1995 ; Reinscheid et al. 1995 ; Sakurai et al. 1998). Des variantes de cette 

approche utilisent des techniques d’imagerie en étudiant l’internalisation du récepteur marqué 

avec un fluorochrome (De Mota et al. 2004) ou de microcalorimétrie en mesurant l’interaction 

entre le récepteur et son ligand grâce aux variations de température induites par un changement 

de conformation (Jerabek-Willemsen et al. 2014). 

2.3. Identification à partir des caractéristiques des neuropeptides 

 

Les méthodes présentées ci-dessus s’attachent à la découverte de neuropeptides via leur 

fonction, soit à l’échelle d’un tissu, soit à celle d’une cellule. Cependant, plusieurs équipes ont 

exploité les caractéristiques remarquables de certains neuropeptides pour en découvrir de 

nouveaux. La principale de ces caractéristiques est l’amidation des peptides, qui peut être 

étudiée par une suite d’étapes de précipitations chimiques des fragments amidés avant leur 

purification. Cette approche a été utilisée avec succès par l’équipe de Viktor Mutt pour 

identifier divers nouveaux neuropeptides, dont certains déjà connus chez d’autres espèces, 
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comme la cholécystokinine (Tatemoto et al. 1984), mais aussi d’autres totalement nouveaux 

comme le neuropeptide Y (Tatemoto et al. 1982) et la galanine (Tatemoto et al. 1983). La 

principale difficulté de cette approche provient de la très grande quantité de matériel qu’elle 

nécessite : il a fallu par exemple 400 kg de cerveau de porc pour identifier le neuropeptide Y, 

rendant sa mise en œuvre difficile chez les modèles rongeurs. De plus, seule environ la moitié 

des neuropeptides connus est amidée, impliquant que l’autre moitié ne peut être identifiée par 

cette technique. Cependant, d’autres propriétés peuvent être utilisées pour trouver des 

neuropeptides au sein de précurseurs, comme la présence de sites de clivage pour les PCs. Cette 

approche bien que compliquée à mettre en œuvre par une démarche sans a priori, a permis de 

découvrir de nouveaux peptides issus de précurseurs déjà connus comme ce fut le cas pour la 

nocistatine (Okuda-Ashitaka et al. 1998). Enfin, une méthode plus rarement employée, utilise 

l’activité des enzymes de la biosynthèse dont fait partie la carboxypeptidase E qui intervient 

après le clivage par les PC pour retirer l’acide aminé basique situé en position C-terminale. 

L’inactivation de cette enzyme entraîne l’accumulation d’une forme presque mature du 

potentiel neuropeptide qui peut alors être plus facilement purifié puis séquencé. Cela a permis 

l’identification des peptides PEN, issus d’un précurseur proche des granines, le SAAS (Fricker 

et al. 2000), dont le récepteur n’a cependant toujours pas été identifié. Cette technique possède 

les mêmes limitations que les précédentes à savoir que tous les neuropeptides ne sont pas des 

substrats de la carboxypeptidase E. De plus toutes ces approches s’attachant aux 

caractéristiques des neuropeptides partagent une autre limitation puisqu’une une fois le candidat 

purifié et séquencé, il faut encore de longues recherches pour identifier sa fonction.  

2.4. Identification en utilisant des techniques génomiques 

 

D’autres approches utilisant des méthodes d’analyse du génome ont permis la découverte de 

plusieurs peptides déjà identifiés chez d’autres espèces et dont une partie de la séquence était 

conservée. C’est le cas de l’urotensine II et de la melanin-concentrating hormone, déjà connues 

chez le poisson, dont le clonage des ADN complémentaires (ADNc) a rendu possible leur 

identification dans la moelle épinière humaine et le cerveau de rat (Nahon et al. 1989 ; 

Coulouarn et al. 1998, 1999). Le processus d’épissage alternatif d’ARNm codant pour le 

précurseur d’un autre peptide a été à l’origine de la découverte du calcitonin gene related 

peptide, qui est produit par l’épissage tissu-spécifique dans les cellules neurales du transcrit 

primaire de la calcitonine (Amara et al. 1982). 
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Le séquençage du génome de la plupart des espèces utilisées couramment en recherche a permis 

le développement de banques génomiques contenant la quasi-totalité des séquences 

génomiques de ces espèces. Cependant, le manque d’annotations des gènes a rendu nécessaire 

la création d’outils informatiques puissants afin de cribler ces banques pour permettre 

l’identification de nouveaux neuropeptides. Ces logiciels utilisent plusieurs stratégies. Tout 

d’abord, l’alignement de séquences permet de comparer les gènes non-annotés d’une espèce 

aux gènes codant pour des neuropeptides d’une autre espèce (Siepel et al. 2005). Ainsi peuvent 

être identifiés les gènes qui sont conservés au cours de l’évolution, et donc susceptibles 

d’exercer une fonction importante. Ensuite, le criblage de banques d’ADNc peut permettre 

d’identifier des séquences possédant des motifs communs avec des familles de neuropeptides 

connus, comme par exemple le motif RFamide (Nathoo et al. 2001). Enfin, il est possible de 

s’appuyer sur les caractéristiques des précurseurs des neuropeptides afin de cribler les banques 

génomiques à la recherche de séquences candidates (Hewes and Taghert 2001). Ces approches 

utilisent des modèles mathématiques comme le modèle de Markov, attribuant un score aux 

séquences en fonction de leur correspondance avec chacun des critères. Il faut ensuite vérifier 

l’expression de ces séquences dans les cellules nerveuses et rechercher une activité pour le 

potentiel peptide. 

Il convient néanmoins de noter que ces techniques utilisées pour identifier de nouveaux 

neuropeptides sont peu à peu supplantées par de nouvelles approches faisant appel à des 

méthodes plus performantes. L’évolution des techniques a permis l’émergence d’une nouvelle 

approche d’investigation des peptides utilisant la spectrométrie de masse, la peptidomique. 

2.5. Identification en utilisant des techniques peptidomiques 

 

Le terme de peptidomique est apparu pour la première fois en 2001 dans une étude utilisant la 

spectrométrie de masse pour dresser un profil peptidique chez le criquet (Clynen et al. 2001). 

Ces méthodes nécessitent un matériel de départ plus restreint et un temps d’analyse plus court 

grâce à la suppression des étapes de purification successives. De plus, elles permettent 

l’obtention de plus d’informations sur le peptide candidat, comme sa séquence ou la présence 

de modifications post-traductionnelles. L’étude du peptidome se déroule classiquement en 4 

étapes, à savoir (i) l’extraction des peptides, (ii) leur séparation, (iii) leur détection et (iiii) leur 

identification et quantification. La préservation des peptides dans leur état natif est primordiale 

pour les études de peptidomique et commence dès le prélèvement de l’échantillon en évitant la 

dégradation de protéines en peptides (faux positifs) ou celle des peptides bioactifs (faux 
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négatifs). La protection de l’échantillon peut se faire par dénaturation par la chaleur, par 

acidification ou par ajout d’inhibiteurs de protéases. L’étape d’extraction s’est raffinée et 

« démocratisée » avec l’apparition de kits d’extraction commerciaux. Cette première étape 

d’extraction peut inclure l’utilisation de filtres de coupure permettant d’éliminer les plus grosses 

protéines. Le seuil de coupure classiquement utilisé en peptidomique est de 10 kDa, pour 

éliminer les protéines d’une taille supérieure à une centaine d’acides aminés. L’étape de 

filtration est complétée par l’utilisation de dispositifs comme les Zip Tips® ou les Spe-Pak® 

pour dessaler, concentrer et purifier les échantillons. La deuxième étape qui consiste à séparer 

les analytes en amont du spectromètre de masse, a été modernisée afin de permettre l’analyse 

de mélanges complexes. En effet, s’il est possible d’identifier des peptides en analysant 

directement l’échantillon par spectrométrie de masse, la présence de peptides et de protéines de 

poids moléculaires et de concentrations très différents dans une matrice complexe nécessite 

d’inclure une ou plusieurs étapes de séparation en amont de l’analyseur. Cette limitation peut 

être contournée par un couplage du spectromètre de masse à une méthode de séparation 

permettant l’analyse successive par le spectromètre de masse des différents composés de 

l’échantillon. La chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC) rend possible 

cette séparation des peptides en fonction de leur hydrophobicité, de leur polarité ou de leur 

taille. La miniaturisation des colonnes (nanoHPLC) et l’augmentation de la pression 

(ultraHPLC), a permis d’augmenter la sensibilité et le pouvoir résolutif des systèmes actuels, et 

ainsi, d’améliorer la séparation des analytes, tout en réduisant la quantité d’échantillon 

nécessaire. L’étape d’analyse des peptides par spectrométrie de masse a aussi été 

considérablement améliorée au cours des dernières années, notamment avec l’arrivée dans les 

plates formes de protéomique d’appareils comme les systèmes de la gamme Orbitrap. Le niveau 

de sensibilité, la vitesse d’acquisition et la gamme de masses analysables n’ont cessé de 

s’améliorer grâce au perfectionnement de l’ionisation, du piégeage des ions et de la 

fragmentation (Second et al. 2009 ; Eliuk and Makarov 2015). L’étape d’identification et de 

quantification des peptides a aussi fait des progrès considérables avec le développement de 

nouveaux outils informatiques. L’expansion des techniques de peptidomique permettant 

l’accumulation d’informations sur la séquence peptidique et ses modifications post-

traductionnelles, a été facilitée par les progrès de l’informatique. En effet, l’augmentation de la 

quantité de données générées pouvant atteindre, pour chaque expérience, plusieurs dizaines de 

gigabits, implique le développement des ressources bio-informatiques. Enfin, l’analyse des 
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données nécessite des logiciels puissants afin de réaliser le séquençage de novo, la 

quantification label-free ou l’interrogation de bases de données (Martens et al. 2005).  

2.6. Identification de novo 

 

La recherche de peptides de novo combine plusieurs approches à la fois de peptidomique, de 

bio-informatique et de génomique. En effet, l’acquisition des données expérimentales est 

réalisée par spectromètrie de masse, puis celles-ci sont analysées et triées grâce à des outils bio-

informatiques. Cela permet la sélection d’un nombre de peptides candidats qui sont 

potentiellement bioactifs afin de rétro-transcrire leur séquence dans le but d’identifier le gène 

dont ils sont issus. Enfin, grâce à des critères de sélection comme la présence d’une séquence 

codant pour un peptide signal en amont du peptide d’intérêt, l’existence de doublets basiques 

aux extrémités N et C-terminales ou la régulation de l’expression du gène, les études 

fonctionnelles peuvent se focaliser sur un petit nombre de peptides. 
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Chapitre III : le système nociceptinergique 
 

1. La nociceptine 

 

Dans les années 90, le développement du clonage à grande échelle des génomes de l’Homme 

et des espèces modèles a permis la découverte de nombreux RCPGs qui, n’ayant pas de ligands 

endogènes connus, ont été qualifiés d’orphelins. De là est apparue une stratégie pour 

l’identification des ligands endogènes de ces RCPGs orphelins, la pharmacologie inverse. Un 

des premiers récepteurs dont le ligand a été identifié par cette méthode est le nociceptin opioid 

peptide (NOP) aussi connu sous le nom d’opioid receptor-like 1 (ORL1). Deux équipes se sont 

lancées à la recherche d’un ligand de type peptidique exprimé, comme son récepteur 

NOP,  principalement dans le système nerveux central, et ont publié leurs résultats à quelques 

semaines d’intervalle (Meunier et al. 1995 ; Reinscheid et al. 1995). L’équipe de Meunier a 

utilisé comme matériel de départ des cerveaux de rat, tandis que celle de Reinscheid s’est servie 

d’hypothalamus de porc qu’elles ont soumis à des étapes d’extraction et de purification 

successives par chromatographie à haute performance, jusqu’à identifier une fraction contenant 

le ligand du récepteur NOP. Pour tester l’activité des fractions obtenues, chacune de ces équipes 

a exploité la capacité du récepteur à inhiber l’accumulation d’AMPc induite par la forskoline 

dans des cellules CHO transfectées avec le récepteur NOP. L’équipe suisse nomma ce peptide 

orphanine FQ en référence à sa liaison à un récepteur jusque-là orphelin, ainsi qu’à son premier 

et dernier acide aminé, respectivement une phénylalanine (F) et une glutamine (Q) (Reinscheid 

et al. 1995). L’équipe française, quant à elle, l’appela nociceptine du fait de ses effets pro-

nociceptifs (Meunier et al. 1995). Aujourd’hui, l’appellation orphanine FQ tend à disparaître 

au profit de nociceptine.  

La nociceptine est un peptide de 17 acides aminés qui présente, chez les mammifères, une 

phénylalanine en première position contrairement aux peptides de type opioïde qui possèdent 

une tyrosine en N-terminal, caractéristique du motif YGGF signature de cette famille. Malgré 

la ressemblance structurelle de NOP avec les récepteurs opioïdes, la nociceptine ne se lie que  

très peu à ces derniers et n’est donc plus considérée comme un membre à part entière de la 

famille des opioïdes mais comme un opioid-related peptide.  
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 Le gène de la nociceptine dont la structure a été très conservée au cours de l’évolution, est situé 

sur le chromosome 15 chez le rat. Il dérive d’un ancêtre commun avec les gènes codant pour 

les précurseurs des peptides opioïdes même s’il a progressivement évolué vers un système 

indépendant (Danielson and Dores 1999). Ce gène code pour un précurseur, la pré-

pronociceptine qui, après excision du peptide signal en N-terminal, donne naissance à une 

protéine de 165 acides aminés, la pronociceptine (Fig. 9). Cette dernière subit alors un clivage 

protéolytique pour donner, en plus de la nociceptine, un peptide de 35 acides aminés, la 

nocistatine, et un autre de 17 acides aminés, l’orphanine FQ II. Chacun de ces peptides est 

flanqué par des doublets basiques, sites caractéristiques de coupure par les PCs. De fait, le 

clivage de la nociceptine est réalisé par la prohormone convertase 2 (Allen et al. 2001 ; Fig. 9).  

Ni la nocistatine ni l’orphanine FQ II ne se lient au récepteur NOP ou aux récepteurs des 

opioïdes, mais l’un et l’autre s’avèrent moduler les effets de la nociceptine. Ainsi, la nocistatine 

antagonise l’action de la nociceptine sur certaines fonctions physiologiques telles que la 

transmission de la douleur, la mémoire ou l’anxiété (Okuda-Ashitaka and Ito 2000). Ces effets 

seraient provoqués par la liaison de la nocistatine à un récepteur de type RCPG encore inconnu  

(Fantin et al. 2007 ; Johnson and Connor 2007). L’orphanine FQ II, quant à elle, exerce un effet 

analgésique au niveau supraspinal (Rossi et al. 1998) en se liant à un récepteur non encore 

identifié.  

D’un point de vue évolutif, la nociceptine est parfaitement conservée au sein des mammifères 

avec une identité de séquence chez de nombreuses espèces comme l’Homme, le rat et la souris. 

Dans des phylums plus éloignés comme les poissons ou les amphibiens, seuls 5 acides aminés 

diffèrent (Fig. 10). Cette conservation au cours de l’évolution suggère que la nociceptine exerce 

des fonctions essentielles. 

NH2 COOH
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PC2 PC2

PS Nocistatine Noc OFQ2
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98 132 151154 184
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135 170

Figure 9 : Maturation du précurseur de la nociceptine. Après excision du peptide signal en N-terminal, la 

pré-pronociceptine devient la pronociceptine. Chacun des 3 peptides biologiquement actifs est ensuite clivé au 

niveau de doublets basiques lysine-arginine ou arginine-arginine. PC 2 : prohomone convertase 2 ; PS : peptide 

signal ; Noc : nociceptine ; OFQ2 : orphanine FQ II. 
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La demi-vie de la nociceptine est d’environ 1 h dans le plasma, mais elle est beaucoup plus 

brève dans un homogénat de cerveau où elle se dégrade en seulement 3 min (Gündüz et al. 2006 

; Rizzi et al. 2007). Cette courte demi-vie est due à l’action de peptidases qui vont produire 

divers métabolites dont certains présentent une activité propre. Suite à son injection dans 

l’hippocampe, la nociceptine est clivée successivement en 2 fragments [1-13] et [14-17], puis 

en 2 sous-fragments [1-9] et [10-13] (Sandin et al. 1999). Ces fragments seraient générés par 

l’endopeptidase 24.11 puisqu’ils ne sont plus retrouvés lorsque celle-ci est inhibée (Sakurada 

et al. 2002). Le fragment [1-13], qui est le plus abondant, bloque les effets du peptide natif sur 

la pression artérielle et le rythme cardiaque, suggérant qu’il agit comme un antagoniste du 

récepteur NOP (Chen et al. 2002). D’autres métabolites de dégradation comme les fragments 

[1-11] et [1-7], qui peuvent aussi être générés par l’endopeptidase 24.15 (Montiel et al. 1997), 

présentent des propriétés analgésiques dans des tests de retrait de la queue chez la souris (King 

et al. 1997 ; Rossi et al. 1997). La caractérisation de ces différents fragments a permis le 

développement d’agonistes et d’antagonistes du récepteur NOP. Comme la nociceptine ne 

semble pas traverser la barrière hémato-encéphalique, les chercheurs ont tenté de développer 

des agonistes capables d’atteindre le cerveau comme discuté dans la partie 3 de ce chapitre.  

2. Le récepteur de la nociceptine 

 

Le récepteur de la nociceptine a été identifié par homologie de séquence avec le récepteur delta 

opioïde (Kieffer et al. 1992 ; Evans et al. 1992) et, dans un premier temps, classé comme 

quatrième membre de la famille des récepteurs aux opioïdes avec les récepteurs mu, delta et 

kappa. Cependant, malgré ses 47% d’identité et 64% d’homologie de séquence avec cette 
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Figure 10 : Alignement évolutif des séquences de la nociceptine chez différentes espèces de vertébrés. Chez 

les mammifères, l’identité de séquence est parfaite. Chez des espèces plus éloignées de l’Homme, quelques 

acides aminés seulement diffèrent. En bleu les acides aminés appartenant au même groupe physico-chimique 

que l’acide aminé de la séquence humaine, En rouge les acides aminés qui n’ont pas les mêmes propriétés 

physico-chimiques. 
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famille de récepteurs, le récepteur NOP ne présente pas de liaison de haute affinité avec les 

ligands opioïdes endogènes (Bunzow et al. 1994) et gardera donc son statut de récepteur 

orphelin jusqu’à la découverte en 1995 de son ligand endogène, la nociceptine. Le récepteur 

NOP est maintenant classé en tant que membre opioid-like de la famille des récepteurs aux 

opioïdes en raison de son insensibilité à la naloxone, un antagoniste non sélectif des récepteurs 

aux opioïdes. Ce RCPG de 367 acides aminés chez le rat est organisé en 7 domaines 

transmembranaires de type rhodopsine (classe A ; Fig. 11A) ; il est couplé à une protéine G 

inhibitrice, principalement de type αi et α0 (Reinscheid et al. 1995). Le couplage avec les sous-

unités αi/α0 entraîne l’inhibition de la production d’AMPc par l’adénylate cyclase de façon 

sensible à la toxine pertussique (Mollereau et al. 1994) et l’inhibition de l’activité des protéines 

kinases dépendantes de l’AMPc (Zhang et al. 1999 ; Fig. 11A).  Un couplage du récepteur avec 

les sous-unités β/γ a également été décrit dans certaines cellules. Il est associé à une activation 

de la voie des MAP kinases et une inhibition des canaux calciques voltage-dépendants, ce qui 

entraîne une diminution de l’influx de calcium (Lou et al. 1998 ; Chan and Wong 2000 ; Fig. 

11A).  L’activation de la voie MAP kinase, qui est faite via la phospholipase C et la protéine 

kinase C (Fukuda et al. 1997 ; Lou et al. 1998), permet l’ouverture de canaux potassiques à 

rectification entrante (canaux GIRK pour G-protein activated inwardly rectifying K+ current ; 

Connor et al. 1996 ; Vaughan et al. 1997). L’influx de potassium stabilise le potentiel de 

membrane à une valeur proche du potentiel de repos du K+ induisant l’hyperpolarisation de la 

cellule (Fig. 11A). 

Au niveau neurophysiologique, l’hyperpolarisation entraîne une diminution de la fréquence de 

décharge des neurones, correspondant de façon générale à une baisse de l’excitabilité neuronale. 

Cela se traduit par une diminution de la fréquence des potentiels d’action et des courants post-

synaptiques évoqués (Moran et al. 2000), avec pour conséquence une réduction des courants 

spontanés excitateurs mais aussi inhibiteurs au sein de plusieurs structures du cerveau. Ainsi, 

dans  les noyaux suprachiasmatiques de l’hypothalamus, l’activation du récepteur NOP induit 

une diminution dose-dépendante des courants post-synaptiques de type glutamatergiques et 

GABAergiques (Gompf et al. 2005). Dans l’amygdale, la nociceptine diminue également les 

courants post-synaptiques inhibiteurs de type GABA (Roberto and Siggins 2006). Cette baisse 

de l’excitabilité neuronale entraîne une diminution de la libération de neurotransmetteurs qui a 

été étudiée in vivo par microdialyse. Il a été en effet montré que la nociceptine inhibe la 

libération de dopamine dans la substance noire (Marti 2005), de noradrénaline dans le cortex 

préfrontal (Okawa et al. 2001) et de sérotonine dans le noyau du raphé dorsal (Tao et al. 2007). 
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Des mesures par microdialyse sur des animaux KO pour le gène NOP, ont révélé une 

augmentation de la transmission cholinergique dans l’hippocampe (Uezu et al. 2005). Et enfin, 

la nociceptine atténue aussi la potentialisation et la dépression à long terme dans cette structure 

(Yu and Xie 1998 ; Wei and Xie 1999). L’ensemble de ces données suggère un rôle inhibiteur 

du système nociceptinergique dans le système nerveux central. 

Lors d’une stimulation répétée, plusieurs G-protein receptor kinases sont recrutées pour 

phosphoryler le récepteur sur des résidus sérine situés sur son domaine intracellulaire C-

terminal et ainsi induire un changement de conformation qui empêche la liaison du ligand et 

entraîne sa désensibilisation (Wang et al. 2006 ; Zhang et al. 2012 ; Fig. 11B).  L’internalisation 

du récepteur NOP suite à sa liaison avec la nociceptine a été établie dans des neurones et des 

cellules CHO (Spampinato et al. 2001, 2002). La phosphorylation du récepteur provoque le 

recrutement de β-arrestines à l’origine de la formation de puits de clathrines nécessaires à son 

internalisation (Mittal et al. 2013). Après marquage du récepteur à l’EGFP, l’observation par 
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Figure 11 : Représentation de l’activation et de la désensibilisation du récepteur NOP.  (A) l’activation du 

récepteur par son ligand entraîne son couplage à la protéine Gi/0. La sous-unité α inhibe la production d’AMPc 

par l’adénylate cyclase alors que les sous-unités β/γ activent la voie MAPK, diminuent la conductance des canaux 

calciques et augmentent celle des canaux potassiques. L’ensemble de ces effets conduit à une diminution globale 

de l’excitabilité neuronale. (B) lors d’une stimulation répétée, la phosphorylation du récepteur par les GRK 

entraîne sa désensibilisation. Il s’ensuit un recrutement des β-arrestines qui participent à l’internalisation du 

récepteur dans une vesicule qui peut soit fusionner à nouveau à la membrane plasmique pour recycler le récepteur, 

soit fusionner avec un lysosome pour être dégradé. AMPc : adénosine monophosphate cyclique ; β-ar : β-

arrestine ; GRK : G-protein receptor kinases. 
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microscopie confocale a montré que la moitié était internalisée au bout de 12 min (Corbani et 

al. 2004). Suite à l’internalisation, NOP peut être déphosphorylé puis recyclé à la membrane 

ou transporté vers le protéasome et le lysosome (Fig. 11B). Les études qui se sont intéressées 

au phénomène de recyclage de ce récepteur en particulier révèlent qu’il existe un seuil en terme 

de durée de stimulation et de concentration en agoniste au-delà duquel NOP n’est plus recyclé 

mais préférentiellement dégradé (Dautzenberg et al. 2001).  

3. Développement de ligands 

 

Le développement d’agonistes et d’antagonistes sélectifs est essentiel à la compréhension du 

rôle de la nociceptine et de son récepteur au niveau du système nerveux central. Les plus 

nombreux sont les analogues peptidiques de la nociceptine et notamment des variants dérivés 

du fragment [1-13] amidé qui agissent comme des agonistes totaux ou partiels (Guerrini et al. 

1997 ; Carrà et al. 2005 ; Rizzi et al. 2007). Certains de ces agonistes sont plus sélectifs, plus 

puissants et ont une demi-vie plus longue que la nociceptine, ce qui en fait d’éventuels outils 

pharmacologiques. Des antagonistes peptidiques au récepteur NOP ont également été 

développés comme l’UFP-101 (NPhe1, Arg14, Lys15-nociceptine) qui antagonise l’effet de la 

nociceptine de façon compétitive, non seulement in vitro en bloquant l’inhibition de l’adénylate 

cyclase, mais également in vivo en empêchant la baisse d’activité locomotrice induite par le 

ligand natif (Calo et al. 2002). Certaines molécules ont été développées pour leur capacité à 

franchir la barrière hémato-encéphalique. C’est le cas d’une molécule hybride formée d’un 

tétrapeptide agoniste des récepteurs opioïdes et d’un heptapeptide antagoniste du récepteur 

NOP. Ce composé montre un effet analgésique durable sans induire la dépression respiratoire 

qui est un effet secondaire fréquent induit par la morphine (Guillemyn et al. 2016). 

Des agonistes et antagonistes non-peptidiques du récepteur NOP ont également été développés. 

