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“Après le progrès du savoir, il paraît pour ainsi dire tout à fait normal, qu’il y ait une

heureuse conclusion.. .Mais les années de tâtonnements anxieux dans le noir, l’intensité

du désir d’aboutir, les alternances de confiance et d’épuisement, et finalement le

débouché en pleine lumière, cela, il faut l’avoir vécu soit même pour le comprendre”.

AÏbert Einstein

À mon père, IVIichel Carpentier.
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Résumé

Au cours des dernières années, une famille particulière de métallopeptidases à zinc, ap
partenant à la famille des gluzincines, n’a cessé de grandir. Les membres de cette famille
présentent d’importantes similarités avec l’Endopeptidase Neutre (EPN) qui en constitue
le prototype. Par leurs actions sur les peptides bioactifs, les membres de la famille de
l’Endopeptidase Neutre sont impliqués dans la régulation de nombreuses fonctions phy
siologiques. Soulignons par exemple le râle des enzymes de conversion des endothélines

et de l’EPN dans le contrôle de la pression artérielle, de l’EPN dans la perception de la
douleur ou de PHEX dans le métabolisme du phosphate. Au cours des dernières années,

nous avons tenté de mieux caractériser deux de ces membres soit: l’Endopeptidase Neutre

et la peptidase NLÏ, récemment identifiée dans notre laboratoire.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés à l’étude du rôle potentiel de
l’Endopeptidase Neutre dans l’étiologie de la maladie d’Alzheimer. Cette maladie neurodé
génératrice est caractérisée par l’accumulation, dans le cerveau et la vasculature cérébrale,

de plaques neurotoxiques, composées principalement de peptide amyloïde-f3. L’accumula
tion de ce peptide sous forme de plaques constituerait la principale cause de la maladie.

Cett.e accumulation a lieu non seulement chez les personnes atteintes de la maladie d’Alz
heimer mais également dans les petites artères et les leptoméninges de plus de la moitié
des personnes âgées de plus de 70 ans, causant ainsi une angiopathie cérébrale de type
arnyloïde (CAA). Ces hémorragies spontannées et souvent fatales constituent l’une des
principales causes d’accident vasculaire cérébral non traumatique.

Une importante étude parue en 2000 suggérait pour la première fois que l’enzyme
principalement responsable de la dégradation du peptide amyloïde-f31_42 dans le cerveau
soit l’EPN ou une enzyme dont l’activité est très apparentée. Ainsi, en dégradant le peptide
amyloïde-j3, l’Endopeptidase Neutre participerait à l’élimination du peptide et aurait un
râle neuroprotecteur.

L’accumulation du peptide dans le cerveau des sujets atteints de la maladie d’Alzheimer

suggère qu’il existe un déséquilibre entre la synthèse et l’élimination du peptide. Par

conséquent, une diminution de l’expression de l’EPN dans le cerveau pourrait contribuer
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au déclenchement de la maladie. Afin de confirmer cette hypothèse, nous nous sommes

proposé d’étudier les niveaux d’expression de 1’EPN dans les cerveaux sains et malades

à différents stades de progression de la maladie. La corrélation inverse observée entre

l’accumulation de peptide A13 et les niveaux d’EPN dans le tissu et la vasculature cérébrale

suggère que la diminution de l’expression de l’EPN pourrait être reliée à l’accumulation

anormale du peptide Af3 observée chez l’humain lors du vieillissement.

Dans un deuxième temps, le projet de recherche visait à mieux caractériser, du point

de vue moléculaire et fonctionnel la nouvelle peptidase NL1. L’approche expérimentale

qui qui fut utilisée est la suivante:

1. Étude de l’expression de NL1 au niveau cellulaire et tissulaire

2. Identification de nouveaux substrats pour NL1 et comparaison de son activité enzy
matique avec celle de l’Endopeptidase Neutre.

3. Génération et analyse phénotypique de souris déficientes en NLÏ (souris knock out).

Nos travaux ont permis de démontrer que NLÏ est principalement exprimée dans les tes

ticules mais également au niveau ventral et postérieur du cerveau ainsi que dans l’hy

pophyse. De plus, nous avons montré que NL1 est la première enzyme de la famille à

être sécrétée dans le milieu extracellulaire, où elle est active. Par mutagénèse dirigée ainsi

que par l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques, nous avons démontré l’importance d’un site

dibasique pour la sécrétion de la protéine. L’analyse de l’activité enzymatique de NL1 a

permis d’identifier de nouveaux substrats peptidiques pour l’enzyme en plus de souligner

son homologie avec l’EPN. Finalement nous savons maintenant que les souris déficientes

en NL1 sont viables mais présentent une fertilité réduite. Ainsi, nous avons déterminé que

NL1 joue un rôle actif dans les processus reliés à la reproduction.

Mots clés: NL1, Neprilysin-2, Endopeptidase Neutre, peptides, Alzheimer, peptidases,

fertilité, ablation génique.
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C Abstract

An emerging family of metallopeptidases presenting important similarity with Neutral

Elldopeptidase (Neprilysin) has recelltly beeu showu to be iuvolved in the maturation and

illactivation of various bioactive peptides. Therefore, this family now represents importallt

therapeutic targets. Members of the Neprilysin family have attracted much attentioll

because of their possible implication in several diseases such as hypertension, Alzheimer’s

disease alld bolle diseases. Over the last few years we tried to further characterize two of

these members: Neprilysin and the recently identified NL1.

We first studied the potential role of Neprilysin in Alzheimer’s disease. This important

neurodegenerative disease is characterized by the deposition and accumulation of toxic

amyloid 13 peptide (A13) in brain tissues forming senile plaques and causing neuronal cell

death. A13 also forms deposit in the walls of small arteries of leptomeninges and cortex

causing cerebral amyloid angiopathy (CAA). Af3-induced CAA not only occurs in AD

brains but also to various degrees in approximately half of all individuals over ZO-year-old.

CAA leads to spontaneous auJ often fatal cerebral haemorrhage and represents one of the

major causes of non-traumatic haemorrhage stroke.

The steady-state level of Aj3 peptide in the brain and/or vasculature is determined by

the balance between catabolic auJ anabolic activities. Recent studies reported convincing

evidence that the catabolism of the Af3 peptide plays important role in the establishment

and/or progression of AD. These studies strongly suggested that Neprilysin is the peptidase

that participates in the degradation auJ clearance of toxic A13. Therefore a down regulation

of Neprilysin expression iii brain could contribute to Aj3 peptide deposition auJ to the onset

of the disease.

To Jemonstrate the involvemeut of Neprilysin Jowu regulation in AD we localized the

enzyme in various brain sections of AD auJ control cases by RT-PCR auJ immunocyto

chemistry. We examined normal and Jiseased human braiu regious with A13 Jepositiou

including hippocampus, temporal lobe cortex auJ leptomeuiuges auJ provided couviuc

ing evideuce for Jown-regulatiou of Neprilysin expression in these areas of AD brains,

cousisteut with its putative iuvolvemeut iu both AD auJ CAA.
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The second aim of the research project wa.s to further characterize moledularly and

functionally the zinc metallopeptidase NL1 which had been recently identified in the lab

oratory. The experimental strategy employed consisted to:

1. Study the NL1 mRNA expression pattern at tissular and cellular level

2. Identify new peptide substrates for NL1 and compare its activity with Neprilysin.
(protein purification, and enzymatic characterization)

3. Generate homozygous NL1-/- mice by gene targeting technoiogy.

We demonstrated that NL1 is strongly expressed in mature testis, more preciseiy in the

round and elongated spermatids of seminiferous tubules at ail spermiogenesis maturationai

stages. We aiso showed that NL1 is moderateiy expressed in severai tissues including brain

and pituitary. Moreover, we have estabhshed that NLÏ is the first member of the famiiy

to be processed in the Goigi and secreted in the extraceiiuiar space where it degrades

severai bioactive peptides. Using specific inhibitors and site directed mutagenesis we have

identified paired basic residues important for the processing and the secretion of NL1.

Finaiiy, using homoiogous recombination we’ve disrupted NL1 ‘s gene iocus. The Nt i1

mice were shown to be viabie and heaithy but present reduced fertility. Therefore, we’ve

determined that NL1 piays an important role in processes reiated to reproduction.

Key words: Nepriiysin, Nepriiysin-2, NU, peptidases, Aizheimer, fertihty, Knock out,

peptides.
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Introduction

1.1 Communication cellulaire et système peptidergique

Les cellules eukaryotes communiquent entre elles grâce à des mécanismes sophistiqués

de propagation de l’information. Cette signalisation intercellulaire permet à chaque cellule

de déterminer sa position et sa fonction spécialisée dans le but d’en faire bénéficier l’or

ganisme tout entier. Les cellules peuvent communiquer entre elles par deux mécanismes

distincts. La première façon consiste en l’interaction directe entre deux cellules. Cette

communication cellulaire par interaction directe peut s’effectuer soit par une interaction

entre une protéine de la surface d’une première cellule et un récepteur membranaire de la

cellule cible, soit par le biais de jonctions trouées (GAP juriction). Les jonctions trouées

constituent des canaux qui permettent le passage directe de petites molécules signalisa

trices, telles que l’AMP cyclique et le calcium, entre les cytoplasmes des deux cellules.

Le second mécanisme de signalisation implique la sécrétion d’un messager dans le milieu

extracellulaire qui pourra diffuser et interagir avec un récepteur spécifique de la cellule

cible. L’avantage de ce système est que le messager peut agir non seulement sur les cel

lules avoisinantes (signalisation de type paracrine) mais également sur des cellules situées

à une très grande distance (signalisation de type endocrine).

Des centaines de molécules différentes sont utilisées par les cellules pour communiquer

entre elles. Parmi celles-ci on retrouve des protéines, des petits peptides, des acides aminés,

des nucléotides, des dérivés d’acides gras, des stéroïdes, des rétinoïdes, et même des gaz.

La plupart des ces messagers sont sécrétés par la cellule par exocytose. Toutefois, certains

messagers peuvent également être relargués par diffusion à travers la membrane cellulaire.

Les messagers hydrophiles (ex: neuropeptides, hormones peptidiques) interagissent avec
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C leur récepteur situé à la surface de la cellule cible car ils ne peuvent traverser la membrane

plasmique. Quant aux messagers hydrophobes (ex: stéroïdes), ils voyagent claris le milieu

extracellulaire grâce à des protéines de transport et interagissent généralement avec des

récepteurs situés à l’intérieur de la cellule afin de provoquer une réponse physiologique

spécifique.

Les peptides sont des molécules messagères hydrophiles constituées de 100 acides ami

nés ou moins, impliquées dans une variété de phénomènes physiologiques. L’utilisation

de peptides comme molécule signalisatrice implique généralement trois étapes (revue par

Snyder (1985)): d’abord, la production, la sécrétion et la maturation du peptide par des

cellules spécialisées, puis, l’interaction du peptide actif avec son récepteur spécifique à la

surface des cellules cibles et finalement, sa dégradation extracellulaire ou sa recapture afin

de terminer son action. La première et la dernière étape nécessitent l’action de peptidases

auxquelles notre groupe s’intéresse depuis plusieurs années. Les prochaines sections per

mettrons d’aborder quelques aspects généraux des mécanismes de régulation des messagers

peptidiques.

1.1.1 Production et maturation des peptides

La première étape de la signalisation cellulaire peptidergique consiste en la production

et la sécrétion d’un messager peptidique par une cellule spécialisée. Plusieurs peptides

bioactifs ne sont pas directement synthétisés sous forme active mais requièrent une ou

plusieurs étapes supplémentaires de maturation intra ou extracellulaire (revue par: Seidah

et al. (1998), Khan & James (1998), et Mizuno & Matsuo (1994)) Cette maturation peut

prendre plusieurs formes comme Facétylation, Pamidation et la protéolyse. Les messagers

peptidiques sont souvent initialement synthétisés sous forme de molécules précurseurs de

haut poids moléculaire à partir desquels ils sont ultérieurement maturés pour devenir bio

logiquement actifs. Ces précurseurs peptidiques peuvent contenir soit un seul peptide, soit

plusieurs copies du même peptide et/ou soit plusieurs peptides différents. La maturation

protéolytique des précurseurs peptidiques est assurée par différentes endo- et exoprotéases.

Plusieurs précurseurs comme la pro-opiomélanocortine et la proinsuline sont activés à l’in

térieur de l’appareil trans-Golgien ou dans les granules de sécrétion des cellules par des

protéases de la famille de la subtilisine aussi appelées pro-hormones convertases (PC). Ces
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C prohormones convertases clivent les précurseurs peptidiques au niveau de sites spécifiques

composés essentiellement des résidus basiques lysine et arginine. Ces résidus se retrouvent

soit sous forme de singleton, soit de doublet (Lys-Arg, Arg-Arg, Lys-Lys ou Arg-Lys).

De plus, la nature des acides aminés entourant le site potentiel de coupure ainsi que la

structure secondaire adoptée par la région peptidique constituent d’importants facteurs

régulant la maturation des peptides. Certains peptides tels que les endothélines et l’angio

tensine I, sont pliltôt relâchés dans le milieu extracellulaire sous une forme inactive. Ces

derniers doivent alors subir une étape supplémentaire de maturation par d’autres enzymes

protéolytiques telles que les métallopeptidases à zinc membranaires afin de devenir bio-

logiquement actifs (revue par Turner Sr Tanzawa (1997)). Une fois activés, les messagers

peptidiques peuvent interagir avec leurs récepteurs spécifiques au niveau des cellules cibles

afin de déclencher une réponse physiologique.

1.1.2 Dégradation des peptides

L’intensité et la durée d’une réponse physiologique sont régulées, en partie, par la

concentration du messager peptidique à proximité des cellules cibles. Trois mécanismes

permettent de contrôler la concentration des peptides au niveau de leur récepteur et donc

de moduler le signal physiologique enclenché:

1. La désensibilisation du récepteur vis-à-vis de son ligand peptidique (l’endocytose du

récepteur ou son découplage de sa protéine G hétérotrimériqile)

2. La recapture du peptide par la cellille signalisatrice (par un neurone présynaptique)

3. La dégradation du peptide par des protéases de la surface cellulaire.

Pour la majorité des peptides, leur dégradation et/oll la désensibilisation de leur récep

tellr constituent les principaux mécanismes de modulation du signal peptidergique. La

recapture semble être un phénomène très rare puisque ce mécanisme de régulation de la

signalisation par des messagers peptidiques ne fut rapporté que dans le cas du peptide na

triurétique auriculaire (ANP) (Maack et al. 1987, Fuller et al. 1988, Chabrier et al. 1990).

La régulation de l’activité biologique des peptides constitue donc un phénomène essen

tiel dans lequel un groupe d’enzymes nommées métallopeptidases à zinc joue un rôle clé

(Turner & Tanzawa 1997). Toutes ces enzymes catalysent l’hydrolyse d’un lien peptidique.

L’Endopeptidase Neutre (EPN) qui sera discutée à la section 1.4 de cet ouvrage constitue

un des exemples les mieux caractérisés de ce type d’enzyme.
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C 1.2 Les métallopeptidases à zinc

Les métaïlopeptidases à zinc participent à la régulation de la communication cellulaire

peptidergique de 2 façons soit:

1. En activant un précurseur peptidique inactif.

2. En inactivant un peptide actif.

L’activation d’un précurseur peptidique inactif va permettre l’interaction du peptide

avec son récepteur situé à la surface de la cellule cible. Ceci va favoriser la transmission

du signal à l’intérieur de la cellule et le déclenchement d’une réponse physiologique. À

l’inverse, l’hydrolyse d’un peptide actif va empêcher son interaction avec le récepteur et

donc bloquer la transmission du signal à l’intérieur de la cellule cible. Ainsi, par leur action

sur les peptides bioactifs, les métallopeptidases à zinc sont en mesure de moduler l’intensité

et la durée d’une réponse physiologique. Ces enzymes,qui sont essentielles au maintien de

l’homéostasie sont d’ailleurs responsables de la modulation de plusieurs processus d’ordre

physiologiques et pathophysiologiques. Elles participent entre autres au développement

embryonnaire, à la reproduction, à la formation des os et à la modulation de plusieurs

signaux neuronaux. De plus, les métallopeptidases à zinc ont également été impliquées dans

plusieurs maladies ou infections telles que le tétanos, le botulisme, l’infection par le VIH

(virus d’immunodéficience humaine), l’arthrite, certains types de cancer, l’hypertension,

le rachitisme, la maladie d’Alzheimer et le diabète.

Les métallopeptidases à zinc constituent une classe d’enzymes très diversifiées caracté

risée par la présence d’un (parfois deux) atome(s) de zinc au niveau de leur site actif. Cet

ion métallique constitue un élément essentiel du mécanisme d’action de ces enzymes. Les

métallopeptidases à zinc possèdent dans leur séquence un motif appelé signature du zinc.

Ce motif consiste en une séquence consensus composée des acides aminés liant le zinc et

d’un acide glutamique essentiel à la catalyse. De plus, la comparaison des séquences de

plusieurs métallopeptidases à zinc a permis de regrouper ces enzymes en différentes fa

milles selon la nature et l’organisation des résidus présents dans le motif signature (Figure

1.1).
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Qilatre superfamilles, caractérisées par quatre motifs signatures ont été identifiées soit:

les zincines, les inverzincines, les carboxypeptidases et les DD-carboxypeptidases. Les zin

cines sont caractérisées par la présence de la séquence consensus HEXXH au niveau de

leur site actif. Les deux histidines constituellt les ligands du zinc alors que l’acide glu

tamiqile est impliqué dans la catalyse enzymatique. Les inverzincines présentent quant à

elles la séquence HXXEH et les carboxypeptidases le motif HXXE. Finalement, les DD

carboxypeptidases contiennent le motif signature du zinc HXH (Figure 1.1). Dans cet

ouvrage, il sera uniquement question des métallopeptidases de la classe des zincines, plus

particulièrement de la sous-classe des gluzincines. Ainsi, les sections suivantes présentent

un survol des caractéristiques structurales et enzymatiques de cette classe de peptidases.

1.2.1 Les gluzincines

À l’intérieur de la superfamille des zincines on retrouve les gluzincines qui utilisent, en

plils de deux histidines, n acide glutamique comme troisième ligand du zinc. Cet acide

glutamique est situé 24 à 64 résidus en aval du motif de type zincine. Leur motif signature

devient alors HEXXH E. Ce sous-groupe rassemble les familles de la thermolysine, de

1’Endopeptidase Neutre (EPN), de l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ACE) et des

aminopeptidases. Ces quatre familles se distinguent par la nature des résidus entourant

l’acide glutamique qui participe à la liaison au zinc.

1.2.2 Mécanisme d’action des gluzincines

Le mécanisme d’action des métallopeptidases à zinc est semblable pour l’ensemble de

celles-ci. La thermolysine (TLN) est une enzyme bactérienne de Bacit tus thermoprotéotiti

cus appartenant à la famille des gluzincines. Sa petite taille et sa nature soluble en ont fait

un modèle de choix pour l’étude des métallopeptidases à zinc. Elle fut la première protéase

contenant un motif HEXXH à être cristallisée et son site actif fut largement étudié. Ce

sont les études de Matthews (1988) qui ont permis d’élucider le mécanisme d’action de la

thermolysine qui constitue, encore aujourd’hui, l’archétype de la famille des gluzincines,

Chez les métallopeptidases à zinc de type hydrolase, telles que la thermolysine et l’En

dopeptidase Neutre, l’ion métallique effectue une liaison de coordination avec une molécule

d’eau et trois acides aminés de l’enzyme. Les résidus le plus fréquemment retrouvés en tant
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que ligands du zinc sont: histidine » acide glutamique > acide aspartique. De plus, la

molécule d’eau, ainsi retenue dans le site actif, est directement responsable du clivage du

lien peptidique.

L’hydrolyse du lien peptidique débute par la formation d’une liaison de coordination

entre l’atome de zinc du site actif et l’oxygène du lien peptidique à cliver. Le zinc passe ainsi

d’un état de tétracoordination à un état de pentacoordination. Ceci favorise la polarisation

d’une molécule d’eau, associée à l’acide glutamique retrouvé dans le motif HEXXH du site

actif de l’enzyme. La molécule d’eau sert alors de nucléophile puissant capable d’attaquer

le carbone du lien peptidique à cliver. Il s’ensuit la protonation de l’atome d’azote de ce

lien provoquant la scission du lien peptidique et la formation de deux sous produits (figure

1.2).



1.3. La famille de t’Endopeptidase NeutTe 8

Glu 143

114

p - o > Asnll2
pL/ -.

, O NH2
HÎH

F H
C — N—C —

His 231
/

Figure 1.2 — Mécanisme d’action de la thermolysine. L’hydrolyse du lien peptidique
par la thermolysune débute par la formation d’une liaison de coordination entre l’atome
de zinc du site actif et l’oxygène du lien peptidicue à cliver. Le zinc passe ainsi d’un état
de tétra.coordunation à un état de pentacoordination. Ceci favorise la polarisation d’une
molécule d’eau, associée à l’acide glutamicjue retrouvé dans le motif HEXXH du site actif
de l’enzyme. La molécule d’eau sert alors de nucléophile puissant capable d’attaciuer le
carbone du liell pepticlicue à cliver. Il s’ensuit la protonation de l’atome d’azote de ce lien
provoquant la scission du lien pepticlique et la formation de cieux sous produits.

1.3 La famille de l’fndopeptidase Neutre
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le prototype. Jusqu’à maintenant, la famille de l’EPN comprend Z membres soit: l’EPN.
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C PHEX (phosphate regulating gene with homologies to endopeptidase on the X chromo

some), te complexe antigénique Kelt des érythrocytes, ECE-1 (enzyme de conversion de

l’elldothéline-l), ECE-2, ECEL1 (enzyme de conversion de l’endothéline-like 1) et la pro

téine sécrétée NL1 (Neprilysin-like 1) (Figure 1.3). Parmi les caractéristiques communes

de ces enzymes on retrouve, en plus du motif des gluzincines, la séquence ENXADXGG où

l’acide glutamique constitue le troisième ligand du zinc. L’acide aspartique, présent dans

ce motif est quant à lui impliqué dans l’activité catalytique ainsi que dans la stabilisation

de l’état de transition. Cette séquence consensus se situe 64 acides aminés en aval du motif

de liaison au zinc HEXXH. Les peptidases constituant cette famille sont des glycopro

téines transmembraiaires de type II. Elles possèdent une courte queue cytoplasinique à

l’extrémité N-terminale, un domaine transmembrallaire et un large domaine extracellu

laire à l’extrémité C-terminale, qui contient le site actif. L’alignement des séquences de

ces enzymes montre que outre le motif consensus HEXXH.. . .E, ces glycoprotéines pré

sentent d’importantes similitudes au niveau de leur domaine extracellulaire. Par exemple.

dix résidus cystéilles situés dans le domaine extracellulaire sont conservés suggérant un

repliement tridimensionnel semblable impliquant des ponts disulfures (Tam et al. 1985).

De plus, la plupart des acides aminés importants pour la catalyse chez l’EPN tels que

l’asparagine 542, l’asparagine 650 et l’histidine 711 sont aussi conservés chez les autres

peptidases. Ces observations suggèrent que ces enzymes possèdent, en plus de leur struc

ture, un mécanisme enzymatique similaire, tout en conservant leur spécificité de substrat.

Finalement, l’importante similarité entre les membres de la famille de l’EPN suggère une

origine commune pour ces enzymes.

