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Abstract

Maternal alcohol consumption during pregnancy can cause serious birth defects leading
to fetal alcohol syndrome (FAS). FAS is characterized among others by irreversible
craniofacial abnormalities and atrophy of the developing brain, and leads to persistent
functional deficits at adulthood. Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP)
exerts neurotrophic and neuroprotective properties in several cellular and animal models. As
PACAP and its receptors are already present in the developing brain it suggests that this

peptide could be protective in a model of prenatal ethanol exposure.

Thus, the first part of this work consisted in evaluating the protective effect of
endogenous and exogenous PACAP in a FAS model. Animal monitoring indicated that
PACAP injections significantly reduced mortality and abortion rate in alcoholic pregnant
mice. Morphological evaluation showed that embryos exposed in utero to daily ethanol
injections had reduced body and brain size, and that this effect was partially blocked by
intrauterine injections of PACAP. In the cerebral cortex, ethanol decreased the number of
neurons, of activated glial cells and of disorganized blood vessels. This implies a very strong
decrease in the expression of trophic factors, an increase in the level of oxygen species level
and an activation of key apoptotic factors. Co-treatment of animals exposed to alcohol with
PACAP partially reduced the atrophy of E18 embryos. While PACAP only reduced the
thinning of the brain cortical layers, it blocked glial reactivity and protected micro-vessels
disorganization induced by ethanol. This may come from the ability of PACAP to promote the
expression of neurotrophic factors such as GDNF, FGF or VEGFa, to stop the oxidation of
cellular constituents and to block the apoptotic cascade. We have also observed that ethanol
very strongly repressed the expression of the PACAPergic system during embryonic
development. Our hypothesis is that ethanol acts through activation of transcription factors
such as Spl. This strong decrease in the expression of PACAP, VIP and their 3 receptors
could also explain part of the toxic effects of ethanol since brains from PACAP KO animals
are less resistant than those from wild type animals. In addition, the injection of PACAP to
alcoholic animals restored the expression of all the transcripts of the PACAPergic system
excepted the one of VPACL. These results probably explain the powerful antioxidant and
antiapoptotic action of PACAP and its lack of effect on the inflammatory response.

The second part of my work investigated the beneficial effects at adulthood of these
PACAP treatments in our FAS model. Results show that brain cells from P30 animals

exposed to ethanol and treated with PACAP during the embryonic period exhibit resistance to



further stress compared to cells from animals only exposed to alcohol. This is accompanied by
an inhibition of the high levels of oxidative stress found in the brains of animals exposed in
utero to ethanol. At adulthood, these mice having suffered from prenatal ethanol exposure
appear anxious and exhibit locomotor disorders which are significantly reduced in PACAP
co-treated animals.

Altogether, these data show that PACAP could be a biomarker for the detection of
children with FAS and/or a powerful therapeutic agent to limit victims of prenatal ethanol
exposure further developmental brain alterations, as well as of the secondary lesions observed
in case of a new stress of the neurons at adulthood.



Résumé étendu

L’exposition a 1’alcool pendant la vie embryonnaire peut provoquer un retard de
croissance, des malformations congénitales, une dysmorphie cranio-faciale et/ou des lésions
cérébrales, qui se traduisent a I’age adulte par des déficits cognitifs et comportementaux. Ces
déficiences irréversibles causées par une consommation excessive d’alcool pendant la
grossesse conduisent a ce que I’on appelle communément le syndrome d’alcoolisation feetale
ou SAF.

Le pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP), est un neuropeptide
découvert initialement pour sa capacité a stimuler la formation d’adénosine monophosphate
cyclique (AMPc) dans des cellules hypophysaires de rat en culture. Impliqué dans la
régulation de nombreux processus physiologiques, ce neuropeptide exerce son action via
l'activation de trois récepteurs couplés aux protéines G denommés respectivement PACL,
VPACL et VPAC2. Le PACAP est doté de multiples actions physiologiques aussi bien sur le
systéme nerveux central que sur les systemes respiratoire, cardiovasculaire, digestif,
immunitaire, reproducteur, etc. Le PACAP est principalement connu pour ses effets pro-
différenciateurs et anti-apoptotiques sur divers types cellulaires de méme que dans plusieurs
modeles in vitro et in vivo. Ce peptide est également capable de traverser la barriere hémato-
encéphalique (BHE) pour ensuite aller au niveau du cerveau exercer ses propriétés
neurotrophiques et neuroprotectrices permettant le contrdle de la prolifération, de la
différenciation, de la migration et de la survie des cellules nerveuses. Le PACAP agit en
exercant, entre autres, une action anti-oxydante, anti-inflammatoire et anti-apoptotique. Ce
peptide apparait donc comme un candidat prometteur pour le traitement de diverses atteintes
cérébrales multifactorielles telles qu’une exposition prénatale a I’alcool. Néanmoins, la
capacité du PACAP a enrayer les dommages provoqués par une exposition in utero a
I’éthanol sur le développement cérébral n’avait jamais été investiguée auparavant.

La premiére partie de mon travail a consisté a évaluer I’effet protecteur du PACAP
endogene et exogéne dans un modele de SAF. Pour cela, un modéle murin de SAF a été
développé chez la souris gestante qui a recu une injection quotidienne d’éthanol en intra-
péritonéal (1,5 g/kg) pour exposer les feetus a ’alcool du jour embryonnaire 7 (E7) au jour
E18. En paralléle de cela, certains animaux ont aussi recu des administrations intra-utérines
quotidiennes de PACAP (5 ug/10 pl) de E9 a E18.

Un suivi des animaux indique que les injections de PACAP réduit fortement la mortalité

et le taux d’avortement chez les animaux alcoolisés. Une évaluation morphologique montre



que les embryons exposés in utero a 1’éthanol présentent une taille corporelle et cérébrale
réduite et que cet effet est partiellement bloqué par des injections intra-utérines de PACAP.
Au niveau cellulaire, on constate que I’éthanol diminue le nombre de neurones dans les
couches corticales, rend les cellules gliales réactives et désorganise la structuration des
vaisseaux. Ceci implique une diminution trés forte de 1’expression de facteurs trophiques
comme le GDNF, le TGF, le VEGFa ou I'IGF, une forte augmentation du niveau d’espéces
réactives de I’oxygene et des marqueurs de stress oxydatif et une activation de facteurs clés de
I’apoptose comme la caspase-3. Le co-traitement des animaux exposés a 1’alcool avec du
PACAP réduit partiellement I’atrophie des embryons a E18. Si le PACAP n’a qu’un effet
partiel sur la diminution de 1’épaisseur des couches corticales au niveau du cerveau, il réduit
la réactivité gliale et protége les microvaisseaux de la désorganisation des micovaisseaux
induites par une exposition a 1’éthanol in utero. Ceci peut s’expliquer par la capacité du
PACAP a promouvoir I’expression de certains facteurs neurotrophiques comme le GDNF, le
FGF ou le VEGFa, a enrayer I’oxydation des constituants cellulaires comme les lipides, les
protéines ou I’ADN, et a bloquer la cascade apoptotique en stimulant I’expression de Bel-2 et
en inhibant celle des caspases-9 et -3. Nous avons aussi observé que I’éthanol réprime trés
fortement I’expression du systeme PACAPergique durant le développement embryonnaire.
Notre hypothése est que 1’é¢thanol inhibe 1’expression du gene du PACAP via une action sur
des facteurs de transcription tels que Sp1, présent sur le promoteur du PACAP. Cette trés forte
diminution de I’expression du PACAP, du VIP et de leurs 3 récepteurs pourrait aussi
expliquer une partie des effets toxiques de I’éthanol puisque les expériences réalisées avec des
animaux PACAP KO montrent que le PACAP endogene exerce un effet neuroprotecteur tres
puissant chez les animaux exposés a 1’alcool (1 g/kg d’éthanol quotidiennement de E7 a E18)
in utero. De plus, I’injection de PACAP aux animaux alcoolisés restaure I’expression de tous
les transcrits du systéme PACAPergique a ’exception du VPACL. Ces résultats expliquent
probablement I’effet anti-oxydant et anti-apoptotique tres puissant du PACAP et son absence
d’effet sur les acteurs de la réponse inflammatoire.

La seconde partie de mon travail a consisté a etudier les effets bénéfiques a I’age adulte
de ces traitements au PACAP dans notre modele de SAF. Les résultats montrent que les
cellules du cerveau d’animaux P30 exposés a I’éthanol et traités au PACAP pendant la
période embryonnaire présentent une résistance en cas de nouveau stress a 1’age adulte
comparées aux cellules d’animaux seulement exposés a 1’alcool. Ceci s’accompagne d’une
inhibition des niveaux ¢élevés de stress oxydatifs que 1’on retrouve dans le cerveau des

animaux exposes in utero a I’éthanol. De plus, & I’age adulte, ces Souris ayant souffert d’une



exposition prénatale a I’éthanol apparaissent anxieuses et présentent des troubles locomoteurs

qui se trouvent significativement réduits lorsque les animaux ont egalement recu du PACAP.

L’ensemble de ces données, concernant les effets du PACAP dans un modéle de SAF,
montre que ce peptide pourrait &tre un biomarqueur pour détecter les enfants atteints de SAF
et/ou un agent thérapeutique puissant pour limiter les altérations développementales du
cerveau ainsi que les Iésions secondaires observées en cas de nouvelle agression des neurones,

chez les personnes victimes d’une exposition prénatale a 1’alcool.
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1. Morphogenése cérébrale

1.1.Gastrulation

Au stade embryonnaire (E) E3,5, une fente se constitue dans la masse cellulaire, qui
sera a ’origine du blastocoele. Le blastocoele est une cavité¢ remplie de liquide qui se forme a
Iintérieur de I’embryon. Il résulte de la segmentation (les mitoses successives créant un
espace) et de la production de liquide par les cellules. L’embryon devient alors un blastocyste
(Rivera-Pérez and Hadjantonakis, 2014; Snow, 1977).

Vers E4,5, I’embryon adhere a I’épithélium utérin. A ce stade, I’embryon est constitué
de deux types de cellules : des cellules totipotentes qui constituent la masse cellulaire interne
(MCI)(Rivera-Pérez and Hadjantonakis, 2014; Snow, 1977) et le reste des cellules qui forme
une couche monocellulaire enveloppant tout 1’embryon appelée trophectoderme (Kerszberg
and Wolpert, 2007; Rivera-Pérez and Hadjantonakis, 2014; Snow, 1977). Une partie du
trophoblaste participera a la formation d’une portion du placenta embryonnaire pendant que
I’autre donnera naissance a I’embryon. La distinction de ces deux parties suite a la
segmentation est une caractéristique du développement embryonnaire des Mammiferes
(Kerszberg and Wolpert, 2007).

Entre E3,5 et E4,5 (Figure 1A), la MCI se divise en deux régions. D’une part, le feuillet
de surface en contact avec le blastocoele devient ’endoderme primitif, qui participera a la
constitution des annexes embryonnaires (vitellus, amnios et allantoide). D’autre part, le reste
de la MCI devient I’ectoderme primitif ou épiblaste, a I’origine des tissus embryonnaires.
Tout ce qui entoure ces deux régions forme a partir du trophoblaste, le trophectoderme polaire
qui devient ensuite trophectoderme mural.

A E4.5, I’implantation de ’embryon se fait dans la paroi de I'utérus. A ES5,5, les cellules du
trophectoderme mural subissent des endomitoses pour donner naissance aux cellules géantes
du trophoblaste qui envahissent 1’utérus pendant I’implantation. Le trophectoderme polaire en
contact avec 1’épiblaste (Epi) forme les tissus extra-embryonnaires, i.e, le cbéne
ectoplacentaire et ’ectoderme extra-embryonnaire (Figure 1B). Le cone ectoplacentaire est
une structure caractéristique de I’embryon de souris, qui résulte de la fusion de certaines
cellules du trophectoderme polaire. Certaines cellules de ’endoderme primitif migrent pour
couvrir complétement la surface interne du trophectoderme mural et créer I’endoderme
pariétal. Les cellules de I’endoderme primitif restantes forment 1’endoderme viscéral (Figure
1B). L’épiblaste s’allonge et développe une cavité interne appelée la cavité pro-amniotique, a

partir de laquelle se développera le futur embryon.
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Figure 1 : Représentation schématique des différentes étapes de la gastrulation chez la
souris.

Avant I’implantation, entre E3,5 et E4,5, la masse cellulaire interne (MCI) se divise en deux
régions : I’épiblaste et I’endoderme primitif. Ces deux régions constituent le trophectoderme
polaire. Les cellules recouvrant le blastoceele constituent le trophectoderme. B. Aprés
I’implantation, les cellules du trophectoderme en contact avec I’épiblaste forment les tissus
extra-embryonnaires et le cone ectoplacental ainsi que 1’ectoderme extra-embryonnaire, qui
sera a l'origine du placenta. Les cellules du trophectoderme mural deviennent les cellules
géantes du trophectoderme. C. L’épiblaste s’allonge et développe une cavité interne en forme
de U, appelée la cavité pro-amniotique. L’embryon prend une forme cylindre et est alors
appelé « ovocylindre ». D. Le début de la gastrulation est marqué par I’apparition de la ligne
primitive dans la partie postérieure de 1’épiblaste. E. Le début de la gastrulation commence
avec I’apparition de la ligne primitive dans la partie postérieure de ’embryon. F. Des cellules
migrent via la ligne primitive, formant ainsi un nouveau feuillet : le mésoderme.
Abréviations : CGT : cellules géantes du trophoblaste ; ECD : ectoderme ; Epi : épiblaste ;
EP : endoderme primitif.
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A E6 (Figure 1C), la structure cylindrique contenant a la fois 1’épiblaste et les tissus
extra-embryonnaires dérivant du trophectoderme polaire donne ce que I'on appelle
I’ovocylindre.

Les premiers signes marquant le début de la gastrulation sont visibles a E6,5 avec
I’apparition de la ligne primitive dans la région postérieure de I’embryon (Figure 1D). Cette
ligne est initiée par un épaississement localis¢ de I’épiblaste ; c’est le futur pole postérieur de
I’embryon. Une condensation de cellules, forme le nceud qui devient discernable a I’extrémité
antérieure de la ligne primitive. Vers E7,5 (Figure 1E), les cellules épiblastiques convergent
vers la ligne primitive. Ces cellules en prolifération migrent via la ligne primitive afin de se
répandre latéralement et antérieurement entre 1’ectoderme et I’endoderme viscéral, pour
former un feuillet mésodermique (Kerszberg and Wolpert, 2007). La prolifération cellulaire se
poursuit tout au long de la gastrulation et la région de I’embryon située antérieurement par
rapport au nceud croit rapidement en taille (Wolpert, 1992). A E7, certaines cellules dérivées
de I’épiblaste traversent le mésoderme et entrent dans I’endoderme viscéral. Elles remplacent
progressivement ce dernier pour former ’endoderme embryonnaire définitif a I’extérieur du
cylindre, qui constituera la partie ventrale de ’embryon (Kerszberg and Wolpert, 2007). Les
cellules migrant antérieurement par rapport au noeud forment la notochorde (Figure 1E),
tandis que les cellules mésodermiques de la région environnante migrent antérieurement pour
former les somites. La prolifération cellulaire se poursuit tout au long de la gastrulation et la
région de ’embryon située antérieurement par rapport au nceud croit rapidement en taille. Le
nceud constitue finalement un centre de cellules souches qui donnera naissance a la queue.
Tandis que la notochorde constitue ’axe médian de I’embryon et joue un role important dans

la prochaine étape du développement neural.

1.2.Neurulation

La neurulation permet ensuite la formation du tube neural et de la créte neurale. Le tube
neural va donner naissance au systeme nerveux central (SNC : cerveau et moelle épiniere) et
les crétes neurales vont donner naissance au systeme nerveux périphérique (SNP : nerfs,
ganglions, systéme sympathique et parasympathique). Vers le stade E8,5 le systeme nerveux
(SN) s’individualise a partir de la région dorsale de I’ectoderme pour former la plaque
neurale, sous I’influence des protéines issues du mésoderme (notochorde). Cette structure peut
contenir jusqu’a 50% de 1’ectoderme (Figure 2A). La formation de la plague neurale nécessite
une phase d’induction, au cours de laquelle les cellules du feuillet ectodermique de ’embryon

recoivent des signaux provenant des tissus adjacents, en particulier du mésoderme, puis elle se
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poursuit sous 1’action de mouvements morphogénétiques (Figure 2B). Les bords de la plaque
neurale s’épaississent et s’élévent pour former les plis neuraux nommes bourrelets neuraux,
qui apres fusion, forment le tube neural (Figure 2C). Ensuite, la plaque neurale s’incurve et
une gouttiere neurale en forme de U apparait dans le centre de la plague (Gordon,
2009)(Figure 2D). A Tl’intérieur du tube neural, les progéniteurs neuraux vont proliférer, se
différencier et donner différents types cellulaires. Au moment de la fermeture du tube neural,
certaines cellules se détachent des bourrelets latéraux et forment les cellules des crétes
neurales situées dans la partie dorsale du tube neural (Figure 2E)(Colas and Schoenwolf,
2001). La gastrulation et la neurulation sont achevées vers E9 (Figure 2F). Un processus de
retournement complexe survient également a ce stade, au cours duquel I’embryon se retrouve

replié sur sa partie ventrale alors qu’il était auparavant replié sur sa partie dorsale.

A

Plaque neurale

Ectoderme neural ;

S

Formation de la plaque neurale

C

Ectoderme
Somi(y\ ;‘
w

Notochorde
Convergence des plis neuraux

E
Tube neural
4 »

Fermeture du tube neural

Figure 2
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1.3.0rganogenese

La premiere manifestation visible de la régionalisation du SNC est la formation le long
de I’axe antéro-postérieur de vésicules céphaliques (Figure 3). Entre les stades E8 et E9, la
partie antérieure du tube neural se divise en 3 vésicules primaires, le prosencéphale
(encéphale antérieur), le mésencéphale (encéphale moyen), et le rhombencéphale (encéphale
postérieur) (Figure 3A, 3B), alors que la moelle épiniére se différencie a partir de la partie
postérieure du tube. Ces vésicules primaires vont donner naissance aux 5 veésicules
représentatives de 1’encéphale des vertébrés que sont le télencéphale et le diencéphale
(dérivés du prosencéphale), le mésencéphale, le métencéphale et le myélencéphale (dérivés du
rhombencéphale) (Figure 3C, 3D). Enfin, elles donneront respectivement naissance au cortex,
au thalamus/hypothalamus, au tronc cérébral, au pont/cervelet et a la moelle allongée suite a

la diversification neuronale.

/ Mésencéphale _ Prosencéphale

Mésencéphale

Proser;céphale
Rhombencéphale

/
Rhombencéphale

Lame terminale
|

Mésencéphale

Télencéphale

- Télencéphale

Diencéphale
— Mésencéphale

Diencéphaie Métencéph/ale — Métencéphale

Myélencéphale ~ Myélencéphale

Figure 3 : Représentation des grandes structures du cerveau.

A.Schéma des trois vésicules primaires issues du tube neural antérieur. B. Description du
stade a 3 vésicules. C. Enroulement du télencéphale. D. Description du stade a 5 vésicules.

De chaque cété du tube neural restant, le mésoderme s'épaissit et se subdivise en
structures appelées somites, les précurseurs anatomiques des vertébres. Le tube neural dans la
région des somites formera quant a lui la future moelle épiniére (Wolpert et al., 2015). Sur la

face dorsale du tube neural va apparaitre une excroissance appelée créte neurale et qui sera a
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l'origine du SNP. Ensuite, la créte neurale se détachera du tube pour former les ganglions
sensitifs et autonomes de la racine dorsale, i.e. les nerfs craniens et périphériques et les
cellules de Schwann. Finalement, il y aura formation des méninges, une structure composée
de trois enveloppes (pie-mére, arachnoide et dure-mere) et du liquide cérébro-spinal (Rice and
Barone, 2000).

1.4. Neurogeneése et role de la glie radiaire

La neurogenése est définie comme 1’ensemble des mécanismes qui conduisent a la
formation, a partir des précurseurs neuronaux de la zone germinative périventriculaire, de
neurones fonctionnels intégrés dans un circuit neuronal au sein du SN mature. La neurogenése
débute dans I’ensemble du neuroectoderme des la cinquiéme semaine du développement
embryonnaire chez ’'Homme et a E10 chez le rat. Elle se prolonge jusqu’aux premiéres
semaines apres la naissance dans certaines structures (Bonfanti et al., 2013). La neurogenese
implique la participation de plusieurs types cellulaires (Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009;
Redmond et al., 2019) et correspond a un processus dynamique qui se déroule en plusieurs
étapes, incluant les phases de prolifération, de migration, de différenciation neuronale, de
mort cellulaire et d’intégration synaptique.

Les cellules souches neuroépithéliales ont la capacité de s’autorenouveler, de proliférer
par divisions symétriques (donnant deux cellules précurseurs de neurones), puis de se
différencier en neuroblastes par divisions asymétriques (donnant une cellule précurseur de
neurone et un neurone post-mitotique). Selon leur emplacement dans le tube neural, les
neuroblastes ne donneront pas les mémes types de neurones. En effet, les neuroblastes sont
essentiellement formés dans la zone ventriculaire (ZV) contenant des cellules souches
neurales, et dans la zone sous-ventriculaire (SVZ) contenant des progéniteurs neuronaux
intermédiaires, générés principalement par la glie radiaire (Miyata, 2004; Noctor et al., 2004).
Les cellules gliales radiaires sont des cellules polarisées qui présentent un corps cellulaire
dans la zone ventriculaire, un contact avec le systéme ventriculaire au travers d’un Ccil
primaire et étendent un long prolongement vers la surface apicale du tissu nerveux. Pendant la
période de neurogenese (a partir de E10-E11), les cellules de la glie radiaire constituent la
majorité des cellules en division de la ZV du cortex embryonnaire (Hartfuss et al., 2001;
Noctor et al., 2002). Durant la neurogenése, elles constituent non seulement le support de la
prolifération et de la migration des neurones immatures (neuroblastes) mais sont aussi les
cellules souches a la source de la quasi-totalité des neurones et cellules gliales du SNC

(Malatesta and Gotz, 2013). Le précurseur neuronal quitte 1’épithélium neuro-germinatif vers
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la zone marginale en migrant le long de la glie radiaire (Noctor et al., 2004). Dans la partie
antérieure du tube neural, une production importante de neurones et de cellules gliales est
établie a E11 et donne naissance aux neurones corticaux qui peuvent étre générés jusqu’a
E14-E18 (Bayer and Altman, 1990). Le glutamate, principal neurotransmetteur excitateur du
cerveau mature, exerce un contrdle étroit sur les neurones migratoires: un blocage des
récepteurs au glutamate ralentit la vitesse migratoire tandis qu’un exces de stimulation de ces
récepteurs induit des arréts migratoires (Komuro and Rakic, 1993). L'acide y-amino butyrique
GABA est également impliqué dans la migration neuronale et exercerait un effet attractif sur
les neurones en migration (Behar et al., 1999).

La période de migration neuronale corticale s’étend de E11 a E18 chez la souris
(I’équivalent de 10 a 20 semaines chez 'Homme) et peut étre divisée en deux grandes
périodes. Premierement, une période précoce ou les nouveaux neurones produits s’intercalent
au sein de la pré-plaque a E11, donnant naissance a la zone marginale et a la plaque corticale
précoce a E13 puis ensuite une seconde période entre E14 et E18 correspondant aux vagues
migratoires tangentielles.

Lors de la premiere étape de migration, les neurones post-mitotiques se libérent de la
ZV pour constituer ce que l’on appelle la pré-plague, contenant des cellules corticales
nouvellement formées (cellules originaires du télencéphale basal), et d’autres cellules
nommeées cellules de Cajal-Retzius, une population de neurones précoces spécialisés, dont le
réle est crucial dans la formation des couches corticales et qui jouent un rdle important dans le
développement du néocortex et de I’hippocampe. Ensuite, les neurones migrent de facon
radiaire, au sein de la pré-plaque pour former la plaque corticale précoce et la premiére
couche de neurones.

Les neuroblastes migrent dans un second temps le long de la glie radiaire pour former
les couches individuelles du néocortex. Une migration radiaire, par vagues successives de
neurones, se met en place. Les neuroblastes nouvellement formés migrent a travers les
couches de neurones précédemment différenciés et se déposent sur le versant externe de la
plaque corticale, jusqu’a la formation de toutes les couches Il & VI (Tarabykin et al., 2001).
Les neurones des couches les plus profondes (V-VI) sont générés dans la ZV alors que les
neurones destinés aux couches |1, 111 et 1V sont issus de la SVZ (Tarabykin et al., 2001). La
population de neurones de la couche moléculaire (couche I) est générée en deux temps : les
cellules précoces de Cajal-Retzius issues de la ZV sont générées entre E10,5 et E11,5 alors
que les interneurones GABAergiques sont produits plus tardivement entre E14 et E18 (Bielle
et al., 2005; Hevner et al., 2003).
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Outre la migration radiaire, il existe aussi un mode de migration tangentielle des
neurones qui débute avant la formation corticale et se poursuit en méme temps que la
migration radiaire. Elle est observée genéralement dans les régions ou la glie radiaire est
absente. Elle concerne les neurones qui franchissent les régions périventriculaires, tels que les
interneurones. Durant cette phase, les neurones se déplacent de facon paralléle a la surface
germinative le long d'axones ou d'autres neurones, et franchissent ainsi de grandes distances
(Nadarajah and Parnavelas, 2002). Ces différents types de neurones constituent une
population hétérogene de cellules qui sont les premieres a se différencier et a acquérir des
propriétés neuronales.

Vers E16, la gliogenese commence a I’issue de la neurogenese et dure jusqu'a la fin du
premier mois postnatal. Vers cet age, la production de neurones cesse et le programme de
développement passe largement a l'astrocytogenese puis plus tard a l'oligodendrogenese (Qian
et al., 2000; Tong and Vidyadaran, 2016). Les précurseurs gliaux genérés dans la ZV ou la
SVZ migrent vers leurs destinations finales de fagon similaire aux neurones.

Dans le developpement du SNC, I'apoptose se manifeste tant aux stades embryonnaires
que postnataux. Ce processus d’élimination cellulaire est déterminant pour i) limiter le pool
de cellules prolifératives, ii) corriger les erreurs, iii) éliminer les structures transitoires
apparues au cours du developpement et iv) participer a 1’établissement de connexions
synaptiques appropriées (de Graaf-Peters and Hadders-Algra, 2006; Rice and Barone, 2000).
En effet, au stade embryonnaire précoce E10 chez la souris, une premiere vague apoptotique a
lieu des le début de la neurogenese dans les zones prolifératives et touche les précurseurs
neuronaux de méme que les jeunes neuroblastes (Lossi and Merighi, 2003). La seconde vague
vise les cellules post-mitotiques, aussi bien neuronales que gliales, au cours de leur
différenciation terminale et durant la synaptogenése (Lossi and Gambino, 2008). Par ailleurs,
a partir de E12, le nombre de cellules en apoptose augmente fortement pour atteindre un pic
vers E14 ou 70% des cellules corticales générées entrent en apoptose. A titre de comparaison,
seulement 50% des cellules produites vers E18 vont entrer en apoptose. Apres la naissance,
des cellules en apoptose sont également retrouvées dans le cortex cérébral mais correspondent
majoritairement a des cellules gliales telles que les oligodendrocytes qui sont produits en
excés pour assurer la myélinisation (McTigue and Tripathi, 2008). De plus, pendant la
deuxiéme semaine postnatale, les cellules de Cajal-Retzius sont également éliminées par

apoptose (Derer and Derer, 1990).
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2. Systéme vasculaire cerébral

2.1.Vasculogenese

La formation des vaisseaux sanguins chez ’embryon fait intervenir la vasculogenése et
I’angiogenese. La vasculogenese correspond au développement d’un vaisseau sanguin lié a la
différenciation in situ d’une cellule précurseur en cellule endothéliale qui se multiplie pour
former un groupe de cellules puis un réseau vasculaire primitif. La vasculogenese débute a un
stade embryonnaire précoce (E6,5 chez la souris). Pendant cette phase se forme le labyrinthe
vasculaire primitif, un assemblage des précurseurs endothéliaux dérivés du mésoderme
(angioblastes)(Byrd and Grabel, 2004). Ensuite, les cellules endothéliales apparaissent dans
les tissus mésodermiques des régions intra- et extra-embryonnaires et dans des flots sanguins
formant des agrégats cellulaires mésodermiques, nommés hémangioblastes au centre de la
structure du sac vitellin, considéré comme le premier site d’apparition des vaisseaux sanguins
au cours du développement embryonnaire. Les hémangioblastes, se différencient puis
s’agrégent, formant ainsi des flots sanguins extra-embryonnaires composeés de cellules
souches hématopoiétiques au centre et d’angioblastes a leur périphérie. Durant cette phase
embryonnaire, le réseau vasculaire est relativement instable. Les Tlots sanguins ainsi formés
fusionnent pour former un plexus capillaire primaire (arbre vasculaire primitif), tandis que les
angioblastes se différencient a leur tour en cellules endothéliales a I’origine de 1I’endothélium
composant tous les vaisseaux sanguins. Au niveau du mésoderme embryonnaire, les cellules
endotheéliales issues de la différenciation des angioblastes migrent et forment les principaux
vaisseaux de I’embryon. A E16, le cerveau est encore tres peu vascularisé : la vascularisation
du cortex se termine seulement aprés la naissance. Cependant, les plexus choroides sont
formés rapidement pendant la gestation et participent grandement au transfert des molécules

du sang au cerveau (Johansson et al., 2008; Liddelow et al., 2009).

2.2.Angiogenése

Dans la phase d’angiogenése qui suit la vasculogenése, un grand nombre de cellules
endothéliales sont générées, formant alors de nouveaux capillaires a partir de vaisseaux
préexistants pour permettre ainsi le développement et la formation d’un réseau d’artéres et de
veines (Geudens and Gerhardt, 2011; Risau, 1997). Ce phénomeéne, débute durant
I’embryogenese (E9,5-E10)(Liebner et al., 2011; Virgintino et al., 1998) et se poursuit apres
la naissance. Deux mécanismes distincts d’angiogenése peuvent avoir lieu, I’angiogenése par

bourgeonnement et I’angiogenése par intussusception (Figure 4).
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A. Angiogeneése par bourgeonnement

Al A2 A3
Recouvrement par les péricytes Formation des jonctions
Cellules endothéliales Remodelage de la matrice Guidance de la "Tip cell" serrées
A Formation de la lumiére /'
du nouveau vaisseau o2 :
it =
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- \ VEGFA, FGF S k
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Libération des Synthése de la
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angiogéniques
B. Angiogenése par intussusception
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3
— \
oy |
Cellules endothéliales
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vaisseau en deux
nouveaux vaisseaux

Figure 4: Etapes de I'angiogenése cérébrale au cours du développement embryonnaire
chez la souris.

A.Etapes principales de 1’angiogenése par bourgeonnement. Al. Activation de la cellule
endothéliale. A2. Formation de I’espace de migration pour les cellules endothéliales et
libération des facteurs de croissance (FGF, VEGFA) séquestrés dans la matrice
extracellulaire. A3. Bourgeonnement capillaires, stabilisation des vaisseaux et maturation des
cellules endothéliales (Adapté de (Carmeliet and Jain, 2011)).

B.Etapes principales de I’angiogenése par intussusception. Bl.Activation de la cellule
endothéliale et compartimentation des vaisseaux. B2. Invagination de la paroi du vaisseau a
I’intérieur de la lumicre et création d’une zone de contact entre les deux parois opposées du
capillaire. B3. Réorganisation des jonctions entre les cellules endothéliales et formation d’une
séparation interstitielle. B4. Séparation entre les deux vaisseaux néoformés.

Abréviations : FGF : Fibroblast growth factor ; VEGFA : Vascular endothelial growth factor.
(Adapté de (Djonov et al., 2003)).
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L’angiogenése par bourgeonnement

L’angiogenése par bourgeonnement est un processus qui se déroule en deux étapes
principales (Figure 4A). La premiére phase (Figure 4A1) est celle d’activation au cours de
laquelle les cellules endothéliales sortent de leur état de quiescence, proliférent et migrent afin
de constituer un nouveau vaisseau. La seconde phase (Figure 4A2, 4A3), dite de maturation,
vise a stabiliser le vaisseau (Figure 4A2) et a le rendre fonctionnel (Figure 4A3) sous I’action
de différents acteurs. Au niveau cellulaire, les péricytes se détachent puis les cellules
endothéliales migrent et proliférent lors de 1’élongation des néovaisseaux (Figure 4A2). Cette
étape est assurée par des facteurs principaux de ’angiogenese cérébrale tels que le vascular
endothelial growth factor (VEGF) A, le fibroblast growth factors (FGF), le transforming
growth factor g (TGFp) et le platelet derived growth factor (PDGF) qui assurent la stabilité
des vaisseaux nouvellement formés (Figure 4A2). Le vaisseau quiescent et plus
particulierement la cellule endothéliale sont soumis a de nombreux facteurs qui vont
influencer le comportement phénotypique des cellules. En fonction de I’équilibre en facteurs
pro ou anti-angiogéniques, le réseau vasculaire va ainsi s’¢tendre ou régresser (Figure
4A3)(Carmeliet and Jain, 2011).

L’angiogenése par intussusception

L’angiogenése par intussusception correspond a I’élargissement puis a la subdivision
d’un vaisseau sanguin préexistant en deux nouveaux vaisseaux sanguins (Figure 4B1)(Burri et
al., 2004)(Figure 4B). Ce type d’angiogenése ne nécessite donc pas ’activation des cellules
endotheéliales. La premiéere étape de ce processus s’effectue lorsque 1’endothélium s’invagine
et entre en contact avec les jonctions endothéliales (Figure 4B2). Cela entraine une
réorganisation des jonctions intercellulaires puis la formation d’une séparation entre les
cellules endothéliales. Par la suite, les cellules fibroblastiques et les peéricytes colonisent
I’espace intercellulaire et synthétisent la matrice extracellulaire pour stabiliser le vaisseau
(Figure 4B3)(Djonov et al., 2003).
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1. Pharmacocinétique de I’éthanol
1.1.Absorption, distribution et élimination

L’éthanol ou alcool éthylique est une petite molécule de formule CH3CH2OH absorbée
majoritairement par simple diffusion a travers le systeme digestif. L’alcool diffuse dans l'eau
librement sans liaison aux protéines plasmatiques et sa solubilité dans les graisses et les os est
négligeable. Si I’absorption de 1’alcool reste limitée au niveau gastrique (environ 20% est
incorporée dans I’organisme a ce niveau), la majeure partie (70 a 80%) est absorbée au niveau
du duodénum et du jéjunum. Une heure environ aprés I’ingestion d’alcool, le contenu en
éthanol du tube digestif est en équilibre avec le sang (Jones and Jonsson, 1994). Cette
absorption est cependant influencée par plusieurs facteurs. En particulier, la nature des
boissons consommeées (degrés et quantités) modifie la vitesse de diffusion. Par exemple, les
alcools forts dont la teneur en éthanol est supérieure a 20° entrainent un spasme pylorique qui
retarde la vidange gastrique (Holt, 1981). De plus, I’ingestion de nourriture entraine la
fermeture du pylore, ce qui prolonge le temps de présence de I'éthanol dans I'estomac et par
conséquent modifie la cinétique d'absorption de l'alcool. L’absorption de I’éthanol est plus
rapide si le sujet est a jeun (environ 45 minutes) alors que le pic d’alcoolémie est plus tardif
(au-dela de 60 minutes) et moins élevé lorsque l'alcool est ingéré au cours d'un repas. Des
différences individuelles peuvent aussi exister avec une pharmacocinétique de 1’alcool
variable d’une population et d’un individu a D’autre. Des facteurs génétiques peuvent
expliquer ces différences. Par exemple, les populations asiatiques, dotées d’une activité
acetaldehyde déshydrogénase (ALDH) déficiente voire nulle, présentent une intolérance a
’alcool en raison d’une accumulation d’acétaldéhyde (Li et al., 2008). Une différence existe
aussi en fonction du sexe, avec pour une méme quantité d’éthanol consommée et pour un
méme poids corporel, une alcoolémie plus élevée chez les femmes que chez les Hommes, liée
notamment a la quantité de masse grasse et a I’activité de I’enzyme alcool déshydrogénase
(ADH).

La production locale d’acétaldéhyde au niveau des muqueuses digestives contribue a la
formation d’une barriére de protection contre 1’éthanol (Julkunen et al., 1985), qui est moins
active chez la femme que chez I’homme (Baraona et al., 1994), renforcant ainsi la
vulnérabilité des femmes vis a vis de 1’alcool (Baraona et al., 2001). A cela s’ajoute aussi
I’effet des hormones cestradiol et progestérone impliquées dans les cycles menstruels qui

modifient I’absorption de 1’éthanol (Jones, 2019).
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La distribution de 1’éthanol dans le sang est trés rapide, de I’ordre de 7 a 8 minutes, et se
retrouve dans les organes richement vascularisés tels que le foie, les poumons et le cerveau a
une concentration équivalente a celle du plasma (Figure 5). Une fois dans la circulation,
I’alcool rejoint le foie par la veine porte. La majeure partic de 1’éthanol circulant est
métabolisée au niveau du foie (85 a 90%) et des quantités faibles peuvent étre directement
éliminées par les poumons (8 a 10%), les reins (2,5%) et la sueur (1%). Ensuite, 1’éthanol
encore present rejoint la circulation genérale et diffuse au sein des liquides et des tissus de
’organisme (proportionnellement a la teneur hydrique de ces tissus). Du fait de son caractére
hydrosoluble, I’éthanol se fixe faiblement au niveau des tissus adipeux. Mais a 1’exception des
0s et des graisses dans lesquels sa pénétration est négligeable, sa diffusion est trés homogeéne
et les concentrations d’éthanol dans ces différents organes sont rapidement équilibrées avec
les concentrations sanguines. C’est pourquoi les muscles et le cerveau captent une quantité
importante d’éthanol. L’éthanol plasmatique est capable de traverser rapidement les barriéres
hémato-encephalique et placentaire. De ce fait, les concentrations dans le liquide amniotique
et dans le sang feetal sont trés proches des concentrations plasmatiques de la mere.

L’¢limination de 1’éthanol est en revanche relativement lente contrairement a sa vitesse

de distribution (Silveri and Spear, 2000).

Cerveau

Sueur

Intestin

Figure 5 : Trajet de I’éthanol dans I’organisme du corps humain.

L’éthanol passe directement du tube digestif (intestin) dans le sang, et atteint toutes les parties
du corps. Les organes les plus exposés sont ceux qui regoivent la plus grande quantité de sang
tels que le cerveau, le cceur et le foie.
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1.2.Métabolisme
1.2.1. Voie oxydative

La production des espéces réactives de l'oxygene (ROS) par I’éthanol provient
principalement de son catabolisme en acétaldéhyde par les enzymes ADH, cytochrome
P450(CYP) 2E1 et catalase. Les ROS sont aussi générées par la transformation de
I’acétaldéhyde en acétate par ’ALDH (Rintala et al., 2000). L’ADH est une protéine
dimérique contenant deux atomes de zinc par sous-unité. L’ADH appartient en fait a une
famille polygénique dans laquelle on peut identifier, chez I’'Homme, 7 génes codant pour des
sous-unites différentes nommées ADH1 a ADH7. Ces sous-unités s’associent deux par deux
pour former des isoenzymes réparties en cing classes (classes | a V) en fonction de leurs
propriétés €lectrophorétiques, affinités pour 1’éthanol, activités enzymatiques et homologie de
séquence (Estonius et al., 1996). L’ADH peut transformer chez un adulte sain 70 mg
d’éthanol par Kg corporel et par heure et métabolise ainsi 80% a 95% de I’alcool (Bosron and
Li, 1986; Ehrig et al., 1990). L’ADH de classe I présente une forte affinité pour I'éthanol, se
trouve majoritairement dans le foie et la surrénale, et en plus faible quantité dans le rein et le
poumon (Edenberg, 2000). L’ADH de classe II se trouve dans le foie et le duodénum et
contribue a lI'oxydation de I'éthanol lorsque sa concentration est élevée. L’ADH de classe III
est exprimée dans le foie et la muqueuse gastrique et sa capacité a oxyder I’éthanol est faible.
Elle est également exprimée en faible quantité au niveau cérébral depuis ’ontogenése jusqu’a
I’age adulte (Westerlund et al., 2005). L’ADH de classe IV est présente dans le foie,
I’estomac et I’cesophage. Elle se caractérise par une faible affinité pour I'éthanol mais une
vitesse de métabolisation élevée (Quertemont, 2004) et serait fortement impliquée dans le
métabolisme de 1’éthanol au niveau du tube digestif. Seuls les acides ribonucléiques
messagers (ARNm) codant I’ADH de classe V ont été détectés dans le foie et I’estomac sans
purification de la protéine. De ce fait, les propriétés enzymatiques et la contribution au
métabolisme de 1’éthanol de I’ADH de classe V sont non encore déterminées (Ostberg et al.,
2016).