C’est le cas du Ro 64-6198, un agoniste sélectif capable d’agir in vitro sur les cellules CHO 

exprimant le récepteur humain (Hashiba et al. 2002) mais aussi in vivo sur des modèles murins 

d’anxiété et de mémoire (Reiss et al. 2002 ; Goeldner et al. 2012). Le Ro 64-6198 compense 

son affinité légèrement inférieure à celle de la nociceptine par une forte sélectivité pour le 

récepteur NOP et une meilleure stabilité que le ligand endogène. La buprénorphine, produit de 

substitution aux opiacés, s’avère être un agoniste partiel des récepteurs NOP et mu-opioïde 

capable de passer la barrière hémato-encéphalique (Thomas et al. 2014).  
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4. Distribution du système nociceptinergique 

 

La nociceptine et son récepteur ont été étudiés principalement dans le système nerveux central, 

mais également dans les tissus périphériques du rat et de la souris. La localisation de l’ARNm 

du peptide ou de NOP a été recherchée principalement par hybridation in situ et celle de la 

protéine par immunomarquage. Une bonne corrélation est observée entre l’expression de 

l’ARNm et des protéines correspondantes, de même qu’une colocalisation entre le peptide et 

son récepteur.  

4.1. Expression dans le cerveau antérieur : diencéphale et télencéphale 

 

Au niveau du thalamus, les noyaux réticulaires, suprafasciculaires et paraventriculaires, ainsi 

que le groupe de noyaux postérieurs expriment fortement l’ARNm de la nociceptine et 

contiennent des taux élevés du peptide (Neal et al. 1999a). Dans la partie antéroventriculaire, 

le marquage est moins intense et aucun signal n’est détecté dans l’aire sub-thalamique. 

L’expression du récepteur est corrélée avec celle du peptide, à l’exception du noyau 

ventromédian fortement marqué par radioliaison mais pauvre en peptide (Florin et al. 2000). 

La nociceptine et son ARNm sont aussi abondants dans l’hypothalamus, notamment dans les 

régions dorsale, dorsomédiane et antérieure, ainsi que dans les noyaux préoptiques (Neal et al. 

1999b ; Fig. 12). Près du troisième ventricule, le noyau arqué est également très marqué en 

ARNm du peptide et de son récepteur, de même que les noyaux mamillaires, les noyaux 

paraventriculaire et ventromédian, l’hypophyse et la glande pinéale (Houtani et al. 2000). Au 

niveau des structures dopaminergiques, la nociceptine et son récepteur sont exprimés dans l’aire 

tegmentale ventrale et la substance noire (Norton et al. 2002 ; Fig. 12). Les régions du système 

limbique expriment également fortement la nociceptine et son récepteur (Neal et al. 1999a). 

Dans l’hippocampe, les aires CA1, CA2 et CA3 sont riches en peptide au niveau des neurones 

pyramidaux, tandis que le gyrus denté présente un marquage plus faible dans les cellules 

granulaires (Houtani et al. 2000 ; Fig. 12). Par ailleurs, l’amygdale contient une forte densité 

d’ARNm de la nociceptine et de son récepteur, notamment au niveau du noyau central et du 

noyau médian. Enfin, le gyrus cingulaire et le fornix sont également fortement marqués. 

D’autres structures présentent un intense marquage comme celles du néocortex, principalement 

dans les couches I à III,  du cortex entorhinal et du cortex piriforme (Houtani et al. 2000). La 

nociceptine et son récepteur sont modérément exprimés dans le cortex auditif, mais ils sont 

presque absents dans le bulbe olfactif (Fig. 12).  
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4.2. Expression dans le cervelet 

 

Plusieurs études portant sur l’expression de la nociceptine et de son récepteur dans le cerveau 

n’ont pas pris en compte le cervelet (Mollereau and Mouledous 2000 ; Neal et al. 2001), et les 

autres ont considéré le cervelet comme une structure homogène, sans en détailler les différentes 

structures (Neal et al. 1999b ; Houtani et al. 2000). Globalement, les résultats montrent une 

faible expression de NOP et de son ligand dans le cervelet. Néanmoins, des études d’imagerie 

récentes, utilisant la technique de tomographie par émission de positons, rapportent une liaison 

de la nociceptine radioactive dans le cervelet équivalente à celle observée dans le thalamus chez 

le singe rhésus (Kimura et al. 2011 ; Fig. 12) et chez l’Homme (Lohith et al. 2012). Dans le 

cervelet humain adulte, le ligand et son récepteur sont en particulier exprimés dans le cortex 

cérébelleux (Berthele et al. 2003). 

4.3. Expression  dans le tronc cérébral et la moelle épinière : mésencéphale, pont et 

bulbe  

 

La nociceptine et son récepteur sont fortement exprimés dans la moelle épinière au niveau de 

la substance grise des cornes dorsale et ventrale (Houtani et al. 2000). Cette expression est  

localisée particulièrement dans les couches superficielles de la moelle épinière et dans les 

ganglions rachidiens (Pettersson et al. 2002). Le gène du précurseur de la nociceptine ne semble 

pas exprimé dans le bulbe rachidien ni dans le pont (Neal et al. 1999b). En revanche, une forte 

expression est observée dans les noyaux vestibulaires, le noyau du tractus solitaire et dans les 

noyaux des ganglions de la base (Neal et al. 1999b). Une forte expression du récepteur a été 

mise en évidence par radioliaison dans le locus coeruleus, les neurones sérotoninergiques des 

noyaux du raphé, les noyaux péri et inter-pédonculés, la substance grise périaqueducale et le 

noyau parabrachial. Les sites de liaison ont aussi été détectés mais en moindre abondance dans 

les tubercules olfactifs et le noyau accumbens du striatum (Florin et al. 2000 ; Fig. 12).  

 

4.4. Expression à la périphérie 

 

Bien qu’exprimés majoritairement dans le système nerveux central, la nociceptine et son 

récepteur sont également présents dans plusieurs tissus périphériques. Le gène du précurseur 

de la nociceptine est exprimé au niveau du système immunitaire dans le thymus, la rate et les 

lymphocytes de porc (Pampusch et al. 2000). Le gène du récepteur est exprimé dans le système 

immunitaire au niveau de la rate et des lymphocytes et monocytes circulants humains (Peluso 
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et al. 1998) et murins (Halford et al. 1995).  Le récepteur a également été détecté par RT-PCR 

dans l’intestin de souris ainsi que dans le tractus gastro-intestinal et le rein de porc (Osinski et 

al. 1999). Enfin, le ligand et son récepteur sont retrouvés dans la rétine (Makman et al. 1997) 

et le cœur (Dumont and Lemaire 1998) chez le rat. 

4.5. Expression au cours du développement 

 

Chez le rat, le gène de la nociceptine est exprimé dès E12 dans les structures où l’expression 

est la plus forte à l’âge adulte, c’est-à-dire dans les régions qui deviendront le cortex cérébral, 

l’hypothalamus et la moelle épinière (Neal et al. 2001). A E19 cette expression se régionalise 

selon un schéma proche de celui observé chez l’adulte dans les cortex cingulaire et piriforme, 

le télencéphale basal, l’amygdale et de nombreuses régions du mésencéphale. Après la 

naissance, des expériences de Western blot réalisées sur des cerveaux entiers, ont montré que 

la nociceptine est particulièrement forte entre P2 et P5, avant de diminuer jusqu’à P21, âge 

auquel le taux de peptide est divisé par 5 par rapport à celui mesuré à la naissance. Au niveau 

du néocortex l’expression de la nociceptine est plus forte entre P7 et P21 qu’à l’âge adulte 

(Ikeda et al. 1998). Le même profil développemental est retrouvé chez l’Homme avec une très 

bonne correspondance entre le cerveau de rat à P1 et le cerveau humain à 22 semaines de 

gestation (Neal et al. 2001). 
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5. Fonctions de la nociceptine 

 

En accord avec la distribution relativement large du récepteur NOP dans le système nerveux, la 

nociceptine agit sur une grande diversité de fonctions physiologiques. La première fonction 

étudiée, ayant donné son nom à ce peptide, est la nociception. Dès sa découverte, la nociceptine 

a montré des effets pro-nociceptifs après injection par voie intracérébroventriculaire (Meunier 

et al. 1995). Cependant, de nouvelles études ont rapidement montré des effets opposés. 

L’implication de nombreuses régions du cerveau dans la transmission du message nociceptif a 

longtemps rendu confus le rôle exact de la nociceptine dans ce processus. Selon la littérature 

actuelle, il semble que la nociceptine exerce des effets opposés selon le lieu d’administration et 

selon le type de douleur considéré. Ainsi, lors d’une injection au niveau spinal, elle exerce un 

effet anti-nociceptif (King et al. 1997) et potentialise l’analgésie induite par la morphine (Tian 

et al. 1997). Cet effet passe notamment par l’inhibition de la transmission glutamatergique au 

niveau des fibres A et C qui véhiculent le message douloureux de la périphérie vers la moelle 

épinière (Stanfa et al. 1996 ; Faber et al. 1996). En revanche, injectée dans les régions 

supraspinales, la nociceptine augmente la douleur (Meunier et al. 1995) et bloque l’effet de la 

morphine et d’autres analgésiques de type opioïdes (King et al. 1998). Si au niveau spinal les 
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douleurs aiguës ou chroniques sont atténuées par la nociceptine, lors d’une injection 

intracérébroventriculaire la situation est bien plus complexe. La plupart des études se sont 

intéressées à la douleur aiguë qui est plus facile à modéliser, et la littérature concernant les 

effets de la nociceptine sur la douleur chronique est peu abondante. Cependant, il a été montré 

que l’activation centrale de NOP au niveau central diminue l’hyperalgésie diabétique chez la 

souris (Rutten et al. 2014), de même que l’hyperalgésie gastro-intestinale (Sobczak et al. 2014). 

Les souris dont le gène codant pour le précurseur de la nociceptine ou son récepteur a été 

invalidé, ne présentent pas de sensibilité accrue à la douleur aiguë mais montrent une 

hyperalgésie inflammatoire (Depner et al. 2003) mais les mécanismes impliqués dans ce 

processus restent encore inconnus. Ces études suggèrent donc que le système nociceptinergique 

agit de façon analgésique lorsqu’il est activé dans la moelle épinière tandis que son activation 

au niveau central augmente la douleur aiguë et diminue la douleur chronique. 

La présence de la nociceptine et de son récepteur dans des noyaux de l’hypothalamus impliqués 

dans la régulation de la prise alimentaire comme les noyaux ventromédian et paraventriculaire 

(Florin et al. 2000), suggère un rôle dans le contrôle de l’appétit. De fait, l’administration 

intracérébroventriculaire chronique de nociceptine chez des souris, provoque une hyperphagie 

dose-dépendante responsable d’une prise de poids des animaux (Matsushita et al. 2009). 

L’accroissement du poids est bloqué par une restriction alimentaire, mais surviennent alors une 

augmentation de la masse de tissus adipeux, des taux de cholestérol, d’insuline et de leptine. Il 

apparaît donc que la surcharge pondérale induite par la nociceptine est non seulement due à une 

hyperphagie, mais également à une perturbation du métabolisme. L’effet orexigénique de la 

nociceptine suite à une injection dans le troisième ventricule, n’est pas retrouvé après injection 

dans le quatrième ventricule, renforçant l’idée d’une implication des noyaux hypothalamiques 

(Polidori et al. 2000). A l’appui de cette hypothèse, il a été montré que la nociceptine provoque 

une diminution de l’activité des neurones à POMC dans le noyau arqué (Bomberg et al. 2006), 

lesquels produisent l’α-MSH connue pour réduire la prise alimentaire (Garfield et al. 2009). De 

plus, la nociceptine inhibe, dans le noyau ventromédian, l’activité des neurones à leptine, autre 

facteur anorexigène (Chee et al. 2011). Il semblerait donc que la nociceptine exerce son effet 

orexigène en inhibant l’action des facteurs anorexigènes. 

L’expression de la nociceptine et de son récepteur dans le cortex préfrontal ainsi que dans les 

régions du système limbique comme l’amygdale, le thalamus et l’hypothalamus (Neal et al. 

1999a, 1999b) suggère un rôle du peptide dans les fonctions émotionnelles et cognitives. De 

fait, la nociceptine active l’axe corticotrope en augmentant les taux d’ACTH circulante en 



Introduction                                                              Chapitre III : le système nociceptinergique 

 

58 

 

situation de repos, mais sans toutefois potentialiser l’effet du stress sur les niveaux d’ACTH 

plasmatique (Devine et al. 2001). L’absence d’action en condition stressante pourrait être due 

à un effet seuil. En situation non-stressante, l’augmentation d’ACTH est spécifique du récepteur 

NOP car bloquée par la co-administration d’un antagoniste de ce récepteur (Leggett et al. 2006). 

En revanche, l’antagoniste seul n’a pas d’effet, suggérant que le tonus basal du système 

nociceptinergique n’est pas suffisant pour agir sur l’axe du stress. L’ensemble de ces études 

plaide en faveur d’un effet anxiogénique de la nociceptine mais d’autres éléments de la 

littérature montrent une activité anxiolytique de ce peptide. C’est ainsi qu’une injection 

intracérébroventriculaire de nociceptine diminue les comportements de type anxieux induits par 

le stress, augmentant par exemple le temps passé dans le compartiment clair lors d’un test de 

préférence clair/obscur ou allongeant le temps passé dans les bras ouverts dans le test du 

labyrinthe en croix surélevé (Jenck et al. 1997). D’ailleurs, contrairement à son effet sur 

l’ACTH, la nociceptine diminue le relargage de corticolibérine (CRH) dans le noyau central de 

l’amygdale (Cruz et al. 2012). Ces effets opposés exercés par la nociceptine sur la réponse au 

stress, suggèrent que ce peptide agit sur l’ensemble des mécanismes mis en jeu. Selon ce 

schéma, lors de la phase aiguë, le système nociceptinergique serait recruté pour faciliter 

l’adaptation à la situation source de stress en exerçant un effet anxiogène par l’activation de 

l’axe hypothalomo-hypophyso-surrénalien. Cela se traduirait par une augmentation de la 

production d’ACTH par l’hypophyse, responsable à son tour d’une production accrue de 

corticostérone par la glande surrénale. L’hypercorticostéronémie exerce des effets bénéfiques 

sur le court terme puisqu’elle provoque une mobilisation des ressources en énergie et un 

maintien de l’état de vigilance. En revanche, à long terme la corticostérone exerce des effets 

délétères sur le système immunitaire et les fonctions cognitives. Donc, dans un second temps, 

le système nociceptinergique contribue à diminuer les conséquences pathologiques d’un stress 

chronique, en exerçant un effet anxiolytique extrahypophysaire induit par une diminution du 

relargage de CRH au niveau de l’amygdale.  

Malgré son homologie avec les peptides opioïdes, la nociceptine exerce de nombreux effets 

anti-opioïdes au niveau central, notamment sur l’analgésie supraspinale comme mentionné 

précédemment, mais également sur l’addiction aux opiacés. En effet, l’administration 

intracérébroventriculaire de nociceptine bloque l’effet de la morphine dans le test de préférence 

de place conditionnée chez le rat (Murphy et al. 1999) probablement en bloquant l’activation 

des neurones du noyau accumbens induite par la morphine (Ciccocioppo et al. 2000). Il en 

résulte une réduction du relargage de dopamine en réponse à la morphine (Di Giannuario and 
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Pieretti 2000). De plus, lors d’une administration chronique de morphine, le taux de nociceptine 

augmente dans l’amygdale et la substance grise périaqueducale, 2 régions clefs dans le 

développement de la tolérance aux opioïdes (Yuan et al. 1999). De la même façon, 

l’administration d’antagoniste du récepteur NOP ou la délétion de son gène diminuent cette 

tolérance (Ueda et al. 1997 ; Scoto et al. 2010 ; Kallupi et al. 2017), suggérant que l’activation 

du système nociceptinergique permet de ralentir la mise en place de la tolérance. La 

buprénorphine, qui est un agoniste partiel des récepteurs µ opioïde et NOP, exerce les mêmes 

effets que la nociceptine en bloquant la recherche d’héroïne chez des rats dépendants via la 

diminution du relargage de dopamine (Sorge et al. 2005). Plusieurs études cliniques ont évalué 

le potentiel thérapeutique de la buprénorphine et montrent des améliorations chez les patients 

dépendants semblables à celles obtenues avec la méthadone, classiquement utilisée, mais avec 

une amélioration de la rétention en traitement (Mattick et al. 2003). Les mêmes effets de la 

nociceptine sont observés sur la dépendance à l’alcool (Economidou et al. 2006, 2008). 

Le système nociceptinergique est également impliqué dans la mémoire spatiale comme le 

montrent les expériences en piscine de Morris. L’administration de l’agoniste Ro 64-6198 

diminue les performances des souris lors de ce test, en inhibant la mise en place de la 

potentialisation à long terme dans l’hippocampe (Higgins et al. 2002). De plus, la délétion du 

gène NOP entraîne une augmentation de la potentialisation NMDA-dépendante dans 

l’hippocampe (Taverna et al. 2005), indiquant que la nociceptine agit sur les phénomènes de 

plasticité.  Les effets potentiels de la nociceptine sur d’autres types de mémoire, comme la 

mémoire émotionnelle, ont également été étudiés.  De fait, l’administration de nociceptine 

diminue le temps d’immobilisation dans un test de conditionnement aversif (Fornari et al. 2008) 

et, de façon concordante, la délétion du gène NOP augmente la rétention dans ce même test 

(Mamiya et al. 2003). Cependant, ces résultats doivent être interprétés avec précaution au vu 

des effets de la nociceptine sur le stress et l’anxiété, car la diminution des performances dans 

ces tests pourrait être due à une réduction du stress induit par le stimulus aversif. 

La présence de la nociceptine et de son récepteur dans certains organes périphériques suggère 

diverses actions hors du système nerveux central. L’activation des lymphocytes B et T entraîne 

une augmentation du taux d’expression de NOP (Wick et al. 1995) et le blocage de la synthèse 

de ce récepteur par des oligonucléotides diminue la production d’anticorps (Halford et al. 

1995). De plus, la nociceptine favorise le chimiotactisme des monocytes et le relargage de 

lysozyme par les neutrophiles (Trombella et al. 2005), améliorant la réponse immunitaire. 

Parmi les autres effets, la nociceptine module la bronchoconstriction induite par la capsaïcine 
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(Corboz et al. 2000 ; D’Agostino et al. 2010), inhibe la contraction de la vessie (Giuliani et al. 

1998 ; Lecci et al. 2000) et exerce des effets anti-inflammatoires dans les cas de colites 

(Zielińska et al. 2015). 

Dans un modèle murin de la maladie de Parkinson, le blocage pharmacologique du récepteur 

de la nociceptine diminue la gravité des symptômes moteurs, et l’invalidation du gène de NOP 

protège en partie les animaux de l’induction de la maladie par le halopéridol (Marti 2005). De 

plus, le nombre de neurones dopaminergiques dans la substance noire augmente de 50% suite 

à l’invalidation génique de NOP (Arcuri et al. 2016). Au niveau cellulaire, la surexpression du 

gène de la nociceptine dans une lignée de neurones de souris entraîne une augmentation du 

nombre et de la longueur ces neurites (Saito et al. 1997 ; Zaveri et al. 2006). Les effets pro-

différenciateurs de la nociceptine sont retrouvés dans des cultures de neurones hippocampiques 

(Ring et al. 2006). Des études récentes ont montré l’implication de la nociceptine sur la 

différenciation des cellules gliales. Au niveau des oligodendrocytes, il a été observé que le 

traitement de cultures cellulaires par la buprénorphine entraîne une modification du taux de 

protéine de myéline dépendante de la dose utilisée (Eschenroeder et al. 2012). A faible dose, la 

buprénorphine augmente l’expression de cette protéine, mais à plus forte dose cet effet 

disparaît ; cela peut être expliqué par le fait que la buprénorphine présente une forte affinité 

pour le récepteur µ opioïde qui serait activé dès les doses les plus faibles, et une plus faible 

affinité pour le récepteur NOP qui ne serait donc activé qu’à de fortes doses. L’ajout 

d’antagonistes pour ces 2 récepteurs a montré que la perte de l’effet positif de la buprénorphine 

sur la synthèse de myéline est due au récepteur NOP (Eschenroeder et al. 2012). Ces résultats 

suggèrent donc que la nociceptine serait impliquée dans la myélinisation par les 

oligodendrocytes. Enfin, il a été rapporté que les astrocytes expriment la nociceptine et son 

récepteur de façon intense au moment du développement (Meyer et al. 2017). Le traitement de 

cultures astrocytaires par la nociceptine ne modifie pas la morphologie de ces cellules mais 

augmente l’expression du transporteur du glutamate GLAST chez le rat et l’Homme. Par des 

expériences in vivo il a été montré que cet effet est restreint à une fenêtre temporelle allant de 

la naissance jusqu’à P10, ce qui correspond à la période à laquelle sont produits les astrocytes 

(Miller and Gauthier 2007) et à laquelle sont formées la majorité des synapses glutamatergiques 

(Workman et al. 2013). A cette étape du développement, le transporteur GLAST a pour rôle de 

protéger les astrocytes contre la toxicité induite par le glutamate en contrôlant les taux de 

glutamate extracellulaires. Ces données suggèrent que le système nociceptinergique, en 
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induisant l’expression de GLAST, est impliqué dans le développement des astrocytes (Meyer 

et al. 2017). 
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Les données de la littérature présentées dans cette introduction montrent que le cervelet, dont 

le développement se déroule après la naissance chez l’Homme et les rongeurs, est un modèle 

adapté pour étudier l’effet de molécules sur ce processus. Le développement de cette structure 

cérébrale, et plus particulièrement la mise en place des neurones en grain, est sous le contrôle 

de nombreuses molécules dont des peptides. Ces facteurs peptidiques présentent la 

caractéristique d’être surexprimés au cours des 2 premières semaines postnatales, avant de 

diminuer à l’âge adulte. Ces observations nous ont conduit à émettre l’hypothèse que d’autres 

peptides possédant ce profil d’expression particulier pourraient également être impliqués dans 

le développement du cortex cérébelleux. 

La première partie de ce projet avait pour objectif de réaliser un peptidome du cervelet de rat 

au cours du développement. Pour ce faire, des cervelets de rats âgés de 8 à 90 jours ont été 

analysés par spectrométrie de masse. Les peptides ont ensuite été identifiés et quantifiés afin de 

mettre en évidence ceux qui sont régulés au cours du développement. Un peptide dont 

l’expression varie, i.e. la nociceptine a été sélectionné et des analyses supplémentaires sur 

l’expression temporelle du gène dont il est issu et de celui de son récepteur ont été conduites 

par PCR quantitative. Ensuite, une analyse plus précise de l’expression de ces transcrits au sein 

des différentes couches du cortex cérébelleux a été réalisée après microdissection laser. 

Dans un second temps, l’effet potentiel de la nociceptine sur la mise en place des neurones en 

grain a été étudié in vitro. Tout d’abord son activité a été testée sur la survie de ces cellules en 

cultures en mesurant l’intensité du marquage des cellules vivantes et l’activité de la caspase-3, 

une enzyme impliquée dans la mort cellulaire par apoptose. Ensuite l’impact de ce peptide sur 

la motilité cellulaire a été évalué en utilisant la technique de microexplant. Enfin, son action sur 

la différenciation a été quantifiée par marquage puis mesure et comptage des neurites.  

La suite de ce travail s’est attachée à la découverte de nouveaux peptides exprimés dans le 

cervelet de rat. Pour cela un séquençage de novo a été réalisé sur les données collectées lors de 

la réalisation du peptidome et la très grande quantité de séquences générée a été passée au crible 

de plusieurs filtres portant, par exemple, sur la récurrence des séquences ou leur régulation. 

Cette analyse bioinformatique avait pour but de ne retenir que quelques peptides candidats qui 

pourront ensuite être testés in vitro à la recherche d’une activité biologique. 
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Animaux : les rats Wistar utilisés dans cette étude sont nés et ont été élevés au sein de 

l’animalerie de la Faculté des Sciences et Techniques de l’Université de Rouen Normandie 

(agrément B.76-451-04) en accord avec la législation française. Les animaux sont maintenus 

dans un environnement contrôlé à 21°C ± 1°C, avec une photopériode de 12 h (lumière de 7 h 

à 19 h) et un accès libre à l’eau et à la nourriture. 

Prélèvement des cervelets : les rats Wistar âgés de 1 à 8 jours sont décapités sans anesthésie, 

alors que les animaux âgés de 16, 21 et 90 jours sont sacrifiés après anesthésie par inhalation 

d’isoflurane (1000 mg/g d’Iso-Vet®). Pour les analyses protéomiques, les cervelets d’animaux 

âgés de 8, 16, 21 et 90 jours sont prélèvés, placés dans une solution de NaCl à 0,9% afin d’être 

déméningés, puis insérés dans un Stabilizator™ (Denator) qui, sous vide, chauffe le tissu à 95°C 

pendant 20 secondes. Les cervelets sont ensuite stockés à -80°C jusqu’à l’extraction des 

peptides. Pour chaque stade de développement, 10 réplicats biologiques sont utilisés pour ces 

analyses peptidomiques. Concernant les analyses d’expression génique, les cervelets d’animaux 

âgés de 2, 4, 8, 16, 21 et 90 jours sont prélèvés, placés dans du Tri-Reagent (Sigma-Aldrich) et 

stockés à -80°C jusqu’à extraction des ARN. Pour chaque stade de développement, X réplicats 

biologiques sont utilisés pour ces analyses transcriptomiques. Pour l’imagerie par matrix-

assisted laser desorption ionisation (MALDI), les cervelets d’animaux âgés de 8 et 21 jours 

sont prèlevés, immergés dans de l’isopenthane à -25°C puis stockés à -80°C jusqu’à réalisation 

des coupes histologiques. Pour chaque stade de développement, 3 réplicats biologiques sont 

utilisés pour ces analyses d’imagerie  MALDI. 

Extraction des peptides : les cervelets sont pesés afin d’utiliser une masse de tissu identique 

(300 mg) pour chaque stade de développement. Les tissus sont soniqués dans 1,5 mL de tampon 

d’extraction (Stabilizor Peptide Extraction kit, Denator) et centrifugés à 14 000 x g, pendant 30 

min à 4°C. Les peptides contenus dans le surnageant sont quantifiés par la technique de 

Bradford (Bio-Rad) et 300 fmol d’un digest de human serum albumin (HSA ; HSA peptide 

standard mix, Agilent Technologies) sont ajoutés comme standard interne. Les échantillons sont 

ensuite filtrés avec un seuil de coupure de 10 kDa (YM-10 Microcon) à 14 000 x g, pendant 60 

min à 4°C puis une extraction sur phase solide est réalisée sur des cartouche Oasis HLB 10 mg 

(Waters). Pour cela, la cartouche est d’abord rincée avec 2 mL d’acétonitrile (AcN), puis 

conditionnée avec une solution d'H2O contenant 0,1% d’acide trifluoroacétique (TFA). 