1.4 L’Endopeptidase Neutre

L’ Endopeptidase Neutre a d’abord été isolée par Kerr et Kenny ei 1974 à partir

de la membranes de bordure en brosse de rein de lapin. Illitialement caractérisée comme

une métallopeptidase à zinc semblable à l’enzyme bactérienne thermolysine, l’EPN a été

isolée eu tant que glycoprotéine de 90-100 kDa constituant 4-5 ¾ de la masse protéique

de la bordure en brosse de tubules contournés proximaux de reins de lapin. Quatre ans

plus tard, elle fut redécouverte une deuxième fois comme l’enképhalillase responsable de la

dégradation spécifique des enképhaliues dans le cerveau. Finalement, l’EPN fut découverte
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C une troisième fois lors du clonage de l’ADNc de CALLA (Common Acute Lymphoblastic

Leukemia Antigen/CD10) un antigène de surface des lymphocytes B immatures, marqueur

du développement de la leucémie lymphoblastique aiguô de type B. En raison de cette triple

découverte et de ses multiples rôles physiologiques, plusieurs noms tels que Enképhalinase,

Endopeptidase Neutre (EPN ou NEP), CALLA, CD1O (cluster differentiating 10), MME

(membrane metallo-endopeptidase) et Néprilysine ont été attribués à cette enzyme.

1.4.1 Caractéristiques structurales

La structure primaire complète de l’EPN a été déduite à partir de 1’ADNc de lapin,

de rat, de souris et d’humain (Devault et al. 1987, Maifroy et al. 1987, Chen et al. 1992,

Letarte et al. 1988, Malfroy et al. 1988). La comparaison des séquences de l’EPN entre

les différentes espèces de mammifères a révélé une identité de séquence supérieure à 90%

au niveau des acides aminés, indiquant un taux de conservation très élevé à travers ces

espèces. L’EPN est une glycoprotéine transmembranaire de type II constituée de 749 acides

aminés. L’ectodomaine contient plusieurs résidus asparagines faisant partie d’une séquence

consensus pour la N-glycosylation (Asn-X-Ser,’Thr où X représente n’importe quel acide

aminé sauf une proline). L’enzyme de lapin contient 5 de ces sites alors que l’EPN de

rat, de souris et d’humain en contient 6. Selon le tissu ou l’espèce d’origine, la masse

moléculaire apparente de l’EPN varie de 87 à 110 kDa (Roques et al. 1993). Ces variations

provenant du niveau de glycosylation de l’enzyme n’ont cependant pas d’effet sur son

activité enzymatique (Landry et al. 1993, Fulcher et al. 1983). En revanche, la présence

globale de ces sucres, assure un bon repliement de la protéine, un transport adéquat

jusqu’à la membrane plasmique et une activité enzymatique optimale (Lafrance et al.

1994). L’influence de la glycosylation de l’EPN sur son transport à la membrane plasmique

résulte d’un effet cumulatif de l’ensemble des sucres plutôt que de la participation d’un

ou quelques sites particuliers. Par contre, l’activité enzymatique maximale de la protéine

dépend de la glycosylation de deux sites spécifiques soit les Asn en position 145 et 629.

À la surface cellulaire, l’EPN adopte une structure globulaire très compacte (Kenny

et al. 1983). Chez certaines espèces telles que le rat et le porc, l’enzyme existe sous forme

d’homodimères à la surface cellulaire (Kenny et al. 1983, Varandani Shroyer 1977). Ces

dimères sont composés de deux sous-unités de 89-95 kDa interagissant de façon non co
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valente. Toutefois, de récentes études de cristallographie ont démontré que l’ectodomaine

de l’EPN humaine, complexée au phosphoramidon, se présente sous forme de monomère

en solution (Oefner et al. 2000). Chez l’homme, une forme tétramérique de l’EPN a déjà

été isolée mais aucune fonction n’a encore été attribuée à cette structure oligomérique de

l’enzyme (Ishida et al. 1983). L’analyse de la structure cristallographique de l’ectodomaine

de l’EPN, résolue avec une précision de 2,1 Â, révèle que l’enzyme est composée de 2 do

maines en hélices alpha (figure 1.4). Ces deux domaines peuvent être considérés comme

deux lobes connectés par 4 segments polypeptidiques. Avec les 4 régions charnières, les

deux domaines forment une cavité centrale, presque sphérique, qui contient le site actif de

l’enzyme. Le domaine 1 est constitué de 321 acides aminés. Il est formé de trois segments

polypeptidiques non consécutifs. Il contient les résidus importants pour la coordination

de l’atome de zinc et pour la catalyse. Le domaine 1 ressemble structuralement à d’autres

métallopeptidases à zinc telles que la TLN, la métallo-élastase microbienne et la protéase

neutre de Bacittus Cereus. Le deuxième domaine, plus petit, est formé de 2 polypeptides

non consécutifs composés de 286 acides aminés. Ce domaine montre une faible simila

rité avec la glycosyl hydrolase et ne contient aucun résidu impliqué dans la liaison au

phosphoramidon ou dans la catalyse.
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Figure 1.1 Structure tridimensionnelle de l’EPN. Le domaine 1 est représenté en

rouge et le domaille 2 en bleu. La sphère jaune représente Fespace occupé par le phospho
ramidon. Figure adaptée de Oefner et al. (2000)
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1.4.2 Localisation chromosomique et structure du gène

Le gène de l’EPN fut localisé par hybridation in situ dans la région 3q21-27 du chro

mosome 3 humain à proximité de deux autres protéines transmembranaires de type II:

le récepteur de la transferrine et la sucrase isomaltase (Barker et al. 1989, Tran-Paterson

et al. 1989). Le gène de l’EPN est composé de 25 petits exons répartis sur plus de 80

kb. La taille des exons codants varie entre 36 pb et 162 pb tandis que celle des introns

se situe entre 106 pb et 13,5 kb. L’exon 4 contient le site d’initiation de la traduction,

la région amino-terminale cytosoliqile et le domaine transmembranaire. Les exons 5 à 24

contiennent la majeure partie de l’ectodomaine incluant le site actif et l’exon 25, les 32

derniers acides aminés ainsi que la totalité de la région 3’ non traduite (3’UTR). Cette

région du gène contient 5 sites potentiels de polyadénylation qui pourraient permettre de

réguler la stabilité des transcrits. Le motif signatllre du zinc, HEITH, est codé par l’exon

20. Quant aux exons 1 à 3, ils contiennent la partie 5’ non traduite (5’UTR) et sont en

partie responsables de la diversité des ARNm observés.

1.4.3 Régulation de l’expression du gène de 1’EPN

La présence de 1’EPN a été démontrée dans plusieurs tissus et types cellulaires où

elle est impliquée dans l’inactivation de peptides biologiquement actifs. Son expression est

régulée durant le développement et de façon tissu spécifique (Sunday et al. 1992, Turner &

Tanzawa 1997). Chez l’humain et les rongellrs, plilsieurs transcrits qui diffèrent uniquement

dans leur région non codante ont été décrits. La complexité de la région 5’UTR et la

présence de 5 sites potentiels de polyadénylation expliquent la diversité des transcrits

de l’EPN, observés dans différents tissus et types cellulaires. En effet, plusiellrs espèces

de transcrits de taille variant entre 2,7 et 5,7 kb peuvent être observés par buvardage

Northern, les espèces majeures migrant à 3,7 et 5,7 kh (D’Adamio et al. 1989, Li et al.

1995, Haouas et al. 1995). Quatre principaux transcrits ont été détectés chez l’humain

(type 1, 2a, 2b et 3). La caractérisation de la structure du gène révéla que ces transcrits

sont prodilits suite à l’épissage alternatif différentiel de 3 exons non codants.

L’analyse de la séquence de la région régulatrice du gène de 1’EPN révéla la présence

de trois promoteurs alternatifs permettant de générer les 4 types de transcits décrits pré

cédeniment. La première région régulatrice appelée promoteur de type 1 est localisée en
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amont de l’exon 1 et est à l’origine des transcrits de type 1 produits par épissage alternatif

de l’exon 1 à l’exon 4. Le transcrit de type 1 est abondant dans le cerveau, la moelle

épinière ainsi que dans les cellules de thymus foetal et de leucémies lymphoblastiques (Li

et al. 1995).

La deuxième séquence régulatrice nommée promoteur de type 2 est localisée en amont

de l’exon 2 et permet de générer les transcrits de type 2a et 2b. Ces deux transcrits

sont issus de l’épissage alternatif d’une partie ou de la totalité de l’exon 2 avec l’exon

4. Chez le rat, les transcrits de type 2 sont très abondants dans les tissus périphériques

particulièrement au niveau du rein (Li et al. 1995).

Finalement, la troisième séquence régulatrice, appelée promoteur de type 3, permet de

générer les transcrits de type 3 par épissage alternatif de l’exon 3 à l’exon 4. Ce promoteur

est localisé entre les exons 2 et 3 et possède, contrairement aux deux autres séquences

promotrices, une séquence de type boîte TATA située 33 nucléotides en amont du site

d’initiation de la transcription. Les transcrits de type 3 sont beaucoup moins abondants

et se retrouvent notamment dans les oligodendrocytes du corpus callosum.

L’expression de 1’EPN est contrôlée par des mécanismes complexes faisant appel à de

nombreux médiateurs et ce, dans plusieurs types cellulaires. Par exemple, le peptide formyl

IVlet-Leu-Phe (fMLF), le facteur de nécrose tumoral (TNF), l’ionophore de calcium A23187,

la substance P, le GMC-SF et le LPS (lipopolysaccharides) augmentent l’expression de

l’EPN dans les neutrophiles ($hipp et al. 1991, Fagny et al. 1995, Connelly et al. 1993).

Les esters de phorbol réduisent l’expression de 1’EPN dans les neutrophiles alors qu’ils

augmentent son expression dans les cellules endothéliales (Erdos et al. 1989, Werb &

Clark 1989, Graf et al. 1995, Graf et al. 1995, Graf et al. 1998). L’expression de 1’EPN

est également augmentée suite à un traitement aux androgènes, à la progestérone et aux

glucocorticoïdes dans certains types cellulaires (Thinakaran 1999, Casey et al. 1991, Borson

& Gruenert 1991, der V. van et al. 1998). Cette augmentation a lieu grâce à la présence

d’au moins 2 éléments de réponse aux androgènes (un de type ARE et un de type ARR)

présents dans la région 3’UTR des transcrits ($hen et al. 2000). Enfin, le traitement aux

ultraviolets semble avoir un effet répresseur sur l’expression de l’EPN dans les mélanocytes

humains (Aberdam et al. 2000).
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1.4.4 Activité enzymatique/spéciflcité de clivage

L’EPN est capable d’hydrolyser un grand nombre de peptides bioactifs dont la taille ne

dépasse généralement pas 3,5 kDa, soit environ 40 acides aminés. La spécificité de l’enzyme

a d’abord été étudiée en utilisant la chaîne f3 de l’insuline (Kerr & Kenny 1974b, Kerr

& Kenny 1974a). Son nom d’Endopeptidase Neutre provient d’ailleurs de sa capacité à

hydrolyser ce peptide à pH neutre.

L’EPN hydrolyse généralement la liaison peptidique située du côté amino-terminal

d’un résidu hydrophobe. Les propriétés catalytiques de l’EPN ressemblent à celles d’un

groupe d’enzymes bactériennes parmi lesquelles la thermolysine est la mieux caractérisée.

La crystallographie de la thermolysine a permis d’élucider la structure et la composition

de son site actif (Colman et al. 1972, Holmes Matthews 1982). Bien que l’identité

de séquence entre l’EPN et la thermolysine soit modeste plusieurs évidences suggèrent

d’importantes similitudes au niveau du site actif des deux enzymes. D’ailleurs, plusieurs

des acides aminés impliqués dans la catalyse et dans la liaison de l’atome de zinc chez

la TLN sont retrouvés dans deux segments protéiques qui ont été conservés chez l’EPN.

De plus, la TLN et l’EPN acceptent spécifiquement des résidus hydrophobes au niveau

du sous site S de leur site actif (Figure 1.5). Par ailleurs le sous site S de la TLN et

de l’EPN montre peu de spécificité et peut accommoder n’importe quel acide aminé à

l’exception de la proline. Ce résidu, lorsque présent en position P du substrat, diminue

la force d’interaction du peptide avec l’enzyme. La thermolysine et l’EPN sont également

inhibées par le même type d’inhibiteurs tels que le phosphoramidon et le thiorphan et ce,

avec la même dépendance stéréochimique. Cependant, la TLN et l’EPN n’hydrolysent pas

des substrats de même taille. En effet, la TLN peut cliver des substrats beaucoup plus

gros que l’EPN. Cette sélectivité est possiblement due à la présence du domaine 2 (figure

1.4) chez l’EPN qui restreint l’accès au site actif de l’enzyme en fonctionnant comme tamis

moléculaire. Ainsi, en raison de son importante similarité avec L’EPN, la thermolysine a

historiquement servi de modèle pour l’étude du site actif de l’EPN. Plusieurs études de

mutagénèse dirigée, basées sur la structure du site actif de la thermolysine, ont par la

suite permis d’établir un modèle du site actif de l’EPN (Crine et al. 1997) (Figure 1.6B).

Récemment, la cristallisation de l’ectodomaine de l’EPN complexée au phosphoramidon a

confirmé la plupart de ces avancées (Oefner et al. 2000) (figure 1.4).
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Figure 1.5 - Nomenclature du site actif des peptidases. Nomenclature des acides
aminés (P) autour du lien peptidique clivé ainsi que des sous-sites (S) du site actif de la
pepticlase qui peuvent interagir avec les chaînes latérales du substrat peptidique (Schechter

Berger 196f).

1.4.5 Les résidus clés du site actif de 1’EPN

Tel ciue mentionné précédemment. Fatome de zinc, présent clans le site actif de l’EPN

constitue un élément essentiel à l’activité enzymatique de la protéine. Étant donné que

l’EPN appartient à la famille des gluzinclires, les trois acides aminés qui coordonnent

l’atome de zinc se retrouvent clans le motif consensus HEXXH E. Les études de Devault

et al. (1988) et LeMoual et al. (1991) ont permis cFidentifier spécifiquement chez l’EPN

les histidines (H) en positions 583 et 58f et l’acide glutamicue (E) en position 616 comme

Ïigands du zinc (figure 1.6).

La catalyse est réalisée grâce à trois résidus importants. l’acide glutamique 584, Facide

aspartique 650 et l’histidine 711. Il a d’abord été démontré que l’acide glutamique 584.

présent clans le motif HEXXH est directement impliqué clans fhyclrolyse du substrat

(Devault et al. 1988). D’ailleurs, on le ctualifie souvent d’acide glutamicue catalytique. Cet

acide glutaunque favorise la polarisation de la molécule d’eau qui sert de nucléophile lors

de l’hydrolyse du lien pepticlique (voir section 1.2.2). Les premières évidences concernant

l’implication cFun résidu histicline clans la catalyse proviennent de l’inactivation de 1’EPN

par le DEPC. Les travaux de R. C. Bateman et al. (1990) et Dion et al. (1993) ont en

suite perniis de démontrer le rôle de l’histichne 711 dans la stabilisation de l’intermédiaire

tétrahèdrique de Fétat de transition. Ce résidu interagit avec l’oxanion ainsi c1uavec plu

sieurs acides aminés potir former un réseau complexe de ponts hydrogènes stabilisateurs.

Finalement, l’acide aspartique 650 serait indirectement implicué dans la catalyse via son
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Figure 1.6 - Modélisation du site actif de 1’Endopeptidase Neutre. (A)Structure
triclimensiollilelle du site actif de l’EPN déduite des études cristallographicues (Oefuer
et al. 2000). L’atome de zillc est représenté par une sphère verte. Les trois ligaildis du
zinc sollt également préseiltés en vert. Les chaînes latérales des acides aminés iuiplicnés
dans la liaison au substrat ou dails la catalyse sont représeiltées en bleu. La molécule
de phosphorarniclon est représentée en jaune. (B) Modèle biclimensionnel du site actif
de l’EPN. Les lignes brisées représentent les liaisons de coordination ainsi cine les ponts
hydrogènes. Adaptée de Crine et al. (1997).
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interaction avec l’histidine 583 qui coordonne l’atome de zinc (LeMoual et al. 1994). Cette

triade catalytique permettrait le positionnement précis de l’ion métallique dans le site ac

tif. Récemment, il a été proposé que l’acide aspartique 590 formerait une deuxième triade

impliquant cette fois le second ligand du zinc, soit l’histidine 587 (Oefner et al. 2000). Il

est à noter que l’acide aspartique 590 est conservé chez tous les membres de la famille de

l’Endopeptidase Neutre. Ainsi, les résidus 590 et 587 pourraient contribuer au maintien

de la structure du site actif de l’EPN.

L’utilisation de réactifs chimiques permettant d’inhiber l’activité de l’EPN a d’abord

révélé la présence d’arginine(s) au niveau du site actif. Par la suite, des études de muta

génèse dirigée ont permis d’identifier l’arginine 102 comme résidu impliqué dans la liaison

au substrat (R. C. Bateman et al. 1989, Beaumont et al. 1991). Il fut proposé que cet

acide amillé interagit avec le groupe carboxyl libre du résidu P de certains peptides

comme les enképhalines. Selon cette hypothèse, l’arginine 102 serait responsable de l’ac

tivité dipeptidyl-carboxypeptidase occasionnelle de 1’EPN (Lloreus et al. 1980, Maifroy

Schwartz 1982b, Beaumont et al. 1991, Jackson & Hersh 1986, Pozsgay et al. 1986).

Par contre l’analyse cristallographique du site actif de l’enzyme montre que l’arginine 102

n’est pas impliquée dans l’interaction avec le phosphoramidon (Oefner et al. 2000). De

plus, l’enzyme de conversion de l’endothéline, ECE-1, présente une activité dipeptidyl

carboxypeptidase mais ne contient pas de résidu arginine équivalent (Johnson et al. 1999).

Ces derniers résultats contradictoires remettent en question l’implication réelle de l’argi

nine 102 dans la liaison au substrat. Une deuxième arginine e position 717 est proposée

comme résidu impliqué dans cette liaison (IVlarie-Claire et al. 1997). La chaîne latérale

de cette arginine participe à la formation d’un pont salin avec l’acide aspartique 650 et

joue un rôle dans la liaison au phosphoramidon et dans l’hydrolyse du lien peptidique.

Finalement Pasparagine 542 fut identifiée comme acide aminé interagissant avec le résidu

en position P du substrat. Cette interaction est possible grâce à la formation de 2 ponts

hydrogènes (Dion et al. 1995).

1.4.6 Substrats

L’Endopeptidase Neutre est capable d’hydrolyser plus de 50 substrats peptidiques zn

vivo et in vitro. Son rôle physiologique est essentiellement d’inactiver de petits peptides

bioactifs tels que les enképhalines, la substance P, la bradykinine et le pepticle natriurétique
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auriculaire (ANP). Elle permet également de contrôler la concentration de certains neu

ropeptides ou hormones peptidiques au niveau de leurs cellules cibles en agissant comme

barrière enzymatique. De plus, en hydrolysant certains peptides, elle favorise leur réab

sorption au niveau du rein et de l’intestin. La fonction physiologique de l’EPN dans un

tissu donné dépend de sa localisation cellulaire, de la disponibilité de ses substrats et de

la présence de récepteurs peptidiques spécifiques. Une liste des peptides hydrolysés par

l’EPN avec leurs sites de coupure est présentée dans le Tableau 1.1.

Tableau 1.1 — Substrats peptidiques de 1’Endopeptidase Neutre

Substrats Sites de clivage et séquence Km(pM) Références

Leu-enképhaline YGGtFL 86;73 (Matsas et al. 1984,

Ghaddar et al. 2000)

Met-eriképhaline YGGtfM 62;17 (Matsas et al. 1984,

Hersh 1984)

D-A1a2-leu- YdAQtFL $8 (Matsas et al. 1984)

enképhaline

Dynorphinei_9 YGGtFtLRRIR 219 (Matsas et al. 1984)

Dynorphine1_13 YGGtFLRRIIRPKtLK n.d. (Hersh 1984)

7-Endorphine YGGtFMTSEKSQTPtLVTL 42;4 (Matsas et al. 1984,

Hersh 1984)

ct-néo-endorphine YGGtFLRKYPK K 500 (Hersh 1984)

f3-néo-endorphine YGGtFLRKYP K 500 (Hersh 1984)

MCH DFDMLRCjMLGRVYRP- 12 (Checler et al. 1992)

CtWQV

LHRH (luliberin) pEHtWStYGtLRPGMNH2 755 (Matsas et al. 1984)

Bradykinine RPPGtFSPtFR 92 (Matsas et aI. 1984)

Substance P RPKPQQTftFGTLMNH2 32; 37,8 (Matsas et al. 1983, Mat-

sas et al. 1984)

Physalaemine EADPNKfFtYGfLMNH2 105 (Matsas et al. 1984)

DimeC7 EQ(IVIeF)(MeG)tLMNH2 2567 (Matsas et al. 1984)

Angiotensine I DRtVYtIHPffHL n.d. (Stephenson & Kenny

1987)

Angiotensine II DRVYtIHPF n.d. (Stephenson & Kenny

1987)

Neurotensin pELYENKPRRPYtIL 78 (Matsas et al. 1984, Skid

gel et al. 1984)

CCK-$ DYMGTWMDtfNH2 67,4 (Matsas et al. 1984,

Kenny et al. 1985)

t identifie les sites de coupures
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Tableau 1.1 — Substrats peptidiques de 1’Endopeptidase Neutre (suite)

Substrats Sites de clivage et séquence Km(pM) Références

CCK-8 (SO3H) DY(S03H)MGtWtMDtFNH2 296 (Matsas

et al. 1984, Kenny

et al. 1985, Durieux

et al. 1985)

Neurokinine A HKTDStFVGfLMNH2 113 (Hooper et al. 1985)

Endothéline-1 CSCS$tLMDKECVYFCHfLDtIIW 2,3 (Vijayaraghavan et al.

