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ENDOCRINOLOGIE. — Action de petits peptides, fragments d’ACTH, sur I'incorpo-
ration de P?? dans les protéines cérébrales in vitro. Note de Georges Cehovic et Patricia
Cassonnet, presentée par Robert Courrier.

Remise le 21 novembre 1983, acceptée apres révision le 9 janvier 1984.

Certains petits peptides, fragments d’ACTH, peuvent modifier I'incorporation de P3? dans les protéines
cerebrales in vitro. La possibilité du role de ces peptides dans le mécanisme de régulation de certaines fonctions
cerebrales par I'activation des protéine-kinases différenciées est envisageée.

ENDOCRINOLOGY. — Action of Small Peptides (ACTH sequences) on *?P Incorporation in Brain Proteins
In vitro.

Some small peptides, ACTH sequences, are able to modify the **P incorporation in brain proteins in vitro. The

possibility that these peptides play a role in the regulation mechanism of some brain functions through differentiated
protein-kinases could be considered.

Il y a une dizaine d’années, en travaillant sur le probleme de I'action de MSH et de
ses analogues sur la fonction thyroidienne, nous avions conclu : « ... 1l serait raisonnable
d’envisager I'existence d’un certain nombre de peptides a structure proche de MSH et
ACTH dont le spectre d’activite¢ biologique serait en relation qualitative avec leurs
structures » [1].

Depuis, on connait I'extraordinaire développement des recherches sur les peptides
hypothalamiques qui ont conduit a I'isolement et la syntheése de plusieurs hormones
hypothalamiques ([2], [3], [4]).

On a aussi 1solé et synthétise des peptides du groupe MSH, comme la gamma-MSH
et la delta-MSH, avec des variations dans la structure dues a I’espece [4], ainsi que la
betalipotropine et des endorphines beta et gamma qu’on a détectees dans différents
organes [6].

En depit d’un grand nombre de travaux consacrés a ces hormones melanophoriques,
leur role dans les régulations endocriniennes, en dehors de leur action pigmentaire, n’est
pas encore ¢lucidé.

En etudiant 'action de nouveaux facteurs isolés du placenta humain, nous avons
constate l'existence, d’une part de facteurs stimulant la phosphorylation de certaines
protéines cérebrales in vitro, et d’autre part de facteurs I'inhibant. En purifiant ces facteurs
par chromatographie et HPLC ([7], [8]), nous avons trouve qu’il s’agit de petits peptides
(300 a 600 dalton). Ceci nous a conduit a étudier 'action des acides amines libres et
d’un certain nombre de petits peptides. Une faible stimulation de I'incorporation de P°?
a ete constatée avec des doses tres élevées (15 mM) de certains acides amines et de
quelques petits peptides ([9], [10]).

Dans cette Note, nous rapportons les résultats obtenus avec MSH, ACTH et certains
de leurs fragments sur la phosphorylation des protéines cérébrales du Rat in vitro.

METHODES ET MATERIEL. — La méthode de phosphorylation décrite auparavant [7]
consiste essentiellement en une incubation in vitro des protéines totales du cerveau du
Rat obtenues a partir des broyats selon la technique de Rudolf [11] avec les substances
utilisées en présence de gamma P>*-ATP. Aprés incubation (2 mn a 30°C), la phosphoryla-
tion totale des protéines a été estimée par la mesure de la radioactivité (P°?) dans le
précipité (TCA —109), et par le degré d’incorporation de P°* dans différentes protéines
apres SDS gel ¢lectrophorese sur plaques et autoradiographie. Cette méme methode a
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+ete utilisee par nous dans plusieurs études et permet une comparaison avec nos résultats
obtenus avec d’autres substances, et en particulier ceux obtenus avec des acides aminés [9]
ou des petits peptides [10].

Les substances utilisces ont été fournies par les sociétés SERVA ou SIGMA, en
’occurrence a-MSH humaine (1-13) a-Melanocyte Stimulating Hormone) ; a-MSH (6-9) :
His-Phe-Arg-Trp); ACTH humaine (1-39) (Adrenocorticotropin Hormone) ; ACTH (1-4 :
Ser-Thr-Ser-Met); ACTH (4-10 : Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly); ACTH (5-10 : Glu-
His-Phe-Arg-Trp-Gly).

Ces substances (hormones ou fragments) ont eté dissoutes dans la solution Hepes —
pH ajusté a 7,3 — et ajoutées a I'incubat des broyats de cerveaux a des concentrations
finales de 1 puM a 1 mM.

REsuLtAaTs. — L’a-MSH entiere et TACTH entiere n’ont pas significativement modifié
I’incorporation de P>* (de 1 a 500 pM) (non présenté), ainsi que le fragment d’ACTH
(1-4). Par contre, TACTH (4-10) (d’ailleurs sans activité corticotropique) s’est montrée
trés active sur la stimulation de la phosphorylation des proteines cérébrales du cerveau,
alors que la fraction 5-10 de TACTH a été inactive (tableau).