Le CYP2EL, est une enzyme membranaire localisée principalement dans le réticulum
endoplasmique qui présente un polymorphisme génétique. Cette enzyme appartient a la
superfamille des cytochromes P450 qui utilisent le nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate (NADPH) et lI'oxygene comme cofacteurs (Goasduff and Cederbaum, 1999). La
CYP2E1 est fortement exprimée dans les hépatocytes et présente en quantité plus faible dans

les autres tissus tels que le cerveau, le systéeme respiratoire ou les lymphocytes (Thum and
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Borlak, 2000). La régulation de son activité dépend de sa biosynthése (Badger et al., 1993)
et/ou de sa biodisponibilité puisque sa demi-vie varie de 7 a 37 heures (Roberts et al., 1995).
Son activité conduit a la formation de différentes ROS qui seraient responsables des
dommages oxydatifs irréversibles aux biomolécules des constituants cellulaires comme la
peroxydation en chaine des lipides membranaires. En effet, la CYP2E1 génere la production
de radicaux superoxydes (O2™) qui en présence de peroxyde d’hydrogéne (H20.) et des
métaux de transition conduit a la formation de radicaux hydroxyles (OH") hautement réactifs
(Garcia-Suastegui et al., 2017; Montoliu et al., 1994). Cette enzyme est capable d’oxyder
1’éthanol en acétaldéhyde ainsi que I’acétaldéhyde en acétate (Zimatkin and Deitrich, 1997),
avec une affinité 1000 fois plus élevée pour I’acétaldéhyde que pour I’éthanol (Bell-Parikh
and Guengerich, 1999; Terelius et al.,, 1991). L’éthanol induit I’expression d’autres
isoenzymes du P450 telles que les CYP1A2 et CYP3A4 qui peuvent contribuer au
métabolisme de I’éthanol, mais restent moins actives que la CYP2E1 (Hipolito et al., 2007).

La catalase est une hémoprotéine exprimée dans les peroxysomes de la plupart des
tissus et organes. La catalase représente la derniere voie d’oxydation de 1I’éthanol et elle utilise
I’H202 comme cofacteur. Sa contribution au métabolisme de I’éthanol dans le foie est
minoritaire mais elle constitue la principale voie du métabolisme de 1’éthanol dans le cerveau
ou elle est fortement exprimée (Gill et al., 1992; Jamal et al., 2007) contrairement a I’ADH et
au CYP2E1l qui sont peu retrouvés (Zakhari, 2006; Zimatkin and Deitrich, 1997).
L’expression de la catalase est induite en cas d’alcoolisme chronique (Koechling and Amit,
1992; Koechling et al., 1995).

Les voies ADH, CYP2EL et catalase convertissent donc I’éthanol en acétaldéhyde, la
transformation se faisant principalement dans le foie par I’ADH. L’acétaldéhyde, produit par
les activités des voies ADH, CYP2EL et catalase, est rapidement métabolisé en acétate par
I’ALDH. Cette enzyme est localisée dans le cytosol et les mitochondries des hépatocytes,
mais se retrouve aussi dans les capillaires cérébraux (Zimatkin, 1991). L’ALDH appartient a
une superfamille d’enzymes comprenant 16 genes chez ’Homme (Vasiliou and Pappa, 2000).
Ces enzymes ont une large spécificité pour les aldéhydes issus notamment de la peroxydation
des lipides membranaires ou du métabolisme des mono-, di- ou poly-amines. Les deux
isoenzymes les plus importantes dans le métabolisme de I’éthanol sont I’ALDH1 et I’ALDH?2.
L’ALDHI située dans le cytosol posséde une affinité élevée pour I’acétaldéhyde (Vasiliou et
al., 2004), chez ’'Homme et le rongeur. L’ALDH?2 présente dans les mitochondries posséde
une affinité pour Il’acétaldéhyde 1000 plus élevée que I’ALDHI. L’ALDH2 est donc

responsable de la majeure partie de ’oxydation de I’acétaldéhyde en acétate. L’ALDHS a une
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faible affinité pour ’acétaldéhyde; située dans le foie et les reins, sa structure et son activité
dans le métabolisme de 1’¢thanol ne sont pas encore caractérisees (Stromberg and Ho0g,
2000). Les enzymes ALDH sont fortement exprimées dans I’estomac, le foie, le cceur et les
reins (Alnouti and Klaassen, 2008) alors que leur expression est variable dans les différentes
structures de cerveau (Tableau 1) et faible dans le placenta, expliquant la forte vulnérabilité de
ces tissus aux dommages oxydatifs générés par la production des ROS issues des voies

d’oxydation de I’éthanol.

Homme Rat Souris
Classes d’ALDH ALDHI1 | ALDH3 | ALDH4 | ALDH1 | ALDH3 | ALDH4 | ALDH1 | ALDH3 | ALDH4
Cortex
Cortex préfrontal - + - - + -
Cortex visuel - + - - + -
Cortex piriforme - + - - + -
Hippocampe

Gyrus denté - + - - + - - + -
Hile (Hilus) - + - - + - - + -
L’ aire des cornes d’ Ammon (CA1- CA3) - ++ - - + - - ++ -

Cerveau moyen
Substance noire - + - - + - - + _
Noyau rouge - ++ - - + - - + -
Locus coeruleus - + - - + - - + -

Cervelet

Couche granulaire - - - - + - - + -
Cellules de Purkinje - ++ - - ++ - - ++ -
Couche moléculaire - + - - + - - + -
Substance blanche - - - - - - - - -

Plexus choroide - + - - + - - + -

Tableau 1: Expression de certaines classes d'ALDH dans le cerveau de ’Homme, du rat
et de la souris(Adapté de (Galter et al., 2003)).

Abréviation : ALDH, acétaldéhyde déshydrogénase ; -, absence de détection ; +,expression
modérée ; ++, forte expression.

1.2.2. Voie non oxydative
En cas de consommation excessive d’alcool, le métabolisme oxydatif de 1’éthanol n’est
pas suffisant pour permettre son élimination. L’éthanol est alors éliminé via des réactions non
oxydatives minoritaires qui forment des produits potentiellement toxiques dans les organes

comme le cceur (Lange et al., 1981) et le SNC (Laposata et al., 1987) dont les capacités

oxydatives sont limitées.

Le métabolisme de 1’éthanol génére sous 1’action d’une synthétase la formation d’esters

éthyliques d’acides gras (Fatty Acid Ethyl-Ester ou FAEE). Deux enzymes sont impliquées
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dans la formation de FAEE a partir d’alcool : la FAEE Synthase (FAEES) microsomale ou
cytosolique et 1’Acyl-CoA-Ethanol-O-Acyl-Transférase (AEAT), uniquement microsomale.
Aprés une consommation d’alcool, les FAEE sont détectables dans divers organes tels que le
foie, le pancréas, le cceur et le cerveau a des concentrations plus élevées que I’acétaldéhyde.
Ces molécules se dégradent beaucoup plus lentement que 1’éthanol et leur présence sert de
plus en plus comme biomarqueurs de la consommation d’alcool par la mére (Zelner et al.,
2013). De plus, I’accumulation de FAEE au niveau de la mitochondrie entraine son
dysfonctionnement qui peut induire une neurotoxicité et la mort par apoptose des cellules (Wu
et al., 2006).

L’éthanol peut également se lier sur un groupement phosphate et étre transformé en
phosphatidyl-éthanol par la phospholipase D (PLD). Ceci engendre des perturbations
cellulaires provoquées par la compétition pour le site actif de I’enzyme (PLD) de I’éthanol
avec les phospholipides (Attignon et al., 2015). L’interaction de ces composés avec 1’éthanol
est a 'origine de dégats tissulaires et de perturbations membranaires observés lors d’une

I’alcoolisation chronique (Lange and Sobel, 1983).

2. Meécanismes de déefense oxydative

2.1.Les dommages oxydatifs

L’un des mécanismes clés de la toxicité liée a la consommation d’alcool est le stress
oxydatif engendré par le métabolisme de 1’éthanol en acétaldéhyde et en acétate. En effet, des
taux ¢levés de ROS et des produits d’oxydation des biomolécules sont retrouvés dans le
cerveau d’embryons exposés a 1’éthanol (Heaton et al., 2002; Peng et al., 2005). Le cerveau
est particulierement wvulnérable au stress oxydatif, compte tenu de sa forte demande
énergétique associée a un métabolisme oxydatif important (il consomme 20% de I’oxygene
respiré par l’organisme) et de la faible activit¢é de son systéme antioxydant endogene
(Sokoloff, 1999). De plus, le cerveau possede une teneur élevée en acides gras polyinsaturés
membranaires qui sont les cibles de I’attaque oxydative par les radicaux libres. Il est
également riche en métaux de transition (fer), composés importants dans le processus de
peroxydation lipidique membranaire (Dembele et al., 2006). Le cerveau est donc un organe
fortement exposé aux ROS mais peu efficace pour les éliminer et combattre le stress oxydant
(Dringen et al., 2000).

La principale source endogene de ROS est la mitochondrie par la chaine de transport

d’¢lectrons. Dans les conditions physiologiques, environ 2 a 5% des ¢€lectrons s’échappent de
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la chaine respiratoire provoquant une réduction mono-électronique de I’oxygéne moléculaire
qui produit un radical libre, I'O>™ (Wei et al., 2001).

L’0O2" subit une réaction de dismutation spontanée ou catalysée par les superoxydes
dismutases (SOD) formant I’H202, qui est capable de diffuser librement a travers la
membrane plasmique. En présence de métaux de transition (Fe?*, Cu®"), I’H,O. donne
naissance au radical le plus réactif (OH") selon la réaction de Fenton (Halliwell, 1989). Le
radical OH" est aussi formé au cours du cycle de Haber-Weiss ou encore lors de la
décomposition de I’acide peroxynitreux, qui oxyde ensuite rapidement les biomolécules
cellulaires formant d’autres radicaux libres. Les ROS sont aussi produits en permanence par
différents systémes enzymatiques dont les plus importants sont les NADPH oxydase, la
glucose oxydase et les oxyde nitrique synthases (NOS). Les ROS peuvent étre générés par la
libération de fer libre a partir des proteines chélatrices comme la ferritine et la transferrine,
ainsi que suite a la dégradation des neurotransmetteurs aminés, i.e. les catécholamines et la

sérotonine par la monoamine oxydase mitochondriale (Pincemail et al., 2002).
2.2 Effets de I’é¢thanol sur le systéme antioxydant

La production de ROS par 1’éthanol provient principalement de son catabolisme en
acetaldehyde par les enzymes ADH et le CYP2EL. Les ROS sont aussi produits par la
transformation de 1’acétaldéhyde en acétate par ’ALDH. Cette production de ROS est
amplifiée par le fait que I’éthanol stimule 1’expression des enzymes ADH et CYP2E1 (Rintala
et al., 2000)(Figure 6).

49



¢ Chapitre Il ¢

Barriéere

émato-encéphaliq
Peroxysomes v

H.0, H;0

Circulation
A
W E
7z N '

Ethanol ADH Acétaldéhyde ALDH Acétate Krebs CO;

CH;CH;0H W CH;CHO 7—TVCH3COT' —_— o
2!

NAD* NADH NADH
Sl

A\
Mitochondries
CYP2E1

NADPH +H* + 0, NADP* + 2H,0

Microsomes
Mitochondries

Figure 6 : Métabolisme oxydatif de 1’éthanol.

L’¢éthanol est métabolis¢ dans le foie par deux oxydations successives. L’oxydation de
I’éthanol en acétaldéhyde fait intervenir 3 voies enzymatiques, 1’alcool déshydrogénase
(ADH) qui est cytosolique, le systeme microsomal d’oxydation de 1’éthanol qui fait intervenir
le cytochrome P450 2E1 (CYP2E1), et la catalase localisée dans les peroxysomes.
L’oxydation de ’acétaldéhyde en acétate est assurée par I’aldéhyde déshydrogénase (ALDH)
mitochondriale. Abréviations : H.O: Peroxyde d’hydrogéne ; NAD" : Nicotinamide adénine
dinucléotide, forme oxydée ; NADH : Nicotinamide adénine dinucléotide, forme réduite ;
NADP*: Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, forme oxydée; NADPH:
Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, forme réduite.
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Des produits aldéhydiques peuvent se complexer de fagon covalente aux protéines et
former des adduits qui provoquent 1’oxydation des lipides membranaires et mitochondriaux
responsables de la réduction de I’activité et de la quantité d’enzymes antioxydantes. De plus,
I’activation de la phospholipase A2 par 1’éthanol induit 1’oxydation des acides gras
polyinsaturés des lipides membranaires comme 1’acide arachidonique (Stubbs and Rubin,
1992). L’éthanol est également capable d’induire ’activation des amines oxydases conduisant
a la formation du H2O2 (Comporti et al., 2010). Enfin, une exposition chronique a 1’éthanol
peut provoquer, directement ou indirectement, un appauvrissement des antioxydants piégeurs
de ROS, et/ou des enzymes antioxydantes endogenes (Zhang et al., 2018).

Les ROS étant trés réactives, elles sont capables d’engendrer des modifications
chimiques de macromolécules par des réactions d'oxydo-réduction. Les ROS produites par
I’alcool représentent des agents hautement réactifs et toxiques provoquant des dommages
oxydatifs irréversibles aux biomolécules. Ainsi, les acides gras poly-insatures des membranes
sont des cibles privilégiées de la peroxydation et les proteines peuvent étre endommagées par
des modifications de type nitration et carbonylation, causant leur dysfonctionnement ou leur
dégradation. Des produits aldhéhydiques peuvent aussi se complexer aux protéines. Enfin,
I’oxydation des bases nucléotidiques est susceptible de causer des mutations au niveau de
TADN et de I'ARN. Ainsi, le déséquilibre pro-oxydant entraine de multiples
dysfonctionnements cellulaires activant des processus d’inflammation, d'apoptose et/ou de

nécrose.

2.2.1. Oxydation des lipides

L’attaque oxydative des lipides membranaires est un processus de réactions radicalaires
au cours duquel les acides gras poly- ou mono-insaturés entrant dans la composition des
phospholipides membranaires sont oxydés en lipoperoxydes. Mis en contact avec un autre
acide gras, ce dernier forme un nouveau diéne conjugué (Favier, 2006; Goudable and Favier,
1997). Ce processus en chaine donne naissance a des aldéhydes trés réactifs dont le
4-hydroxynonenal (4-HNE) et le malondialdéhyde (MDA), qui peuvent réagir avec I’ADN ou
les résidus lysine, cystéine et histidine des protéines membranaires, altérant ainsi leurs
fonctions. Il convient de noter que des taux importants de 4-HNE et de MDA ont été mesurés
au niveau des structures cérébrales de souris exposées a I’alcool (Ren et al., 2005), ainsi que
dans le cerveau de patients alcooliques (Chen et al., 2011). Ces dégats moléculaires sont
d’autant plus délétéres qu’ils perturbent a la fois la fluidité et le caractére amphiphile de la

membrane plasmique. Le 4-HNE, augmente également la toxicité de 1’éthanol en diminuant le
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métabolisme de 1’acétaldéhyde et exerce un chimiotactisme a 1’égard des neutrophiles

favorisant les réactions immunologiques (Bhat et al., 2015).

2.2.2. Oxydation des protéines

L’oxydation des protéines induit le clivage de liaisons peptidiques ou des modifications
des chaines latérales de certains acides aminés tels que, la cystéine, la méthionine ou la
tyrosine conduisant a des perturbations a la fois de protéines de structure mais aussi
d’enzymes ou de facteurs impliqués dans des voies de transduction ou de régulation
d’expression des génes (Marnett et al., 2003). En effet, I’éthanol contribue a I’oxydation
accrue des protéines au niveau des sites de liaison d’ions métalliques, et génére une
diminution de la protéolyse cytosolique, plus particulierement de I’activité des protéasomes
(Fataccioli et al., 1999) et de la production des acides aminés défectueux. De plus,
I’accumulation de faibles concentrations de ROS peut induire des dommages oxydatifs
irréversibles tels que la formation de ponts disulfures qui modifient la conformation des
protéines et nuisent a leur activité biologique (activité enzymatique, transduction d’un signal
ou systeme de transport). En outre, le stress oxydatif et I’accumulation des ROS génerent des
groupements carbonyles (-CHO) et de la nitro-tyrosine (Haorah et al., 2005). Ces produits
carbonylés sont caractéristiques du stress oxydatif et sont donc considérés comme des
marqueurs, pouvant étre mesurés. Il a été¢ observé qu’une consommation chronique d’alcool
provoque un fort taux de carboxylation dans 1’hypophyse de rat (Colantoni et al., 2000; Ren et
al., 2005) ainsi que dans le plasma et les érythrocytes de patients alcooliques (Grattagliano et
al., 1995, 1996; Mutlu-Tirkoglu et al., 2000). Enfin, les protéines peuvent aussi étre
modifiées par des produits carbonylés issus de la peroxydation lipidique, conduisant entre
autres a la formation d’agrégats intracellulaires qui ne sont plus pris en compte dans le
processus normal de dégradation protéolytique et, par voie de conséquence, conduisent a

I’activation des processus d’apoptose via la voie intrinseque (Kujoth, 2005).

2.2.3. Oxydation de ’ADN

Les radicaux libres générés par une exposition a I’éthanol induisent des mutations et des
cassures dans les brins de I’ADN mitochondrial et nucléaire (Miller et al., 2013) altérant
ensuite 1’expression de nombreux genes (Rajasinghe et al., 1990). Les mutations sont
provoquees par les dommages oxydatifs de I’ADN au niveau des bases puriques et
pyrimidiques ainsi que des liaisons phosphodiesters (Marnett et al., 2003). Les cassures de

I’ADN activent la poly(ADP-ribose) polymérase (PARP) dont I’activation prolongée épuise
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rapidement les réserves énergétiques de la cellule (Liu et al., 2002). Les études
épidémiologiques et expérimentales montrent que I’acétaldéhyde est une substance mutageéne,
dont I’action peut induire des lésions de ’ADN (Navasumrit et al., 2000). Par ailleurs, des
cassures de ’ADN sont également retrouvées dans I’hippocampe et le cervelet apres
intoxication chronique par I’éthanol (Renis et al., 1996). D’autre part, cet ADN endommagé
peut coder pour des enzymes non-fonctionnelles ou des mutations de ce dernier peuvent
entrainer un processus de carcinogenése (Klaunig and Kamendulis, 2004). En effet, l'attaque
radicalaire directe induit I'oxydation des bases, engendrant un trés grand nombre de bases
modifiées, en particulier les bases azotées comme la guanine qui peut étre transformée en

8-hydroxy-2'-deoxyguanosine ou encore la thymine qui donne la thymine glycol.
2.3.Systemes antioxydants

Face a la production de ROS, I’organisme dispose de systémes de défense antioxydants

divisés en deux groupes : les systemes enzymatiques et ceux non enzymatiques.

2.3.1. Systemes enzymatiques

Il existe dans les cellules un systéeme capable de détoxifier les ROS et combattre le
stress oxydatif : le systeme antioxydant endogéne qui est composé principalement de 3
familles d’enzymes ; a savoir les SOD, la catalase, et les glutathion peroxydases (GPXx),
capables de convertir les ROS en composés non toxiques (Figure 7). Le systeme de défense
antioxydant peut aussi s’appuyer sur des antioxydants secondaires non enzymatiques tels que
le glutathion réduit (GSH), les vitamines A,C et E ou encore les coenzymes Q qui sont aussi
nommeés les piégeurs de ROS ou scavengers.

Les SOD sont des métalloprotéines qui catalysent la dismutation de I'02™ en H20:
selon la réaction suivante : 202"+ 2H" — H202 + O2" (Figure 7).

Trois isoformes distinctes de SOD ont été identifiees et caractérisées chez les
mammiféeres. Elles exercent des fonctions similaires, mais different par leur structure
protéique, leur localisation chromosomique, leur exigence en cofacteurs métalliques, et leur
distribution cellulaire. La premiére forme SODL1 est cytosolique, également localisée dans
d’autres compartiments cellulaires comme le réticulum endoplasmique, les lysosomes et le
noyau (Okado-Matsumoto and Fridovich, 2001) et associée aux ions cuivre et zinc (Barkats et
al., 1996). La seconde forme SOD2 est mitochondriale et se caractérise par 4 monomeres

reliés chacun a un atome de manganese. Enfin, la troisieme forme SOD3 est extracellulaire et
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se retrouve sur la face externe de la membrane plasmique dans les espaces interstitiels des

tissus et dans les liquides extracellulaires (plasma, lymphe) (Miao and St Clair, 2009).
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Figure 7 : Dommages oxydatifs induits par le métabolisme de 1’éthanol.

L’¢éthanol stimule I’accumulation des espeéces réactives oxygénées telles que les radicaux
superoxydes (02"), le peroxyde d’hydrogeéne (H20:) et les radicaux hydroxyles (OH).
L’exposition prénatale a [’éthanol perturbe le statut redox et Dactivité du systéme
enzymatique tel que la superoxyde dismutase (SOD) qui dismute 1’02 en H20;, la catalase
qui ¢limine I’H20- et la glutathion peroxydase (GPx) qui catalyse, en présence de glutathion
réduit, la réduction de I’H202 ou des hydro-peroxydes lipidiques. Suite au métabolisme de
I’éthanol, des espéces actives de 1’oxygeéne sont produites dans la mitochondrie, le réticulum
endoplasmique et le cytosol, déclenchant des dommages oxydatifs de I’ensemble des
constituants cellulaires (lipides, protéines et acides nucléiques). Abréviations : GR : glutathion
réductase ; GSH : glutathion réduit ; GSSG : Disulfure de glutathion.

La GPx est une métalloenzyme a sélénium ubiquitaire qui catalyse la réduction du H20>
en eau en utilisant le GSH comme cofacteur (Figure 7).

Elle est principalement active au niveau du cytosol et de la mitochondrie (Ganther,
1999) (Figure 7). La GPx est une enzyme qui constitue 1’un des plus importants systémes
enzymatiques de protection vis-a-vis 1’accumulation des ROS, car elle est capable non
seulement de detoxifier I'H2O2, mais aussi d’éliminer d’autres hydroperoxydes résultant de
I’oxydation du cholestérol ou des acides gras (Ganther, 1999). La GPx, localisée au niveau
cytoplasmique et mitochondrial est une métalloenzyme a quatre sous-unités identiques

comportant chacune un atome sélénium. Chez les mammiferes, il existe cing isoformes de la

54



¢ Chapitre Il ¢

GPx. On retrouve la GPx-1 et la GPx-4 dans la majorité des tissus au niveau du cytosol ou de
la membrane biologique, la GPx-2 dans le tractus gastro-intestinal, la GPx-3 dans le rein et la
GPx-5 dans le sperme (Williams et al., 1998).

La catalase (CAT) est une enzyme homotétramérique, dont chaque sous-unité d'un
poids moléculaire de 60 kDa comporte un groupement ferriprotoporphyrine dans son site actif
avec un atome de fer (Fe3*). Elle catalyse la transformation de I'H-O; en eau et oxygéne selon
la réaction suivante : 2H,0>— 2H,0 + O (Figure 7).

Cette enzyme est abondante dans le foie et les érythrocytes. Elle se retrouve dans les
peroxysomes et en plus faible quantité dans le cytosol (Figure 7). Méme si la catalase et la
GPx partagent le méme substrat, il a été suggéré que la GPx serait une source importante de
protection contre les faibles niveaux de stress oxydant tandis que la catalase aurait un réle
plutdt dans la protection contre les hauts niveaux de stress oxydant (Zimatkin and Lindros,
1996).

Il faut noter qu’au niveau cellulaire, les enzymes antioxydantes SOD, catalase et GPx
jouent un role complémentaire et qu’une protection efficace contre les ROS implique la

présence des trois enzymes.

2.3.2. Systemes non-enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques sont des composés non protéiques, correspondant a
des antioxydants secondaires. Ces composés, peuvent étre des substances lipo-ou
hydrosolubles, capables de piéger les ROS sous une forme peu réactive. Les principales
molécules utilisées par la cellule pour cela sont la vitamine C (ou acide ascorbique), la
vitamine E (ou a-tocophérol) et le y-L-glutamyl-L-cysteinylglycine (ou GSH).

Le glutathion est un tri-peptide permettant la réduction des peroxydes cellulaires grace a
la réaction catalysée par la GPx, qui existe sous deux formes chimiques, la forme oxydée
(GSSQ) et la forme réduite (GSH).

Au niveau du cerveau, le GSH joue un r6le important dans la dissipation des ROS, et ce
grace a son groupement thiol (-SH) qui est a I’origine de la grande réactivité et de la puissante
activité réductrice du GSH. Ce groupement joue également un réle de cofacteur dans la
réaction de dismutation du H20- catalysée par la GPx (Birben et al., 2012; Quintana-Cabrera
and Bolafios, 2013). Le GSH est donc considéré comme un antioxydant majeur, soit en
interagissant directement avec différentes ROS, soit en tant que co-substrat de la GPx, ayant
un rapport entre la forme réduite du glutathion GSH et la forme oxydée GSSG ou soit en

régénérant d’autres antioxydants (Forman et al., 2009). De plus, il permet de garder les
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groupements SH des protéines cellulaires sous forme réduite, contribuant ainsi au maintien du
potentiel redox de la cellule et donc au maintien de bon nombre de processus de signalisation.

Les caroténoides sont une autre classe de molécules antioxydantes liposolubles
représentés par le B-caroténe, aussi nommé provitamine A. Du fait, de sa faible concentration
dans I’organisme, son r6le antioxydant est considéré comme faible, mais complémentaire
avec les autres systemes. Le B-carotene est capable de réagir avec les radicaux libres de trois
maniéres: i) en assurant le transfert d’électrons, d’hydrogéne ou la liaison avec le radical, ii)

en désactivant les O™ et iii) en piégeant les radicaux peroxyles ROO™ (Krinsky, 1989).

3. Conséquences a court terme d’une exposition prénatale a I’éthanol

3.1.Effets sur le placenta

Le placenta est un organe fortement vascularisé avec un réseau formé par ’accolement
des membranes d’origine maternelle (I’endométre) et feetale (le chorion)(Burton and
Jauniaux, 1995). L’¢éthanol et I’acétaldéhyde traversent facilement la barriére placentaire par
diffusion passive pour aller ensuite directement exercer leurs activités toxiques sur I’embryon
puis le feetus (Blakley and Scott, 1984). Les concentrations d'éthanol dans le liquide
amniotique et chez le foetus atteignent méme des valeurs supérieures a celles mesurées dans le
sang maternel une demi-heure a une heure apres résorption. Ce taux plus élevé chez le feetus
que chez la mere, est directement lié au systeme enzymatique de détoxification qui chez le
foetus n’est actif qu’a partir du deuxiéme mois de grossesse. L’élimination de 1’éthanol se fait
par une oxydation au niveau des hépatocytes foetaux, mais cette dégradation reste faible
pendant toute la période de gestation a cause de I’immaturité hépatique chez les embryons.
L’alcool contenu dans le liquide amniotique est réabsorbé par les embryons pour réintégrer la
circulation sanguine du feetus (Perez et al., 2006). Le passage de I’alcool au niveau du
placenta peut entrainer une diminution des échanges faeto-maternels (Ramadoss and Magness,
2012) provoquée par des spasmes des vaisseaux sanguins ombilicaux et une baisse des
surfaces d’échanges au niveau des villosités placentaires. Des taux élevés d’acétaldéhyde et
d’acétate générés lors du métabolisme de 1’éthanol modifient aussi Iactivité fonctionnelle des
vaisseaux ombilicaux, conduisant a une réduction de l'apport en oxygéne du feetus
responsable d'épisodes d'hypoxie/ischémie qui favorisent la libération de glutamate. Ce
glutamate diffuse dans les différentes régions placentaires et exerce a forte concentration des
effets neurotoxiques sur les cellules nerveuses du tissu embryonnaire. L’éthanol pourrait

¢galement endommager les trophoblastes et déréguler 1’expression des facteurs placentaires
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tels que le placental growth factor (PLGF) ou le VEGF (Lecuyer et al., 2017). En outre,
I’exposition prénatale a I’éthanol perturbe la production placentaire de molécules d’échange
de la sphére feeto-maternelle, éléments indispensables pour le maintien de la gestation, telles
que les thromboxanes (Siler-Khodr et al., 2000), les cytokines, et la prolactine (Sanchis et al.,
1985). L’alcool peut étre a Iorigine de phénomenes de vasoconstriction des vaisseaux
amenant le sang au feetus et provoquer 1’apparition d’un hématome rétro-placentaire (HRP).
Ceci pourrait entrainer une mauvaise oxygénation de 1’embryon, ainsi qu’un défaut d’apport
en nutriments essentiels pour le développement embryonnaire tels que la biotine, la vitamine
B6, les acides aminés, 1’adénosine, le zinc ou encore les acides gras (Haghighi Poodeh et al.,
2012) a lorigine d’avortements spontanés ou de naissances de prématurés avec des
hémorragies cérébrales (Thompson et al., 2014). Enfin, plusieurs études ont établi un lien
entre I’exposition a 1’alcool pendant la grossesse et la perturbation de I’expression de
biomarqueurs placentaires tels que le PLGF et le VEGF (Lecuyer et al., 2017; Rosenberg et
al., 2010) et des facteurs de croissance tels que |’epidermal growth factor (EGF) ou I’insulin-
like growth factor (IGF-1)(Shukla et al., 2011). Ces perturbations dans 1’expression de
molécules placentaires importantes pour la croissance embryonnaire expliquent en partie les
anomalies de I’angiogenése cérébrale observées chez les enfants exposés a 1’alcool pendant la

période embryonnaire (Lecuyer et al., 2017).
3.2.Le syndrome d’alcoolisation fcetale

3.2.1. Epidémiologie

L'alcool est un tératogene responsable de diverses complications et malformations
regroupées sous le terme de syndrome d’alcoolisation feetale (SAF). Le SAF est considéré par
les recherches épidémiologiques comme la principale cause de handicap mental non
génétique. L’incidence annuelle oscille entre 0,5 a 3 naissances pour 1000 en France (Serreau
et al., 2002), 0,3 a 4,8 naissances pour 1000 aux Etats-Unis (Riley et al., 2011), 5,6 a 6,8
naissances pour 1000 en Italie (May et al., 2014) et 0,25 a 7,4 naissances pour 1000 au
Canada (Popova et al., 2019)(Figure 8). Les effets tératogenes peuvent survenir aussi bien a la
suite d’un épisode unique de forte alcoolisation maternelle que d’une intoxication chronique.
Les diverses statistiques, montrent que la gravité du SAF dépend globalement de la quantité
absorbée, du stade de la grossesse, des capacités métaboliques de la mere et de la vulnérabilité

individuelle du feetus méme si aucune valeur seuil n’a pu étre établie.
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Figure 8 : Prévalence globale du SAF dans différentes populations rapportée a 10000
personnes (Adapté de (Popova et al., 2017)).

3.2.2. Caractéristiques du syndrome d'alcoolisation feetale

Le SAF a été découvert par Lemoine et son équipe en 1968 (Lemoine et al., 1968), puis
décrit avec plus de retentissement par Jones et Smith en 1973. Un nouveau-né diagnostiqué
atteint d’un SAF, présente souvent un retard de croissance, des malformations congénitales,
une dysmorphie cranio-faciale et/ou des Iésions cérébrales, qui se traduisent a ’age adulte par
des deéficits cognitifs et comportementaux (Clarren et al., 1978; Jones and Smith, 1973).

L’exposition prénatale a 1’alcool entraine souvent une naissance prématurée, associee a
un retard de croissance, a la fois pré- et postnatale. Cette hypotrophie staturo-pondérale est
observée en prénatal chez 80% des sujets SAF. Elle s’associe souvent a la prématurité et se
traduit a la fois par un retard ou une stagnation du poids, de la taille et du périmetre cranien.
Ce retard de croissance entraine une hypotrophie globale du poids et de la taille de ’embryon
(Astley and Clarren, 2001) et son importance est liée a la durée de I'exposition et au stade de
développement embryonnaire (Larroque, 1992). Ceci est surtout visible a partir de la seconde
moitié de la grossesse avec un poids et une taille inférieure ou égal au 10°™ percentile (pour
revue, Clarren et al., 1978). Ce retard de croissance entraine également des désordres
métaboliques (hypoglycémie, hypocalcémie) et peut conduire a un véritable nanisme sans
dysmorphie. Des études d’imagerie par résonnance magnétique (IRM) ont mis en évidence

une réduction du volume cérébral des enfants atteints du SAF (Lebel et al., 2011; Riikonen et
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al., 2005), avec un périmétre cranien inférieur ou égal au 10°™ percentile et une
microcéphalie persistante (Russell and Skinner, 1988) qui sera plus tard responsable de
troubles psychiques liés a un déficit cognitif engendrant des difficultés scolaires pendant
I’enfance et a une dépendance aux drogues a I’age adulte.

Le SAF peut aussi se traduire par des malformations congénitales (Randall and Taylor,
1979). Chez la souris, I’administration d’éthanol vers le 7°™ et/ou le 8°™ jour de gestation
peut produire des anomalies faciales, tandis que des administrations a partir du 9°™ et/ou du
10°™ jour de gestation conduisent & des anomalies des membres (Webster et al., 1983). Chez
I’Homme, les malformations observées sont étroitement liées aux phases de développement
des organes affectés. Ces malformations concernent principalement des cardiopathies mais on
retrouve aussi des altérations squelettiques conduisant a des déformations du thorax et du
rachis, a des anomalies ostéo-articulaires (scoliose, luxation, camptodactylie) et a des
raccourcissements des membres. Le SAF peut conduire a des anomalies musculaires
provoquant des hernies diaphragmatiques ou ombilicales et a des probléemes cutanés comme
des angiomes cutanés ou une diminution du pannicule adipeux, a l’origine d’angiomes
tubéreux extensifs, de cutis laxa, d’hirsutisme et d’hypoplasie unguéale. On observe parfois
une insuffisance du réseau capillaire sous-cutané, des angiomes tubéreux, de I’hirsutisme et
une hypoplasie des ongles. On rapporte également des anomalies des reins qui peuvent étre en
fer a cheval, former un double pyelon, présenter une hypoplasie ou provoquer une
hydronéphrose. Au niveau des yeux, les enfants SAF peuvent souffrir de microphtalmie, de
myopie, d’hypermétropie, de strabisme ou encore d’un ptosis des paupicres. Les enfants SAF
présentent souvent une dysmorphie cranio-faciale qui peut se caractériser par un décollement
des oreilles avec anomalie du pavillon, une fissure labiale et/ou palatine (également appelée
bec-de-liévre), un palais ogival avec une voUte palatine élevée et des dents mal alignées. Entre
autres malformations faciales, on peut citer un philtrum (espace naso-labial) allongé, des
fentes oculaires étroites, une racine du nez effondrée, une levre supérieure fine et étroite, un
micro-rétrognathisme (menton petit, étroit et en retrait) et des cheveux anormalement
implantés. Tous ces signes observables pendant la période néonatale et qui persistent a ’age

adulte donnent le profil caractéristique d’un enfant SAF.
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3.3.Effets sur le développement cérébral
Les effets de I’alcool varient en fonction du stade de développement de I’embryon, en
particulier pour le cerveau en raison de la mise en place de ces différentes structures tout au

long des trois trimestres de la grossesse (Tableau 2).

Reproduction Gestation (Jours) Naissance Adulte P30
1 4 6 8 10 12 14 16 18 20 0 24 26 28
1 1 1 1 L 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Régulation épigénétique Gastrulation Neurogenése - Gliogenése
Neurulation
Angiogenése

Migration - Différenciation

Développement embryonnaire

Apoptose
Synaptogenése
Myélinisation
e Altération de la gastrulation et neurulation o Glie radiaire anormale (lésions des e Perturbation de la synaptogenése
o neurones et des astrocytes)
g e Perturbation de la prolifération neuronale e Altération de I'histogenése e Altération de la myélinisation
= . - e
= e Tube neural défectueux e Mort neuronale e Déficits cérébraux (cervelet)
o
=
2 e Modification épigénétique et méthylation ® Déficits cérébraux (hippocampe, corps e Mort neuronale
_‘~¢'p' du génome embryonaire calleux)
L]
3 e Perturbation de I'angiogenése cérébrale
£
w

1°" trimestre 28 trimestre 3¢me trimestre

Tableau 2 : Effets de ’éthanol sur le développement du SN embryonnaire tout le long
des trois trimestres de gestation chez la souris.

Au stade (EO-E10) équivalent au premier trimestre, I’éthanol in utero agit sur le processus
épigénétique, la morphogenése cérébrale (gastrulation-neurulation), et 1’angiogenése
cerébrale. Au cours du deuxieme trimestre (E11 & E20), I’éthanol in utero agit sur
I’histogenése cérébrale. Entre E21 et P30, équivalent au troisieme trimestre, une exposition
prénatale a I’éthanol retarde la maturation cérébrale en agissant sur la synaptogenése et la
myélinisation. L’exposition prénatale a I’éthanol durant ces stades précoces du
développement embryonnaire cause des retards de développement, des malformations, une
mort cellulaire et des anomalies cérébrales.
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Pendant le premier trimestre, équivalent & la période EO-E10 chez la souris (Guerri,
2002), au cours duquel I’ectoderme puis la plaque neurale qui sont a I’origine du cerveau se
mettent en place, une exposition a 1’alcool peut perturber la gastrulation, puis la neurulation
(voir partie 1.2. du chapitre 1) en réduisant directement la prolifération cellulaire. En effet,
I’alcool augmente la durée du cycle cellulaire en réprimant 1’expression de neurotrophines
comme la NT-3 et de facteurs de croissance tels que Bmp15 (Green et al., 2007; Kleiber et al.,
2013), et en altérant la configuration tridimensionnelle des protéines Sonic hedgehog (Hong
and Krauss, 2012) et de glycoprotéines telles queWnt (Green et al., 2007; Hard et al., 2005).

L’alcool cause aussi a ces stades précoces du développement des retards de
différenciation cellulaire (Zhou et al., 2011), en réprimant ’expression de plusieurs genes
développementaux cruciaux tels que la nestine ou la protéine paired box 6 (Veazey et al.,
2013), ce qui provoque la mort de ces cellules et par voie de conséquence cause par la suite
des retards de croissance des différentes structures du cerveau. De plus, I’altération de
I’expression de facteurs de transcription, de récepteurs et/ou de canaux ioniques importants
dans la mise en place des cellules de la créte neurale (Cartwright and Smith, 1995) provoque
des malformations (Guerri, 2002) qui engendrent des anomalies irréversibles du SNC comme
une atrophie du cortex, une hydrocéphalie, une microcéphalie, une anencéphalie et/ou des
ouvertures dans le toit et le plancher du diencéphale (Becker et al., 1996; Sowell et al., 2008).

L’épigénétique joue un réle crucial dans le développement du SN (Haycock, 2009;
Singh et al., 2009) et une exposition prénatale a I’alcool modifie ce profil épigénétique
pendant la période critique de la reprogrammation épigénétique qui se situe entre E0,5 et E9
(Marjonen et al., 2018). Ceci affecte non seulement le développement cérébral précoce mais
persiste aussi pendant la suite du développement embryonnaire (2°™ trimestre) et méme
jusqu’a I’age adulte. En particulier, I’éthanol mais surtout son métabolite I’acétaldéhyde,
réduisent 1’expression d’un important transporteur du folate (RFC1), qui joue un réle majeur
dans le développement du tube neural et du SN en étant le principal donneur de groupements
méthyles (Cai et al, 2019) Ils inhibent également I’expression de la coenzyme
S-adénosylméthionine, qui agit comme principal donneur de groupes méthyles dans diverses
réactions, telles que la méthylation de ’ADN (Chiang et al., 1996). Par ailleurs, 1’alcool
modifie la méthylation de I’ADN durant le développement du cerveau (Smith and Meissner,
2013), et provoque chez I’embryon (Laufer et al., 2013; Marjonen et al., 2015) des Iésions du
remodelage de la chromatine au niveau des histones (Downing et al., 2012; Zhou et al., 2011).
Ceci affecte I’expression de génes essentiels au développement cérébral (Downing et al.,

2011; Garro et al., 1991; Zhou et al., 2011) et de geénes associés aux voies d’activation du
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stress oxydatif potentiellement responsables de dommages cellulaires au niveau du SN (Pagé-
Lariviére et al., 2017) du fait d’'une mort neuronale exacerbée dans certaines zones du cerveau
en cours de formation comme la créte neurale dans les phases précoces ou I’hippocampe plus
tardivement (Nixon and Crews, 2002). Au final, ceci conduit & des anomalies qui se traduisent
généralement par une diminution globale de la masse cérébrale suite a une réduction de la
taille des hemisphéres cérébraux, de la matiere blanche, de la profondeur des sillons et/ou du
volume du 3°™ ventricule chez I’Homme (Muralidharan et al., 2013) et chez les rongeurs
(Petrelli et al., 2018), caractéristique d’une microcéphalie et/ou d’une hydrocéphalie.

En ce qui concerne I’angiogenése (voir partie 2.2. chapitre 1), I’exposition a I’éthanol in
utero induit également des changements morphologiques et phénotypiques des cellules
endothéliales et des microvaisseaux pendant la grossesse chez la femme (Jégou et al., 2012),
correspondant au début de I’angiogenése E9,5 chez le rongeur (Reemst et al., 2016).
L’éthanol altére la perméabilité et 1’intégrité membranaire des cellules endothéliales, ce qui
rend les vaisseaux plus vulnérables pendant I’angiogenése cérébrale (Bake et al., 2017;
Gordon, 2009) et engendre une vasodilatation (Seleverstov et al., 2017) a I’origine d’une
augmentation du flux sanguin cérébral chez le feetus (Cananzi and Mayhan, 2019).

Néanmoins d’une fagon globale, I’exposition a 1’éthanol in utero, en perturbant
I’organisation des microvaisseaux chez les rongeurs et chez ’'Homme (Wang and Kroenke,
2015) fait régresser le réseau vasculaire (Parkington et al., 2014; Seleverstov et al., 2017) et
désorganise la structuration radiale des microvaisseaux au niveau cortical. L’éthanol induit
ces anomalies corticales de I’angiogeneése en altérant I’expression de facteurs pro-
angiogéniques tels que le VEGF, IGF-1, I’angiopoietine-1 ou le FGF (Downing et al., 2011;
Virgintino et al., 2003), de récepteurs associés comme le VEGF-R1 et le VEGF-R2 (Jégou et
al., 2012), de facteurs placentaires tels que le PLGF (Lecuyer et al., 2017) ou de facteurs
neurotrophiques comme le nerve growth factor (NGF), le brain derived neurotrophic factor
(BDNF) et la NT-3 (Carito et al., 2019).