1990)

Big endothéline-1 CSCSSLMDKECVYFCHLDII- n.d. (Abassi et al. 1993)

WVtNTPEHVVPYGLGSPRS

a-MSH AcStYStMEtHFRWGKPtVCONH2 n.d. (Deschodt-Lanckman

et al. 1990)

a-hANP SLRRSSCtFGGRMDRIG- 26;34;121 (Kenny et al. 1993)

AQSGLGCNSFRY

pBNP32 SPKTMRDSGCFGR- 111;151 (Kenny et al. 1993, Nor

RfLDRIGSfLSGLGCNVLRRY man et al. 1991)

hCNP-22 GLSKGCFGLKLDRIGSMSG- 2,5;13 (Kenny et al. 1993)

LGC-amide

hBNP32 SPfKMfVQGSGCFGRKM- K = 172;151 (Kenny et al. 1993, Nor

DRfIGSLSGLGCNVLRRY man et al. 1991)

Urodilatine APRLSLRRSSCFGGRMDRIG- 31;62 (Kenny et al. 1993)

AQSGLGCNSfRY

A1_40142 DAEfFRHDSGfYEVHHQKLV- 2,8(1-42) (Howeil et al. 1995, Ta

FfFAEDVGSNKGAfIIGfLMV- kaki et al. 2000, Shirotani

et al. 2001)
GfGVV

OGP ALKRQfGRTfLYGFGG n.d. (Ruchon et al. 2000)

PTHrP1_34 AVSEHQLLHDKGKSIQDLRR- n.d. (Ruchon et al. 2000)

RFFfLHHfLfIAEIHTA

Osteostatin TRSAQLDSGVTGSGLEGDHL- n.d. (Ruchon et al. 2000)

SDT$TTSfLELDSR

Calcitonine CGNLSTCMLGTYTQDFNKffH- .n.d. (Howeil et al. 1993)

TFPQTAIGVGAP

cr-CGRP SCNTATCfVTHRfL- 105 (Katayama et al. 1991,

AGfLLSRSGGfVVK- Davies et al. 1992)

DNffVPTNfVGSEfAFNH2

j3-Endorphine YGGFMTSEKSQTPLVTLFK- K > 500 (Hersh 1984)

NAIIKNAYKKGE

f identifie les sites de coupures
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Tableau 1.1 — Substrats peptidiques de 1’Endopeptidase Neutre (suite)

Substrats Références

f3-Lipotropine6y —69 (Hersh 1984)

NPY (Baraniuk et al. 1990, Fu

jiwara et al. 1993)

PYY (Medeiros &

Turner 1994)

100-200 (Gourlet et aI. 1997)

33;57 (Deschodt-Lanckman

et al. 1988, Pauwels

et al. 1989)

n.d. (Bunnett et al. 1988,

Bunnett et al. 1988)

nU. (Almenoif et al. 1981,

Johnson et al. 1984, Ot

tlecz et al. 1991)

6,1 (Nagatomo et al. 1996)

(Hupe-Sodmann et al.

1995)

(Hupe-Sodmann et al.

1995)

(Hupe-Sodmann et al.

1995)

La première fonction physiologique att.ribuée à FEPN fut celle de neuropeptidase. Dans

le système nerveux central (SNC), l’EPN régule la demi-vie de certains neuropeptides

comme la substance P et les enképhalines et module ainsi la transmission du signal no

ciceptif. De plus, de récentes évidences suggèrent qu’ulle diminution de l’expression de

l’EPN dans certaines régions du cerveau favorisait le développement de la maladie d’Alz

heimer (revue par: Carson & Turner (2002)). L’importance physiologique de l’EPN a

également été démontrée dans d’autres systèmes tels que dans la différenciation et la pro-

Km(pM)

19

n.d.

n.d.

15 (Gourlet et al. 1997)

Sites de clivage et séquence

YGGFMTSEK

YPSKPDNPGEDAPAEDMA

RYY$ALRHINLITRQRYNH2

YPIKPEAPGEDASPEEL

NtRYYASLRHYLNLVTRQRY

NH2

VIP HSDAVFTDNYTRLRKQMAV

KKYtLNStILNNH2

PACAP (1-2f) HSDGIFTDSYSRYRKQMAV

KKYtLAAtVLNH2

Gastrin pEGPWtLEEEEAtYGIWM

DtFNH2

Gastrin-releasing- GNRWAVGHLMN2

peptide(GRP1O)

Oxytocine CYIQNCPtLGG2

Proadrenomeduflin ARtLDVASEtFRKKtWN

(PAMP) KtWtAtLSRCONH2

GLP-1 (736) HAEGTfTSDfVSStYTLEGQA

AKEtFI-IAWffNKGR-NH9

Glucagon HSQGTfTSDYSKYLDSRRA

QDFVQWLMNT

Secretin HSDGTFTSELSRLREGARL

QRLLQGLV

t identifie les sites de coupures

n.d.

n.d.

n.d.
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C lifération cellulaire, l’inflammation et le transit gastrointestinal. Finalement, avec l’enzyme

de conversion de l’angiotensine, l’EPN joue un rôle déterminant dans la régulation de la

pression artérielle et dans le maintien de l’équilibre eau-électrolyte. L’implication de 1’EPN

dans chacune de ces fonctions sera décrite dans les sections qui suivent.

1.4.7 Modulation du signal nociceptif

L’EPN et son transcrit se retrouvent dans plusieurs régions du système nerveux central

de mammifères. Elle est particulièrement abondante dans le plexus choroïde du quatrième

ventricule, le noyau caudé, la substance noire, le putamen, le noyau accumbens, le tubercule

olfactif, la couche glomérulaire du bulbe olfactif, le gyms dentelé et la substance gélatineuse

de l’épine dorsale (Waksman et al. 1984, Waksman et al. 1986, Gaudoux et al. 1993, Matsas

et al. 1986, Pollard et al. 1989, Back & Gorenstein 1989a, Back &r Gorenstein 1989 b, Back &

Gorenstein 1990, Back & Gorenstein 1994). Au niveau cellulaire, l’EPN est principalement

localisée dans les neurones mais on la retrouve également associée à la membrane plasmique

des oligodendrocytes, des astrocytes et des cellules de Schwann dans le système nerveux

périphérique (Kioussi & Matsas 1991, Kioussi et al. 1992, Marcel et al. 1990, Matsas

et aL 1986, Waksman et al. 1986). Dans les neurones, l’EPN est principalement localisée

dans les membranes synaptiques et axonales mais on a également pu la détecter dans les

dendrites et le périkaryon (Bamnes et al. 1988).

Les premières études pharmacologiques ont suggéré que l’EPN est impliquée dans l’in-

activation des enképhalines. Les enképhalines sont des neuropeptides qui, lorsqu’ils se lient

à leurs récepteurs ii et , procurent un effet antinociceptif ressemblant à celui de la mor

phine. Ainsi, leur dégradation par l’EPN et l’aminopeptidase N permettrait la modulation

de la durée et de l’intensité de l’effet antidouleur. Plusieurs études ont démontré que l’EPN

est concentrée dans les structures du système nerveux impliquées dans la perception de

la douleur et dans l’analgésie (Waksman et al. 1987, Waksman et al. 1986). En effet, sa

distribution dans le cerveau est étroitement reliée au patron d’expression des enképha

lines et de leurs récepteurs. De plus, l’inhibition spécifique de l’EPN par le thiorphan

provoque un effet analgésique modéré chez la souris et bloque complètement la formation

d’un métabolite spécifique des enképhalines endogènes (Roques et al. 1980). Toutefois,

une récente étude démontre que l’élimination génétique de l’EPN, contrairement à son
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inhibition pharmacologique, induit l’hyperalgésie plutôt qu’une analgésie provoquée par

les enképhalines (Fischer et al. 2002). Cette hyperalgésie impliquerait la bradykinine, un

autre bon substrat de l’EPN. De plus, les niveaux d’enképhalines chez les souris déficientes

en EPN (EPN —/—) ne semblent pas augmentés. Dans certains tissus tels que l’hypotha

lamus et la moôlle épinière la concentration d’enképhalines est même diminuée (Fischer

et al. 2002, Siems et al. 2000). Une première étude suggérait par contre que l’absence

d’EPN provoquait un effet antinociceptif modeste chez la souris (Sana et al. 1997). Selon

les auteurs, la différence observée entre les deux études serait due à la méthode expéri

mentale. Clairement, d’autres études sont nécessaires afin d’expliquer ces résultats plutôt

surprenants.

Les enképhalines ne sont pas les seuls neuropeptides modulant la nociception. La sub

stance P, abondante dans la substance noire est aussi impliquée dans le contrôle de la per

ception de la douleur (Oblin et al. 1989). Des études immunohistochimiques ont permis de

colocaliser la substance P et l’EPN dans certaines synapses de la substance noire (Barnes

et al. 1993a, Barnes et aï. 1993b). Par ailleurs, Mauborgne et al. (1987) ont observé que

l’inhibition de l’EPN pouvait protéger partiellement la dégradation de la substance P en

dogène contenue dans des coupes histologiques de cerveau de rat (Mauborgne et al. 1987).

De plus, la constante de spécificité (kcat/km) de l’EPN pour ce peptide est 4.5 fois plus

grande que pour les enképhalines, ce qui en fait un des meilleurs substrats de l’enzyme

in vitro (Matsas et al. 1983, Matsas et al. 1984). Cependant, puisque la substance P est

souvent retrouvée en association avec d’autres neuropeptides, il est possible qu’elle ne

constitue pas l’unique substrat de l’EPN dans ces synapses. Bien qu’aucune étude in vivo

n’ait démontré clairement l’implication de l’EPN dans la modulation de la concentration

de ce peptide dans le système nerveux ceiltral, son importance est maintenant incontestée

dans d’autres phénomènes tels que l’inflammation.

1.4.8 Rôle de 1’EPN dans la maladie d’Alzheimer

Le peptide amyloïde beta (A13) est un peptide produit constitutivement et métabolisé

dans les conditions normales mais dont la fonction physiologique demeure encore mal ca

ractérisée. Son accumulation sous forme de plaques séniles au niveau du cerveau constitue

un facteur important dans la longue cascade menant à la maladie d’Alzheimer (revue par
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C Octave (1995), Price & Sisodia (1998), Janus et al. (2000), Steiner et al. (1999), Hart

manu (1999), et Gandy & Petanceska (2001)). Le peptide Af3 peut également s’accumuler

au niveau des parois des petites artères des leptoméninges et du cortex cérébral cau

sant ainsi une angiopathie cérébrale de type amyloïde (CAA) (Nostrand 2000, Nostrand

et al. 2002, Yamada 2000, Yamada et al. 1988, Burgermeister et al. 2000). Ce type d’angio

pathie ne se retrouve pas uniquement chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer

mais également chez plus de la moitié des personnes âgées de plus de soixante-dix ans

(Yamada et al. 1987). L’accumulation du peptide P43 constitue donc un facteur important

non seulement dans la maladie d’Alzheimer mais également dans le processus naturel de

vieillissement chez l’homme. La quantité de peptides P43 présent dans le cerveau dépend

de l’équilibre entre sa synthèse et sa dégradation. L’accumulation du peptide peut donc

provenir soit d’une augmentation de sa synthèse, soit d’une diminution de sa dégradation.

Depuis plusieurs années. les recherches effectuées sur la maladie d’Alzheimer se concen

traient surtout sur les mécanismes de formation du peptide A13 et sur sa polymérisation en

fibrille. Ainsi il a été démontré que la synthèse, la traduction et/ou la maturation excessive

ou anormale de l’APP (protéine précurseure amyloïde) mènent à l’accumulation de peptide

Af3 et à la maladie d’Alzheimer (Thinakaran 1999, Octave 1995, Yankner 1996, Janus et al.

2000). Récemment, plusieurs études ont démontré l’importance des peptidases/protéases

dans le mécanisme de dégradation et d’élimination du peptide P43. En effet, plusieurs pro

téases ont été proposées comme enzymes de dégradation du peptide amyloïde-f3. Parmi

celles-ci on retrouve l’enzyme de dégradation de l’insuline (IDE), l’enzyme de conversion

de l’angiotensine (ACE), la thimet oligopeptidase, l’enzyme de conversion de l’endothéline

(ECE) et l’EPN. De plus en plus d’études suggèrent que l’EPN constitue un candidat de

choix en tant qu’enzyme de dégradation du peptide A13. En effet, une importante étude par

Iwata et al. (2000) suggère pour la première fois que l’enzyme principalement responsable

de la dégradation du peptide amyloïde-3i_t2 soit l’EPN ou une enzyme dont l’activité

est très apparentée. L’administration chronique de thiorphan et de phosphoramidon au

niveau de l’hippocampe de rat cause l’accumulation de peptide A1_42 endogène. De plus,

il existe treize sites potentiels de clivage par 1’EPN dans le peptide A13 et l’enzyme pu

rifiée est capable d’hydrolyser au moins cinq de ces sites avec un km de 2,5 pI\’l (Howeli

et al. 1995, Takaki et al. 2000). Cette haute affinité pour le peptide Aj31_42 reflète peut-

être le fait que le peptide contient une séquence ressemblant aux tachykinines (Yankner
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Q et al. 1990, HoweIl et al. 1995) qui sont parmi les meilleurs substrats de l’EPN in vitro

et in vivo (Matsas et al. 1984). Finalement, parmi les enzymes de la famille sensibles au

phosphoramidon et au thiorphan l’EPN est de loin la plus efficace à dégrader le peptide

Af31_42 (Shirotani et al. 2001).

Suite à ces travaux, plusieurs études in vivo sont venues appuyer les premières évidences

suggérant le rôle neuroprotecteur de l’EPN dans l’étiologie de la maladie d’Alzheimer. Par

exemple, Iwata et al. (2001) ont démontré que les niveaux de peptide AI31_ et Aj3142

endogènes et exogènes sont augmentés chez les souris déficientes en EPN comparative

ment aux souris de type sauvage et ce, dans les régions normalement plus susceptibles

à l’accumulation du peptide. Une réduction substantielle de la dégradation du peptide

Aj31_42 exogène radiomarqué a également été observée chez les souris EPN——. Par contre,

le catabolisme du peptide AJ3142 n’est pas complètement éliminé chez ces souris, ce qui

suggère l’implication de d’autres peptidases dans la dégradation du peptide. Par ailleurs,

la surexpression de l’EPN dans les neurones in vivo et in vitro réduit de façon importante

l’accumulation de peptide Aj3142 ainsi que les lésions cérébrales apparentées chez la souris

(Hama et aÏ. 2001, Mohajeri et aÏ. 2002, Marr et aÏ. 2003, Fukami et al. 2002).

Le niveau d’expression de l’EPN dans le cerveau de rongeurs et d’humains fut également

abondamment étudié. Chez la souris, l’expression de l’EPN semble diminuer avec le temps.

En effet, une diminution importante des niveaux d’expression de l’EPN au niveau de l’hip

pocampe et de certaines régions du gyrus dentelé fut rapportée (Iwata et al. 2002, Apelt

et al. 2003). Des études immunologiques démontrent une diminution de plus de 80% de la

densité du marquage histologique dans ces deux régions chez les souris âgées de 132 se

maines comparativement aux souris âgées de 10 semaines (Iwata et al. 2002). Ces régions

correspondent aux zones cérébrales où la pathologie s’installe dans les modèles animaux

de la maladie d’Alzheimer et où on peut observer une perte des synapses fonctionnelles

chez l’humain. Par ailleurs, des niveaux réduits du transcrit de l’EPN ont été détectés

chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer comparativement aux sujets non at

teints (Yasojima et al. 2001, Yasojima et al. 2001, Reilly 2001, Carpentier et al. 2002,

chapitre 2). Une diminution d’environ 50% de l’ARNm de l’EPN fut observée dans les

régions profondément atteintes par la maladie tandis qu’aucune variation de l’expression

ne fut détectée dans les régions qui accumulent peu ou pas de peptide A13. Les régions

qui expriment davantage du transcrit de l’EPN semblent d’ailleurs moins susceptibles à
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C la formation de plaques que celles qui en expriment moins (Yasojima et al. 2001, Yaso

jima et al. 2001, Akiyama et al. 2001). Finalement, nos études immunohistochimiques ont

démontré que l’expression de l’EPN est diminuée de façon importante dans les neurones

pyramidaux de l’hippocampe soulignant encore une fois l’importance de l’EPN dans le

catabolisme du peptide Af3 (Carpentier et al. 2002, chapitre 2). Nous avons démontré

que l’EPN est abondamment exprimée au niveau de la vasculature cérébrale et que son

expression est réduite chez les sujets atteints de la maladie d’Alzheimer. La corrélation

inverse observée entre l’accumulation de peptide Af3 et les niveaux d’EPN suggère un rôle

important pour FEPN dans l’angiopathie cérébrale de type amyloïde (CAA)(chapitre 2).

Toutes ces observations suggèrent que la diminution de l’expression de l’EPN pourrait être

reliée à la maladie d’Alzheimer et à l’accumulation normale de peptide Af3 observée chez

l’humain lors du vieillissement.

Finalement, deux récentes études génétiques suggèrent que des polymorphismes asso

ciés au gène de l’EPN pourraient augmenter le risque d’être atteint de la maladie d’Alzhei

mer ou encore de souffrir de CAA. En effet, un polymorphisme biallélique situé dans la

région 3’UTR du gène de l’EPN fut identifié dans un échantillon représentatif de la popula

tion de Catalogue (Clarimon et al. 2003). Le premier polymorphisme identifié correspond à

une substitution C/T située 159 nucléotides en aval du codon de terminaison de la traduc

tion. Cette substitution augmenterait les risques d’être atteint de la maladie d’Alzheimer

de 2,74 fois (p < 0,05) chez les sujets de moins de 75 ans. Le deuxième polymorphisme

identifié correspond à une variation dans le nombre de répétitions GT retrouvées dans la

région promotrice située en amont de l’exon 1 du gène de l’EPN (Yamada et al. 2003). Une

corrélation entre le nombre de répétitions et la sévérité du CAA fut observée (p < 0,024).

En effet, les sujets présentant moins de 40 répétitions GT démontraient une angiopathie

beaucoup plus sévère que les patients présentant plus de 40 répétitions. Ce polymorphisme

n’est toutefois pas associé avec une augmentation de la probalilité de développer la ma

ladie d’Alzheimer (Yamada et al. 2003, Oda et al. 2002, Lilius et al. 2003). Ces résultats

suggèrent donc une association entre un polymorphisme de I’EPN et le risque de dévelop

per une angiopathie cérébrale de type amyÏoïde. Des études ultérieures impliquant un plus

grand nombre d’échantillons de la population et des sujets d’origine ethnique différente

seront nécessaires afin de confirmer l’importance des polymorphismes de l’EPN dans le

développement de la maladie d’Alzheimer et de l’angiopathie cérébrale de type amyloïde.
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C 1.4.9 Régulation de l’équilibre hydro-sodé et de la pression arté

rielle

C’est dans le rein que l’on retrouve la plus grande concentration d’EPN. En effet,

l’enzyme constitue 4 à 5 ¾ de la masse protéique des cellules épithéliales de rein (Kerr

Kenny 1974b, Kerr & Kenny 1974a). L’EPN est ancrée dans la bordure en brosse des

tubules proximaux droits et contournés où elle participe au maintien de l’équilibre hydro

sodé. L’EPN agit sur la pression artérielle et sur l’équilibre eau-électrolyte en dégradant

plusieurs peptides vasoactifs tels que 1’ANP, les kinines (comme la bradykinine), la sub

stance P, l’endothéline-l (l’ET-l) et l’angiotensine II (Angli) (Wilkins et al. 1993, Vlahovic

& Stefanovic 1998, Corti et al. 2001, Wilkins 1993, Sonnenberg et al. 1988). L’hydrolyse

de ces peptides ne s’effectue pas uniquement au niveau du rein, l’enzyme présente dans

les vaisseaux sanguins, les poumons et le cerveau participe également à la dégradation de

ces peptides (Gros et al. 1990, Llorens-Cortes et al. 1992, Boume & Kenny 1990, $oleilhac

et al. 1992).

L’ANP est synthétisé au niveau des oreillettes du coeur et les kinines sont produites

par le tubule distal du rein. Ces peptides ont la capacité de diminuer la pression artérielle

en favorisant la diurèse et la natriurèse (Carretero & Scicli 1991, Erdos 1990). Quant à la

substance P, elle est relâchée par les neurones sensoriels au niveau des vaisseaux sanguins

causant leur vasodilatation et entrainant un effet hypotenseur. Ainsi, la modification des

concentrations circulantes de ces peptides dans le plasma, les tissus et l’urine par l’EPN

constitue un moyen de contrôler la pression artérielle. Le rôle de 1’EPN dans l’hydrolyse de

ces peptides bioactifs a été démontré in vivo par l’administration d’inhibiteurs de l’EPN.

Ce traitement résulte en une augmentation des niveaux plasmatiques et urinaires d’ANP

associée â une augmentation de la diurèse et une diminution de la pression sanguine

(Lecomte et al. 1990). De plus, l’inhibition de l’EPN rénale par le phosphoramidon double

l’excrétion urinaire des kinines intactes. Une récente étude a démontré que les inhibiteurs

de l’EPN potentialisent aussi la signalisation des kinines en permettant la resensibilisation

des récepteurs B2 des kinines au ligand (Deddish et al. 2002). Cette resensibilisation est

dépendante de la présence de Ï’EPN à la membrane puisqu’une forme soluble de l’EPN

est incapable de resensibiliser le récepteur.

L’Endothéline est produit par les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins et consti
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C tue un vasoconstricteur puissant (revue par: Schiffrin Touyz (1998),Schiffrin (2001a)

Schiffrin (2001 b). Au niveau du rein, l’ET est sécrété par les cellilles médullaires du tube

collecteur où il diminue localement le flot sanguin ralentissant ainsi la filtration glomé

rulaire (Kohan 1991). Ceci rédllit le volume urinaire et contribue à l’augmentation de la

pression artérielle. L’a.ngiotensine II agit également comme vasoconstricteur. Sa présence

favorise la rétention de sels et d’eau ce qui induit une augmentation de la pression san

guine. Ainsi, en hydrolysant ces peptides, l’EPN agirait ici e tant qu’hypotellseur. Par

coilséquent, l’enzyme serait impliquée dans deux mécanismes opposés de régulation de la

pression sanguine. Toutefois, l’EPN semble contribuer de façon plus importante au ca

tabolisme des peptides hypotensifs puisque son inhibition sélective chez l’humain semble

conduire à une faible baisse de la pressioll artérielle chez les patients normotensifs et hy

pertensifs essentiels (revue par: Roques (1998)). De plus, les souris déficientes en EPN ont

une pression sanguine moyenne réduite de 20% par rapport aux souris de type sauvage

(LII et al. 199f). En revanche, cet effet hypotensif ne semble pas résulter d’une diminution

de la dégradation de l’ANP, des kinines ou de la SP. La concentration plasmatique d’ANP

chez ces souris reste inchangée et l’adrnillistration d’antagonistes des récepteurs de la SP

et des kinines n’a aucun effet sur la différence de pression observée. Encore une fois, le

phénotype observé suite à l’élimination génétique de 1’EPN vient souligner la complexité

du système.

1.4.10 Régulation de la réaction inflammatoire

Plusieurs études ont permis de mettre en évidence le rôle de 1’EPN dans la réaction

inflammatoire. L’EPN intervient dans le contrôle de l’inflammation neurogéiique de plu

sieurs tissus tels que les voies respiratoires et l’intestin de même que dans la modulation

du choc septique (Koehne et al. 1998, Nadel 1992, Nadel 1990, Nadel 1991, Kirkwood

et al. 2001).

Lorsque les neurones sensoriels de certains tissus sont stimulés par des voies chimiques

ou électriques, ils relâchent des tachykinines dont la substance P (Borson 1991, Nadel

1992). Ce neuropeptide, lorsqu’il interagit avec son récepteur, déclenche alors une réaction

inflammatoire. ER dégradant les tachykinines, l’EPN permet de moduler l’intensité et la

durée de l’inflammation neurogénique.
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C Au niveau des voies respiratoires, l’EPN est exprimée dans plusieurs types cellulaires

comme les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses, les glandes, les vaisseaux

sanguins et les neurones (Borson et al. 1989). Elle est colocalisée soit avec des neurones

sensoriels contenant des tachykinines soit avec leurs récepteurs. L’inflammation neurogé

nique est une caractéristique commune à plusieurs maladies respiratoires chroniques telles

que l’asthme, la bronchite chronique et la fibrose kystique. De plus, certains produits chi

miques, la fumée de cigarette et certaines infections virales peuvent diminuer l’activité de

l’EPN dans les voies respiratoires et ainsi provoquer la toux, des sécrétions anormales, une

augmentation de la perméabilité vasculaire et la bronchoconstriction (Borson et al. 1989).