L’échantillon est alors chargé dans la cartouche qui est rincée avec 2 mL de la solution d'H2O 

contenant 0,1% de TFA puis éluée avec 2 mL d’une solution contenant 60 % d’AcN 60% et 

40% d’H2O. Cet éluat est récupéré et congelé à -80°C pendant 60 minutes en présence de 2 mL 
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d’H2O. Après congélation l’échantillon est lyophilisé pendant 1 nuit. Pour l’analyse par 

spectrométrie de masse les échantillons sont repris dans le solvant pour la LC-MS H2O 97% / 

AcN 3% / TFA 0,1%) selon un volume variable afin d’harmoniser les concentrations entre les 

échantillons (reprise dans 40 µL de solvant pour le plus concentré, 320 µg/mL).  

Analyse par spectrométrie de masse : le spectromètre de masse utilisé est une LTQ Orbitrap 

Elite (Thermo Scientific) couplée à une chromatographie à nano-débit (Easy-nLC II, Thermo 

Scientific). Deux µL d’échantillon sont injectés sur une colonne d’enrichissement (C18 

PepMap100, Thermo Fisher Scientific) puis la séparation est effectuée par une colonne 

analytique (NTCC-360/100/5/153, NikkyoTechnos) avec une phase mobile composée d’H2O 

contenant 0,1% de TFA (solvant A) et d’ACN contenant 0,1% d’acide formique (solvant B). 

L’élution est faite à une vitesse de 300 nL/min avec un gradient linéaire en 2 étapes : passage 

de 10 à 40% de solvant B en 30 min puis étape à 100% de solvant B pendant 10 min. Le 

spectromètre est utilisé en mode d’ionisation positive avec un voltage de 1,5 kV et une 

température de source de 275°C. Les échantillons sont analysés en utilisant la méthode de 

dissociation induite par collision avec une énergie normalisée de 35. Le premier scan en mode 

MS est enregistré sur l’analyseur (R = 60 000) avec un rapport masse sur charge (m/z) 400-

1800, puis les 20 ions les plus intenses sont sélectionnés pour le mode MS/MS à l’exception 

des espèces mono-chargées. Toutes les mesures sont réalisées avec une recalibration interne à 

m/z 445,12002 (polydimethylcyclosiloxane). 

Identification des peptides : l’identification est réalisée à l’aide du logiciel SpectrumMill 

(Agilent Technologies, version B04.00.127) à partir d’une base de données créée au laboratoire 

contenant 184 neuropeptides de rat choisis dans la littérature (voir Tab. S1 de l’article) et de la 

base de données UniProt/Swiss-Prot. Pour l’analyse, les paramètres utilisés sont les suivants : 

pas de digestion enzymatique ; tolérance de masse du précurseur de 10 ppm ; tolérance de la 

masse du produit de 0,5 Da ; modifications variables cystéine sulfoxidée, lysine acétylée, 

méthionine oxydée, déamination, acide pyroglutamique, phosphorylation sur sérine (S), 

thréonine (T) et tyrosine (Y). Seuls les peptides avec un score d’identification supérieur à 10 et 

retrouvés dans au moins 7 des 10 échantillons par stade sont retenus. 

Quantification des peptides au cours du développement : dans un premier temps la quantité 

de HSA ajoutée comme étalon externe est vérifiée pour chaque échantillon en mesurant l’aire 

sous la courbe à l’aide de Mass Hunter (Agilent Technologies, version B06.00) afin de valider 

la reproductibilité et la qualité du protocole d’extraction des peptides. 
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La quantification des autres peptides présents dans l’échantillon est réalisée à l’aide du logiciel 

Progenesis LC-MS (Non linear dynamics, version 4.0.4441.29989). Le stade P8 est fixé comme 

référence pour effectuer les comparaisons 2 à 2 et un échantillon P8 est choisi pour aligner les 

données de LC-MS et corriger le possible décalage de temps de rétention. Le seuil minimum 

d’alignement est fixé à 90%. Après l’alignement, une analyse statistique par analyse de variance 

(ANOVA) est effectuée pour déterminer les variations significatives d’expression des peptides 

entre les stades de développement. Seuls les peptides avec une P-value < 0,05, une q-value < 

0,05 et un power > 0,8 sont retenus, ceux avec un rang > 10 et un score < 20 sont exclus. De 

plus, seuls les peptides avec un fold change > 2 pour au moins une des comparaisons 2 à 2 sont 

considérés comme différentiellement exprimés. Pour l’identification de ces peptides le logiciel 

Mascot (Matrix Science, version 2.2.04) est utilisé avec les paramètres suivants : pas de 

digestion enzymatique ; tolérance de masse du précurseur de 10 ppm ; modifications variables 

: méthionine oxydée et carbamidométhylation. 

Imagerie MALDI : ces expériences ont été réalisées en collaboration avec la plateforme 

Protim à Rennes. Trois réplicats biologiques de cervelets de rats âgés de 8 et 21 jours sont 

coupés au cryostat selon un plan sagittal à une épaisseur de 14 µm et les coupes sont déposées 

sur une lame conductrice coatée indium tin oxide (Bruker). Les tissus sont lavés selon le 

protocole suivant : 30 s à l’éthanol 70 % ; 30 s à l’éthanol 100 % ; 2 min à la solution de 

Carnoy’s ; 30 s à l’éthanol 100 % ; 30 s à l’H2O TFA 0,2 % ; 30 s à l’éthanol 100 %. La matrice 

acide α-cyano-4-hydroxycinnamique est déposée sur les coupes à l’aide de la station ImagePrep 

(Bruker). L’acquisition d’images est réalisée par un spectromètre de masse de type UltraFlex 

(Bruker) en mode linéaire, équipé d’un laser Smartbeam avec fréquence de tir de 200 Hz. Les 

spectres MS sont enregistrés en utilisant la méthode AutoXecute du logiciel FlexControl 

combiné au logiciel FlexImaging (version 4.1 Bruker). La résolution latérale atteinte est de 35 

µm. L’analyse des données obtenues est réalisée avec le logiciel SCiLS (version 2015a ; 

Bruker). 

Séquençage de novo : à partir des données obtenues en étudiant le peptidome de cervelet, le 

séquençage est réalisé avec le logiciel PEAKS (version 7.5 ; Bioinformatics Solutions Inc.) en 

utilisant les paramètres suivants : temps de rétention : 0,5 min ; erreur m/z du précurseur : 

10 ppm. Ensuite les séquences sont identifiées à partir de la base de données SwissProt/UniProt 

avec les paramètres suivants : masse du précurseur monoisotopique : 10 ppm ; ion fragment : 

0,1 Da ; autorisation de clivage non-spécifique des 2 côtés ; modifications : oxydation des 

méthionines, acétylation sur lysine (K), pyroglutamylation, carbamidométhylation et 
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phosphorylation sérine (S), thréonine (T) et tyrosine (Y) ; nombre maximal de modifications : 

3 ; estimation du fasle discovery rate (FDR) par la méthode de decoy fusion. 

Extraction des ARNs et transcription inverse : les ARNs des cellules ou des cervelets sont 

extraits avec du Tri-reagent (Sigma-Aldrich) puis purifiés à l’aide d’un kit NucleoSpin RNA 

(Machery Nagel) avant d’être dosés avec un spectrophotomètre Nanodrop 2000 (Thermo Fisher 

Scientific) à une absorbance de 260 nm. Un µg d’ARNs de chaque échantillon est ensuite 

convertit en ADNc à l’aide du kit ImProm II Reverse Transcription System (Promega). 

Microdissection : les expériences de microdissection laser ont été réalisées comme 

précédemment décrit par (Basille-Dugay et al. 2013). Brièvement, les cervelets de rats âgés de 

8 et 21 jours sont coupés au cryostat selon un plan frontal à une épaisseur de 14 µm et les coupes 

sont colorées au crésyl-violet puis déshydratées dans des bains d’éthanol. Pour les coupes à P8 

les 4 couches sont prélevées (i.e. CGI, CP, CM et CGE) alors que pour les coupes à P21 seules 

les 3 couches restantes sont prélevées (i.e. CM, CP et CG). Pour chaque couche cellulaire 0,4 

µmm² est découpé sur 4 cervelets différents à l’aide d’un microdissecteur laser (LMD 7000, 

Leica). L’ARN est extrait avec le kit NucleoSpin RNA XS (Machery Nagel) puis convertit en 

ADNc et amplifié avec le kit SMARTer Pico PCR cDNA (Clontech).  

PCR quantitative : Deux ng d’ADNc sont amplifiés en présence de SYBR Green Mastermix 

(Applied Biosystem) et d’amorces sens et anti-sens sur une QuantStudio™ 12KFlex (Thermo 

Fisher Science). Les amorces sont dessinées avec le logiciel Primer Express (Applied 

Biosystem) et validées par PCR en temps réel. La quantité relative d’ADNc par échantillon est 

calculée avec la méthode de quantification comparative par cycle et exprimée en 2-ΔΔCq en 

utilisant le gène de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) comme standard 

interne de la quantité d’acides nucléiques utilisés. Chaque échantillon est analysé en triplicat 

technique. 

Culture primaire de NGC : les cultures cellulaires sont effectuées comme précédemment 

décrit par (Gonzalez et al. 1992). Brièvement, les cervelets de rats âgés de 7 à 9 jours sont 

prélevés et les cellules sont dissociées mécaniquement et enzymatiquement avant d’être 

ensemencées dans des plaques de cultures 24 puits (Costar) coatées à la poly-D-lysine 

(12,5 µg/mL ; BD Bioscience) à une densité de 106 cellules par mL pour les mesures de survie 

et 105 cellules par mL pour les mesures de différenciation. Le milieu de culture est constitué de 

74% de Dubecco’s modified Eagle’s medium (DMEM ; Gibco Life Technologies), 24% 
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d’Ham’s F-12, 1% d’antibiotique-antimicotique (100 × ; Gibco Life Technologies), 1% de 

supplément N2 (Invitrogen) et 25 mM de KCl. Pour les cultures de NGC matures, le milieu de 

culture contient du sérum de veau fœtal (Pan Biotech) et les cultures sont traitées à la cytosine 

arabinoside (10 µM ; Sigma-Aldrich) pour éviter la croissance des astrocytes. Les cellules sont 

cultivées pendant 5 jours dans des plaques 6 puits (Costar) et des prélèvements d’ARNs de 

cellules sont extraits avec du Tri-reagent (Sigma-Aldrich) dans 3 puits chaque jour. Pour 

récolter des astrocytes, des cultures de 4 jours non exposées à la cytosine arabinoside sont 

traitées avec du peroxyde d’hydrogène (H2O2 ; 30 µM, Sigma-Aldrich) pour tuer les NGC, puis 

5 jours après les astrocytes sont prélevés de la même façon que les NGC. 

Traitements pharmacologiques : les NGC en culture sont traités 3 h après ensemencement 

avec des concentrations croissantes de nociceptine (10-7 à 10-12 M ; Abcam) et dans certaines 

expériences de l’H2O2 (10-5 M ; Sigma-Aldrich) est ajouté pour induire une mort cellulaire. Le 

PACAP (10-7 M) est utilisé comme contrôle pour ses effets neurotrophiques (Vaudry et al. 

2002a) et inhibiteur de la motilité des NGC (Raoult et al. 2014). 

Mesure de la survie : la survie cellulaire est mesurée par incorporation de fluorescéine 

diacétate (FDA) comme précédemment décrit (Vaudry et al. 2002b). Brièvement, les cellules 

sont incubées avec de la FDA (15 µg/mL) pendant 8 min à 37°C dans l’obscurité avant d’être 

rincées au PBS puis lysées. La fluorescence relarguée est mesurée avec un lecteur de plaques 

Infinite® 200 pro (Tecan) et les résultats sont normalisés par rapport au contrôle. Les mesures 

sont réalisées sur 10 cultures indépendantes, chaque valeur étant la moyenne de 4 puits. 

Mesure de l’activité caspase : l’activité des caspases 3/7 est mesurée dans les cultures de NGC 

avec le Caspase-Glo® 3/7 Assay (Promega). Trois heures après le traitement ou 6 h après la 

première injection, les cellules sont rincées et resuspendues dans du DMEM tandis que les tissus 

sont soniqués dans du PBS avant d’être incubés dans le tampon 2 × du kit contenant la Z-

DEVD-aminoluciférine. Le signal bioluminescent est mesuré pendant 90 min à l’aide du lecteur 

de plaques Infinite® 200 pro (Tecan). 

Mesure de la motilité cellulaire : la motilité des NGC est mesurée grâce à la technique de 

microexplants décrite par (Raoult et al. 2011). Brièvement, des cervelets de rats âgés de 7 ou 8 

jours sont prélevés et coupés en cubes de 50 à 100 µm de côté avant d’être placés dans des 

plaques de culture de 24 puits (Costar) double coatées à la poly-D-lysine (12,5 µm/mL, BD 

Bioscience) et à la laminine (20 µg/mL, Sigma-Aldrich). Les explants sont recouverts de milieu 



Materiel et méthodes 

 

74 

 

de culture composé de minimum essential medium (Invitrogen) complémenté avec 1% de 

supplément N2 (Invitrogen) et 1% d’antibiotique-antimicotique (100 ×, Gibco Life 

Technologies), puis placés pendant 24 h dans un incubateur. Ils sont ensuite transférés dans la 

chambre d’incubation d’un microscope inversé (Leica DMI 6000B). L’acquisition d’images est 

faite toutes les 2 min pendant 45 min en condition contrôle puis 45 min en condition traitée par 

le logiciel LAS-AF. L’analyse du déplacement des cellules est réalisée à l’aide du logiciel 

MetaMorph (Roper Scientific). Pour chaque condition, 12 microexplants sont observés et au 

moins 24 cellules sont mesurées par expériences soit plus de 280 cellules par condition. 

Mesure de la différenciation cellulaire : la différenciation des NGC est évaluée en comptant 

et mesurant les neurites pour chaque cellule. Pour cela, les NGC sont marqués avec le kit 

Tubulin Tracker Green (300 nM ; Thermo Fisher Scientific) et avec un marqueur nucléaire 

(Hoescht, 10 µM ; Sigma-Aldrich) dans un incubateur pendant respectivement 30 min et 10 

min, puis 5 images par puits sont acquises de façon aléatoire avec un microscope inversé (Leica 

DMI 6000B). Les mesures sont ensuite réalisées avec le logiciel ImageJ (version 1.46). Un 

neurite est considéré comme tel, si et seulement si, sa longueur est supérieure à la taille du corps 

cellulaire du NGC. Pour chaque condition, 5 cultures indépendantes sont réalisées et au moins 

28 cellules par image sont mesurées soit plus de 700 cellules par condition. 

Injections in vivo : les injections sont réalisées sur des ratons vigiles âgés de 8 jours selon le 

protocole décrit par (Botia et al. 2011). Les animaux reçoivent une injection intra-péritonéale 

d’alcool (2,5 g/kg) ou de NaCl pour les animaux contrôles, immédiatement suivie par une 

injection intra-cisternale de nociceptine (1 µg/10 µL) ou de liquide céphalo-rachidien (LCR) 

artificiel pour les animaux contrôles (Tab. 1). Ces 2 injections sont répétées 3 h plus tard et le 

prélèvement du cervelet est fait 6 h après la première injection. 

Tableau 1 : Injections réalisées selon les groupes expérimentaux 

Groupe Intra-péritonéale Intra-cisternale 

Contrôle NaCl LCR artificiel 

Nociceptine NaCl Nociceptine 

Ethanol Ethanol LCR artificiel 

Nociceptine + Ethanol Ethanol Nociceptine 

 

Tests statistiques : le logiciel Graphpad Prism® (version 6.04) est utilisé pour l’analyse 

statistique. La normalité des données est vérifiée à l’aide du test de Shapiro-Wilk. Pour les 
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données paramétriques, les expériences de survie, de motilité et de différenciation cellulaire 

sont analysées par une ANOVA suivie de tests de Bonferroni est utilisée pour les expériences 

de mesure. Pour les données non-paramétriques, les expériences de peptidomique, de PCR 

quantitative et de mesure d’activité de la caspase sont analysées par un test de Kruskal-Wallis 

suivi de tests de Dunn. 
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1. Etude de l’expression d’une banque de peptides au cours du développement du 

cervelet et caractérisation des effets de la nociceptine sur les neurones en grain 

 

1.1. Approche peptidomique ayant permis d’identifier les effets neurotrophiques de 

la nociceptine dans le développement du cortex cérébelleux 

 

Auriane Corbière, Marie-Laure Walet-Balieu, Philippe Chan, Magali Basille-Dugay, Julie 

Hardouin et David Vaudry  

 

Le cervelet est une structure dont le développement, postnatal chez l’Homme et le rat, est 

contrôlé par de nombreux facteurs, dont les peptides. Parmi les peptides connus pour leur rôle 

dans ce processus, le PACAP, la somatostatine et l’ODN présentent un profil d’expression 

particulier avec une forte présence pendant les 2 premières semaines de vie postnatale, 

période riche en processus développementaux, puis une expression qui diminue avec l’âge de 

l’animal. 

 

Notre travail a donc consisté à : 

• Réaliser un peptidome du cervelet au cours du développement afin d’identifier les 

peptides présentant un profil d’expression similaire à celui des peptides déjà connus 

pour être impliqués dans le développement de cette structure.   

 

• Caractériser l’expression spatiotemporelle d’un de ces peptides, la nociceptine, et de 

son récepteur au niveau peptidique et génomique. 

 

• Mettre en évidence les effets de la nociceptine sur la mise en place des neurones en 

grain qui sont les cellules les plus abondantes du cervelet. 

 

 

Les résultats font l’objet d’un article en cours de révision dans Molecular and Cellular 

Proteomics #MCP/2017/000184 

 

 

Keywords: cerebellum; rat; development; peptidome; nociceptin 
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Summary 

The cerebellum is a brain structure involved in many motor and cognitive functions. The 

development of the cerebellar cortex (the external part of the cerebellum) is under the control 

of numerous factors. Among these factors, peptides such as PACAP or somatostatin modulate 

the survival, migration and/or differentiation of cerebellar granule cells. Interestingly, these 

peptides contributing to cerebellar development usually exhibit a specific transient expression 

profile with a low abundance at birth, a high expression level during the developmental 

processes, which take place within the first two postnatal weeks in rodents, and a return to low 

levels at adulthood. Thus, to investigate for new peptides involved in cerebellar development, 

rat cerebella from birth to adulthood were sampled and analyzed by a semi quantitative 

peptidomic approach. A total of 33 peptides were found to be expressed in the cerebellum. 

Among these 33 peptides, 8 had a clear differential expression during development, including 

4 with a high expression level over the first two postnatal weeks that then significantly 

decreased at adulthood. The focus by genomic approach on one of them, i.e. nociceptin, 

confirmed its expression pattern during development and highlighted that its receptor is mainly 

produced by granule neurons within the internal granule cell layer of the cerebellum. Finally, 

functional studies revealed a new role of nociception, acting as a neurotrophic peptide able to 

promote the survival and differentiation of developing cerebellar granule neurons. 
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Introduction 

During brain development, neurons coming from germinative zones migrate and connect 

together to create organized structures and functional networks. This developmental process 

involves numerous factors which modulate cell proliferation, migration, differentiation and 

survival. Thanks to its postnatal development and its well organized cellular layers, the 

cerebellum is an excellent model to characterize factors controlling neuronal histogenesis. In 

rodents, during the first 2 postnatal weeks, immature neurons generated in a secondary 

germinative zone, i.e. the external granule cell layer (EGL), migrate along radial processes of 

glial cells through the molecular layer (ML) to reach their final destination within the internal 

granule cell layer (IGL; (Hibi and Shimizu 2012). In addition to correct cell placement, 

formation of functional synapses of cerebellar granule neurons (CGN) parallel fibers with 

basket, Golgi and Purkinje cells are essential for the proper motor and cognitive functions of 

the cerebellum (Ito 2006). By postnatal day 21 (P21), when CGN have completed their 

migration, the EGL disappears and only three layers remain i.e. from top to bottom, the 

molecular layer, the Purkinje cell layer (PL) and the granule cell layer (GL).  

Establishment of CGN requires appropriate spatiotemporal expression of key factors timely 

expressed throughout development by CGN themselves or their neighboring cells. These 

factors can be proteases, growth factors, chemokines, neurotransmitters and neuropeptides 

released in the extracellular matrix to control the successive steps of CGN development. For 

example sonic hedgehog increases proliferation (Lewis et al. 2004), brain derived neurotrophic 

factor promotes survival (Kubo et al. 1995), vascular endothelial growth factor directs 

migration from the EGL toward the PL (Ruiz de Almodovar et al. 2010), glutamate (Park et al, 

2012 ; Komuro and Rakic 1993) increase migration speed, and serotonin induces differentiation 

of CGN (Oostland et al. 2014). Among peptides, pituitary adenylate cyclase-activating 

polypeptide (PACAP) at the level of the PL, induces a transient stop (Cameron et al. 2007), 

and, in the IGL, promotes survival (Vaudry et al., 1999, Vaudry et al., 2000) and differentiation 

(Gonzalez et al. 1997) of CGN. At the same time, somatostatin increases CGN migration in the 

EGL but decreases their migration in the IGL, inducing the final stop of the cells in this layer 

(Yacubova and Komuro 2002). Although considerable progress has been made towards 

understanding the guidance systems that regulate development of granule neurons, many 

molecules involved remain to be identified. 

Interestingly, most mediators controlling granule maturation, exhibit a transient expression 

during cerebellar development. For instance C-X-C motif chemokine ligand 14 (CXCL14) is 

transiently expressed in the cerebellum between P1 and P8 (Park et al. 2012), PACAP 

expression increases during development until P14 and then decreases (Tatsuno et al. 1994), 

and somatostatin is highly expressed in between birth and P21 (Villar et al. 1989; Inagaki et al. 

1989). These observations suggest that factors, including peptides, with an increased expression 

during the developmental period (i.e. during the first 2 postnatal weeks in rodents) and a 

subsequent return to a low level of expression at adulthood may play a key role in cerebellar 

development. Based on this hypothesis, the aim of the present study was to identify, through 

omic approaches, peptides with such transient profile of expression and to subsequently 

characterize their putative functions.  
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Material and methods 

Animals ─ Male and female Wistar rats were born and bred in an accredited animal facility 

(approved B.76-451-04) in accordance with the French Minister of Agriculture and the 

European Communities Council Directive 2010/63/UE of September 22.2010 on the protection 

of animals used for scientific purposes. Tissues were sampled from animals aged of 2, 4, 8, 16, 

21 and 90 days old. 

Tissue sampling for peptidomic analysis ─ Cerebella were quickly removed, placed in saline 

buffer and cleared of meninges and choroid plexus. Tissues were then rapidly heat denatured 

with a Stabilizor™ (Denator) to avoid protein and peptide degradation prior storage at -80°C. 

For each stage of development, tissue weight was adjusted by pooling several cerebella to reach 

the weight of one P90 cerebellum (i.e. 300 mg). For each stage, 10 biological replicates were 

sampled. 

Peptide extraction ─ Tissues were sonicated in extraction buffer (Stabilizor Peptide Extraction 

Kit, Denator) and centrifuged at 14000 × g, for 30 min at 4°C. Peptide content in the supernatant 

was then quantified with the Bradford assay (Bio-Rad) and 300 fmol of human serum albumin 

(HSA; HSA peptide standard mix, Agilent Technologies) was added as an internal standard in 

extraction buffer. HSA level was compared between the 4 groups by measuring the area under 

the curve with Mass Hunter (Agilent Technologies, version B06.00) to assess the quality and 

reproducibility of the peptide extraction protocol. Samples were filtered with 10 kDa cut-off 

centrifugal filter units (YM-10 Microcon) at 14000 × g for 60 min at 4°C. The flow through 

was applied to a solid phase extraction cartridge (Oasis HLB 10 mg) and eluted with 60% 

acetonitrile (ACN)/40% H2O (v/v) and freeze-dried over-night. The peptide extracts were then 

re-suspended in 300 µL of LC-MS (liquid chromatography-mass spectrometry) solvent (3% 

ACN/97% H2O(v/v) + 0.1% formic acid (FA)) and concentrated by evaporation to 30 µL. 

Mass spectrometry ─ Nanoflow liquid chromatography-mass spectrometry (nLC-MS/MS) 

experiments were performed on an LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific) coupled 

with a nanoflow liquid chromatography instrument (Easy-nLC II, Thermo Fisher Scientific). 

Two microliters of each sample were injected onto an enrichment column (C18 PepMap100, 

Thermo Fisher Scientific). The separation was performed with an analytical column needle 

(NTCC-360/100-5-153, NikkyoTechnos) in the presence of a mobile phase composed of 

H2O/0.1% FA (buffer A) and ACN/0.1 % FA (buffer B). Elution of peptides was conducted at 

a flow rate of 300 nL/min, using a two-step linear gradient: from 10 to 40% buffer B over 30 

min, and 10 min at 100% buffer B. The mass spectrometer was operated in positive ionization 

mode with capillary voltage and source temperature set at 1.5 kV and 275°C, respectively. The 

samples were analyzed using collision induced dissociation method. The first scan (MS spectra) 

was recorded in the Orbitrap analyzer (R = 60,000) with the mass range m/z 400–1800. Then, 

the 20 most intense ions were selected for MS2 experiments. Singly charged species were 

excluded for MS2 experiments. Dynamic exclusion of already fragmented precursor ions was 

applied for 30 s, with a repeat count of 1, a repeat duration of 30 s and an exclusion mass width 

of ±10 ppm. Fragmentation occurred in the linear ion trap analyzer with normalized collision 
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energy of 35. All measurements in the Orbitrap analyzer were performed with on-the-fly 

internal recalibration (lock mass) at m/z 445.12002 (polydimethylcyclosiloxane).  

Identification of peptides expressed in the cerebellum─ Peptides were identified using 

SpectrumMill (Agilent Technologies, version B04.00.127) implemented with a specific 

database containing 184 rat neuropeptides chosen from the literature (Table S1). Data were also  

process using the SwissProt Rat database. For analysis, the following parameters were used: no 

enzymatic digestion; precursor mass tolerance: 10 ppm; product mass tolerance: 0.5 Da; 

modifications: cysteine sulfoxide, acetylated lysine, oxidized methionin, deaminated, 

pyroglutamic acid, phosphorylated S, T and Y. Only peptides with an identification score above 

10 and found in at least 7 samples out of 10 in one or several developmental stage were retained. 