L’histogenéese cérébrale se déroule au cours du second trimestre de grossesse, qui
correspond aux stades E11 & E20 chez la souris (Guerri, 2002). Une exposition a 1’éthanol
durant cette phase du développement embryonnaire agit sur la neurogenése cérébrale (voir
chapitre 1 partie 1.4). Ceci se traduit par une inhibition de la prolifération des précurseurs
neuronaux au niveau des régions germinatives ventriculaires et sous-ventriculaires,
notamment pour les précurseurs des neurones corticaux (Climent et al., 2002), des neurones
hippocampiques (Klintsova et al., 2007) et des cellules du vermis du cervelet (Sowell et al.,

1996). En particulier, une exposition in utero a I’éthanol réduit le niveau d’expression
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d’IGF-1, de BDNF, de NGF (Luo and Miller, 1998) et/ou de glial cell derived neurotrophic
factor (GDNF)(Tyler and Allan, 2014), considérés comme des facteurs clés dans le contrdle
de la prolifération des précurseurs neuronaux (Henderson et al., 1995) ainsi que dans la survie
des cellules une fois différenciées. Cette altération de la prolifération des cellules souches
neuronales est en partie responsable de I’amincissement de 1’épaisseur des couches neuronales
(Miller and Nowakowski, 1991).

L’exposition prénatale a 1’éthanol, perturbe également la migration et la différenciation
des neurones (Tateno et al., 2004), ce qui contribue a la présence de cellules ectopiques dans
différentes régions du cortex. L’alcool agit sur les neurones mais modifie le phénotype des
cellules gliales radiaires qui servent de guide pour la migration des neurones et leur
fournissent des facteurs de croissance (Sancho-Tello et al., 1995). De plus 1’alcool, méme a
faible concentration perturbe la migration neuronale et donc la formation de certains réseaux
neuronaux en altérant ’expression de molécules d’adhésion comme la neural cell adhesion
molecule L1 (Mifiana et al., 2000).

L’action néfaste de ’alcool sur les cellules gliales inhibe aussi de fagon indirecte la
différenciation de nombreux types cellulaires, comme les neuroblastes corticaux (Laev et al.,
1995) ou les neurones hippocampiques (Yanni and Lindsley, 2000). De plus, 1’exposition in
utero a 1I’éthanol altére les interactions des cellules neuronales et gliales indispensables a la
mise en place des connexions synaptiques entre les neurones en développement et leurs
cibles, ce qui provoque divers déficits cérébraux (Guerri and Renau-Piqueras, 1997; Guerri et
al., 2001) tels que des anomalies au niveau de 1’arborisation dendritique de 1’hippocampe ou
des deficits au niveau des épines dendritiques corticales (Tarelo-Acufia et al., 2000; Yanni and
Lindsley, 2000), perturbant I’ensemble des systémes de neurotransmission (Costa et al., 2000;
Cuzon et al., 2008) a la fois au niveau structural (récepteurs, sites de recapture) mais aussi
fonctionnel (modification de l'affinité des récepteurs, altération des systemes de transduction
du message synaptique). Entre autres, I’éthanol déprime la libération de glutamate au niveau
de TI’hippocampe feetal et réduit de fagon persistante la capacité de liaison du
neurotransmetteur dans la région CAL(Reynolds and Brien, 1994), ce qui se traduit ensuite
chez les enfants par des déficits fonctionnels touchant la mémoire et 1’apprentissage.

Cette inhibition de la différenciation des précurseurs neuronaux réduit la survie des
cellules nouvellement produites (Muralidharan et al., 2013). Mais la mort des neurones est
aussi provoquée par I’accumulation de ROS engendrée par le métabolisme de 1’alcool, qui
dans des cellules ou les taux de radicaux libres sont déja é€levés, altérent I’intégrité des

membranes et dégradent le matériel génétique jusqu’a conduire a la mort cellulaire comme
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cela a été mis en évidence dans I’hippocampe (Barnes and Walker, 1981). Une partie de
I’effet toxique de I’alcool au niveau des cellules pyramidales de la zone CA1 de I’hippocampe
pourrait venir de sa capacité a activer la microglie et a induire la libération de cytokines pro-
inflammatoires tels que linterleukine (IL)-1p ou le facteur de nécrose tumorale a
(TNF-a)(Sowell et al., 2008).

Ces anomalies de migration, de différenciation et de survie neuronale conduisent entre
autres a des lissencéphalies, des pachygyries, des microgyries et des hétérotopies. Le corps
calleux est une des structures qui peut étre partiellement altérée durant la vie embryonnaire,
voire absente. Ceci entraine des malformations nommées agénésie du corps calleux qui peut
étre partielle ou totale durant la vie postnatale et conduire a une hyperactivité, a des difficultés
dans I’apprentissage verbal et a des troubles de la coordination motrice comme cela s’observe
régulierement chez les enfants SAF.

Le dernier trimestre de la grossesse, eéquivalent a la période allant de E21 a P30 chez la
souris, correspond a une période de croissance cérébrale intense au niveau des différentes
structures en formation. L’exposition a I’é¢thanol durant cette phase du développement
embryonnaire perturbe encore la migration et la différenciation des progéniteurs neuronaux,
ce qui conduit a la formation de neurones et d’astrocytes ectopiques et défectueux (Guerri et
al., 2001). En plus d’agir sur la synaptogenése cérébrale, I’éthanol retarde la myélinisation et
donc la maturation du cerveau. Dans des structures au développement particulierement tardif
comme le cervelet, I’exposition a 1’éthanol au cours du 3% trimestre provoque une
hypotrophie en agissant sur la prolifération des précurseurs neuronaux et leur survie (Sowell
et al., 2001).

4. Impacts a long terme d’une exposition prénatale a I’éthanol

4.1.Altérations persistantes du systeme nerveux

La plupart des anomalies du SN induites par une exposition prénatale a I’éthanol
présentées précédemment persistent a I’dge adulte comme I’atrophie des hémispheres
cérébraux et du cervelet ou les lésions du tronc cérébral et du corps calleux (Chanraud et al.,
2007). De méme I’exposition prénatale a 1’alcool entraine une réduction durable de la taille de
I’hippocampe et des noyaux antérieurs du thalamus. Ces altérations souvent régions
spécifiques (pour revue, Lebel et al., 2011) touchent aussi bien la matiére grise (correspondant
aux corps neuronaux) que la matiere blanche (correspondant aux fibres qui transmettent les

informations entre neurones (Buhler and Mann, 2011; Rosenbloom et al., 2003), et sont a
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I’origine d’un ensemble de déficits cognitifs et troubles comportementaux que I’on retrouve

chez les nourrissons, enfants et adultes (Tableau 3).

Age Déficits cognitifs Références
Hypotonie
Nourrisson Agitation, tremblements, succion faible (Roebuck et al., 1999)
Instabilité psychomotrice
Hyperkinésie (Vallée and Cuvellier, 2001)
Troubles du sommeil (Manzano and Salvador, 1993)
Troubles du langage et de la motricité (déficits de

Enfant I’attention, retards de développement) (Salonne et al., 2004)
Désordres émotionnels (hypersensibilité)

Difficultés scolaire (QI < 70) (Mattson et al., 2010)
Déficit psychosocial (Kodituwakku, 2007)
Hyperactivité (déficit de I’attention) (Hellemans et al., 2010)
Retard social

Troubles du comportement et de la communication (Crocker et al., 2003)
(incapaciteé a vivre seul et difficultés relationnelles)

Adulte Dépression (Nestler et al., 2002)
Anxiété (Hellemans et al., 2008)
Comportements inadaptés (dépendance aux (Dewit et al., 2000; Hei'lig
drogues, suicide) and Koob, 2007; Labouvie et

’ al., 1997)

Tableau 3 : Effets de I’éthanol in utero a long-terme sur le développement du SN.

Tableau récapitulatif des troubles du comportement et des déficits cognitifs observées chez les
sujets SAF (nourrisson, enfant et adulte).

En plus des altérations morphologiques développementales, I’exposition in utero a
I’alcool est responsable de 1ésions cérébrales qui apparaissent a 1’dge adulte ou au cours du
vieillissement du fait d’une grande sensibilité des cellules vis-a-vis de leur environnement.
Par exemple, I’effet de I’éthanol sur la morphogenése des cellules endothéliales fragilise les
vaisseaux sanguins qui présentent une membrane basale réduite et un espace périvasculaire
agrandi (Caley and Maxwell, 1970) qui vont contribuer a la formation de micro-hémorragies
cérébrales et a des pertes neuronales (Xue and Del Bigio, 2005). Ces micro-hémorragies
provoguent une activation de la microglie autour des zones de lésions (Goodlett et al., 2005;
Kenna et al., 2011) et I’apparition de foyers de cellules GFAP (glial fibrillary acidic protein)

positives autour des petits vaisseaux sanguins corticaux. Dans certains cas, cela peut
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engendrer a I’dge adulte des hématomes cérébraux et des accidents vasculaires hémorragiques
(Bake et al., 2012).

D’autres 1ésions peuvent aussi apparaitre du fait de carences en vitamines de type B1,
B2, B3 ou B12 chez les personnes exposées a 1’alcool pendant la vie embryonnaire. C’est
ainsi que la carence en thiamine diphosphate (vitamine B1), un cofacteur de plusieurs
enzymes clés du métabolisme cellulaire, altere l'activité mitochondriale, le métabolisme
oxydatif et la viabilité neuronale (de la Monte and Kril, 2014). Ceci engendre une perte de
plasticité neuronale (de la Monte and Kril, 2014), une atrophie de la substance blanche et un
élargissement des ventricules (Sullivan and Pfefferbaum, 2009) conduisant a des

encéphalopathies telles que le syndrome de Wernicke-Korsakoff (Butterworth et al., 1993).

4.2. Vulnérabilité en cas de nouvelles agressions du cerveau

L’alcool modifie aussi durablement les systémes de neurotransmission cérébrale (Sari et
al., 2010) en stimulant par exemple la production de glutamate et en inhibant des systémes de
recapture (Brolese et al., 2015). Ceci peut provoquer des leésions cérébrales, diminuer la
pression intracranienne, comprimer le systéme vasculaire (Bake et al., 2017) et engendrer des
épilepsies ethyligues, un delirium tremens (Schuckit, 2014) ou des ischémies cérébrales (Bake
et al.,, 2017). Une exposition in utero a I’alcool méme transitoire provoque également un
déséquilibre du systeme antioxydant conduisant a une accumulation de ROS qui se maintient
a ’age adulte (Brocardo et al., 2011; Henderson et al., 1995). De ce fait, le cerveau adulte,
devient plus vulnérable aux agressions de son environnement d’autant plus que cela
s’accompagne souvent d’une exacerbation de la réponse immunitaire cérébrale (Bodnar et al.,
2016) et d’une altération de la barriére hémato-encéphalique (BHE)(Phillips et al., 1997). En
conséquence, les dommages cérébraux chez les personnes exposées a I’alcool pendant le

développement seront plus importants en cas de trauma ou d’ischémie cérébrale.
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1. Découverte

L’activité du lobe antérieur de I’hypophyse est contrdlée par diverses neurohormones
synthétisées par des neurones hypothalamiques. Ces facteurs hypophysiotropes sont ensuite
libérés dans les anses capillaires du systéme porte hypothalamo-hypophysaire puis transportés
jusqu’au lobe antérieur de 1’hypophyse (Reichlin, 1989). L’équipe du professeur Akira
Arimura a mené un projet visant a identifier de nouveaux facteurs hypophysiotropes a partir
d’extraits de 4300 hypothalamus ovins. Leur objectif était de rechercher la capacité de
fractions purifiées par des méthodes chromatographiques a stimuler 1’activité¢ de 1’adénylyl-
cyclase (AC) présente dans des cellules adénohypophysaires de rat en culture (Miyata et al.,
1989). En 1989, ils ont identifiés par cette approche, une fraction contenant un peptide de 38
acides aminés a-amidé en son extrémité C-terminale capable de fortement stimuler la
production d’adénosine 3°,5’-monophosphate cyclique (AMPc), et qui de ce fait a été
dénommé pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide 38 ou PACAP38. L’année
suivante, les mémes chercheurs ont isolé et caractérisé un peptide a-amidé de 27 acides
amines, correspondant a la réegion N-terminale du PACAP38 (Miyata et al., 1990). Ce
peptide, dénommé PACAP27, est issu par clivage protéolytique du méme précurseur que
le PACAP38. Le PACAP27 est présent en moindre quantité que le PACAP38 dans
I’hypothalamus de mouton mais possede une activité stimulatrice de I’AC similaire a
celle du PACAP38.

2. Description du peptide
2.1.Structure du peptide

L’analyse de la séquence peptidique du PACAP38 a révélé la présence de sept résidus
lysine (Lys) ainsi que de quatre arginine (Arg) qui conferent a ce peptide un caractere
fortement basique (Miyata et al., 1989). Les deux isoformes possedent des activités
biologiques similaires. Le PACAP27 partage 68% d’homologie de séquence avec le
vasoactive intestinal polypeptide (VIP) et I’analyse phylogénétique permet de classer le
PACAP dans la famille du VIP, de la sécrétine, du glucagon et de la growth hormone-
releasing factor (GRF)(Vaudry et al., 2000a). Les homologies de séquence entre tous les
membres de cette famille sont particulierement retrouvées dans la partie N-terminale des
peptides. En effet, on retrouve généralement un résidu aromatique histidine (His) ou tyrosine
(Tyr) en position 1, un résidu de faible poids moléculaire en positions 2 et 4, un résidu chargé

négativement en position 3 (acide aspartique (Asp) ou acide glutamique (Glu)), une
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phénylalanine (Phe) en position 6 et une thréonine (Thr) en position 7 (Bourgault et al., 2011).
Cette conservation de certains résidus dans la partie N-terminale suggére qu’ils sont cruciaux
pour I’activité biologique de ces peptides. Des dosages radio-immunologiques effectués chez
le rat, révelent que le PACAP38 est la forme moléculaire principale, que ce soit au niveau du
SNC ou dans les tissus périphériques, puisque la forme tronquée de 27 acides aminés ne
représente en général qu'environ 10% de I’ensemble du PACAP retrouvé (Arimura et al.,
1991). Si les deux isoformes PACAP38 et PACAP27 stimulent I’AC avec la méme efficacité
(Hou et al., 1994; Robberecht et al., 1992a, 1992b), le PACAP38 active la phospholipase C
(PLC) avec une puissance supérieure a celle du PACAP27 (Deutsch and Sun, 1992; Pantaloni
et al., 1996; Spengler et al., 1993). La structure secondaire du PACAP déterminée par des
analyses conformationnelles a révélé l'existence d'un domaine N-terminal (résidus 1-8)
désorganiseé suivi par une hélice alpha dont la longueur et le positionnement sont variables. La
région C-terminale (28-38) presente une structure helicoidale équilibrée et rattachée a la
région centrale du PACAP par un connecteur formé par les résidus leucine-27 et glycine-28
(Bourgault et al., 2011; Inooka et al., 1992, 2001; Vaudry et al., 2000a). L’étude comparative
de la structure secondaire du PACAP27 avec celle d’analogues du VIP montre que les
deux peptides présentent une conformation assez similaire. Cette organisation commune
aux membres de la famille du glucagon suggere une interaction similaire des ligands

avec leurs récepteurs (Braun et al., 1995; Briinger et al., 1987).

2.2.Evolution phylogénétique

Le PACAP a été retrouvé chez de nombreuses especes incluant 'Homme (Ohkubo et
al., 1992), les oiseaux et les amphibiens (pour revue,Vaudry et al., 2009). L’analyse de la
séquence primaire du PACAP révele que le peptide a été hautement bien conservé au cours de
I’évolution et posséde quelques divergences au niveau de la partie C-terminale (28-38) chez
certains vertébrés. En revanche le segment (1-27) est identique chez la majorité des especes et
ne différe que d’un seul acide aminé chez le poulet (McRory et al., 1997), la grenouille
(Chartrel et al., 1991) et le poisson (Matsuda et al., 1997). Chez I’'Homme (Ohkubo et al.,
1992), le rat (Ogi et al., 1990), la vache (Sayasith et al., 2007) et la souris (Okazaki et al.,
1995), la sequence est identique a celle initialement rapportée chez le mouton (Miyata et al.,
1989). En effet, au sein de la famille sécrétine/glucagon/gonadotopin releasing hormone, le
PACAP correspond au peptide le plus conservé au cours de la phylogenese, ce qui suggére
qu’il exerce des fonctions biologiques particuliérement importantes (Sherwood et al., 2000;
Vaudry et al., 2000a).

71



¢ Chapitre Il ¢

2.3.Biosynthese du PACAP

Le géne du PACAP a été cloné chez de nombreuses espéces dont ’'Homme (Daniel and
Habener, 2000), la souris (Yamamoto et al., 1998b) et le rat (Yamamoto et al., 1998a). Chez
I’Homme, le géne codant pour le PACAP est localisé sur le bras court du chromosome 18, au
niveau du locus p11 (Hosoya et al., 1992; Ohkubo et al., 1992). La structure de ce gene est
similaire a celle du géne codant pour le VIP, avec 5 exons et 4 introns, qui s’étendent sur
6,6 kb et produit un prépro-PACAP de 176 acides aminés. L’exon 1 ainsi que la partie 3” de
I’exon 5 correspondent a des régions non traduites, alors que les exons 2, 3 et 5 codent
respectivement le peptide signal, un peptide espaceur et le PACAP. L’exon 4 quant a lui code
le PACAP-related peptide (PRP), un autre peptide de la méme famille dont la fonction n’a été
que peu etudiée a ce jour (Sherwood et al., 2000). La région promotrice du géne codant le
PACAP comporte plusieurs sites d’initiation de la transcription ainsi que différents sites de
polyadénylation (Miyata et al., 2000; Yamamoto et al., 1998a). Le promoteur contient
également plusieurs régions regulatrices, parmi lesquelles deux séquences de réponse a
I’AMPc ou CRE, un élément de réponse au TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate) ou
TRE, deux sites de liaison pour le growth hormone factor-1 (GHF-1), un facteur régulant
I’expression tissu-spécifique de ’hormone de croissance et un domaine riche en CT precédé
d’une boite GC reconnue par le facteur de transcription Sp1 (Bodner et al., 1988; Castrillo et
al., 1991; Dollé et al., 1990; Hashimoto et al., 2000; Hosoya et al., 1992; Suzuki et al., 1994).
La biosynthese du PACAP est un processus complexe reposant sur un mécanisme de
maturation post-traductionnelle a partir du clivage protéolytique de son précurseur le prépro-
PACAP en pro-PACAP. La traduction du gene donne naissance a un peptide précurseur,
constitué de 176 acides aminés (19,5 kDa), nommé le prépro-PACAP, qui comprend un
peptide signal de 24 acides aminés ainsi que 7 sites de clivage par les prohormones
convertases (PC) de type PC1, PC2 et PCA4.

Suite au clivage du peptide signal du prépro-PACAP au niveau du réticulum
endoplasmique, le pro-PACAP est sujet a une intense activité enzymatique par les PC,
donnant naissance a deux peptides biologiqguement actifs de 38 et 27 acides aminés
correspondant respectivement au PACAP38 et au PACAP27 (Ogi et al., 1990) (Figure 9). Le
pro-PACAP subit aussi une carboxypeptidation par des carboxypeptidases de type E et H, et
une amidation de sa partie C-terminale par la peptidylglycine a-amidating monooxygenase
(PAM), conduisant a la formation du PACAP et du PRP. Le PACAP38 correspond au
fragment [131-169] du prépro-PACAP et résulte du clivage d’un doublet basique Lys?*-
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Arg'® a son extrémité N-terminale et Arg'’®-Arg'’* & son extrémité C-terminale ; le résidu
Gly*®® permettant I’amidation de la lysine C-terminale. La génération du PACAP27 a partir du
PACAP38 se fait par un processus de protéolyse entre deux résidus basiques, suivi d’une
amidation au niveau de la séquence Gly™8-Lys'-Arg!®0 (Miyata et al., 1990; pour revue,
Moody et al., 2003; Vaudry et al., 2000a). Plusieurs transcrits alternatifs du PACAP ont été
identifiés chez les vertébrés, a savoir un transcrit long codant le PACAP et le PRP et un
transcrit plus court codant uniqguement le PACAP (McRory et al., 1995, 1997; Parker et al.,
1993, 1997). Chez le poisson zebre (Daniorerio), un autre transcrit alternatif dépourvu de
I’exon 3 a été rapporté (Krueckl et al., 2003). De plus, des techniques d’immunohistochimie
et d’hybridation in situ ont mis en évidence la forte expression du PACAP dans I’ensemble du
SNC et les organes périphériques, suggérant un rdle majeur de ce polypeptide dans de

nombreuses activités biologiques et fonctions vitales.
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Figure 9 : Représentation schématique du précurseur du neuropeptide PACAP et de sa
maturation post-traductionnelle.

Abréviations : PS : Peptide signal ; PRP : PACAP-related peptide ; PAM : peptidyl glycine o—
amidating monooxygenase, PC : Prohormones convertases ; CP: Carboxypeptidase.
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2.4.Libération et dégradation du PACAP

Malgré sa large distribution dans I’organisme peu d’informations sont disponibles sur la
libération du neuropeptide qui semble se faire principalement au niveau des terminaisons
nerveuses (Kimura et al., 1994). Il fut démontré que dans I’hypothalamus, le PACAP est
localisé dans de grosses vesicules de sécrétion & noyaux denses contenues dans les fibres
nerveuses (Kimura et al., 1994). Par ailleurs, des études sur des cultures de
neuroblastomes humains de type IMR-32 ou des neurones de ganglions nerveux
cervicaux montrent que la dépolarisation des cellules de neuroblastomes et
I’administration de dibutyrylAMPc ou d’esters de phorbol stimulent la libération de
PACAP (Suzuki et al., 1993). Il est a noter que le PACAP38, le PACAP27 et le VIP
provoquent la libération de PACAP38, ce qui suggere I’existence d’un mécanisme de
régulation autocrine (Suzuki et al., 1994).

Les peptides sont connus pour leur faible stabilité métabolique provenant de leur haute
susceptibilité a la protéolyse. Le PACAP est ainsi rapidement dégradé dans la circulation
sanguine avec une demi-vie d’environ 5 minutes (Zhu et al., 2003) du fait du clivage par
plusieurs enzymes présentes dans 1’organisme telles que la dipeptidylpeptidase-1V (DPP-1V),
les carboxypeptidases (CP) ou des endopeptidases plasmatiques neutres (Gourlet et al., 1997a;
Zhu et al., 2003). La DPP-1V est une enzyme membranaire et ubiquitaire largement distribuée
dans de nombreux tissus, en particulier a la surface des cellules endothéliales des vaisseaux
sanguins (Zhu et al., 2003). Comme dans tout ’organisme, elle agit au niveau du SNC et de la
BHE en clivant des dipeptides a partir de 1’extrémité N-terminale de ses substrats (Mentlein,
1999). C’est ainsi que la DPP-1V hydrolyse le PACAP38, en PACAP(3-38) puis en
PACAP(5-38), en clivant entre les résidus Ser?-Asp® et Gly*-1le®. Les résidus histidine-1 (His-
1) et sérine-2 (Ser-2) étant particulieérement importants a I’activité biologique du PACAP,
cette protéolyse conduit a la formation d’un antagoniste qui va inhiber I’activité du peptide
endogene (Arimura et al., 1991; Hannibal et al., 1995; Piggins et al., 1996; Zhu et al., 2003).
En revanche, des études ont montré par spectrométrie de masse que dans le plasma, la DPP-
IV présente une faible affinité pour le PACAP27 (Bourgault et al., 2008b, 2009a; Zhu et al.,
2003).

Dans la circulation sanguine, le PACAP38, s’associe avec une protéine plasmatique
appelée céruloplasmine. Cette liaison permet d’augmenter sa stabilité vis-a-vis des enzymes
de dégradation (Tams et al., 1999). Néanmoins, il a été montré que la demi-vie du PACAP38

n’est que de 2 a 10 min lorsque ce dernier est injecté chez I’Homme ou la souris (Li et al.,
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2007; Zhu et al., 2003). De plus, si la liaison du PACAP38 a la céruloplasmine protege le
peptide, elle entraine une diminution de la concentration de PACAP libre, et réduit donc son
efficacité (Tams et al., 1999).

3. Distribution du PACAP

Le PACAP est trés largement distribué¢ dans I’ensemble de 1’organisme, tant au niveau

du SNC que du SNP.

3.1.Dans les organes périphériques

Le PACAP est principalement retrouvé dans des fibres nerveuses innervant de
nombreux organes comme par exemple ceux du systeme lymphoide (Gaytan et al., 1994),
incluant le thymus et la moelle osseuse (Vaudry et al., 2009), ou du systéme cardiovasculaire
avec une riche innervation PACAPergique des tissus musculaires lisses, suggérant que le
PACAP agit sur la motricité vasculaire (Marzagalli et al., 2015). On retrouve également du
PACAP dans des fibres nerveuses innervant les glandes endocrines telles que 1’hypophyse
antérieure, les surrénales et le pancréas (Vaudry et al., 2009), indiquant que le peptide pourrait
participer au contrdle neuroendocrinien de certaines sécrétions hormonales. Ce peptide est
aussi retrouvé dans beaucoup d’autres tissus, notamment au niveau des Voies respiratoires,
dans le nez, le larynx, la trachée, les bronches ou les poumons (Arimura et al., 1991;
Moller et al., 1993; Uddman et al., 1991) ; du systéme digestif, dans les glandes salivaires
(Moller et al., 1993), le foie, I’estomac (Arimura et al., 1991; Hannibal et al., 1997; Moller
et al., 1993), I’intestin (Arimura et al., 1991) ou le pancréas exocrine (Fridolf et al., 1992) ;
du systeme reproducteur et urinaire, dans les reins, la vessie et les gonades (Arimura et al.,
1991). On retrouve aussi du PACAP dans les glandes parathyroides (Jansen-Olesen et al.,
1994; Luts and Sundler, 1994; Uddman et al., 1991) ou au niveau des vaisseaux sanguins

cérébraux (Jansen-Olesen et al., 1994).

3.2.Dans le placenta

Des études de dosage radio-immunologique et d’hybridation in situ, montrent que le
PACAP est exprimé dans différentes structures placentaires chez les rongeurs et ’Homme
(Koh et al., 2005; Scaldaferri et al., 2000). Les deux formes de PACAP, sont retrouvées dans
le placenta (Sreedharan et al., 1995), avec une immunoréactivité plus forte pour le PACAP38,
tant du c6té maternel que feetal (Brubel et al., 2010). La densité en ARNm codant le PACAP

dans le placenta varie selon les régions et le stade de gestation (Koh et al., 2003). Chez les
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rongeurs, le PACAP est retrouvé au niveau des cellules déciduales dés le 13,5°™ jour de
gestation. Son expression augmente ensuite pendant la seconde moitié de la gestation (entre le
18,5°™ et le 21,5*™ jour). Cette évolution de I’expression du PACAP au cours du
développement, suggére que le peptide joue un rdle dans la régulation de la croissance et de la
différenciation des cellules placentaires (Koh et al., 2003). Entre le 18°™ et 21,5°™ jour de
gestation, I’expression du PACAP augmente surtout au niveau des cellules stromales et des
villosités choriales du placenta, ou il pourrait exercer un effet trophique. La localisation de
I’expression du PACAP suggére qu’il joue un role dans les échanges sanguins foeto-maternels
(Koh et al., 2003). 1l est maintenant bien établi que de nombreux peptides peuvent traverser la
barriére placentaire de maniére passive (Chandorkar et al., 1999). Bien que les génes du
PACAP sont exprimés dans le placenta chez le rat et 'Homme (Koh et al., 2005; Scaldaferri
et al., 2000), la capacité du PACAP a franchir la barriere hémato-placentaire n’a pas encore
été étudiée. En revanche, il a été montré chez la souris que le PACAP peut traverser la
barriere hémato-testiculaire, laquelle est connue pour étre plus étanche que la barriere
placentaire (Banks et al., 1993).

La capacité du PACAP administré en periphérie a traverser efficacement la BHE et a

agir au niveau central laisse penser qu’il serait capable de franchir la barriére placentaire.
3.3.Au niveau de la BHE

Il a été démontré chez la souris, que le PACAP est I'unique membre de la superfamille
VIP/GRF/glucagon capable de traverser la BHE grace a un systeme de transport spécifique
bidirectionnel, alors que la majorité des peptides transite généralement de fagon
unidirectionnelle a travers la BHE, en allant du cerveau vers la périphérie (Dogrukol-Ak et al.,
2004). Si les deux formes actives du PACAP sont capables de franchir efficacement la BHE
elles utilisent un type de transport différent (Banks et al., 1993) (Figure 10).

En effet, le PACAP27 diffuse vers le cerveau de maniére passive et non saturable par
passage transmembranaire (Banks et al., 1993; Dogrukol-Ak et al., 2004), alors que le
PACAP38 traverse la BHE via un transporteur nommé peptide transport system-6 (PTS-
6)(Banks et al., 1993; Dogrukol-Ak et al., 2004). Le passage du PACAP a travers la BHE,
suggere un rdle clé dans certaines atteintes neurologiques méme si son passage bidirectionnel
pourrait limiter son action neuroprotectrice (Nonaka et al., 2002). Dans ce contexte, il a été
montré chez la souris SAMPS8, utilisée comme modele expérimental de la maladie
d’Alzheimer (MA), que le transport du PACAP dans les différentes régions du cerveau
comme I’hypothalamus, 1’hippocampe et le bulbe olfactif est considérablement plus lent que
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chez la souris sauvage (Nonaka et al., 2002). En outre, dans le cas de lésions de la moelle
épiniére ou d’un accident vasculaire cérébral (AVC), le transport PACAPergique est altére,
suite a une inhibition de I’efficacité du PTS-6 (Banks et al., 1998; Nonaka et al., 2005),

conduisant a une réduction de I’apport en PACAP38 au cerveau.
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Figure 10 : Passage du PACAP a travers la BHE.

Le passage du PACAP38 se fait principalement par le transporteur saturable PTS-6 de la
circulation sanguine au cerveau et inversement du cerveau vers la circulation sanguine. Le
PACAP27 traverse la BHE par diffusion passive vers le cerveau et par le transporteur PTS-6
vers la circulation sanguine. Abréviation : PTS-6 : peptide transport system 6.

3.4.Dans le systéeme nerveux central

3.4.1. Distribution du PACAP dans le SNC chez l'adulte

Le PACAP exerce de multiples activités biologiques au niveau de 1’organisme, et agit
en tant qu'hormone hypothalamique, neuromodulateur, facteur neurotrophique ou
neurotransmetteur (Shioda, 2000). En accord avec ces multiples fonctions, des dosages radio-
immunologiques et des études par hybridation in situ ont démontré que le PACAP est
largement exprimé dans I’ensemble du SNC des mammiferes, sachant que la forme PACAP38

est toujours plus abondante que la forme PACAP27 (Arimura et al., 1991; Condro et al.,
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2016; Ghatei et al., 1993). En particulier, le PACAP ainsi que son ARNm sont fortement
exprimés dans 1’hypothalamus et dans de nombreuses régions extra-hypothalamiques, telles
que le cortex cérébral, le thalamus, le striatum, le noyau accumbens, la substance noire, le
locus coeruleus, la glande pinéale, le cervelet et le pont (Condro et al., 2016; Ghatei et al.,
1993; Hannibal et al., 1995; Masuo et al., 1993; Piggins et al., 1996; Vaudry et al., 2009). Des
neurones immunoréactifs au PACAP sont aussi localisés dans la substance grise

périaqueducale du mésencéphale (Das et al., 2007).

3.4.2. Distribution du PACAP dans le SNC au cours de I’ontogenése

La présence du PACAP au cours du développement a été particulierement étudiée dans
le SNC des mammifeéres et il apparait que la cinétique d’expression du PACAP coincide avec
celle codant pour ses ARNm (Masuo et al., 1994; Tatsuno et al., 1994). Les quantités
d’ARNm du PACAP sont variables au niveau du SNC (hypothalamus, hippocampe, cervelet)
et du SNP (neurones sensoriels, neurones sympathiques préganglionnaires et neurones
ganglionnaires parasympathiques). Les études immunohistochimiques ont permis de
démontrer que le PACAP est exprimé dans le tube neural dés le 9™ et le 11°™ jour de vie
embryonnaire chez la souris et le rat, respectivement (Shuto et al., 1996; Waschek et al.,
1998) suggérant un rdle du peptide dans la prolifération ou la différenciation des précurseurs
neuronaux du tube neural (Scharf et al., 2008). Au stade embryonnaire 16 (E16), le PACAP
est exprimé au niveau de la moelle épiniere en développement. Le PACAP est également
présent dans I'hippocampe, I'nypothalamus et le noyau pontique (Jaworski and Proctor, 2000)
des leur apparition, suggérant un role dans l'activation de I’axe hypophyso-thyroidien
nécessaire pour la métamorphose de I’embryon (Tata, 1998). Dans le cortex, I'hippocampe, le
thalamus et le mésencéphale, le niveau de PACAP augmente rapidement entre le jour
postnatal 10 (P10) et P20 chez le rat pour atteindre un plateau vers P30 a la fin de la phase de
différenciation des neurones. Dans le striatum et le cervelet, les niveaux de PACAP sont trés
élevés a la naissance et au cours des premieres semaines postnatales puis diminuent
progressivement entre P20 et I'age adulte (Jaworski and Proctor, 2000). Par ailleurs, au niveau
du cervelet, le PACAP se caractérise par deux pics immunoréactifs qui sont observés a P4
puis a P20, suggérant une contribution de ce peptide a la neurogenese puis la survie des

cellules neuronales en cours de différenciation.
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4. Les Récepteurs du PACAP

Le PACAP peut se lier a deux types de sites de liaison qui se distinguent par leur
affinité relative pour le PACAP, le VIP et d’autres peptides de la méme famille. Les études
pharmacologiques indiquent que les sites de liaison de type | présentent une haute affinité
pour le PACAP (Kd~ 0,5 nM) mais une affinité beaucoup plus faible pour le VIP (Kd =
500 nM), alors que les sites de type Il possédent une affinité équivalente pour le PACAP et le
VIP. Trois sous-types de récepteurs au PACAP ont été clonés a ce jour et nommés PAC1,
VPAC1 et VPAC2 (Harmar et al., 1998). Ces récepteurs appartiennent a la famille des
récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés a des protéines G de type guanine
nucleotide binding proteins de classe B, qui se distinguent de la classe A par un large hecto-
domaine dans la partie N-terminale, crucial pour la reconnaissance du ligand (Kumar et al.,
2011).

4.1.Les recepteurs PAC1

Les sites de liaison de type I, caractérisés initialement dans 1’hypophyse antéricure et
I’hypothalamus, correspondent au récepteur PAC1 (Harmar et al., 1998). Chez ’'Homme, le
récepteur PAC1 comporte 495 acides amines (Vaudry et al., 2009) et le géne codant le PAC1
est composé de 18 exons localisés en 7pl5-14 (Brabet et al., 1996). Le géne codant le
récepteur PAC1 a été clone, respectivement, chez ’Homme (Ogi et al., 1993), les bovins
(Miyamoto et al., 1994), le rat (Hashimoto et al., 1993) et la souris (Yamamoto et al., 1998b).

La caractérisation du géne codant pour ce recepteur, composé de 18 exons, a revelé
qu’il peut générer des isoformes par un mécanisme d’épissage alternatif (Lutz et al., 2006).
Les récepteurs PAC1 ont été identifiés comme étant spécifiques du PACAP, puisqu’ils ne
lient le VIP qu’a des concentrations 1000 fois supérieures au PACAP. L’activation du
récepteur PACL entraine généralement une augmentation de la concentration d'’AMPc de par
son couplage a I’AC (Basille et al., 1995), et une augmentation des concentrations de
diacylglycérol (DAG) ou d’inositoltrisphosphate (IP3) via son couplage a la PLC (Journot et
al., 1994) (Figure 9). Mais il peut aussi engendrer une augmentation d’acide phosphatidique
via son couplage a la phospholipase D (PLD)(McCulloch et al., 2000). La spécificité de
couplage du récepteur PAC1 aux différents seconds messagers varie en fonction des variants

exprimes.
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Figure 11 : Voies de transduction activees par les récepteurs du pituitary adenylate
cyclase-activating polypeptide (PACAP).

Les récepteurs du PACAP, PACL, VPAC1 et VPAC2 sont couplés positivement a I’AC et
leur activation entraine une augmentation de la concentration intracellulaire d’AMPc et
I’activation subséquente des voies des MAP kinases. Ils peuvent également étre couplés a la
PLC et activer les voies de I’IP3 et de la PKC provoquant une accumulation intracellulaire de
calcium Ca?*ou a la PLD et activer la voie du PA. Abréviations : AC : adenylylcyclase ;
AMPc : adénosine 3’,5’-monophosphate cyclique; AP-1: activatorprotein 1 ; Ca®*, ions
calcium ; CREB : cAMP response element binding protein ; DAG : diacylglycérol ; ERK:
extracellular signal-regulated kinases ; IPs: inositol trisphosphate ; MEK : mitogen-activated
protein Kinase Kkinase; p38: p38 mitogen-activated protein kinase ; PA: acide
phosphatidique ; PACL : récepteur spécifique du PACAP ; PKA/C : protéine kinase A/C ;
PLC/D : phospholipase C/D ; Rapl, ras-related protein 1; Ras: ras oncogene ; VPAC1/2,
récepteur de type 1/2 du PACAP et du VIP.
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L’épissage alternatif du récepteur de type I, révele six variants différents les uns des
autres par I’absence (forme short) ou la présence au niveau de la troisiéme boucle
intracellulaire (IC3) des exons hip et/ou hop (Spengler et al., 1993). Ces variants ont aussi éte
identifiés chez ’'Homme (Pisegna and Wank, 1996) et les rongeurs (Pantaloni et al., 1996).
La forme courte du récepteur est nommée PAC1s, avec « S » pour short (sans cassette). Les
autres formes du récepteur présentent 1’insertion au niveau de la boucle IC3 d’une cassette de
27 acides aminés (variant PAClhopl), d’une cassette de 28 acides aminés (variantsPAC1hip
ou PAClhop2) ou d’une association de cassettes (variants PACLhip-hopl et PAC1hip-
hop2)(Spengler et al., 1993). L’isoforme PAC1TM4 présente des substitutions et des
délétions entrainant des modifications au niveau des domaines transmembranaires (TM) 2 et 4
(Chatterjee et al., 1996). Cette isoforme du récepteur PAC1 n’est couplée ni a la PLC ni a
I’AC, mais induit une augmentation de I’entrée d’ions Ca?" via un canal de type L (Chatterjee
et al., 1996). Un autre variant, nommé PAC1vs (vs pour « veryshort »), est généré par la
délétion des exons 5 et 6 (Dautzenberg et al., 1999; Pantaloni et al., 1996). Ces variants
identifiés chez le rat ne sont pas tous retrouvés chez ’Homme. En effet, seules les isoformes
PAC1s, hip, hopl, hip-hopl et vs ont été a ce jour rapportées chez I’Homme, ou elles sont
nommeées respectivement null, SV1, SV2, SV3 et VS (pour revue,Vaudry et al., 2000a).
D’autres isoformes du récepteur PAC1 présentant a la fois des délétions au niveau des exons
4, 5 et 6 codant ’extrémité N-terminale du récepteur, ainsi que des insertions dans la région
codant la boucle IC3 ont été identifiees dans des cellules de neuroblastomes (Lutz et al.,
2006).

Certaines études rapportent des différences d’affinité des récepteurs PAC1 entre le
PACAP38 et le PACAP27. Ceci a conduit a diviser cette classe de récepteurs en deux sous-
types. D’un c6té, les récepteurs de type 1A (correspondant aux variants humains null et SV 3)
présentent une haute affinité pour le PACAP38 et le PACAP27 de I’ordre du nanomolaire,
alors que les récepteurs de type 1B (correspondant aux isoformes SV1, SV2 et VS) présentent
également une affinité pour le PACAP38 de I’ordre du nanomolaire mais une affinité 100 fois
plus faible pour le PACAP27 (Robberecht et al., 1991; Shivers et al., 1991).
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4.2.Les récepteurs VPAC1/VPAC2

Les sites de liaison de type Il, abondants dans de nombreux organes périphériques,
correspondent aux récepteurs nommés VPACL et VPAC2. Les profils pharmacologiques de
ces deux récepteurs different surtout en ce qui concerne leur affinité relative pour la sécrétine
et ’hélodermine (Vaudry et al., 2000a). Le récepteur VPACL a initialement été identifié dans
le poumon de rat (Ishihara et al., 1992) et a été par la suite cloné chez I’Homme dans la lignée
de carcinome HT29 (Sreedharan et al., 1993). Chez ’'Homme, le récepteur VPAC1 comporte
457 acides aminés et le gene codant leVPACL est composé de 13 exons localisés en 3p223p22
(Sreedharan et al., 1995). Le récepteur VPAC2, a quant a lui été identifié dans I’hypophyse de
rat (Lutz et al., 1993), puis chez ’Homme dans les cellules SUP-T1 (Svoboda et al., 1994).
Chez ’'Homme, le récepteur VPAC2 comporte 437 acides aminés et le géne codant le VPAC2
est composé de 13 exons localises en 7g36.3 (Mackay and Cooper, 1996). Le récepteur
VPACI1 présente 49% d’homologie avec le récepteur VPAC2. En général, les VPACL et
VPAC2 sont principalement couplés a ’AC mais peuvent parfois aussi activer la PLC et
induire une augmentation de Ca?* intracellulaire (Sreedharan et al., 1994) ou stimuler la PLD
(McCulloch et al., 2000) (Figure 11).