Il a été observé que les voies respiratoires supérieures de furets et de rats ayant des in

fections virales communes (ex. l’influenza, le coronavirus) présentent une inflammation

neurogénique exagérée et montrent une diminution de l’activité de l’EPN par rapport aux

sujets normaux.

Parallèlement, plusieurs travaux ont démontré que l’inhibition pharmacologique de

1’EPN permet de potentialiser les effets de la substance P (revue par Nadel (1992)). Ainsi,

de plus grandes concentrations de substance P peuvent atteindre leur récepteur causant

ainsi une réaction inflammatoire accrue. Au contraire, l’activité de l’EPN peut être aug

mentée soit par la prise exogène de l’enzyme soit par une augmentation de son expression.

En effet, l’inhalation d’EPN recombinante permet de prévenir la toux induite par la sub

stance P exogène (Kohrogi et al. 1989). Enfin, plusieurs études ont démontré que l’effet

anti-inflammatoire des glucocorticoïdes dans les maladies des voies respiratoires est par

tiellement due à une augmentation de l’expression de l’EPN (Borson Gruenert 1991).

L’EPN est également impliquée dans la régulation de l’inflammation du système res

piratoire causée par une infection bactérienne. Dans ce cas, l’EPN agit non pas sur la

substance P mais sur un peptide bactérien. Les bactéries libèrent plusieurs peptides tels

que le N-formyl-methionyl-leucyl-phéllylalanine (fiviLf) qui se lient à des récepteurs situés

à la surface des neutrophiles. La liaison du fMLf aux récepteurs mène à la libération

de molécules chimioattractives qui provoquent une réaction inflammatoire. L’EPN située

à la surface des neutrophiles dégrade le fJVILF ce qui permet de moduler la chémotaxie

et par conséquent la durée et l’intensité de l’inflammation (Connelly et al. 1985, Pain

ter et al. 1988). De plus, il a été démontré que l’inhibition de l’EPN des neutrophiles

potentialise l’effet du fMLF (Shipp et al. 1991, Shipp et al. 1990, Painter Aiken 1995).
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C Récemment, l’EPN fut impliquée dans la régillation de l’inflammation neurogénique

de l’intestin. En plus des neurones, l’EPN est exprimée dans plusieurs types cellulaires de

l’intestin comme les entérocytes, les myocytes et les cellules endothéliales. La Toxine A

(TxA) de Ctostrodium difficile induit une inflammation neurogénique aigué accompagnée

de diarrhée au niveau de l’intestin. L’injection intestinale de TxA chez les souris déficientes

en EPN réduit la concentration limite de TxA nécessaire à l’observation de l’inflammation

et augmente l’intensité de la réaction inflammatoire par plus de deux fois (Kirkwood et al.

2001). Cette exacerbation de l’inflammation est prévenue par l’administration préalable

d’EPN recombinante. Parallèlement à ceci, l’inhibition de l’EPN des souris de type sauvage

par le phosphoramidon augmente l’intensité de la réaction inflammatoire induite par la

TxA. Ici encore, c’est en métabolisant la substance P que Ï’EPN module l’intensité de la

réaction.

Finalement, la participation de l’EPN dans la modulation du choc septique a également

été démontrée. Le choc aux endotoxines chez la souris peut être provoqué par l’injection

de molécules comme le LP$ de Saïmonetta eriteTiditis. Les souris déficientes en EPN sont

dix fois plus sensibles au LP$ et cent fois plus susceptibles de mourir d’un choc septique

que les souris de type sauvage (Lu et al. 1996, Lu et al. 1995). Ainsi, il semblerait que

l’EPN joue un rôle protecteur contre le choc aux endotoxines en diminuant la réaction

inflammatoire. Cependant, le mécanisme d’action spécifique de l’EPN dans la modulation

de la réaction au choc septique demeilre encore inconnu.

1.4.11 Digestion des peptides du bol alimentaire et régulation du

transit gastro-intestinal.

Selon le type cellulaire où elle est exprimée, l’EPN intestinale peut soit participer à

la digestion de peptides du bol alimentaire soit réguler le transit gastro-intestinal. L’en

zyme exprimée dans la bordure en brosse des cellules épithéliales de l’intestin hydrolyse

les peptides ingérés favorisant ainsi leur absorption a niveau du tractus gastro-intestinal.

D’autre part, l’EPN exprimée dans les cellules musdillaires lisses et les neurones régule

le transit gastro-intestinal en modulant la concentration de certains neuropeptides tels

que la substance P et les enképhalines (Nau et al. 1985, Marcais-Collado et al. 1987).

En hydrolysant la substance P a niveau de son site effecteur, l’enzyme du muscle lisse
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C et des neurones pourrait réguler le péristaltisme intestillal (Matsas et al. 1983, Bullnett

et al. 1985. Bunnett et al. 1988, Bunnett et al. 1988). Contrairement à la substance P. les

enképhalines ont la propriété de réduire le mouvement gastro-intestillal en agissant sur le

transport des fluides et des ions à travers la membrane de la muqueuse intestinale ($chang

et al. 1986, Coiipar 1987). L’inhibition de l’EPN dans cet organe potentialise l’effet des

enképhalines et de la substance P sur la contraction des muscles lisses. L’augmentation

de l’activité de ces neuropeptides est le résultat de l’augmentation de leur concentra

tion à proximité de leur récepteur (Djokic et al. 1989, Menozzi et al. 1991). L’action de

l’EPN myentérique et entérique de la sous muqueuse sur les enképhalines serait domi

nante puisque des inhibiteurs sélectifs de PEPN tels que le thiorphan présentent un intérêt

pharmacologique pour leur effet antidiarrhéique.

1.4.12 Différenciation et prolifération cellulaire

Le diagnostiqile des leucémies humaines a été facilité par l’utilisation d’anticorps mo

noclonaux reconnaissant un antigène spécifique à la surface des cellules cancéreuses. Cet

antigène nommé CALLA (Cominon Acute Lymphoblastic Leukemia Antigen) est présent

à la surface des cellules malignes dans 80% des cas de leucémie lymphoblastique aiguê de

type pré-B (Greaves 1975, Greaves et al. 1983). Le clonage et la caractérisation de l’ADNc

de CALLA en 1988 a démoiltré que ce marqueur lymphoblastique était identique à l’EPN

(Letarte et al. 1988, $hipp et aÏ. 1988). L’expression de l’EPN n’est pas restreinte aux

lymphoblastes malins. On la retrouve également à la surface des lymphocytes normaux

et en plus faible quantité sur les cellules B et T matures (Beaumont et al. 1989, Mari

et al. 1992, Mari et al. 1994, Guerin et aÏ. 1997). L’EPN serait impliquée dans la ma

turation et la différenciation des lymphocytes en modulant la concentration d’un signal

peptidique qui reste encore à être identifié (revue par LeBien (1989)).

Par ailleurs, l’EPN peut moduler la prolifération et la migration de certains types cellu

laires tels que les cellules épithéliales du sein (Burns et al. 1999), des poumons (Yamazaki

et al. 2001, Ganju et al. 1994) et de la prostate (Cohen et al. 1996). L’enzyme régulerait

la migration et la prolifération cellulaire en inactivant certains peptides comme les BLPs

(bombesin-like peptides) et l’ET-l ($unday et al. 1992, King et al. 1993, Shipp et al. 1991).

Les carcinomes pulmonaires expriment très peu ou pas d’EPN à leur surface. Ainsi, les
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C carcinomes plllmonaires à petites cellules se développent ulliquement chez les fumeurs pré

sentant ue diminution de l’expression de l’EPN et une augmentation de la concentration

des BLPs dans leur fluide bronchoalvéolaire (Shipp & Look 1993). De plus, la croissance in

vitro de cellules épithéliales pulmonaires foetales est inhibée par l’ajout d’EPN recombi

nante dans le milieu de culture. À l’inverse, l’inhibition de l’ellzyme stimule la prolifération

de ces cellilles. Ces études ont révélé un lien direct entre la diminution de l’expression de

l’EPN. l’augmentation des BLPs et le développement de cancers pulmonaires.

La perte de l’EPN constitue également un événement précoce et fréquent dans le

développement de cancers de la prostate hormono-sensibles chez l’humain (Freedland

et al. 2003, Papandreou et al. 1998). De pulls, les lignées cellulaires issues de cancers de

la prostate qui expriment l’EPN n’ont pas la capacité de migrer (cellules dites bénignes)

alors que les lignées cellulaires qui n’expriment pas l’EPN montrent une migration cellu

laire dépendante de la présence de bombésine. Toutefois, l’action protectrice de l’EPN ne

semble pas uniquement due à sa capacité d’hydrolyser la bombésine. En effet, une étude

récente a démontré que l’expression d’une forme inactive de l’EPN est capable d’inhiber

partiellement la migration cellulaire (Sumitomo et al. 2000, Shen et al. 2002). Ces résultats

suggèrent que l’EPN pourrait agir à un autre niveau qui serait indépendant de la dégrada

tion de substrats peptidiques. Des études de coimmunoprécipitaion ont montré que l’EPN

s’associe avec la Lyn kinase phosphorylée pour ensuite former un complexe avec la PI-3

kinase (Sumitomo et al. 2000, Ganju et al. 1996). La formation de ce complexe inhiberait

de façon compétitive l’association de la PI-3 kinase avec FAK (focal adhesion kinase) aux

points de contacts focaux, nécessaire à la migration cellulaire. Ainsi, l’EPN semble pouvoir

inhiber la migration des cellules épithéliales prostatiques de deux façons soit en dégradant

des substrats peptides, soit en interagissant avec des protéines de la voie de signalisation.

On peut maintenant penser que la fonction de 1’EPN est beaucoup plus complexe et que

l’enzyme pourrait interagir avec d’autres protéines dans d’autres types cellulaires. Le rôle

physiologique de l’EPN ne se limiterait donc pas à l’hydrolyse de substrats peptidiques.

1.4.13 Forme sécrétée de l’EPN dans les fluides physiologiques

Bien que l’EPN ait été caractérisée comme une protéine transmembranaire de type

II dans la plupart des tissus, une forme soluble de la protéine fut identifiée pour la pre
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C mière fois en 1984 dans le sérum humain (Almenoif et al. 1984). Depuis, d’autres liquides

physiologiques tels que Ï’urille (Marco et al. 1998, Aviv et al. 1995, Nortier et al. 1997),

le sang (Deschodt-Lanckman et al. 1989, Gros et al. 1990, Johnson et al. 1985, Nortier

et aï. 1995), le liquide amniotique, le liquide synovial (Appelboom et al. 1991, Matucci

Cerinic et al. 1993), le liquide cérébrospinal ($pilÏantini et al. 1990) et les sécrétions nasales

(Ohkubo et al. 1994, Ohkubo et al. 1993) semblent contenir une forme soluble de la pro

téine. Cette forme soluble de Ï’EPN est toutefois présente e très faible quantité ce qui

a souvent empêché sa détection immunologique et sa purification. Sa concentration dans

les liquides physiologiques serait augmentée suite à différents stress ou conditions patho

logiques tels que l’arthrite rhumatoïde, différentes maladies respiratoires, l’insuffisance ré

nale et la sarcoïdose (Matucci-Cerinic et al. 1993, Johnson et al. 1985, Deschodt-Lanckman

et al. 1989). L’origine et la fonction physiologique réelle de cette forme soluble d’EPN res

tent encore inconnues mais il fut suggéré que l’EPN pourrait participer à la régulation de

l’inflammation dans plusieurs de ces coilditions. Jusqu’à ce jour, aucune évidence ne per

met de déterminer si la sécrétion de la forme soluble de l’EPN dans ces fluides constitue un

phénomène physiologique régulé. Il fut suggéré que l’enzyme soluble proviendrait plutôt

de la dégradation naturelle des cellules. Ainsi, dans certaines conditions pathologiques où

davantage de cellules sont endommagées, une plus grande quantité d’EPN serait libérée

de la membrane. La purification de la forme soluble de l’EPN et le séquençage de son

extrémité amino-terminale permettront certainement de mettre en lumière l’origine de la

protéine dans ces liquides physiologiques.

1.4.14 Autres fonctions

De par sa capacité à hydrolyser une variété de peptides in vitro, il fut proposé que

Ï’EPN possède plusieurs autres fonctions physiologiques. L’enzyme pourrait notamment

être impliquée dans la régulation du métabolisme osseux, dans la reproduction et dans la

régulation de certains comportements tels que l’appétit et la consommation d’alcool.

Dans le tissus osseux, des études d’irnmunohistochimie et d’hybridation in situ ont

démontré que l’EPN est associée aux précurseurs ostéoblastiques, aux préostéoblastes,

aux ostéoblastes et aux ostéocytes (Howeil et al. 1995, Ruchon et al. 2000). De plus, mi

retrouve davantage d’EPN dans les os de nouveau-nés comparativement aux os de souris
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Ç adultes (Ruchon et al. 2000). L’accumulation d’un inhibiteur tritié de 1’EPN fut également

observée dans les plaques de croissance osseuse (Dutriez et aÏ. 1992). Ces résultats sug

gèrent une relation entre l’enzyme et la croissance du tissus osseux. De plus, Ruchon et al.

(2000) ont récemment démontré que Ï’EPN est capable d’hydrolyser in vitro de nombreux

peptides impliqués dans le métabolisme osseux tels que l’ostéostatine, l’c-CGRP, l’OGP,

le PTHrP(l_34) et la calcitonine. Toutefois, les souris déficientes en EPN ne semblent pas

démontrer de problèmes particuliers au niveau de l’os (Geneviève Hélie communication

personnelle). Des évidences supplémentaires sont nécessaires afin de clairement impliquer

l’EPN dans la physiologie de l’os et le maintien de l’homéostasie du calcium.

L’EPN se retrouve également dans les organes reproducteurs mâle et femelle. Elle fut

identifiée plus précisément dans les cellules granulosa des follicules d’ovaires de lapin, dans

les cellules de la corona radiata ainsi que dans les cellules endothéliales de la vasculature

ovarienne (Zappulla & DesGroseillers 2001, Howell et al. 1991). Un bon nombre de peptides

colocalisent avec l’EPN dans ces régions et sont des substrats physiologiques de l’EPN dans

d’autres tissus. Par exemple, les niveaux de bradykinine varient au cours de l’ovulation

et il fut démontré que ce peptide est impliqué dans le processus de rupture du follicule.

Ainsi, l’EPN pourrait jouer un rôle dans le processus d’ovulation en régulant les niveaux

de bradykinines critiques pour ce processus. D’autres études ont démontré la présence de

l’EPN dans les cellules de l’endomètre et du myomètre utérin (Casey et al. 1991, 1mai

et al. 1992, Ottlecz et al. 1991, Riley et al. 1995). Chez les femmes, l’expression de l’EPN

et de son transcrit, dans les cellules endométriales, varie en fonction de la phase du cycle

menstruel (Casey et al. 1991). Dans l’utérus de rat et de mouton, l’activité de l’EPN

dans le myomètre est présente en quantité croissante pendant la grossesse et pourrait

possiblement inhiber les contractions du muscle lisse pendant cette période en inactivant

certains peptides tels que l’ET-l et l’oxytocine (Riley et al. 1995, Ottlecz et al. 1991). Il fut

également suggéré qu’une diminution de l’activité de l’EPN durant la période précédant

les menstruations causerait une augmentation d’endothélines qui serait alors responsable

de la constriction des artérioles dans l’endomètre utérin (Head et al. 1993, Salamonsen

et al. 1992). Finalement, l’EPN fut également identifiée au niveau de la membrane apicale

des cellules épithéliales de la prostate ainsi que dans les prostasomes (Renneberg et al.

2001, Fernandez et al. 2002). L’EPN ainsi présente dans la semence, dans les ovaires et

dans l’utérus pourrait contrôler l’action de certains peptides afin de participer de façon
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C directe ou indirecte au processus de reproduction.

Finalement, une étude récente par Frette et al. (1998) suggère que la consommation

chronique d’alcool serait associée à ne variation des niveaux d’activité EPN dans le sérum

humain. De plus, il semblerait que les souris déficientes en EPN consomment non seulement

davantage de nourriture (‘--‘ 30% de plus) mais également plus d’alcool (‘ 40% de plus)

comparativement aux souris de type sauvage (Siems et al. 2000). Cette augmentation de

la consommation d’alcool ne serait pas associée à une consommation accrue de fluide ni

à une variation de la dégradation des enképhalines. Des études filtures seront nécessaires

afin d’identifier le/les peptides impliqué(s) dans ces comportements et de confirmer le rôle

de l’EPN dans la régulation de la consommation d’alcool et de nourriture.

1.5 ECE

Les endothélines sont de petits peptides impliqués dans une variété de fonctions phy

siologiques (revue par: Goraca (2002),Schiffrin & Touyz (1998), Schiffrin (2001a), Iglarz &

Schiffrin (2003)). En plus de leurs activités autocrines et paracrines, ces hormones pepti

diques possèdent une activité vasoconstrictrice très puissante et sont donc impliquées dans

diverses maladies cardiovasculaires telles que l’hypertension et l’insuffisance cardiaque.

Trois types d’endothélines, encodés par trois gènes distincts, ont été caractérisés: ET-1,

ET-2 et ET-3 (moue et al. 1989). Les endothélines sont d’abord synthétisés sous forme

de précurseurs peptidiques inactifs qui sont ultérieurement maturés en peptides actifs de

21 acides aminés. L’étape finale de la biosynthèse des endothélines est la conversion dii

précurseur de 38-41 aa (la Big ET) en hormone active par une enzyme de conversion des

endothélines (ECE).

La sous famille des enzymes de conversion des endothélines est responsable de la matu

ration des Big ETs au niveau d’un lien Trp-Val/Ile permettant de libérer un peptide actif.

Deux membres, ECE-1 (Xu et al. 1994) et ECE-2 (Emoto & Yanagisawa 1995) ont été

clonés jusqu’à maintenant. Chacune de ces protéines possède une distribution tissulaire,

une localisation cellulaire et une activité enzymatique différente. Une troisième activité,

appelée ECE-3, fut purifiée à partir de microsomes d’iris bovin mais la nature de son

ADNc n’a pas encore été rapportée (Hasegawa et al. 1998).
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C Tableau 1.2 — Comparaison des séquences en acides aminés des membres de la

famille de l’Endopeptidase Neutre.

EPN ECE-1 ECE-2 PUEX KELL ECEL1

— 39,1% 33,3% 34,9% 23,1% 30,9%

—
60.2% 37,9% 30,4% 37,1%

—
33,6% 29,5% 36,5%

— 24,4% 31,8%

— 23,3%

EPN

ECE-1

ECE-2

PHEX

KELL

ECEL1

Note: Les séquences humaines ont été utilisée pour la com
paraison à l’exception de ECE-2 (bovin)

1.5.1 ECE-1

ECE-1 fut d’abord purifiée d’une préparation de microsomes de poumons de rats

(Takahashi et al. 1993). Un an pius tard, le clouage de l’ADNc bovin d’ECE-l révéla

la ressemblance d’ECE-l avec l’EPN (Xu et al. 1994). ECE-1 partage environ 39% d’iden

tité avec l’EPN au niveau de sa séquence en acides aminés. La majeure partie de cette

identité se retrouve au niveau du site actif. ECE-1 contient 10 sites potentiels pour la

N-glycosylation et 14 cystéines dont 10 sont conservées avec l’EPN. La taille de ECE-1

glycosylée est estimée à 130 kDa en conditions réductrices mais à 300 kDa en conditions

non réductrices suggérant que ECE-1 est composée de 2 sous-unités reliées par un pont

disulfure. Des études par mutagénèse dirigée ont démontré que la cystéine en position 412

d’ECE-l est responsable de la dimérisation de l’enzyme ($chmidt et al. 1994, $himada

et al. 1996). Bien que la dimérisation ne soit pas essentielle, il semblerait que la structure

dimérique contribue à l’efficacité enzymatique de la protéine (Figure 1.2).

L’analyse de l’ARNm d’ECE-l a révélé l’existence de 4 isoformes nommées ECE-1a/’

lb , 1c/c et 1d (Turner et al. 1998, Valdenaire et al. 1999). Ces isoformes diffèrent unique

ment dans leur portion N-terminale cytoplasmique et sont synthétisées grâce à l’utilisa

tion de promoteurs alternatifs (Valdenaire et al. 1995, Valdenaire et al. 1999, Orzechowski

et al. 1999). L’activité enzymatique des quatre isoformes vis-à-vis de la maturation des

Big endothélines est similaire mais leur distribution cellulaire et tissulaire diffèrent (Brown
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C et al. 2000, Schweizer et al. 1997, Muller et al. 2000, Muller et al. 2003, Tllrner et al. 1998).

Dans les cellules AtT2O, il semblerait que ECE-la et le soient principalement exprimées

à la surface cellulaire tandis que ECE-lb est majoritairement détecté au niveau des endo

somes tardifs et des corps vésiculaires (Muller et al. 2003). Un motif di-leucine de rétention

a été caractérisé chez ECE-lb (Cailler et al. 1999). Finalement, ECE-ld est présente à la

fois au niveau des endosomes et au niveau de la membrane plasmique (Muller et al. 2003).

Il faut toutefois souligner que la localisation subcellulaire de certaines isoformes semble

dépendre du type cellulaire (revue par Turner et al. (1998)). Le rôle de la localisation diffé

rentielle des 4 isoformes d’ECE-l demeure encore inconnu mais une étude récente suggère

que la localisation intracellulaire de ECE-lb permettrait de réguler la localisation et l’ac

tivité des autres isoformes (Muller et aÏ. 2003). Cette étude révèle que l’hétérodimérisation

entre ECE-la et ECE-lb redirige ECE-la de la membrane plasmique vers un comparti

ment intracellulaire et permet ainsi de diminuer l’activité extracellulaire d’ECE-la.

Une combinaison d’études de buvardage Northern, d’hybridation in situ et d’immuno

histochimie a révélé une distribution relativement large d’ECE-Ï. ECE-1 a notamment pu

être détectée dans les poumons, le placenta, les ovaires, le testicule, les cellules endothéliales

de plusieurs tissus, le rein, le foie, le coeur et les intestins (revue par Turner & Tanzawa

(1997)). On retrouve également ECE-1 dans certaines cellules endocrines comme les cellules

chromaffines de la glande surrénale et les îlots 13 du pancréas. Dans ces cellules, ECE-1

pourrait participer à la régulation de la sécrétion hormonale. L’ARNm ainsi que la protéine

ont pu aussi être détectés dans certaines lignées cellulaires d’origine neuronale ainsi que

da.ns certaines régions du cerveau (Barnes & Turner 1997, Turner & Tanzawa 1997).

Pendant plusieurs années, on croyait que l’action d’ECE-l était restreinte aux précur

seurs des endothélines. De récentes études ont démontré que ECE-1 est capable d’hydro

lyser une variété de peptides in vitro (voir Tableau 1.3) (Johnson et aÏ. 1999). Certains

peptides tels que la bradykinine, sont même aussi efficacement hydrolysés que la Big ET-1.