Quantification of regulated peptides during development ─ To measure peptide changes in 

between the four groups (P8, P16, P21 and P90), Progenesis LC-MS software (Nonlinear 

dynamics, version 4.0.4441.29989) was used. The P8 group was set as the reference to perform 

two by two comparisons and one P8 sample was chosen to align the LC-MS runs to account for 

retention time shifts. A minimum of 90% of alignment was required for further analysis. After 

alignment, statistical analysis was performed with one-way analysis of variance (ANOVA) 

calculations. To highlight peptides differentially expressed between P8 and other groups, a P-

value <0.05, a q-value <0.05 and a power >0.8 were required. Peptides with a rank >10 and a 

score <20 were excluded. In addition to that, only peptides with a fold change >2 in at least one 

of the 2-by-2 comparison were considered differentially expressed. For the identification, 

Mascot (Matrix Science, version 2.2.04) was used with the following parameters: no enzymatic 

digestion; precursor mass tolerance: 10 ppm; product mass tolerance: 0.5 Da; modifications: 

oxidized methionine and carbamidomethylation. Mascot search results were imported into 

Progenesis.  

Primary culture of CGN ─ Cell cultures were prepared from 7 to 9 days-old rat, as previously 

described (Gonzalez et al. 1992). Briefly, cerebella were removed from skulls and cells were 

dissociated both enzymatically and mechanically. Cells were plated at a density of 106 cells/mL 

in costar 24-wells culture plates previously coated with poly-D-lysine (12.5 µg/mL, BD 

Bioscience). Culture medium consisted of 74% Dubecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), 

24% Ham’s F-12, 1% antibiotic-antimicotic (100 X, Gibco Life Technologies) 1% N2-

supplement (Invitrogen) and 25 mM KCl.  

Cell treatments ─ Cells were treated with growing concentrations of nociceptin (10-7 to 10-12 M; 

Abcam). In some experiments hydrogen peroxide (H2O2; 10-5 M; Sigma-Aldrich) was added to 

promote cell death before treatment and PACAP (10-7 M) was used as a positive control for its 

stimulatory effect on cell survival (Vaudry et al. 2002a) and inhibitory action on cell motility 

(Raoult et al. 2014).  

Cell survival measurement ─ CGN survival was measured with fluorescein diacetate (FDA) as 

previously described (Vaudry et al. 2002b). Culture medium was removed and cells were 

incubated with FDA (15 µg/mL) for 8 min at 37°C in the dark. Cells were then rinsed with PBS 

and lysed with a 10 mM Tris-HCl solution containing 1% sodium dodecyl sulfate. 
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Caspase activity measurement ─ Caspase-3/7 activity in cultured CGN was evaluated with the 

Caspase-Glo® 3/7 Assay (Promega). Three h after treatment, cells were rinsed with DMEM, 

resuspended in DMEM (100 µl) and incubated with 2 X caspase assay buffer containing Z-

DEVD-aminoluciferin substrate. To measure enzymatic activity, bioluminescence signal was 

measured over 1.5 h at 37°C with an Infinite 200 microplate reader (Tecan). 

Cell motility measurement ─ CGN motility was measured using the microexplant technique as 

previously described (Raoult et al. 2011). Briefly, 7 or 8 days-old rat cerebella were cut into 50 

to 100 µm pieces and placed in Costar 24-well culture plates double coated with poly-D-lysine 

(12.5 µg/mL, BD Bioscience) and laminin (20 µg/mL, Sigma-Aldrich). After plating, the 

explants were covered with culture medium composed of minimum essential medium 

(Invitrogen) complemented with 1% N2-supplement and 1% antibiotic-antimicotic (100X, 

Gibco Life Technologies). After 24 h in a cell culture incubator, dishes were transferred into an 

incubation chamber (37°C, 5% CO2 and 95% O2) fixed to the stand of an inverted microscope 

(Leica DMI 6000B). Some images of migrating CGN were acquired with the LAS-AF software 

every 2 min for 45 min in control conditions and then for another 45 min in treated conditions. 

Analyses were performed with the MetaMorph software (Roper Scientific).  

Cell differentiation measurement ─ Cell differentiation was evaluated by counting and 

measuring CGN neurites. CGN were labeled with the tubulin tracker green kit (300 nM, 

Thermo Fischer Scientific) into an incubation chamber (37°C, 5% CO2 and 95% O2) for 30 min 

and 5 images per well were randomly acquired with an inverted microscope (Leica DMI 

6000B). Analyses were performed with the ImageJ software (version 1.46). 

RNA extraction ─ Cell RNA or total cerebella RNA from the six groups (P2, P4, P8, P16, P21 

and P90) were extracted using Tri-Reagent (Sigma-Aldrich) and further purified with 

NucleoSpin RNA kit (Macherey Nagel). The concentration of RNA was measured with a 

Nanodrop 2000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientfic) at an absorbance of 260 nm and 

1 µg of total RNA from each sample was reverse transcribed with the ImProm II Reverse 

Transcription System (Promega).  

Microdissection ─ Laser microdissection experiments were conducted as previously described 

(Basille-Dugay et al. 2013). Briefly, cerebella from P8 and P21 rat were cut in the frontal-plane 

into 14 µm-thick sections. After cresyl violet coloration, sections were dehydrated in ethanol. 

For P8 cerebella, the 4 layers were sampled (i.e. IGL, PL, ML, and EGL), for P21 cerebella, 

the 3 remaining layers were collected (i.e. GL, PL and ML). For each cerebellar layer and each 

age, 0.4 mm² of tissue were cut with a laser microdissector (LMD 7000, Leica). RNA were 

extracted with the NucleoSpin RNA XS kit (Macherey Nagel), and then reverse transcribed and 

amplified with the SMARTer Pico PCR cDNA kit (Clontech). 

Quantitative PCR ─ Two ng complementary DNA (cDNA) were amplified in the presence of 

2 X SYBR Green Mastermix (Applied Biosystems) containing preset concentrations of dNTPs, 

MgCl2 as well as forward and reverse primers, with a QuantStudio™ 12KFlex. Proper controls 

without reverse transcriptase or with H2O instead of cDNA were conducted. Primers targeting 

nociceptin and its receptor were design using Primer Express software (Applied Biosystems) 

and validated by real-time PCR. The relative amount of cDNA in each sample was calculated 
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using the comparative quantification cycle (Cq) method and expressed as 2-Cq using 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), which was constant whatever the stage 

of cerebellar cortex development, as an internal standard for variations in amounts of input 

mRNA.  

Primer sequences used for real time PCR were as follows:  

Gapdhf1: CAGCCTCGTCTCATAGACAAGATG 

Gapdhr1: CAATGTCCACTTTGTCACAAGAGAA 

Pnocf1: GCTCCGGGCAGCTTCAA 

Pnocr1: GCGGACGTGAGCTCTGGAT 

Oprl1f1: TGCTCTCTCTCGATTCTCTACAAACT 

Oprl1r1: AGTACAACTCCTGACCTCTGATAGCAA 

 

Experimental design and statistical rationale ─ Differential expression of peptides was 

investigated at 4 developmental (from P8 to P90). For each stage of the peptidomic analysis, 

10 biological replicates were analyzed. Nociceptin and its receptor gene expression were 

measured at 6 different stages of development (from P2 to P90). For each stage of the gene 

expression study, 4 biological replicates were performed with 3 technical replicates per 

biological sample (i.e. a total of 12 samples per group were analyzed). For laser microdissection 

experiments, the same experimental design was used with 4 biological replicates and 3 technical 

replicates (i.e. a total of 12 samples per condition) to analyze the 4 cell layers at 2 different 

developmental stages. To study the effect of nociceptin on cultured granule neurons, 4 

parameters were analyzed, i.e. cellular caspase activity, survival, motility and differentiation. 

For cell survival quantification, 10 independent experiments were performed, each one being 

the mean of 4 technical replicates. Concerning caspase activity measurement, 8 independent 

experiments were conducted containing 4 technical replicates each. Regarding cell motility, for 

each condition, 12 microexplants were observed with for each of them at least 24 cells averaged 

(i.e. over 288 cells analyzed per condition). Finally, for neuronal differentiation investigation, 

5 images were randomly taken from 5 independent experiments for each condition. Results 

from each image were average measurement from at least 28 cells, (i.e. over 700 cells were 

measured per condition). Statistical analysis was performed with GraphPad Prism® (version 

6.04). Normality was tested with a Shapiro-Wilk test; when the data were parametric an 

ANOVA was used, when not a Kruskal-Wallis was use instead. Statistically significant 

differences were estimated by ANOVA followed by Bonferroni’s tests for measurement of cell 

survival, motility and differentiation and with Kruskal-Wallis followed by Dunn’s tests for 

differentially expressed peptides, qPCR and caspase experiments. The MS proteomics data 

have been deposited to the ProteomeXchange Consortium via the PRIDE partner repository 

with the data set identifier PXD006874. 

 

 

Results 
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Identification and quantification of peptides within the rat cerebellum ─ The peptides expressed 

in the cerebellum during development were characterized by mass spectrometry and identified 

by means of a database containing 184 rat neuropeptides or neuropeptides precursors (Table 

S1). To confirm the reproducibility of extraction and mass spectrometry protocol, HSA level 

between the four groups was measured and no significative difference was found (Fig. S1). 

Analysis with SpectrumMill and Mascot softwares revealed 33 peptides expressed in at least 7 

out of 10 samples, at one or several stages of development (Table S2). Quantification of peptide 

relative expression level with Progenesis software, reported 8 peptides differentially expressed 

between 2 or more developmental stages (Table 1). Among these 8 peptides, 4 had an 

expression which increased progressively after the second week of life (Fig. 1A; P < 0.05) while 

the 4 others, exhibited a high expression level at birth which then significantly decreased until 

adulthood (Fig. 1B; P < 0.05 ). Nociceptin was identified (Fig. 2A) as one of the peptides with 

a decreasing expression during the developmental period (Fig. 2B). More precisely, its 

expression was greatly reduced between P8 and P16 (-63%; Fig. 2B), remained stable between 

P16 and P21, and became so low that it was not detected anymore at P90. Thanks to this 

particular expression profile, nociceptin was selected as a putative new neurotrophic peptide 

and considered for subsequent functional studies.  

Expression of nociceptin and its receptor mRNA in the developing rat cerebellum ─ The 

evolution of the relative expression level of nociceptin and its receptor (NOP: 

Nociceptin/Orphanin FQ receptor) mRNAs in the developing rat cerebellum were investigated 

by real time PCR (Fig. 3). When compared to P2, the nociceptin mRNA expression level was 

stable until P8 but then dropped by P16 (-70%; Fig. 3A) and remained at a low level up to 

adulthood. On its sides, the mRNA encoding NOP (Fig. 3B) was detected at a low level from 

P2 to P4 but then increased tremendously at P8 (+411%) and remained high until P16. 

Nevertheless, this was only a transient increase as by P21, NOP mRNAs level dropped (-65% 

compared to P16) and remained low at adulthood.  

Laser microdissection of the different cerebellar cortex layers revealed that at P8 (Fig. 4 left), 

nociceptin mRNA was mainly expressed in the IGL and significantly less abundant in the EGL 

(-87%), ML (-67%; non significative) and PL (-75%). At a later stage of development, this 

difference of expression between the different cerebellar cortical layers was no longer observed, 

with a low abundance of nociceptin mRNA in all layers (Fig. 4 right). In the same experiments, 

NOP mRNA was only expressed at P8 and P21 in the IGL with no detection in the other layers 

(data not shown).  

Effect of nociceptin on cultured CGN ─ To determine whether nociceptin could exert 

neuroprotective activities during development, CGN were treated with nociceptin 3 h after 

plating in the absence or presence of H2O2 (Fig. 5). After 24 h of culture, in control conditions, 

granule cells were alive and evenly distributed (Fig. 5A). Presence of nociceptin alone did not 

modify the aspect of the culture. In contrast, exposure to H2O2 (10 µM) decreased the number 

of living CGN. This deleterious effect of H2O2 was prevented by co-treatment of the cells with 

nociceptin (Fig. 5A). Measurements of cell survival and caspase activity confirmed these 

observations. H2O2 exposure induced a 25% reduction in the number of living cells (Fig. 5B) 

and a 49% increase in caspase-3/7 activity (Fig. 5C). Coincubation of CGN with H2O2 and 
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graded concentrations of nociceptin (from 10-12 to 10-7 M; Fig. 5B) resulted in a dose-dependent 

increase in the number of surviving neurons with a half maximum effect at a dose of 10 nM. 

Maximum prevention of cell death (+48% when compared to H2O2 alone) was obtained with a 

concentration of 10-8 M nociceptin. Furthermore, if nociceptin had no effect per se, a 3 h 

exposure of CGN to H202 in the presence of 10-8 M nociceptin blocked H2O2 induced caspase-

3/7 activation (-26% compared to H2O2 alone; Fig. 5C). Same results were observed when cells 

were treated with nociceptin and/or H2O2, 24 h after plating (data not shown). 

To investigate the putative effect of nociceptin on granule neuron migration during 

development, cell motility was measured. Microexplants from P8 cerebella were cultured for 

24 h and then treated with nociceptin. In control conditions, granule neurons moved regularly 

from their origin toward the outside of the microexplant during the whole recording period 

(Fig. 6A) at an average speed of 344 µm / h (Fig. 6B). Addition of nociceptin (10-8 M) after 45 

min of recording did not affect CGN motility (Fig. 6B), while as expected addition of PACAP 

(10-7 M) as a positive control decreased CGN motility (data not shown).  

To examine the possible effect of nociceptin on CGN differentiation, cultured cells were treated 

for 24 h with nociceptin in the presence or absence of H2O2 (Fig. 7). Quantification of 

neuritogenesis revealed that nociceptin alone (10-8 M) caused an increase in the percentage of 

cells with neurites (+31% compared to control; Fig. 7A). Conversely, H2O2 (10 µM) exposure 

induced a marked reduction of the number of cells with neurites (-32% compared to control; 

Fig. 7A) which was abolished by co-treatment with nociceptin (+46% compared to H2O2; Fig. 

7A). Nociceptin also increased the total neurite length per neuron (+44% compared to control; 

Fig. 7B) and reversed the drop caused by H2O2 (+62% compared to H2O2). Finally, nociceptin 

alone enhanced the number of neurites per neuron (+240% for neurons with 3 or more neurites; 

+17% for neurons with 2 neurites; -34% for neurons with only 1 neurite; Fig. 7C). Nociceptin 

also reversed the decrease of neurite per neuron induced by H2O2 (+1135% for neurons with 3 

or more neurites; +44% for neurons with 2 neurites; -24% for neurons with only 1 neurite; Fig. 

7C).  

 

 

 

Discussion 

A functional brain requires several steps of development among which proliferation, survival, 

migration and differentiation to establish proper architecture. In the postnatal developing 

cerebellar cortex, all these processes are under the control of various molecules, including 

growth factors, chemokines, neurotransmitters or neuropeptides. These factors are expressed in 

a spatial and temporal dependent manner. Neuropeptides controlling cerebellar development 

exhibit a high expression level during developmental stages and a lower expression later at 

adulthood. Thus, this study searched for neuropeptides exhibiting such specific pattern of 

expression and investigated their possible implication in CGN development. 
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Rat cerebellar peptidome ─ Expression of neuropeptides during cerebellar development was 

studied by a peptidomic approach. Tissues were heat denatured immediately after sampling to 

prevent any degradation by proteases and peptides were among others purified by filtering the 

tissue extract with a 10 kDa cutoff filter to get rid of all heavy proteins. Analysis of the MS/MS 

data from all the samples with the SwissProt Rat database identified less than 100 proteins with 

only half of them reproductively found in the cerebellum, showing the robustness of the peptide 

extraction protocol used. These proteins represent less than 1% of the entries of the database, 

which shows that the extraction protocol excluded almost all proteins from the samples in order 

to detect peptides know to be expressed in low abundance compared to highly expressed 

proteins such as tubulin. The present protocol of extraction was retain after the optimization 

and comparison of several operating procedures. Nevertheless, the fact that few proteins could 

be identify, suggests that despite all experimental precautions, a little bit of degradation still 

occurs in between tissue sampling and mass spectrometry analysis. It could thus be of interest 

to continue to test additional extraction methods where tissues are immediately frozen in 2-

methyl-butane (Van Dijck et al. 2011) or peptides directly extracted upon sampling (Fälth et 

al. 2007). One of these approaches may reduce further sample contamination by protein 

fragments and deepen the analysis of peptides present in the tissues. However the protein 

fragments identified are also likely to come from the physiological protein turnover induced by 

catalyzed proteolysis through ubiquitin or proteasome pathways (Glickman and Ciechanover 

2002).  

Peptide identification was conducted by means of a rat database which included 184 sequences 

of known active peptides and peptide precursors. A size limit was set to 100 amino acids for 

peptides to be included in our database. Sequences over 100 amino acids such as brain derived 

neurotrophic factor or neurotrophin-3 (both 119 amino acids long) were excluded even if nLC-

MS analysis revealed their presence in the cerebellum as expected according to previous studies 

(Zhou and Rush 1994). From the 184 sequences present in the database, 70 peptides were 

identified in at least 1 of the 10 samples in one or several stages. Nevertheless, to be certain of 

a reproducible presence, only the 33 peptides found expressed in at least 7 out of 10 samples at 

one or several stages of development, were taken into account for further analysis. These 33 

peptides represent almost 18% of all the entries of the database, indicating that a large diversity 

of peptides is expressed in the cerebellum. Furthermore, for all these identified neuropeptides, 

the MS/MS coverage rate was over 89%, showing the robustness of the identification.  

Among these 33 peptides, 14 were already known peptides while 19 others coded for putative 

new neuropeptides which have not yet been described but arise from established peptide 

precursors (i.e. Chromogranin A, Secretogranin 1, 2 and 3 and the neurosecretory protein VGF). 

All of these putative new peptides shared same characteristics including short sequences of less 

than 20 amino acids, presence of basic amino acid doublets at each end of the sequence as 

possible prohormone convertase cleavage sites and localization in a region of the precursor 

already rich of known peptides. All these properties and the fact that the sequences were 

reproductively detected, supports the hypothesis that they correspond to novel peptides (Hook 

et al. 2008) rather than fragments of degradation, but further studies will be needed to identify 

their putative functions. Even if some peptides such as cerebellin 1 and 2, or 
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octadecaneuropeptide were already known to be expressed in the cerebellum (Malagon et al. 

1993), some others such as CNP-53, islet amyloid polypeptide, neuroendocrine regulatory 

peptide 1 and neuropeptide K were not and therefore, their functions has never been 

investigated in this structure. However, all the neuropeptides known to be expressed in the 

cerebellum were not detected. For instance, PACAP whose expression profile has already been 

well described in the literature (Tatsuno et al. 1994) was not identified. It should be pointed out 

that PACAP is only expressed by Purkinje cells in the developing cerebellum (Nielsen et al. 

1998) so its abundance in the whole cerebellum remains very low. As total cerebella were 

analysed, despite our enrichment procedure, samples remained very complex which led to the 

collection of a huge number of peptide sequences (around 1400 per stage) and low abundant 

peptides may have been hidden by other molecular species and not selected for fragmentation. 

This idea is reinforced by the fact that also PACAP was not detected, the PACAP-related 

peptide, which comes from the same precursor was found (Vaudry et al. 2009). It should also 

be pointed out that as the analysis was conducted using a specific database containing only 

known neuropeptides and peptide precursors, we were unable to identify peptides coming from 

unknown precursors or from precursors not included in the database. 

Temporal expression of neuropeptides in the rat cerebellum during development ─ The present 

study not only provides the first peptidome of the cerebellum but also investigates the relative 

expression level of those peptides during the developmental period. Among the 8 neuropeptides 

found to be differentially expressed during development, regulations of somatostatin which 

controls CGN migration (Villar et al., 1989 and Inagaki et al., 1989) and of 

octadecaneuropeptide which promotes CGN survival (Kaddour et al. 2013) were consistent 

with previous reports from the literature which strengthen our results regarding expression 

profile of some peptides not yet described. Also this study was initially conducted to identify 

peptides with a high expression during development which decreases at adulthood, 4 peptides 

were found with an opposite pattern of regulation. Among them, WE-14 is a 14 amino acids 

post-translational peptide from the chromogranin A (Curry et al. 2002). If the function of WE-

14 remains unclear, chromogranin A is known to be involved in the biogenesis and exocytosis 

of secretory granules (Elias et al. 2012), 2 cellular mechanisms required for synaptic 

transmission. As during development CGN and Purkinje cells connect together to create at 

adulthood a functional network that relies on synaptic transmission to process information 

coming from outside of the cerebellum, it is tempting to speculate that according to its 

expression profile, WE-14 may contribute to secretory mechanisms in the mature cerebellum.  

Nociceptin as a neurotrophic factor ─ Among the 4 neuropeptides whose expression was down-

regulated during cerebellar development, we have chosen to further investigate the expression 

profile and putative function of nociceptin because, despites its various functions in the brain, 

nothing is known regarding its involvement in the development and/or activity in the 

cerebellum. This 17 amino acids peptide was described for the first time for its pro-nociceptive 

effect during deorphanization of its receptor NOP (Meunier et al. 1995). Since then, many 

functions of this peptide have been reported in the brain including impairment of learning 

abilities (Redrobe et al. 2000), participation in addictive behaviors (alcohol, Rorick-Kehn et 
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al., 2016; food, Statnick et al., 2016; cocaine and heroin, Kallupi et al., 2017) and possible 

involvement in Parkinson disease (Marti 2005). 

 During development of the cerebellar cortex, granule neuron precursors proliferate in the EGL, 

migrate through the ML and PL, to reach their final destination in the IGL where they 

differentiate. This is accompanied by two main phases of apoptosis of CGN which do not 

properly complete this process; a first one at P7 in the EGL and a second one in between P16 

and P18 in the IGL. The presence of the NOP on cultured granule neurons and the specific 

expression of nociceptin and its receptor genes in the IGL suggests that the peptide may act on 

differentiating CGN rather than on the progenitors located in the EGL. This hypothesis could 

be confirmed through functional studies showing that nociceptin increased the survival and 

differentiation of CGN but had no effect on their motility. This means that nociceptin does not 

act as a chemoattractive or chemorepulsive agent to modulate the migration of granule neurons 

as other neuropeptides do (somatostatin; Yacubova and Komuro, 2002 or PACAP; Cameron et 

al., 2007). Since Lossi et al. (2002) show that the first phase of apoptosis in the EGL is synapse-

independent while the second one in the IGL is synapse-dependent, by inhibiting apoptosis and 

promoting differentiation, nociceptin may contribute to the formation of CGN parallel fibers 

which, in the mature cerebellum, establish contacts with Purkinje cells. To confirm this 

hypothesis, future experiments should investigate the cerebellar architecture of nociceptin 

knockout mice and study the effect of nociceptin on the expression of contact molecules in 

between parallel fibers and Purkinje cells, such as NB-3 whose deficiency leads to CGN 

apoptosis within the IGL (Sakurai et al. 2009). But even if further investigation are needed to 

elucidate the exact contribution of nociceptin in brain development, the present results 

demonstrate the transient expression of the nociceptinergic system in the postnatal cerebellum 

IGL and provide first evidence that this peptide can, in this structure, promote CGN 

differentiation and survival. 
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Tables and figures 

Tab. 1 Eight peptides were found differentially expressed from birth to adulthood 

 

Fold changes were calculated compared to P8. Score and ANOVA were calculated with 

Progenesis. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 ND: not detected; P: postnatal day; VGF: 

non-acronymic; WE-14: first and last amino acid of a 14 amino acids long peptide.  

 

 

 

Cerebellin 1
Octadeca-

neuropeptide

Secretogranin 1 

[304-321]
WE-14 Cerebellin 2 Nociceptin

Somatostatin

28

VGF [353-

372] 

Sequence
SGSAKVAF
SAIRSTNH

QATVGDVNT
DRPGLLDLK

HAAGESKDAN
VATANLGE

WSRMD
QLAKEL

TAE

SGSAKVAF
SATRSTNH

FGGFTGAR
KSARKLANQ

SANSNPAM
APRE

GLQETQQE
RENEREEE

AEQE

m/z 1631.83797 1583.81551 1624.78315
1747.856

33
1619.80159 1807.98055 1243.56154 2460.06369

P16

Fold

change
1.2 1.5 1.9 -1.4 -2.1 -2.3 -1.3 -2.5

Score 54 45 46 26 46 40 39 45

ANOVA ns * * * ** *** * **

P21

Fold

change
8.2 2.3 2.8 4.6 -2.8 -2.1 -2.8 -2.6

Score 53 59 53 25 55 38 65 35

ANOVA *** ** *** *** ** *** *** ***

P90

Fold

change
14.2 4.5 4.9 5.8 -3.4 ND -5 -2.8

Score 59 54 69 43 49 60 46

ANOVA *** *** *** *** *** *** ***
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FIG. 1. Identification of peptides expressed in the rat developing cerebellum. nLC-MS/MS 

runs were analyzed with Progenesis to quantify their relative expression. (A) Up-regulated 

peptides and (B) Down-regulated peptides from P8 (postnatal day 8) to P90. Each value is the 

mean (± SEM) of 10 samples. ODN: octadecaneuropeptide; Sg1: Secretogranin 1; SST: 

somatostatin; VGF: non-acronymic; WE-14: first and last amino acid of a 14 amino acids long 

peptide. 
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FIG. 2. Identification and quantification of nociceptin in the developing rat cerebellum. 

(A) Mass spectrometry sequence determination of nociceptin after collision-induced 

dissociation of the 1807.98055 m/z precursor fragment ion, exportation from Excalibur and 

manual annotation. (B) Relative expression level of nociceptin during development between 

P8 (postnatal day 8) and P90. Each value is the mean (± SEM) of 10 samples. Statistically 

significant differences were estimated by Kruskal-Wallis followed by Dunn’s test: ***P < 

0.001, ****P < 0.0001 versus P8. 
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FIG. 3. Expression of nociceptin and its receptor mRNA during rat cerebellar 

development. The evolution of the relative level of expression of (A) nociceptin and (B) its 

receptor in the cerebellum was analyzed by real-time PCR between P2 (postnatal day 2) and 

P90. Each value is the mean (± SEM) of 6 cerebella. Statistically significant differences were 

estimated by Kruskal-Wallis followed by Dunn’s tests; *P < 0.05, **P < 0.01 versus P2. 