4.3.Caractérisation pharmacologique des récepteurs du PACAP

La caractérisation des récepteurs du PACAP s’est faite par des études de relations
structure activité. En effet, les récepteurs PAC1 et VPAC sont un domaine N-terminal
impligué dans la reconnaissance du récepteur via la formation d'un complexe avec le PACAP
(Laburthe and Couvineau, 2002). La formation de ce complexe entre la portion hélicoidale du
PACAP et le domaine N-terminal du récepteur induit un changement conformationnel de ce
dernier permettant ainsi a la portion N-terminale du PACAP d'interagir avec la région juxta-
membranaire du récepteur pour induire, via le recrutement des protéines Gas, l'activation de
I'AC et donc par conségquence l'augmentation des concentrations intracellulaires d’AMPc. Des
analogues du PACAP ont été développés en modifiant le fragment C-terminal du PACAP, en
générant des peptides chimériques ou en créant des peptides D-énantiomeres (pour revue,
Dickson and Finlayson, 2009). Certains ligands sélectifs (agonistes ou antagonistes) pour les

récepteurs du PACAP actuellement disponibles sont présentés dans le tableau 4.
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Agonistes Antagonistes
Récepteur Peptides Limitations Peptides Limitations
Maxadilan - des(24-42)Maxadilan -
(Moro and Lerner, 1997) (Moro et al., 1999)
PAC 1 - PACAP(6-38) Faible agoniste
(Robberecht et al., 1992b) VPAC2
: Aucune donnée
- Hydrazides
pour VPAC1 et
(Beebe et al., 2008) VPAC?
Affinité
[AM, A%, AZ]VIP - [Y®, Dip**]VIP(6-23) | moyenne envers
(Nicole et al., 2000) (Tams et al., 1999) VPAC2
15 p16 | 27 .
vPACL | [K 71)/RGF’€||:_ (8]\£'7F)> (1 - PG 97-269 Faible affinité
(Gourlet et al., 1997b) (Gourlet et al., 1997a) pour VPAC?2
[R*]Secretine ré?:\ggtneltsjtrediula )
(Gourlet et al., 1996) o
sécrétine
Ro 25-1392 ] ]
(Xia et al., 1997)
VPAC2 - PG 99-465 Faible agoniste

(Moreno et al., 2000)

VPAC1

Ro 25-1553
(O’Donnell et al., 1994)

Activation de
PAC1

Tableau 4 : Principaux outils pharmacologiques disponibles pour étudier ’implication
fonctionnelle des récepteurs PAC1, VPACL, VPAC2. (Adapté de (Bourgault, 2009)).

Ligands sélectifs du PACAP (agonistes, antagonistes) pour les récepteurs du PACAP avec

leurs limites d’utilisation. (-) Absence de limitations.

5. Distribution des récepteurs du PACAP

Globalement, les récepteurs du PACAP sont exprimés dans les mémes tissus que leurs

ligands. Mais méme si ces différents récepteurs sont trés largement présents dans 1’organisme,

leur abondance relative differe. En effet, le récepteur PACL1 est plus abondant dans le SNC et

le SNP, alors que les récepteurs VPACs sont majoritaires dans les systémes respiratoire,

cardio-vasculaire, digestif et urogénital (pour revue, Vaudry et al., 2000a).
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5.1.Dans les organes périphériques a 1’age adulte

Au niveau periphérique, les trois récepteurs sont abondamment exprimés et leur
distribution relative est tissu-dépendante (Busto et al., 2000; Valiante et al., 2009; Vaudry et
al., 2000a) (Tableau 5). Les sites de liaison de type | sont notamment retrouvés au niveau des
arteres, de la médullosurrénale, des tissus lymphoides, de l'intestin, de 1’hypophyse et des
gonades (testicules et ovaires)(Usdin et al., 1994; Vaudry et al., 2000a). Les sites de type Il
sont retrouvés dans d’autres tissus, mais comme ils correspondent a la fois aux récepteurs
VPACI et VPAC2, il a fallu confronter ces données avec des études d’hybridation in situ. Les
ARNM codant pour le récepteur VPAC1 sont particulierement abondants dans les tissus
épithéliaux, les poumons, le foie, les reins, la prostate et la rate (Reubi et al., 2000), alors que
les ARNm des récepteurs VPAC2 sont présents en forte densité au niveau de
I’hypophyse, des organes musculaires du colon, du pancréas, de la thyroide et de la rétine
(Harmar et al., 2004).

5.2.Dans le placenta

Les récepteurs VPACSs sont faiblement exprimés dans le placenta humain (Sreedharan et
al., 1995) alors qu’on y retrouve une expression plus forte du récepteur PAC1 (Koh et al.,
2003, 2005). Des études immunohistochimiques, révelent que le PAC1 est exprimé dans
différentes cellules du placenta humain, i.e. les cellules du stroma endométrial qui entourent
les vaisseaux sanguins, les cellules stromales au niveau des villosités choriales et les cellules
déciduales. Chez les rongeurs, le PAC1 est distribué dans la zone du labyrinthe, et au niveau
des terminaisons des villosités du sac vitellin (Sreedharan et al., 1995).

L’expression du messager du récepteur PAC1 augmente progressivement dans les
différentes régions placentaires au cours de la gestation chez le rongeur, sauf au niveau de la
mugueuse utérine de la caduque. Au niveau des cellules déciduales le niveau d’expression du
messager du PAC1 atteint un pic d’expression a E13, puis son expression se stabilise jusqu’a
la naissance. Chez la femme, D’expression du récepteur PACI varie selon la région
placentaire. Une expression élevée du PAC1 est détectée au niveau des cellules stromales et
des villosités placentaires, alors que I’expression est nettement plus faible au niveau des
cellules du trophoblaste (Koh et al., 2005). L’augmentation progressive de I’expression des
messagers, a la fois du PACAP et de son récepteur PACL1, suggere son réle important dans le

développement et la croissance du placenta. Cing isoformes du récepteur PAC1 ont été
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détectés chez le rat, i.e. lePAC1s, le PACLhip, le PAClhopl, le PAC1hip-hopl et le PAC1vs,
alors que chez la femme, seul le variant PAC1 SV1 a éte rapporté.

Structures PACAP Récepteurs
ARNm | Corps cellulaires | Fibres | PAC1 | VPAC1 | VPAC2

SYSTEME NERVEUX PERIPHERIQUE
(Ganglions cardiaques + + + +
Ganglions de la racine dorsale + + ++
(Ganglions parasympathiques ++ ++
[Moelle épinicre ++ +
(Ganglions cervicaux supérieurs +++ ++ ++/H+++ - -
(Ganglions trijumeaux ++ +
SYSTEME CARDIOVASCULAIRE
Artéres +
Coeur -
[Vaisseaux sanguins cardiaques + +
GLANDES ENDOCRINES
[Hypophyse -+ -+ ++ ++/+++ +/H++
(Glande surrénale + -I+ -1+ -[++ +/++ +/++
[Pancréas endocrine ++ ++ + ++ +
SYSTEME REPRODUCTEUR
Glandes mammaires ++
Testicules ++ -MH++ -+ -+ +++
Ovaires + + + - +/++
[Placenta ++ ++
[Utérus ++
SYSTEME RESPIRATOIRE
[Larynx ++
[Pourmons ++ + ++ +
[Nez ++
Langue ++
[Bronches ++ + +
SYSTEME DIGESTIF
[Pancréas exocrine ++ +
Intestin + ++ +/++ ++
[Estomac - +
[Tractus urinaire - ++ + +
SYSTEME IMMUNITAIRE
[Moelle osseuse +
IMuqueuse duodénale +
Ganglions lymphatiques ++
[Macrophages péritonéaux + + + -+
[Rate ++ - +++
Thymus + + ++ +
[Peau ++

Tableau 5 : Localisation et abondance relative du neuropeptide PACAP et de ses
récepteurs dans différents organes périphériques.

Les symboles indiquent les niveaux relatifs d’expression des ARNm ou de signal
d’immunofluorescence détectés au niveau des corps cellulaires ou des fibres marqués avec
des sondes nucléotidiques ciblant le PACAP et ses récepteurs, ou un anticorps anti-
PACAP38. - absence de détection ; + expression faible ; ++ expression modérée ; +++ forte

expression. (Adapté de (Vaudry et al., 2009)).
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5.3.Dans le SNC adulte

Au niveau du SNC, les sites de liaison de type | sont généralement plus abondants et
leur distribution est moins restreinte que celle des sites de type Il. En effet, I'expression de
I'ARNmM du récepteur PAC1 a été démontrée dans le bulbe olfactif, I'hippocampe, le cortex
cerébelleux, ainsi que dans I'hypothalamus, l'amygdale, le thalamus et la substance noire
(Dickson and Finlayson, 2009; Hashimoto et al., 1993, 1996; Jolivel et al., 2009; Vaudry et
al., 2000a). En revanche, l'expression des sites de liaison VPACs est plus restreinte avec un
peu de VPACLI retrouvé dans le cortex piriforme, le cortex cérébral, le gyrus denté, le noyau
amygdalien latéral, le plexus choroide ou encore la glande pinéale (Vaudry et al., 2000a), et
un peu de VPAC2 dans le cortex cérébral, le noyau périventriculaire, le thalamus,
I'nypothalamus et I'amygdale (Dickson and Finlayson, 2009; Jolivel et al., 2009). Les variants
d’épissage majoritairement exprimés dans le cerveau sont les isoformes PAC1s et PAClhopl
(Zhou et al., 2000, 1999).

Au niveau cellulaire, les trois types de récepteurs du PACAP sont retrouvés dans les
neurones, les cellules microgliales et les astrocytes (Suzuki et al., 2003), contrairement au
oligodendrocytes qui n’expriment que le récepteur PAC1 (Joo et al., 2004; Tatsuno et al.,
1990).

5.4.0ntogenese des récepteurs du PACAP

Les sites de liaison du PACAP sont largement distribués dans le SNC au cours du
développement (Basille et al., 1994, 2000a). Chez les rongeurs, le récepteur PAC1 est détecté
des E9,5 puis sa densité augmente progressivement dans les zones germinatives au cours du
développement, jusqu’a atteindre un plateau vers P30 (Sheward et al., 1996; Tatsuno et al.,
1994). A E14, le PAC1 est distribué dans le neuroépithélium médullaire et a partir de E17
dans I’amygdale ou I’hippocampe (Basille et al., 1994, 2000a; Jaworski and Proctor, 2000;
Zhou et al., 1999). Au niveau du cervelet, les récepteurs PAC1 sont exprimés au niveau de la
couche granulaire externe (CGE), puis détectés dans la couche moléculaire (CMol) et au
niveau de la couche granulaire interne (CGI) a partir de P8. L’expression dans la CGE va
progressivement décroitre puis s’éteindre a P25 avec la disparition progressive de cette assise
germinative secondaire (Basille et al., 1994). Parallelement a cela, a P10, le PAC1 est
fortement exprimé dans la région de neurogenése du courant migratoire rostral, c'est-a-dire de

la zone sous-ventriculaire apicale au bulbe olfactif (Matsuno et al., 2008).

86



¢ Chapitre Il ¢

Les récepteurs VPACSs sont également retrouvés dans le SNC au stade embryonnaire et
leur densité diminue au cours du développement (Roth and Beinfeld, 1985). Bien que le
VPACL soit exprimé a des niveaux plus faibles, la distribution de son ARNm présente des
similitudes avec celle du PAC1. Le récepteur VPAC1 est surtout exprimé dans le
neuroepithélium bordant les ventricules entre la deuxieme semaine de vie embryonnaire et la
naissance (Basille et al., 2000a; Pei, 1997). Parallelement, la présence des ARNm codant le
récepteur VPAC?2 a été détectée dans le cerveau de souris dés E14 (Waschek et al., 1996). A
partir du E21, le VPAC2 est principalement détecté dans I’hypothalamus et le thalamus
(Basille et al., 2000a). Des analyses par PCR quantitative ont révélé la présence des récepteurs
PACL1 et VPAC1 au niveau des CGE et CGI du cortex cérébelleux dés E15 chez ’'Homme
(Basille et al., 2006). L’expression de ces récepteurs est constante au cours de la période
feetale et se maintient jusqu’a 1’age adulte (Basille et al., 2006). En revanche, le profil de
distribution du VPAC2 est assez différent, puisqu’il n’est pas détecté dans le tube neural
(Sheward et al., 1996), mais plutot present dans les zones non—germinatives telles que le
noyau suprachiasmatique (Basille et al., 2000b).

L’expression précoce du PACAP ainsi que des récepteurs PACL1 et VPAC1 dans de
nombreuses structures cérébrales deés 1’dge embryonnaire, suggere que le systéme
PACAPergique joue un role crucial dans I’histogenese du SNC. En outre, I’expression du
PACAP et de ses récepteurs dans les zones de neurogenese pendant le développement
embryonnaire et postnatal, et sa persistance a 1’age adulte, suggeére que ce peptide possede des

activités neurotrophiques et neuroprotectrices au cours du développement embryonnaire.

6. Activiteés biologiques du PACAP

Le développement du SNC met en jeu des processus de prolifération, migration et
différenciation. La présence de concentrations élevées de PACAP et de ses récepteurs dans les
zones germinatives du cerveau des la vie embryonnaire, suggere que ce peptide exerce des
fonctions importantes au cours de l'ontogenese en modulant par exemple la prolifération, la
migration, la différenciation et/ou la survie des précurseurs neuronaux ou en participant au

processus d’angiogengése.

6.1.Effet du PACAP sur le développement embryonnaire extracérébral

Au cours de la gestation, les ARNm codant le neuropeptide PACAP ainsi que le

récepteur PAC1 sont colocalisés au niveau du placenta et leurs niveaux d’expression
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augmentent au cours de la grossesse (Koh et al., 2003, 2005), indiquant que le neuropeptide
joue un réle important pendant le développement. Des études par RT-PCR montrent un pic
d’expression du PACAP et du facteur de croissance heparin-binding EGF-like growth factor
(HB-EGF) chez des embryons de souris a E4 (Somoskéi et al., 2020), suggérant que le
PACAP peut participer a la croissance embryonnaire. Aprés la période de gestation, le
neuropeptide PACAP est retrouvé dans les glandes mammaires et le lait maternel, plus
particulierement dans le colostrum, suggérant un rdle important de ce neuropeptide non
seulement au cours de I’embryogenése mais également dans le développement du nouveau-né
(Csanaky et al., 2012).

Les souris déficientes pour le gene du PACAP présentent un poids significativement
inférieur aux souris sauvages et une mortalité importante lors des trois premiéres semaines de
vie postnatale, imputable a un contréle defectueux de la respiration, une augmentation du taux
d’acides gras, une sensibilit¢ accrue a I’insuline et un défaut d’adaptation thermique
(Cummings et al., 2008; Gray et al., 2001; Hashimoto et al., 2001; Tanaka et al., 2004;
Tomimoto et al., 2008).

Le VIP a été détecté chez I’embryon de souris dés E9 bien que I’ARNm codant le VIP
ne soit exprimé qu’a partir de E12, c'est-a-dire apres 1’étape critique durant laquelle le VIP
régule la croissance embryonnaire. Ces données suggerent que la source du VIP feetal avant le
stade E12, qui participerait a la croissance embryonnaire, serait le VIP maternel en traversant
la barriére placentaire (Spong et al., 1999). De plus, le VIP stimule la croissance d’embryons
de souris explantés. Ceci se caractérise par un accroissement du volume embryonnaire, une
augmentation du nombre de somites et une activité mitotique accrue (Gressens et al., 1993;
Hill et al.,, 1999). A I’inverse, I’administration d’un antagoniste du VIP durant la période
embryonnaire (de E9 a E11), entraine un retard de croissance et une microcéphalie ; mais a
des stades plus tardifs de la gestation, I’antagoniste n’a pas d’effets (Gressens et al., 1994). Le
VIP favorise également la croissance des tissus périphériques chez I’embryon via ses
récepteurs VPACs. En effet, le récepteur VPAC2 stimule la prolifération des cellules
souches épithéliales du pancréas au cours du développement embryonnaire entre le stade
E12 et E16, probablement par une activation de la voie AMPc (pour revue, Rachdi et al.,
2003).
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6.2.Rdle du PACAP dans le développement du SNC
6.2.1. Effets du PACAP sur I’angiogenése

Le PACAP joue un role essentiel dans 1’angiogenése au cours du développement
embryonnaire. En effet, ce peptide peut étre considéré comme un modulateur de facteurs pro-
angiogéniques puisqu’il stimule I’expression du VEGF dans les cellules folliculo-stellaires de
I’hypophyse de rat (Gloddek et al., 1999). Parmi les nombreux facteurs régulant I'angiogenése
et la maturation vasculaire, le VEGF semble étre un acteur clé au niveau cérébral. La
régulation de D’expression du VEGF est médiée par les récepteurs VPACI et la voie
AMPCc/PKA dépendante (Collado et al., 2007).

Ces propriétés pro-angiogéniques du PACAP ont été confirmées chez 1’adulte puisque
dans un modele d’occlusion transitoire de I’artére cérébrale moyenne (MCAO) chez le rat, le
traitement par le PACAP durant 5 jours apres ischémie, conduit a une revascularisation
accompagnée par une élévation du nombre des vaisseaux sanguins cérébraux par rapport aux
animaux controles (Shin et al., 2008). Egalement, il a été démontré que le PACAP accroit le
nombre de vaisseaux sanguins et augmente le débit sanguin cérébral dans la région
ischémique du cortex d'animaux traités par le PACAP, confirmant que ce peptide peut étre
considéré comme un puissant facteur angiogénique aprés un AVC (Lin et al., 2015). La
capacitée du VIP a stimuler ’angiogenése a également été rapportée et cela se fait en
augmentant I’expression du VEGF notamment dans des cancers prostatiques, pulmonaires et

mammaires (Ribatti et al., 2007; Valdehita et al., 2007).

6.2.2. Effets du PACAP sur la prolifération des neurones

En fonction du type cellulaire étudie, le PACAP exerce des effets opposes sur la
prolifération neuronale (Meyer, 2006). En particulier, I’administration de PACAP chez la
souris stimule la prolifération des progéniteurs neuronaux dans la zone subventriculaire
(Watanabe et al., 2016) et le ventricule latéral du gyrus denté (Mercer et al., 2004) ou
augmente 1’épaisseur du cortex cérébelleux (Vaudry et al., 1999). A I’inverse, chez des souris
dont le géne du PACAP a été invalidé, la survie des cellules nouvellement divisées dans le
gyrus denté ou I’hippocampe est fortement réduite (Ago et al., 2011). Néanmoins, cet effet sur
la prolifération semble dépendre des variants d’épissage exprimés par chaque type cellulaire
(Meyer, 2006). En effet, le PACAP stimule la prolifération des neuroblastes sympathiques des
ganglions supérieurs cervicaux qui expriment la forme « hop » du récepteur PAC1 couplée a

I’AC et a la PLC (Lu et al., 1998) alors qu’il diminue la prolifération des précurseurs des
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neurones corticaux qui expriment la forme « short » couplée uniquement a la voie de I’AMPc
(Lu and DiCicco-Bloom, 1997; Lu et al., 1998). Or, la transfection du variant « hop » dans
ces neuroblastes corticaux conduit a I’activation de la PLC et transforme I’effet anti-
prolifératif en un signal pro-mitogéne (Nicot and DiCicco-Bloom, 2001).

Il est important de noter que I’effet mitogéne du PACAP varierait selon le stade du
développement embryonnaire. Chez la souris, le cortex cérébral se forme E10,5 et E17,5. Or
une étude récente montre qu’il existe un switch développemental des variants du récepteur
PACL1 vers E11 (Yan et al., 2013). En effet, le PACAP stimule la prolifération des précurseurs
dans le cortex de souris entre E9,5 et E10,5. Ceci est du a I’activation de la forme PAC1hop
dont I’expression est 24 fois supérieure a la forme PAC1s a ce stade. Cependant, a E14,5
lorsque la forme short est 15 fois plus exprimée que la forme hop, alors le PACAP inhibe la
prolifération. Ces données suggerent que le PACAP contréle temporellement la corticogenese
en fonction des variants de son récepteur PAC1 (Yan et al., 2013). Ces observations sont en
accord avec I’action inhibitrice du PACAP sur les neuroblastes corticaux issus de souris a
E13,5, ainsi qu’avec la réduction de la neurogenése induite par 1’injection de PACAP dans
I’espace télencéphalique ventriculaire de souris a E13,5 (Lu and DiCicco-Bloom, 1997;
Ohtsuka et al., 2008).

L’action pro-mitogéne du PACAP est observée sur les cellules souches neurales a la
fois in vitro et in vivo. En effet, le nombre de cellules BrdU positives s’¢éléve a la suite du
traitement par le PACAP de progéniteurs neuraux en culture issus de souris a E9,5 (Mercer et
al., 2004; Ohta et al., 2006; Yan et al., 2013), de méme qu’au niveau des zones neurogéniques
suite a une injection ICV de PACAP (Ohta et al., 2006; Scharf et al., 2008). Le PACAP
retarde la myélinisation des précurseurs d’oligodendrocytes (Lee et al., 2001; Waschek et al.,
1998), et a des doses inférieures au nanomolaire, il stimule la prolifération astrocytaire, alors
qu’a des concentrations plus fortes, il exerce un effet inhibiteur (Hashimoto et al., 2003;
Meyer, 2006; Moroo et al., 1998). Ces effets mitogenes importants du PACAP au cours des
stades précoces du développement du SNC confirment son réle potentiel pour stimuler la

neurogenese endogene.

6.2.3. Effets du PACAP sur la migration des neurones

Des études réalisées in vitro et ex vivo sur des tranches organotypiques ont montré que
le PACAP réduit la mobilité des cellules en grain en culture (Cameron et al., 2007; Falluel-
Morel et al., 2006). En effet, il a été démontré qu’une concentration élevée du récepteur PAC1

est présente dans la CGE du cervelet pendant les deux premiéres semaines de vie postnatale,
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une période intense de multiplication et de migration des cellules granulaires (Basille et al.,
2000b; Zhou et al., 1999). Plusieurs observations suggérent que le PACAP libéré par les
cellules de Purkinje entraine, par augmentation de I’AMPc, un arrét transitoire de la migration
des neurones en grain immatures. L’augmentation de I’AMPc diminue les oscillations
calciques connues pour favoriser la motilité des neuroblastes cérébelleux (Cameron et al.,
2007; Komuro and Rakic, 1992). Cette pause de 2 heures induite par le PACAP serait
nécessaire pour la différenciation et/ou I’intégration correcte des neurones en grain au niveau
de la CGI. En effet, lors de cette pause, le PACAP induit la synthése de protéases comme le
tissue plasminogen activator (tPA), qui en dégradant la matrice extracellulaire favorisent la
migration des neurones en grain au sein de la CGI (Raoult et al., 2014). De plus, le PACAP
inhibe la mobilité cellulaire au cours du développement et réduit le nombre de progéniteurs
impliqués dans la phase S du cycle cellulaire a partir de E13,5 (Suh et al., 2001).
Parallelement, il a été montré que le géne Zacl, regulateur de la croissance embryonnaire
(Varrault et al., 2006), ralentit fortement la migration entre E14,5 et E18,5 via la transcription

du récepteur PAC1 au niveau du cortex cérébral (Adnani et al., 2015).

6.2.4. Effets du PACAP sur la différenciation des neurones

Il est a présent bien établi que le PACAP stimule la différenciation de nombreux types
cellulaires, comme les cellules souches embryonnaires (Cazillis et al., 2004), les progéniteurs
neuronaux (Nielsen et al., 2004), les neuroblastes corticaux (Lu and DiCicco-Bloom, 1997),
les cellules en grain du cervelet (Gonzalez et al., 1997) et les oligodendrocytes (Lelievre et al.,
2006). L’action neurotrophique du PACAP est observée sur plusieurs autres types cellulaires
tels que les cellules en grain du cervelet (Gonzalez et al., 1997) et les cellules de la lignée
PC12 issues de phéochromocytomes de rat (Ravni et al., 2008). Pour ce qui concerne les
neurones, cela s’accompagne d’une augmentation du nombre et de la longueur totale des
prolongements (Gonzalez et al., 1997). Des analyses avec des animaux invalidés pour le gene
du PACAP montrent que le peptide retarde le processus de myélinisation donnant plus de
temps au développement des axones et a la formation des synapses (Vincze et al., 2011).

Pendant la période d’intense neurogenese qui se deéroule entre E13 et E14,5 chez
I’embryon de souris, le PACAP favorise une différenciation vers un lignage neuronal (Lu and
DiCicco-Bloom, 1997). Cependant, plus tard vers E17, une période d’intense gliogenése chez
le rongeur, le PACAP induit une différenciation vers un lignage astrocytaire. De nombreux
travaux in vitro rapportent ces effets pro-différenciateurs du PACAP vers un phénotype

neuronal ou astrocytaire. Le PACAP prévient la dépolymérisation de la tubuline, qui est une
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protéine impliquée dans le déplacement des corps cellulaires (Falluel-Morel et al., 2005;
Lambert de Rouvroit and Goffinet, 2001). Par exemple, le traitement des neurones
cerébelleux immatures en culture par du PACAP augmente le nombre de neurites par cellule
ainsi que la longueur totale des prolongements neuronaux suite a la réorganisation de I’actine
impliquée dans I’initiation dendritique au niveau du cone d’émergence des neurites et a la
redistribution de tubuline tout le long des prolongements neuronaux en formation (Falluel-
Morel et al., 2005). Inversement, le traitement de précurseurs corticaux issus d’embryons de
souris a E17 par du PACAP augmente significativement le nombre de cellules exprimant la
GFAP (Vallejo and Vallejo, 2002). Le PACAP peut aussi induire la différenciation neuronale
de fagon indirecte en stimulant la synthése de neurotrophines comme le BDNF (Pellegri et
al., 1998).

Les voies de transduction impliquées dans la différenciation sont liées a I’augmentation
de la production d’AMPc via le récepteur PAC1 qui active ensuite la PKA et conduit a la
phosphorylation du facteur de transcription cCAMP response element-binding protein
(CREB)(Mcllvain et al., 2006; Zhou et al., 2001). Parallelement a la voie de CREB, les
mitogen-activated protein kinases (MAPK) jouent aussi un role clé puisqu’elles contribuent a
la polymérisation des microtubules en provoquant la phosphorylation de la protéine Tau
(Goedert et al., 1997) et qu’elles interviennent dans les cascades d’activation engendrées par
le PACAP (Falluel-Morel et al., 2004). Associe au mécanisme de differenciation, I’activation
de la forme « short » du récepteur PACL1 par un gradient de PACAP, a proximité d’un cone de
croissance d’une cellule en culture, exerce un effet chemoattracteur, suggérant que le PACAP
attire les cbnes axoniques embryonnaires vers leurs cibles (Guirland et al., 2003). L’activation
de la voie AC/AMPCc est requise dans cet effet mais une stimulation excessive de I’AC peut

finir par inhiber la différenciation (Guirland et al., 2003).

6.2.5. Effet du PACAP sur la survie des neurones

De nombreuses études démontrent que le PACAP exerce un puissant effet
neuroprotecteur face a différents agents neurotoxiques ou dans certaines maladies
neurodégénératives. Au cours du développement, le PACAP atténue 1’excitotoxicité induite
par du glutamate sur des neurones corticaux en culture (Morio et al., 1996) ou réduit
I’apoptose des neurones en grain du cervelet au cours du développement (Vaudry et al.,
2000b). Egalement, le PACAP contrecarre I’effet toxique d’un stress oxydatif induit par un
traitement a 1’H2O> dans les cellules en grain du cervelet ou dans les astrocytes en culture

(Masmoudi-Kouki et al., 2011; Vaudry et al., 2002a) et préserve leur morphologie. Le
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PACAP agit en inhibant I’action délétére du stress oxydatif sur le potentiel membranaire des
mitochondries, ce qui empéche I’activation de la cascade apoptotique (Vaudry et al., 2002a).
Un effet neuroprotecteur du PACAP a aussi été rapporté dans des modeles animaux
d’exposition périnatale a 1’éthanol (Botia et al., 2011). Néanmoins le systéme PACAPergique
n’a peut-&tre pas que des effets bénéfiques au cours du développement puisqu’une
surexpression du géne PAC1 humain chez la souris provoque une diminution de la
prolifération et une augmentation de 1’apoptose a I’origine d’une hydrocéphalie sévére (Lang
et al., 2006).

6.3.Effets neuroprotecteurs du PACAP a I’age adulte

Au niveau du cerveau adulte, le PACAP semble exercer une action neuroprotectrice
puissante capable d’atténuer les dommages neuronaux provoqués par diverses atteintes et il
pourrait méme restaurer certaines voies nerveuses endommageées. In vitro, le PACAP protége
les cellules nerveuses face a des agents toxiques tels que la f-amyloide (Onoue et al., 2002;
Wang et al., 2005), le 4-HNE (lto et al., 1999), les lipopolysaccharides (LPS)(Shintani et al.,
2005), la 6-hydroxydopamine (Takei et al., 1998), la roténone (Wang et al., 2005), le
1-méthyl-4-phényl pyridinium (MPP*)(Chung et al., 2005), le PrP fragment 106-126 de la
proteéine prion humaine (Onoue et al., 2002), le cisplatine (Aubert et al., 2008) ou la
glycoprotéine de l'enveloppe du virus de I'immunodéficience humaine (Brenneman et al.,
2002). Le PACAP attenue aussi I’activation des cellules microgliales en condition de stress
telle que I’hypoxie (Suk et al., 2004).

La capacité du PACAP a protéger les neurones de la région CA1 de I’hippocampe des
conséquences d’une ischémie expérimentale chez le rat a été mis en évidence dés 1996
(Uchida et al., 1996). Depuis, I’effet neuroprotecteur du PACAP a été rapporté dans i) des
modeéles de pathologies neurodégénératives tels que la maladie de Huntington (Cabezas-
Llobet et al., 2018; Tamas et al., 2006), la maladie de Parkinson (Reglodi et al., 2004) ou la
maladie d’Alzheimer (Rat et al., 2011), ii) plusieurs modeles d'ischémie cérébrale (Dejda et
al., 2011; Reglodi et al., 2000) et iii) certains dommages traumatiques (Farkas et al., 2004).
Dans les modéles de la maladie de Parkinson, le PACAP provoque généralement aussi une
amélioration des déficits moteurs (Reglodi et al., 2004), dans les mod¢les d’ischémie
cérébrale, il facilite la récupération des déficits sensorimoteurs (Chen and Tzeng, 2005;
Reglodi et al., 2002) et chez les animaux ayant subi un trauma, il réduit les déficits
fonctionnels (Farkas et al., 2004).
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Le PACAP est efficace non seulement lorsqu’il est administré par voie ICV (Masuo et
al., 1995) mais aussi par voie intraveineuse aprés occlusion de I’artére cérébrale moyenne
(Reglodi et al., 2000) ou par voie intranasale dans les modéles de maladie d’Alzheimer, de
Huntington ou d’ischémie cérébrale (Reglodi et al., 2004; Tamas et al., 2006). De plus, le
PACAP exerce son effet neuroprotecteur a faible dose (Dobhi et al., 2002; Tamas et al., 2002).
Le PACAP endogéne contribue également a la protection des neurones puisque dans les
modeles de lésions, les souris dont le gene codant pour le PACAP a été invalidé présentent
des atteintes cérébrales et des déficits fonctionnels accrus. Par exemple, apres une ischémie
cérébrale, les souris PACAP knockout (KO) présentent un volume d’infarctus plus important

que les animaux sauvages (Ohtaki et al., 2006).

6.3.1. Mécanismes des effets neuroprotecteurs du PACAP

Le PACAP exerce son effet neuroprotecteur en inhibant la cascade apoptotique. L’effet
neuroprotecteur du PACAP passe generalement par le recepteur PACL, puisque le VIP aux
mémes concentrations n'exerce souvent que peu ou pas d’effet(s) (Vaudry et al., 2002a).
L’activation du récepteur PAC1 provoque une augmentation d'AMPc, laquelle conduit a
I'activation de la PKA, des exchange proteins activated by cAMP (EPAC), de la MAPK ou
encore la phosphorylation de CREB (Dejda et al., 2008). L’activation de la PKA induit la
phosphorylation des MAP kinases ERK (extracellular signal-regulated kinases) et leur
translocation nucléaire, stimulant I’expression de la protéine c-fos (Aubert et al., 2006;
Vaudry et al., 1998). Le facteur AP-1 résultant de la dimérisation de c-fos avec c-jun induit
I’expression de la protéine anti-apoptotique B-cell lymphoma2 (Bcl-2)(Aubert et al., 2006;
Falluel-Morel et al., 2004) permettant le maintien de 1’intégrité de la membrane
mitochondriale et empéchant la libération du cytochrome c dans le cytoplasme (Falluel-Morel
et al., 2004; Ohtaki et al., 2006). Le neuropeptide PACAP s’oppose ainsi aux effets de
protéines pro-apoptotiques comme la protéine Bcl-2-associated X (Bax) activée dans plusieurs
types cellulaires suite entre autres a un stress oxydatif (Mester et al., 2011; Shioda et al.,
2006). Le PACAP entraine un blocage de toute la voie apoptotiqgue mitochondriale en
inhibant I’activité de la caspase-9 puis celle de la caspase-3 dans de nombreux modeéles de
lésions cérébrales ou I’activité de ces enzymes est augmentée (Bourgault et al., 2009a, 2009b;
Wolf and Krieglstein, 1995).

De plus, certains effets anti-apoptotiques du PACAP impliquent la cascade de
signalisation phosphatidylinositol-3-OH kinase (PI3K)/Akt, une voie également couplée au

récepteur PAC1 qui agit en synergie avec la voie de la PKA, mais indépendante de I’AMPc
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(Bhave and Hoffman, 2004). L’activation de la protéine kinase Akt induit la phosphorylation
de Bad et sa liaison avec la protéine afin d’empécher son activité pro-apoptotique et bloquer
la mort cellulaire (Downward, 1999; R4cz et al., 2008). Certains variants du récepteur PAC1
activent également la PKC via la voie de la PLC et cela renforce ’inhibition de la caspase-3
(Vaudry et al., 2002a). A c6té des effets directs du PACAP sur la cascade apoptotique
intrinséque, le peptide peut aussi exercer un effet indirect en induisant I'expression de
nombreux facteurs de survie cellulaire par les neurones et les cellules gliales. En particulier, le
PACAP stimule I’expression et/ou la libération du BDNF, du NGF, de la NT-1, NT-3, NT-4
(Somogyvari-Vigh and Reglodi, 2004) et de I'activity-dependent neurotrophic protein
(ADNP)(Li et al., 2005; Nakamachi et al., 2006; Zusev and Gozes, 2004). En plus
d’augmenter la production de ces facteurs de croissance, le PACAP stimule aussi souvent
I’expression de leurs récepteurs. Toutes ces données illustrent la capacité du PACAP a
bloquer I’apoptose suite a un stress ou une lésion cérébrale et montrent la diversité¢ des

mécanismes sur lesquels peut agir ce peptide.

6.3.2. Effets du PACAP sur la neuro-inflammation

Outre son action directe sur I’apoptose, le PACAP agit également sur des mécanismes
comme la réponse inflammatoire qui souvent exacerbent la mort neuronale. En particulier, le
PACAP stimule la libération de cytokines anti-inflammatoires telles que 1’IL10 et inhibe celle
de mediateurs pro-inflammatoires tels que le TNF-a ou I'IL-1B, au niveau de cellules
neuronales ou astrocytaires en culture (Delgado and Ganea, 2003). Des études révelent que la
capacitée du PACAP a contrecarrer les effets pro-inflammatoires du LPS sur des cellules
microgliales passe par I’inhibition de la libération de TNF-a, d’IL-1B, d'IL-6, d’IL-12 et
d'oxyde nitrique (NO) suite a I’activation du récepteur VPAC1 (Delgado and Ganea, 2003).
Un tel effet anti-inflammatoire neuroprotecteur fut également observé sur des neuroblastomes
humains SH-SY5Y incubés dans un milieu conditionné de monocytes exposés a une
combinaison de LPS et d’interféron-y (Brown et al., 2014).

Il a été également montré que le PACAP réduit le processus inflammatoire dans
différents modéles animaux (Martinez et al., 2002). Aprés ischémie cérébrale, le PACAP
agirait surtout en redirigeant la réponse inflammatoire d’un phénotype délétere Mil vers un
phénotype protecteur Mi2 plutét qu’en bloquant cette réponse inflammatoire. En outre,
I'utilisation de souris IL-6 KO, suggére que l'effet neuroprotecteur du PACAP suite a une

ischémie cérébrale impliquerait cette interleukine (Ohtaki et al., 2006). Ces observations
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suggeérent que le PACAP agit de facon concomitante et synergique sur plusieurs processus

cellulaires pour maintenir la survie neuronale en cas de Iésion cérébrale.

6.4.Effets du PACAP sur le comportement

6.4.1. Impact des effets du PACAP sur le comportement au cours du
développement

Plusieurs données cliniques, suggérent qu’une mauvaise expression au cours du
développement du PACAP et de ses récepteurs pourrait étre responsable de troubles
comportementaux. En particulier, des perturbations au niveau des régions chromosomiques
contenant le locus du PACAP et du PACL sont associées a des problémes neurologiques, tels
que la microcéphalie (Wu et al., 1997). De plus, le locus 18p1l ou se situe le géne codant
pour le PACAP est lié a une sensibilité accrue a plusieurs maladies neurologiques telles que la
trisomiel8 (Salihu et al., 1997), une hydrocéphalie (Takeda et al., 1989) ou la schizophrénie
(Hashimoto et al., 2007).

Des mutations des régions chromosomiques contenant le locus des récepteurs du
PACAP conduisent aussi a des troubles du comportement. A titre d’exemple, un patient
diagnostiqué pour une duplication 7p15 ou se trouve le locus du récepteur PACL, présentait
un retard mental et une hydrocéphalie (Miller et al., 1979). Egalement, une personne
présentant une holoprosencéphalie associée a des troubles neurologiques présentait des
réarrangements chromosomiques des génes codant le PACAP et le VPAC2 (Mackay and
Cooper, 1996). Le traitement de souris gestantes par du VIP inhibe la survenue de la
microgyrie induite par une excitotoxicité a I’ibotenate (Gressens et al., 1997), montrant le role
des récepteurs VPACs dans la protection du cerveau au cours du développement. L’ensemble
de ces données suggére qu’une dérégulation de 1’expression du PACAP et/ou de ses

récepteurs au cours du développement a des conséquences sur le comportement a I’age adulte.

6.4.2. Effets du PACAP sur le comportement a I’age adulte

Il a été démontré que le PACAP peut influencer plusieurs aspects comportementaux tels
que le rythme circadien (Kawaguchi et al., 2003) et I’appétit (Masuo et al., 1993). En effet, la
forte expression du récepteur PAC1 dans la glande pinéale stimule notamment 1’expression de
la mélatonine chez le rat (Nowak et al., 1999; Simonneaux et al., 1993), interagit avec le
glutamate pour moduler 1’horloge circadienne (Chen et al., 1999) et synchronise 1’horloge

biologique avec la phase diurne (Lindberg et al., 2019). De plus, une augmentation de la
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concentration du PACAP a été observée dans I’hypothalamus, le télencéphale et le tronc
cerébral de rat privé de nourriture (Kiss et al., 2007). Cet effet anorexigene du PACAP
passerait principalement par le récepteur PAC1 (Mounien et al., 2009).