Ces études suggèrent donc que ECE-1 pourrait être impliquée dans le métabolisme de pep

tides bioactifs distincts des endothélines. Tout comme Ï’EPN, ECE-l hydrolyse préféren

tiellement les liens peptidiques contenant un résidu hydrophobe en position P et possède

une activité dipeptidyl-carboxypeptidase sur certains substrats (Johnson et al. 2002). Un

modèle de la structure tridimensionnelle d’ECE-l basé sur la structure cristallographique

de l’EPN suggère que les deux enzymes sont très similaires à l’exception de la poche du
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Tableau 1.3 — Substrats peptidiques d’ECE-1

Substrats Sites de clivage/séquence Km(iiM) Références

Big endothéline-1 CSCSSLMDKEC\TYFCHLDI- 2’ (Shimada et al. 1994)

IWVtNTPEHVVPYGLGSPR$

Big endothéline-2 CSCS$WLDKECVYFCHLDI- n.d. (Shimada et aI. 1994)

IWtVNTPEQTAPVGLGNPP

Big endothéline-3 CTCFTYKDKECVYYCHLD- ‘ (Shimada et al. 1994)

IIWtINTPEQTVPYGSNYRG
5FR

Angiotensine I DRVtYtIHPtFHL 2500 (Johnson et al. 1999)

Bradykimne RPPGFSPjfR 340 (Johnson et aI. 1999,
Hoang & Turner 1997)

Neurotensme pEL1YENIKPRRP1YIL 78 (Johnson et aI. 1999)

Substance P RPKPQQtFtFGtLMNH9 90 (]ohnson et al. 1999)

Chaîne-n oxydée FVNQHLCGSHtLtV- n.d. (Johnson et al. 1999)

de l’insuline EtAtLtYtLVCGERGFfY
TtPKA

Calcitonine CGNLSTCMLGTYTQDfNKF- n.d. (Joiitison et aI. 1999)

HTFPQTAIGVGAP

ANP SLRRSSCFGGRIVIDRIGAQS- > 500 (Johrison et al. 1999)

GLGCNSFRY

Af3(i_42) DAEFRHDSGYEVHHQ Kcat/Km (Eckman et aI. 2001)

KtLtVftFAEDVGSNKGAI- ET-1
IGLMVGGVV

t identifie les sites de coupures
‘ Efficacité de clivage 4: 2: 1 pour BigET-1:BigET-2:BigET-3
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C site actif d’ECE-l qui serait plus profonde (Bur et al. 2001). Toutefois, la caractérisation

de l’activité enzymatique d’ECE-l in vitro suggère que l’enzyme pourrait agir sur une plus

petite gamme de substrats. En effet, plusieurs peptides pouvant être hydrolysés par l’EPN

ne sont pas hydrolysés par ECE-1. De plus, contrairement à l’EPN, ECE-1 possède très

peu d’activité via-à-vis des substrats de moins de 6 acides aminés tels que les enképhalines

(Johnson et al. 1999).

Jusqu’à présent les précurseurs des endothélines constituent les seuls substrats pour les

quels l’action d’ECE-l a été démontrée comme physiologiquement importante. D’ailleurs,

les souris homozygotes négatives pour ECE-1 meurent in utero et présentent les mêmes

phénotypes que les souris déficientes en endothélines ou leurs récepteurs (Yanagisawa

et aÏ. 1998, Yanagisawa et aÏ. 1998, Kurihara et al. 1994, Kurihara et al. 1995, Clouthier

et al. 1998, Hosoda et al. 1994). Les souris présentent des malformations craniofaciales et

cardiaques (Yanagisawa et al. 1998). On remarque également chez les souris ECE-1 /

une absence de neurones entériques de l’intestin distal et des mélanocytes de l’épiderme

comme dans le cas des souris déficientes en ET-3 (Hosoda et al. 1994).

De récentes études ont démontré qu’ECE-l est capable d’hydrolyser le peptide amyloïde

131—42 (Eckman et al. 2001). La surexpression d’ECE-l dans les cellules CHO permet de

réduire la concentration extracellulaire de peptide A13 de 90% et ceci peut être contré par

l’ajout de phosphoramidon. De plus, les cerveaux de souris ECE1+/ accumulent davan

tage de peptide A13142 comparativement aux souris de type sauvage (Eckman et al. 2003).

Ces résultats suggèrent un rôle potentiel pour ECE-1 dans l’étiologie de la maladie d’Alz

heimer.

1.5.2 ECE-2

L’ADNc d’ECE-2 fut cloné en 1995 par le groupe d’Emoto & Yanagisawa (1995) à

partir de glandes surrénales bovines. La séquence en acides aminés d’ECE-2 est identique

à celle d’ECE-l à 59% et à celle de l’EPN à 33% (Tableau 1.2). Des 14 cystéines présentes

chez ECE-1, 12 sont retrouvées chez ECE-2. En particulier la cystéine 412, responsable

de la formation de dimères chez ECE-1, est conservée chez ECE-2. Ainsi, ECE-2 pour

rait également former des dimères covalents. finalement, ECE-2 constitue une protéine

hautement glycosylée de 130 kDa, contenant 10 sites potentiels de N-glycosylation dont



1.5. ECE 41

Tableau 1.4 — Substrats peptidiques d’ECE-2

Substrats Sites de clivage/séquence Km(pM) Référeiices

Big endot.héline-1 CSCSSLMDKECVYFCHLDI- n.d. (Mzhavia et al. 2003)

IWtVNTPEHVVPYGLG$PR$

Bradykinine RPPGFSPtFR n.d. (Mzhavia et aI. 2003)

Neurotellsme pELYENKPRRPtYIL n.d. (Mzhavia et aI. 2003)

Angiotensine I DRVYIHP1FHL n.d. (vIzhavia et aI. 2003)

Substance P RPKPQQFFGtLMNH2 n.d. (Mzhavia et al. 2003)

BAM-18P YGGFMRRVGRPEtWWMDYQ n.d. (Mzhavia et al. 2003)

Dynorphine B YGGFLRRQjfKtVVT n.d. (Mzhavia et al. 2003)

Littie Pen-Len AVDQDLGPEVPPENV- ll.d. (Mzhavia et aI. 2003)

LGAtLLtRtVKRLENSSPQAPA

t identifie les sites de coupures

la localisation ll’est pas totalement conservée avec ECE-1 (Emoto & Yanagisawa 1995).

ECE-2 est exprimée dans divers tissus incluant l’utérus, les ovaires, les testicules, le

coeur, les poumons, les reins, l’hypophyse et les glandes surréllales. Par buvardage Nor

theril, il a été démontré que, de façon générale, l’ARNm d’ECE-2 est beaucoup moins

abondant que celui d’ECE-l, à l’exception des tissus neuronaux (Emoto & Yanagisawa

1995, Ikeda et al. 1999). Par exemple, dans les cellules endothéliales, la quantité d’ARNm

d’ECE-2 est estimée à 1 à 2 ¾ de la quantité d’ARNm d’ECE-l. Tout comme ECE-1, 4 iso

formes d’ECE-2 ont été identifiées (ECE-2a-1, ECE-2a-2, ECE-2b-1, ECE-2b2) (Lorenzo

et al. 2001, Ikeda et al. 1999). Ces isoformes diffèrent dans leur queue N-terminale et pos

sèdent une distribution tissulaire différente. Le rôle de chacune de ces isoformes reste à

être identifié.

Tout comme ECE-1 et l’EPN, ECE-2 hydrolyse les liens peptidiques en N-terminal

d’acides aminés hydrophobes. En plus des Big endothélilles, ECE-2 est capable de méta

boliser plusieurs substrats in vitro incluant la neurotensine, la dynorphine, la bradykinine

et le peptide Bam 18 (Mzhavia et al. 2003). Toutefois, l’importance physiologique d’ECE-2

sur le métabolisme de ces substrats reste à être démontrée (Tableau 1.4).

Bien qu’ECE-l et ECE-2 soient très similaires, des différences importantes existent.

Premièrement, contrairement à ECE-1, ECE-2 démontre une activité enzymatique opti
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C male à pH 5.5 et possède une activité négligeable à pH neutre. De plus, l’enzyme est

localisée uniquement à l’intérieur de la cellule, possiblement dans le réseau trans-Golgien,

où elle participerait à l’étape finale de la maturation des endothélines. Une autre caracté

ristique qui distingue les deux enzymes est leur sensibilité aux inhibiteurs. En effet, ECE-1

est 250 fois moins sensible au phosphoramidon qu’ECE-2 qui se rapproche davantage de

l’EPN sur cet aspect (Emoto & Yanagisawa 1995). Contrairement aux souris déficientes

en ECE-1, les souris homozygotes négatives pour ECE-2 sont viables, fertiles et montrent

une longévité comparable aux souris de type sauvage. Cependant, l’inactivation combinée

de ECE-1 et ECE-2 a révélé un rôle pour ECE-2 dans le développement du coeur chez la

souris (Yanagisawa et al. 2000).

1.6 PHEX

PHEX (Phosphate regulating gene with homology to endopeptidase 011 the X chromo

some) a d’abord été identifiée en 1995 suite à des études de clonage positionnel sur l’ADN

de patients souffrant de rachitisme familial hypophosphatémique lié au chromosome X

(XLH) (HYP-Consortium 1995). Cette maladie, à caractère dominant, est la forme la plus

commune de rachitisme familial avec une incidence de 1 cas pour 20 000 naissances. La

XLH est caractérisée par une diminution de la réabsorption du phosphate au niveau du

rein et par un dérèglement du métabolisme de la vitamine D. Parmi les manifestations

cliniques les plus évidentes de la maladie on retrouve une petite stature, du rachitisme, des

difformités au niveau des membres inférieures et des abcès au niveau des dents. Jusqu’à

maintenant, plus de 157 mutations ont été identifiées chez les patients atteints de XLH

et toutes sont de type inactivatrices (revue par:Tenenhouse (1999),Drezner (2000),Nelson

et al. (1997),Nelson et al. (1997),de Beur & Levine (2002)).

Suite à son identification chez les familles atteintes de XLH, l’ADNc de Phex de souris et

d’humains fut cloné en 1996 et 1997-98 respectivement (Du et al. 1996, Lipman et al. 1998).

PHEX est composée de 749 acides aminés dont 36% sont identiques à ceux de l’ECE-l

et 34% à ceux de l’EPN (Tableau 1.2). Parmi les acides aminés conservés avec l’EPN on

retrouve, en plus des motifs HEXXH et ENXADXGG, l’acide glutamique 581, l’asparagine

645 et l’histidine 710 (correspondant à Glu 584, Asn 650 et Ris 711 chez l’EPN). L’acide

glutamique 584 et l’asparagine 650 sont essentiels à la catalyse chez l’EPN tandis que
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C l’histidine 711 participe à la stabilisation de l’état de transition. PHEX possède également

9 sites potentiels de N-glycosylation. De plus, des études de marquage suivies de chasse et

de digestion à l’aide de glycosydases ont démontré que PHEX est glycosylée et que la forme

mature de la protéine, présente à la membrane plasmique, possède une masse moléculaire

apparente de 100-105 kDa (Sabbagh et aI. 2001, Boileau et al. 2001). finalement, comme

la plupart des membres de la famille, PHEX possède 10 cystéines conservées dans son

domaine extracellulaire. On croit que ces cystéines seraient responsables du maintien de

la structure tridimensionnelle de la protéine comme c’est le cas pour l’EPN (Oefner et al.

2000).

PHEX est exprimée de façon prédominante au niveau des os et des dents. Des études

immunohistochimiques ont démontré que ce sont les ostéoblastes et les ostéocytes qui

expriment PHEX au niveau de l’os tandis que les odontoblastes expriment la protéine au

niveau des dents (Ruchon et al. 2000, Thompson et al. 2002). De plus, des études chez la

souris indiquent que la protéine n’est pas exprimée dans les cellules moins différenciées de

la lignée ostéoblastique (préostéoblastes et précurseurs) et que son expression dans les os

diminue avec l’âge (Ruchon et al. 1998). Ceci suggère une corrélation entre l’expression

de PHEX et la croissance osseuse et/ou la minéralisation. D’ailleurs, chez la souris adulte,

PHEX est fortement exprimée au niveau des incisives en croissance et peu exprimée au

niveau des molaires matures. Par RT-PCR, plusieurs groupes ont rapporté la présence de

l’ARNm de PHEX dans d’autres tissus tels que le cerveau, le coeur, les testicules, l’ovaire

d’adulte, les glandes parathyroïdiennes. le poumon foetal et adulte, les tissus tumoraux

associés à l’ostéomalacie hypophosphatémique oncogénique (OHO) (Meyer & R. A. Meyer

2000, IVleyer et al. 2000).

Bien que quelques études aient rapporté l’identification de substrats pouvant être clivés

par PHEX in vitro, ce n’est que récemment que l’activité enzymatique de la protéine fut

mieux caractérisée. À l’aide d’une banque combinatoire de peptides synthétiques fluoro

géniques et d’une forme recombinante sécrétée et purifiée de PHEX, Campos et al. (2003)

ont pu mieux caractériser la spécificité de clivage de PHEX. Cette étude révèle que PHEX

possède une spécificité stricte pour les résidus acides (glutamate, aspartate) au niveau du

site P avec une préférence marquée pour un résidu aspartate. La position P présente une

spécificité modérée pour les acides aminés avec des chaînes latérales aromatiques (ex. Phe,

Tyr) et polaire (Ser, Thr). Par contre, les substrats possédant un résidu proline, glycine
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Tableau 1.5 — Substrats peptidiques de PHEX

Substrat Sites de clivage/séquence Km(pM) Références

PTHrP107_139 TRSAWLtDSGVTGSGLEGDHL- ;td. (Boileau et al. 2001)

$tDT$TT$LELtD$R

PTH1_34138 AVSEIQFMHNLGKHL$$MERV- n.d. (Lipman et al. 1998)

EWLRKKLQj-DVHNFVALG

Leu-enképhaline YGGFL n.d. (Guo et al. 2001)

FGF-23 Genebank no:AY336491.]. n.d. (Bowe et al. 2001)

ZAAL-pNA n.d. (Shirotani et al. 2001)

identifie les sites de coupures

ou leucine à cette position résistent à l’hydrolyse par PHEX. Quant au site $ de PHEX, il

peut accepter un large éventail d’acides aminés, à l’exception de l’histidine, de l’isoleucine

et de la valine. La comparaison du sous-site de l’EPN avec celui de PHEX a révélé que

contrairement à l’EPN, la poche S de PHEX contient une arginine positivement chargée

qui pourrait former un lien ionique avec la chaîne latérale du résidu aspartate du substrat.

Ceci expliquerait pourquoi PHEX clive en position N-terminale de résidus acides contrai

rement aux autres membres de la famille, qui eux, préfèrent les acides aminés hydrophobes.

Finalement, tout comme l’EPN, PHEX préfère les substrats avec un résidu non amidé en

position C-terminale.

Mis à part les peptides synthétiques, quelques peptides ont été rapportés comme sub

strats potentiels de PHEX (voir Tableau 1.5).

Parmi ceux-ci, on retrouve le PTHrP107_139 qui, in vitro, est clivé à trois positions,

toutes situées en N-terminale d’un résidu aspartate (Boileau et al. 2001). La PTH1_34/38, la

leu-enképhaline, la protéine FGF-23 et le substrat synthétique de l’EPN ZAAL-pNA furent

aussi rapportés comme substrats de PHEX in rntro (Lipman et al. 1998, Guo et al. 2001,

Bowe et al. 2001, $hirotani et al. 2001). Cependant, à l’exception de FGF-23, ces résultats

n’ont pu être confirmés par d’autres groupes (Lipman et al. 1998, Boileau et aÏ. 2001).

Une des raisons pouvant expliquer ceci est l’utilisation, dans ces études, de préparations

membranaires pouvant contenir des activités peptidasiques contaminantes et non de la

protéine purifiée. Finalement, certains peptides comme la substance P, la caséine, STC

1, PTHrP1_34, PTH1_84, PTH1_34, la bradykinine, la calcitonine, l’OGP, l’endothéline
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C 1, la Big endothéline-1, a-CGRP et l’a-endorphine ne semblent pas clivés par PHEX.

L’ostéocalcine quant à elle n’est pas clivée par PHEX mais agirait plutôt comme inhibiteur

de l’enzyme tout comme le phosphate (Pi) et le pyrophosphate (PP) (Boileau et al. 2001).

Par ailleurs, l’inhibition par Ï’ostéocalcine est abolie en présence de calcium. Des variations

dans les concentrations de Ca2+, du P, du PP et de l’ostéocalcine (tous présents dans

l’os) pourraient permettre de contrôler la minéralisation osseuse.

Le mécanisme par lequel la perte de PHEX cause l’hypophosphatémie liée au chromo

some X demeure encore incompris. Certaines études sur le modèle animal de la maladie

(les souris hyp) ont démontré que le défaut primaire de minéralisation osseuse ainsi que

le problème de réabsorption du phosphate sont dépendants d’un facteur circulant. PHEX

serait impliquée d’une façon directe ou indirecte dans la maturation ou le clivage de ce

facteur appelé jusqu’ici Phosphatonine”. C’est la “Phosphatonine qui serait impliquée

dans le contrôle de la minéralisation osseuse et dans la réabsorption du phosphate au ni

veau du rein. Récemment, il a été suggéré que FGF-23 pourrait constituer un facteur de

régulation de la réabsorption rénale du phosphate. Des mutations dans le gène de FGF

23 ont été identifiées chez les patients atteints de rachitisme héréditaire autosomal avec

hypercalciurie (ADHR) (HYP-Consortium 2000). Ces patients présentent des manifesta

tions cliniques similaires à ceux atteints de XLH. Cependant, le régulation de l’activité de

FGF-23 par PHEX in vivo reste à être démontrée. L’identification de nouveaux substrats

de PHEX et la découverte de la “Phosphatonine permettront certainement de mieux

comprendre le mécanisme d’action de PHEX et par le fait même le rachitisme familial

hypophosphatémique lié au chromosome X.

Bien que l’importance de PHEX dans la régulation du processus de minéralisation, du

métabolisme de la vitamine D et dans la réabsorption du phosphate au niveau du rein soit

bien établie, le mécanisme d’action de l’enzyme reste à être caractérisé.

1.7 KELL

La protéine Kell fait partie d’un système de groupes sanguins complexe contenant plus

de 20 antigènes différents. En présence d’incompatibilité de l’antigène, Kell peut causer des

réactions hémolytiques très sévères lors de transfusions sanguines et peut également causer

l’érythroblastose chez le nouveau né. Des substitutions de bases engendrant des change-
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C ments ponctuels d’acides aminés au niveau de la protéine constituent la base moléculaire

des différents épitopes de groupes sanguins associés à Keli (Lee 1997, Lee et al. 2001, Lee

et al. 2003).

L’ADNc de Kell fut isolé pour la première fois en 1991 à partir d’une banque de moelle

osseuse humaine (Lee et al. 1991). Par la suite, Keil fut également isolée chez la souris et le

rat (Lee et al. 2000). Keil est une protéine de 731 acides aminés dont 25% sont identiques

à ceux de l’EPN et 30,4 % sont identiques à ceux de l’ECE-Ï (Tableau 1.2). La protéine

possède 6 sites potentiels de N-glycosylation et 16 cystéines dont 15 se retrouvent dans

le domaine extracellulaire. De ces 15 cystéines, 10 sont conservées avec l’EPN. Sa queue

N-terminale intracellulaire de 47 acides aminés est ancrée au cytosquelette. Keli diffère des

autres membres de la famille par le fait qu’elle forme des hétérodimères avec une protéine

à dix passages transmembranaires, la protéine XK. Des études de mutagénèse dirigée ont

démontré qe la cystéine 72 de Keil forme un pont disulfure avec la cystéine 347 de XK

(Russo et al. 1998). Le rôle physiologique de cette association demeure encore inconnu à

ce jour.

Les premières analyses d’expression de l’ARNm de KelÏ par buvardage Northern ont

démontré que l’expression de l’antigène Kell était restreinte aux tissiles érythroides, soit:

la moelle osseuse et le foie foetal (Lee et al. 1993). Des études immunologiques et de

cytornétrie de flux sur des échantillons de moelle osseuse, indiquent que la protéine Kell est

présente au stade le plus précoce de la différenciation des cellules érythroides. Des analyses

plus exhaustives par buvardage par points (dot blot) ont révélé la présence de l’ARNm de

Kell dans plusieurs autres tissus inclilant le cerveau, le coeur, la moelle épinière, le foie,

le rein, les intestins, l’estomac, le muscle squelettique, le pancréas, le thymus, la glande

thyroïde, la vessie, la prostate, le testicule, l’utérus, la glande mammaire, les ovaires et

plilsieurs ailtres (Russo et al. 2000). L’analyse quantitative des résultats de buvardage par

points a permis de déterminer que I’ARNm de Kell est exprimé de façon prédominante non

seulement dans le foie foetal et dans la moelle osseuse mais également dans le testicule.

finalement, des études d’immunoprécipitation ont démontré que Keil est associée à la

protéine XK dans au moins deux tissils, soit le muscle squelettique et les cellules rouges

sanguines (Jung et al. 2001). On ne sait toiltefois pas si c’est systématiquement le cas dans

tous les tissus.

Bien que Keil possède le motif signature du zinc ainsi que deux des acides aminés
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C importants pour la catalyse chez l’EPN (équivalent à Glu646 et His711 de l’EPN), ce ne fut

qu’en 1999 qu’une activité enzymatique lui fut attribuée. Lee et al. (1999) ont démontré

que Keil clive spécifiquement la Big endothéline 3 (Big ET-3) au niveau du lien Trp2l-

11e22 produisant ainsi l’endothéline-3. L’activité de Keil est optimale à un pH de 6,0 à 6,5

et n’est que partiellement inhibée par le phosphoramidon. Keli peut également couper la

Big ET-1 et 2 pour générer l’ET-l et l’ET-2 mais avec une efficacité réduite. De plus, la

formation d’lln hétérodimère avec XK ne semble pas essentielle à l’activité enzymatique

de Keli puisque la protéine Kell recombinante est capable d’hydrolyser la big ET-3 in

vitro. Il faut cependant noter qe l’importance physiologique du clivage des prédursellrs

des endothélines par Keli in vivo reste à être démontré. Keil ne semble pas indispensable

puisque certains individus n’exprimant pas la protéine ne démontrent pas de phénotype

marqué. Les mutations cailsant une déficience en protéine Keli ont été caractérisées. Cer

taines introduisent un codon stop prématuré alors que d’autres affectent le transport à

la membrane ou la biosynthèse de la protéine (Lee et al. 2001). Par contre, les individus

déficients en protéine XK souffrent du syndrome de Mcleod caractérisé entre autres par

une morphologie atypique des érythrocytes, par une dystrophie musculaire tardive et par

des problèmes d’ordre neurologique (Danek et al. 2001). Par conséquent, ces fonctions as

sociées à la protéine XK semblent distinctes des fonctions dépenda.ntes de son association

avec Kell.

Récemment, un modèle de la structure tridimensionnelle de Keil, basé sur la stucture

cristalline de l’EPN fut proposé (Lee et al. 2003). Selon l’alignement des séquences de Keil

avec l’EPN, les deux enzymes adopteraient une structure tertiaire similaire. Keli adopterait

une strllcture globulaire composée de 2 domaines en hélices-a. Le domaine situé près de la

membrane plasmique contient les extrémités amino- et carboxy-terminales ainsi mie le site

actif de l’enzyme. De plus, les acides aminés qui sont substitués pour générer les différents

épitopes de groupe sanguin sont regroupés dans le domaine qui ne contient pas les motifs

nécessaires à l’activité catalytique. Selon ce modèle, ces acides aminés seraient situés à

la surface du domaine globulaire et seraient donc exposés à l’environnement. Des études

de mutagénèse dirigée sur les acides aminés composant le site actif révèlent que Kell et

l’EPN utilisent les mêmes acides aminés pour la coordination de l’atome de zinc et pour

l’hydrolyse du substrat. Toutefois, Keli semble utiliser des acides aminés différents pour la

liaison au substrat. De plus, la substitution de certains résidus du site actif de Keli et de
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1’EPN n’affecte pas l’activité des deux enzymes de la même façon. Par conséquent, Keil

serait plus flexible et permissive quant à la composition des acides aminés admis au niveau

de son site actif (Lee et al. 2003). L’analyse de la structure cristalline de Kell permettra

certainement de confirmer ce modèle et d’expliquer les différences de spécificité observées

entre les deux sites actifs.