A

B



Résultats                                                                                                                             Article 

 

99 
 

 

FIG. 4. Expression of nociceptin mRNA at 8 and 21 days after birth in the different 

cerebellar cortex layers. Nociceptin gene expression was measured by real-time PCR analysis 

at P8 (postnatal day 8) and P21. Each value is the mean (± SEM) of 4 cerebella. Statistically 

significant differences were estimated by Kruskal-Wallis followed by Dunn’s test: *P < 0.05, 

**P < 0.01 versus P8 IGL. EGL: external granular cell layer; ML: molecular layer; PL: Purkinje 

cell layer; IGL: internal granular cell layer. 
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FIG. 5. Effect of nociceptin on hydrogen peroxide-induced cerebellar granule neurons 

death. (A) Typical images illustrating the protective effect of nociceptin against hydrogen 

peroxide (H2O2) -induced cerebellar granule cell death. Scale bar = 50 µm. Cells were treated 

for 24 h with 10-5 M of H2O2 and 10-8 M nociceptin and labeled with tubulin tracker green. (B) 

Effect of graded concentrations of nociceptin (noc; 10-12 to 10-7 M) on survival of cultured 

cerebellar granule cells exposed to 10-5 M of H2O2 after 24 h of treatment. Cell survival was 

quantified by measuring fluorescein diacetate intensity. Results are expressed as percentages of 

control. Each value is the mean (± SEM) of 4 wells from at least 10 independent cultures. For 

the nociceptin alone condition, cells were treated with 10-8 M of nociceptin. Each value is the 

mean (±SEM) of 4 wells from at least 8 independent cultures. Statistically significant 

differences were estimated by ANOVA followed by Bonferroni’s test: ****P < 0.001 versus 

control; §§P < 0.01, §§§§P < 0.0001 versus H2O2. (C) Caspase activity of cells treated with 

nociceptin 10-8 M and/or H2O2 10-5 M. Statistically significant differences were estimated by 

Kruskal-Wallis followed by Dunn’s test: ***P < 0.001 versus control, §P < 0.05 versus H2O2. 
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FIG. 6. Effect of nociceptin on cerebellar granule neuron motility. (A) Typical images 

illustrating the migration of a granule neuron. Scale bar = 10 µm. (B) Measurement of the 

distance from the origin. Cell movement was recorded for 45 min in control conditions prior 

treatment with 10-8 M nociceptin or culture medium (control), and recorded for another 45 min. 

Each value is the mean (±SEM) of 12 independent experiments. Statistically significant 

differences were estimated by Kruskal-Wallis followed by Dunn’s test. 
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FIG. 7. Effect of nociceptin on cerebellar granule neuron differentiation. Cells were treated 

for 24 h with 10-5 M hydrogen peroxide (H2O2) and/or 10-8 M nociceptin (noc) and labeled with 

tubulin tracker green for microscopy imaging. (A) Percentage of granule neurons with neurites. 

(B) Total neurite length per neuron. (C) Number of neurites per neuron. Each value is the mean 

(± SEM) of at least 5 images per well from 5 different experiments. Statistically significant 

differences were estimated by ANOVA followed by Bonferroni’s test: *P < 0.05, **P < 0.01, 

***P < 0.001 versus respective control; §§P < 0.01, §§§P < 0.001 versus H2O2.  
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Fig. S1: AUC measurment of human serum albumin. Each value is the mean (±SEM) of 10 

samples. Statistically significant differences were estimated by Kruskal-Wallis that reveal no 

significant difference between the groups. AUC: area under the curve.  
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Tab. S1: Neuropeptides rat database containing 184 neuropeptides and their precursors 

 

UniProt

access n 
Name Precursor Sequence

P63182 [ des-Ser1]-cerebellin Cerebellin-1 GSAKVAFSAIRSTNH

P11030
Acyl-CoA-binding

protein

Diazepam-binding

inhibitor

SQADFDKAAEEVKRLKTQPTDEEMLFIYSHFKQATV

GDVNTDRPGLLDLKGKAKWDSWNKLKGTSKENA

MKTYVEKVEELKKKYGI

P43145 Adrenomedullin
YRQSMNQGSRSTGCRFGTCTMQKLAHQIYQFTDKD

KDGMAPRNKISPQGY

P61312 Adrenomedullin-2
PHAQLLRVGCVLGTCQVQNLSHRLWQLVRPSGRRD

SAPVDPSSPHSY

P06300 Alpha-neoendorphin Proenkephalin-B YGGFLRKYPK

P01015 Angiotensin-1 Angiotensinogen DRVYIHPFHL

P01015 Angiotensin-2 Angiotensinogen DRVYIHPF

P01015 Angiotensin-3 Angiotensinogen RVYIHPF

P01015 Angiotensinogen

DRVYIHPFHLLYYSKSTCAQLENPSVETLPEPTFEPVP

IQAKTSPVDEKTLRDKLVLATEKLEAEDRQRAAQV

AMIANFMGFRMYKMLSEARGVASGAVLSPPALFGT

LVSFYLGSLDPTASQLQVLLGVPVKEGDCTSRLDGH

KVLTALQAVQGLLVTQGGSSSQTPLLQSTVVGLFTA

PGLRLKQPFVESLGPFTPAIFPRSLDLSTDPVLAAQKI

NRFVQAVTGWKMNLPLEGVSTDSTLFFNTYVHFQG

KMRGFSQLTGLHEFWVDNSTSVSVPMLSGTGNFQH

WSDAQNNFSVTRVPLGESVTLLLIQPQCASDLDRVE

VLVFQHDFLTWI KNPPPRAIRLTLPQLEIRGSYNLQD

LLAQAKLSTLLGAEANLGKMGDTNPRVGEVLNSILL

ELQAGEEEQPTESAQQPGSPEVLDVTLSSPFLFAIYE

RDSGALHFLGRVDNPQNVV

P60042 Antrin Somatostatin APSDPRLRQF

Q9R0R3 Apelin-13 Apelin QRPRLSHKGPMPF

Q9R0R3 Apelin-28 Apelin TGPGAWQGGRRKFRRQRPRLSHKGPMPF

Q9R0R3 Apelin-31 Apelin TSRTGPGAWQGGRRKFRRQRPRLSHKGPMPF

Q9R0R3 Apelin-36 Apelin LVKPRTSRTGPGAWQGGRRKFRRQRPRLSHKGPMPF

P01186 Arg-vasopressin
Vasopressin-neurophysin

2-copeptin
CYFQNCPRG

P01161 Atrial natriuretic factor Natriuretic peptides A SLRRSSCFGGRIDRIGAQSGLGCNSFRY

P01161 Atriopeptin-1 Natriuretic peptides A SSCFGGRIDRIGAQSGLGCNS

P01161 Atriopeptin-2 Natriuretic peptides A SSCFGGRIDRIGAQSGLGCNSFR

P01161 Atriopeptin-3 Natriuretic peptides A SSCFGGRIDRIGAQSGLGCNSFRY

P01161 Auriculin-A Natriuretic peptides A RSSCFGGRIDRIGAQSGLGCNSFR

P01161 Auriculin-B Natriuretic peptides A RSSCFGGRIDRIGAQSGLGCNSFRY

P01194 Beta-endorphin Pro-opiomelanocortin YGGFMTSEKSQTPLVTLFKNAIIKNVHKKGQ

P10354 Beta-granin Chromogranin-A

LPVNSPMTKGDTKVMKCVLEVISDSLSKPSPMPVSP

ECLETLQGDERVLSILRHQNLLKELQDLALQGAKER

AQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQHSSFEDELSEVFE

NQSPAAKHGDAASEAPSKDTVE

P06300 Beta-neoendorphin Proenkephalin-B YGGFLRKYP

P04563 Big gastrin Gastrin QLGPQGPQHFI ADLSKKQRPPMEEEEEAYGWMDF

P08934 Bradykinin Kininogen-1 RPPGFSPFR

P13205
Brain natriuretic peptide

45
Natriuretic peptides B

SQDSAFRIQERLRNSKMAHSSSCFGQKIDRIGAVSRL

GCDGLRLF
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P01257 Calcitonin CGNLSTCMLGTYTQDLNKFHTFPQTSI GVGAP

P01256
Calcitonin gene-related

peptide 1
SCNTATCVTHRLAGLLSRSGGVVKDNFVPTNVGSEAF

P10093
Calcitonin gene-related

peptide 2

SCNTATCVTHRLAGLLSRSGGVVKDNFVPTNVGSK

AF

P49192 CART(1-52)

Cocaine- and

amphetamine-regulated

transcript protein

QEDAELQPRALDIYSAVDDASHEKELPRRQLRAPGA

VLQIEALQEVLKKLKS

P49192 CART(55-102)

Cocaine- and

amphetamine-regulated

transcript protein

IPIYEKKYGQVPMCDAGEQCAVRKGARIGKLCDCPR

GTSCNSFLLKCL

P49192 CART(62-102)

Cocaine- and

amphetamine-regulated

transcript protein

YGQVPMCDAGEQCAVRKGARIGKLCDCPRGTSCNS

FLLKCL

O35314 CCB peptide Secretogranin-1
AAEFPDFYDSEEQMGPHQEAEDEKDRADQRVLTEE

EKKELENLAAMDLELQKIAEKFSQR

P63182 Cerebellin 1 Cerebellin-1 SGSAKVAFSAIRSTNH

P63182 Cerebellin-1

QNETEPIVLEGKCLVVCDSNPTSDPTGTALGISVRSG

SAKVAFSAIRSTNHEPSEMSNRTMIIYFDQVLVNIGN

NFDSERSTFIAPRKGIYSFNFHVVKVYNRQTIQVSLM

LNGWPVISAFAGDQDVTREAASNGVLIQMEKGDRA

YLKLERGNLMGGWKYSTFSGFLVFPL

P98087 Cerebellin-2 Cerebellin-2 SGSAKVAFSATRSTNH

P98087 Cerebellin-2

MPAPGRGPRGPLLSMPGRRGALREPADFGSSLGAAL

ALLLLLLPACCPVKAQNDTEPIVLEGKCLVVCDSSPS

GDGAVTSSLGISVRSGSAKVAFSATRSTNHEPSEMSN

RTMTIYFDQVLVNIGNHFDLASSIFVAPRKGIYSFSFH

VVKVYNRQTIQVSLMQNGYPVISAFAGDQDVTREA

ASNGVLLLMEREDKVHLKLERGNLMGGWKYSTFSG

FLVFPL

P07808
C-flanking peptide of

NPY
Neuropeptide Y SSPETLISDLLMRESTENAPRTRLEDPSMW

P01355
Cholecystokinin

(precursor)

AVLRPDSEPRARLGALLARYIQQVRKAPSGRMSVLK

NLQGLDPSHRISDRDYMGWMDF

P01355 Cholecystokinin-12 Cholecystokinin ISDRDYMGWMDF

P01355 Cholecystokinin-22 Cholecystokinin NLQGLDPSHRISDRDYMGWMDF

P01355 Cholecystokinin-33 Cholecystokinin KAPSGRMSVLKNLQGLDPSHRISDRDYMGWMDF

P01355 Cholecystokinin-39 Cholecystokinin
YIQQVRKAPSGRMSVLKNLQGLDPSHRISDRDYMG

WMDF

P01355 Cholecystokinin-8 Cholecystokinin DYMGWMDF

P10354 Catestatin Chromogranin-A RSMKLSFRARAYGFRDPGPQL

P10354 Chromogranin-A

LPVNSPMTKGDTKVMKCVLEVISDSLSKPSPMPVSP

ECLETLQGDERVLSILRHQNLLKELQDLALQGAKER

AQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQHSSFEDELSEVFE

NQSPAAKH GDAASEAPSKDTVEKREDSDKGQQDAF

EGTTEGPRPQAFPEPKQESSMMGNSQSPGEDTANNT

QSPTSLPSQEHGIPQTTEGSERGPSAQQQARKAKQEE

KEEEEEEKEEEEEEKEEKAIAREKAGPKEVPTAASSS

HFYSGYKKIQKDDDGQSESQAVNGKTGASEAVPSE

GKGELEHSQQEEDGEEAMAGPPQGLFPGGKGQELE

RKQQEEEEEEERLSREWEDKRWSRMDQLAKELTAE

KRLEGEDDPDRSMKLSFRARAYGFRDPGPQLRRGW

RPSSREDSVEARGDFEEKKEEEGSANRRAEDQELESL

SAIEAELEKVAHQLQALRRG

P55207 CNP-22
C-type Natriuretic

Peptide(CNP)
GLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC
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P55207 CNP-29 
C-type Natriuretic

Peptide(CNP)
YKGGNKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC

P55207 CNP-53
C-type Natriuretic

Peptide(CNP)

DLRVDTKSRAAWARLLHEHPNARKYKGGNKKGLS

KGCFGLKLDRIGSMSGLGC

P49192

Cocaine- and

amphetamine-regulated

transcript protein

Cocaine- and

amphetamine-regulated

transcript protein

QEDAELQPRALDIYSAVDDASHEKELPRRQLRAPGA

VLQIEALQEVLKKLKSKRIPIYEKKYGQVPMCDAGE

QCAVRKGARIGKLCDCPRGTSCNSFLLKCL

Q8BFS3
Relaxin 3 connecting

peptide
Relaxin-3

ADILAHDPLGEFFADGEANTDHLASELDEAVGSSEW

LALTKSPQVFYGGRSSWQGSPGVVRGSR

P01347 Connecting peptide Prorelaxin H1

SQEEPAPLARQATAEVVPSFINKDAEPFDMTLKCLPN    

LSEERKAALSEGRAPFPELQQHAPALSDSVVSLEGF

KKTFHNQLGEAEDGGPPELKYLGSDAQS

P01186 Copeptin
Vasopressin-neurophysin

2-copeptin

AREQSNATQLDGPARELLLRLVQLAGTQESVDSAKP

RVY

P01143 Corticoliberin (peptide) Corticoliberin
SEEPPISLDLTFHLLREVLEMARAEQLAQQAHSNRK

LMEII

P01194 Corticotropin Pro-opiomelanocortin
SYSMEHFRWGKPVGKKRRPVKVYPNVAENESAEAF

PLEF

P01194
Corticotropin-like

intermediary peptide
Pro-opiomelanocortin PVKVYPNVAENESAEAFPLEF

Q62949 Cortistatin-14 Cortistatin PCKNFFWKTFSSCK

Q62949 Cortistatin-29 Cortistatin QERPPLQQPPHRDKKPCKNFFWKTFSSCK

P27682 C-terminal peptide 7B2
Neuroendocrine protein

7B2
SVPHFSEEEKEPE

P06767
C-terminal-flanking

peptide  protachykinin 1
Protachykinin-1 ALNSVAYERSAMQNYE

P06300 Dynorphin A(1-13) Proenkephalin-B YGGFLRRIRPKLK

P06300 Dynorphin A(1-17) Proenkephalin-B YGGFLRRIRPKLKWDNQ

P06300 Dynorphin A(1-8) Proenkephalin-B YGGFLRRI

P06300 Dynorphin B Proenkephalin-B YGGFLRRQFKVVT

P06300 Dynorphin-32 Proenkephalin-B YGGFLRRIRPKLKWDNQKRYGGFLRRQFKVVT

P01346 E peptide IGF II
Insulin-like growth factor

II

RDVSTSQAVLPDDFPRYPVGKFFKFDTWRQSAGRL

RRGLPALLRARRGRMLAKELEAFREAKRHRPLIVLPP

KDPAHGGASSEMSSNHQ

P08025 E peptide IGF Ia
Insulin-like growth factor

IA
RSIRAQRHTDMPKTQKEVHLKNTSRGSAGNKTYRM

P22388 Endothelin-1 (peptide) Endothelin-1 CSCSSLMDKECVYFCHLDIIW

P23943 Endothelin-2 (peptide) Endothelin-2 CSCNSWLDKECVYFCHLDIIW

P13207 Endothelin-3 (peptide) Endothelin-3 CTCFTYKDKECVYYCHLDIIW

P10683 Galanin (peptide) Galanin GWTLNSAGYLLGPH AIDNHRSFSDKH GLT

P10683
Galanin message

-associated peptide
Galanin

ELPLEVEEGRLGSVAVPLPESNIVRTIMEFLSFLHLKE

AGALDSLPGIPLATSSEDLEQS

P04563 Gastrin (peptide) Gastrin QRPPMEEEEEAYGWMDF

P24393 Gastrin-releasing peptide Gastrin-releasing peptide APVSTGAGGGTVLAKMYPRGSHWAVGHLM

Q9QYH7 Ghrelin
Appetite-regulating

hormone
GSSFLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR

P06883 Glicentin Glucagon
HAPQDTEENARSFPASQTEPLEDPDQINEDKRHSQGT

FTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNTKRNRNNI A

P06883
Glicentin-related

polypeptide
Glucagon HAPQDTEENARSFPASQTEPLEDPDQINED

P06883 Glucagon (peptide) Glucagon HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT
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P06883
Glucagon-like peptide

1(7-37) 
Glucagon HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG

P06883 Glucagon-like peptide 2 Glucagon HADGSFSDEMNTILDNLATRDFINWLIQTKITD

P07490 Gonadoliberin-1 (peptide) Progonadoliberin-1 QHWSYGLRPG

P08025
Insulin-like growth factor 

I (peptide)

Insulin-like growth factor

IA

GPETLCGAELVDALQFVCGPRGFYFNKPTGYGSSIR

RAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPTKSA

P01346
Insulin-like growth factor 

II (peptide)

I nsulin-like growth factor 

II

AYRPSETLCGGELVDTLQFVCSDRGFYFSRPSSRANR

RSRGIVEECCFRSCDLALLETYCATPAKSE

P61312 I ntermedin-short ADM2
VGCVLGTCQVQNLSHRLWQLVRPSGRRDSAPVDPSS

PHSY

P01283 Intestinal peptide PHI-27 VIP peptides HADGVFTSDYSRLLGQISAKKYLESLI

P01283 Intestinal peptide PHI-42 VIP peptides
HADGVFTSDYSRLLGQISAKKYLESLIGKRISSSISED

PVPV

P12969 Islet amyloid polypeptide Islet amyloid polypeptide KCNTATCATQRLANFLVRSSNNLGPVLPPTNVGSNTY

Q7TSB7 Kisspeptin-10
Metastasis-suppressor

KiSS-1
YNWNSFGLRY

P20068
Large neuromedin N 

(précurseur)

Neurotensin/neuromedin

N 

SDSEEDVRALEADLLTNMHASKVSKGSPPSWKMTL

LNVCSLINNLNSAAEEAGEMRDDDLVAKRKLPLVL

DDFSLEALLTVFQLQKICRSRAFQHWEIIQEDILDHG

NEKTEKEEVIKRKIPYIL

P04094 Leu-enkephalin A Proenkephalin-A YGGFL

P06300 Leu-enkephalin B Proenkephalin-B YGGFLRRQFKVVTRSQENPNTYSEDLDV

P01194 Lipotropin beta Pro-opiomelanocortin
ELEGEQPDGLEQVLEPDTEKADGPYRVEHFRWGNP

PKDKRYGGFMTSEKSQTPLVTLFKNAIIKNVHKKGQ

P01194 Lipotropin gamma Pro-opiomelanocortin
ELEGEQPDGLEQVLEPDTEKADGPYRVEHFRWGNP

PKD

P14200
Melanin-Concentrating

Hormone(MCH)
Pro-MCH DFDMLRCMLGRVYRPCWQV

P01194 Melanotropin alpha Pro-opiomelanocortin SYSMEHFRWGKPV

P01194 Melanotropin beta Pro-opiomelanocortin ADGPYRVEHFRWGNPPKD

P01194 Melanotropin gamma Pro-opiomelanocortin YVMGHFRWDRF

Q7TSB7
Metastasis-suppressor

KiSS-1 

EPLAKMAPVVNPEPTGQQSGPQELVNAWQKGPRYA

ESKPGAAGLRARRTSPCPPVENPTGHQRPPCATRSRL

IPAPRGSVLVQREKDMSAYNWNSFGLRYGRRQVAR

AARG

Q7TSB7 Metastin
Metastasis-suppressor

KiSS-1

TSPCPPVENPTGHQRPPCATRSRLIPAPRGSVLVQR

EKDMSAYNWNSFGLRY

P04094 Met-enkephalin Proenkephalin-A YGGFM

Sp13205 Natriuretic peptides 45 Natriuretic peptides B
SQDSAFRIQERLRNSKMAHSSSCFGQKIDRIGAVSR

LGCDGLRLF

Sp13205 Natriuretic peptides B Natriuretic peptides B

HPLGSPSQSPEQSTMQKLLELIREKSEEMAQRQLS

KDQGPTKELLKRVLRSQDSAFRIQERLRNSKMAHS

SSCFGQKIDRIGAVSRLGCDGLRLF

P27682
Neuroendocrine protein

7B2 (précurseur)

Neuroendocrine protein

7B2

YSPRTPDRVSETDI QRLLHGVMEQLGIARPRVEYP

AHQAMNLVGPQSIEGGAHEGLQHLGPFGNIPNIVA

ELTGDNIPKDFSEDQGYPDPPNPCPLGKTADDGCL

ENAPDTAEFSREFQLDQHLFDPEHDYPGLGKWNK

KLLYEKMKGGQRRKRRSVNPYLQGKRLDNVVAK

KSVPHFSEEEKEPE

P06767 Neurokinin A Protachykinin-1 HKTDSFVGLM

P20068 Neuromedin N (peptide)
Neurotensin/neuromedin

N
KIPYIL
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P24393 Neuromedin-C Gastrin-releasing peptide GSHWAVGHLM

Q5H8A2 Neuromedin-S Neuromedin-S LPRLLHTDSRMATIDFPKKDPTTSLGRPFFLFRPRN

P12760 Neuromedin-U-23 Neuromedin-U YKVNEYQGPVAPSGGFFLFRPRN

Q62923 Nocistatin Nociceptin MPRVRSVVQARDAEPEADAEPVADEADEVEQKQLQ

Q62923 Orphanin fq 2 Nociceptin FSEFMRQYLVLSMQSSQ

Q9WVA9 Neuropeptide AF
FMRFamide-related

peptides FF
EFWSLAAPQRF

Q8K4P2 Neuropeptide B-29 Neuropeptide B WYKPAAGSHHYSVGRAAGLLSSFHRFPST

Q9WVA9 Neuropeptide FF
FMRFamide-related

peptides FF
FLFQPQRF

P06767 Neuropeptide gamma Protachykinin-1 DAGHGQISHKRHKTDSFVGLM

P06767 Neuropeptide K Protachykinin-1 DADSSIEKQVALLKALYGHGQISHKRHKTDSFVGLM

Q9WVA9 Neuropeptide SF
FMRFamide-related

peptides
NPAFLFQPQRF

Q8K1M5 Neuropeptide W-23 Neuropeptide W WYKHVASPRYHTVGRASGLLMGL

Q8K1M5 Neuropeptide W-30 Neuropeptide W WYKHVASPRYHTVGRASGLLMGLRRSPYLW

P07808 Neuropeptide Y Neuropeptide Y YPSKPDNPGEDAPAEDMARYYSALRHYINLITRQRY

P14200
Neuropeptide-glutamic

acid-isoleucine
Pro-MCH EIGDEENSAKFPI

P14200
Neuropeptide-glycine

-glutamic acid
Pro-MCH GPAVFPAENGVQNTESTQE

P01186 Neurophysin 2
Vasopressin-neurophysin

2-copeptin

ATSDMELRQCLPCGPGGKGRCFGPSICCADELGCF

LGTAEALRCQEENYLPSPCQSGQKPCGSGGRCAAA

GICCSDESCVAEPECREGFFRLT

P01179 Neurophysin 1 Oxytocin-neurophysin 1

AALDLDMRKCLPCGPGGKGRCFGPSICCADELGCF

VGTAEALRCQEENYLPSPCQSGQKPCGSGGRCATA

GICCSPDGCRTDPACDPESAFSER

P20156
Neurosecretory protein

VGF 

APPGRSDVYPPPLGSEHNGQVAEDAVSRPKDDSVP

EVRAARNSEPQDQGELFQGVDPRALAAVLLQALD

RPASPPAVPAGSQQGTPEEAAEALLTESVRSQTHSL

PASEIQASAVAPPRPQTQDNDPEADDRSEELEALAS

LLQELRDFSPSNAKRQQETAAAETETRTHTLTRVN

LESPGPERVWRASWGEFQARVPERAPLPPSVPSQF

QARMSENVPLPETHQFGEGVSSPKTHLGETLTPLS

KAYQSLSAPFPKVRRLEGSFLGGSEAGERLLQQGL

AQVEAGRRQAEATRQAAAQEERLADLASDLLLQY

LLQGGARQRDLGGRGLQETQQERENEREEEAEQE

RRGGGEDEVGEEDEEAAEAEAEAEEAERARQNAL

LFAEEEDGEAGAEDKRSQEEAPGHRRKDAEGTEE

GGEEDDDDEEMDPQTIDSLIELSTKLHLPADDVVSI

IEEVEEKRKRKKNAPPEPVPPPRAAPAPTHVRSPQPP

PPAPARDELPDWNEVLPPWDREEDEVFPPGPYHPF   

PNYIRPRTLQPPASSRRRHFHHALPPARHHPDLEAQ

ARRAQEEADAEERRLQEQEELENYIEHVLLHRP

P20068 Neurotensin

SDSEEDVRALEADLLTNMHASKVSKGSPPSWKMTL

LNVCSLINNLNSAAEEAGEMRDDDLVAKRKLPLVL

DDFSLEALLTVFQLQKICRSRAFQHWEIIQEDILDHG

NEKTEKEEVIKRKIPYILKRQLYENKPRRPYILKRAS

YYY

P20068 Neurotensin
Neurotensin/neuromedin

N
QLYENKPRRPYIL

Q62923 Nociceptin Nociceptin FGGFTGARKSARKLANQ

P06883 Glucagon-like peptide 1 Glucagon HDEFERHAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG

P06883
Glucagon-like peptide

1(7-36) 
Glucagon HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR
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P01194 NPP Pro-opiomelanocortin