L’implication du PACAP dans I’apprentissage a été mise en évidence a 1’aide de souris
invalidées pour le PACI, qui présentent un déficit d’apprentissage associatif en condition
d’anxiété, sans cependant qu’aucun déficit d’apprentissage déclaratif ne soit détecté en
piscine de Morris (Otto et al., 2001). D’autre part, il a été mis en évidence qu’un stress
chronique entraine une élévation d’ARNm du PACAP et du PAC1 dans des régions
cérébrales associées a I’anxiété (Hammack et al., 2009; Mustafa, 2013; Ramikie and Ressler,
2016). Il a aussi été montré que les patients diagnostiqués pour un trouble de stress post-
traumatique ont des hauts niveaux sanguins de PACAP et un polymorphisme nucléotidique au
niveau du gene PACL corrélé avec I’apparition d’un syndrome de stress post-traumatique, en
particulier chez la femme (Ressler et al., 2011). En outre, la mémorisation et 1’apprentissage
se trouvent faciliter par I’injection ICV de PACAP chez le rongeur, démontrant ainsi
I’implication du syst¢éme PACAPergique dans ce processus (Adamik and Telegdy, 2005). En
lien avec cela, il a été¢ mis en évidence que le niveau d’expression du PACAP est plus faible
dans le liquide céphalorachidien, le gyrus frontal supérieur et le gyrus temporal moyen de
patients diagnostiqués pour une maladie neurodégénérative (Rat et al., 2011), suggérant qu’il
pourrait contribuer au déclin cognitif chez ces personnes. D’ailleurs, I’administration de
PACAP et le maintien de I’expression du PAC1 dans ’hippocampe contribuent a contrecarrer
les déficits cognitifs trouvés dans le labyrinthe en T et dans le test de reconnaissance d’un
objet nouveau chez un modéle de souris de la maladie d’Huntington (Cabezas-Llobet et al.,
2018). L’ensemble de ces données suggere que ’utilisation du PACAP pourrait représenter un
outil thérapeutique intéressant pour traiter les désordres neurologiques et les déeficits

comportementaux a long terme.
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Les données de la littérature présentées dans cette introduction montrent qu’une
exposition in utero a 1’éthanol exerce des effets déléteres en particulier sur le cerveau de
I’embryon, dont les effets varient en fonction du stade de développement. Ceci conduit chez
ces enfants SAF a diverses malformations et déficits fonctionnels qui constituent un probléme
majeur de santé publique. Néanmoins, la détection de ces enfants SAF avant la naissance reste
tres difficile, les mécanismes moléculaires qui conduisent aux altérations du cerveau ne sont
que partiellement connus et aucune stratégie thérapeutique n’est encore disponible pour
enrayer les effets délétéres de I’alcool. On sait néanmoins que le métabolisme de 1’éthanol
génére la formation de ROS in utero responsable d’un stress oxydatif entrainant la mort
apoptotique d’une partie des cellules. A I’inverse, le neuropeptide PACAP est connu pour
combattre le stress oxydatif et inhiber 1’apoptose, entre autres dans des mod¢les de toxicité de
I’éthanol in vitro et in vivo. L’objectif général du projet était donc de déterminer I’implication
du PACAP endogéne dans la protection du cerveau dans un modele de SAF murin et de
rechercher les mécanismes moléculaires permettant de comprendre comment le PACAP
protege le cerveau au cours du développement des effets délétéres de 1’éthanol

Pour cela, nous avons établi un modeéle murin de SAF chez la souris par administration
intrapéritonéale d’alcool a des méres gestantes et mis en place une méthode d’injection de
PACAP par voie intra-utérine. Nous avons parallelement aux injections mesure la survie, le
taux d’avortement et la prise de poids des meres gestantes entre E7 et E18. Nous avons
ensuite a E18 réalisé des analyses morphométriques des embryons et prélevé les cerveaux des
animaux. Ces cerveaux ont ensuite été utilisés pour des études histologiques, biochimiques et
génomiques afin de mettre en évidence I’impact de 1’éthanol et du PACAP sur les neurones,
les astrocytes et les vaisseaux sanguins au niveau en particulier du cortex cérébral. Afin
d’essayer d’expliquer les effets observés, nous avons mesuré I’impact des expositions a
I’éthanol et/ou des injections de PACAP sur I’expression et/ou l’activité de facteurs
trophiques, de marqueurs du stress oxydatif, d’acteurs de la réponse inflammatoire,
d’¢éléments clés de la cascade apoptotique et du systeme PACAPergique. Nous avons aussi
recherché I’effet de cette alcoolisation prénatale et des traitements au PACAP pendant le
développement embryonnaire sur le comportement des animaux 1’age adulte et sur la capacité
de cellules neuronales a supporter une nouvelle agression dans un cerveau mature.
L’ensemble de ce travail visait a améliorer notre compréhension des effets protecteurs a court

et long terme du PACAP sur le développement du cerveau de souris exposées a I’alcool.
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MATERIELS ET METHODES
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Les procédures étant déja décrites dans le matériel et méthode des articles, seule la
méthode d’injection intra-utérine (IU) et les procédures de marquage avec 1’isolectine 1B4

sont ici détaillées avec des informations supplémentaires pour faciliter leur reproduction.
Procédure de traitement des souris gestantes
Souris de lignée sauvage

Quatre groupes d’animaux (souris SWISS), ont été constitués, i.e. le groupe contréle, le
groupe éthanol (1,5 g/kg), le groupe PACAP (5 pg/10 ul), et le groupe éthanol + PACAP
(co-traitement). A partir de E7 et jusqu’a E18, les animaux ont recu une injection quotidienne
de 100 pl d’une solution saline de chlorure de sodium (NaCl 0,9%) et/ou d’éthanol a la dose
de 1,5 g/kg a partir d’une solution d’éthanol a 15% poids/volume diluée dans du NaCl a 0,9%.
Cette injection a été réalisée en intra-péritonéal (IP) a I’aide d’une seringue de 1 ml. A partir
de E9 et jusqu’a E18, une administration par voie IU d’une solution saline (10 pl) et/ou de
PACAP (5 pg dilué dans 10 pl de NaCl a 0,9%) a été réalisée concomitamment a
I’administration par voie IP de NaCl ou d’éthanol comme décrit dans la Figure 12. Le poids

corporel des animaux a été mesuré quotidiennement pendant toute la durée du traitement.

NaCl (0,9%)
EtOH (1,5 g/kg)
PACAP (5 pg/10 pl)
Reproduction EtOH+PACAP Sacrifice Sacrifice

#m_m

E1s Naissance
Tests de comportement
In]ectlons

NaCl (0,9%)
EtOH (1,5 g/kg)

Injections journaliéres

Figure 12 : Schéma récapitulant les différentes étapes du protocole d’injection chez les
souris gestantes de E7 jusqu’au sacrifice des animaux a E18 ou P30.

Abréviations : EtOH : Ethanol ; NaCl : Chlorure de sodium.
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Souris transgéniques

Pour étudier les conséquences d’une exposition a 1’alcool sur le développement des
souris invalidées pour le géne du PACAP (espéce CD-1 PACAP™), trois groupes d’animaux
ont été constitués, i.e. un groupe CD-1PACAP**, un groupe CD-1PACAP*" et un groupe
CD-1PACAP”. Afin de minimiser la mortalité des souris gestantes transgéniques, la dose
quotidienne d’éthanol administrée par voie IP entre E7 et E18 a été réduite a 1 g/kg. Le poids

corporel des animaux a été mesuré quotidiennement pendant toute la durée du traitement.
Injection intra-utérine

L’injection IU de 10 pl d’une solution de PACAP (5 pg/10 pl/souris) est effectuée a
main levée, dans le col de I'utérus de la souris avec une micro-seringue Hamilton de 10 pl
(Hamilton SYR, 10 pl, 701N) reliee a une aiguille de 3,5 mm (diamétre intérieur de 0,5 mm).
Pour cela, I'aiguille est insérée a travers la peau avec un angle de 45° a une distance de 1,5 cm
au-dessus de I’orifice vaginale et enfoncée sur une profondeur de 4,5 a 5 mm (Figure 13). La
reproductibilit¢ de cette méthode d’injection IU et la bonne diffusion dans I'utérus des
substances injectées ont été vérifiées in utero par administration d’une solution d’encre de
Chine permanente de couleur jaune qui révele comme illustré sur la Figure 14, une diffusion
d’encre jaune chez toutes les souris au niveau du col de I'utérus, de la corne utérine et de la

vascularisation foetale.

corne utérine
uterus

L anus

Figure 13 : Méthode d’injection intra-utérine chez la souris gestante.
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Figure 14 : Diffusion de I’encre de Chine jaune dans la vascularisation feetale.

Prélévement et préparation des tissus d’embryons

Les femelles gestantes ont été décapitées apres anesthésie par inhalation d’isoflurane
(Iso-Vet) puis ont subi une incision au niveau de la couche placentaire afin de récupérer les
feetus. Lorsque les embryons étaient destinés a réaliser des études immunohistochimiques, les
femelles gestantes ont subi une perfusion intracardiaque d’une solution de NaCl a 9%, suivie
d’une solution de paraformaldéhyde (PFA) a 4% avant le prélevement. Ensuite, ces feetus ont
été photographies, dissequés sous une loupe binoculaire dans une solution de phosphate
buffered saline (PBS) 1X et les cerveaux ont été pesés. Ces cerveaux ont ensuite été post-fixés
dans 5 ml de PFA 4% pendant une nuit avant d’étre conservés individuellement dans 5 ml de
sodiumazi de 1% jusqu’a utilisation pour des analyses immunohistochimiques ou

histologiques.

Pour les dosages biochimiques, les cerveaux d’embryons E18 ont été broyés sur glace
dans un tampon de lyse composé de PBS, de NaCl 150 mM, de sodium dodecyl sulfate (SDS)
2 mM, de Tris 20 mM et d’inhibiteurs de protéases. Pour cela, le broyat a été soniqué puis
centrifugé a 960 g pendant 10 min et le surnageant a été aliquoté avant congélation a -80°C

pour servir ultérieurement aux dosages biochimiques. Pour les analyses transcriptomiques, les
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cerveaux d’embryons E18 ont été rapidement plongés apres la dissection dans 1 ml de TRIzol

(TRI Reagent ; Sigma-Aldrich).

Marquage avec ’isolectine IB4 sur tranches histologiques

Afin d’étudier ’effet du PACAP vis-a-vis d’une exposition in utero a I’éthanol sur la
vascularisation cérébrale sur coupes de tissus, un marquage a [lisolectine IB4
(From Griffonia simplicifolia, Alexa Fluor™ 594 Conjugate, ThermoFisher,
121413) a été réalisé sur des tranches de cerveau d’embryons au stade E18. Pour cela, des
femelles gestantes ont recu une injection IU de 10 pl d’isolectine IB4. Une solution mére
d’IB4 composée de 500 ug de sonde lyophilisée diluée dans 500 pl de tampon de CaCl. a été
diluée au 50°™ avec du tampon 1.0 mM de CaCl; et injectée 10 minutes avant euthanasie. Les
coupes de cerveau d’embryons fixés de 40 um d’épaisseur ont été réalisées au vibratome
(Leica Microsystems VT100S), puis placées dans une plague 24 puits. Une perméabilisation
du tissu a éte reéalisée pendant une heure en présence de normal donkey serum (NDS) dilué au
50°™ dans 10 ml de solution d’incubation contenant du PBS 1Xet du Triton X-100 (0,3%)
afin de saturer les sites de liaison non spécifiques. Les coupes ont ensuite été incubées une
nuit (15 heures) a 4°C avec I’isolectine 1B4 (25 ul) diluée dans la méme solution d’incubation
que le NDS. Les coupes ont été rincées au PBS 1X, puis montées en Mowiol (Calbiochem)
entre lame et lamelle. Aprés séchage des coupes pendant une nuit, la vascularisation cérébrale
a été observée a I’aide d’un microscope CD7 (ZeissCellDiscoverer7) équipé d’une caméra
(cMos Flash 4, Hamamatsu) fonctionnant avec le programme Zen (2.6 Blue Edition). Toutes
les images ont été obtenues en excitant le fluorochrome Alexa 594 avec des leds éclairant a
567 nm (Cy3) et a 625 nm (Cy5) et en collectant la fluorescence avec un filtre multi-bandes
(592 £ 15nm et 709 £ 100 nm). L’acquisition des images a été faite avec un objectif 5X
combiné avec une lentille 0,5X en mode Tiles avec une intensité des leds a 10% et un temps

d’acquisition de 100 ms.
Marquage avec ’isolectine IB4 de cerveaux transparisés (clearing)

Afin d’étudier ’effet du PACAP vis-a-vis d’une exposition in utero a 1’éthanol sur la
vascularisation cérébrale sur cerveaux entiers, un protocole de transparisation (clearing) des
tissus marqués a été développé. Apres prélevement des embryons a E18 puis post-fixation des
cerveaux dans du PFA 4% pendant une nuit (Figure 15A), les tissus ont été rincés avec du
PBS 1X et incubés une nuit sous agitation lente (70 rpm) a 37°C en présence de 25

d’isolectine IB4 diluée dans un tampon composé de PBS 1X, gélatine 0,2% et Triton X-100
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0,5%. La transparisation (clearing) des cerveaux d’embryon a été réalisée dans des tubes
polypropylene résistant au dibenzyléther (DBE). Pour cela, les cerveaux ont été rincés avec du
PBS 1X puis une déshydratation des tissus a été realisee dans des bains successifs de
méthanol contenant respectivement 20%, 40%, 60%, 80% puis 100% de méthanol dilué dans
de I’eau (Figure 15B). Apres stockage des cerveaux dans du méthanol 100% pendant une nuit,
les tissus ont été incubés pendant 3 heures dans une solution de dichlorométhane (DCM) 66%
(Sigma-Aldrich) et de méthanol 33%, sous agitation lente (15 rpm) a température ambiante
(Figure 15C). Les échantillons ont ensuite été incubés pendant 15 minutes sous agitation lente
dans deux solutions successives de DCM 100%. Une derniére incubation a été réalisé dans du
DBE pendant toute la nuit (15 heures), sous agitation lente (Figure 15D). Les tubes contenant
les embryons transparisés ont ensuite été complétement remplis de DBE pour éviter toute
oxydation des échantillons et maintenus a I’abri de la lumiére une semaine avant I’imagerie
pour améliorer la transparence tissulaire et permettre un meilleur rapport signal sur bruit. Une
fois I’échantillon placé dans un portoir réservoir (100% quartz, LaVisionBioTec,Bielefeld,
Allemagne), la vascularisation cérébrale a été observée a ’aide d’un microscope a feuille de
lumiere (Ultramicroscope II, LaVisionBioTec) et d’une caméra PCOEdgeSCMOS CCD
(2560%x2160 pixels, LaVisionBioTec). Toutes les images ont été acquises en excitant le
fluorochrome avec un laser a 594 nm et en collectant la fluorescence avec un filtre 561 nm ou

un filtre 640 nm avec le programme ImspectorPro software (LaVisionBioTec).

S

Figure 15 : Ktapes de clearing de cerveau d’embryon au dix-huitiéme jour
embryonnaire (E18).

(A) : E18 avant transparisation ; (B) : E18+I1B4 ; (C): E18 sans lipides; (D) : E18 apres
transparisation.
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La visualisation par reconstruction volumique et surfacique en 3D des images acquises
avec le microscope feuille de lumiére a été réalisée a 1’aide du logiciel Imaris (Bitplane
version 9.5). Toutes les images ont d’abord eté converties en format image Tiff
(Ultrall_CO00_xyz-Table) pour réaliser la reconstruction 3D. La premiere quantification
réalisée pour la caractérisation et la quantification des vaisseaux embryonnaires en 3D a été
réalisée avec le module de Filament Tracer (Autopath) qui génere des surfaces (ROI) pour le
calcul. A partir de cette extension, il a été possible de quantifier dans une surface donnée du
cerveau embryonnaire, le volume, le diametre et la longueur des vaisseaux qui s’y trouvent.

Pour cela, une succession d’étapes a été nécessaire comme indiqué Ci-dessous.

e Quvrir les images converties avec Imaris (Bitplane, version 9.5)

e Utiliser la fonction filament (autopath) pour tracer la surface

e Identifier la zone d’intérét surface (ROI) en 3D et fixer les reperes de la zone déja
sélectionnée

e Identifier le point d’origine du tragage des filaments des vaisseaux et lancer le calcul

e Reperer la taille maximale et minimale des vaisseaux en passant dans le mode coupe
(Slice)

e Revenir dans le mode 3D et ajuster les points de tracage du début (Starting points
Threshold) et celui de la fin (Seed points Threshold)

e ldentifier le type de parameétres a calculer (volume, diameétre, longueur) et le Channel
selon le type de marquage

e Lancer ’analyse (scan) de I’image en modulant I’icone de tragage (Shortest distance
from distance Map)

e A la fin de I’analyse de I’image qui prend environ 30 minutes par zone sélectionnée
(ROI), les images des vaisseaux seront prétes a télécharger

e Les différents types de paramétres de la vascularisation choisie seront représentés dans

un tableau Excel a exporter.
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Etudes comportementales

L’étude du comportement des souris &gées de 30 jours (P30) a été réalisée pour rechercher si
la capacit¢ du PACAP a bloquer les effets délétéres de 1’éthanol au niveau cellulaire et
moléculaire est associée a une amélioration de I’activité locomotrice et a une diminution de
I’anxiété. Les tests finaux ont été réalisés avant la mise a mort des animaux a P30. Le jour des
tests, les souris P30, sont placées dans la salle une heure avant le début des tests. A la fin de
chaque test, I’animal est remis dans sa cage d’élevage et le dispositif nettoyé par de 1’éthanol
a 70%. Un ordre chronologique des tests a été rigoureusement respecté pour chaque animal et
déterminé de fagon a avoir des conditions optimales de réponse.

Test du labyrinthe en croix surélevé (Elevated Plus Maze, EPM) :

Le dispositif est constitué de deux bras croisés situés 50 cm au-dessus du sol, formant
respectivement deux bras ouverts (de 50 cm de long et 10 cm de large chacun) et deux bras
fermes (de 50 cm de long, 10 cm de large chacun et 45 cm de c6té) (Patin et al., 2005).
Chague souris est placée individuellement dans le centre du dispositif et son exploration libre
est mesurée pendant 5 min. Ce test est utilisé pour évaluer I’état d’anxiété chez les rongeurs
sachant qu’un animal anxieux tend a préférer naturellement les espaces clos par rapport aux
espaces ouverts. Ainsi 1’état d’anxiété des animaux est mesuré par le degré d’évitement des
espaces ouverts du labyrinthe. Les paramétres mesures dans ce test sont (le temps passé dans

les bras ouverts et fermés, et le nombre d’entrées dans les bras ouverts et fermés) (Figure 16).

Figure 16 : Test du labyrinthe en croix surélevé (Elevated Plus Maze)
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Test de la planche a trous (Hole-Board test, HBT)

La planche mesure 40 x 40 cm par 2,2 cm d'épaisseur et comporte 16 trous de 3 cm de
diametre. Elle est de couleur gris foncé pour éviter les reflets pouvant perturber le
comportement de I'animal. Chaque souris agée de P30 est placée individuellement dans le
centre du dispositif et son exploration libre est mesurée pendant 5 min. Ce test permet étudier
le comportement de la souris confrontée a un nouvel environnement. Les parametres mesurés
dans ce test sont le nombre de trous explorés et le temps passé a explorer le dispositif. On

définit I’exploration par le fait de rentrer la téte jusqu’aux oreilles dans un trou (Figure 17).

-

Figure 17 : Test de la planche a trous (Hole-Boardtest)
Test de boite claire/obscure (Light/Dark Box, LDB) :

Ce test évalue le degré d’anxiété et I’activité exploratrice de ’animal. Les rongeurs ont une
tendance de rester dans les endroits sombres, évitant ceux éclairés. Ce dispositif permet aux
souris agées de P30 d’explorer une aréne formée de deux compartiments (d’une surface de 40
x70cm), 1’un éclairé par une lampe blanche (Led E27, 9W) et 1’autre obscur, €clairé par une
lampe rouge de faible intensité (2.5 W). Une ouverture séparant les deux compartiments
permet a I’animal de se déplacer librement entre la zone éclairée et celle obscure. Au début du
test, la souris P30 est placée dans le compartiment éclairé et ses activités comportementales, a
savoir le temps passé dans I’espace éclairé et dans 1’espace sombre, et les fréquences

d’entrées dans les zones éclairées sont enregistrées pendant 5 min (Figure 18).

Figure 18 : Test de boite claire/obscure (Light/Dark Box)
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Analyses statistiques

Le logiciel Graphpad Prism (GraphPad Software, version 6.04) est utilisé pour I’ensemble des
analyses statistiques. Pour les données non paramétriques concernant les tests EPM, HBT et
LBD chez les souris exposées durant leur vie embryonnaire a I’alcool, les résultats sont
exprimés en moyenne + SEM (Standard Error of the Mean). Toutes les analyses sont suivies
par un test post-hoc (Tukey-Karmer’s), ANOVA répété a 2 facteurs (temps et fréquence). Les
différences sont considerées statistiguement significative quand p < 0.05.
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Article 1

Effet protecteur du PACAP endogene et exogene chez des animaux exposés a 1’éthanol
pendant la vie embryonnaire

Shili Ilhem, Masmoudi-Kouki Olfa, Vaudry David
(en préparation)

La consommation d’éthanol pendant la grossesse peut engendrer des dommages
irréversibles a I’enfant regroupés sous le terme de syndrome d’alcoolisation foetale (SAF).
Comprendre les mécanismes impliqués dans la toxicité de 1’alcool, détecter les enfants SAF et
leur proposer des solutions thérapeutiques est un probleme de santé publique important. Il est
établi que le neuropeptide PACAP exerce des effets neuroprotecteurs puissants. Ceci nous a
conduit a étudier ’implication du PACAP endogéne dans la protection du cerveau des souris
exposées a I’alcool et a rechercher la capacité d’administrations de PACAP exogene a bloquer
les effets toxiques de I’éthanol au cours du développement.

Notre travail a consisté a :

* Etudier I’effet du PACAP endogéne et exogene sur le développement d’embryons exposés
de fagon chronique a I’éthanol,

* Rechercher I’effet du PACAP endogéne et exogeéne sur différents mecanismes altérés par
I’éthanol au cours du développement embryonnaire,

* Evaluer I’expression du systéme PACAPergique chez les embryons exposés de fagon
chronique a 1’éthanol.
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Protective effects of endogenous and exogenous PACAP in mice exposed to ethanol
during embryonic life

Shili 1lhem!2, Masmoudi-Kouki Olfal and Vaudry David?3

Laboratory of Neurophysioloy, Cellular Physiopathology & Biomolecules Valorisation, Research
Unit LR18ESO3, Department of Biological Sciences, Faculty of Science of Tunis, University Tunis
El Manar, 2092 Tunis, Tunisia

%Inserm U1239, Laboratory of Neuronal and Neuroendocrine Communication and Differentiation,
University of Rouen, 76128 Mont-Saint-Aignan, France

3Regional Platform for Cell Imaging of Normandie (PRIMACEN), Institute for Biomedical
Research and Innovation, University of Rouen, Mont-Saint-Aignan, France

Abstract

Ethanol prenatal exposure exerts teratogenic effects leading to morphological lesions
due among others to a massive wave of apoptosis in the developing brain. Pituitary adenylate
cylase-activating polypeptide (PACAP) has been shown to exert neurotrophic and
neuroprotective activities in various cellular models. The aim of the present study was to
characterize the neuroprotective activity of endogenous and exogenous PACAP against the
deleterious effects of in utero ethanol exposure on E18 embryos in a fetal alcohol syndrome
(FAS) mice model. Results show that PACAP exerts trophic activity on mice embryos and
partially blocked the ethanol induced atrophy. PACAP acts on both neurons, astrocytes and
blood vessels, but the neurotrophic and neuroprotective actions of PACAP involve
complementary mechanisms since PACAP per se had no effect on GDNF expression or
caspase-3 activity for example but completely counteracted the GDNF collapse and the
caspase-3 induction observed in ethanol treated animals. Conversely, the PACAP induced
increase of BDNF or IGF mRNA is very similar, whether the animals are exposed or not to
ethanol. It was also found that in PACAP KO animals exposed to ethanol, expression level of
neurotrophic factors is strongly repressed, ROS abundance is highly enhanced and caspase-3
activity is heavily increased, showing the protective effect of endogenous PACAP against
ethanol toxicity. However, ethanol greatly affects the PACAPergic system by decreasing the
expression of PACAP, VIP and their 3 receptors, which may be a new mechanism involved in
ethanol toxicity. Interestingly, the expression of all transcripts of the PACAPergic system,
excepted the one of VPACI, could be restored in ethanol exposed animals by intra-uterine

injections of PACAP, which probably potentiates the antioxidant and antiapoptotic activity of
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PACAP, and explains the paradoxical effects of the peptide on the inflammatory response.
Altogether, these results demonstrate the strong involvement of PACAP in the cortical
morphogenesis, vascular organization or redox status of the brain of prenatal ethanol exposed
animals and suggest that PACAP could be of a biomarker or a therapeutical agent for the
treatment of SAF.
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Introduction

In utero alcohol exposure can cause growth retardations, cranio-facial dysmorphias and
anatomical alterations of the developing central nervous system (CNS) (Ferraguti et al., 2020;
Jones and Smith, 1973; Sowell et al., 2001), resulting in cognitive, motor and behavioral
disabilities (Green et al., 2007; Lebel et al., 2011; Lewis et al., 2015). Those birth defects
found in children of mothers who consumed alcohol during pregnancy have been reported as
fetal alcohol syndrome (FAS). The prevalence of FAS is estimated to be 14.6 per 10 000 in
North America (Popova et al., 2017) and remains the leading known preventable cause of
mental retardation (Green et al., 2007; Lebel et al., 2011; Lewis et al., 2015).

The risk of brain damages after in utero ethanol exposure is particularly high during the
first and second trimesters, which correspond to intense periods of fetal neurogenesis and
angiogenesis (Raghunathan et al., 2018). As a consequence, such gestational alcohol exposure
leads to a reduced head circumference due among others to a decreased frontal cortex size and
a disrupted cerebellar growth (Handmaker et al., 2006; Wass et al., 2001). The mechanisms
by which ethanol induces brain atrophy are numerous and complex. In particular, during early
development, ethanol inhibits the expression of neurogenesis-related genes, represses the
release of mitogenic factors and induces methylation of cell cycle genes, which decreases the
cell proliferation rate (Hicks et al., 2010; Jacobs and Miller, 2001; Tyler and Allan, 2014). At

later stages, ethanol disturbs neuronal migration and differentiation (Maier and West, 2001).

In particular, ethanol hampers the migration of neuroblasts from the ventricular zone
(VZ) towards the cortical plate (CP) in the cerebral cortex (Cuzon et al., 2008; Miller, 1988)
and from the external granule cell layer towards the internal granule cell layer in the
cerebellum (Kumada et al., 2006). The inhibition of cerebellar granule cell migration involves
an activation of the adenylate cyclase, responsible for a decrease in the frequency of calcium
spikes (Kumada et al., 2006). But neuronal precursor migration is probably also altered by the
accelerated transformation of radial glia into astrocytes (Miller and Robertson, 1993) and by
the reduction of cortical vascular density (Jégou et al., 2012), induced by ethanol. This
highlights that it is not only the effect of ethanol on neurogenesis but also its action on
astrogliogenesis (Gressens et al., 1992) and angiogenesis (Radek et al., 2005, 2008), which
altogether lead to brain alterations. Toward the end of the development, ethanol exposure
reduces the expression of neurotransmitters and growth factors involved in neuronal

differentiation (Ogony et al., 2013). In addition to all this, ethanol impairs neuronal survival
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(Xu et al., 2003; Climent et al., 2002; Olney et al., 2000), either directly, or through the
generation of acetaldehyde, one its major toxic metabolites (Lee et al., 2005). Indeed, ethanol
exposure, even for short duration or at low levels generates oxidative stress in fetal brain
(Dong et al., 2010; Henderson et al., 1995; Maier et al., 1999a, 1999b) through the production
of reactive oxygen species (ROS) and a concomitant decrease in the level of antioxidant
defenses. And the fetal brain is particularly vulnerable to the production of ROS, since it has a
limited amount of antioxidant capacity (Floyd and Carney, 1992; Halliwell, 2006). The
generation of ROS in fetal brain provokes neuronal cytoskeletal disruption (Chu et al., 2007),
mitochondrial dysfunction (Ramachandran et al., 2001), lipid peroxidation, protein
carbonylation and DNA damages (Chu et al., 2007), leading altogether to neuronal cell loss
(Gil-Mohapel et al., 2010; Todd et al., 2018). Besides direct oxidative stress in neurons,
ethanol exposure activates microglia, reinforcing ROS production and triggering
inflammatory cytokine expression (Guizzetti et al., 2014). This excessive activation of
microglia in the developing brain (Komada et al., 2017; Terasaki and Schwarz, 2016),
contributes to the neurodegeneration observed in children with FAS by increasing the

expression of pro-apoptotic factors (Komada et al., 2017; Terasaki and Schwarz, 2016).

Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) belongs to the
glucagon/secretin/vasoactive intestinal peptide (VIP) family of peptides and is expressed
endogenously in two forms of either 38- or 27-amino acids (Miyata et al., 1989). PACAP acts
on three G protein coupled receptors, i.e. a specific PAC1 receptor which only binds PACAP
and two VPAC1 and VPAC2 receptors with same affinity for both PACAP and VIP
(Somogyvaéri-Vigh and Reglodi, 2004). PACAP and its receptors are expressed both in the
brain and the periphery (Vaudry et al., 2009). Thereby, PACAP is a pleiotropic peptide which
exhibits among other things a strong neuroprotective effect both in vitro (Abad and Waschek,
2011; Reglodi et al., 2011; Shintani et al., 2005; Vaudry et al., 2002a) and in vivo (Reglodi et
al., 2012; Seaborn et al., 2011; Vaudry et al., 2009), through a combination of antioxidant,
anti-inflammatory and antiapoptotic effects (Vaudry et al., 2009). PACAP acts at adulthood
but also exerts trophic effects on neurons and glial cells during development (Douiri et al.,
2016; Reglodi et al., 2016). In particular, PACAP modulates cell proliferation (Suh et al.,
2001; Waschek et al., 1998), enhances stem cell differentiation (Cazillis et al., 2004) and
promotes neuronal survival through inhibition of apoptosis (Hoshino et al., 1993; Ohno et al.,
2005).
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PACAP protects developing neurons and astrocytes from oxidative stress caused by
various toxic insults such as 4-hydroxynonenal (Ito et al., 1999), ceramides (Falluel-Morel et
al., 2004; Vaudry et al., 2003a), hydrogen peroxide (Vaudry et al., 2002a) and ethanol (Bhave
and Hoffman, 2002; Vaudry et al., 2002b). Furthermore, PACAP can redirect the microglial
inflammatory response from a deleterious to a neuroprotective phenotype (Brifault et al.,
2015). Altogether, these various effects of PACAP suggest that it could protect the developing

brain from ethanol toxicity.

Many studies investigated the neuroprotective effects of an exogenous administration of
synthetic PACAP but the use of PACAP antagonists, PACAP or PAC1-knock out mice has
evidenced that the endogenous peptide is also involved in brain development (Allais et al.,
2007; Falluel-Morel et al., 2008; Shintani et al., 2005) and protects neurons from various
insults (Reglodi et al., 2012), including ethanol exposure (Vaudry et al., 2005). However, in a
model of binge drinking, gene expression analysis revealed that PACAP protects from ethanol
toxicity through different mechanisms in between adults and adolescent animals (Lacaille et
al., 2015). Furthermore, PACAP expression level is very different from one brain region to
the other (Palkovits et al., 1995) and exhibits various patterns of regulation in case of injury.

For example, PACAP expression elicits a biphasic variation after stroke with an initial
rapid increase followed by a drop below control level (Stumm et al., 2007) and a
spatiotemporal regulation after traumatic brain injury with a long-lasting decrease in the
number of PACAP positive cells in the traumatized tissue but an increase in the
pericontusional cortex. These up- and down-regulations of PACAP after nerve injury
highlight that the role of PACAP in the protection of the brain remains complex. Furthermore,
we are probably not all protected by PACAP with the same efficacy if we consider that
PACAP blood level can significantly vary from one individual to the other (Ross et al., 2020),
and the existence of nucleotide polymorphisms which modify the expression of the PAC1
receptor (Mercer et al., 2016). And to make things more complex, one polymorphism in the
PAC1 receptor is implicated in the development of problematic alcohol use in women
(Dragan et al., 2017). Based on those observations, the aim of this study was to analyze in a
chronic model of prenatal ethanol exposure the neuroprotective effects of exogenous and

endogenous PACAP and investigate some of the molecular mechanisms involved.
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Material and methods
Animals

Swiss mice were kept in a temperature- and humidity-controlled environment (22 +
1°C, 60 + 10% relative humidity), under an established photoperiod (14:10 h light/dark cycle)
with free access to food and water in an accredited animal facility (approved B.76-451-04).
All animal procedures were performed in accordance with institutional guidelines for the care
and use of experimental animals approved by the European Community Council Directive
2010/63/UE and authorization number 11863-2016111516454101.

Female and males were mated overnight, and embryonic day 0 (EO) corresponds to the
moment when males were placed with females. To confirm pregnancy, weight gain was

measured daily (Heyne et al., 2015).

CD1 PACAP wild-type (CD/PACAP*™), heterozygous (CD/PACAP*") and PACAP
knock-out (CD/PACAP™") mice were obtained from the intercross of heterozygous animals.
Genotypes of all mice were determined by PCR analysis of DNA isolated from tail biopsies
(Hashimoto et al., 2001). At E18, pregnant mice were sacrificed, and the embryos were

collected for further experiments.

Animal treatments and experimental design

Pregnant Swiss mice were divided randomly into 4 groups treated from E7 to E18, i.e. a
control group treated with saline solution (0.9% NaCl; group 1) and three experimental
groups treated respectively with ethanol (1.5 g / kg, group 2) by intraperitoneal injection,
PACAP by intra-uterine injection (5 pg; group 3) or ethanol plus PACAP (group 4). Ethanol
and PACAP were dissolved in saline solution. Control animals received an equivalent volume
of 100 pl saline solution or of ethanol IP and of 10 pul of saline or PACAP IU. Ethanol was
diluted in 0.9% saline to avoid burning and injected as a 15% (w/v) solution. PACAP was
dissolved in 0.9% saline solution.

E18 embryo genotype was determined by multiplex PCR amplification of DNA
extracted from tail biopsies as previously described (Tanaka et al., 2001). PCR products were
subjected to 2% agarose gel electrophoresis and visualized under UV light. CD1 PACAP
wild—type (CD/PACAP**) and heterozygous (CD/PACAP*") were identified by the presence
of a single 293 bp PACAP cassette amplicon. The presence of PACAP knock-out

122



¢ Résultatse

(CD/PACAP™) mice was identified by the presence of a single 491 bp neomycin cassette

amplicon.

Embryos morphogenesis measurements

At E18, pregnant mice were sacrificed and embryos were removed and placed in 1X
PBS. Embryos were weighed and imaged with a macroscope (Leica Z6 APQO) to measure with

ImageJ software fetus length, skull size and brain surface.
Clearing procedure

At E18, pregnant mice were deeply anesthetized by isoflurane inhalation (1000 mg/g,
Iso-Vet). Fetal brains were carefully removed under a binocular loop before being incubated
in 4% PFA diluted in PBS at 4°C overnight. Brain tissues were incubated with 1B4 diluted in
PBSG-T buffer containing PBS, 0.2% gelatin, 0.5% Triton-X100 at 37°C under agitation (70
rpm). After PBS washed, brain tissues were cleared according to the iDISCO* protocol.

Briefly, tissues were dehydrated in 6 successive solutions of methanol/H20 for 1 hour
under slow orbital shaking, containing 20%, 40%, 60%, 80%, 100% and 100% of methanol
respectively. Next, tissues were incubated overnight in 1 vol of 100% methanol and 2
volumes of 100% dichloromethane anhydrous (Sigma-Aldrich) before being washed twice for
20 min in 100% dichloromethane under slow orbital shaking. Finally, the tissues were
incubated in 100% dibenzyl ether (Sigma-Aldrich) for at least 1 day under slow orbital

shaking before imaging.

Cleared brain tissues were placed in a horizontal orientation in an imaging reservoir
made of quartz (LaVisionBioTec) filled with dibenzyl ether and illuminated from the side by
a laser at a wavelength of 640 nm (Coherent Sapphire Laser, LaVisionBioTec, and Bielefeld
Germany) under an Ultramicroscope Il (LaVisionBioTec, Bielefeld, Germany) equipped of a
binocular stereomicroscope (MXV10, Olympus, Bielefeld Germany) with a 2X objective
(MVPLAPO, Olympus, Bielefeld Germany) and controlled by the ImspectorPro software
(LaVisionBioTec, Bielefeld Germany). Fluorescence signal was selected with a 561+40 nm
filter and images were acquired with a PCO Edge SCMOS CCD Camera (2560 x 2160 Pixel

size, LaVisionBioTec).

Three-dimensional reconstruction was performed from a Z-series stack of fluorescence

images taken at a 4 um interval using the Imaris software (version 9.5). From each of this
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stack of images, two adjacent regions of interest (ROI) measuring 500 x 500 x 500 um were
chosen at the dorsolateral pole of the cortex. In these ROIs, blood vessel diameter, total
vascular length and total vascular volume were measured after network modeling using the
filament tracer tool of the Imaris software 3D rendering package. The different measurements
are based on observations made from brains of 4 to 5 animals for each condition and
quantification is presented as mean + s.e.m (n =4 to 5).

Histology and immunohistochemistry

Brains isolated from E18 embryos were immerse-fixed in 4% PFA overnight at 4°C.
Then brains were washed twice in PBS for 5 min and embedded in 2% agarose (BioReagent,
Sigma-Aldrich) to be sectioned into 40 um thick slices on a vibratome (Leica VT1000S)
along the coronal plane and transferred into PBS-AZIDE buffer.

For histological analysis, slices were stained with cresyl violet to visualize the layer
thickness in the forebrain of the cortical plate (CP), intermediate zone (1Z), subventricular and
ventricular zone (SVZ/VZ) layer thicknesses, imaged with a microscope (TS2 Nikon) and

analyzed with the ImageJ software.

For immunostaining experiments, slices were incubated overnight at 4°C with either
rabbit glial fibrillary acidic protein (GFAP) monoclonal antibody (Dako; 1 : 600) or mouse
neuronal specific marker (NeuN) monoclonal antibody (Milipore; 1 : 100) diluted in
incubation buffer (PBS containing 1% bovine serum albumin (BSA) and 3% Triton X-100).
Then, slices were rinsed twice with PBS for 20 min and incubated with the same incubation
buffer containing the appropriate secondary antibody, i.e. a donkey Alexa Fluor conjugated
488 anti-rabbit antibody (Invitrogen; 1: 200) to detect GFAP or a donkey Alexa Fluor
conjugated 488 anti-mouse antibody (Invitrogen; 1: 200) to detect NeuN. Cell nuclei were
visualized by incubating the slices for 5 min with 4, 6, diamidino-2-phenylindole (DAPI, 2
pg/ml; Sigma). Finally, slices were mounted with Mowiol and coverslipped. Image
acquisition was performed with a confocal microscope (TCS SP8 MP, Leica Microsystems)

using the sequential analysis mode.

Isolectin 1B4 vascular labelling
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The brain vasculature was labeled with Isolectin IB4 (From Griffonia simplicifolia,
Alexa Fluor™ 594 Conjugate, Thermo Fisher). Mice received an intrauterine injection
of 10 ul 1B4 (From Griffonia simplicifolia, Alexa Fluor™ 594 Conjugate, Thermo
Fisher). Fetal brains were carefully removed under a binocular loop to be sectioned after
fixation into 40 um thick slices on a vibratome (Leica VT1000S) along the coronal plane. E18
sections were incubated overnight at 4°C with 1B4 diluted 1:50 (25 pg /ml) in PBS 1X, 1%
BSA and 3% Triton X-100 buffer. Slices were then rinsed twice with PBS for 20 min and
mounted with Mowiol and coverslipped. Image acquisition was performed with CD7
microscope (Zeiss cell discoverer 7), using Zen program (2.6 Blue Edition).

Measurement of biomacromolecule oxidative damage

Fetal brain tissues were homogenized in lysis buffer composed of 150 mM NaCl, 2%
SDS, 20 mM Tris and 10 mM EDTA protease free inhibitor tablets (Thermo Scientific, Paris,
France) at pH 7.6 and sonicated for 10 s. The lysate was subsequently centrifuged at 14,000 x
g for 15 min at 4°C and supernatants were collected. Protein concentration from each fetal
brain protein supernatants was measured with a Bradford assay (Bradford, 1976) and
supernatants were stored at —80°C until quantification of oxidative stress markers. For protein
quantification, 1 uL of fetal brain protein supernatant were incubated with 19 ul distilled
water, and 980 ul of Bradford Buffer. The absorbance was measured at 595 nm with a Bio-

Rad spectrophotometer.

Intracellular ROS production was measured by quantification of the fluorescence of 2’,
7’- dichlorofluorescein diacetate (DCFDA, Sigma-Aldrich). For these experiments, 100 pl of
fetal brain protein supernatants were incubated with 2 pl of DCFDA. In the presence of ROS,
DCFDA is converted into 2°, 7’- dichlorofluorescein (DCF). The fluorescence intensity was
then measured every 15 minutes for 45 minutes using a microplate reader (Tecan) at an
excitation wavelength of 485 nm and an emission wavelength of 530 nm. Data were

standardized according to protein quantification of each sample.

Intracellular superoxide anion production (O™ levels) was measured by quantification
of the fluorescence of ethidium which derived from the oxidation of the non-fluorescent
compound dihydroethidium (DHE). For these experiments, 20 ul of fetal brain protein
supernatants were incubated for 20 min in the dark with 2 uM DHE in 24-well plates.
Fluorescence was measured with excitation at 485 nm and emission at 528 nm using a

fluorescence microplate reader FL800TBI (Bio Tek Instrument).
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Intracellular superoxide anion production (H20: levels) was measured by quantification
of the fluorescence of rhodamine-123 (R-123). For these experiments, 20 pl of fetal brain
protein supernatants were incubated for 20 min with 2 uM of the non- fluorescent DHR-123
in 24-well plates, which upon reaction with hydroxyl radical releases fluorescent rhodamine-
123 which was measured with a microplate reader FL800TBI (Bio Tek Instrument) at an
excitation wavelength of 485 nm and an emission wavelength of 528 nm.

Hydrogen peroxide (H202) was evaluated by a colorimetric detection kit (Arbor Assays,
9132). For these experiments, 2 pl of fetal brain protein supernatants were incubated with 25
pL  Colorimetric H,O Detection substrate, and 25 pL HRP Preparation (Horseradish
Peroxidase diluted in 1:50 of Assay Buffer) in 24-well plates. After 15 minutes of incubation,
the absorbance was measured at 560 nm with a Bio-Rad spectrophotometer. All reactions

were calibrated with a standard curve ranging from 25 uM to 1000 pM.

Nitric oxide (NO) production was analyzed in fetal brain homogenates using DAF-FM
diacetate  (4-amino-5-methylamino-2',7'-difluorescein  diacetate; Molecular  Probes/In
vitrogen). For these experiments, 10 pg/ul of DAF-FM was incubated at a 10 puM final
concentration with 100 uL of fetal brain protein supernatants in 24-well plates. After 15
minutes of incubation in the dark, the fluorescence intensity was measured at an excitation
wavelength of 485 nm and an emission wavelength of 535 nm using a microplate reader
(Tecan).

Measurement of oxidative stress markers

Fetal brain tissues were homogenized in lysis buffer composed of 150 mM NaCl, 2%
SDS, 20 mM Tris and 10 mM EDTA protease free inhibitor tablets (Thermo Scientific, Paris,
France) at pH 7.6 and sonicated for 10 s. The lysate was subsequently centrifuged at 14,000 x
g for 15 min at 4°C and supernatants were collected. Protein concentration from each
supernatant was measured and supernatants were stored at —80°C until quantification of

oxidative stress markers.