1.8 ECEL1/XCE/DINE

ECEL1 fut récemment identifiée sur la base de sa grande similarité avec ECE-1. Sa sé

quence nucléotidiqile complète fut identifiée par criblage d’une banque d’ADNc de cerveau

humain à partir de courtes séquences similaires à ECE-1 (ESTs) (Valdenaire et al. 1999).

L’ADNc de ECEL1 est composé de 2859 nucléotides dont le contenu en CC est très élevé.

En effet, on compte plus de 60% de CC dans la séqilence nucléotidique complète et 82%

dans les 700 premiers nucléotides. ECEL1 constitue une protéine transmembranaire de 775

acides aminés contenant trois sites potentiels pour la N-glycosylation et 11 cystéines du

côté luminal de la protéine. De ces 11 cystéines, 9 sont conservées avec les autres membres

de la famille. La séquence en acides aminés de ECEL-1 est identique à 42% à celle de

ECE-1 et à 37% à celle de l’EPN (Tableau 1.2). ECEL1 ne possède pas d’équivalent du

résidu cystéine responsable de la dimérisation d’ECE-]. ce qui suggère que la protéine ne

formerait pas de dimères. D’ailleurs, des études de SDS-PAGE en conditions non réduc

trices suivies d’un immunobuvardage ne permettent pas de détecter d’homodimères de

ECEL1 (Valdenaire & Schweizer 2000).

Tout comme l’isoforme ECE-lb de l’enzyme de conversion de l’endothéline, ECEL1 est

localisée à l’intérieur de la cellule. L’expression de ECEL1 dans plusieurs lignées cellulaires

de mammifères (CHO, MDCK, Hela et HEK) a démontré la localisation préférentielle de la

protéine au niveau du réticulum endoplasmique (Valdenaire $chweizer 2000, Valdenaire

et aÏ. 1999). Des études de biotinylation de surface et d’immunodétection indiquent que

moins de 10% de la protéine est acheminée à la membrane plasmique de cellules HEK

transfectées (Benoit et al. 2004). La distribution cellulaire de la protéine endogène exprimée

dans le cerveau et l’hypophyse de souris démontre le même patron de localisation. De plus,

des études de marquage silivies de chasse indiquent que la protéine ECEL1 localisée dans

le réticulum endoplasmique est stable. Ceci suggère que ECEL1 pourrait jouer un rôle à



1.8. ECELI/XCE/DINE 49

C la fois au niveau du réticulum endoplmique ainsi qu’à la surface cellulaire, comme les

autres membres de la famille de l’EPN.

Plusiellrs analyses par buvardage Northern, buvardage par points ainsi que par hy

bridation in situ ont permis de déterminer l’expression tissulaire de l’ARNm de ECEL1.

Chez l’humain et le rat, les niveaux d’expression les plus élevés ont été détectés dans le

système nerveux central, la moelle épinière, les ganglions sympathiques et les cellules uté

rines subépithéliales (Kiryu-$eo et al. 2000, Valdenaire et al. 1995, Valdenaire et al. 1999).

Dans le système nerveux central ECEL1 est exprimée spécifiquement au niveau de certains

neurones. L’ARNm d’ECELl a pu être détecté dans des régions bien précises du système

nerveux dont le noyau caudé, le noyau subthalamique, le tronc cérébral, le piitamen, le

thalamus et l’amygdala. Au niveau périphérique, l’expression de l’ARNm de ECEL1 est

beaucoup plus faible. Certains tissus tels que le foie, le coeur, la vessie, le colon, la glande

mammaire, la prostate, le thymus et les poumons n’expriment pas le tra.nscrit. En plus du

système nerveux, ECEL1 est fortement exprimée dans les ovaires, l’hypophyse, le muscle

squelettique et la glande surrénale. De façon générale, le patron d’expression du transcrit

de ECEL1 suggère une fonction de modillateur neuroendocrinien pour la protéine.

Peu de choses sont connues sur l’activité enzymatique de ECEL1. Les acides aminés

importants pour l’activité enzymatique identifiés chez 1’EPN sont conservés chez ECEL1

ce qui suggère que la protéine est une véritable métallopeptidase. Jusqu’à ce jour, aucun

substrat physiologique n’a pu être identifié. Des préparations membranaires de cellules

surexprimant ECEL1 sont incapables d’hydrolyser la Big ET-1, 1’ET-l, la galanine, la

bradykinine, la calcitonine, la met- et la leu-enképhaline ainsi que l’OGP, la PTHrP1_34,

la PTH184 et l’û-CGRP. Par contre, Kiryu-$eo et al. (2000) ont démontré que l’ortho

logue de ECEL1 chez le rat est capable d’hydrolyser, in vitro, un tripeptide fluorogé

nique synthétique, le Z-Gly-Gly-Leu-pNA. Ce peptide constitue également un substrat

de 1’EPN. De plus, l’hydrolyse du tripeptide synthétique peut être inhibée par des in

hibiteurs de métallopeptidases comme le phosphoramidon, le thiorphan, l’EDTA, et le

1,10-orthophénantroÏine. Toutefois, ces résultats n’on pu être confirmés dans notre labo

ratoire.

Les premières évidences concernant l’importance physiologiqile de ECEL1 viennent de

l’analyse des souris déficientes pour le gène. En effet, l’absence d’ECELl entraîne la mort

néonatale chez les souris homozygotes négatives pour ECEL1, soulignant ainsi la fonction
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Ç essentielle et non redondante de la protéine ($chweizer et al. 1999). Ces souris meurent

d’anoxie, 10 à 30 minutes après la naissance, suite à une déficience du système respiratoire.

L’anoxie postnatale serait due, non pas à une déficience en protéines de surfactant ou à

une obstruction des voies respiratoires mais plutôt à un problème au niveau du contrôle

central de la respiration. Il faut souligner que l’ARNm de ECEL1 est fortement exprimé

dans des régions essentielles au contrôle et à la transmission de la respiration autonome

spontanée soit la medulla et la moelle épinière. De plus, il semblerait qu’une autre fonction

d’ECELl soit de protéger la cellule contre différents stress. En effet, chez le rat, les niveaux

d’ARNm d’ECELl (DINE) sont augmentés suite à une variété de lésions dans le système

nerveux central incluant des lésions mécaniques, ischémiques et chimiques mais non osmo

tiques ou psychologiques (Kiryu-Seo et al. 2000, Kato et al. 2002). De plus, l’expression

de ECEL1 augmente la survie des cellules COS dans un modèle d’apoptose induite par

la céramide C2. L’activité protéolytique d’ECELl permettrait de réguler l’expression de

certaines enzymes anti-oxydantes dont la Mn-superoxyde dismutase, la Zn/Cu-superoxyde

dismutase et la glutathione peroxidase. Bien que l’expression d’ECELl ne permette pas

de réchapper les cellules déjà endommagées, elle pourrait contribuer à réduire l’impact du

stress oxydatif induit par une blessure nerveuse et ainsi prévenir la mort neuronale. Fina

lement, des études de RT-PCR en temps réel suggèrent l’implication de ECEL1 dans la

régulation de la croissance et de la différenciation des neuroblastomes puisque les niveaux

d’ARNm d’ECELl sont faibles dans les cellules cancéreuses comparativement aux tumeurs

bénignes (Kawamoto et al. 2000). Une meilleure caractérisation de l’activité enzymatique,

la localisation précise de la protéine et l’identification de nouveaux substrats permettront

certainement de mieux comprendre les fonctions physiologiques d’ECELl.

1.9 Projet de Recherche

La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative qui atteint plus de 5% des

personnes de plus de 65 ans et 20% des personnes de plus de 80 ans. Sa forte prévalence

ainsi que la charge sociale et économique qu’elle fait peser sur la société en font l’un des

problèmes de santé publique les plus étudié. L’accumulation dans le cerveau de plaques

composées principalement de peptide amyloïde-3 serait la principale cause de la mala

die. Récemment, Iwata et al. (2000) ont étudié le catabolisme du peptide amyloïde-f31_42
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en suivant la dégradation du peptide marqué, suite à son injection au niveau de l’hip

pocampe de rat. Les auteurs ont démontré que l’enzyme responsable de la dégradation

du peptide était immunologiquement et pharmacologiquement identique à l’EPN. Cette

étude démontre également qu’une administration prolongée d’un inhibiteur spécifique à

l’EPN (thiorphan) cause l’accumulation de plaques dans le cerveau des rats. De plus,

une étude antérieure avait déjà démontré que l’EPN est capable de dégrader le peptide

amyloïde-f31_42 (Howeli et al. 1995).

Suite à ces résultats, nous nous sommes proposé d’étudier les niveaux d’expression de

l’EPN dans les cerveaux sains et malades à différents stades de progression de la maladie.

L’objectif général de cette étude était de déterminer si l’EPN est présente aux endroits où

le peptide amyloïde-f3 est produit et si son expression varie en fonction de la gravité des

lésions. De plus, nous avons voulu déterminer si l’expression et la localisation de l’EPN

variait chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer par rapport aux sujets sains.

Nous avons évalué les niveaux d’expression des transcrits et de la protéine dans trois

régions du cerveau soit l’hippocampe, le cortex et les méninges. Les niveaux de transcrits

ont été évalués par RT-PCR et la localisation cellulaire de la protéine a été effectuée par

immunohistochimie à l’aide d’un anticorps monoclonal disponible dans le laboratoire. Les

résultats de cette étude ont été publiés dans le Journal ofNeuropathotogy and Experimentat

Neurotogy en octobre 2002 et sont présentés dans le deuxième chapitre de cet ouvrage

(Carpentier et al. 2002).

Les enzymes de la famille de I’Endopeptidase Neutre sont impliquées dans d’impor

tantes fonctions physiologiques et plusieurs inhibiteurs et agents pharmaceutiques ont été

conçus afin d’agir spécifiquement sur ces enzymes. La présence de nouveaux membres

de la famille de l’EPN encore non caractérisés viendrait compromettre la spécificité de

ces agents pharmaceutiques. Il est donc essentiel de tenter d’identifier et de caractactéri

ser tous les constituants de cette famille. Les découvertes successives de KELL, ECE-1,

PHEX et ECE-2 nous ont poussé à croire en l’existence potentielle de nouveaux membres

dont les fonctions biologiques seraient tout aussi importantes.

Lors de mon arrivée dans le laboratoire du Dr Luc DesGroseillers et du Dr Guy Boileau,

une stratégie utilisant le RT-PCR avait été utilisée pour identifier de nouvelles enzymes

de la famille de l’EPN. Un nouveau membre de la famille, nommé NL1 pour NEP-Like

1, venait tout juste d’être identifié chez la souris. NL1 constitue le membre de la famille
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C possédant le pius d’identité avec l’EPN (55%) au niveau de la séquence en acide aminés. Les

premières études dans le laboratoire suggéraient que NL1 est enzymatiquement similaire

à l’EPN. Toutefois, contrairement aux autres membres de la famille, il avait été observé

que NL1 pouvait être sécrétée dans le milieu de culture.

L’objectif général de cette partie de mon projet de recherche était de mieux caractériser

ce nouveau membre de la famille et de tenter d’identifier ses rôles fonctionnels. Pour ce

faire, nous avons:

1. Effectuer l’analyse de l’expression de NL1 au niveau cellulaire et tissulaire

2. Mieux caractériser l’activité enzymatique de la protéine

3. Générer des souris déficientes en NL1

L’expression de NL1 fut d’abord caractérisée suite à son expression hétérologue dans des

cellules de mammifères. NL1 étant le premier membre de la famille à être sécrété dans

le milieu extracellulaire, le mécanisme de maturation de la protéine fut caractérisé. Nous

avons par la suite étudié l’expression tissulaire de son transcrit chez la souris par RT

PCR, buvardage Northern et hybridation in situ. La protéine fut ensuite produite dans

des cellules de mammifères, purifiée et mise en présence de différents substrats peptidiques

potentiels choisis en fonction de leurs sites d’expression. L’identification de nouveaux sub

strats pour NL1 nous a ainsi permis de mieux caractériser son activité enzymatique. Les

résultats de ces études sont présentés dans les chapitres 3 et 4 de cette thèse (Ghaddar

et al. 2000, Carpentier et al. 2003).

Finalement, la caractérisation de l’organisation du gène fut effectuée comme première

étape visant à générer des souris déficientes en NL1. Ainsi, un vecteur de ciblage permet

tant d’inactiver le gène par recombinaison homologue a pu être construit et introduit dans

des cellules embryonnaires souches (cellules ES). Suite à l’identification de clones positifs

pour la recombinaison homologue, des souris déficientes en NL1 ont été générées et carac

térisées. L’ensemble des résultats de cette étude est finalement présenté dans le chapitre

5 de cet ouvrage et soumis à la revue Molecular and CettuÏar Biotogy.

Finalement, le chapitre 6 de cette thèse constitue une revue de la littérature complète

sur NL1 depuis son identification jusqu’à ce jour (Carpentier et al. 2003).
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Préambule

Le peptide amyloïde beta (Af3) est un peptide constamment produit et métabolisé dans

les conditions normales mais dont la fonction physiologique demeure encore mal caracté

risée. Son accumulation sous forme de plaques séniles au niveau du cerveau constitue un

facteur important dans la longue cascade menant à la maladie d’Alzheimer. Le peptide A13

peut également s’accumuler au niveau des parois des petites artères des leptoméninges et

du cortex cérébral causant ainsi une angiopathie cérébrale de type amyloïde (CAA). Ce

type d’angiopathie ne se retrouve pas uniquement chez les patients atteints de la maladie

d’Alzheimer mais également chez plus de la moitié des personnes âgées de plus de soixante-

dix ans. L’accumulation du peptide Af3 constitue donc un facteur important non seulement

dans la maladie d’Alzheimer mais également dans le processus naturel de vieillissement

chez l’homme.

Récemment, plusieurs études ont démontré l’importance des peptidases/protéases dans

le mécanisme de dégradation et d’élimination du peptide Aj3. De plus en plus d’études

suggèrent que l’EPN constitue un candidat de choix en tant qu’enzyme de dégradation

du peptide Aj3. En effet, d’importants travaux par Iwata et al. (2000) suggèrent pour

la première fois que l’enzyme principalement responsable de la dégradation du peptide

amyloïde-f3;_42 soit l’EPN ou une enzyme dont l’activité est très apparentée.

Suite à ces résultats, nous nous sommes proposé d’étudier les niveaux d’expression de

l’EPN dans les cerveaux sains et malades à différents stades de progression de la maladie.

L’objectif général de cette étude était de déterminer si l’EPN est présente aux endroits où

le peptide amyloïde-13 est produit et si son expression varie en fonction de la gravité des

lésions.

Les résultats de cette étude, publiée en 2002, sont présentés sous forme d’article, dans
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le chapitre silivant.
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2.1 Abstract

Molecular, genetics and pharmacological studies have shown that Neprilysin (also called

NEP) catabolizes amyloid-j3 peptides (A13) in healthy conditions. However, in Alzheimer’s

disease (AD) Aj3 accumulates forming senile plaques in brain parenchyma and amyloid

deposition around blood vessels. In this study, we tested at cellular level the reÏationship

between Neprilysin and A13 in human healthy and AD brain. Our resuits provided evidence

for declining levels of Neprilysin in AD brains as compared to healthy controls in parallel

with increasing deposition of Af3. In hippocampus of AD individuals, we observed a signif

icant down-regulation of Neprilysin expression in pyramidal neurons, consistent with the

possibility that Neprilysin controls the level of Af3 accumulation and plaque formation in

this area. In the cortex and leptomeninges, Neprilysin was expressed in the smooth muscle
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C ceils of blood vessels. In sections from AD patients, we observed a clear inverse relation

ship between Neprilysin and A13 peptide levels in the vasculature, implicating Neprilysin

in cerebral amyloid angiopathy.

2.2 Introduction

Toxic amyloid f3peptide (Af3) processed from a large amyloid f3protein precursor (I3APP)

accumulates in brain tissues of Alzheimer’s disease (AD) patients forming senile plaques

and causing neuronal celi death (Checler 1995, Dickson 1997, Selkoe 1998). A13 also forms

deposit in the walls of small arteries of leptomeninges and cortex cailsing cerebral amyloid

angiopathy (CAA) (see Caihoun et al. (1999) for review). In CAA, A13 deposits are ai

ways associated with smooth muscle ceils ($MC) and pericytes around cortical capillaries

(reviewed in Prior et al. (2000)). Although the mechanism of A accumulation is stiil un

clear, it was proposed that Apolipoprotein E and heparan sulfate proteoglycan-mediated

internalization and therefore clearance of A peptide by SMCs protects the vascular sys

tem against critical AJ3 concentrations (Prior et al. 2000). Aj3-induced CAA not only

occurs in AD brains but also to various degrees in approximately haif of all individuals

over 70-year-old (Yamada et al. 1987, Itoh et al. 1993). CAA leads to spontaneous and

often fatal cerebral haemorrhage and represents one of the major causes of non-traumatic

haemorrhage stroke.

The steady-state level of A13 peptide in the brain and/or vasculature is determined

by the balance between catabolic and anabolic activities. To what extent each of these

influences AJ3 deposition remains unknown (Iwata et al. 2000). From numerous studies of

familial and “non-familial AD, it is now well established that excessive synthesis, transla

tion and/or processing of neuronal j3APP leads to high concentrations of A13 peptide and

to the AD phenotype. Therefore, most attention has been focused on A13 anabolism. This

is only recently that studies reported convincing evidence that the catabolism of the Af3

peptide also plays important role in the establishment and/or progression of AD. These

studies strongly suggested that Neprilysin (NEP, neutral endopeptidase-24.11, MME1,

CALLA) (Devault et al. 1987, Crine et al. 1997) is the peptidase that participates in the

degradation and clearance of toxic Aj3 (Iwata et al. 2000, Iwata et al. 2001). This con

clusion was reinforced by the observation that the areas rnost susceptible to senile plaque
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development such as hippocampus and temporal gyrus are also regions where Neprilysin ïs

expressed at the lowest levels (Yasojima et al. 2001). Neprilysin expression is even lower in

hippocampus and midtemporal gyrus of AD cases than in controls (Yasojima et al. 2001).

Although Neprilysin transcripts have been detected in cortex and hippocampus, its cellular

localization in these major structures has not yet been reported.

Therefore, detection of Neprilysin at the cellular level is critical for understanding its

involvement in AD etiology. To demonstrate its involvement in AD we localized the enzyme

in various brain sections of AD and control cases using a highly specific anti-Neprilysin

monoclonal antibody developed in our laboratory. With this antibody we examined normal

and diseased human brain regions with Af3 deposition including hippocampus, temporal

lobe cortex and leptomeninges and provided convincing evidence for down-regulation of

Neprilysin expression in these areas of AD brains, consistent with its putative involvement

in both AD and CAA.

2.3 Materials and Methods

Human brain tissue

We examined human brain tissues obtained from the Brain Bank (Douglas Hospital Re

search Centre, Verdun, Qc). For RT-PCR analysis in cortex auJ hippocampus, frozen

samples from 4 control (age range, 58-$8 yr), 2 presenile (ages 57 and 66 yr) and 2 AD

cases (ages 86 and 87 yr) were studied. For meninges RT-PCR analysis was performed

on 6 controls of both sexes (age range, 76-87 yr) and 7 Alzheimer cases (age range, 82-

92 yr). The last cases have been characterized for the presence of thiofiavin S-stained

blood vessels. Meninges contained a mix of positively-stained and unstained blood vessels

with variable size of Af3 deposits. For immunocytochemistry (1CC) we used a collection

of paraffin-embedded tissues that included temporal lobe cortex, hippocampus and lep

tomeninges from 12 healthy (age range, 61-92 yr) auJ 12 AD individuals (age range, 65-95

yr). Autopsy vas performed within a postmortem delay of 16 hours. Diagnostic criteria for

AD cases included clinical and neuropathological data based on presence of senile plaques,

neurofibrillary tangles auJ vascular deposit as provided by the Brain Bank. Considered as

presenile were cases, which in addition to clinical and neuropathological criteria, displayed
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Q the presence of a significant number of preamyloid primitive plaques and immature diffuse

amyloid plaqiles (Marcinkiewicz & Seidah 2000). With exception of sporadic plaques ail

the controls were devoid of Aj3 deposition.

RT-PCR analysis

Neprilysin transcripts were extracted from frozen samples with TRIZOL (GIBCO BRL,

Burlington ON) and amplified using one-step RT-PCR kit from Qiagen (Mississauga,

Canada; Cat.# 210212) as previously described (Ghaddar et al. 2000). First, differ

eut amounts of total RNA (0.1 to 1 11g) and different numbers of PCR cycles (20 to

40) were tested to determine optimal conditions that kept amplification within non

saturable conditions. Accordingly, we amplified Neprilysin transcripts with 0.5 ig of

total RNA for 32 cycles and j3-actin used as an internai control with 0.5 pg of total

RNA for 22 cycles (94°C for 45s, 54°C for 45s and 72°C for imin). To prevent am

plification of genome-generated PCR products, primers were designed on either side of

introns. Neprilysin (5’ 992-cagtgcatggtgtatcagtatgg-3’ and 5 ‘2359-tcatgtatgaattcttgcggcag-

3’: GenBank accession number Y00811) and f3-actin (5’906-tcatgaagtgtgacgtggacatc-3’ and

5’ 1187-agaagcatttgcggtggacgatg-3’: GenBank accession number BC00425 1) primers ampli

fied PCR-products of 367 amI 282 bp, respectiveÏy. Controïs contailled no RNA template.

Gels with ethidium bromide-stained PCR-products were analyzed with the Quantity one

software (BioRad Laboratories, Hercules, CA). Expressed in arhitrary units, the density of

Neprilysin products was normalized against the density of j3-actin PCR-products amplified

from the same sample.

Antibody specificity

Specificity of monoclonal anti-Neprilysin antibody (prepared in this laboratory) was tested

against ail other members of the Neprilysin family. HEK T (NL1, MMEL2), LLCPK

(PHEX, ECEL1) and MDCK (ECE-1) ceils were transfected with mammalian expression

vectors containing the appropriate cDNA and stable ceils were selected with G418 (GIBCO

BRL, Burlington ON). Culture medium (NL1) or total ccli extracts (MMEL2, ECEL1,

PHEX, ECE-1) were used as source of recombinant proteins. Semi-purified rabbit brush

border membrane proteins (1 11g) were prepared and used to detect Neprilysin. Total cell
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extracts (100 fig) and culture medium (40 11g) were loaded 011 a 7.5% acrylamide gel and

the proteins revealed by Western blotting. Blots were probed with the anti-Neprilysin

monoclonal antibody 18B5, diluted 1/12 000.