WCLESSQCQDLTTESNLLACIRACRLDLSAETPVFP

GNGDEQPLTENPRKYVMGHFRWDRFGPRNSSSAG

GSAQ

P27682 N-terminal peptide 7B2
Neuroendocrine protein

7B2

YSPRTPDRVSETDI QRLLHGVMEQLGIARPRVEYP

AHQAMNLVGPQSIEGGAHEGLQHLGPFGNIPNIVA

ELTGDNIPKDFSEDQGYPDPPNPCPLGKTADDGCL

ENAPDTAEFSREFQLDQHLFDPEH DYPGLGKWNK

KLLYEKMKGGQRR

Q9JI85 Nucleobindin-2

VPIDVDKTKVHNVEPVESARIEPPDTGLYYDEYLK

QVIEVLETDPHFREKLQKADIEEIRSGRLSQELDLV

SHKVRTRLDELKRQEVGRLRMLIKAKLDALQDTG

MNHHLLLKQFEHLNHQNPDTFESKDLDMLIKAAT

ADLEQYDRTRHEEFKKYEMMKEHERREYLKTLSE

EKRKEEEAKFAEMKRKHEDHPKVNHPGSKDQLK

EVWEETDGLDPNDFDPKTFFKLHDVNNDGFLDEQ

ELEALFTKELDKVYNPQNAEDDMIEMEEERLRMR

EHVMNEIDNNKDRLVTLEEFLRATEKKEFLEPDSW

ETLDQQQLFTEEELKEYESIIAIQESELKKKADELQ

KQKEELQRQHDHLEAQKQEYQQAVQQLEQKKFQ

QGIAPSGPAGELKFEPHT

Q9JI85 Nucleobindin-2 peptide 1 Nucleobindin-2 DVNNDGFLDEQE

Q9JI85 Nucleobindin-2 peptide 2 Nucleobindin-2 DNNKDRLVTLEE

Q9QYH7 Obestatin-13
Appetite-regulating

hormone
LSGAQYQQHGRAL

Q9QYH7 Obestatin-23
Appetite-regulating

hormone
FNAPFDVGIKLSGAQYQQHGRAL

P11030 Octadecaneuropeptide
Diazepam-binding

inhibitor
QATVGDVNTDRPGLLDLK

O55232 Orexin-A Orexin QPLPDCCRQKTCSCRLYELLHGAGNHAAGILTL

O55232 Orexin-B Orexin RPGPPGLQGRLQRLLQANGNHAAGILTM

P13085 Osteostatin
Parathyroid hormone

-related protein
TRSAWPGTTGSGLLEDPQPHTSPTSTSLEPSSR

P06883 Oxyntomodulin Glucagon
HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNTKRNR

NNIA

P01179 Oxytocin Oxytocin-neurophysin 1 CYIQNCPLG

P13589 PACAP-related peptide

Pituitary adenylate

cyclase-activating

polypeptide 38

DVAHEILNEAYRKVLDQLSARKYLQSMVARGMG

ENLAAAAVDDRAPLT

P10354 Pancreastatin Chromogranin-A
DDDGQSESQAVNGKTGASEAVPSEGKGELEHSQQ

EEDGEEAMAGPPQGLFPG

P06303
Pancreatic prohormone 

c-ter peptide
Pancreatic prohormone DEDTAGLPGRQLPPCTSLLVGLMPCAAARS

P06303 Pancreatic hormone Pancreatic prohormone APLEPMYPGDYATHEQRAQYETQLRRYI NTLTRPRY

P13085
Parathyroid hormone

-related protein

Parathyroid hormone

-related protein

AVSEHQLLHDKGKSI QDLRRRFFLHHLIAEIHTAEI

RATSEVSPNSKPAPNTKNHPVRFGSDDEGRYLTQE

TNKVETYKEQPLKTPGKKKKGKPGKRREQEKKKR

RTRSAWPGTTGSGLLEDPQPHTSPTSTSLEPSSRTH

P10631 Peptide YY Peptide YY YPAKPEAPGEDASPEELSRYYASLRHYLNLVTRQRY

P13589

Pituitary adenylate

cyclase-activating

polypeptide 27

Pituitary adenylate

cyclase-activating

polypeptide 38

HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL

P13589

Pituitary adenylate

cyclase-activating

polypeptide 38

Pituitary adenylate

cyclase-activating

polypeptide 38

HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYKQ

RVKNK
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P43145
PreproAM C-terminal 

fragment
ADM RSLPEVLRARTVESSQEQTHSAPASPAHQDISRVSRL

P01346 Preptin
Insulin-like growth factor 

II
DVSTSQAVLPDDFPRYPVGKFFKFDTWRQSAGRL

P43145
Proadrenomedullin N-20

terminal peptide
ADM ARLDTSSQFRKKWNKWALSR

P07490 Progonadoliberin-1 Progonadoliberin-1
QHWSYGLRPGGKRNTEHLVDSFQEMGKEEDQMA

EPQNFECTVHWPRSPLRDLRGALERLIEEEAGQKKM

P07490
Prolactin release-

inhibiting factor 1
Progonadoliberin-1

NTEHLVESFQEMGKEVDQMAEPQHFECTVHWPRS

PLRDLRGALESLIEEEARQKKM

P81278
Prolactin-releasing 

peptide  PrRP20
Prolactin-releasing peptide TPDINPAWYTGRGIRPVGRF

P81278
Prolactin-releasing 

peptide PrRP31
Prolactin-releasing peptide SRAHQHSMETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF

P14200 Pro-MCH Pro-MCH

I LLSASKSIRNVEDDIVFNTFRMGKAFQKEDTAERS

VVAPSLEGYKNDESGFMKDDDDKTTKNTGSKQNL

VTHGLPLSLAVKPYLALKGPAVFPAENGVQNTEST

QEKREIGDEENSAKFPIGRRDFDMLRCMLGRVYR

PCWQV

P83860
Orexigenic neuropeptide 

QRFP

Orexigenic neuropeptide 

QRFP

FPLLDRRGPTDIGDIGARMSWVQLTEGHTPRSVQSP

RPQALLVVAKEQQASRREHTGFRLGRQDSGSEATG

FLPTDSEKASGPLGTLAEELSSYSRRKGGFSFRFGR

P83860 QRF-amide
Orexigenic neuropeptide 

QRFP

QDSGSEATGFLPTDSEKASGPLGTLAEELSSYSRRK

GGFSFRF

P01347 Relaxin A chain Prorelaxin H1 QSGALLSEQCCHIGCTRRSIAKLC

P01347 Relaxin B chain Prorelaxin H1 RVSEEWMDQVIQVCGRGYARAWIEVCGASVGRLAL

Q8BFS3 Relaxin-3 A chain Relaxin-3 DVLAGLSSSCCEWGCSKSQISSLC

Q8BFS3 Relaxin-3 B chain Relaxin-3 RPAPYGVKLCGREFIRAVIFTCGGSRW

P11384 Secretin Secretin

FVLPAPPRTPRHSDGTFTSELSRLQDSARLQRLLQG

LVGKRSEEDTENIPENSVARPKPLEDQLCLLWSNT

QALQDWLLPRLSLDGSLSLWLPPGPRPAVDHSEWT

ETTRQPR

P11384 Secretin Secretin HSDGTFTSELSRLQDSARLQRLLQGLV

O35314 Secretogranin-1 

APVDNRDHNEEMVTRCIIEVLSNALSKSSAPTITPE

CRQVLRKSGKEVKGEEKGENENSKFEVRLLRDPSD

ASVGRWASSREETGAPVEDSPGQAKVDNEEWTG

GGGHSREAVDDQESLHPSNQQVSKEAKIRHSEERG

GKEEEEEEGKIYPKGEHRGDAGEEKKHTEESGEK

HNAFSNKRSEASAKKKEESVARAEAHFVELEKTHS

REQSSQESGEETRRQEKPQELPDQDQSEEESEEGEE

GEEGATSEVTKRRPRHHHWRSQSNKPSYEGRRPLS

EERKHAAGESKDANVATANLGEKRGHHLAHYRA

SEEEPDYGEELRSYPGFQAPQGLQYQGRGSEEVRA

PSPRSEESQEKEYKRNHPDSELESTANRHSEETEEE

RSYEGAKGRQHRGRGREPGAYPALDSRQEKRLLD

EGHDPVHESPVDTAKRYPQSKWQEQEKNYLNYDE

EGDQGRWWQQEEQLEPEESREEVSFPDRQYAPYPT

TEKRKRLGALFNPYFDPLQWKNSDFEKKGNPDDS

FLDDDGEDGNGVTMTEKNFFPEYNYDWWEKRPFS

EDVNWGYEKRSFARAPHLDLKRQYDDGVAELDQ

LLHYRKKAAEFPDFYDSEEQMGPHQEAEDEKDRA

DQRVLTEEEKKELENLAAMDLELQKIAEKFSQRG
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P47868 Secretogranin-3

FPKPEGSQDKSLHNRELSAERPLNEQIAEAEADKIK

KTYPSESKPSESNFSSVDNLNLLKAITEKETVEKAKQ

SIRSSPFDNRLNVDDADSTKNRKLTDEYDSTKSGL

DRKVQDDPDGLHQLDGTPLTAEDIVHKIATRIYEE

NDRGVFDKI VSKLLNLGLITESQAHTLEDEVAEAL

QKLISKEANNYEEAPEKPTSRTENQDGKIPEKVTPV

AATQDGFTNRENDDTVSNTLTLSNGLERRTNPHR

DDDFEELQYFPNFYALLTSIDSEKEAKEKETLITIMK

TLIDFVKMMVKYGTISPEEGVSYLENLDETIALQT

KNKLEKNTTDSKSKLFPAPPEKSHEETDSTKEEAA

KMEKEYGSLKDSTKDDNSNLGGKTDEAKGKTEAY

LEAIRKNIEWLKKHNKKGNKEDYDLSKMRDFI NQ

QADAYVEKGILDKEEANAIKRIYSSL

P10362 Secretoneurin Secretogranin-2 TNEIVEEQYTPQSLATLESVFQELGKLTGPSNQ

P10362 Manserin Secretogranin-2
VPSPGSSEDDLQEEEQLEQAI KEHLGQGSSQEMEK

LAKVS

P10362 Secretoneurin-2

QRNQLLQKEPDLRLENVQKFPSPEMIRALEYIEKL

RQQAHREESSPDYNPYQGISVPLQLKENGEESHLAE

SSRDVLSEDEWMRIILEALRQAENEPPSALKENKPY

ALNLEKNFPVDTPDDYETQQWPERKLKHMRFPLM

YEENSRENPFKRTNEIVEEQYTPQSLATLESVFQEL

GKLTGPSNQKRERVDEEQKLYTDDEDDVYKTNNI

AYEDVVGGEDWSPMEEKIETQTQEEVRDSKENTE

KNEQINEEMKRSGHLGLPDEGNRKESKDQLSEDA

SKVITYLRRLVNAVGSGRSQSGQNGDRAARLLERP

LDSQSIYQLIEISRNLQIPPEDLIEMLKAGEKPNGLV

EPEQDLELAVDLDDIPEADIDRPDMFQSKTLSKGG

YPKAPGRGMMEALPDGLSVEDILNVLGMENVANQ

KSPYFPNQYSRDKALLRLPYGPGKSRANQIPKVAW

IPDVESRQAPYDNLNDKDQELGEYLARMLVKYPE

LMNTNQLKRVPSPGSSEDDLQEEEQLEQAIKEHLG

QGSSQEMEKLAKVSKRIPAGSLKNEDTPNRQYLD

EDMLLKVLEYLNQEQAEQGREHLAKRAMENM

P09916 Somatoliberin Somatoliberin
HADAIFTSSYRRILGQLYARKLLHEIMNRQQGERN

QEQRSRFN

P60042 Somatostatin-14 Somatostatin AGCKNFFWKTFTSC

P60042 Somatostatin-28 Somatostatin SANSNPAMAPRERKAGCKNFFWKTFTSC

P06767 Substance P Protachykinin-1 RPKPQQFFGLM

P20068 Tail peptide Neurotensin/neuromedin ASYYY

P11030 TriakontatetraneuroP DBI TQPTDEEMLFIYSHFKQATVGDVNTDRPGLLDLK

P55090 Urocortin Urocortin
DDPPLSIDLTFHLLRTLLELARTQSQRERAEQNRIIF

DSV

Q91WW1 Urocortin-2 Urocortin-2 VILSLDVPIGLLRILLEQARNKAARNQAATNAQILARV

Q9QZ4 Urotensin-2 Urotensin-2 QHGTAPECFWKYCI

Q765I2 Urotensin-2B Urotensin-2B ACFWKYCV

P01283
Vasoactive intestinal

peptide
VIP peptides HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN

P10354 WE-14 Chromogranin-A WSRMDQLAKELTAE

P20068 Tail peptide Neurotensin/neuromedin ASYYY

P11030 TriakontatetraneuroP DBI TQPTDEEMLFIYSHFKQATVGDVNTDRPGLLDLK

P55090 Urocortin Urocortin
DDPPLSIDLTFHLLRTLLELARTQSQRERAEQNRIIF

DSV

Q91WW1 Urocortin-2 Urocortin-2 VILSLDVPIGLLRILLEQARNKAARNQAATNAQILARV

Q9QZ4 Urotensin-2 Urotensin-2 QHGTAPECFWKYCI

Q765I2 Urotensin-2B Urotensin-2B ACFWKYCV

P01283 VIP VIP peptides HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN

P10354 WE-14 Chromogranin-A WSRMDQLAKELTAE
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Tab. S2: Proteomics study of the cerebellar peptidome 

 

 

 

 

 

 

 

Appearance Identification score

Name 

Uniprot

access

number

Sequence m/z PTM P8 P16 P21 P90 P8 P16 P21 P90 

[des-Ser1]-

cerebellin 
P63182

GSAKVAFSA

IRSTNH

1544.80

594 
n 10 10 10 10 17.5 15.3 16.5 14.2

Cerebellin-1  P63182
SGSAKVAFS

AIRSTNH 

1631.83

797 

n; m; k; 

t 
10 10 10 10 19.8 16.8 16.5 15.6

Cerebellin-2 P98087
SGSAKVAFS

ATRSTNH 

1619.80

159 
m 10 9 10 10 14.6 13.9 14.8 13.3

Cg A[377-

391] 
P10354

(R)LEGEDDP

DRSMKLSF(

R)

1737.78

797 
none 6 3 10 3 13.1 12.4 16.8

14.512.

9

Cg A[395-

405] 
P10354

(R)AYGFRDP

GPQL(R)

1219.59

858 
none 7 10 7 5 13 14.7 15.9 18.4

CNP-53 P55207

DLRVDTKSR

AAWARLLH

EHPNARKYK

GGNKKGLS

KGCFGLKLD

RIGSMSGLG

C

5795.06

753 

n; k; y; 

m; c; s 
5 8 7 9 10 11.4 11.3 11.2

Islet amyloid     

polypeptide  
P12969

KCNTATCAT

QRLANFLVR

SSNNLGPVL

PPTNVGSNT

Y

4035.98

95 
q; n; s 7 10 8 6 18.2 10.8 10.5 13

Neuro

endocrine 

regulatory

peptide 1 

P20156

LEGSFLGGS

EAGERLLQQ

GLAQVEA

2558.29

765 
none 10 6 9 3 17.6 18.2 16.9 13.8

Neuro

peptide k 
P06767

DADSSIEKQ

VALLKALYG

HGQISHKRH

KTDSFVGLM

3979.07

382 
k; y 7 2 5 2 15.8 13.5 11.9 10.6

Nociceptin Q62923
FGGFTGARK

SARKLANQ 

1807.98

055 
none 9 8 8 0 12.9 15 12.5 ND
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Octadeca

neuro

peptide 

P11030

QATVGDVN

TDRPGLLDL

K 

1583.81

551 
none 8 8 10 10 14.3 17.9 16.1 14.4

PACAP-

related

peptide 

P13589

DVAHEILNE

AYRKVLDQ

LSARKYLQS

MVARGMGE

NLAAAAVD

DRAPLT 

5268.71

36 

q; m; s; 

n 
10 10 10 10 14.2 12.9 16.3 14.6

Sg1 [304-

321] 
O35314

(K)HAAGESK

DANVATAN

LGE(K)

1753.82

311 
none 4 4 7 10 11.6 12.8 17.5 15.5

Sg1 [372-

380] 
O35314

(R)SEESQEK

EY(K)

1127.46

187 
none 5 10 7 9 14.3 13.6 14 16.7

Sg1 [416-

432] 
O35314

(R)GRGREPG

AYPALDSRQ

E(K)

1857.90

818 
none 9 10 10 10 19 17 15.7 12.5

Sg1 [435-

451] 
O35314

(R)LLDEGHD

PVHESPVDT

A(K)

1829.84

318 
none 9 10 10 10 20.6 15.4 16.1 14.7

Sg1 [512-

532] 
O35314

(R)LGALFNP

YFDPLQWK

NSDFE(K)

2400.14

266 
none 10 10 10 10 17.8 15.5 13.6 15.3

Sg1 [585-

594] 
O35314

(R)SFARAPH

LDL(K)

1125.59

31 
none 10 9 8 10 16.9 13.5 15.4 13.5

Sg1 [597-

611] 
O35314

(R)QYDDGV

AELDQLLHY

(R)

1486.69

399 
q 10 10 10 10 13.6 13.6 15.5 15.7

Sg2 [571-

583] 
P10362

(R)IPAGSLK

NEDTPN(R)

1354.67

286 
n 10 10 10 10 15.4 17.7 17 13.7

Sg2 [599-

612] 
P10362

(E)YLNQEQA

EQGREHLA(

K)

1784.84

418 
none 5 10 8 5 14.9 16.3 17.5 10.5

Sg3 [12-26] P47868
(R)FPKPEGS

QDKSLHN(R)

1582.77

398 
none 8 7 9 7 16.6 17.1 13.7 11.5

Sg3 [38-57] P47868

(R)ELSAERP

LNEQIAEAE

ADKI(K)

2225.11

756 
none 38 7 7 8 19 18.3 17.6 11.4

Secreto

neurin-2 
P10362

ATLESVFQE

LGKLTGPSN

Q 

2018.03

204 
n 7 7 8 4 16.2 18.4 14.5 13.4

Somatostatin

-14 
P60042

AGCKNFFW

KTFTSC

1638.73

231 
none 7 3 1 0 15.9 13.2 14.5 ND
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Tab. S2 Proteomics study of the rat cerebellar peptidome. 33 peptides were found expressed in, 

at least, 7 out of the 10 samples in one or several developmental stages. Peptide abbreviations: 

Cg A: chromogranin A; CNP: c-type natriuretic peptide; SG: secretogranin; VGF: non-

acronymic; WE-14: first and last amino acid of a 14 amino acids long peptide. In the sequences, 

red amino acids were identified with MS/MS data while black amino acids were not identified; 

(X): predicted previous or next amino acids for peptides not yet described. Post traductional 

modifications (PTM): c: cysteine sulfoxide; k: acetylated lysine; m: oxidized methionin; n: 

deaminated; q: pyroglutamic acid; s: phosphorylated S; t: phosphorylated T; y: phosphorylated 

Y.  

 

 

 

 

Somatostatin

-28 
P60042

SANSNPAMA

PRERKAGCK

NFFWKTFTS

C 

1243.56

154 
n; c; m 10 10 10 10 13 16.3 13 13.5

VGF [180-

209] 
P20156

(R)qQETAAA

ETETRTHTL

TRVNLESPG

PERVW(R)

3406.68

657 
q 7 10 10 10 15.3 11.7 16.8 13

VGF [220-

235] 
P20156

(R)VPERAPL

PPSVPSQFQ(

A)

1747.92

572 
none 10 6 10 10 14.9 12.5 16.5 13.7

VGF [348-

372] 
P20156

(R)DLGGRGL

QETQQEREN

EREEEAEQE(

R)

2958.31

874 
none 7 3 2 5 16.8 15.3 10.9 15

VGF [353-

372] 
P20156

(R)GLQETQQ

ERENEREEE

AEQE (R)

2460.06

369 
n 7 7 10 7 17.3 16.4 17.4 16

VGF [488-

507] 
P20156

(K)NAPPEPV

PPPRAAPAPT

HV(R)

1914.01

119 
n; k; t 10 10 10 10 15.4 14.4 12.4 16.8

VGF [24-63] P20156

(R)APPGRSD

VYPPPLGSE

HNGQVAED

AVSRPKDDS

VPEV(R)

3867.86

639 
n 10 10 10 10 19.6 15.9 16.6 13.7

WE-14 P10354
WSRMDQLA

KELTAE 

1747.85

633 
none 10 9 10 9 16.1 17 16.8 12.9
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1.2. Résultats complémentaires à l’article 

1.2.1. Cinétique d’expression de la nociceptine et de son récepteur par les 

cellules du cervelet en culture 

La mesure de l’expression des gènes de la nociceptine et de son récepteur dans des cultures de 

NGC montre que le gène du peptide est exprimé de façon constante entre l’ensemencement des 

cellules et le troisième jour de culture. Son expression diminue ensuite de moitié au quatrième 

jour puis disparait presque totalement au cinquième jour (Fig. 13). Le récepteur, quant à lui, 

connait un pic d’expression après 24 h de culture (+ 132% ; Fig. 13) avant de revenir à son 

niveau basal dès le troisième jour. L’expression diminue ensuite jusqu’au cinquième jour (-

54%, non-significatif).  

L’expression de ces 2 gènes a également été mesurée dans des cultures d’astrocytes après 9 

jours de culture.  Le gène de la nociceptine apparaît peu exprimé par ces cellules (19,6% par 

rapport aux NGC à J0) et celui du récepteur n’est retrouvé que de façon très résiduelle (1,5% 

par rapport aux NGC à J0). 

 

 

Figure 13 : Expression du gène de la nociceptine et de son récepteur dans des neurones en grain du 

cervelet en culture. Chaque valeur est la moyenne (±SEM) de 4 cultures indépendantes analysées chacune en 

3 réplicats techniques. La significativité a été examinée grâce a un test de Kruskal-Wallis suivi par des 

comparaisons de Dunn. * P < 0,05 ; ** P <0,01 versus Pnoc à J0 ; § P < 0,05 versus Oprl1 à J0. Pnoc : gène de 

la nociceptine ; Oprl1 : gène du récepteur de la nociceptine.  
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1.2.2. Etude de l’effet de la nociceptine dans le cervelet en développement in vivo 

chez le rat 

Afin de déterminer si l’effet neuroprotecteur de la nociceptine observé in vitro pouvait aussi 

être retrouvé in vivo, nous avons utilisé un modèle de neurotoxicité induite par l’alcool 

développé précédemment par l’équipe (Botia et al. 2011). L’injection intra-péritonéale 

d’éthanol (2 × 2,5 g/kg) in vivo provoque une forte augmentation de l’activité caspase-3/7 chez 

les ratons 6 heures après la première injection (+92% par rapport aux animaux contrôles ; Fig. 

14). L’administration de nociceptine par voie intracisternale (1 µg/10 µL) permet de réduire de 

67% l’activité caspase-3/7 chez les animaux alcoolisés (Fig. 14). 

2. Analyse du peptidome par imagerie MALDI 

2.1. Optimisation de la résolution spatiale et regroupement des spectres par 

clusters 

Afin de compléter l’étude du peptidome du cervelet au cours du développement, nous avons 

souhaité rechercher l’expression spatiale des peptides différentiellement exprimés au cours du 

développement dans les différentes couches du cortex cérébelleux. Pour cela nous avons, en 

collaboration avec la plateforme Protim de Rennes, utilisé la technique d’imagerie MALDI sur 

des cervelets de ratons aux stades P8 et P21.  

Figure 14 : Mesure de l’activité caspase-3/7 suite aux injections in vivo d’éthanol (2 × 2,5 g/kg) et/ou de 

nociceptine (1 µg/10 µL). Chaque valeur est la moyenne (± SEM) de 9 animaux analysés en triplicat technique. 

La significativité a été examinée grâce a un test de Kruskal-Wallis suivi de comparaisons de Dunn. **P < 0,01 

versus contrôle ; §P < 0,05 versus éthanol seul. Ctrl : contrôle ; noc : nociceptine ; EtOH : éthanol. 
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Les expériences d’imagerie MALDI sur les cervelets de rats âgés de 8 et 21 jours se sont d’abord 

attachées à améliorer la résolution spatiale en focalisant le laser pour réduire son diamètre afin 

de pouvoir accroître l’échantillonnage de l’image. Néanmoins, cette amélioration de la 

résolution peut conduire à une baisse de sensibilité du signal. Les tests effectués ont permis de 

faire passer la résolution dans un premier temps de 80 à 50 µm, puis de 50 à 35 µm (Fig. 15). 

Ce niveau de résolution semble être un bon compromis pour mettre en évidence de façon précise 

la localisation des analytes dans les différentes couches du cortex cérébelleux tout en gardant 

une intensité de signal suffisante. ……………………..                                    

 Une fois la résolution optimisée, une étape de clustering a été réalisée pour déterminer la 

répartition spatiale des spectres de masse dans le cervelet en fonction de la similitude en termes 

de m/z et d’intensité des pics majoritaires par exemple (Fig. 16). Cette approche conduit à un 

arbre hiérarchique qui met en évidence deux profils de spectres de masse bien différents entre 

le cortex cérébelleux et la substance blanche (Fig. 16A). La segmentation des spectres de masse 

contenus dans le cortex cérébelleux permet ensuite de les subdiviser en 4 clusters distincts dont 

2 se superposent remarquablement bien avec la couche moléculaire et la couche granulaire 

interne (Fig. 16B). Les 2 autres clusters pourraient correspondre à un phénotypage spécifique 

des cellules de Purkinje et des méninges, même si la résolution spatiale est un peu limitée pour 

80 µm

50 µm

m/z 1073 m/z 1756 m/z 2464

35 µm

Résolution

1 mm

1 mm

2 mm

100

0

Figure 15 : Illustration de l’impact de l’augmentation de la résolution spatiale sur la précision de 

distribution de 3 composés dans les différentes couches du cortex cérébelleux. Augmenter la résolution de 

80 µm à 35 µm permet une représentation plus fine des structures du cortex cérébelleux. Les résolutions 80 et 

50 µm ont été testées sur un cervelet de 8 jours et celle de 35 µm sur un cervelet de 21 jours. Barre d’échelle : 1 

mm pour les résolutions de 80 et 50 µm et 2 mm pour celle de 35 µm. 
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l’affirmer (35 µm). Ces différents segments ont ensuite été utilisés pour attribuer chaque spectre 

d’intérêt à une région anatomique. 