SOD activity was measured using a spectrophotometric assay, which consists in
measuring epinephrine auto oxydation induced by superoxide anion. For these experiments 25
ul of fetal brain protein supernatants were incubated for 3 min with a mixture containing
bovine catalase (0.4 U/mL), DL-epinephrine (5 mg/ml) and Na,COs/NaHCO3z buffer (62.5
mM, pH 10.2). The oxidation of epinephrine was measured at 480 nm with a Bio-Rad

spectrophotometer (Hamdi et al., 2016).
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Catalase activity was quantified using a spectrophotometric assay, on the basis of the
decomposition of H20- in the reactive mixture (Ghouili et al., 2018). For these experiments
25 pl of fetal brain protein supernatants were mixed with 30 mM H.O; in PBS. The
disappearance of H>O, was measured with an ultraviolet light spectrophotometer at 240 nm
for 180 s at 30 s intervals. Catalase activity was calculated using the extinction coefficient of
40 mM* cm™ for H20..

Malondialdenyde (MDA, i.e a lipid oxidation product) content was determined
according to the heating method of Drapper and Hadley (Draper & Hadley, 1990 ). For these
experiments, 20 ul of fetal brain protein supernatants were mixed with a solution containing
1% BHT (w/v) and 20% TCA (w/v), and then centrifuged at 1000 x g for 5 min at 4°C.
Supernatant was mixed (v/v) with a solution containing 0.5 M HCI, 120 mM TBA and 26 mM
Tris. The mixture was immediately heated for 10 min at 95°C and then cooled a 4°C. The
absorbance was measured at 532 nm with a Bio-Rad spectrophotometer. MDA levels were
determined by using an extinction coefficient of MDA-TBA complex of 1.56 x 10° M~ tcm™.

Oxidative damages of proteins were evaluated by measuring protein carbonylation
levels. For these experiments, 25 ul of fetal brain protein contained in supernatants were
precipitated by addition of 20% TCA (v/v) and 10 mM DNPH (w/v). After centrifugation at
11,000 x g for 3 min at 4°C, the homogenate was washed three times with an ethanol-
ethylacetate solution (v/v) and then resuspended in 500 ul of 6 M guanidine hydrochloride.
The absorbance was measured at 370 nm with a Bio-Rad spectrophotometer and protein

carbonylation levels were determined by using an extinction coefficient of 22,000 M cm™.

Glutathione quantification was performed using a mono-chlorobimane (MCB) which
reacts with the GSH under the action of the glutathione S-transferase to become fluorescent
(Kamencic et al., 2000). MCB, was prepared at 4 mM in 100% ethanol and stored in the dark
at 4°C. For these experiments, 20 ul of fetal brain protein supernatants were incubated with
125 ul of HEPES-buffered saline (HBS) containing 51.3 mM NaCl, 1.7 mM KCI, 4.1 mM
CaCly, 1.5 mM MgCl; and 10 Mm HEPES at PH 7.9. Homogenized samples were transferred
into 24-well microplates in the presence of MCB at a final concentration of 100 uM. The
fluorescence intensity was measured over 60 minutes after addition of MCB, using a

microplate reader (Tecan) at an excitation wavelength of 380 nm and 530 nm an emission.
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Measurement of caspase-3 activity

The enzymatic activity of caspase-3 in the fetal brain was evaluated with the Apo-ONE
homogenous caspase-3/7 Assay (Promega). For these experiments, 100 uL of homogenized
fetal brain tissue were combined with 100 pl of caspase assay buffer and fluorescence
intensity was then measured over 3 hours using a microplate reader (Tecan) thermostatically
controlled at 37°C at an excitation wavelength of 485 nm and an emission wavelength of 530
nm. Data were standardized after protein quantification of each sample with a Bradford assay.

Quantification of brain gene expression by Real-time PCR analysis

On E18, pregnant mice were deeply anesthetized by isoflurane inhalation prior
decapitation. Embryos were rapidly dissected from the uterine horns and placed in ice-cold
PBS. Maintained on a cold platform, embryonic brains were rapidly removed from skulls, and
transferred into Tri-Reagent (Sigma Aldrich).

To detect possible changes in gene expression, total RNA from brain hemispheres of
E18 control, ethanol and PACAP treated animals were extracted with the phenol/chlorophorm
method and further purified using the Nucleospin RNA kit (Macherey-Nagel, Hoerd, France).
The amount of isolated RNA was determined with a Nanodrop ND-2000C (Thermo
Scientific, Wilmington, CA, USA) and cDNA was synthesized from 1 pug of RNA using the
ImProm Il Reverse Transcriptase kit (Promega, Madison, WI, USA). Genes expression level
was then measured with a QuantStudio 12K Flex (Life Technologies), in the presence of 2X
Fast SYBR Green Master Mix (Life Technologies) containing specific primers at a
concentration of 100 nM as reported by alphabetical order on Table 2. Regulations between

control and treated groups were finally determined with the 2429 method.
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Results

PACAP reduces birth defects induced by prenatal binge-like drinking ethanol exposure

Daily intraperitoneal injection of 1.5 g/kg of ethanol to pregnant mice between E7 and
E18, induced a progressive mortality, reaching 30% of females at gestational day 18 while
mortality in females injected with both ethanol and PACAP was of 10% only (sup Fig 1A).
No mortality was observed in animals injected with PACAP and/or NaCl. In addition to this
effect on mortality, ethanol caused abortion in 11% of surviving pregnant females (sup Fig
1B) whereas no or a very little abortions were observed in sham, PACAP or co-treated
animals. Furthermore, pregnant females exposed to ethanol exhibited a 10% reduction in body
weight at gestational day 18 compared to sham animals. This deleterious effect of ethanol was
totally blocked by an intra-uterine PACAP administration. Regarding offspring, in utero
PACAP injections increased the size of the fetuses while alcohol exposure resulted in growth
restriction which was partially blocked when ethanol exposed animals received also PACAP
intrauterine injections (Fig.1A). These observations were confirmed by quantification of
fetuses body weight (Fig. 1B), body length (Fig. 1C) and skull length (Fig. 1D), which were
increased to 125% in PACAP treated fetuses and 62% decreased to 61% in ethanol exposured
fetuses, when compared to sham animals. This deleterious effect of ethanol was partially
blocked by an intra-uterine PACAP administration (87% of control). When looking at the
brain, PACAP intrauterine injections induced a 24% and 34% increase of brain area and
weight, respectively, while alcohol exposure resulted in microcephaly (Fig. 1E) with a 25%
decrease of brain area (Fig. 1F) and a 35% decrease of brain weight (Fig. 1G). These
deleterious effects of ethanol were partially blocked by an intra-uterine PACAP
administration (6% and 12%).

Prenatal injection of PACAP caused an apparent 90% increase of the thickness of the
E18 fetuses cerebral cortex when compared to sham animals (Fig 2 A) mainly due to an
increase in the SVZ/VZ and 1Z layers (Fig 2 Al, A2, A3, A4, A5). Conversely, ethanol
exposure caused a 4515 % reduction of the thickness of the E18 fetuses cerebral cortex when
compared to sham animals (Fig 2 A; *** P<0.001) which was partially blocked when

animals were co-treated with ethanol plus PACAP (+45% of ethanol treated animals).

Consistent with previous reports, ethanol exposure resulted in glial activation (Saito et
al., 2016) in E18 fetuses brains as shown by immunohistolabeling with GFAP (Fig 2D). Glial
activation could be observed in the forebrain SVZ/VVZ (Fig 2 D3) but a very strong GFAP
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signal was detected in the striatum zone (Fig 2 E3) when compared to sham embryo (Fig 2
E1l). PACAP injection had no effect on its own (Fig 2 D2 and E2) but blocked ethanol
activation of GFAP in both SVZ/VZ (Fig 2 D4) and striatum (Fig 2 E4).

Besides astrocytes, neuron precursors labelled with NeuN appeared more numerous
after PACAP injection in the SVZ/VZ, compared to sham animals (Fig. 2 C1-C2).
Conversely, ethanol exposure reduced the number of migrating neuron precursors in the 1Z
and dislocated the organization of the neurons forming after migration the SVZ/VZ (Fig 2
C3). This deleterious effect of ethanol was partially reduced in fetuses exposed to both
ethanol and PACAP (Fig 2 C4).

PACAP up-regulates the expression of some growth factors in the CNS of fetuses in a
model of prenatal binge-like drinking ethanol exposure

To understand what could affect the development of the cerebral cortex, the mRNA
expression of 7 growth factors was measured in the brain of E18 fetuses, to identify some
mediators potentially responsible for the trophic effects of PACAP injections and/or explain
the deleterious action of ethanol exposure. Results show that ethanol reduced more than 10-
fold GDNF, 0.5-fold BDNF, 0.49-fold VEGFa, 0.1-fold TGF and 0.85-fold IGF but did not
affect FGF and VEGFb (Fig 3). Co-treatment with ethanol plus PACAP restored above sham
level the expression of GDNF (+ 15%), FGF (+690%), VEGFa (+43%), VEGFb (+23%) and
TGF (+134%) but had no effect on BDNF and IGF. PACAP alone had no significant effect on
GDNF and TGF mRNA expression but induced a 4-fold increase of FGF, a 2-fold increase of
BDNF, a 1.6-fold increase of VEGFa, a 1.4-fold increase of VEGFb, and a 1.6-fold increase
of IGF. When looking at growth factors mRNA expression in PACAP deficient mice, it
appeared that both GDNF, FGF and BDNF mRNA expression was strongly repressed, by
84%, 90% and 87% respectively, in PACAP knock out animals exposed to ethanol, compared
to wild type animals exposed to same ethanol treatment. Interestingly, GDNF mRNA was
similar in both wild type and PACAP heterozygote E18 fetuses brains while BDNF
expression in both PACAP heterozygote and PACAP knock-out E18 fetuses brains (Fig 3 B1-
B2-B3).
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Effect of PACAP on brain vasculature network in fetus exposed in utero to ethanol

Considering that some factors regulated by ethanol and PACAP could affect
angiogenesis, cerebral cortex microvessels from E18 fetuses were visualized using Isolectin
GS-I1B4 from Griffonia simplicifolia coupled to Alexa Fluor™ 594 (Fig 4A).

Observation of the images shows that PACAP treated animals exhibit a thicker cortical
layer with a denser network of microvessels compared to sham animals (Fig 4B1) whereas
ethanol treated animals present a very thin cortical layer of widely spaced vessels (Fig 4B3).
In ethanol plus PACAP co-treated animals, the thickness of cerebral cortex vessels was

partially restored (Fig 4B4).

In accordance with these observations, quantification revealed that in Sham treated
animals, the cortical vessel layer thickness was of 264 pm, while it was of a 359 um in
PACAP treated animals, of 110 um in ethanol exposed fetuses and of 200 pum in the brain of
ethanol plus PACAP co-treated animals (Fig 4C). In the same way, the diameter of cortical
vessels was of 5.53 um in Sham treated fetuses, while it was of a 7.52 um in PACAP treated
animals, of 4.85 um in ethanol exposed animals and of 6 pum in the brain of ethanol plus
PACAP co-treated animals (Fig 4D), indicating that ethanol reduced the vessel lumen

diameter.

Results show that prenatal exposure to ethanol affects the whole micovessels network
(Fig 4B). To further evaluate this observation, we performed a detailed analysis of cortical
vasculature in the E18 fetal brain. Three parameters were quantified: vascular cortical
thickness, vessel dimeter and angular orientation of cortical microvessels. 1B4 labeling
indicated that fetus E18 exposed in utero to ethanol group (1.5 g/kg) were mostly affected by
vascular damage in the cortical thickness by 110 to 200 pum increased in PACAP (5 ug)
treated fetuses and 280 to 110 um decreased in ethanol exposure fetuses when compared to
sham animals (Fig 4C). The diameter of vessels was also reduced by 61 to 4+1 pm
increased in PACAP (5 pg) treated fetuses and 51 to 4+1 decreased in ethanol exposure
fetuses when compared to sham animals (Fig 4D), Also, ethanol in utero significantly
increased the proportion of microvessels presenting an angular value ranging between [50-75]
and [75-90] from the radial axis (Fig 4E). Altogether, these data demonstrate for the first time
that PACAP improves cortical vasculature in the fetal brain of animals exposed in utero to

ethanol.
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PACAP protects from oxidative damages induced by prenatal binge-like drinking
ethanol exposure

To investigate the mechanisms involved in these effects of neurons and glia, the ability
of PACAP to abolish ethanol-induced oxidative stress and ROS accumulation in the brain of
E18 fetuses was investigated. As measured with 2°, 7°- dichlorofluorescein diacetate
(DCFDA). The ethanol induced 3-fold increase of ROS (Fig 5A,***p<0.001) and was
significantly reduced in animals co-treated with ethanol and PACAP (Fig 5A, 150% of
control, ### P<0.001). Peroxides, measured with DHE probe, were significantly increased
(Fig 5B, +254%) in the brain of ethanol (1.5 g/kg) exposed fetuses. This ethanol-increased of
DHE fluorescence intensity was partially reduced in the brain of animals exposed to both
ethanol and PACAP (Fig 5B, - 130%). Regarding NO, ethanol exposure induced a 4-fold
increase of intracellular NO level (Fig 5C1, +300%) and a 7-fold increase of INOS mRNA
expression level (Fig 5C2, 700%), which were significantly reduced in the brain of E18
fetuses co-treated with ethanol and PACAP (### P<0.0001). The expression of Sodl and
Sod2 mRNA level (Fig 5D1, D2) as wells as the activity of SOD (Fig 5D3) were increased in
the brain of E18 fetuses exposed to ethanol but injection of PACAP to ethanol exposed
animals only reduced expression of Sod2 mRNA level (Fig 5D2). Regarding peroxides,
ethanol exposure induced a 2-fold increase of the production of intracellular and extracellular
H202 levels (Fig 5E), which was totally abolished in the brain of fetuses co-treated with
ethanol plus PACAP (Fig 5E, +40%, ### P<0.0001). Meanwhile, similar regulations were
observed with antioxidants catalase, Gpx and GSH. Indeed, the increases induced by ethanol
of catalase mMRNA (+136%; Fig 5F1, ### p<0.0001) and activity (+395%; Fig 5F2,
###p<0.0001) were reduced (-101% for catalase mRNA) and totally blocked (catalase
activity) in the brain of fetuses co-treated with ethanol plus PACAP. Similarly, Gpx-1, Gpx-7
and Atr mRNA levels were repressed in the brain of ethanol exposed animals (Fig 5 G1-2, by
15%, 9%, 58%, *** P<0.001; * P< 0.05), but increased above sham levels when animals

were treated with both ethanol plus PACAP.

Ethanol exposure also resulted in a 4.5-fold increase in superoxydes in the brain of E18
fetuses, as measured with DHR123 fluorescence intensity (Fig 51, *** P<0.001), which was
completely abolished in ethanol plus PACAP treated animals. The effects on oxidative stress
markers led to further investigate lipid peroxidation, protein carbonylation and DNA
damages. As shown on Fig 5 J1, MDA level was 10 times higher in ethanol exposed fetuses
(Fig 5J1, ***P<0.001) but back to Sham level in the brain of ethanol plus PACAP treated
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animals. Likewise, the 4-fold increase in protein carbonyl content in animals exposed to
ethanol was halved in animals co-treated with ethanol plus PACAP (Fig 5J3). The effect on
protein carbonylation is accompanied by a 40% increase of Ctsb mMRNA expression level in
ethanol treated animals and a strong decrease of the gene expression in PACAP and ethanol
plus PACAP treated animals (Fig. 5J2). Finally, the expression of the gene encoding for the
DNA repair enzyme Parpl is of 200% of control in the brain of ethanol treated animals, an
increase reduced to 110% of control when animals are co-treated with ethanol plus PACAP
(Fig 5J4).

Inflammation is not a key process in this model of prenatal binge-like drinking ethanol

exposure

Oxidative damages are known to activate the inflammatory response. This prompt us to
examine the effect ethanol exposure on 116, Tnf alpha and Il1 beta mRNA expression.
Surprisingly none of these proinflammatory genes was activated in the brain of E18 fetuses
exposed to ethanol (Sup Fig 2). Likewise, the expression of the anti-inflammatory IL-10 was
not repressed. The MRNA expression of 116, Tnf alpha and 111 beta was significantly reduced
in PACAP treated animals but in a contradictory manner was increased in the brain of ethanol
plus PACAP treated animals (Sup Fig 2).

PACAP inhibits apoptosis in the CNS of fetuses in a model of prenatal binge-like

drinking ethanol exposure

Because PACAP treatment was not effective to prevent inflammation in ethanol
exposed animals, it was decided to investigate its action on apoptosis (Fig 6). Related to its
effects on oxidative stress, brain prenatal ethanol exposure induced more than a 10-fold
decrease of Nrf2 mRNA expression, a transcription factor essential to prevent alcohol-
induced oxidative damage ((Dong et al., 2008); Fig 6A1) and induced a 2-fold increase of
Sp1l, a transcription factor know to regulate ethanol-induced neuronal apoptosis in fetal brain
((Qi et al., 2014); Fig 6A2). On the other hand, Nrf2 and Spl expression level were back to
control level in the brain of animals treated with ethanol plus PACAP (Fig 6A1-2). Regarding
apoptosis, ethanol exposure induced a 2-fold decrease of Bcl-2 mMRNA expression level which
was blocked in the brain of animals treated with both ethanol and PACAP (Fig 6B1, ***
P<0.001 and ### P<0.001), ethanol exposure induced a 70% increase of Bax mRNA
expression level which was blocked in the brain of animals treated with both ethanol and
PACAP (Fig 6B2, * P<0.05 and # P<0.05), ethanol exposure induced a 55% increase of
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Cox4il mRNA expression level which was blocked in the brain of animals treated with both
ethanol and PACAP (Fig 6B3, ** P<0.01 and ### P<0.001), ethanol exposure induced a 10-
fold increase of Caspase-9 mRNA expression level which was blocked in the brain of animals
treated with both ethanol and PACAP (Fig 5C1, *** P<0.001 and ### P<0.001) and ethanol
exposure induced a 4-fold increase of Caspase-3 mMRNA expression level which was blocked
in the brain of animals treated with both ethanol and PACAP (Fig 6C2, *** P<0.001 and ###
P<0.001). Besides its effects on caspases gene expression, ethanol exposure induced a 2-fold
increase of caspase-3 activity which was blocked in the brain of E18 fetuses treated with both
ethanol and PACAP (Fig 6C3, *** P<0.001 and ### P<0.001). In accordance with these
results we found that the lack of endogenous PACAP exacerbates oxidative stress and neuro-
inflammation in the fetal brain of E18 animals exposed in utero to ethanol (Sup Fig 3. table
A), which lead to ROS accumulation (Sup Fig 3B) and apoptosis (Sup Fig 3C) in the CNS of
E18 fetuses. §88§ P <0.001versus wild-type (cd**). && P<0.01 versus heterozygous (cd*").

Ethanol exposure has a very strong impact on the expression of PACAP and its

receptors

The fact that PACAP is effective on some protective mechanisms but not all, prompt us
to investigate the effect of prenatal ethanol exposure on the mRNA expression of the
PACAPergic system in the E18 fetuses brain. The results revealed that in utero exposure to
ethanol (1.5 g/kg) abolished the mRNA expression of PACAP by 160+10% to 10+£5%
increase in PACAP (5 pg) treated fetuses and 100% to 15% decrease in ethanol exposure
fetuses when compared to sham animals (Fig 7A1). Ethanol administration in utero (1.5 g/kg)
decreased significantly the mRNA expression of PACAP receptors gene PAC1 (Fig 7A2,
50% of decrease in ethanol exposed fetuses when compared to sham animals), gene VPAC1
(Fig 7A3, 90% of decrease in ethanol exposed fetuses when compared to sham animals), gene
VPAC2 (Fig 7A4, 70% of decrease in ethanol exposed fetuses when compared to sham
animals). These results were confirmed by the important brain damages induced by ethanol in
heterozygous (cd*"), and PACAP knockout (cd”) fetus. In fact, ethanol (1 g/kg) in utero
decreased significantly the mRNA expression of PACAP (Fig 7B1, 90% of decrease in
ethanol exposed fetuses when compared to sham animals), its receptors gene PAC1 (Fig 7A2,
90 % of decrease in ethanol exposed fetuses when compared to sham animals) gene VPAC1
(Fig 7A3, 80% of decrease in ethanol exposed fetuses when compared to sham animals), gene
VPAC2 (Fig 7A4, 80 % of decrease in ethanol exposed fetuses when compared to sham
animals). It is well known that PACAP and VIP display comparable affinity for the VPAC
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receptors and that VIP exhibits also a potent trophic action on growth embryonic development
in the CNS. We thus investigated the effect of prenatal exposure to ethanol on VIP mRNA
expression both in the E18 fetus exposed to ethanol (1.5 g/kg) and on wild-type (cd*’*),
heterozygous (cd*"), and knockout PACAP (cd”) fetus exposed to ethanol (1 g/kg). We found
that ethanol decreasesed VIP gene expression (Fig sup 4A, +85 % of decrease in ethanol
exposed fetuses when compared to sham animals), and (Fig sup 4B, £65 % of decrease in

ethanol exposed fetuses when compared to sham animals).
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Discussion
Neurotrophic and neuroprotective effects of PACAP in the developing brain
Evidence that PACAP is important for the growth of the embryo

Consistent with its expression from early stages of development (Sherwood et al., 2000;
Vaudry and Arimura, 2003) and in agreement with metabolic studies conducted with PACAP
deficient mice (Adams et al., 2008), PACAP injection have been shown to exert trophic
effects, leading to increased body weight. VIP also promotes early embryonic growth
(Gressens et al., 1993, 1994), suggesting that VPAC receptors are involved in embryonic
development. The involvement of VPAC receptors is probably even predominant in the
overall effect of PACAP on the growth of the embryo, since animals overexpressing the
PACL1 receptor exhibit strong growth retardation (Lang et al., 2006).

At the brain level, PACAP exerts neurotrophic effects during development (Botia et al.,
2007; Ogata et al., 2015). Nevertheless, the action of PACAP is complex, since it promotes
proliferation of neural precursors in the ventricular zone of E9.5 mouse cortex, but exerts anti-
mitogenic actions at E13.5 following a change in expression of the splicing variants of the
PACL1 receptor (Yan et al., 2013). PACAP not only acts on neurons but also causes astrocytes
differentiation (Vallejo and Vallejo, 2002). Furthermore, our results show that it promotes
angiogenesis in the developing cerebral cortex. Altogether these effects explain the increase in
the thickness of the 1Z and SVZ/VZ observed at the histological level, which are consistent
with the neurotrophic action of PACAP on cerebellar granule neurons (Allais et al., 2007) and
its ability to increase the thickness of the internal granule cell layer in the rodent cerebellum
(Vaudry et al., 1999).

PACAP can exert its neurotrophic activity by promoting the proliferation and/or
differentiation of neural precursors (Deutsch and Sun, 1992; Gonzalez et al., 1997; Nicot and
DiCicco-Bloom, 2001). PACAP effects can be direct through the expression of genes such as
Gli-1 or Egr-1 (Nicot et al., 2002) but as shown in the present study, PACAP can also induce
the release of the neurotrophic factor BDNF (Ogata et al., 2015), which probably potentiates
the effect of the peptide on neurite outgrowth (Ogata et al., 2015). The action of PACAP on
FGF may contribute to switch the growth action of the peptide from a pro-mitogenic to an
anti-mitotic activity in some brain areas (Lelievre et al., 2002). The increase by PACAP of

VEGFa and VEGFb may contribute to the neural and vascular development that were
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observed in E18 embryos (Darland et al., 2011). The stimulation by PACAP of IGF
expression could through transactivation reinforce the activation of the PAC1 receptor
(Delcourt et al., 2007). This may explain how daily injections of a molecule with a very short
half-life (Darland et al., 2011) exert notable trophic activity. This also helps to understand
how short exposure to PACAP induces long lasting protective effects in some pathological
models (Wong and Marin, 2019).

Only a fraction of the neurons generated during embryonic development survive (Wong
and Marin, 2019). Nevertheless, in our experiments, PACAP had no or little effect on genes
involved in oxidative stress and apoptosis. Only the expression of few genes such as Gpx7,
GSH, Ctsb, Bax and Cox411, involved in the regulation of oxidative damages and apoptosis
were repressed (Crunkhorn, 2012).

Protective effects of PACAP in a FAS model

Besides the trophic effect of PACAP, its ability to protect from ethanol toxicity in a
FAS model was also investigated. An important aspect is that PACAP decreased the abortion
rate, which shows that PACAP is important for embryo implantation as already proposed
(Somoskdi et al., 2020).

As previously reported in various other FAS models (Sokol and Clarren, 1989), prenatal
ethanol exposure from E7 to E18, induced growth retardation and brain atrophy (Ikonomidou
et al., 2000) which were partially reduced by PACAP treatment. Interestingly, PACAP effect
on the brain is probably not simply the consequence of its neurotrophic activity since its
mechanisms of action are different. Indeed, PACAP alone had no effect on GDNF expression
but strongly stimulated mRNA level in ethanol treated animals. In the same way, PACAP
strongly reduced ethanol induced oxidative stress and apoptosis. It should be noticed that
endogenous PACAP contributes to stimulate the expression of neurotrophic and
neuroprotective factors, the level of which is always lower in KO animals than in wild type
littermates in ethanol exposed fetuses. However, the results obtained with PACAP
heterozygous mice on GDNF, FGF and BDNF expression suggest that some protective
mechanisms may be activated in the presence of very low levels of PACAP whereas some
other would require higher levels of the peptide. Indeed, in heterozygous mice exposed to
ethanol, GDNF expression level are similar to the level observed in wild type animals when

BDNF expression level are similar to the level observed in PACAP KO animals.
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The neuroprotective effect of PACAP has already been reported in a model of ethanol
exposure during postanatal cerebellar development (Botia et al., 2011) and in a model of
binge drinking (Lacaille et al., 2017). The present study highlights that PACAP not only
protects neurons but also astrocytes and endothelial cells from ethanol toxicity. Indeed,
PACAP totally blocked the radial vasculature disorganization observed in ethanol exposed
mice and FAS patients (Jégou et al., 2012). These protective effects of PACAP are probably
due to its ability to strongly increase VEGFa and VEGFb mRNA expression, since Vegf
administration could block ethanol toxicity on endothelial cells (Jégou et al., 2012). Such
beneficial effects of PACAP on the vascular system may also be found in other pathological
models such as in stroke models, where PACAP was shown to increase VEGFa mRNA
expression (Cherait et al., 2020).

Nevertheless, even if there is a definite improvement in the organization of the cortical
layers as shown with NeuN labeling, the reactional glia based on the GFAP expression or the
vessel number measured in transparised fetal brains and if PACAP strongly counteracted the
deleterious effects of ethanol on the expression of neurotrophic factors, oxidative mechanisms
and apoptotic pathway, its ability to block ethanol induced brain atrophy is only partial as
shown when measuring the thickness of vessel cortical layer for example. This may be due to
the fact that if PACAP alone inhibits the expression of pro-inflammatory factors such as Tnf-
a or 111-B, as expected from the literature (Delgado et al., 2003; Kim et al., 2000), in animals

exposed to ethanol, it would instead tend to increase it.

Prenatal ethanol exposure deregulates the expression of endogenous PACAP and of its

receptors

This unexpected effect of PACAP on the inflammatory response could find an answer
in the effects of ethanol and PACAP on the expression of PACAP and of its three receptors.
Indeed, if PACAP injection blocked the ethanol induced inhibition of PACAP, of PAC1 and
of VPAC?2, it did not improve the expression of the VPAC1, which is known to play a key
role in the inflammatory response (Leceta et al., 2006). The fact that the PACL1 receptor is
restored in animals treated with PACAP explains the very strong effect of PACAP on ethanol

induced oxidative stress and apoptosis.

The collapse in the expression of PACAP and its receptors is probably a key element in
the toxicity of ethanol in this FAS model. Indeed, it is now established that endogenous
PACAP protects cells from various insults (Chen et al., 2006; Lacaille et al., 2017; Ohtaki et
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al., 2006) as confirmed in the present study where PACAP KO animals exposed to ethanol
exhibit increased ROS levels and enhanced caspase-3 activity when compared to wild type
animals. These results together with the measurements conducted with PACAP KO animals,
also suggest that the marked decrease of neurotrophic factors expression such as GDNF
would at least be in part the consequence of the very strong inhibition of PACAP expression.

Just like for PACAP, the expression of VIP mRNA also collapsed in ethanol exposed
animals, which may contribute to the observed embryo growth retardation and microcephaly,
as observed in animals treated with a VIP antagonist (Gressens et al., 1994). As for
neurotrophic genes, the level of VIP mRNA seems highly correlated with the expression level
of PACAP.

Use of PACAP as a diagnosis biomarker of FAS and or as a therapeutic tool for

subsequent treatment?

Fetal alcohol exposure is the most common known cause of preventable mental
retardation and the best treatment is abstinence (Stevenson et al., 1996). Nevertheless, FAS
remains a global health issue estimated to be around 14.6 per 10 000 in North America
(Popova et al., 2017) and remains the leading known cause of mental retardation (Green et al.,
2007; Lebel et al., 2011; Lewis et al., 2015). The early detection of SAF children is therefore
very important in order to offer them appropriate care. As the physical malformations and
growth retardation characteristic of FAS children only allow to identify the hidden side of the
iceberg, the use of relevant biomarkers to detect FAS is necessary (Chabenne et al., 2014). In
this context, one can wonder if PACAP expression level should be added to a panel of other
biomarkers which could contribute to diagnose FAS children. In addition to PACAP, the
expression of GDNF, IGF or TGF, that we found highly repressed, could help establish a
signature of in utero alcohol exposure, together with other neurotrophic factors already
identified such as PLGF (Lecuyer et al., 2017). However, this requires to determine whether
the decreases of mMRNA levels observed in the brain of E18 fetuses leads to a lasting
impairment of the peptide or protein levels in plasma in order to consider an easy analysis that

can be implemented on a large scale.

The other question concerns the possible use of PACAP for treatment of SAF children.
As ethanol exposure during brain development leads to long lasting dysregulation of its
oxidative stress status (Brocardo et al., 2017), it should be investigated if PACAP

administration after birth could stop this phenomenon. In addition to this, it will be important
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to determine if the alteration of PACAP and PACAP receptors expression is transient or
lasting, as this could explain why the brain of FAS people is more vulnerable at adulthood to

neurological insults such as to stroke (Bake et al., 2017).

Finally, human studies have identified diverging alcohol concentrations in the maternal
blood, fetal blood, and amniotic fluid during mid to late pregnancy (Brien et al., 1983; Heller
and Burd, 2014; Zelner and Koren, 2013). Thus, it will be important to use PACAP as a
potential molecular biomarker for FAS. Interestedly, the analyze of differential PACAP rate
variation taken from pregnant in amniotic fluid or plasma through prenatal test such as
amniocentesis would be extremely beneficial to our understanding of the PACAP's
physiological role and development of potential new treatments. Within these ideas, we
believe that PACAP (either alone or in combination with other therapies) is a strong candidate
for the design of clinical trials in FAS affected children.
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Figure legends

Fig 1. PACAP injection reduced morphological lesions induced by in utero ethanol
exposure. (A) Visualization of embryonic day 18 (E18) fetuses, from pregnant mice treated
with NaCl 0.9% (SHAM), pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP; 5 ug),
ethanol (EtOH; 1.5 g/kg), or both EtOH (1.5 g/kg) + PACAP (5 ug). Quantification of E18
fetuses body weight (B), body length (C; yellow bar) and skull size (D; red bar). (E)
Visualization of E18 fetal brain, from pregnant mice treated with NaCl 0.9% (SHAM),
PACAP (5 pg), EtOH (1.5 g/kg) or both EtOH (1.5 g/kg) + PACAP (5 pg). Quantification of
E18 brain area (F) and brain weight (G). Data are expressed as mean (x SEM) for n = 10
animals / group. ANOVA followed by one-way analysis of variance *P<0.05, ** P<0.01;
***P<0.01 versus SHAM.; ### P<0.0001 versus EtOH. Scale bar =1 cm.

Fig 2. Effect of PACAP on cerebral cortex histomorphology in the fetal brain of animals
exposed in utero to ethanol. (A) Cresyl-violet stained coronal sections showing the
cytoarchitecture of the forebrain cortical plate of embryonic day 18 (E18) fetuses, from
pregnant mice treated with NaCl 0.9% (SHAM, Al), pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide (PACAP; 5 pg, A2), ethanol (EtOH; 1.5 g/kg, A3) or both EtOH (1.5 g/kg) +
PACAP (5 ug; A4). Cx: cortex, Hip: hippocampus, St: striatum. (A5) Quantification in the
forebrain of the cortical plate (CP), intermediate zone (1Z), subventricular and ventricular
zone (SVZ/VZ) layer thicknesses after treatment with NaCl 0.9% (SHAM), PACAP, EtOH or
both EtOH + PACAP. Scale bar = 50 mm (A1, A2, A3 and A4). (B) Immunohistochemistry
with the Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP; green) and nuclear labeling with the 4',6-
diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride (DAPI; blue) of a E18 fetus coronal brain section
showing with inserts the areas where images at larger magnification of NeuN (green signal;
D) and GFAP (green signal; C) immunohistochemistry where acquired. (C) NeuN
immunohistochemical signal in the forebrain cortical plate of embryonic day 18 (E18) fetuses,
from pregnant mice treated with NaCl 0.9% (SHAM, C1), pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide (PACAP; C2), ethanol (EtOH; C3) or both EtOH + PACAP (C4). (D)
GFAP immunohistochemical signal in the forebrain cortical plate of embryonic day 18 (E18)
fetuses, from pregnant mice treated with NaCl 0.9% (SHAM, D1), pituitary adenylate
cyclase-activating polypeptide (PACAP; D2), ethanol (EtOH; D3) or both EtOH + PACAP
(D4). (E) GFAP immunohistochemical signal in the subventricular and ventricular zone
(SVZ/VZ) of embryonic day 18 (E18) fetuses, from pregnant mice treated with NaCl 0.9%
(SHAM, E1), pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP; E2), ethanol
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(EtOH; E3) or both EtOH + PACAP (E4). Scale bar = 100 um (C, D and E). Data are
expressed as mean (£ SEM) for n = 7 animals / group. ANOVA followed by one-way analysis
of variance *** P<0.001versus SHAM. ## P<0.01 versus EtOH.

Fig 3. PACAP enhanced the mRNA expression of some neurotrophic and angiogenic
factors in the fetal brain of animals prenatally exposed to ethanol. (A) mRNA expression
level of the neurotrophic factors glial cell-derived neurotrophic factor (GDNF; Al),
fibroblast growth factors (FGF; A2) and brain-derived neurotrophic factor (BDNF; A3) in
the brain of wild-type embryonic day 18 (E18) fetuses, from pregnant mice treated with NaCl
0.9% (SHAM), pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP; 5 pg), ethanol
(EtOH; 1.5 g/kg) or both EtOH (1.5 g/kg) + PACAP (5 ug). (B) mRNA expression level of
GDNF (B1), FGF (B2) and BDNF (B3) in the brain of E18 wild-type (cd*’*), heterozygous
(cd*") or PACAP-deficient (cd”) fetuses, from pregnant mice treated with EtOH (1.5 g/kg).
(C) mRNA expression level of the vascular growth factors a (VEGFa; C1), VEGFb (C2),
transforming growth factor (TGF; C3) and insulin-like growth factor-1 (IGF; C4) in the brain
of wild-type E18 fetuses, from pregnant mice treated with NaCl 0.9% (SHAM), PACAP (5
Mg), EtOH (1.5 g/kg) or both EtOH (1.5 g/kg) + PACAP (5 ug). Data were normalized using
the GAPDH, Actb, and Ppia housekeeping genes as internal controls. Data are expressed as
mean (x SEM) for n = 10 animals / group. ANOVA followed by one-way analysis of variance
*P<0.05; ** P<0.01; *** P <0.001 versus SHAM. # P<0.05, ## P<0.01; ### P<0.0001
versus prenatal EtOH. ANOVA followed by one-way analysis of variance 8§ P<0.01; 88§
P <0.001versus wild-type (cd**). &&P<0.01 versus heterozygous (cd*").

Fig 4. PACAP improves cortical vasculature in the fetal brain of animals exposed in
utero to ethanol. (A) Overview with a Zeiss CD7 of the microvascularization on a coronal
brain section of embryonic day 18 (E18) fetuses after labeling with Isolectin GS-
IBs from Griffonia simplicifolia coupled to Alexa Fluor™ 594 conjugate. The
ROI corresponds to the area which was used for further analysis. (B) Representative images
of the IB4 staining used for the analysis of vascular parameters in the brain of embryonic day
18 (E18) fetuses, from pregnant mice treated with NaCl 0.9% (SHAM; B1), pituitary
adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP; 5 ug; B2), ethanol (EtOH; 1.5 g/kg; B3) or
both EtOH (1.5 g/kg) + PACAP (5 ug; B4). Inserts correspond to a zoom of the cortical layer
and arrows highlight the cortical microvessels profile for each treatment. Quantification of
cortical vessel thickness (C), cortical microvessels mean diameter (D) and cortical

microvessels distribution by class of angles in the brain of wild-type E18 fetuses, from
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pregnant mice treated with NaCl 0.9% (SHAM), PACAP (5 ug), EtOH (1.5 g/kg) or both
EtOH (1.5 g/kg) + PACAP (5 ug). Data are expressed as mean (£ SEM) from n = 15 animals /
group. ANOVA followed by one-way analysis of variance ** P<0.01; *** P<0.001versus
SHAM. # P<0.05; ### P<0.0001 versus EtOH. Scale bar in A corresponds to 1 mm and in B
corresponds t0100 pum

Fig 5. Effect of PACAP injection on oxidative stress markers in fetal brain of animals
exposed in utero to ethanol. (A) Reactive oxygen species (ROS) level measured with 2°, 7°-
dichlorofluorescein diacetate (DCFDA), DHE fluorescence intensity (B), mRNA expression
level of INOS (C1), NO production (C2), mRNA expression level of superoxide dismutase
(SOD) isoenzyme Sodl1 (D1), mRNA expression level of SOD isoenzyme Sod2 (D2), SOD
activity (D3), hydrogen peroxide (H202) level (E), catalase activity (F1), mRNA expression
level of catalase (F2), glutathione GSH level (H), DHR fluorescence intensity (I), lipid
peroxidation reported as malondialdehyde (MDA) formation (J1), mRNA expression level of
Ctsb (J2), protein carbonylation content (J3) and mRNA expression level of Parpl in the brain
of embryonic day 18 (E18) fetuses, from pregnant mice treated with NaCl 0.9% (SHAM),
pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP; 5 ug), ethanol (EtOH; 1.5 g/kg)
or both EtOH (1.5 g/kg) + PACAP (5 pg). Data were normalized using the GAPDH, Actb and
Ppia housekeeping genes as internal controls. Data are expressed as mean (£ SEM) fromn =5
to 10 animals / group. ANOVA followed by one-way analysis of variance *P<0.05, **
P<0.01; *** P<0.001versus SHAM. # P<0.05, ## P<0.01; ### P<0.0001 versus EtOH.

Fig 6. Effect of PACAP injection on the intrinsic apoptotic cascade in the fetal brain of
animals exposed in utero to ethanol. MRNA expression level of the Nuclear factor (Nrf2;
Al), mRNA expression level of the transcription factor Spl (A2), mRNA expression level of
Bcl-2 (B1), MRNA expression level of Bax (B2), mRNA expression level of Cox4il (B3),
MRNA expression level of Caspase-9 (C1), mRNA expression level of Caspase-3 (C2) and
Caspase-3 activity (C3) in the brain of embryonic day 18 (E18) fetuses, from pregnant mice
treated with NaCl 0.9% (SHAM), pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP;
5 ug), ethanol (EtOH; 1.5 g/kg ) or both EtOH (1.5 g/kg) + PACAP (5 ug). Data were
normalized using the GAPDH, Actb, and Ppia housekeeping genes as internal controls. Data
are expressed as mean (x SEM) for n = 10 animals / group. ANOVA followed by one-way
analysis of variance *P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001versus SHAM. # P<0.05, ### P
<0.0001 versus EtOH.
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Fig 7. Effect of ethanol and PACAP on PACAP and its receptors gene expression in the
fetal brain. (A) mRNA expression level of PACAP (Al), PAC1 (A2), VPAC1 (A3) and
VPAC2 (A4) in the brain of wild-type embryonic day 18 (E18) fetuses, from pregnant mice
treated with NaCl 0.9% (SHAM), pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP;
5 ug), ethanol (EtOH, 1.5 g/kg) or both EtOH (1.5 g/kg) + PACAP (5 pg). (B) mRNA
expression level of PACAP (B1), PAC1 (B2), VPACL1 (B3) and VPAC2 (B4) in the brain of
E18 wild-type (cd**), heterozygous (cd*") or PACAP-deficient (cd”) fetuses, from pregnant
PACAP heterozygous mice treated with EtOH (1 g/kg). Data were normalized using the
GAPDH, Actb, and Ppia housekeeping genes as internal controls. Data are expressed as mean
(= SEM) from n = 15 animals / group. ANOVA followed by one-way analysis of variance *
P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001 versus SHAM. # P<0.05; ### P<0.001 versus EtOH.

Sup. Fig 1. Effect of ethanol and PACAP on pregnant mice. Survival rate (A), abortion
rate (B) and body weight (C) of pregnant mice treated with NaCl 0.9% (SHAM), pituitary
adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP; 5 pg), ethanol (EtOH; 1.5 g/kg) or both
EtOH (1.5 g/kg) + PACAP (5 ug). Pregnant mice were randomly assigned to one of four
treatment groups, NaCl and EtOH were administered daily from E7 to E18 by intraperitoneal
injection and PACAP was administered daily from E7 to E18 by intra-uterine injection. Data

are expressed as mean (x SEM) from n = 10 animals / group.