Immunocytochemistry

1CC was perforrned with anti-Neprilysin 1835 monoclonal antibody, anti-CD1O Ab-2

(CALLA, Neprilysin) mouse monoclonal antibody (cat# M$-728, NeoMarkers, Lab Vi

sion, Fremont, CA) anti-Amyloid-f38_17 (cat# NCL-Amyloid-13, Novocastra, Newcastle

upon Tyne, UK) (Marcinkiewicz & Seidah 2000), anti- û-smooth muscle actin (cat#

NCL-SMA, NovoCastra, Newcasle upon Tyne, UK), anti-glial acidic fibrillary protein

(GFAP, cat# NCL-GfAP, NovoCastra, Newcastle upon Tyne, UK) and anti-apoliproteinE

(APOE, a generous gift of Dr. Y Marcel, University of Ottawa Heart Institute, Ottawa,

ON). Comparative 1CC was performed using either cryostat sections (anti-CD1O) or se

rial paraffin sections (all other antibodies). Brain tissues were fbced in 4% formaldehyde

(Fisher Scientfic, Montréal, QC), 0.1% picric acid (cryostat sections)(fisher Scientific,

Montréal, QC) or 10% neutralized formaldehyde (paraffin-embedded tissue). Immunocy

tochemical reaction was performed using the biotin-streptavidin method according to the

manufacturer’s instruction (Histostain-DS, Zymed laboratories inc., South San Francisco,

CA; cat# 95-999). Primary antibodies were diluted 1/10 (anti-CD1O) or 1/50-1/100 (ah

other antibodies) in blocking solution (Histostain-DS), incubated for 4$ hours at 4°C and

revealed using either alkaline phosphatase or horseradish peroxidase rnethods as previously

described in detail (Marcinkiewicz et al. 1999). Controls obtained by omission of primary

antibodies were negative, emphasizing specificity of 1CC.

2.4 Resuits

2.4.1 Detection of Neprilysin transcripts

As a first step in estabhishïng a correlation between Neprilysin expression and Af3 depo

sition, we compared Neprilysin RNA expression in specific brain regions of control and

AD cases. We first estabhished the best RT-PCR conditions that kept amplification under

the saturation point (data not shown). We chose 0.5 ig of total RNA for reverse tran
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Figure 2.1: Expression of human Neprilysin mRNA transcripts in cerebral cor

tex (A), hippocampus (B) and leptomeninges (C). Control, presenile and AD

samples were analyzed for Neprilysin and f3-actin mRNA levels. Neprilysin and f3-actin

RT-PCR products were resolved by agarose gel electrophoresis, quantified and normalized.

Resuits are means of 3 independent measurements for each case.

scription and 32 and 22 cycles for PCR-amplification of Neprilysin and actin transcripts,

respectively. Neprilysin expression was normalized against actin expression. Using these

conditions, RNA was successfully amplified from temporal lobe cortex, hippocampus and

leptomeninges of control, presenile and/or AD case (Figure 2.1). Comparison of samples

within each group first revealed great variation between individuals, making comparison

between groups more difficuit. Nevertheless, assessment of normal and AD cortex mdi

cated that the relative expression of Neprilysin is lower in AD than in controls (Figure 2.1.

In cortex, the mean values of healthy (76 + 43 SD) and diseased (43 + 29 $D) cases were,

however, not statistically different (p > 0.05 according to t $tudent’s test), probably due

to the observed Neprilysin-level variation between individuals and the low sample num

ber. In leptomeninges, no change in Neprilysin expression was observed between normal

(mean value 48 x 102+ 7.5) and AD (44.5 x 102+ 6.7) cases. $imilarly, in hippocampus,

no difference was observed between normal (mean value 13.83 x 10g) and AD (mean value

15.88 x 10g) cases.

2.4.2 Anti-Neprilysin antibody specificity

We next examined Neprilysin expression, by 1CC, a more appropriate method to decrypt

specific changes in protein expression at cellular resolution. As a first step, we char

acterized the 18B5 monoclonal anti-Neprilysin antibody for its specificity toward other

A Cortex

NEP

B-Actin

-

B Hippocampus C Leptomeninges
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Figure 2.2: Specificity of the 18B5 anti-Neprilysin monoclonal antibody. Total

ceil extracts and/or culture medium from transfected ceils were analyzed by $DS-PAGE.

The blot was probed with 18B5 antibody diluted 1/12 000. Lane 1: semi-purified Ne

prilysin (100 kDa) from rabbit kidney brush border membrane, lane 2: culture medium

from HEK T celis stably transfected with NL1 (125 kDa), lane 3: total ceil extract from

HEK T celis stably transfected with MMEL2 (80 kDa), lane 4 and 5: total cell extract

from LLCPK celis stably transfected with ECEL1 (98 kDa) or PHEX (105 kDa), lane 6:

total ceil extract from MDCX cells stably transfected with ECE-1 (130 kDa). Equivalent

amounts of proteins were loaded on a 7.5% acrylamide gel.

members of the Neprilysin family. This was particularly essential since MMEL2, a newly

discovered metallopeptidase which was cloned from human brain cDNA in our laboratory

(Bonvouloir et al. 2001) shares 54% amino acid sequence identity with human Neprilysin.

Mammalian ceils were stably transfected with cDNA coding for members of the Neprilysin

family and total cell extracts were prepared to detect these membrane bound peptidases.

For the secreted NL1 peptidase, the culture medium were collected and concentrated. 1m-

munoblot analysis showed that the anti-Neprilysin antibody strongly recognizes Neprilysin

as a single 100 kDa band (Figure 2.2). This antibody did not cross-react with either NL1

($EP, NEPII), MMEL2, ECEL1 (XCE, DINE), PHEX or ECE-1 demonstrating its high

specificity.

2.4.3 Neprilysin expression in hippocampus

Sections from 12 controls and 12 AD cases were stained with 18135 to detect Neprilysin

protein at the cellular level. In hippocampus of normal individuals, Neprilysin immunore
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Figure 2.3: Decreased Neprilysin immurioreactivity levels in AD hippocampus.
Sections of hippocampus from normal (A) and AD cases (B) were stained with anti

Neprilysin monoclonal antiboby 1835. Downregulation of Neprilysin expression in AD
hippocampal pyramidal neurons (large arrows) is shown. Also noted is tire presence of
Neprilysin in presumptive astrocytes (thin airows). Scale bar 15 11m.

activity was observed in pyramidal neurons (large a.rrows in figure 2.3A). In contrast,

within corresponcling regions of hippocampus collecteci from AD cases in which senile

plaques were detected. Neprilysin immunostaining in pyranriclal neurons was clramaticaily

clecrea.secl (figure 2.33). Interestingly, guai ceils in proxinhity to senile plaque regions

expressecl Neprilysin (thin arrows in figure 2.33). In normal cases, these ceils were un

staineci. Based on GFAP 1CC perfornrecl on adjacent sections of AD cases (Figure 2.4A

anci 3). these cells were iclentifieci as astrocytes. Neprilysin imnmnoreactivity was detecteci

witlnin approximateiy 4c of ail GfAP-positive astrocytes found in tire stuclieci region (Fig

ure 2.4A anci B). Neprilysin-positive cells also stained witir anti-APOE antibodies (Figure

2.4C ancl D), emphasizing that tirey represent a subpopulation of reactive astrocytes.

These resuits strengthen the irypothesis that Neprilysin contributes to tire clearance of

Af3 iir hippocanrpus of nornrai indivicluals ancl prevents plaque formation ancl ccli cleatir.

Consequently. tirey support tire notion tirat Nepriiysin down-reguiation in tins brain area

constitutes a risk factor for cleveloping AD.

2.4.4 Neprilysin in blood vessels of cortex and leptomeninges

In tire temporal lobe cortical tissue ancl leptomeninges of both control ancl AD cases. ireu

ronal ancl guai ceils were negative for Neprilysin expression as visualized hv 1CC (data

not sirown). Tins resuh confirms tire scarcity of Neprilysin in these brai regions. How

ever, Nepriiysiir imnrunosta.ining was iargely clistrihutecl in tire cerebral vasculature of
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Figure 2.4: Presence of Neprilysin in reactive astrocytes in AD. Co-localization
(thin arrows) of Neprilysin (A) and GFAP (B) on adjacent sections from a hippocampal
region with senile plaques. Reactive astrocytes iminllnostaineci with Neprilysin anci APOE
antiboclies are eviclent in niolecrilar region of the bippocampus (thin arrows in C anci D).
Note the presence of APOE in senile plaqile (large arrow. Pi). Scale bar 20 11m.
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C controï subjects. Intense Neprilysin immunostaining was concentrated within the tunica

media whose natllre was conflrmed by 1CC on adjacent sections using anti-ù-SMA an

tibodies (Figure 2.5A and B). Intense vascular staining was evident in most of control

cases with no A13 positive deposit (Figure 2.5C). Sporadic A13 staining coud be observed

in the leptomeninges of 1 of 6 control cases studied and in parenchyma of 2 of 12 control

cases. In contrast, in diseased vessels A13 deposition vas evident in most blood vessels

in leptomeninges (5/7 cases) and paremchyma ( 7/12 cases). 1CC on AD cases provided

evidence for a significant decrease of Neprilysin immunoreaction. The data has been con

firmed using two different monoclonal antibodies: a 18B5 antibody recognizing Neprilysin

on paraffin sections (Figure 2.5) and CALLA antibody working on cryostat sections (Fig

ure 2.6). The last one confirmed a presence of negatively- and positively-stained blood

vessels in AD cases. In the vasculature, local perturbation of Neprilysin expression was ev

ident even in what appears to represent initial stages of plaque formation (Figure 2.5D to

I). In diseased vessels where Ail deposition was evident but where the tunica media is not

yet destroyed and stained normally for -SMA, Neprilysin expression was already dramat

ically decreased (Figure 2.5D to F). These results demonstrate that the down-regulation

of Neprilysin in SMCs is not due to the destruction of the tunica media and that it is

probably physioiogicaHy relevant. Later, wheii scierotic vesseis had formed and the tu

nica media had coÏlapsed due to high Ail deposit, Neprilysin immunoreaction was absent

(Figure 2.5G to I). Similar staining in the vasculature, although less intense, was also

observed using the comrnercially available anti-CD1O antibody (Figure 2.6), confirming

again specificity of the immunostaining. Altogether, our resuits demonstrate that despite

only an apparent slight decrease in Neprilysin expression in whoÏe brain regions, there are

profound changes in Neprilysin protein distribution at the cellular level that correlates

with the apparition of Ail deposit. Our results also suggest that Neprilysin is an active

player in the control of Ail accumulation in the vasculature and in the development of

CAA.



• •:.s•.
S S

C••5-••

..)

F--
••-‘‘

S)—

Figure 2.5: Decreased Neprilysin immunostaining in smooth muscle ceils of
blood vessels. Neprilysin iuiulunostailling (NEP) (B.E.H) in blood vessels is showu

in comparison to that of o-sniooth muscle actin (a-SMA)(A.D.G) anci of AJ3 (C5f,I) iII

liealthy (A-C) auJ clisease condition (D-I). Scale bar 50 11m.
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Figme 2.6: Neprilysin immunostaining on cryostat sections in cerebral vascu
lature (arrows) using commercially available antibody CALLA (anti-CDO).
Stained (BVf) alld ullstaillecl (BV-) blooci vessels could be see iII AD brain. $cale
bar=100 m.
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Ç 2.5 Discussion

011e of the unresolved issues in Alzheimer’s disease studies involves the mechanism of A13

deposition. Two opposing but complementary mechanisms have been documented, i.e.

increase of A13 synthesis and decrease of its clearance. It is thought that an imbalance

between these two mechanisms may be the cause of A13 deposit. On one hand, it was

demonstrated that overexpression of I3APP gene and,or increase of its processing to form

A13 contribute to AD. Indeed, some of the mutations that segregate with disease pheno

types in autosomal dominant forms of familial AD were found in the I3APP gene and shown

to enhance production or aggregability of Af3. Other mutations in the presenitin gene, a

protein implicated in the cleavage of I3APP at the gamma cut site, are consistent with

this mechanism (see for review Annaert & $trooper (1999)). On the other hand, at least

two unes of evidence suggest that defect in the clearance of Af3 is related to AD and/or

CAA. First, it was established that a risk factor for AD and CAA is the f4 genotype of

apolipoprotein E (ApoE4) (Nicoil et al. 1997, Mazur-Kolecka et al. 1999, Poirier 2000).

ApoE is part of a lipoprotein pathway involved in the internalization of Af3 and its degra

dation by lysosomes. ApoE4 was reported to be less efficient in this pathway than other

alleles. Second, it is documented that an Af3 degrading enzyme that presents the charac

teristics attributable to Neprilysin plays role(s) in the control of A13 levels in brain.

Studies demonstrated that Neprilysin is able to catabolize A1-40 in VZtTO (Howeli

et al. 1995) and Af31-42 in vivo (Iwata et ai. 2000). Neprilysin-specific inhibitors and

Nepritysin gene-disruption in mice abolished this function. In Nepritysin gene-disrupted

mice, endogenous Af31-40 and A1-42 levels increased in a dose-dependant manner as

compared to normal and heterozygous mice (Iwata et al. 2001). This paper presents a

first attempt to understand the relevance of Neprilysin to AD and its interrelationships

with A13 in human brain at cellular level.

Our RT-PCR resuits demonstrated that Neprilysin is expressed within ail studied cere

brai regions inciuding hippocampus, cortex and meninges in both controi and AD cases.

Although obtained from a limited collection of frozen tissues, they contributed to confirm

and extend previously reported data that were also obtained from a low sample number

(Yasojima et al. 2001). RT-PCR results suggested that the overall Neprilysin expression

Ç siightly decreases in AD brains but the levels of down-reguiation are rather weak and vary



2.5. Discussion 68

C according to the brain regions. However, the 1CC ana.lysis revealed specific differences in

Neprilysin expression that were not possible to detect by RT-PCR. Phenotypical changes

in Neprilysin expression were detected in pyramidal hippocampal neurons, consistent with

the high susceptibility of this region to Aj3 deposition. Its down-regulation in AD patients

may lead to Af3 accumulation and neuronal cell death. Interestingly, Neprilysin expres

sion was up-regulated in a subpopulation of reactive astrocytes in AD brains, emphasizing

on the necessity to analyze defects at the cellular level. In this tissue no difference was

observed by RT-PCR at organ level probably due to the inverse regulation of Neprily

sin expression in the two celi types. The significance of Neprilysin expression in reactive

astrocytes remains unknown. Nevertheless, this compensatory expression of Neprilysin

in astrocytes does not seem to be sufficient to counteract the decrease of Neprilysin ex

pression in pyramidal neurons and maintain efficient degradation of Aj3. This may be due

to an overali decrease of Neprilysin level in this region or to an inappropriate relocaliza

tion of Neprilysin in these two different cell types. Altogether, 011f resilits demonstrated

important modification in Neprilysin expression in hippocampus with decrease in pyra

midal neurons and increase in reactive astrocytes, suggesting an inverse response of the

Nepritysin gene to Aj3 deposition and/or AD progression.

A similar discrepancy between the results of RT-PCR and 1CC was observed in lep

tomeninges. The putative absence of down-regulation of Neprilysin expression at the

mRNA level in leptomeninges is probably due to the relatively small proportion of vessels

showing mature Af3 plaques as compared to healthy vessels. However, these diseased ves

sels are easily analyzed by 1CC. For the first time, we clearly demonstrated that Neprilysin

and Aj3 peptide display overlapping distribution patterns and opposite expression levels.

As Neprilysin expression decreased, more A13 deposition was visible even in sections where

the tunica media is not yet destroyed, demonstrating that down-regulation of Neprilysin

expression in this tissue occurs early in the development of amyloid deposition and is not

a consequence of cell death. These results suggested that Neprilysin is involved in the

regulation of Aj3 deposition around blood vessels and, therefore, that defects in Neprilysin

expression may contribute to the onset of CAA. Finally, our results established that, in

contrast to results obtained in neuronal celis in rodents (Gaudoux et al. 1993), vascular

smooth muscle celis are the main celi type expressing Neprilysin in human brain. Nepri

lysin expression was not detectable at the protein level in neurons or glial cells of normal
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or AD brains, as observed before (Akiyama et al. 2001).

Altogether, our resuits demonstrate an inverse relationship between Neprilysin and

Af3 deposit and suggest that maintained expression of Neprilysin in human brain has an

anti-amyloidogenic effect and protects against AD and other pathogenesis such as cerebral

amyloid angiopathy. It will be important to determine whether modulation of Neprilysin

expression and/or of its enzymatic activity may regulate Aj3 deposition in vivo. New

therapeutic approaches targeted toward Neprilysin activity may prove useful to hait the

progression of plaque formation in AD and CAA patients.
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Préambule

L’EPN est maintenant le prototype d’une famille grandissante d’enzymes incluant les

enzymes de conversions de l’endothéline (ECE-1 et ECE-2), KELL, PHEX et XCE/ECEL1.

Bien que ces protéines soient moins bien caractérisées que l’EPN, elles ont déjà été impli

quées dans une variété de phénomènes physiologiques incluant la regulation de la pression

artérielle et du tonus vasculaire (ECE) ainsi que le métabolisme du phosphate (PHEX).

L’identification relativement récente et successives de KELL, ECE-1, PHEX, ECE-2 et

XCE/ECEL1 nous a poussé à croire en l’existence potentielle de nouveaux membres

dont les fonctions biologiques seraient tout aussi importantes. L’identification de tous les

membres de la famille de 1’EPN est d’autant plus nécessaire que ces enzymes constituent

des cibles thérapeutiques de choix. Il est donc essentiel de tenter d’identifier et de carac

tactériser tous les constituants de cette famille afin de faciliter la conception d’inhibiteurs

ou d’agents pharmacologiques spécifiques.

Le prochain chapitre, présenté sous forme d’article, rapportent l’identification et la

caractérisation primaire de NL1, un nouveau membre de la famille de l’EPN. Les résultats

présentés dans ce chapitre ont été publiés en 2000 dans le revue Biochemicat Journat

(Ghaddar et al. 2000).
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3.1 Abstract

Because of their roles in controlling the activity of several bio-active peptides, members

of the Neprilysin (NEP) family of zinc metallopeptidases have been identified as putative

targets for the design of therapeiltic agents. Presently, six members have been reported,

these are: Neprilysin, Endothelin-converting enzymes ECE-1 and ECE-2, the KELL blood

group protein. PHEX (phosphate regulating gene with homologies to endopeptidase on
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the X chromosome) and X-converting enzyme (XCE). In order to identify new members

of this important famiiy of peptidases, we designed a reverse transcriptase-PCR strategy

based on conserved amino acid sequences of Neprilysin, ECE-1 and PHEX. We now report

the cloning from mouse testis of a novel Neprilysin-like peptidase that we called NL1. NLÏ

is a glycoprotein that, among the members of the family, shows the strongest sequence

identity with Neprilysin. However, in contrast to Neprilysin and other members of the

family which are type II iritegral membrane proteins, NL1 was secreted when expressed in

dllltured mammalian celis, likely due to cleavage by a subtilisin-like convertase at a furin

like site iocated 22 amino acid residues in carboxy-terminus of the transmembrane domain.

The recombinant enzyme exhibited Neprilysin-like peptidase activity and was efficientiy

inhibited by phosphoramidon and thiorphan, two inhibitors of Neprilysin. Northern blot

analysis and in situ hybridization showed that NL1 mRNA was found predominantly in

testis, specificalÏy in round and eÏongated spermatids. This distribution of NL1 mRNA

suggests that it could be invoived in sperm formation or other processes related to fertility.

3.2 Introduction

Peptides are used by celis from yeast to mammals to elicit physiological responses. The use

of peptides as messengers usually involves the following steps: 1) production and release of

the peptide by a specific ccli, 2) interaction of the peptide with a receptor on the surface of

the target ceil, and 3) degradation of the peptide to terminate its action. The first and last

steps of this scheme require the participation of proteases/peptidases. There is increasing

evidence that membrane-associated zinc-metallopeptidases play important foies in both of

these steps. Although activation of inactive prohormone precursors into bioactive peptides

is generally performed by proteases of the subtilisin family located either in the Trans

Golgi Network or in secretory granules of the celi (for a review see Seidah & Chretien

(1994)), a few peptides require a final processing step after secretion. This step involves the

action of membrane-associated zinc metallopeptidases. Two enzymes are particulariy well

characterized: Angiotensin Converting Enzyme (ACE) which cleaves inactive angiotensin I

into angiotensin II (for a review sec: Corvol & Wiiiiams (1997)) and Endothelin Converting

Enzyme (ECE) which cleaves isoforms of big endothehn into endothelins (for a review

sec: Turner (1997)). In addition to their role in peptide activation, celi surface zinc-
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metallopeptidases have also been implicated in the termination of the peptidergic signal

by degrading the active peptides into inactive fragments. One of the best known of these

peptidases is probably Neprilysin (Neutral endopeptidase-24.11, NEP) which has been

implicated in the physiological degradation of several bioactive peptides (for reviews see:

Kenny (1993) and Koehne et al. (1998)). In the brain, Neprilysin controls the haif-life

of the enkephalins and substance P, two neuropeptides involved in pain control (reviewed

in: Roques et al. (1993), Roques et al. (1980)). In the kidney, the enzyme is believed to

participate in the regulation of blood pressure by locally controlling the activity of the

atrial natriuretic peptide (ANP), bradykinin and endothelin-1 (ET-1) (Ura et al. 198f,

Pham et al. 1992, Yamaguchi et al. 1992, Roques et al. 1993). Neprilysin has been shown

to be present in many other tissues although its role is not always well understood.

Interestingly, Neprilysin and the ECEs show significant structural similarities and ap

pear to belong to a family of peptidases that includes PHEX (formerly PEX), a peptidase

involved in the regulation of phosphate homeostasis (reviewed in: Tenenhouse (1999)), the

KELL blood group protein (Marsh 1992) and XCE, a newly discovered enzyme present

in the nervous system (Valdenaire et al. 1999). ACE, despite being a ceil-surface Zn

metallopeptidase with some similarities to Neprilysin, is not strictly speaking a member of

the same family (Hooper 1994). Because of their important role as regulators of bioactive

peptide activity, these enzymes (more specifically Neprilysin and the ECEs) have been

identified as putative targets for therapeutic intervention, similar to the way inhibition of

ACE is used to control blood pressure. However, the recent discovery of PHEX and XCE,

and the possibility that yet other unknown members stili exist, raise the problem of the

specificity of the therapeutic agents to be developed.

To search for other members of the Neprilysin family, we designed an reverse transcrip

tase (RT)-PCR strategy based on conserved regions of Neprilysin, ECE-1 and PHEX. In

the present paper, we report the molecular cloning, tissue distribution, expression and

partial biochemical characterization of a new NEP-like peptidase that we called NL1.
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3.3 Materials and Methods

DNA manipulations

Ail DNA manipulations, phage library screening, and plasmid preparations were performed

according to standard protocols (Ausubel et ai. 1988, Sambrook et ai. 1989). Site-directed

mutagenesis was performed using a PCR-based strategy as described previousiy (LeMoual

et al. 1994).

mRNA purification and RT-PCR protocol for identification of new

members of the Neprilysin family

mRNAs were prepared from mouse testis using Quick Prep Micro mRNA purification kit

(Pharmacia Biotech). first strand cDNA was synthesized from 1ig of mRNA using the

First-$trand cDNA synthesis kit (Pharmacia Biotech).