Fait spectaculaire : 'a-MSH (6-9) (qu1 correspond a la méme sequence 6-7-8-9 de
’ACTH) a une tres nette action inhibitrice sur la phosphorylation (voir les courbes de la
figure 1). L’enregistrement des autoradiogrammes des plaques de gels SDS-PAGE montre
que ’ACTH (4-10) augmente la phosphorylation de presque toutes les protéines cérebra-
les, surtout celles a poids moleculaires plus eleves ( fig. 2) : aucune modification avec
ACTH (5-10) et nette diminution de la phosphorylation de tous les pics protidiques avec
«-MSH (6-9).

DiscussioN. — Basés sur nos précédentes publications ([7] a [10]) sur P'action des
petits peptides sur la phosphorylation in vitro des protéines cérébrales, nous avons emis

TABLEAU
Action de fragments d’ACTH et d’a-MSH sur la phosphorylation des protéines cérebrales in vitro.
Action of ACTH and a-MSH fragments on phosphorylation of cerebral proteins in vitro.

Conc. cpm % contr. Conc. cpm % /contr.
Substances (a) (M +SD) (%) () Substances (%) (M +SD) (%) ()
Contralen™ W8 ... ... - T337/+ 16 100 Contivle n” 341. .. .. - 5412+ 50 100
10uM 7086+ 32 96 SOuM 5342+ 28 99
100 uM 7294+ 38 99 100 uM 5460+ 40 100
«-MSH (6-9). . . .. .. e Ot 5 SCIa. i aal 100
I mM 4586+ 25 63 500 UM 5512+ 106 102
10 uM 71451+ 397 101 1 mM 5496+ 76 101

ACT =) 1y wnen 7
IR A1) 100 uM 7204+ 61 98

Controle n° 339. i5in74 - 8918+ 123 100 Controle n° 320. . . .. - 53234+ 89 100
5286+ 28 99
8 e L P o ;£ u:: 6462 + 136 122
ACTH (5100008 750 UM 8785+ 62 98 ACTE@aonrod . i ﬁM el .
AR TR 4 e I mM 83254190 156

(“) Concentrations (conc.) exprimees soit en micromoles (uM), soit en millimoles (mM).
(*) Radioactivité du précipité exprimée en coups par minute (cpm). Moyenne de trois échantillons 4+ déviation standard (ME +SD).

() Pourcentage (%) par rapport au controle.
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Fig. 1. — Action des fragments d’ACTH sur la phosphorylation des protéines cérébrales in vitro.

Fig. 2. — Densitometrie des autoradiogrammes des gels SDS apres incubation avec un fragment d’ACTH
et téemoin correspondant.D, début gel; F, front; PM x 10°, poids moléculaire.

’hypothese de I'existence de petits peptides dans le placenta activant ou inhibant cette
phosphorylation des protéines par I'intermédiaire des protéine-kinases membranaires.

Le fait que nous ayions trouveé une activité stimulante du fragment d’ACTH (4-10) et
une action inhibitrice d’une partie de ce segment (6-9), serait en faveur de cette hypothese.

Les peptides deja etudies ainsi que ces segments d’ACTH pourraient agir comme
activateurs ou inhibiteurs des sites recepteurs des protéine-kinases difféerenciées. L’absence
d’activation de cette phosphorylation par ’AMP cyclique que nous avons constatée [10]
montre que ces proteine-kinases ne dependent pas de ’AMP cyclique.

La synthese par le placenta humain des substances corticotropes a €té rapportee [12].
Ajoutons ici que les facteurs que nous avons isolés du placenta ont stimulé la phosphoryla-
tion des proteines cérébrales, a des concentrations de I’ordre de nanogrammes.

D’autre part, nous avons observé auparavant que certaines substances utilisees en
therapie humaine dans les troubles de la mémoire et ceux liés au vieillissement cerébral,
augmentent aussi la phosphorylation de ces mémes protéines dans nos experiences in
vitro [13]. Fait important : d’aprés de Wied [14], dans ses travaux sur le comportement,
le fragment d’ACTH (4-10) aurait une action dans le mécanisme de régulation de la
memoire et de la vigilance.

Des recherches basées sur I’hypotheése que I’existence des relations entre certaines
fonctions cerébrales, et en particulier la mémoire, et la phosphorylation des proteines
cerebrales, pourraient contribuer a une meilleure compréhension de ces mécanismes ainsi

qu’a I'isolement des substances actives sur la mémoire, et éventuellement sur d’autres
troubles du fonctionnement du systéme nerveux central.

_——— — e ————— - —
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