 

2.2. Recherche par imagerie MALDI de peptides régulés au cours du développement  

La première partie des analyses a été effectuée sans a priori, c’est-à-dire que tous les spectres 

présentant une différence d’expression entre P8 et P21 ont été retenus. Pour cela, une analyse 

ROC (receiver operating characteristic) a été réalisée afin de comparer l’intensité des pics des 

spectres de masse dans le cortex cérébelleux entre les deux stades. Cette approche a permis 

Méninges

CM

CP

CGI

SB

CC

SB

P21A

B

2 mm

Figure 16 : Répartition spatiale des spectres de masse au sein du cervelet au stade 21 jours. Ce 

clustering des spectres de masse conduit à une segmentation de l’image par phénotypage moléculaire 

qui permet d’identifier plusieurs régions anatomiques du cortex cérébelleux, i.e. la substance blanche 

(SB), les méninges, la couche moléculaire (CM) et la couche granulaire interne (CGI). Barre d’échelle : 

2 mm. 
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d’identifier dans nos spectres 8 composés différentiellement exprimés au cours du 

développement (Fig. 17). 

Parmi ces 8 composés régulés, un seul voit son expression diminuer entre P8 et P21, et pourrait 

donc être selon notre hypothèse, impliqué dans le développement du cervelet. Cependant ce 

composé est principalement exprimé dans la substance blanche et non dans le cortex suggérant 

qu’il n’agit pas dans la mise en place de cette structure. De plus nous n’avons pas identifié de 

peptide dont la masse pourrait correspondre à ce composé (m/z 4941,84). Concernant les 7 

espèces moléculaires dont l’expression augmente entre P8 et P21, deux pourraient être des 

peptides inclus dans notre base de données. Le composé présentant un m/z 1632,598 

correspondrait à la cérébelline-1 et le composé présentant un m/z 1546,412 serait la [des-Ser1]-

cérébelline-1. Ces deux peptides présentent le même profil de régulation que celui observé dans 

les expériences de peptidomique réalisées en nanoLC-MS/MS. 

 

Après cette première approche sans a priori une seconde partie de l’analyse a consisté à 

rechercher spécifiquement les m/z des 8 peptides dont l’expression varie au cours du 

développement identifiés lors de la réalisation du peptidome sur le système Orbitrap (Article, 

Tab.1). Malheureusement, aucune masse correspondant à l’un de ces peptides n’a pu être 

retrouvée dans les spectres obtenus par imagerie MALDI. 

1072,406 1409,646 1494,806 1546,412 1572,359 1632,598 1709,926 4941,849

1,072 0,634 1,495 1,401 0,572 1,201 1,71 4,942

0,774 0,925 0,837 0,984 0,878 0,922 0,911 0,088

m/z

+/- Da

AUC

T-test 0,013 0,008 0,016 0,003 0,004 0,006 0,004 0,011

* * ***********

P8

P21

100

0

Figure 17 : Images des rapports m/z des composés retrouvés différentiellement exprimés entre le 8ème et 

21ème jour de vie postnatale dans des coupes histologiques de cervelet de rat. Le rapport m/z de chaque 

spectre est indiqué avec l’écart de masse possible. AUC : area under the curve. La significativité a été examinée 

grâce a un t-test. *P < 0,05 ; **P <0,01versus P8 pour chaque m/z. P : jour postnatal. 
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3. Recherche de nouveaux neuropeptides potentiellement impliqués dans le 

développement du cervelet par séquençage de novo 

Après avoir identifié des peptides connus et recherché leurs effets sur le développement du 

cortex cérébelleux, la dernière partie de ce projet s’est attachée à la découverte de nouveaux 

peptides. Pour cela nous avons utilisé la technique de séquençage de novo. Ces travaux ont été 

réalisés en collaboration avec le laboratoire LITIS, équipe Traitement de l’Information en 

BioSanté (TIBS) de Rouen.  

 

Figure 18 : Description des étapes suivies pour trier les peptides identifiés par séquençage de novo. Les 

séquences ayant un score de PEAKS > 70 ont été retenues puis comparées à la base de données 

UniProt/SwissProt afin d’éliminer celles issues de précurseurs déjà connus. Les séquences restantes ont été 

filtrées en fonction de leur occurrence (> 7/10) et de leur régulation (> 2). Cette approche a conduit à retenir 7 

séquences régulées. 
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Le séquençage de novo des 40 échantillons pour les 4 stades de développement a conduit à 

analyser environ 530 000 spectres qui ont permis d’identifier 30 456 séquences avec un score 

de PEAKS > 70. L’analyse de l’ensemble de ces séquences indique qu’elles codent pour 

environ 7000 séquences uniques, c’est-à-dire que les répétitions entre les échantillons ou au 

sein d’un même échantillon n’ont pas été comptées. Pour restreindre ce nombre, un tri des 

données a été fait selon les étapes décrites en figure 18. Tout d’abord l’ensemble des séquences 

a été soumis à une identification contre la base de données UniProt/SwissProt rat qui contient 

8 000 références de protéines connues. Cela a permis de déterminer que 11 181 séquences 

correspondent à des précurseurs de protéines connues chez le rat et ont donc été éliminées. 

Ensuite, les 19 275 séquences restantes ont été triées en fonction de leur récurrence au sein des 

10 échantillons de chaque stade afin de ne conserver que celles retrouvées au minimum 7 fois 

sur 10 dans au moins un stade. Il s’avère que seules 17 séquences répondent à ce critère (Tab. 2).  

 

 

Pour chaque stade, seules les séquences exprimées plus de 7 fois sur 10 sont indiquées. #ech : occurrence de la 

séquence parmis les 10 échantillons ; intensité : aire sous la courbe du chromatogramme ; stddev : déviation 

standard. Les séquences dont l’expression diminue au cours du développement sont surlignées en rouges, celles 

qui connaissent un pic d’expression pendant les stades précoces sont en bleu et celles dont l’expression augmente 

avec l’âge de l’animal sont en vert. 

 

Tableau 2 : Liste des séquences de novo exprimées de façon récurrente au cours du développement. 

P8 P16 P21 P90

#ech intensité stddev #ech intensité stddev #ech intensité stddev #ech intensité stddev

VLSTRPCH 8 1,9E+07 1,2E+06 8 7,4E+06 7,1E+05 2 3,3E+05 0,0E+00 0 ND ND

NAGKWRF 8 7,4E+06 3,8E+05 6 2,5E+06 9,1E+04 2 2,8E+05 3,0E+03 1 0,0E+00 0,0E+00

KDLEDVFYKY 7 1,3E+07 7,8E+05 7 9,9E+06 4,3E+05 7 5,1E+06 3,2E+05 4 1,8E+06 1,9E+05

ELFADKV 7 6,6E+06 4,3E+05 3 2,8E+06 3,3E+05 2 2E+06 2E+05 0 ND ND

LEDLKTE 7 5,4E+07 5,1E+06 7 4,8E+07 2,1E+06 6 2,0E+07 4,9E+05 6 8,9E+06 4E+05

MLNMWKVREL 6 7,8E+06 6,5E+05 7 8,7E+06 3,7E+05 4 1,9E+06 3,5E+05 4 1,0E+06 6,7E+04

WRMPGQLGK 5 5,7E+06 5,5E+05 7 1,2E+07 7,9E+05 5 4,5E+06 3,1E+05 2 7,7E+05 8,7E+04

YLYELAR 4 2,7E+06 3,8E+05 4 9,6E+05 8,6E+04 6 9,8E+05 1,1E+05 9 3,8E+06 1,4E+05

LVNEVTEFKA 2 8,7E+06 1,0E+06 7 1,1E+07 5,1E+05 6 7,1E+06 3,6E+05 10 1,1E+07 2,0E+05

GALDTQLK 6 2,4E+06 3,1E+05 7 5,4E+06 1,2E+05 8 5+06 1,5E+05 5 1,4E+07 4,9E+05

VFAEHRY ND ND ND ND ND ND 1 0,0E+00 0,0E+00 8 6E+05 1,1E+05

KSTELLLR 8 0,0E+00 0,0E+00 1 0,0E+00 0,0E+00 ND ND 0 ND ND

MDVAAFNKL 7 2,7E+06 1,7E+05 4 1,2E+06 1,9E+05 5 4,1E+05 1,1E+05 0 ND ND

MHVLREL 6 6,6E+06 8,7E+05 10 3,2E+07 2,6E+06 8 1,8E+07 4,7E+05 6 1,9E+07 1,3E+06

LAPHALLLR 4 3,8E+07 2,8E+06 5 4,1E+07 9,7E+05 4 1,1E+07 6,9E+05 7 2E+07 9E+05

SPWFLDHK 2 4,1E+05 9,0E+03 5 3E+06 7,2E+04 6 4,2E+06 1,9E+05 9 2,3E+06 6,4E+04

VNDLFERL 1 4,5E+06 0,0E+00 ND ND ND ND ND ND 7 3,6E+06 2,6E+05



Résultats 

 

123 
 

 Ensuite, ont été identifiées les 11 séquences dont l’expression se trouve régulée au cours du 

développement. Parmi ces séquences, 6 présentent une plus forte intensité à P8 qui diminue 

chez les animaux plus âgés, avec une différence minimum d’un facteur 2 entre P8 et P90 

(Fig. 19). Au regard de notre hypothèse de départ, ces séquences pourraient être impliquées 

dans le développement du cortex cérébelleux. 

Parmi les 21 séquences retrouvées de façon récurrente, d’autres profils d’expression sont 

observés (Fig. 20). Une partie voit son expression augmenter au cours du développement 

(Fig. 20A), tandis qu’une autre partie connait un pic d’expression pendant les stades précoces, 

avant de diminuer à l’âge adulte (Fig. 20B). 

  

 

 

 

Figure 19 : Séquences de novo dont l’expression diminue au cours du développement. Pour chaque 

séquence, les stades 16, 21 et 90 jours sont comparés au stade 8 jours après la naissance par un test de Kruskal-

Walis suivi de comparaisons de Dunn. Les données sont normalisées par rapport au stade 8 jours pour chaque 

séquence. *P < 0,05 ; **P < 0,01 ; ***P < 0,001 versus 8 jours. 
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Afin de vérifier la fiabilité du séquençage de novo réalisé par le logiciel PEAKS, des spectres 

de masse ayant permis l’identification de chaque peptide dont l’expression est régulée ont été 

examinés manuellement. Un exemple d’un de ces spectres MS/MS est présenté en figure 21. 

 

Pour terminer, les 6 séquences dont l’expression diminue au cours du développement ont été 

blastées contre la base UniProt mammifères qui contient les protéines connues et prédites des 

mammifères, soit près de 1 600 000 références. Parmi les 6 séquences, certaines correspondent 

à des protéines connues chez d’autres espèces que le rat comme MLNMWKVREL qui code 

pour la clathrin interactor 1 humaine, d’autres à des protéines prédites comme KDLEDVFYKY 

Figure 20 : Autres types de profils d’expression retrouvés parmi les séquences de novo. (A) Exemple de 

séquence dont l’expression augmente au cours du développement. (B) Exemple de séquence dont l’expression 

connait un pic pendant les stades précoces avant de diminuer à l’âge adulte. Pour chaque séquence, les stades 

16, 21 et 90 jours sont comparés au stade 8 jours après la naissance par un test de Kruskal-Walis suivi de 

comparaisons de Dunn. Les données sont normalisées par rapport au stade 8 jours pour chaque séquence. **P < 

0,01 ; ***P < 0,001 versus 8 jours. 

Figure 21 : Spectre annoté de la séquence KDLEDVFYKY. Le spectre MS/MS a été extrait grâce au logiciel 

PEAKS et annoté à la main. 
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qui code pour le S/R-rich splicing factor 9 et certaines ne présentent pas une identité de 

séquence parfaite comme VLSTRPCH qui correspondrait à la claudin. Enfin, un cas particulier 

est à souligner, celui de la séquence NAGKWRF qui pourrait correspondre à 2 protéines 

prédites différentes à savoir la dedicator of cytokinesis 4 ou l’ATP-binding cassette sub-family 

A member 3. Cependant, l’asparagine (N) en première position du peptide trouvé par 

séquençage de novo, serait acétylée et le poids moléculaire de cet acide aminé modifié  est très 

proche de celui du couple glycine (G) et valine (V), 156,04 Da contre 156,09 Da. En remplaçant 

ce N par GV la séquence est identifiée comme un fragment de l’ubiquitine carboxyl-terminal 

hydrolase isozyme L1 qui correspond à  une protéine connue chez le rat. 

Figure 22 : Alignement des 6 séquences identifiées par séquençage de novo correspondant à des peptides 

dont l’expression diminue au cours du développement avec les données de la base Uniprot mammifères. 

Les 6 séquences ont été identifiées comme des fragments de protéines connues (en jaune) ou prédites (en bleu) 

chez plusieurs espèces. 

KDLEDVFYKY
VGNLPTDVRE----------GRIREILEKNS/R-rich splicing factor 9 (Homo sapiens)

LEDLKTE
LSRNTKEDHN-------LGKKPLELKTZinc finger protein 804B (Homo sapiens)

VLSTRPCH
ATSQGGSSSR------SSLPCDSDLClaudin (Mesocricetus auratus)

Zinc metalloprotéase OMA1
LEFADKV

VRASAVFWQQ------ILGDPKLPEW (Sarcophilus harrisii )

Dedicator of cytokinesis 4
NAGKWRF

M------INCYCNSSNG

YFTCLDNEAS------SKLVGDMDNRATP-binding cassette 
sub-family A member 3

(Homo sapiens)

(Tupaia chinensis)

GVAGKWRF
EMLNKVLAKL--------ADVLGLEEET

Ubiquitin carboxyl-terminal 
hydrolase isozyme L1

(Rattus norvegicus) 

MLNMWKVREL

----------VDKATNVVMN

----------VDKATNVVMN

Clathrin interactor 1

Clathrin interactor 1

(Homo sapiens)

(Rattus norvegicus) 
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1. Expression spatio-temporelle des peptides dans le cervelet en développement 

1.1. Expression de l’ensemble des neuropeptides retrouvés 

 

Cette étude est la première à chercher à identifier les différents neuropeptides exprimés et 

régulés dans le cervelet au cours du développement. Malgré l’importance des peptides dans la 

mise en place de cette structure, aucune mention n’est faite dans la littérature d’une recherche 

sans a priori de l’ensemble du peptidome du  cervelet. Cependant, il existe des projets ayant 

réalisé le transcriptome ou le protéome du cerveau et/ou du cervelet en développement comme 

le Mouse brain proteome  (http://www.mousebrainproteome.com), le Brain Allen atlas 

(http://www.brain-map.org) ou encore le Brain transcriptome database 

(http://www.cdtdb.neuroinf.jp/CDT/Top.jsp). En revanche, aucun projet ne s’est 

spécifiquement intéressé aux neuropeptides et il était même considéré à une certaine époque 

que cette structure en exprimait peu. Cela venait certainement du fait que les études avaient 

tendance à ne pas analyser cette structure. On découvre néanmoins un nombre croissant de 

peptides exprimés dans le cervelet du rongeur et impliqués dans son développement. C’est le 

cas de la SST que l’on retrouve fortement exprimée mais de façon transitoire entre P5 et P21 

(Villar et al. 1989 ; Viollet et al. 1997) et qui agit sur la migration des neurones en grain, ou de 

l’ODN qui est également particulièrement exprimé entre E17 et P5 (Malagon et al. 1993) et 

favorise la survie des NGC en culture. Ces 2 peptides impliqués dans le développement du 

cervelet ont été retrouvés dans notre analyse peptidomique et leur régulation concorde avec les 

résultats préalablement décrits dans la littérature. En revanche, la plupart des études détaillant 

la distribution de la nociceptine dans les structures cérébrales sont des études d’expression du 

gène, sans quantification de son expression dans le cervelet. Une seule étude récente a mesuré 

le peptide de façon globale dans les hémisphères cérébraux au cours du développement, et 

rapporte un profil de régulation assez similaire à ce que nous avons pu observer dans le cervelet 

(Meyer et al. 2017). Même si le peptidome réalisé a permis de rapporter 33 peptides présents 

dans le cervelet, certains neuropeptides connus pour être exprimés dans cette structure n’ont 

pas été retrouvés dans nos analyses, comme par exemple le PACAP, la sécrétine ou la galanine 

(Ryan et al. 1997 ; Nielsen et al. 1998 ; Tay et al. 2004). Ceci peut être lié au fait que ces 3 

neuropeptides sont exprimés uniquement par les cellules de Purkinje, donc leur abondance dans 

le cervelet entier reste faible (Ryan and Gundlach 1996). De plus, même si notre protocole 

d’extraction avait pour objectif d’éliminer les protéines pour enrichir les échantillons en 

http://www.mousebrainproteome.com/
http://www.brain-map.org/
http://www.cdtdb.neuroinf.jp/CDT/Top.jsp


Discussion 

 

130 
 

peptides, le nombre de composés présents reste très élevé ce qui a pu entraîner le masquage de 

ces 3 peptides par des espèces plus abondantes ou mieux ionisées. 

Lors de la mise en place du protocole d’extraction des peptides, 5 stades de développement ont 

été sélectionnés ; i.e. P1, P8, P16, P21 et P90. Pour pallier à la différence de poids des cervelets 

entre les différents âges, des tissus provenant de plusieurs animaux ont été regroupés afin 

d’atteindre le poids d’un cervelet adulte (300 mg) pour tous les stades de développement. Pour 

obtenir ce poids, il a fallu rassembler 16 cervelets de ratons âgés de 1 jour. Néanmoins, même 

si le poids des tissus collectés est équivalent, un dosage des protéines par la méthode de 

Bradford a révélé qu’au stade P1 la quantité de protéines n’excède pas 35 µg/mL, soit environ 

10 fois moins que dans un cervelet adulte (P90) et 3 fois moins que dans un échantillon au stade 

P8. Cette très faible quantité de protéines peut s’expliquer par le caractère très aqueux et la 

faible densité du tissu à la naissance (Fu et al. 2013). Donc, additionné à la différence de masse 

d’un facteur 20 entre les stades P1 et P90, l’écart très important en termes de concentrations 

protéiques des échantillons, ne permettait pas de les normaliser correctement avec ceux des 

autres stades tout en gardant un volume suffisant pour les analyser par spectrométrie de masse. 

En effet, pour atteindre une concentration protéique suffisante dans un volume injectable par le 

système HPLC du spectromètre de masse, il aurait fallu au moins tripler la masse de tissus de 

départ. Cela aurait nécessité près de 50 animaux par échantillon, soit environ 500 ratons pour 

les 10 échantillons du stade P1. Du fait de ces difficultés techniques, nous avons décidé 

d’écarter ce stade P1 de l’analyse.  

Si les analyses par spectrométrie de masse LC-MS/MS ont permis d’identifier 33 peptides 

exprimés dans le cervelet dont 8 régulés au cours du développement, cela n’apportait aucune 

information quant à leur distribution spatiale. Pour essayer de résoudre ce problème, nous avons 

utilisé l’imagerie MALDI qui permet de distinguer les principales couches du cortex 

cérébelleux. Cependant, la résolution spatiale de 35 µm que nous avons atteinte reste 

insuffisante pour discriminer précisément les cellules de Purkinje des autres couches cellulaires 

comme cela peut être fait en microscopie. L’amélioration de cette résolution aurait encore été 

possible, puisqu’une résolution de 20 µm a été atteinte dans d’autres études (Lagarrigue et al. 

2011), mais cela se fait au détriment de la sensibilité (Lagarrigue et al. 2012). Néanmoins, 

même si le signal dans nos échantillons était satisfaisant, nous n’avons pu retrouver que très 

peu des peptides contenus dans notre base. Cette difficulté à détecter nos peptides d’intérêt vient 

certainement du fait que le tissu constitue une matrice très complexe au sein de laquelle les 

peptides ne représentent pas les composés majoritaires (Thompson et al. 2012). L’absence de 
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protocole d’extraction des peptides, comme cela a été fait pour les expériences de 

peptidomiques couplées à la LC-MS/MS, fait que les échantillons n’ont pas été enrichis en 

peptides. De plus, l’imagerie MALDI ne permet pas une séparation des composés comme avec 

une chaîne HPLC en amont d’un analyseur Orbitrap, si bien qu’au moment de la désorption 

l’ensemble des composés situés sur le site impacté par le laser se retrouvent en compétition 

pour l’ionisation et l’analyse par le spectromètre de masse (Chatterji and Pich 2013). Donc, de 

part leur faible abondance et leurs séquences courtes, les neuropeptides peuvent assez 

facilement se retrouver masqués par des composés plus abondants ou plus facilement ionisables 

comme les protéines du cytosquelette ou de la matrice extracellulaire. Ceci peut expliquer que 

le seul peptide que nous avons retrouvé soit la cérébelline 1, dont l’abondance dans la CGI 

(Hirai et al. 2005), plus importante que les autres neuropeptides recherchés, a pu faciliter la 

détection. 

1.2. Expression de la nociceptine 

Afin de confirmer les données d’expression de la nociceptine obtenues par l’approche 

peptidomique, nous avons mesuré l’expression de son gène et celle de son récepteur au cours 

du développement. Pour compenser l’absence du stade 1 jour dans l’étude peptidomique, des 

mesures par PCR quantitative ont été réalisées à des stades précoces comme P2 et P4. Parmi 

les quelques travaux portant sur l’expression des transcrits du système nociceptinergique dans 

le système nerveux central, 2 études se sont intéressées au développement. La première rapporte 

par hybridation in situ, une expression faible du gène de la nociceptine dans le cervelet à la 

naissance qui diminue encore chez les animaux plus âgés (Ikeda et al. 1998). Le récepteur 

apparaît plus exprimé, ce qui permet d’estimer sa localisation. Si le marquage est faible et diffus 

à la naissance, il devient plus fort et semble localisé dans la CGI entre P7 et P14 avant de 

presque totalement disparaître à P21 (Ikeda et al. 1998). La seconde étude ne s’est 

malheureusement pas intéressée au cervelet mais, dans le reste du cerveau, certaines structures 

présentent un marquage par hybridation in situ similaire à celui observé par Ikeda (Neal et al. 

2001). En particulier, le néocortex, l’hippocampe et le thalamus apparaissent très riches en 

ARNm de la nociceptine et de son récepteur. Le néocortex présente une forte expression de la 

nociceptine de E12 à la naissance, qui diminue ensuite progressivement chez les animaux plus 

âgés. La corrélation temporelle entre l’expression du système nociceptinergique et le 

développement du néocortex (Molnár and Clowry 2012) pourrait suggérer que, comme dans le 

cervelet, ce peptide joue un rôle dans la mise en place d’autres structures du cerveau. D’une 
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façon globale, le peu de données de la littérature suggère que le système nociceptinergique est 

plus fortement exprimé dans les stades précoces qu’à l’âge adulte ce qui est corrélé par nos 

résultats. Le léger décalage temporel que nous avons observé entre l’expression du peptide et 

celle de son récepteur pourrait suggérer que le premier induit l’expression du second. Nous 

avons testé cette hypothèse en mesurant l’expression du gène de NOP dans des cultures de NGC 

traitées à la nociceptine mais nous n’avons pas retrouvé d’induction de l’expression du 

récepteur par son ligand. Afin de mieux caractériser le lien spatiotemporel entre la nociceptine 

et son récepteur, il serait intéressant d’étudier l’expression de ces 2 gènes à des stades 

intermédiaires entre P8 et P16 lorsqu’ils sont tous les 2 fortement exprimés.  

Au sein du cortex cérébelleux, les peptides et leurs récepteurs sont souvent retrouvés 

différentiellement exprimés dans les différentes couches cellulaires. C’est le cas pour le PACAP 

qui est exprimé par les cellules de Purkinje (Nielsen et al. 1998) et dont les récepteurs PAC1 et 

VPAC1 sont localisés dans la CGE et la CGI (Basille et al. 2000), ou de la SST exprimée dans 

les cellules de Purkinje (Villar et al. 1989) alors que son récepteur de type 2 est lui retrouvé 

dans la CGE (Viollet et al. 1997). Cette localisation de l’expression des couples peptides / 

récepteurs peut souvent être corrélée avec leur fonction dans le développement du cervelet. 

C’est par exemple le cas du PACAP qui s’oppose à l’effet pro-mitotique de Shh dans la CGE 

(Nicot et al. 2002) et favorise la survie et la différenciation des NGC dans la CGI (Gonzalez et 

al. 1997 ; Vaudry et al. 2000) ou de la SST qui stimule la migration radiale dans la CGE 

(Yacubova et Komuro 2002). Si le récepteur NOP est retrouvé exprimé exclusivement par les 

cellules en grain dans la CGI au cours du développement et que son ligand est également 

retrouvé principalement exprimé dans cette couche, cela suggère une implication du système 

nociceptinergique dans la mise en place de la CGI. 

La CGI est majoritairement constituée de NGC et d’astrocytes qui peuvent être mis en culture 

afin de mesurer l’expression de peptides ou de leurs récepteurs par ces cellules. Si une étude a 

rapporté la présence de nociceptine et de son récepteur dans des cultures d’astrocytes corticaux 

(Meyer et al. 2017),  nous n’avons retrouvé le gène de la nociceptine que faiblement exprimé 

par les astrocytes cérébelleux en culture. En revanche, les expériences de PCR quantitatives 

révèlent que le gène du peptide et de son récepteur sont exprimés par les NGC tout au long de 

la culture. L’expression du système nociceptinergique sur ces NGC suggère donc un rôle 

autocrine et/ou paracrine de la nociceptine sur le développement de ces cellules. 
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2. Effets neurotrophiques de la nociceptine dans le cervelet en développement 

Les études portant sur les effets cellulaires de la nociceptine rapportent des résultats qui 

diffèrent selon le type cellulaire et le mode de traitement (induction du gène ou ajout de peptide 

exogène) utilisés. 