Sup. Fig 2. Effect of ethanol and PACAP on pro- and anti-inflammatory and anti-gene
expression in the fetal brain. mMRNA expression level of pro-inflammatory cytokines 11-6
(A), TNF-alpha (B) and IL-1beta (C), and of anti-inflammatory cytokine IL-10 (D), in the
brain of wild-type embryonic day 18 (E18) fetuses, from pregnant mice treated with NaCl
0.9% (SHAM), pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP; 5 ug), ethanol
(EtOH, 1.5 g/kg) or both EtOH (1.5 g/kg) + PACAP (5 pg). Data were normalized using the
GAPDH, Actb and Ppia housekeeping genes as internal controls. Data are expressed as mean
(= SEM) from n = 15 animals / group. ANOVA followed by one-way analysis of variance, *
P<0.05, *** P<0.001 versus SHAM. # P<0.05, ## P<0.01; ### P<0.0001 versus EtOH.

Sup. Fig 3. The lack of endogenous PACAP exacerbates oxidative stress and neuro-
inflammation in the fetal brain E18 of animals exposed in utero to ethanol. (A) List of the
genes regulated in heterozygous (cd*") and PACAP-deficient (cd”) fetuses, from pregnant
PACAP heterozygous mice treated with EtOH (1 g/kg). Reactive oxygens species (ROS) level
measured with 2°, 7’- dichlorofluorescein diacetate (DCFDA; B), in wild-type (cd*™),
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heterozygous (cd*") and PACAP-deficient (cd™) fetuses, from pregnant PACAP heterozygous
mice treated with EtOH (1 g/kg). (C) Caspase-3 activity in wild-type (cd**), heterozygous
(cd*") and PACAP-deficient (cd’) E18 fetuses, from pregnant PACAP heterozygous mice
treated with EtOH (1 g/kg). Data were normalized using the GAPDH, Actb, and Ppia
housekeeping genes as internal controls. Data are expressed as mean (+ SEM) fromn =4to 5
animals / group. ANOVA followed by one-way analysis of variance §88 P <0.001 versus
wild-type (cd**). &&& P<0.001 versus heterozygous (cd*").

Sup. Fig 4. Effect of ethanol and PACAP on VIP gene expression in the fetal brain(A)
MRNA expression level of VIP in the brain of wild-type embryonic day 18 (E18) fetuses,
from pregnant mice treated with NaCl 0.9% (SHAM), pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide (PACAP; 5 ug), ethanol (EtOH, 1.5g/kg) or both EtOH (1.5 g/kg) + PACAP (5
ug). (B) mRNA expression level of VIP in the brain of E18 wild-type (cd*’*), heterozygous
(cd*") or PACAP-deficient (cd”) fetuses, from pregnant mice treated with EtOH (1 g/kg).
Data were normalized using the GAPDH, Actb, and Ppia housekeeping genes as internal
controls. Data are expressed as mean (x SEM) from n = 4 to 6 animals / group. ANOVA
followed by one-way analysis of variance §§ P<0.01; 888 P <0.001 versus wild-type (cd*™).
&&P<0.01 versus heterozygous (cd*").
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A
Genesymbol | %CtiCd+- | SEMCd+- | %CtlCdJ- |SEMCd-/-(KO)| Pvale
(KO)
iNos 102+0,14 1333 1384032 1524 0,095
Sodl 230+ 1,89 36,45 675+0,1 98,72 0,0001
Sod2 104+ 0,57 1035 968+ 1 1456 0,0321
Catalase 217+0,54 25,72 2724029 30,47 0,74
Gpxl 214+ 0,86 26,71 930+08 71,04 0,025
Gpx7 150,55 22,94 16+05 2324 0,0331
Atr 147+0,18 9,18 128+0,13 14,53 0,1
Ctsb 208+0,7 29,19 156+ 0,47 11,76 0,018
Parpl 6715 3,76 159+ 0,61 1731 0,16
TNFa 208+0,7 29,19 156+ 0,47 11,76 0,003
IL6 84+038 578 710,56 2,054 02
IL1p 238+0,17 16,77 160+ 3,07 25,76 042
IL10 420+ 6 86,32 329+ 0,43 52,57 0,031
Cox4il 470+0,5 4021 390+ 1,27 26,65 0,111
Bax 2954031 31 373+0,1 35,52 047
Bel2 22+ 1 3837 13+03 16,65 0,0038
Casp9 1194039 11,92 390+0,5 1934 047
Casp3 236+08 38,08 445+0,19 76,55 0,0003
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Table 1: Experimental design of the study showing treatements and assays

Brain collection
NaCl (0.9%)

EtOH (1.5 g’ke) =y - Morphogenis measurements n= 10 animals / group
PACAP (Sug/10ul) r— + Clearing n = 5 animals / group
Mating EtOH+PACAP =/ - Histology and immunihistochemistry n = 7 animals / group
| | I * Isolectin IB4 vascular labelling n = 15 animals / group
E0 E7 Fo F18 . Measurement of biomacromoleclule oxidative damages n = 10 animals / group
| - Measurement of oxidative stress markers n = 10 animals / group
Injections » Real-time PCR analysis n= 5 animals / group
NaCl (0.9%) -
EtOH (1.5 g'kg)

Table 1
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Table 2: Sequences of the primers used for the real-time PCR experiments

Gene name Symbol NCBI reference Forward primer Reverse primer
Actin beta Actb NM_007393.3 AGGTCATCACTATTGGCAACGA CACAGGATTCCATACCCAAGAAG
Adenylate cyclase activating polypeptide 1 Adcyapl NM_009625.2 GATGCTTCTCGGGTTGTGAT GGTCATTGGTGTCTAGGAAAGG
Adenylate cyclase activating polypeptide 1 receptor 1 Adcyaplrl | NM_001025372.2 GGAGGCAATGAGTCGAGCAT GGGCCAGCCGTAGAGTAATG
Ataxia telangiectasia and Rad3 related Atr NM_019864.1 GGAGAGTCACGACTTGCTGA ACAATAAGCGCCTGGTGAAC
Beta-2 microglobulin B2m NM_009735.3 TGGCTCACACTGAATTCACCCCCA | TCTCGATCCCAGTAGACGGTCTTGG
Brain derived neurotrophic Bdnf NM_001048139.1 AGTCTCCAGGACAGCAAAGC TGCAACCGAAGTATGAAATAACC
Caspase 3, apoptosis-related cysteine peptidase Casp3 NM_001284409.1 GAGGCTGACTTCCTGTATGCTT AACCACGACCCGTCCTTT
Caspase 9, apoptosis-related cysteine peptidase Casp9 NM_001277932.1 TGCAGTCCCTCCTTCTCAG GCTTTTTCCGGAGGAAGTTAAA
Catalase Cat NM_009804.2 GGAGGCGGGAACCCAATA CAAAGTGTGCCATCTCGTCAGT
Cathepsin B Ctsb NM_007798.3 GTGTCTGCTGAAGACCTGCTT GGGATAGCCACCATTACAGC
Cytochrome c oxidase subunit IV isoform 1 Coxdil NM_009941.2 TGTGCCTTCGAGCACATGGGAG GGCAAGGGGTAGTCACGCCG
Fibroblast growth factor 1 Fgfl NM_010197.3 AAAGTGCGGGCGAAGTGTATAT GGTGTCTGCGAGCCGTATAAA
Glial cell line derived neurotrophic factor Gdnf NM_001301332.1 | TTCGCGCTGACCAGTGACTCCAA AGGAAGCGCTGCCGCTTGTTTA
Glutathione peroxidase 1 Gpxl NM_008160.6 ACACCAGGAGAATGGCAAGAA AACAATGTAAAATTGGGGCTCGAA
Glutathione peroxidase 7 Gpx7 NM_024198.3 GCCTTCAAGTACCTAACCCAGAC TGCTCTGTAATACGGGGCTT
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Gapdh NM_001289726.1 CATGGCCTTCCGTGTTCCTA CCTGCTTCACCACCTTCTTGA
Insulin-like growth factor 1 Igfl NM_001111274.1 TTTGCGGGGCTGAGCTGGTG GCCATAGCCTGTGGGCTTGTTGAAG
Interleukin 1 beta 1l1b NM_008361.4 GAAGAAGAGCCCATCCTCTGT TGTTCATCTCGGAGCCTGTA
Interleukin 6 16 NM_001314054.1 | GAAACCGCTATGAAGTTCCTCTCTG | TGTTGGGAGTGGTATCCTCTGTGA
Interleukin 10 1110 NM_010548.2 GATGTTGTCGCGTTTGCTCC CTTGGCAGTTCTGTCCCG
Nitricoxide synthase 1 Nos1 NM_008712.2 CCTGGAAGGATGGAAGAAACG CAGGCTGCTTGGAGCAAAA
Nuclear factor, erythroid derived 2, like 2 Nrf2 (Nfe22) NM_010902.4 TTTCGACTACGCAGTGACGG GAGCGTGGAGGTGGATGATG
Peptidyl prolyl isomerase A Ppia NM_008907.1 CCACTGTCGCTTTTCGCCGC TGCAAACAGCTCGAAGGAGACGC
Poly (ADP-ribose) polymerase 1 Parpl NM_007415.2 CTATAGTCTTCTCAGGGGTG TCTCTGTCAACCACCTTAAT
Specific protein 1 Spl NM_013672.2 GCTGCCACCATGAGCGACCAA CACCGCCACCATTGCCGCTA
Superoxide dismutase 1 Sod1 NM_011434.1 AAGCGGTGAACCAGTTGTGTT CTGCACTGGTACAGCCTTGTGTA
Superoxide dismutase 2 Sod2 NM_013671.3 GCGCTGGAGCCACACATTA GGTGGCGTTGAGATTGTTCA
Superoxide dismutase 3 Sod3 NM_011435.3 GGGGAGGCAACTCAGAGG TGGCTGAGGTTCTCTGCAC
Transforming growth factor, beta 1 Tgfbl NM_011577.2 TGGAGCAACATGTGGAACTC CAGCAGCCGGTTACCAAG
Tumor necrosis factor Tnf NM_001278601.1 CACCGTCAGCCGATTTGC TGAGTTGGTCCCCCTTCTCC
Vascular endothelial growth factor A Vegfa NM_009505.4 GCAGCTTGAGTTAAACGAACG GGTTCCCGAAACCCTGAG
Vascular endothelial growth factor B Vegfb NM_011697.3 CAGTCAGCTGGGGGAGATGT AGAGGATCCTGGGGCTGTCT
Vasoactive intestinal peptide receptor 1 Viprl NM_011703.4 GGGGAGACAGACCACTGCT CCATGACGCAATACTGGAAG
Vasoactive intestinal peptide receptor 2 Vipr2 NM_009511.2 CAGACCAGGAAACATAAGCAAAAA | GTAGCCACACGCATCTATGAAATC
Vasoactiveintestinal polypeptide Vip NM_001313969.1 | CAGCAGACTTCTGGGTCAGATTT GCTGATTCGTTTGCCAATGA
Table 2
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Article 2

Effet protecteur du PACAP a long terme dans un modéle murin de syndrome
I'alcoolisation feetale (SAF)

Shili Ilhem, Masmoudi-Kouki Olfa, Vaudry David

(en préparation)

La consommation d’alcool pendant la grossesse peut provoquer un syndrome
d’alcoolisation feetal (SAF) qui conduit a des malformations physiques et des troubles
mentaux persistants tout au long de la vie. Mais en plus de ces séquelles durables, il apparait
que le cerveau des enfants SAF est aussi plus sensible en cas de nouvelle agression a 1’age
adulte. Ceci nous a conduit a rechercher I’effet protecteur a long terme d’administrations de
PACAP par voie intra-utérine chez des animaux exposés a I’alcool pendant leur vie
embryonnaire.

Notre travail a consisté a :
* Evaluer la toxicité d’une exposition prénatale a I’age adulte dans un modéle de SAF,

* Etudier I’effet protecteur sur des cellules neuronales stressées a 1’dge adulte d’un traitement
au PACAP pendant la vie embryonnaire chez des souris exposées in utero a 1’éthanol,

* Examiner ’activité protectrice d’un traitement au PACAP in utero contre les altérations

comportementales et cognitives induites chez des animaux adultes par une exposition prénatale
a I’éthanol.
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Long-term protective effect of PACAP in a fetal alcohol syndrome (FAS) model

Shili 1lhem*?, Masmoudi-Kouki Olfal and Vaudry David??

!Laboratory of Neurophysioloy, Cellular Physiopathology & Biomolecules Valorisation, Research
Unit LR18ESO03, Department of Biological Sciences, Faculty of Science of Tunis, University Tunis
El Manar, 2092 Tunis, Tunisia

%Inserm U1239, Laboratory of Neuronal and Neuroendocrine Communication and Differentiation,
University of Rouen, 76128 Mont-Saint-Aignan, France

3Regional Platform for Cell Imaging of Normandie (PRIMACEN), Institute for Biomedical
Research and Innovation, University of Rouen, Mont-Saint-Aignan, France

Abstract

In utero ethanol (EtOH) exposure produces developmental alterations in the brain of the
fetus, which can result in lifelong behavioral abnormalities. Fetal alcohol spectrum disorders
(FASD) is a term used to describe a range of adverse developmental conditions caused by
EtOH exposure during gestation. Children diagnosed with FASD potentially exhibit a host of
phenotypes including growth retardation, facial dysmorphology, central nervous system
alterations and cognitive deficits. Pituitary adenylate cylase-activating polypeptide (PACAP)
has been shown to exert neuroprotective activities during development and to prevent ethanol
neurotoxicity. Considering the powerful anti-apoptotic and anti-oxidative properties of
PACAP, the present study focused on the ability of the peptide to protect at postnatal day 30
the brain from prenatal alcohol toxicity. Results show that intra-uterine PACAP injection
could counteract ethanol induced animal motor and cognitive alterations at adulthood in a
mice FAS model. Furthermore, PACAP prenatal treatment also reduced ethanol induced
oxidative damages to biomolecules (lipid peroxidation and protein carbonylation) as well as
ROS levels and promoted cell survival in case of new brain aggression at adulthood. These
findings indicate that embryonic PACAP treatment protects against fetal alcohol spectrum
disorders and holds promise for FAS children to preserve their brain from secondary assaults
at adulthood.
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Introduction

Alcohol consumption during pregnancy is known to cause very serious birth defects and
neurological abnormalities in infants. The deleterious effects of alcohol during development
were first described in 1968 and the symptoms reported as Fetal Alcohol Syndrome (FAS).
FAS prevalence is around 1 out of 1000 live births globally and is considered as the most
common non-genetic cause of mental deficiency and social maladjustment (Abel, 1998;
Morleo et al., 2011; Sampson et al., 1997). FAS, is hence a major public health problem,
resulting in cognitive deficits, retarded growth, cranio-facial abnormalities and brain atrophy,
and has psychosocial outcomes at adulthood responsible for long-lasting cognitive
vulnerability and behavioral impairments (Blackburn et al., 2010; Franklin et al., 2008;
Rangmar et al., 2015). Previous studies have shown that the most common deficits observed
in people with FAS are lower locomotor skills, learning difficulties due to reduced 1Q
(Mattson et al., 1998), and altered socio-cognitive interactions (Abkarian, 1992; O’Connor
and Paley, 2009; Pei et al., 2011), which often lead to hyperactivity, anxiety (Connor et al.,
2006), addictive behaviors (Yates et al., 1998), post-traumatic stress disorder and depression
(Hellemans et al., 2010; Hoyme et al., 2016).

Neuronal vulnerability to ethanol coincides with a period of intense synaptogenesis that,
in humans, starts during the third trimester of pregnancy. Gestational ethanol exposure has
caused several neuronal dysfunctions including reduced proliferation, errors in migration,
abnormal cellular differentiation, excessive neuronal cell death, formation of aberrant
connections by surviving neurons and alteration in the neuronal versus glial cell ratio (Miller
et al., 2006; Mooney and Miller, 2007). Since immature neurons are particularly vulnerable to
ethanol, some mechanisms have been suggested to explain ethanol induced neurodegeneration
in the developing brain (Brocardo et al., 2011; Crews and Nixon, 2009). These potential
mechanisms include interference with neurotrophic factor- and retinoid acid-mediated
signaling, induction of oxidative stress, endoplasmic reticulum stress, DNA damage, protein
aggregation and mitochondria dysfunction resulting in the production of intracellular reactive
oxygen species, increased proinflammatory proteins, disruption of the neurotransmitter
system, and inhibition of translational gene regulation (Brocardo et al., 2011). It has been
shown that serious damage and neuronal loss during development may continue even when
these animals are mature with persistent memory and learning impairments (Brocardo et al.,
2017; Jevtovic-Todorovic et al., 2003). Therefore, it is important to identify molecules and

factors that could block the damage of chronic oxidative stress induced by prenatal exposure
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to alcohol in order to develop effective therapeutic approaches to prevent persistent cognitive
deficits.

Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) is a 38-amino-acid
neuropeptide that belongs to the secretin/glucagon/vasoactive intestinal peptide (VIP) family
(Miyata et al., 1989; Vaudry et al., 2000b). PACAP and its receptors are actively expressed in
the central nervous system during ontogeny (Basille et al., 1994; Tatsuno et al., 1994) in close
association with neurogenic regions, suggesting a major role of this neuropeptide during brain
development (Hu et al., 2001). PACAP has been shown to exert neurotrophic and
neuroprotective activities (Vaudry et al., 2009). In vitro experiments performed on cultured
cerebellar granule cells revealed that PACAP promotes neuronal survival and differentiation
(Gonzalez et al., 1997; Villalba et al., 1997). PACAP also exerts neurotrophic activities in
cortical (Morio et al., 1996) and hippocampal neurons (Yaka et al., 2003). PACAP is able to
inhibit neuronal and glial degeneration induced by oxidative damage (Masmoudi-Kouki et al.,
2011; Vaudry et al., 2002a) and prevents ethanol-induced cytotoxicity (Botia et al., 2011),
PACAP also enhances neuronal differentiation during brain development (Gonzalez et al.,
1997; Ogata et al., 2015), induces synapse plasticity (Jayakar et al., 2014) and stimulates cell
proliferation in the neurogenic niche in the adult brain (Mercer et al., 2004). These various
properties of PACAP suggest that it may play a possible endogenous neuroprotective role in
case of heavy alcohol exposure both at adulthood and during developmental periods.
Consistent with this hypothesis, it has been shown that exogenous PACAP administration
protects the developing cerebellum against ethanol-induced apoptotic cell death both in vitro
(Vaudry et al., 2002b) and in vivo (Botia et al., 2011). Moreover, cultured cerebellar granule
cells from PACAP deficient mice are more sensitive to ethanol and oxidative stress than wild-
type (WT) cells (Vaudry et al., 2005). However, these studies have been conducted only at
early developmental stage on new born pups and little is known regarding the mechanisms

involved in the protective effect of the peptide during brain development.

The aim of the present study was to investigate how PACAP in utero administration
could protect the mice brain at adulthood against prenatal alcohol toxicity in a FAS mice
model. In particular, we analyzed how PACAP treatment could counteract ethanol induced
animal behavior modifications, but also its capacity to reduce oxidative stress and to promote

cell survival in case of brain aggression.
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Material and methods
Animals

Animals used in this study were 10-week-old C57BLJ/6 female mice purchased from
Charles Rivers Laboratories (L’Obrestle, France) and their offspring (used at 4- week-old)
were borned in an accredited animal facility (approved C7645104) under controlled
environment with a 12-h light/dark cycle at 21°C, a temperature of 21+1°C and a humidity of
70£10%. Animals had free access to food and tap water. Approval for these experiments was
obtained from the Medical Ethical Committee for the Care and Use of Laboratory Animals of
Pasteur Institute of Tunis (approvalnumber: FST/LNFP/Pro 162019v3), and the French
Ministry of Higher Education, Research and Innovation after evaluation by the French
CENOMEXA Ethical Committee (11863 APAFIS 2016111516454101 v4).

In vivo treatment and experimental design

Pregnant mice were divided into four groups, i.e, control (n = 10), ethanol (n = 10),
PACAP (n = 10) and ethanol plus PACAP (n = 10). From day 7 of gestation (G7) until
parturition, animals of the ethanol and ethanol plus PACAP groups received daily
intraperitoneal injections of ethanol solution (1.5 g/ Kg) in 400 ul of 0.9% NaCl. On day G9
ethanol plus PACAP group received intrauterine injections of PACAP (1 pg/10ul). Control
animals received saline solution instead of ethanol with or without PACAP. The dams were
allowed to deliver their offspring naturally and until weaning the pups remained with their
mothers. At postnatal day 30 (P30), mice were subjected to a battery of behavioral tests, and
then were deeply anesthetized and killed to collect brains for biochemical experiments. Tissue

samples were also used to measure ROS and MDA and carbonyl proteins abundance.
Intrauterine injections

Intrauterine injections of saline or PACAP (solutions (5 pg/10 upl/mouse) were
performed by free-hand in the cervix of the mouse with a 10 pl Hamilton micro syringe
(Hamilton SYR, 10 ul, 701N) connected to a 3.5 mm needle (0.5 mm inner diameter). The
needle is inserted through the skin at an angle of 45° at a distance of 1.5 cm above the vaginal
orifice and inserted 4.5 to 5 mm in depth. The free-hand intrauterine injections in immobilized
mice lasted approximately 5 s and were verified. Intrauterine injections were supervised by an
experienced investigator who frequently controlled the regularity and success of the

injections, using yellow Chinese dye, and who observed (after pregnant female killing and
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peritoneal cavity sectioning) that the injection was successful diffused in more than 95% of
the trials to all fetuses (Table 1).

Preparation of brain tissue extracts for biochemical experiments

Animals were deeply anesthetized with pentobarbital (Sigma Aldrich, 40 mg/kg body
weight i.p.). After decapitation, cortex from each animal were dissected, homogenized in 1 ml
lysis buffer containing 1% Triton X-100, 50 mM Tris—HCI, 10 mM EDTA plus Pierce EDTA
free protease inhibitor tablets (Thermo Scientific,Paris, France) and centrifuged (14,000 g,
4°C, 15 min). Protein concentration from each homogenate was measured and homogenate

aliquots were stored at —80°C until quantification of oxidative stress markers.
Measurement of oxidative stress markers
Measurement of superoxidesproduction

Superoxydes levels were detected by measuring the fluorescence of ethidium which
derived from the oxidation of the non-fluorescent compound DHE. An aliquot of 90 pul of
brain tissue extract was incubated with 2 uM DHE at 37°C for 30 min in the dark Ethidium
fluorescence (A excitation = 520 nm and A emission = 610 nm) was measured with a
microplate reader (BioTek FL800TBI).

Measurement of malondialdehyde formation

Malondialdehyde (MDA, i.e, a lipid oxidation product) content was determined using an
MDA kit (Sigma Aldrich) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 20 pl of brain
tissue extract was mixed with a solution containing 1% butyl hydroxyl toluene and 20% TCA,
and then centrifuged (1000 g, 5 min, 4°C). The supernatant was mixed with a solution
containing 0.5 M HCI, 120 mM 2-thio-barbituric acid plus 26 mM Tris—HCI (pH 7.5) and
heated at 95°C for 60 min. After cooling, the absorbance was measured at 532 nm ELXx
800TBI (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA).

Protein carbonyl measurement

Oxidative damages of proteins were evaluated by measuring protein carbonylation
levels (Hamdi et al., 2015). Proteins contained in the sample were precipitated by addition of
a 20% TCA (v/v) and 10 mM DNPH (w/v) mixture. After centrifugation (11,000 x g, 3 min,

4°C), the pellet was washed three times with an ethanol-ethylacetate solution (v/v) and then
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resuspended in 500 pl of 6 M guanidine hydrochloride. The absorbance was measured at 370
nm with a Bio-Rad spectrophotometer and protein carbonylation levels were determined by

using an extinction coefficient of 22,000 M *cm .
Cell culture

Cell cultures were prepared from 30 days-old mice, as previously described (Tabernero et al.,
1993; Vaudry et al., 1999). Briefly, mice were sacrificed by decapitation and brains were
quickly removed, dissected on ice, weighed and placed in ice-cold saline. One hemisphere
was mechanically dispersed with a syringe equipped with a 1-mm gauge needle and then
filtered on a nylon 100 pm Falcon™ Cell strainer. Cell suspensions were plated at a density
of (2.1 X 10° cells/cm? in 28.2-cm?) in costar 24-wells culture plates previously coated with
poly-D-lysine (12.5 pg /ml, BD Bioscience). For cell culture preparation, brains were
collected in DMEM/F12 (3:1v/v) culture medium supplemented with 2 mM glutamine, 1 mM
sodium pyruvate, 25 mM KCI, 1% of antibiotic-antimycotic solution, and 10% fetal bovine
serum (FBS). Cells were then incubated at 37° C under a humidified atmosphere containing
5% CO2/ 95% air.

Measurement of cell viability

The number of surviving cultured cells was quantified by measuring FDA fluorescence.
Cells freshly extracted from brain were incubated at 37°C with fresh serum-free culture
medium in the absence or presence of the test substances. At the end of the experiments, cells
were incubated at 37°C in the dark with FDA-AM (12 ug/ml; 8 min), rinsed twice with
phosphate-buffered saline (PBS, 0.1 M, pH 7.4), and lysed with a Tris-HCI solution
containing 1% sodium dodecyl sulfate (SDS). Fluorescence intensity was measured with
excitation at 485 nm and emission at 538 nmusing a fluorescence microplate reader
FLB00TBI (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA). Pilot experiments have shown that
the fluorescence intensity is proportional to the number of cells (in the range of 75 x 104 to
106 cells/ml).

Measurement of antioxidant enzyme activities

SOD activity was assessed using a spectrophotometric assay, which consists in
measuring epinephrine autoxidation induced by superoxide anions. Briefly, 20 pl from brain

extracts were incubated for 3 min (10 ul from brain extract) with a mixture containing bovine
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catalase (0.4 U/IL), DL-epinephrine (5 mg/mL), and Na2CO3/NaHCOs3 buffer (62.5 mM, pH
10.2).

The oxidation of epinephrine was measured at 480 nm using a Bio-Rad
spectrophotometer (Bio-Rad Laboratories, Philadelphia, PA,USA).

Catalase activity was determined on the basis of the disappearance of H.O,. Samples,
prepared as described above, were mixed with 30 mM H20: in PBS. The decrease in H20>
was followed at awave length of 240 nm for 3 min at 30 s intervals. Catalase activity was
expressed using the extinction coefficient of 40/mM/cm for H20..
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Results

1. PACAP prevents the effect of ethanol body weight loss and cellular oxidative damage
on offspring

Prenatal alcohol exposure acutely results in a significant decrease in body weight of
offspring compared to the offspring from control animals (24 g vs 21 g, p< 0.01) (Fig.2).
PACAP administration, which slightly increased body weight, did not counteracted loss
induced by ethanol.

Neuronal cells obtained from animals prenatally exposed to ethanol showed a decrease
of the proportion of surviving cells (P< 0.0001). We next examined whether prenatally
exposure to PACAP could prevent ethanol-induced neuronal cell death. While intrauterine
injection of PACAP (5 pg/10 ul) alone had no effect on cell viability, administration of
PACAP to ethanol-treated mice suppressed by 40% (P< 0.01) the loss of neuronal neurons
induced by the toxin (Fig 1B).

To investigate the effect of in utero ethanol and PACAP exposure on oxidative stress at
adulthood, superoxide anion (O*") production was examined (Fig.1C). Control and PACAP
exposed offspring had low level of 0>~ production, compared to ethanol offspring (= 2800%,
p< 0.0001). Cultured cells from offspring animals co-exposed to ethanol and PACAP
exhibited superoxide levels similar to control levels. Cultured neuronal cells from offsring
exposed to ethanol during pregnancy exhibited a higher level of superoxides than did cells

isolated from control animals.
2. PACAP inhibits ethanol induced tissue oxidative damage

Considering the major effect of ROS in the oxidative-generated damage of
biomolecules, the ability of PACAP to prevent lipid and protein oxidation induced by prenatal
exposure to ethanol was examined at adulthood. In utero exposition to ethanol enhanced lipid
peroxidation (+40%; P<0.001) (Fig 2A) and protein carbonylation (+28%; P< 0.05) (Fig 2B)
to ethanol contain high levels of. As illustrated in Fig 2A and 2B, PACAP prevents by itself
oxidative damage of biomolecules in offspring brains compared to control group and totally
abolished the increase in MDA and carbonyl protein induced by ethanol.

To test whether prenatal exposure to ethanol affects the oxidative stress parameters of
postnatal neuronal cells, we assessed the activities of the two antioxidant enzymes, SOD and
catalase, considering their major effects on cellular antioxidant defense. Prenatal exposure to

ethanol provoked a significant increase of both SOD (+100%, P < 0.001) and catalase
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(+200%, P < 0.0001) activities. In accordance with its antioxidant capacity, PACAP
attenuates the effect of ethanol on induction of SOD and catalase activities (Fig. 2C and 2D).

3. Effect of PACAP on behavioral activity of prenatal ethanol exposed offspring.
Elevated Plus-Maze test (EPM)

Anxiety disorders in the elevated plus maze presented significant interaction [F (3, 16)
= 13.97, p< 0.0001)] for the percentage of time spent in open arms (Fig.3A). Control
offspring spent more time in open arms (mean = 57+ 29.5 sec) than ethanol treated animals,
which tend to remain confined in the closed arms of the device. In contrast PACAP treatment
had no effect on the time spent in the open arm while co-treatment with ethanol + PACAP
partially blocked the deleterious effect of ethanol. Data illustrated in (Fig. 3B) show the
percentage of open arm entries [F (3, 16) = 7.026 P = 0.0031)] parameters.

This was due to a decrease also in open arm entries to ethanol group and presents
statistically significant differences regarding to PACAP and co-treated offspring, both in time
in the open arms and open arm visits which are similar to the control group (mean = 50+
12.39), suggesting that PACAP may reduce the anxiety state of mice treated with ethanol in

utero.
Light / Dark Box test (LDB)

Ethanol treated mice exhibited a decrease of the percentage of time spent in the light
compartment (Fig.3C) compared to the control group [F (3, 16) = 5850, p< 0.0001)]. Animal
latency into the light compartment was significantly shorter for ethanol group (mean =
17.80+0.4 sec) compared to the PACAP (mean = 39.60+0.4 sec) and the co-treated (mean =
56+0.4 sec) groups. However, a significant difference was detected in the percentage of
transition number (Fig.3D) to the light box [F (3, 16) = 272, p< 0.0001)]. Indeed, PACAP
treated mice made more transitions in the system with (40% of frequency (mean = 75+ 19.27).
Ethanol+PACAP group made (24 % of frequency to the light side), whereas ethanol mice
made significantly a less transitions in the light box, suggesting that PACAP could increase
the locomotor activity unlike to ethanol offspring were, displayed the lowest percentage of

activity level on this assessment.
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Hole-Board test

To evaluate anxiety behavioral and locomotor deficiency, the percentage of time spent
in the center of the assessment (Fig.3E), was higher for ethanol mice than for control mice
[F (3, 16) = 68.43 < 0.0001)], the interaction was significant for the co-treated group (mean =
15+18.1 sec), which explores the hole board, comparing to ethanol group, were unable to
reach the four extremity of the platform. Ethanol offspring presents a consistently reduced
hole exploration, while its effect on locomotion too, ethanol treated group kept mainly to the
edges of the board. On the other hand, control mice [F (3, 16) = 272 < 0.0001)] preferred the
center of the board where they moved easier. In addition, there were also a significant
difference between the total head dips explored (Fig.3F), PACAP and ethanol+PACAP mice
were significantly greater exploratory activity than ethanol mice group comparing to control
group during 5 min (mean = 66.25+9). This can explain that PACAP serve as protective model

of various behavioral impairment.
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Discussion

Prenatal exposure to ethanol has been associated with structural and functional brain
deficits which can be related to long term behavioral and biochemical effects that persist into
adulthood (Jones and Smith, 1973). PACAP is involved in the regulation of ethanol effects on
several neuronal cell types in vitro and tissues in vivo (Abad and Waschek, 2011; Reglodi et
al., 2011, 2012; Seaborn et al., 2011). The current work may show that PACAP counteracts
alterations in adult offspring against ethanol exposure in utero (Marquez et al., 2009).

Long-term effects of prenatal ethanol exposure on behavioral impairments:

It has been found that exposure of pregnant mice to alcohol would result in long-term
neurobehavioral changes apparent in adult mice, showing an overall reduction in the weights
of pups prenatally exposed to ethanol compared to controls, and an increase incidence of
depressive- and anxiety-like behaviors (Li, 2004; Osborn et al., 1998). In accordance with our
previous studies, the Elevated plus maze test (EPM), the Light/Dark test (LDB) and Hole-
borad (HB), are validated tests for anxiety related behaviors in rodents. Taken together, the
data from these three assays indicates that early life ethanol exposure has specific effects on
motoric and exploratory capacity and implicate different exposure windows for divergent
patterns of anxiety effects (Osborn et al., 1998). Thus, anxiety and stress were potentially
exhibited by the offspring prenatally exposed to ethanol, showing a decrease in latency
(Cullen et al., 2013; File and Pellow, 1985) spent in the novel, and involved a fear in open
area with a reduced exploration. Also, mice with a history of adolescent-onset drinking
exhibited a reduced exploration and motor activity (Costall et al., 1989), induced when mice
were placed in a two-chambered cage consisting of a light and a dark compartment, showing
avoidance of the ethanol offspring and considering that the illuminance of the light
compartment appears to be as stressor reflecting a very high level of anxiety. Prenatal ethanol
exposure had also a significant effect on total head dips and timing, the ethanol offspring
presented a higher immobility in the novel. Although, to our knowledge, few previous study
has utilized the hole-board test in prenatal alcohol exposure models (Riley et al., 1979), but
human studies of patients diagnosed with FAS have indicated relative deficits in balance and
fine motor control compared to non-affected controls (Connor et al., 2006; File and Pellow,
1985). Further demonstrated that anxiolytic agents reducing exploration and motor activity on

the HB test. Our experiments in the elevated plus-maze, light—dark box and hole-borad test,
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consistently confirmed increased anxiety-like behavior results in reduced processing

capacities in complex cognitive tasks in general.

Long-term effects of prenatal ethanol exposure on oxidative stress damages leading to

apoptosis and cell survival vulnerability:

The study further suggested that in utero ethanol exposure was accompanied not only
by the occurrence of anxiety- and depressive-like behaviors (Razumkina et al., 2019), but also
with increasing its oxidative stress in the developing brain (Dembele et al., 2006). In fact,
long-term effects of ethanol exposure on brain development are related to perturbations of the
antioxidant defense mechanism and the CNS vulnerability. The study further suggested that in
utero ethanol exposure was accompanied not only by the occurrence of anxiety- and
depressive-like behaviors (Razumkina et al., 2019) but also with increasing its oxidative stress
in the developing brain (Chu et al., 2007; Dembele et al., 2006; Ramachandran et al., 2003).
In fact, long-term effects of ethanol exposure on brain development are related to
perturbations of the antioxidant defense mechanism and the CNS vulnerability. Our results
reaffirm that, prenatal exposure to ethanol, contributes to a redox imbalance, in fetal levels of
lipid peroxidation in the brain (Dembele et al., 2006); embryos DNA damage (Liu et al.,
2009), protein carbonyls (Dembele et al., 2006) and elicits an enhanced activity of catalase
(Panchenko et al., 1987) and showed a gradual increase in the antioxidant capacity, especially
in superoxide dismutase (SOD) activity from embryonic age, reaching their peak in the
neonatal and adulthood period (Dembele et al., 2006; Khan and Black, 2003). These changes
in the levels of endogenous antioxidants brain of rodents exposed in utero to ethanol, during
the period of brain development, disturbs embryogenesis which may explain the adaptive
mechanism in CNS to eliminate the excess of free radicals production (Shirpoor et al., 2009).
Even, a short period of prenatal exposure to ethanol can produce long-lasting deficits at
adulthood, it’s affects maternal antioxidant change in redox-oxidative balance and contributes
to a direct consequence on fetal brain development toxicity. Moreover, our present findings
demonstrate that, exposure to ethanol in utero during gestation, is able to induce an increase
in the rate of ROS and contribute to a widespread neurodegeneration, a permanent neuronal
cell loss associated with both the increase of ROS level such peroxides and apoptosis during
adulthood. Ethanol triggers the apoptosis process in the developing brain via its ability to act
as an NMDA receptor antagonist and a GABAergic agonist, leading to the activation of
caspase-3 (Ikonomidou et al., 2000), an increase in the cell death expression of the apoptotic

gene p53 in the CNS of the offspring (Hashimoto et al., 2001), involving the Bax and Bcl-2
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family, suggesting a neurodegeneration (Nowoslawski et al., 2005), through the mitochondrial
release of apoptotic signals, which explains its diverse effects on the decrease in neuron

number and apoptosis observed in ethanol treated offspring.

PACAP counteracts the long-term effects of prenatal ethanol exposure against oxidative

damages and behavioral impairments:
PACAP and behavioral impairments

Several studies have shown that PACAP signaling is involved in a variety of conditions
such as stress, anxiety, fear, depression and cognitive functions (Miles et al., 2019; Mustafa et
al., 2015). The lack of PACAP has been associated to increased anxiety (Hashimoto et al.,
2001; Marquez et al., 2009), development of depressive behavior and hyperactivity (Hattori et
al., 2012). PACAP deficiency also promotes addictive behaviors (Mai et al., 2018; Miles et
al., 2018; Reglodi et al., 2018), such as alcohol dependency (Tanaka et al., 2010). Based on
our observations, PACAP or co-treated PACAP offspring conteracts the anxiolytic effect in
the EPM, and decrease the anxiety in HB and LDB tests. In fact, behavioral experiments with
PACAP, demonstrate that disruption of PACAP gene in mice lead to perturbations in
psychomotor behaviors, implicating PACAP in psychotic brain functions (Hashimoto et al.,
2001) and suggesting its role to play a regulation of psychomotor and emotional behaviors
(Otto et al., 2001). Several studies confirm that PACAP treatement reduces many behavioral
abnormalities such as perturbations in psychomotor behaviors and anxiety acting via
mediating the stress response. PACAP gene expression and PAC1 receptor mRNA levels had
been showed to be of and its expression has been shown to be influenced by alcohol, with an
increase in PACAP gene expression and in PAC1 receptor mRNA levels (Gupta et al., 2018)
in the brain and the potential effect of PACAP to prevents from alcohol exposure. In fact,
PACAP may reduce the behavioral impairment through its receptor PAC1 which has been
implicated in the signaling of the locomotor activity and anxiety-related behavior (Otto et al.,
2001), under conditions of prolonged stress (Hashimoto et al.,, 2001). Also, offspring
prenatally exposed to ethanol received PACAPergic innervations implicated in chronic and
physiological stress adaptation (Dias and Ressler, 2013; Pinhasov et al., 2011). Otherwise, the
cAMP-PKA signal transduction pathway has been implicated in acute as well as chronic
responses to ethanol (Diamond and Gordon, 1997) even the administration of higher PACAP
doses daily causes an activation of cAMP-dependent (Otto et al., 2001) and can leads to an

increase in CAMP synthesis and PACL1-activation, through the increases of brain-derived
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neurotrophic factor expression such as BDNF and TrkB receptor which, can lead to decrease a
long-lasting anxiogenic behavioral response (Fox et al., 2008) and correlate with ours results,
that PACAP or PACAP co-treated offspring groups are more resistant than ethanol offspring
groups. These findings highlight the neuroprotective effect of PACAP to prevent depressive-
like behaviors in ethanol-exposed offspring that are observed in rodent models with FASD
through the cAMP—PKA signal transduction pathway and its receptors PACL.

PACAP and oxidative stress

The changes in antioxidant enzymes from fetal life to adulthood have not been fully
described. However, PACAP exerts a significant antioxidant effect and regulates the response
to metabolic stressors such as ethanol and oxidative stress (Reglodi et al., 2004; Vaudry et al.,
2009). Our findings show that co-treated PACAP offspring group exhibited a decrease in
MDA, proteins oxidation and antioxidant enzyme levels such as superoxide dismutase SOD
and catalase CAT. This may be related to the potent protective activity of PACAP against
oxidative stress (Masmoudi-Kouki et al., 2011; Vaudry et al., 2002b) generated through
prenatal exposure to ethanol. PACAP acts differently to counteract the effects of ethanol
exposure in utero. First of all, PACAP decreases oxidative damages, by influencing multiple
signal transduction pathways through the activation of its receptors and the PKA, PKC, and
MAP-kinases signaling pathways, to modulates the mitochondrial integrity (Aubert et al.,
2006; Vaudry et al., 2002a), which constitute a primary source of oxidative stress in the cell
(Friedman and Nunnari, 2014) because once ROS were generated, many reactive oxygen
species were synthesized, such as (0% and NO, OH=). PACAP abolishes the feedback
response between mitochondrial and ROS electron transport chain. PACAP inhibits eNOS
expression at a transcriptional level eNOS mRNA responsible for prolonged, high-output
production of oxidative stress by ethanol. This antioxidant pathway of PACAP appears to be
functional at later developmental ages leading to restored homeostasis levels, though,
inhibiting the overproduction of SOD and catalase activities induced by oxidative stress,
blockage of DNA fragmentation (Vaudry et al., 2003b), and decrease the protein and MDA
levels. In addition, our finding refers that PACAP, enhances neuronal survival and neuronal
regeneration in the offspring, exposed prenatally to ethanol.