Une étude récente montre une action de la nociceptine sur la migration de neuroblastomes U87 

(Bedini et al. 2017). Dans ces expériences de recouvrement de zones lésées, la nociceptine 

n’exerce pas d’effet propre sur les cellules tumorales mais agit de façon indirecte, en bloquant 

l’augmentation de la migration induite par le LPS. La fréquence des oscillations calciques 

intracellulaires semble être un élément clé pour contrôler la migration des NGC, puisque 

favoriser ces oscillations stimule leur migration, tandis qu’inhiber les canaux calciques a l’effet 

inverse (Komuro and Rakic 1992). Comme la nociceptine inhibe l’ouverture des canaux 

calciques de type N (Chan and Wong 2000), nous avons envisagé qu’elle pourrait donc freiner 

la migration des NGC arrivés dans la CGI. Cependant, les résultats obtenus en 

vidéomicroscopie montrent que, dans nos conditions, la nociceptine n’a pas d’effet sur la 

motilité des cellules. Il faut néanmoins garder à l’esprit que le modèle de microexplants utilisé 

ne mime qu’une partie du processus de migration des NGC puisque les cellules se retrouvent 

isolées, dépourvues d’interactions avec d’autres cellules. Pour se rapprocher de la situation in 

vivo, il aurait fallu suivre la migration des cellules dans un modèle de tranches organotypiques 

de cervelets ex vivo dans lequel les NGC peuvent interagir avec leurs partenaires, notamment 

la glie de Bergmann, essentielle à la migration radiale dans la couche moléculaire (Edmondson 

and Hatten 1987). Cependant, cette technique est plus complexe à mettre en place et la plupart 

des molécules, comme le PACAP ou l’éthanol, qui agissent sur la migration dans les tranches 

semblent aussi avoir un effet sur les cellules issues de microexplants (Cameron et al. 2007 ; 

Kumada et al. 2010). 

Concernant la différenciation, la surexpression du gène de la nociceptine dans des lignées de 

neuroblastomes provoque une augmentation de la maturation de ces cellules (Saito et al. 1997). 

Une autre équipe a examiné les gènes induits par le traitement de cultures de neurones 

hippocampaux par le BDNF (Ring et al. 2006), lequel agit aussi comme agent pro-

différenciateur des cellules en grain (Segal et al. 1995). Un des gènes retrouvés surexprimés 

dans les neurones hippocampiques immatures exposés au BDNF est celui de la nociceptine, et 

l’ajout de nociceptine exogène induit la différenciation de ces cellules en augmentant à la fois 

le nombre, la longueur et les ramifications des neurites (Ring et al. 2006). La même équipe a 
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ensuite montré un effet inverse de la nociceptine sur des cellules matures (Alder et al. 2013), 

suggérant une action opposée du peptide en fonction du stade de maturité des neurones. C’est 

une particularité que nous avons aussi observé avec les cellules en grain puisque si la 

nociceptine agit sur les NGC immatures, elle n’exerce plus d’effet sur les cellules matures. Il 

semble donc que l’effet neurotrophique de ce peptide soit limité aux cellules immatures et donc 

à une fenêtre temporelle précise liée à la période de développement. Cette hypothèse est étayée 

par la diminution de l’expression des gènes du peptide et de son récepteur que nous avons 

mesurée au cours de la maturation des NGC en culture. Le mécanisme par lequel la nociceptine 

favorise la différenciation pourrait impliquer la voie de CREB et des MAP kinases retrouvée 

activée par le peptide dans des cultures de neuroblastomes (Kim et al. 2002 ; Fig. 23) et connue 

pour favoriser l’élongation neuritique dans des lignées cellulaires et la  maturation neuronale 

au cours du développement du cortex cérébral (Hu et al. 2015 ; Landeira et al. 2016). 

Quelques effets de la nociceptine sur la survie cellulaire ont aussi été décrits. Sur les neurones 

dopaminergiques, la nociceptine semble surtout avoir un effet pro-apoptotique. En effet,  

l’invalidation du gène du récepteur NOP dans un modèle de Parkinson diminue de moitié la 

mort des neurones dopaminergiques (Arcuri et al. 2016). Ce travail réalisé in vivo n’a pas 

recherché les voies impliquées dans l’effet neurotoxique de la nociceptine, mais une étude 

utilisant des cultures de neurones dopaminergiques montre que le peptide pourrait agir via la 

MAK kinase p38. En effet, le blocage de cette voie par le SB203580, supprime les effets de la 

nociceptine sur ces neurones (Collins et al. 2016). Peut-être en partie lié à ces effets sur la 

survie, un inhibiteur du récepteur NOP restaure partiellement les performances dans des tests 

comportementaux de rats modèles de la maladie de Parkinson (Marti 2005). La récupération 

des capacités motrices affectées suite à une lésion de la substance noire est similaire à celle 

retrouvée avec la Levodopa qui est l’agent classiquement utilisé pour traiter la maladie de 

Parkinson.  

Néanmoins, la nociceptine active aussi la phosphorylation de CREB et de ERK par une voie 

AMPc / PKA dépendante dans des cellules dopaminergiques SH-SY5Y (Kim et al. 2002). 

L’activation de ERK par la nociceptine est aussi retrouvée au niveau du noyau accumbens 

(Chen et al. 2002) et  dans des neurones corticaux en culture (Wang et al. 2010). Or, cette 

phosphorylation des MAP kinases ERK-1/2 est bien connue pour participer à l’effet 

neuroprotecteur de peptides comme le PACAP (Villalba et al. 1997 ; Fig. 23) ou l’ODN 

(Kaddour et al. 2013). Il n’est donc pas surprenant que nous ayons observé un effet protecteur 

de la nociceptine sur les NGC en culture qui passe par une diminution de l’activité des caspases 
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3/7. Comme pour le PACAP ou l’ODN, la nociceptine pourait agir en stimulant l’expression de 

la protéine anti-apoptotique Bcl-2 et en inhibant celle de Bax afin de préserver l’intégrité 

mitochondriale  (Falluel-Morel et al. 2004 ; Kaddour et al. 2013). En plus d’agir sur les NGC 

in vitro, des expériences préliminaires montrent que la nociceptine est aussi capable de réduire 

l’augmentation de l’activité des caspases 3/7 induite par l’éthanol in vivo.  

La littérature a aussi montré que l’homéostasie du potassium joue un rôle important dans la 

survie des NGC, puisque la privation de KCl dans le milieu de culture entraîne l’apoptose de la 

moitié des neurones au bout de 24 h (Hernández-Martínez et al. 2011). Agir sur les canaux 

potassiques comme peut le faire le PACAP sur les canaux voltage-dépendants est un moyen de 

favoriser la survie des NGC en culture (Castel et al. 2006). Comme le récepteur NOP est 

également capable de moduler l’ouverture des canaux potassiques GIRK (Connor et al. 1996 ; 

Vaughan et al. 1997) exprimés par les NGC (Mathie et al. 2003), la nociceptine pourrait exercer 

son effet neuroprotecteur par cette voie de transduction. De plus, l’activation de ces canaux 

potassiques entraîne une hyperpolarisation des neurones conduisant à une diminution de leur 

excitabilité qui peut être associée à une moindre sensibilité à l’excitotoxicité induite par le 

glutamate. Etant donné que le glutamate n’exerce un effet sur la survie que des NGC matures 

(Monti and Contestabile 2000 ; Amani et al. 2016) et participe à l’établissement de leurs 

synapses glutamatergiques avec les cellules de Purkinje, la nociceptine pourrait réduire la phase 

d’apoptose tardive impliquée dans l’élimination des NGC n’ayant pas établi de connexions 

(Lossi et al. 2002). Pour compléter cette possible intéraction entre la nociceptine et la voie 

glutamatergique, une étude récente montre que la nociceptine induit une augmentation dose-

dépendante de l’expression et de l’activité du transporteur GLAST dans des cultures 

d’astrocytes corticaux via la voie PI3K/AKT (Meyer et al. 2017), ce qui pourrait favoriser la 

recapture du neurotransmetteur par les astrocytes et ainsi limiter sa toxicité sur les NGC.  

L’ensemble de ces données suggère donc que l’effet neurotrophique de la nociceptine pourrait 

passer par une activation de la voie MAP kinase ERK, une inhibition de la voie p-38 in vitro 

et/ou une meilleure résistance à l’excitotoxicité du glutamate in vivo (Fig. 23). Au regard de 

nos résultats sur l’expression et la fonction de la nociceptine et de son récepteur ainsi que des 

données de la littérature, nous pensons que ce peptide pourrait agir sur les NGC arrivant dans 

la CGI pour favoriser leur survie en les protégeant contre l’excitotoxicité du glutamate et en 

activant une voie PKA / CREB / MAP kinase ERK aboutissant à une diminution de l’activité 

des caspases (Fig. 23). Par son action sur les MAP kinases, la nociceptine favoriserait aussi la 

différenciation des NGC pour leur permettre d’établir des connexions avec leur partenaires, 
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parmi lesquels les cellules de Purkinje. Ces effets neuroprotecteur et prodifférenciateur de la 

nociceptine pourraient protéger les NGC de la vague d’apoptose tardive chargée d’éliminer les 

cellules non ou mal intégrées dans le réseau neuronal du cortex cérébelleux.  

Figure 23 : Proposition de mécanismes cellulaires potentiellement impliqués dans  l'effet de la nociceptine 

sur la survie et la différenciation des neurones en grain. La fixation de la nociceptine sur son récepteur 

entraîne son couplage avec la protéine Gi/0. La sous-unité β/γ inhibe la phosphorylation de la MAP kinase p38 

ce qui lève son activation des caspases 3/7. La MAP kinase ERK est activée, favorisant la survie et la 

phophorylation du facteur CREB qui augmente la différenciation. Cette différenciation implique la mise en place 

de connexions avec les cellules de Purkinje, protégeant les neurones en grain de l’apoptose tardive. L’activation 

du récepteur de la nociceptine entraîne aussi la protection contre l’excitotoxicité via l’activation des canaux 

potassiques et l’expression du transporteur du glutamate GLAST par la glie de Bergmann 
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3. Découverte de nouveaux peptides 

3.1. Peptides issus de la Neuropeptide rat database 

 La réalisation du peptidome du cervelet au cours du développement a permis d’identifier 33 

peptides exprimés de façon récurrente. Parmi ces 33 peptides, 19 sont issus de précurseurs 

connus mais ne correspondent à aucun peptide biologiquement actif répertorié dans la 

littérature. Néanmoins ces 19 séquences ne semblent pas liées à un clivage aléatoire puisqu’elles 

sont flanquées d’acides aminés basiques, présentent une expression récurrente à  plusieurs 

stades de développement et sont issues de 5 précurseurs déjà riches en peptides connus pour 4 

d’entre eux. En effet, la chromogranine A (Fig. 24), la neurosecretory protein VGF, et les 

sécrétogranines 1 et 2 sont les précurseurs de nombreux peptides biologiquement actifs. 

Finalement, seule la sécrétogranine 3 ne présente encore aucun peptide décrit.  

 Les doublets basiques entourant les séquences de nouveaux peptides potentiels que nous avons 

identifiés pourraient être des sites de clivage par des PCs, les enzymes impliquées dans la 

biosynthèse des peptides. Ces doublets basiques jouent un rôle essentiel dans la maturation des 

peptides puisque l’invalidation chez des souris du gène de la PC 1/3 entraîne une diminution 

du clivage en N- et C-terminal des fragments  chromogranine A [372-380] et sécrétogranine 1 

[435-451],  [585-594] et [597-611] (Wardman et al. 2010). Parmi les 6 fragments issus du VGF 

que nous avons retrouvés dans nos échantillons, l’un d’entre eux est régulé au cours du 

développement. Nous avons testé ce fragment [353-372] du VGF sur la survie des NGC en 

culture sans pouvoir mettre en évidence d’effet. Ce peptide pourrait cependant agir sur d’autres 

processus cellulaires comme c’est le cas du TLPQ-62, un autre peptide de 62 aides aminés issu 

du VGF, qui augmente la prolifération des progéniteurs neuraux de l’hippocampe (Thakker-

Varia et al. 2014). Certaines de ces 6 séquences du VGF ont déjà été identifiées dans la 

COOHNH2

1 463

PS β-granine pancreast. WE cat. GE serp.

19 146 281 332 361
374

385
405
408 426

438

K375 R376

R392 R407R406

R394

1 2

Figure 24 : Structure de la chromogranine A et localisation de ses peptides. La majorité des peptides issus 

de la chromogranine A est située en C-terminal de la protéine. En gris les peptides connus, en bleu les peptides 

identifiés par spectrométrie de masse. 1 : chromogranine A [377-391] ; 2 : chromogranine A [395-405] ; cat : 

catestatine ; GE : GE 44 ; pacreastat : pancreastatine ; PS : peptide signal ; serp : serpinine ; WE : WE-14. 
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littérature, comme le peptide [24-63] (Lee et al. 2010), le peptide [180-209], désigné sous le 

nom de neuroendocrine regulatory peptide-3 (NERP-3) ou NAPPE-19 ou le peptide [488-507] 

appelé NERP-4 ou AQEE-30 (Sasaki et al. 2010). Ces 2 derniers peptides ont été découverts 

en utilisant la spectrométrie de masse pour identifier les peptides relargués par exocytose dans 

des cultures cellulaires et sont capables d’induire une réponse calcique transitoire dans du tissu 

hypothalamique et hypophysaire (Sasaki et al. 2010). Le peptide NAPPE-19 provoque aussi le 

relargage de la vasopressine au niveau de l’hypophyse antérieure (Fujihara et al. 2012). Le 

peptide AQEE-30, quant à lui favorise la survie des neurones striataux en culture (Noda et al. 

2015). Il apparaît donc que si certaines des 19 séquences peptidiques issues de précurseurs 

connus présentent une activité biologique, pour la plupart d’entre elles aucune fonction n’a été 

rapportée à ce jour et devrait donc être maintenant recherchée. 

3.2. Peptides issus du séquençage de novo 

La découverte de nouveaux neuropeptides potentiels au sein de précurseurs connus, nous a 

poussés à nous interroger sur la présence éventuelle de peptides totalement inconnus dans le 

cervelet en développement. Pour essayer de répondre à cette question, nous avons utilisé une 

approche par séquençage de novo afin d’identifier tous les peptides présents dans nos 

échantillons. Parmi les 19 000 séquences n’appartenant pas à des protéines connues chez le rat, 

seules 17 sont retrouvées de façon récurrente au sein des échantillons. Même lorsque le seuil 

de récurrence est abaissé à 5 fois sur 10 (au lieu de 7 fois sur 10), le nombre de séquences ne 

dépasse pas 60. Ce faible nombre implique que la quasi-totalité des séquences ne sont pas 

répétées, et pourraient donc provenir de produits de dégradation aléatoire de protéines. 

Cependant, nous avons observé que certaines séquences sont présentes sous plusieurs formes. 

Cette variabilité est communément rencontrée lors de séquençage de novo et est due à l’erreur 

expérimentale de masse qui entraîne parfois l’inversion de 2 acides aminés en début ou fin de 

séquence, là où le séquençage par MS/MS est le moins précis (Muth and Renard 2017). Il peut 

également s’agir d’un acide aminé modifié dont la masse est très proche d’un autre acide aminé. 

Ce cas a été observé pour l’une des 17 séquences retrouvées de façon récurrente où l’asparagine 

acétylée possède une masse très proche de celle du couple glycine-valine. Ces erreurs de 

séquençage nécessitent une vérification manuelle très longue mais dans le cadre d’une analyse 

informatique automatisée augmentent de façon erronée la diversité des séquences et diminuent 

donc en conséquence le nombre de séquences récurrentes. A ce stade de notre analyse, les 

séquences qui apparaissent régulées au cours du développement ont été identifiées comme des 
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fragments de protéines chez différentes espèces, il s’agit maintenant de savoir si ce sont 

simplement des produits de dégradation de protéines, ou si certaines pourraient finalement 

correspondre à des peptides bioactifs. Pour essayer de répondre à cette question il est possible 

de s’intéresser à la régulation de ces protéines et à leur rôle éventuel au cours du développement. 

La zinc finger protein 804A dont est issue la séquence LEDLKTE est fortement exprimée au 

moment de la naissance dans l’hippocampe, en particulier au niveau des cônes de croissance 

des neurites (Hinna et al. 2015). De plus, cette protéine favorise l’expression de gènes impliqués 

dans l’adhésion cellulaire ce qui suggère qu’elle pourrait promouvoir la différenciation, la 

synaptogenèse et/ou la migration neuronale (Hill et al. 2012). Les protéines dont sont issues les 

5 autres séquences ne semblent pas impliquées dans le développement. Afin de déterminer si 

ces séquences pourraient correspondre à des peptides bioactifs, plusieurs stratégies sont 

possibles comme l’alignement évolutif ou la recherche de caractéristiques de séquences. 

L’alignement évolutif peut se faire à partir de la séquence peptidique ou génomique afin 

d’identifier les régions les plus conservées au cours de l’évolution qui sont les plus susceptibles 

d’exercer une fonction biologique. Cette méthode a été utilisée pour réaliser le peptidome d’une 

espèce de termite et a permis d’identifier 163 peptides prédits dont la séquence est très proche 

de peptides connus chez d’autres espèces d’arthropodes (Christie 2015). Certaines catégories 

de peptides présentent des caractéristiques précises au niveau de leur hydrophobicité, de leur 

charge et de leur conformation. C’est le cas des peptides antimicrobiens qui peuvent donc être 

recherchés sur la base de ces critères. Pour cela, des équipes utilisent des outils bioinformatiques 

puissants comme le machine learning qui permet d’entraîner un algorithme à reconnaître ces 

caractéristiques avant de l’appliquer sur un jeu de données (Vishnepolsky and Pirtskhalava 

2014 ; Speck-Planche et al. 2016). Cette méthode est également applicable à la recherche de 

peptides avec un domaine d’interaction avec une protéine, un site de reconnaissance pour une 

enzyme ou un motif pouvant subir une modification post-traductionnelle (Zatylny-Gaudin et 

al. 2016). Malgré l’utilité de ces techniques pour sélectionner les séquences présentant le plus 

de probabilité d’être des peptides bioactifs, la recherche d’une activité par des expériences in 

vitro ou in vivo, est une étape de validation indispensable. 

Après une période d’intense découverte de neuropeptides dans les années 80 et 90, le nombre 

de neuropeptides caractérisés au cours de ces dernières annéesa sensiblement décru (Fig. 25). 

Cela pourrait être dû au fait que la grande majorité des peptides bioactifs présentant des critères 

classiques (issus de précurseurs par clivage enzymatiques, sécrétés par la voie régulée, agissant 

via un récepteur…) ont déjà été découverts. Il faudrait donc chercher du côté des séquences 
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moins conventionnelles comme c’est le cas par exemple de l’ODN. En effet, l’ODN présente 

plusieurs spécificités parmi lesquelles la présence d’une lysine en C-terminal et l’absence de 

peptide signal au niveau de son précurseur l’acyl-CoA-binding protein à l’origine d’une 

sécrétion par une voie non conventionnelle qui pourrait être de type autophagique (Loomis et 

al. 2010). Très récemment, un nouveau type de peptides a aussi été découvert appelés les 

micropeptides. Cette avancée a été réalisée en montrant que des ARNs que l’on pensait jusque 

là non-codants, sont non seulement très conservés au cours de l’évolution mais aussi régulés 

par des facteurs de transcription (Guttman et al. 2009). Il a ensuite été montré que ces ARNs 

proviennent de petits cadres de lecture ouverts n’ayant pas été considérés comme des gènes en 

raison de leur taille mais présents et conservés par centaines dans le génome de l’Homme et 

d’espèces modèles (Ladoukakis et al. 2011 ; Mackowiak et al. 2015). Enfin, les séquences 

issues de la traduction de ces ARNs ont été identifiées par spectrométrie de masse (Slavoff et 

al. 2013) et certaines présentent un effet biologique sur le développement ou l’activité 

transcriptionnelle (Kondo et al. 2007, 2010 ; Chng et al. 2013). Ces quelques exemples 

montrent que la recherche de nouveaux neuropeptides ne doit plus se limiter à l’étude des 

formes classiques mais doit également prêter attention à des séquences moins conventionnelles 

qui pourraient se révéler biologiquement actives.  

 

 

Figure 25 : Evolution du nombre de neuropeptides découverts depuis 1900. . Les 

neuropeptides et leurs dates de découvertes sont issus du Handbook of biologically active 

peptides seconde éditionpubliée par AJ. Kastin en  2013 (Academic press). 
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L’ensemble des travaux présentés dans cette thèse contribue à la compréhension de 

l’implication des peptides dans la mise en place du cortex cérébelleux, et plus particulièrement 

au rôle de la nociceptine. 

Les peptides impliqués dans le développement du cervelet étant souvent surexprimés pendant 

cette phase de développement, une identification et une quantification de ces peptides a été 

réalisée par spectrométrie de masse, à partir d’une base de données de tous les neuropeptides et 

précurseurs de neuropeptides que nous avons pu identifier. Cela nous a permis de mettre en 

évidence que, parmi les 33 neuropeptides exprimés de façon récurrente dans le cervelet de rat, 

4 présentent un profil d’expression particulier avec une forte expression pendant le 

développement mais qui diminue ensuite à l’âge adulte. Cependant, en raison d’une très faible 

concentration en protéines par rapport au stade adulte, nous n’avons pas pu analyser le stade 

P1. Dans le but de quantifier les peptides exprimés à ce stade précoce du développement, nous 

prévoyons d’analyser ces échantillons en prenant comme référence le stade P8 qui, moins 

concentré en protéines que P90, permettra une normalisation plus facile avec les échantillons 

provenant des rats nouveaux nés. Si la quantité de peptides reste trop faible pour une détection 

dans ce milieu complexe, nous pourrons cibler spécifiquement les peptides que nous avons 

trouvés exprimés par targeted MS/MS. Parmi les 4 peptides identifiés comme différentiellement 

exprimés au cours du développement, nous avons choisi d’étudier l’implication de la 

nociceptine dans la mise en place des neurones en grain du cervelet. 

Pour confirmer les résultats obtenus par spectrométrie de masse, l’expression des gènes de la 

nociceptine et de son récepteur ont été mesurés dans le cervelet au cours du développement. 

Ces 2 gènes présentent une expression transitoire avec une fenêtre temporelle commune, qu’il 

conviendra d’affiner en augmentant le nombre de stades étudiés. Afin d’identifier le type 

cellulaire et le lieu d’expression de ces gènes, des expériences de microdissection ont été 

conduites et ont montré qu’ils sont retrouvés majoritairement dans la couche granulaire interne. 

De plus, le gène de la nociceptine et de son récepteur sont exprimés par les neurones en grain 

du cervelet qui constituent les cellules majoritaires de cette couche. Afin de renforcer ces 

résultats, nous réaliserons un marquage de la nociceptine et de son récepteur par 

immunohistochimie, ce qui nous permettra de situer précisément leurs lieux d’expression. 

La nociceptine augmente la survie et la différenciation des neurones en grain en culture mais 

n’agit pas sur leur migration. Les 2 premiers paramètres étant très liés au cours du 

développement, il est possible que l’effet de la nociceptine sur la survie soit à la fois direct en 
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protégeant les neurones lors de leur arrivée dans la couche granulaire interne du cortex, mais 

aussi indirect, puisque favoriser la différenciation neuronale permet aux cellules de mieux 

résister à la phase d’apoptose tardive. Afin de caractériser les voies intracellulaires impliquées 

dans ces processus, nous commencerons par mesurer l’activation ou l’inhibition de différents 

seconds messagers par la nociceptine, avant d’utiliser des inhibiteurs spécifiques des voies 

activées dont en particulièrement les MAP kinases p-38 et ERK qui sont, selon la littérature, 

les plus susceptibles de médier les effets neurotrophiques de la nociceptines. Les expériences 

préliminaires réalisées in vivo montrent que le peptide est capable de réduire l’activité des 

caspases 3/7 induite par une injection d’éthanol. Afin de confirmer ces premiers résultats, nous 

mesurerons l’expression des gènes de ces caspases ainsi que ceux d’autres protéines impliquées 

dans la cascade apoptotique tels que Bax et Bcl-2. Nous examinerons ensuite l’histologie du 

cortex cérébelleux après injection d’éthanol et/ou de nociceptine afin d’en observer l’effet 

potentiel sur l’épaisseur des différentes couches cellulaires. Enfin, nous prévoyons de réaliser 

des tests comportementaux sur les ratons comme le test de géotaxie négative ou de 

retournement, pour évaluer l’impact de ces injections sur le fonctionnement du cervelet. En plus 

des administrations de nociceptine, nous pourrons aussi évaluer le rôle endogène de la 

nociceptine en utilisant des animaux chez qui le précurseur du peptide ou le récepteur ont été 

invalidés (Sakoori and Murphy 2010).  

La réalisation du peptidome du cervelet en développement nous a conduis à identifier 19 

séquences issues de précurseurs connus et présentant les caractéristiques de neuropeptides tels 

que la présence à l’extrémité de leurs séquences de sites de clivage par les prohormones 

convertases. Ces peptides ne possédant aucune activité connue dans la littérature, il sera 

intéressant d’étudier leurs effets potentiels sur la migration, la différenciation et/ou la survie 

des neurones en grain. Afin de réduire le nombre de ces séquences à 2 ou 3 peptides 

synthétisables, nous réaliserons des alignements évolutifs pour mesurer leur degré de 

conservation et nous chercherons dans ces séquences la présence de motifs pouvant être 

reconnus par des prohormones convertases ou d’acides aminés pouvant être modifiés comme 

l’amidation C-terminale. En plus de ces peptides potentiels, le séquençage de novo nous a 

permis d’identifier  des peptides dont l’expression est récurrente au sein du cervelet. Parmi les 

17 séquences, 6 présentent un profil d’expression suggérant leur implication dans le 

développement. Après interrogation d’une base de données de protéines de mammifères, nous 

avons pu déterminer que ces 6 peptides régulés codent pour des protéines, excluant l’hypothèse 

de peptides totalement nouveaux. A ce stade nous effectuerons les mêmes vérifications que 
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pour les 19 séquences issues du peptidome, afin de déterminer si néanmoins ces séquences ne 

pourraient pas correspondre à des peptides bioactifs originaires de précurseurs connus, ou s’il 

s’agit de produits de dégradation des protéines. Dans ce dernier cas, cela pourrait signifier que 

ces protéines, présentes de façon récurrente et régulée au cours du développement, pourraient 

avoir un rôle dans la mise en place du cortex cérébelleux. 
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