PACAP and its receptors were detected at early embryonic stages, E9.5 embryo (Shuto
et al.,, 1996), reaching the maximum at early postnatal stage (Tatsuno et al., 1994),
particularly in the brain (Zhou et al., 1999), and it presence promote the transition from

proliferation to neuronal differentiation, contributes to promotes cells survival starting from
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embryonic stem cells (Ohtaki et al., 2006) and controls the balance between the pro- and anti-
apoptotic factors (Falluel-Morel et al., 2004). Based on our findings, we found that PACAP
inhibits caspase via stimulating CREB phosphorylation, and exhibits a variety of neurotrophic
and growth factors. PACAP stimulates the neuronal cell viability in offspring, ameliorates the
vulnerability of neuronal cells in offspring treated with ethanol. Consequently, these effects of
PACAP influences cell survival under different circumstances both during developing and to
maintain this neuroprotection at the adulthood.

The potential link between oxidative stress on anxiety may generate because of different

mechanisms.
The effect of ethanol and its primary oxidation products

Ethanol acts not only directly through the excess production of free oxygen radicals
ROS but also through its primary metabolic products. Alternatively, ethanol metabolized by
enzymes, such catalase enzyme, alcohol dehydrogenase (ADH), cytochrome P450 2E1,
present in the brain (Rammal et al., 2010); (Zimatkin et al., 2006) and has been found in
human fetal cells (Khalighi et al., 1999), a major ethanol metabolite, which is associated with
formation of free radical species, and contribute to the impairment of energy homeostasis.
This metabolite reached a higher level in the CNS than in blood concentrations (Kiessling,
1962; Ridge, 1963). The present study reports that offspring exposed in utero to ethanol, had
a higher level of peroxides than the non-treated offspring, this toxic effects induced by the
ADH which is not uniformly expressed in the brain (Enrico and Diana, 2017). More
interestingly, the presence of substantial quantities leads to high dependence of brain because
of the slowness of this pathway (Rehak and Truitt, 1958), comparing to other organ.
Furthermore, during the early adulthood period ADH is still not functioning at its full capacity
(Pikkarainen and Réiha, 1967) and therefore, the ability of neonatal pups to detoxify ethanol
may be reduced and may similarly increase the long-term risk of developing free radicals
oxygen spices leading to neuronal cell death and reduced detoxification abilities during the
adulthood.

CNS Vulnerability to ethanol and oxidative stress

Our observations have prompted the idea that anxiety had a direct link with the
oxidative stress accumulation and the adaptation of cells to survive. As the brain is considered
particularly vulnerable to oxidative damage (Bouayed et al., 2009; Halliwell, 2006; Ng et al.,

2008); containing a lower level of antioxidants (Rougemont et al., 2002), and a major target
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of ethanol to drive the long-term neurobehavioral and cognitive effects. In fact, high ethanol
intake during pregnancy increases the rate of ROS, necessitating anti-oxidative defense
mechanisms, the embryo develop its antioxidant defense mechanism, which disturbs
embryogenesis by deficits in neurulation, cellular migration and differentiation, and synaptic
development and slowly increase the activity of the major antioxidant enzymes, from late
fetal life to adulthood (Khan and Black, 2003). Our results showed that, the anxious offspring
had a strong accumulation of peroxides, a lower cells survival in anxious mice and an
impaired oxidative metabolism, suggesting that oxidative stress play role in anxiety and
cognitive defects. Several studies, associate that the increase of oxidative stress in some area
in the brain such as, hypothalamus and amygdala can alter the function of fear-related circuits
in the brain, suggesting it presence in the cerebral and peripheral systems of anxious mice
(Rammal et al., 2008), resulting anxiety. Also, the imbalance of the redox system of cells in
the brain such as a direct dysregulation of the mitochondria in the cerebral tissue of mouse
fetuses that were in utero exposed to ethanol (Xu et al., 2005) the overproduction of the
antioxidants enzymes SOD, CAT, MDA and carbonyl proteins, or metabolite deficiency such
vitamin E (Desrumaux et al., 2005), increases ROS generation, provoked anxiety-like
behavior in mice. Taken these effects, confirms that oxidative damage, exhibited oxidative
vulnerability of cells surviving population, which exhibited the ability to adaptation in the

redox imbalance and reinitiate to the neurodevelopment and survival pathways.
Epigenetic mechanisms underlying prenatal exposure to ethanol

Clinical reports have provided evidence of a link between modification of the epigenetic
programming and ethanol, resulting in a modification of signals in the cellular memory and an
increase of the vulnerability of the gene and molecular expression pathways in the developing
brain (Laufer et al., 2013). Altered regulation in epigenetic processes (Kleiber et al., 2011,
2014; Laufer et al., 2013), resulting a delay in the acquisition of DNA methylation chromatin
remodeling, protein synthesis (Downing et al., 2012), developmental retardation (Chen et al.,
2013), gene transgenerational transmission in neural function (Laufer et al., 2013), brain
alterations (Laufer et al., 2013), metabolic and cellular reprogramming depletions (Kleiber et
al., 2014). Consequently, these alterations have been associated with anxiety, in the offspring

exposed to ethanol prenatally (Hellemans et al., 2010).
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Figure legends

Table 1. Experimental design of the study showing treatments and assays. Pregnant Swiss
mice were divided randomly into 4 groups treated from E7 to E18, i.e. a control group treated
with saline solution (0.9% NaCl; group 1) and three experimental groups treated respectively
with ethanol (1.5 g / kg, group 2) by intraperitoneal injection, PACAP by intra-uterine
injection (5 pg; group 3) or ethanol plus PACAP (group 4). Ethanol and PACAP were
dissolved in saline solution. Control animals received an equivalent volume of 100 pl saline
solution or of ethanol IP and of 10 ul of saline or PACAP IU. Ethanol was diluted in 0.9%
saline to avoid burning and injected as a 15% (w/v) solution. PACAP was dissolved in 0.9%

saline solution.

Figure 1.Effect of PACAP against ethanol exposure during prenatal period on body
weight gain (g), cell viability and peroxide accumulation at adulthood. Effect of prenatal
ethanol exposure on body weight. Pregnant mice at gestational day 7 (G7) were treated during
pregnancy with ethanol with or without PACAP, administrated through intrauterine route and
G9, until birth. Animal weight was measured at adulthood (P30; Fig.1A). Each value
represents the mean (£SEM) from 5 animals and statistical analysis was conducted by
ANOVA followed by Bonferroni’s test. *P < 0.05 vs saline-treated mice; ##P < 0.01 vs
prenatal ethanol-treated mice were randomly assigned to one of four treatment groups.
Control group received saline solution (0.9% NaCl); PACAP group received 5 pg /10 pl of
peptide by intra-uterine injection; ethanol group received 1.5 g / kg ethanol by intraperitoneal
injection; and ethanol+ PACAP co-treatment group received both ethanol and PACAP, from
day 7 of gestation (G) until birth. Animal weight was measured at adulthood (P30; Fig.1A).
Cell survival was quantified by measuring FDA fluorescence intensity, and the results were
expressed as percentage of the control (Fig.1B). The accumulation of the reactive oxygen
species, superoxide anion (02") was quantified by measuring fluorescence of oxidized
dihydrorhodamine (DHR) 123), in the brain and results are expressed as percentage of control
(Fig.1C).

Figure 2.Effect of PACAP against ethanol exposure during prenatal period on the
activity of antioxidant enzymes at adulthood. Pregnant mice at E7 were randomly assigned
to one of the four treatment groups. Control group received saline solution (0.9% NaCl);
PACAP group received 5 ug /10 pl of peptide by intra-uterine injection; ethanol group

received 1.5 g / kg ethanol by intraperitoneal injection; and ethanol+ PACAP co-treatment
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group received both ethanol and PACAP, from day 7 of gestation (G) until birth. Effect of
prenatal exposure to PACAP and/or ethanol on lipid peroxidation (Fig.2A) and protein
oxidation (Fig.2B) at adulthood was quantified by measuring malondialdenyde (MDA)
content and protein carbonylation, respectively, in tissue extract from each treatment group.
Effect of prenatal exposure to PACAP and/or ethanol on SOD (Fig.2C) and catalase (Fig.2D)
activity at adulthood, was determined by measurement of epinephrine autoxydation induced
by superoxide anion and H2O. decrease in tissue extract from each treatment group. The
results are expressed as a percentage of control after calculating MDA content, protein
carbonylation levels and SOD activities in Ul/min/mg protein, and catalase activities in
mmol/min/mg protein. Each value is the mean (+ SEM) of at least 5 different wells from three
independent cultures. ANOVA followed by the Bonferroni’s test. ***p< 0.001, vs untreated
cells (absence of ethanol and PACAP), open bars, ###p< 0.001 versus prenatal ethanol-
treated mice.

Figure 3.Effect of PACAP on offspring behavioral activity against prenatal ethanol
exposure. Anxiety disorders were measured through elevated plus maze assessment
(percentage of time spent; Fig.3A), percentage of entries into the open arms (Fig. 3B), and
Light/dark transition test (percentage of time spent in the light compartment; Fig.3C),
frequency to light side entry (Fig.3D). Exploration and Locomotion were measured in the
Hole-Board test (percentage of time spent; Fig.3E), total head dips explored (Fig.3F). Each
value is the mean (£ SEM) of at least 5 different wells from three independent cultures.
ANOVA followed by the Bonferroni’s test. ***p< 0.001, NS, not statistically different vs.
untreated cells (absence of ethanol and PACAP), open bars, ###p< 0.001 versus ethanol-

treated mice.
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Table 1: Experimental design of the study showing treatments and assays

NacCl (0,9 %)

EtOH (1,5 g/kg)
PACAP (5 pg/10 pl)
Mating EtOH+PACAP Euthanasia Euthanasia
I
Birth
E0 E7 E9 E18 ! P30
>—
I Behavioral tests

Injections

NacCl (0,9 %)

EtOH (1,5 g/kg)

&
g v

Daily injections

Table 1
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Il est connu qu’une exposition prénatale a I’éthanol engendre de graves conséquences
dés la vie embryonnaire et jusqu’a I’dge adulte. L’éthanol est reconnu pour agir comme un
agent neurotoxique responsable de diverses complications et malformations regroupées sous
le terme de syndrome d’alcoolisation feetale (SAF). Les données épidémiologiques
considerent le SAF comme la principale cause de handicap mental non génétique. Les effets
tératogeénes de 1’éthanol peuvent survenir a la suite d’un épisode unique de forte alcoolisation
maternelle et pas seulement lors d’une intoxication chronique. Les données statistiques
montrent que la gravité du SAF dépend de la quantité¢ d’alcool absorbée, de la période de
grossesse, des capacités métaboliques de la mere et de la vulnérabilité individuelle du feetus.
Il a également été montré que la majorité des processus liés au développement embryonnaire
est affectée par une exposition prénatale a 1’éthanol, mais les mécanismes cellulaires menant
au SAF sont encore mal élucidés. De ce fait, ’utilisation de mod¢les animaux permettant
d’étudier les effets de 1’alcool au cours du développement sur les cellules neuronales, gliales
et endothéliales est nécessaire pour comprendre les mécanismes du SAF chez ’Homme et
identifier des biomarqueurs qui permettront de diagnostiquer plus facilement les enfants
atteints du SAF. Pour cela, nous avons utilisé un modeéle de SAF développé chez la souris, qui
mime des épisodes de binge drinking par une injection intrapéritonéale d’éthanol quotidienne
a partir de E7 chez la souris, équivalent au premier trimestre de la grossesse chez la femme.
Ce mode d’injection présente 1’avantage de ne pas étre trop stressant pour la souris tout en
permettant de contrdler précisément la quantité d’alcool administrée, étant donné que la
quantité d’alcool a laquelle est exposé I’embryon a un stade de développement embryonnaire
donné correle avec les lésions irréversibles du SNC que 1'on observe. Avec des
administrations d’alcool de E7 a E18, notre mode¢le cible une large période du développement
pendant laquelle 1’éthanol peut avoir des effets délétéres.

Des études histologiques, réalisées chez la souris, démontrent que I’alcool affecte le
développement des la phase de gastrulation qui débute vers E6,5 ainsi que pendant la
neurulation (Sulik, 1984; Wentzel and Eriksson, 2009), et ce en détruisant des cellules de la
créte neurale (Cartwright and Smith, 1995; Wentzel and Eriksson, 2009), conduisant a la
formation d’un tube neural défectueux (Guerri, 2001). En plus de ses effets neurotoxiques,
I’éthanol provoque des modifications épigénétiques qui persistent depuis le développement
embryonnaire (2°™ trimestre) jusqu’a 1’age adulte (Lee, 2015). Ceci pourrait expliquer qu’une
exposition précoce a I’alcool puisse avoir des effets sur des processus de développement

tardifs et méme sur le fonctionnement du cerveau tout au long de la vie.
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La présence de concentrations élevées de PACAP et de ses récepteurs dans les zones
germinatives du cerveau au cours de la vie embryonnaire, suggére que ce peptide exerce un
effet important dans le développement du cerveau. De fait, il apparait que le PACAP exerce
un effet neurotrophique (Arimura et al., 1994) et qu’il peut aussi, au cours du développement
postnatal, protéger les cellules nerveuses vis-a-vis de la toxicité de 1’éthanol durant le
développement embryonnaire. A partir de E9, nous avons administré du PACAP & des
animaux témoins et des souris qui avaient été préalablement soumises a un stress chronique
provoqué par des injections d’éthanol. Le PACAP a été administré par voie intra-utérine, afin
d’assurer une diffusion directe et rapide du peptide au feetus en évitant un effet de premier
passage dans la circulation sanguine maternelle qui aurait conduit a la dégradation d’une
partie importante de la molécule administrée. En effet, le PACAP posséde une demi-vie tres
courte de 2 a 10 minutes (Li et al., 2007; Zhu et al., 2003) et il est rapidement dégradé par des
enzymes plasmatiques telles que la DPP-1V, les CP et les endopeptidases. De plus, lorsque le
PACAP est hydrolyse par la DPP-IV (Bourgault et al., 2008a, 2008b; Zhu et al., 2003), son
produit de dégradation, le PACAP5-38, se comporte comme un antagoniste, réduisant
I’activité biologique du peptide. Ce mode¢le d’administration intra-utérine a permis de mettre
en evidence des effets puissants du PACAP exogéne sur la répression du systeme
PACAergique induite par I’éthanol, et de facon liée sur une partie des effets délétéres de
I’alcool dans notre modéle de SAF. Par ailleurs, 1’utilisation d’animaux PACAP KO révele le
réle important que joue le PACAP endogéne dans la protection des neurones lorsque le SNC

est exposé a une molécule toxique comme 1’éthanol.

1. Etude de la capacité du PACAP a protéger contre les effets déléteres induits par

I’exposition prénatale a I’éthanol chez les feetus exposés

Le PACAP exerce de nombreux effets protecteurs dans plusieurs modeles
expérimentaux in vitro (Reglodi et al., 2012; Seaborn et al., 2011; Vaudry et al., 2009) et in
vivo (Abad and Waschek, 2011; Rat et al., 2011; Reglodi et al., 2011; Shintani et al., 2005;
Tamas et al., 2012; Vaudry et al., 2002a) d’atteintes neurodégénératives. Il est aussi établi
qu’au cours du développement embryonnaire, le PACAP et ses récepteurs sont abondamment
exprimés a partir de E9,5 dans le SNC (Basille et al., 2000b), en particulier au niveau du
cortex cérébral et au niveau des ventricules (Suh et al., 2001). De plus, des travaux réalisés
pendant la période postnatale montrent que le PACAP protege des effets toxiques de 1’éthanol
au niveau du cervelet en développement (Botia et al., 2011) et du cerveau dans son ensemble
pendant 1’adolescence et a 1’age adulte (Lacaille et al., 2017). Ces données nous ont conduit a
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rechercher, dans un modele de SAF murin, la capacité du PACAP a bloquer le retard de
croissance et les altérations cérébrales induits par la toxicit¢ de 1’éthanol au cours du
développement in utero (Clode et al., 1987; Padmanabhan and Hameed, 1988). Les résultats
montrent que ’administration de PACAP provoque une protection partielle vis-a-vis des
Iésions morphologiques observées chez ces embryons exposés in utero a I’éthanol du stade E7
a E18. En effet, le PACAP corrige partiellement 1’atrophie des couches corticales mais par
contre, il supprime totalement la désorganisation des microvaisseaux induite par I’éthanol

(Jégou et al., 2012) et restaure leur orientation au niveau cortical.

L’¢tude des mécanismes potentiellement impliqués dans ces effets protecteurs partiels
du PACAP montre que le neuropeptide bloque totalement I’effet délétére de 1’éthanol sur le
stress oxydatif et ’apoptose au niveau cerébral. En effet le PACAP empéche les dégats
oxydatifs de I’éthanol induits par I’accumulation de ROS dans le cerveau des embryons en
activant le systéme antioxydant (SOD, catalase et GPx). Cet effet antioxydant du PACAP
semble impliquer le facteur de transcription Nrf2 (Li et al., 2019) et serait un des mécanismes
neuroprotecteurs du PACAP. En effet, le PACAP bloque complétement I’expression et
I’activation de cascade apoptotique. En revanche, de fagon surprenante, le PACAP n’a pas
d’effet anti-inflammatoire chez les animaux alcoolisés alors qu’il est connu pour réprimer
I’expression des facteurs pro-inflammatoires et stimuler celle des facteurs anti-inflammatoires

dans différents modeles pathologiques (Brifault et al., 2015).

En association avec son effet anti-apoptotique, le PACAP restaure 1’expression de la
plupart des facteurs neurotrophiques qui a éte fortement réduite chez les animaux exposés a
I’alcool. 11 est intéressant de noter que I’action protectrice du PACAP n’est probablement pas
seulement liée a son effet trophique sur I’expression du facteur BDNF, compte tenu de son
effet propre modeste sur I’expression de cette protéine et de sa capacité a bloquer
complétement la chute de I’expression du GDNF observée chez les animaux alcoolisés. Cet
effet du PACAP sur ’expression de GDNF chez les animaux alcoolisés pourrait contribuer a
une action indirecte du peptide sur le stress oxydatif et la mort apoptotique (Bhave et al.,
1999) et peut étre méme expliquer pourquoi il n’a pas d’effet intrinséque sur le niveau basal

du stress oxydatif ou de la caspase-3.

Les deux facteurs neurotrophiques sur lesquels le PACAP semble avoir moins d’effets
chez les animaux alcoolisés sont 'IGF-1 et le BDNF. Ces facteurs sont connus pour jouer un

réle prépondérant dans le développement embryonnaire (Cheng et al., 2003; DiCicco-Bloom
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and Black, 1988) et I’ontogenése cérébrale (Hodge, 2004), en favorisant la migration des
neuroblastes (Hurtado-Chong et al., 2009), la croissance neuritique (Beck et al., 1995) et la
survie neuronale (Numakawa et al., 2017). Ainsi, I’altération de I’expression de I'lGF-1 par
I’exposition a I’éthanol et I'incapacité du PACAP a restaurer un niveau normal d’IGF-1
pourraient expliquer I’effet protecteur particl du PACAP contre la perte neuronale induite par
I’éthanol. En effet, des études in vitro réalisées sur les neurones en grain du cervelet
démontrent que la surexpression d’IGF-1 potentialise les effets du PACAP sur la survie
neuronale (Maino et al., 2015).

Par contre, la capacité du PACAP a restaurer le niveau d’expression d’autres facteurs de
croissance tels que le VEGFa, le VEGFbD, le FGF, le TGFp ou le GDNF, tous capables de
stimuler la prolifération, la migration et I’organisation tubulaire des cellules endothéliales
(Bhave et al., 1999; Maharaj et al., 2006; Politi et al., 2001), pourrait expliquer sa capacité a
restaurer 1’organisation vasculaire. L’IGF-1 est également connu pour stimuler la prolifération
et la migration des cellules endothéliales, dégrader la matrice extracellulaire et moduler
I’expression des molécules d’adhésion (Dallinga et al., 2020). Néanmoins, dans le cas présent,
cette hormone ne semble pas exercer d’effet majeur sur 1’organisation du réseau vasculaire
puisque méme si le PACAP n’arrive pas a restaurer son niveau d’expression, le peptide

semble bien protéger le réseau vasculaire des effets de I’alcool.

A coté des facteurs neurotrophiques, 1’expression du systéme PACAPergique apparait
fortement altérée chez les animaux exposés a 1’alcool. Si le niveau d’expression du PACAP et
de ses récepteurs est trés réduit, I’expression du VIP est aussi réprimée, montrant qu’il n’y a
donc pas de mécanisme de compensation. En revanche, I’administration de PACAP chez les
animaux alcoolisés n’a pas le méme effet sur tous les acteurs du systeme PACAPergique. En
effet, si cela restaure le niveau d’expression du récepteur VPAC2 et du VIP au niveau de celui
retrouvé chez les animaux controles, cela entraine une surexpression du PACAP et de son
récepteur PAC1 mais n’a pas d’effet sur le récepteur VPACI qui reste 6 fois moins exprimé
que chez les animaux contréles. Ceci peut expliquer I’effet protecteur partiel du PACAP chez
les animaux alcoolisés puisqu’il a été montré que la stimulation du récepteur VPACI1 par le
VIP[Alal}?228] ploque la lésion excitotoxique et inflammatoire induite par une co-
administration d’iboténate et d’IL-1p (Favrais et al., 2007), alors que I’activation du récepteur
VPAC2 dérégule I’histogenése corticale chez la souris (Takeuchi et al., 2020). De plus, le
mécanisme d’action est probablement complexifié par le fait que le récepteur PAC1 peut se

transactiver et ainsi modifier a la fois son activité et celle du récepteur du gastric inhibitory
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polypeptide (Ke et al., 2020) dont I’expression du ligand est aussi modifiée chez les animaux

alcoolisés (Idrovo et al., 2019).

Etant donné que les effets anti-inflammatoires du PACAP impliquent souvent le
récepteur VPACL (Leceta et al., 2000), sa trés forte répression chez les animaux exposés a
’alcool et traités au PACAP pourrait expliquer 1’absence d’effet du peptide sur la réponse
inflammatoire. A ’inverse, la surexpression du récepteur PACI, responsable des actions
neuroprotectrices du PACAP, chez les animaux exposé€s a 1’alcool et traités au PACAP
pourrait expliquer les puissants effets anti-oxydants et anti-apoptotiques observés. Enfin, la
surexpression des messagers du PACAP et du VIP chez les animaux exposés a 1’alcool
pourrait potentialiser I’effet protecteur des injections de PACAP. Un tel effet du PACAP sur
I’expression de son messager et du VIP avait déja été rapporté dans d’autres études menées in
vivo et in vitro (Georg and Fahrenkrug, 2000; Hoshino et al., 1993). L’action du PACAP sur
sa propre expression renforce la notion selon laquelle le PACAP endogéne exerce un role trés
important dans la protection du cerveau des animaux alcoolisés, comme le montrent les
résultats obtenus avec les animaux PACAP KO qui présentent des taux de stress oxydatif
fortement accrus et une activité caspase-3 tres élevée comparés a ceux des animaux sauvages.
Le mécanisme par lequel 1’alcool régule les transcrits du systeme PACAPergique reste a
¢lucider mais cela pourrait passer par I’effet de 1’éthanol sur I’expression de facteurs de
transcription comme SP1 dont des sites de liaison sont retrouvés dans le promoteur du
VPAC2 (Steel and Lutz, 2007), et qui régule I’expression du récepteur PAC1 (Miura et al.,
2012). Ce serait le stress oxydatif induit par le métabolisme de I’alcool qui inhiberait

I’expression du récepteur PAC1 (Huang et al., 2019).

2. Comment I’éthanol réprime-t-il le systeme PACAPergique?

Le mécanisme par lequel I’alcool régule les transcrits du systéme PACAPergique reste a
élucider mais comme observé avec I’H20- dans les neurones en grain du cervelet (Botia et al.,
2011), ’induction d’un stress oxydatif insurmontable serait a 1’origine de I’inhibition de
I’expression du récepteur PAC1 (Huang et al., 2019), via la répression de I’expression de
facteurs de transcription comme SP1 (Figure 19). En effet, des sites de liaison pour SP1 sont
retrouvés au niveau du promoteur des récepteurs VPACL1 (Karacay et al., 2006) et VPAC2
(Steel and Lutz, 2007), et SP1 régule I’expression du récepteur PAC1 (Huang et al., 2019). Il
serait maintenant nécessaire de Vérifier ’implication de SP1 (Figure 19) en inhibant son

activité dans des modéles cellulaires avec de la mithramycine comme cela a été fait pour
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étudier le mécanisme impliqué dans la régulation du récepteur de la neurotrophine p75 (Do et
al., 2013). Il faudrait aussi déterminer si I’inhibition du systéme PACAPergique est la
conséquence directe de I’exposition a I’éthanol ou si ¢’est un effet indirect induit par le stress
oxydatif que 1’on pourrait donc retrouver dans de nombreuses conditions pathologiques.

En dehors de son action sur SP1, I’éthanol régule probablement le systéme
PACAPergique via son action sur 1’élément de réponse a I’AMPc (CRE)(Asyyed et al., 2006),
le thyroid transcription factor-1(Kim et al., 2005) ou le nuclear factor-kappa B (Rulten et al.,
2006) dont on retrouve des sites de liaison sur les promoteurs du PACAP ou de ses récepteurs
(Karacay et al., 2006). En revanche, il apparait que I’éthanol n’affecte pas le facteur de
transcription GHF-1 (Emanuele et al., 1992) qui possede pourtant un site de liaison sur le
promoteur du PACAP. Ceci indique donc que D’action de 1’éthanol sur la régulation de
I’expression des messagers codant le PACAP et ses récepteurs passe par des mécanismes
spécifiques et ne résulte pas d’une simple dérégulation du niveau d’expression global des
facteurs de transcription présents dans les cellules. A [Dinverse, certains facteurs de
transcription régulés par I’alcool, comme Nrf2, ne semblent pas étre impliqués dans la
régulation du systeme PACAPergique, alors que Nrf2 contrecarre les effets deléteres de
I’éthanol (Wang et al., 2020) et participe aux mecanismes mis en jeu dans les effets
neuroprotecteurs du PACAP (Li et al., 2019). De fait, Nrf2 est impliqué dans la régulation du
statut redox au niveau cérébral, favorise la croissance neuritique (Yang et al., 2015) et protege
les neurones (Karkkéinen et al., 2014; Wakabayashi et al., 2010; Zhao et al., 2009).
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Figure 19 : Schémas récapitulant le mécanisme de délétion du systeme PACAPergique
par I’éthanol via le facteur de transcription Sp1.

A. Promoteur du facteur de transcription Spl. B. Action de I’éthanol sur la transcription du
facteur Spl et modification épigénétique de la structure du Spl. C. Répression génique du
PACAP par la surexpression du Spl. Les domaines codant pour le peptide signal (Sp), le
PACAP related peptide (PRP) et le PACAP sont hachurées en rouge. Abréviations : ARN :
Acide ribonucléique ; ARNm : Acide ribonucléique messager ; PACAP : Pituitary adenylate
cyclase-activating ; PKC : Protéine kinase C; STAT3: Signal transducer and activator of
transcription 3.
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3. Conséquences neurophysiologiques d’une exposition prénatale a I’éthanol a I’age

adulte

Comme le montrent nos résultats, il est clairement admis que le métabolisme de
I’éthanol génere au cours de la période néonatale une accumulation de différentes formes de
ROS responsable d’un stress oxydatif chronique menant a une mort neuronale (Ramachandran
et al., 2001) et & de mauvaises interconnexions des circuits corticaux (El Shawa et al., 2013)
perturbant le développement cérébral (Henderson et al., 1999; Zhou et al., 2012). La
consommation d’éthanol au cours de 1’adolescence ou a 1’age adulte, provoque aussi des
dommages oxydatifs au niveau du cerveau (Mansouri et al., 2001) et altere la neurogenése
(Crews et al., 2006). De plus, il a été démontré que I’exposition a 1’alcool pendant la période
prénatale a des effets durables a I’age adulte comme par exemple I’altération des fonctions
cognitives (Naninck et al., 2015), un comportement dépressif ou une anxiété exacerbée
(Brocardo et al., 2012). Ces effets peuvent étre la conséquence des altérations de certaines
zones du cerveau provoquées par I’alcool au cours du développement (Gil-Mohapel et al.,
2010) et conduisant a une modification de I’expression de neurotransmetteurs comme la
dopamine (Druse et al., 1990), mais aussi la conséquence des effets persistants de 1’alcool a
I’age adulte sur la neurogenese (Gil-Mohapel et al., 2010) ou sur le stress oxydatif (Brocardo
et al., 2017; Li, 2004). Des études in vivo ont démontré qu’une exposition prénatale a
1’éthanol, contribue a la formation d’un dysfonctionnement du statut redox chez les animaux,
qui se traduit par une accumulation de peroxydes responsables de dommages oxydatifs sur des
macromolécules cellulaires et a leur dégradation par oxydation (Dembele et al., 2006), depuis
la vie embryonnaire jusqu’a I’dge adulte (Khan and Black, 2003). Il a également été montré
que les altérations liées a I’exposition prénatale a 1’alcool se perpétuent sur plusieurs
générations (Nizhnikov et al., 2016; Ungerer et al., 2013), probablement suite a I’induction de
modifications épigénétiques (Leu et al., 2014). Parmi ces modifications, 1’acétylation de
I'histone au niveau de I'exonl G9a et la diméthylation de I'histone H3 médiée par la G9a
conduit a une neurodégénérescence chez la souris nouveau-née (Subbanna et al., 2014). Ces
modifications épigénétiques au cours du développement conduisent a des modifications
d’expression de certains génes a 1’age adulte (Zhang et al., 2015), notamment une altération a
long terme des génes codants pour la SOD et la catalase, ce qui expliquerait la plus grande
sensibilité des cellules a un nouveau stress a I’dge adulte. Cette plus grande sensibilité au
stress pourrait expliquer que les enfants atteints duSAF possédent une probabilité accrue de

développer des crises épileptiques (Sumner et al., 2013).
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L’intervention de micro-ARN est aussi a envisager en raison de laltération de
I’expression de nombreux micro-ARN dans le cerveau de souris soumises a une exposition
prénatale a 1’éthanol (Kleiber et al., 2014), et pourrait aussi contribuer aux effets néfastes de
I’éthanol au cours du développement cérébral puis plus tard a 1’age adulte. En plus des
dommages oxydatifs cellulaires provoqueés par la surproduction tissulaire de ROS, notre étude
montre qu’une exposition prénatale a 1’alcool rend le cerveau adulte plus vulnérable aux
agressions de son environnement telles que les accidents vasculaires ischémiques (Cananzi
and Mayhan, 2019).

Il faut noter que I’action délétere durable de ’alcool peut étre réduite en fournissant,
pendant la période de gestation, de la vitamine E aux meres alcoolisées (Shirpoor et al., 2009)
ou en encourageant les individus aprés la naissance a faire de 1’exercice (Boehme et al., 2011;
Brocardo et al., 2012; Klintsova et al., 2012). Nos travaux montrent que 1’administration du
PACAP pendant la période de gestation bloque certains effets délétéres de I’alcool qui
peuvent persister a I’age adulte comme I’accumulation de ROS. 11 serait intéressant de vérifier
Si I’administration de PACAP aprés la naissance aux animaux exposés in utero a 1’alcool

pourrait enrayer le stress oxydatif persistant.

4, Capacité du PACAP a protéger a I’age adulte le cerveau de souris exposées a

I’éthanol pendant la vie embryonnaire

Il est bien établi que le PACAP et ses récepteurs sont impliqués dans le contréle des
réponses au stress physiologique et dans les déficits du comportement (Hashimoto et al.,
2001). Dans notre modéle de SAF, nous avons observé que I’injection de PACAP par voie
intra-utérine a partir de E9, prévient la mort des neurones mise en évidence en utilisant une
approche par immunofluorescence et imagerie confocale a 1’aide d’un anticorps dirigé contre
les neurofilaments. Ces résultats confortent I'hypothése selon laquelle 1’administration de
PACAP permet de compenser la vulnérabilité des cellules neuronales face a la neurotoxicité
de I’éthanol. Cela concorde avec les études in vitro montrant que le PACAP protege les

neurones granulaires du cervelet contre la mort apoptotique induite par I’éthanol (Vaudry et
al., 2005).

Les effets neurotoxiques de I’éthanol sont principalement liés a la production de ROS
hautement toxiques qui peuvent engendrer des dommages cellulaires irréversibles, atteignant

les constituants cellulaires, i.e. lipides, protéines et acides nucléiques (Brocardo et al., 2012).
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Ainsi, la présente étude montre une augmentation des taux de ROS dans le cerveau de foetus
E18 exposeés in utero a 1’éthanol, associée a une accumulation des produits d'oxydation des
lipides et protéines carbonylées. Le PACAP, qui ne présente pas d’activité intrinséque sur la
production de ROS et la formation des produits d’oxydation des biomolécules, supprime
totalement les dommages oxydatifs induits par I’éthanol. Cette action neuroprotectrice du
PACAP contre les dommages oxydatifs in vivo, pourrait étre relayée par sa capacité a i)
stimuler la biosynthese du GSH a la fois au niveau des astrocytes et des neurones (Douiri et
al., 2016; Masmoudi-Kouki et al., 2011) et ii) a supprimer les effets du stress oxydatif sur
I’accumulation intracellulaire de ROS et 1’oxydation des constituants cellulaires en stimulant

le systeme antioxydant endogene (Douiri et al., 2016; Ohtaki et al., 2010).

Il est maintenant clairement établi, grace aux etudes épidémiologiques, que les enfants
nés de meres alcooliques peuvent développer des déficits du comportement et présenter des
troubles pathologiques (Green et al., 2007; Lebel et al., 2011; Lewis et al., 2015). L’étude
comportementale, réalisée chez les animaux a P30 révele que 1’exposition in utero a 1’éthanol
réduit fortement les performances des animaux dans le test d’évitement passif ou ils passent
moins de temps a explorer 1’espace éclairée, et que le PACAP bloque particllement cet effet.
Ce test d’évitement passif permet d’évaluer chez I’animal sa capacité exploratrice et par
conséquent son niveau d’anxiété. De méme, dans le test du labyrinthe en croix suréleve, les
animaux adultes exposés pendant la vie prénatale a I’éthanol évitent les espaces ouverts,
suggérant un état d’anxiété accru chez ces souris. Le test de la planche a trous indique que
I’éthanol entraine une altération de la coordination motrice et/ou de I’orientation spatiale qui
peut étre en partie compensée par le traitement au PACAP. De nombreuses études montrent
que des administrations de PACAP peuvent compenser les déficits cognitifs (Adamik and
Telegdy, 2005; Cabezas-Llobet et al., 2018). A I’inverse, des animaux invalidés pour le géne
codant le PACAP ou son récepteur PAC1 présentent une altération de I’orientation spatiale
associée a une hyperactivité locomotrice (Hashimoto et al., 2001, 2007; Nicot et al., 2002;
Otto et al., 2001; Shintani et al., 2005). Ces données confortent le rdle majeur joué par le
systeme PACAPergique dans la réduction des troubles cognitifs observées chez les souris
P30.
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Les travaux présentés dans cette thése ont mis en évidence I’effet protecteur du PACAP
endogéne et exogeéne dans le développement embryonnaire du cerveau vis-a-vis de la toxicité

de I’éthanol grace a un modeéle murin de SAF.

La toxicité de 1’éthanol et sa forme la plus sévere, a savoir le SAF, représentent un enjeu
de santé publique. Pour cela, la découverte d’outils de diagnostic fiables et de nouvelles
stratégies thérapeutiques est essentielle. D’un point de vue physiopathologique, les résultats
retrouvés suggerent que le PACAP pourrait étre un biomarqueur du SAF. Ce n’est
probablement pas un marqueur totalement spécifique puisque des altérations du niveau
d’expression du PACAP dans le plasma, le liquide céphalo-rachidien ou le liquide folliculaire
sont retrouvées dans un certain nombre de troubles et de maladies (Bukovics et al., 2014;
Koppan et al., 2012). Néanmoins, le niveau de répression observé chez nos animaux
alcoolises est tellement important que le PACAP pourrait étre un des candidats biomarqueurs
de la neurotoxicité de 1’éthanol in utero. Des travaux montrent qu’une variation des taux de
PACAP dans le liqguide amniotique humain est liee a des perturbations physiologiques (Denes
et al., 2020). Ceci suggere qu’en cas de suspicion, une amniocentése pourrait permettre de
détecter de fagon précoce les sujets atteints du SAF. Néanmoins, des mesures du taux de
PACAP au moment de la naissance seraient surement moins risquées et plus faciles a mettre
en place que ce soit chez le nouveau-né ou au niveau du placenta comme proposé avec le
PLFG (Lecuyer et al., 2017).

Dans un premier temps, nous avons mis en evidence que nos injections intra-utérines
entrainent un effet trophique notable du PACAP au cours du développement embryonnaire.
Parallelement a cela, nos données indiquent que le PACAP protege partiellement les
embryons E18 des lésions morphologiques induites par une exposition in utero a 1’éthanol.
Les études mécanistiques montrent que cette action neuroprotectrice du PACAP n’est pas que
la conséquence de son effect trophique pendant la vie embryonnaire, puisque les mécanismes
activés par le PACAP dans ces deux cas de figure sont partiellement différents. Par exemple,
en conditions normales, le PACAP n’a pas d’effet sur ’expression de GDNF alors que chez
les animaux alcoolisés, il restaure totalement le niveau de GDNF qui se trouve fortement
réprimé par 1’éthanol. Néanmoins, I’interprétation du mécanisme d’action du PACAP chez les
animaux alcoolisés est complexifiée par la trés forte diminution du niveau d’expression du
PACAP et de ses récepteurs en présence d’éthanol.

En effet, notre étude montre qu’une exposition prénatale a 1’éthanol réduit trés
fortement 1’expression des genes du PACAP, du VIP et de leurs récepteurs PAC1, VPACI et
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VPAC2. 11 est a noter que le PACAP bloque cet effet délétere de I’éthanol sur le systéme
PACAPergique, sauf en ce qui concerne I’expression du récepteur VPACI qui reste trés
altérée. Cette répression du systéme PACAPergique par 1’éthanol devrait étre étudiée plus en
détails afin de déterminer si le PACAP pourrait &tre un nouveau biomarqueur du SAF. En
particulier, il conviendra de déterminer si I’effondrement de I’expression du systéme
PACAPergique s’estompe dés I'arrét de 1’exposition a 1’alcool ou si c’est un phénomeéne
durable que résulte d’une reprogrammation épigénétique embryonnaire. En effet, I’éthanol est
bien connu pour inhiber différents mécanismes capables de modifier I’expression normale de
génes et la méthylation de ’ADN. Nos données montrant que le niveau d’expression des
génes impliqués dans la régulation de ’ADN comme la glutathione peroxidase 7, la
serine/threonine-protein kinase, ou PARP-1 est réduite renforcent cette idée. En ce qui
concerne le PACAP, son promoteur contient plusieurs sites d’initiation de la transcription et
de nombreuses sequences régulatrices dont une boite GC sur laquelle peut agir le facteur de
transcription SP1 dont I’expression est fortement induite par I’éthanol. Ce résultat corréle
avec I’hypothése que I’éthanol in utero en activant 1’expression de SP1 au niveau cérébral
empéche le remodelage graduel de la chromatine qui se produit pendant le développement et
réprime I’expression de certains génes exercant une activité neurotrophique ou
neuroprotectrice comme le PACAP.

L’¢tude des effets du PACAP exogene et endogene au niveau moléculaire et cellulaire
montre qu’il peut réduire la toxicité de 1’éthanol in utero chez I’embryon. Le stress oxydatif
¢tant une cause majeure de la toxicité de 1’éthanol, nos résultats montrent la grande efficacité
du PACAP a s’opposer a I’accumulation cérébrale de ROS et aux dommages oxydatifs des
biomolécules via la stimulation du systeme antioxydant endogene enzymatique. De fagon
intéressante, les travaux menés avec les souris PACAP KO montrent que le PACAP endogene
joue aussi un réle important dans I’activation du systéme antioxydant et protége ainsi
efficacement I’embryon de la toxicité de I’éthanol in utero. Cette protection du PACAP
pendant la vie embryonnaire apparait durable puisqu’elle est encore perceptible a 1’age adulte
chez les souris P30, exposées in utero a I’éthanol, qui présentent moins de déficits
comportementaux et dont les cellules sont plus résistantes en cas de nouveau stress. Il sera
intéressant de rechercher si une administration de PACAP a la naissance pourrait encore étre
efficace pour bloquer certains des effets délétéres de I’éthanol a long terme dont le stress

oxydatif persistant que I’on retrouve dans le cerveau des enfants atteints du SAF.
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D’un point de vue clinique, nos résultats permettent d’envisager ’utilisation du PACAP
comme agent thérapeutique chez les enfants présentant un SAF. En particulier,
I’administration de PACAP par voie intranasale permettrait d’enrayer les niveaux élevés de
stress oxydatif qui persistent chez les enfants SAF. Néanmoins, méme par cette voie, le
PACAP continue a étre rapidement dégradé par des enzymes comme la DPP-1V, donc des
systemes de nano-vecteurs a base de polymeéres permettraient d’encapsuler le peptide afin de
le protéger et d’assurer sa libération prolongée dans le cerveau. Nos résultats doivent aussi
nous amener a étudier I'utilisation du PACAP comme possible biomarqueur pour identifier
les enfants atteints du SAF. Il faudra néanmoins s’assurer que l’effet de 1’éthanol sur
I’expression du systeme PACAPergique est durable et trouver une fagon peu invasive de
mesurer ’effondrement du niveau de PACAP. Finalement, I’ensemble de ces résultats
illustrent bien la toxicité de 1’éthanol au cours du développement de I’embryon, apportent une
meilleure compréhension des mécanismes moléeculaires et cellulaires impliqués dans les effets
déléteres de I’alcool in utero et laissent entrevoir comment le PACAP pourra étre utilisé dans

le diagnostic et le traitement des enfants présentant un SAF.
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