Two degenerate sense primers, oligonucleotide 3817 (5’-TGGATGG-

AT/CGA/CIGG/AIACIA/CA-3’) and oligonucleotide 3719 (5 ‘-A/GTIGTITTT/C

CCIGCIGGIA/GT/AIC/TTG/CCA-3’) corresponding to amino acid residues 459-465

and 552-560 of Neprilysin sequence respectively, and one antisense primer, oligonucleotide

3720 (5 ‘-AIICCICCIA/TC/TA/GTCIGCIG/AC/TA/GTTT/CTC-3’) corresponding to

amino acid residues 646-654 (see Figure 1), were synthesized. PCR was performed with

5 111 of cDNA template and 1 jil of Taq DNA polymerase in a final volume of 100 pi,

containing 1 mM MgC12, 2 pM of each oligonucleotide 3817 and 3720, 200 pM of each

dNTP and 5% v/v DM$O. Cychng profiles included an initiai denaturation step of 5

min at 94°C, 30 cycles of 1 min at 94°C, 1 min at 40°C and 1.5 min at 72°C, and a final

extension step at 72°C for 10 min. One half of the arnplified DNA was separated on a

2% (w/v) agarose gel and fragments ranging in size between 500-700 bp were purified

and resuspended in a final volume of 50 p1. A second round of PCR was done with

primers 3719 and 3720, using as template either 10 pi of the first PCR reaction or 5

pi of the purified fragments, and the new PCR products were ligated in pCR2.1 vector

(Invitrogen). $everal identicai clones corresponded to a potentiai new member of the

Neprilysin family. We calied this member NL1 for NEP-iike 1.
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G Cloning of full-length NL1 cDNA

The cloned NL1 PCR fragment was used as probe to screen a mouse testis \ Uni

ZAPTMXR cDNA library (Stratagene). Twelve out of a hundred positive pliages were

plaque purified and subcloned into pBS SK vector (Stratagene). As the longest clone

analyzed presented an incomplete ORF (pBS-NL1A), 5’RACE with primers located in

vector (5’-TAGTCGATCCCCCGGGCTGCAC-3’. sense primer) and NL1 (5’-ACCAA-

ACCTTTCCTGTAGCTCC-3’, antisense primer, rit 1303 to 1324 of NL1; Figure 2) was

subsequently performed on the DNA of the remaining semi-purified positive clones. Ampli

fication was performed witli ipi of Vent polymerase in a final volume of 100 iril containing

50 ng of DNA, 4 mM of Mg504, 1 M of each oligonucleotide, 200 14M of cadi dNTP

and 10% DM$O. Cycling parameters included an initial denaturation step of 1 min at

94°C, 25 cycles of 30 sec at 94°C, 30 sec at 60°C and 1 min at 72°C, and an incubation

of 10 min at 72°C. A PCR fragment of the expected lengtli was subcloned into pCR2.

1 vector (clone pCR-NL1A), but sequencing revealed no initiator ATG codon. A nested

5’RACE was tien performed on mouse testis cDNA using the Marathon Ready cDNA

kit (Clontech) with sense oligonucleotides APi and AP2 (from the kit) and NL1 anti

sense oligonucleotides 5’-CC-TGAGGCCTCGTTTTACAACCCTCCT-3’ (nt 503-529 of

NL1; see Figure 2) and 5’-CTCATCCCAGGAGAAGTGTAGCAGGCT-3’ (rit 475-502 of

NL1: see Figure 2) as recommended by the supplier. The resulting fragment was cloned

into pCR2.1 vector (pCR-NL1B). Since only ten bp were missing for the initiator ATG

codon, we reconstructed the 5’ end of the cDNA by PCR-amplifying clone pCR-NL1A

with sense primer 5’-CCACCATGGTGGAGAGAGCAGGCTGGTGTCGGAAGAAG-3’

(nt 332-364 of NL1; see Figure 2; tic 10 missing nucleotides are underlined) and antisense

primer 5’-ACCAAACCTTTCCTGTAGCTCC-3’ (nt 1303-1324 of NL1; Figure 2) using

Vent polymerase as described above. The DNA fragment was then inserted into pCR2. 1

(clone pCR-NL1C). The entire open reading frame was reconstituted following digestion

of pBS-NL1A and pCR-NL1C with EcoRI and PftMI. Tic 5’ end of NL1 cDNA was cx

cised from pCR-NL1C and ligated into pBS-NL1A at tic corresponding sites, resulting in

plasmid pBS-NL1B.

For expression studies, a BamHI/ApaI fragment generated out of pB$-NL1B, cor

responding to the full length cDNA of NL1, was inserted into pCDNA3/RSV (Jockers
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C et al. 1996) vector.

Production of polyclonal antibodies

A plasmid for the production in Escherichia cou of a glutathione $-transferase (GST)

fusion protein with NU was constructed using pGEX-4T-3 expression vector (Pharmacia

Biotechnologies). A 255 bp fragment from NL1 was amplffied by PCR with Vent poiy

merase using sense primer 5’-GCTACGGGATCCGTGGCCACTATGCTTAGGAA-3’ (nt

1139-1158; see Figure 2) and antisense primer 5’-CGATTGCTCGAGTGGGAACAGC-

TCGACTTCCA-3’ (nt 1377-1396: sec Figure 2). Both pGEX-4T-3 and the PCR product.

were digested with BamHI and XhoI and ligated. The recombinant protein was produced

and purified according to the supplier’s instructions. Five weeks old female balb/c mice

were immunized at monthly intervals for 3 months with 20 tg of the recombinant NL1

fragment in Freund’s adjuvant and antisera were subsequently collected.

Ceil culture and transfection

Human Embryonic Kidney (HEK 293) celis were maintained in Dubelco’s Modified Eagle’s

medium containing 10% (v/v) fetal bovine serum, and suppÏemented with 60 pg/niÏ peuh

ciilin, 100 ig/mi streptomycin and 0.25 pg/ml fongizone. Transfections of celis with appro

priate plasmids were performed by the calcium/phosphate-DNA co-precipitation method

(Chen Okayama 1987). To establish permanent ccli unes, G418 (geneticin) selection

was initiated 48 h after the transfections at 400 iig/ml for 12 days and gradually decreased

at 100 pg/ml.

LLC-PK1 celis transfected with pRcCMV-sNEP (where snep stands for soluble Nepri

lysin) were maintained as described previously (Lanctot et aÏ. 1995).

Immunoblot analysis

For immunoblot analysis, celÏs were incubated for 16 h in synthetic Dubelcco’s modified

Eagle’s medium containing 2mM sodium butyrate. Cellular proteins were soiubiiized as

described previousÏy (Dion et aÏ. 1995). Secreted proteins recovered in culture media were

concentrated approx. 10 fold by ultrafiltration. Immunoblot analysis were performed
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using the NEN Renaissance kit with the polyclonal antibody specific to NL1 or the ai

antitrypsin inhibitor antibody (Calbiochem; LaJolla, CA) followed by the appropriate

horseradish peroxidase-conjugated IgG (Vector Laboratories).

For the glycosylation studies, proteins were incubated with endoglycosidase H (endoH)

or peptide:N-glycosidase F (PNGaseF) as suggested by the distributor (New England

Bioloab).

Enzymatic activity assays

NL1 activity was monitored and compared with soluble Neprilysin activity using (Tyrosyl

[3,5-3H])(D-A1a2)-Leu5-enkephalin (50 Ci/mmol) (Research Products International Inc.),

as already described (Dion et al. 1995, Devault et al. 1988). Km values were determined

by the isotope-dilution method. The inhibitory effects of phosphoramidon and thiorphan

were also assessed as described previously (Dion et al. 1995).

HPLC analysis of the hydrolysis of Leu-enkephalin

Leu5-enkephalin (5 pg) was incubated at 37°C for 1 hour in 5OmM MES, pH 6.5, with

concentrated culture medium of HEK 293 cells expressing NL1 (approx. 300 11g of total

proteins) or LLC-PK1 celis expressing soluble Neprilysin (approx. 30 g of total proteins),

in the absence or presence of 0.1 mM phosphoramidon. Hydrolysis products were separated

by reversed-phase HPLC as described previously (Bawab et al. 1993). Tyr-Gly-Gly and

Phe-Leu were both identified by elution profiles of synthetic marker peptides.

Northern blot analysis

A mouse multiple tissue poly(A)+ mRNA blot (Clontech) was hybridized with a [32Pj

dCTP random primer labelled probe in ExpressHyb solution (Clontech). The blot was

washed according to the rnanufacturer’s recommendations and exposed to Fuji RX film

for 7 days at -80°C with intensifying screens.
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RT-PCR screening of mouse tissues

First stralld cDNA synthesis was performed with 1 ig of total RNA from mouse tissues

and oligo(dT) as primer, using Gene Amp RNA PCR Core Kit (Perkin Elmer). For the

PCR reactions, primers 5’-TGGCGAGAGTGTGTCAGCTATGTC-3’ and 5’-CTTCCA-

AAATGTAGTCAGGGTAGCCAATC-3’ were used with Taq polymerase. One tenth of

the PCR products were visualized on a 4% agarose gel.

In situ hybridization

b construct a plasmid for the synthesis of cRNA probes for ISH, pCR-NL1A was used

as template to amplify a 452 bp fragment by PCR with sense primer 5’-GGAGCCATAG-

TGACTCTGGGTGTC-3’ (nt 416-439; see Figure 2) and antisense primer 5’-GACGCT-

CAGCAGGGGCTCAGAGTC-3’ (ut 842-865; see Figure 2). The amplification product

was inserted into pCRII vector (Invitrogen). Synthesis of riboprobes and protocols for

ISH were as described previously (Ruchon et al. 1998).

3.4 Resuits

Cloriing and sequence analysis of mouse NL1 cDNA

In order to isolate cDNAs for new members of the Neprilysin family, we developed an RT

PCR strategy based on fact that Neprilysin, ECE-1 a.nd PHEX share regions of significant

sequence identity (Figure 3.1).
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C

450 542

hNEP . . .FIQTLD.DLTWMDAETKKRAEEKALAI NAFYSSGRNQ

hECE-1 . . .FEESLS.TLKWMDEETRKSAKEKADAI NAYYSPTKNE

hPHEX . . . FIDMLEKENEWMDAGTKRKAKEKAPAV NAFYSASTNQ

consensus F L WMD T A EKA A NA YS N

3817

63E

liNE? IVFPAGILQPPFFSAQQ . S QHLNGINTLGENIADNGGLGQAY...

hECE- 1 IVFPAGILQAPFYTRSS . P EPVNGRHTLGENIADNGGLKAAY...

hPHEX IRFPAGELQKPFFWGTEYP LNVKGKRTLGENIADNGGLREAF...

cons. I FPAG LQ PF G TLGENIADNGGL A

3719 3720

Figure 3.1: Partial arnino acid sequence alignment of human Neprilysin, ECE

1 and PHEX. Numbers above the sequences identify residues in Neprilysin sequence.

Regions corresponding to degenerate oligonucleotides used for the nested PCR are un

derlined. Arrows below the sequences represent the degenerate oligonucleotides and the

numbers correspond to the nomenclature used in the text.
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Following RT-PCR on testis mRNAs with nested primers, a DNA fragment of approx.

300 bp was amplified. This DNA fragment was cloned and the plasmids from 24 indepen

dent colonies were sequenced: 3 clones had no insert, 4 clones had DNA fragments not

related to the Neprilysin family, 7 clones had sequences corresponding to mouse Neprilysin

and 3 clones had sequences corresponding to mouse PHEX, showing that our approach

efficiently allowed the identification of members of the family. Moreover, 7 identical clones

had a new cDNA presenting sequence similarities to members of the Neprilysin family. The

full-length cDNA was subsequently obtained by screening a mouse testis )‘ cDNA library

followed by 5’RACE, as described in the Materiats and Methods section. The nucleotide

and deduced amino acid sequences shown in Figure 3.2 confirm that we cloned a novel

NEP-like protein, referred to thereafter as NL1. NL1 cDNA spans 2925 nt, including a

5’-untranslated region of 331 nt, an open reading frame of 2295 nt from nt 332-2626, and

a 3’-untranslated region of 299 nt. The sequence surrounding the proposed initiator ATG

conforms to the Kozak consensus (Kozak 1986). The deduced amino acid sequence of NL1

reveals a putative type II transmembrane protein of 765 arnino acid residues encompassing

a short N-terminal cytoplasmic tau, a unique putative transmembrane domain, and a large

C-terminal extracellular domain. The ectodomain contains nine potential N-glycosylation

sites (Asn-X-Ser/Thr) and ten cysteine residues corresponding to those conserved among

ah the members of the family, which are presumably involved in proper folding and in

maintenance of the protein in an active conformation. Ah amino acid residues known to

5e part of the active site of Neprilysin are present in NL1 (see Figure 3.3). The predicted

protein sequence presents greater sirnilarities to Neprilysin than to any other member of

the family (Table 3.1).

Although NL1 shares riumerous features with proteins of the Neprilysin family, a no

table aspect distinguishes it from the others : the first conserved cysteine residue of the

ectodomain is more distant (34 amino acid residues) from the predicted transmembrane

domain in NL1 than it is in Neprilysin (9 residues) or any other members of the fam

ily. IVloreover, we noticed a putative furin cleavage site (-Arg58-Thr-Val-Val-Lys-Arg63-)

between the end of the transmembrane domain and the first cysteine (Figure 3.3). This

observation suggests that NLY could exist as a secreted rather than a membrane-Sound

protein.
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207 leu glu tIr Ils lue ale ecu ale thr vol pro glu glu lys erg his cep val tIr cia leu tyr Ais erg est asp leu aet glu lau glu glu erg pAs giy leu lys

nu CAC ACC CAT nu ace no eec ArA CrC Cor eAu CAC An ACC CAT 447 Cr0 A CCC nu TAC 040 CCA 47e 040 nu A7C u4C nA eu un ACC nT CC7 nu nu 133G

334 gly pha eau top tIr leu phe ils glu ace vel lau car serval glu vel glu leu plu pro cep glu glu val vel val tyr gly ils pro tyr lsu glu ecu isu glu

CCC Tn ne 7CC An ne ne A7A CAA ne Cru tu Tn n Cru un Cre nu nu 770 CCI CAT CAS nu u Cru CrC TAC Cue 470 000 TAC nu nu nT nu sn 1441

l7luspilsAleespser tyreeraleurgtlreutgluesutyrlauvel trpargleuvel lauespargilaglycer leucer gluergpleiyeglueleaogveleep

447 ATO 477 CCT ACe TAc 704 C04 CCC ACO ATC cu ne TAC nu CrA Tac eue nu Cru n CA7 en ATT CCC ACe nu 4CC eAu ACA 77e An CAS 5CC OCr Cru CAC 1552

V

TAc CCC nu acu ne TAC CCC ACC Ace Cru nu uu Cru eue tac 0CC CCC TCr Cr0 4CC TAT Cr0 no 4Cr ne nu nu ACe Coi CrC CCC 7CC no TAC ATO nu CCC 1663

44G alu pIs set lys cep cet lye car tIr vol are glu bu ils glu lys Ils erg serval pIe val asp eau leu usp glu lsu est top cet cep glu glu car lys lys

eeC 77e TOC nu CAC 4CC 445 5.50 4CC Cri ACA nu nu ATT CAC nu 474 4CC 7CC Cr4 ne CrC nT ne nu CAT CCC nu ne 755 475 C40 eAu un 7CC u nu 1774

(3517j

482 lys ule glu glu lys cia eut auu 11e urg glu glu lia gly tyo pro cep tyr ils leu glu e e ecu lys Ils leu usp glu glu tyr car set las rho pIs tyr

nu ace 040 Cn C Ccc 475 n7 A7A CCC 444 CAC An ace TAC C ne tue An nu nA CAT ne n An 04e nu nv CCC un TAc TOC ACr nu An 77e 747 188G

51G glu cep leu tyr pIe glu ecu giy leu glu asu leu lys ecu ecu sic glu urg car isu lys lys leu erg glu lys val cep glu ecu leu top ils ils giy alu aie 10u6

CAC CAO nu 747 7 CAS ne un 077 C4C ne ne nu ne n 00e 04C 4CC 4Go ne nu nu en CCC un nu Cru ne eAu n ne 7CC 1.7e 47e CCC In ecu

556 vol val eau cia pIe tyr car pro ecu erg as u glu 11e val pIe pro du gly ils isu glu pro pro pIe placer lys cep glu pro glu sec leu ecu pIe gly gly

Cr4 Cr0 nt CCI ne TAC 700 004 ne 444 ne eAu 47C CrC 777 CCI CCI CCC An ne CAC CCC CCC ne ne 450 nu no en 004 04G 7CC 77C nt 777 CCC CCC 2117

______________________

(371G) s

553 tic gly cet vel ils glylhic sis lie tIr ltclgiy pAs cep cep ecu gly urg aou pIe cep lys ecu giy ecu cet leu cep top top ser asu pIs car cia erg lis

47C CCC 47C Cru n CCC 040 C4C 470 404 04 CCC 777 047 047 447 Ce? 057 ne 777 ne na ne ace ne ATC nu ne Tac 7CC 4Cr ne 770 TOC 500 CuC e4C 2218

V e

63G plu glu glu glu car glu oys est ils tyr glu tyr gly use pla car top glu leu ale aep acu glu na vel eau gly pIe est tIr leu gly glu eau Ils ale aep

770 nA 04C eAu 7CC CIA Tue 47C 470 747 045 TAC CCC ne ne 7Cr 7CC un nA 504 ne ne 04C nT Cru ne un ne 4Cr 4Cc 07C CCC S ne 477 CCC C4C 232G

667 ueu giy giy vul erg glu cia tyr lys aie tyr les erg top leu de Cep giy giy lys acp glu erg lus pro gly leu use leu tIr tyr aie glu las pla pIe lic

ne un CC7 CrC en CAC C04 740 nu On 74e nA eac 7CC nu un nT CCC CCC An 547 CAC en nu CCC un nu ne nu ee 747 CCC 04G nt ne 77 47e 2441

(3731) V
704 ecu tyr cia glu vui top ope gby car tyr erg pro gis phe ula vul glu sar ii. lys tIr cep val lie est pro leu lys top erg val bu gly cet las glu ecu

ne 747 CCC 045 CrG 7CC 7Cr 5CC 7CC 747 4CC 0CC C4C no uee Cre 040 tee te nu 4cC C4C Cr0 04C 4Cr en nT n 740 4CC Cru nu ace 704 4 CAC ne 2551

V V 76G

741 las pro giy pla cer glu cia pIe lie ope pro erg gly car pro est lis pru est lys erg ope erg ils top ces

na ecu ace no 7n ss 504 77e 04e Tue ecu en ace 450 000 470 040 CCC 475 nu OCA 7Cr CCC 47e 7CC TAC eenacnulonATunueuuee04eueeeeueou0004u4u 2672

281G

cuCru455Cre4ur4seo04acnnucuCrouunuenvecueenne04T4utCrCracnunTCrtneu4unTcunnvu4unnCruneonvo 252G

Figure 3.2: Niicleotide and deduced amino acid sequences of NL1 cDNA cloned
from mouse testis. The predicted transmembrane domain of NL1 is underlined and

the putative furin/pro-hormone cleavage site is double uuderlined. The conserved cystein

residues are indicated by an arrowhead, the nine poteutial N-glycosylation sites are mdi
cated with a dot (.) and the HEXXH zincin consensus is boxed. Arrows and numbers in

brackets show the position of the oligonucleotide primers used in PCR.



3.4. Resuits 82

C
NIl MVERAGWCRKKS PGFVEYGLMVILLLLLGAI VTLGVFYS IGKQLPLLTSLLHFSWDERTWKRAIRDSSLKSDI

NEP MGRSESQMDITDINAPKPKKKQRWTPLEISLSVLVLLflIIAVIMIAIYATYDDGI

75 *

NIl CTTPSCVIAAARILENNDQSRNPCENFYQYACGGWLRHNVIPETNSRYSVFDILRDELEVILKGVLEDSTSQNR

NEP CKSSDCIKSAARLIQNNIDASVEPCTDFFKYACGGWLKRIWIPETSSRYSNFDILRDELEVILKDVLQEPKTEDI

149

NIl PAVEKAKTLYRSCMNQSVI EIŒDSEPLLSVLflIVGGWPVANDKWNETMGLKWELERQLAVLNSQFNRRVLIDLF

NEP VAVQKAKTLYRSCINESAIDSRGGQPLLKLLPDIYGWPVASDNWDQflGTSWTAEKS IAQLNSKYGKKVLINFF

223

NI 1 IWNDDQNS SRNVIYIDQPTLGMPSREflFQEDNNHIWRKAYLEFMTSVATMLRIŒQNLSKESANVREEMAEVLE

NEP VGTDDKNSTQNI IHFDQPRLGLPSRGflECTGIYTŒACTAYVDFMISVARLIRQEQSLPIDENQLSLEMNKVNE

297

NL1 LETHLANATVPQEKRNDVTALYNRNDLMELQERFGL- - - - KGFNWTLFIQNVLSSVEVNIFPDEEVVVYGI PYL

NEP LEKEIANATTKPEDRNDPMLLYNfl1TLAJŒQNNFSLEVNGKSFSWSNFTNEIMSTVNINIQNEEEVVVYAPEYL

367

NI 1 ENLEDI IDSYSARTMQNYLVWRLVLDRIGSLSQRFKEARVDYRKALYGTTVEEVRWRECVSYVNSNNESAVGSL

NEP TKLKPI LTKYS PRDLQNLMS WRF IMDLVS SLSRNYJŒSRNAFRKALYGTTSETATWRRCANYVNGNMENAVGRL

441

NL1 YIKRAFSIWSKSTVRELIEKIRSVFVDNLDELNWNDEESKKKAQEKANNIREQIGYPDYILEDNNKHLDEEYSS

NEP YVEAAFAGESKHVVEDLIAQIREVFIQTLDDLTWMDAETKKKAEEKALAIEŒRIGYPDDI I SNENK-LNNEYLE

515 *

NL1 LTFYEDLYFENGLQNLENNAQRSLK}ŒREKVDQNLWI IGAAVVNAFYS PNRNQIVFPAGILQPPFFSJŒQPQSL

NEP LNYREDEYFENI IQNLKFSQSKQLKKLREKVDKDEWISGAAVVNAFYSSGRNQIVFPAGILQPPFFSAQQSNSL

569 ** * *

NL1 NFGGIGNVIGNEI TNGFDDNGRNFDKNGNMLDWWSNFSARNFQQQSQCMIYQYGNFSWELADNQNVNGFSTLGE

NEP NYGGIGMVIGHE ITNGFDDNGRNFNIŒGDLVDWWTQQSANNFKDQSQCMVYQYGNFSWDLAGGQHLNGINTLGE

663 * * *

NIl NIADNGGVRQAYKAYLRWLADGGEWQRLPGLNLTYAQLFFINYAQVWCGSYRPEFAVQS IKTDVHS PLJŒRVLG

NEP NIADNGGIGQAYRAYQNYVKKNGEEIŒLPGLDLNHKQLFFLNFAQWCGTYRPEYAVNS I KTDVNS PGNFRI 1G

737 765

NL1 SLQNLPGFSEAFNCPRGSPMHPMKRCRIW

NEP TLQNSAEFADAFHCRKNSYWJPERECRVW

Figure 3.3: Amffio acid sequence comparison of NL1 and Neprilysin. Single

dots stand for similarity and double dots for identity. Residues known to be important

for enzyme activity, including the three zinc ligands (His 583, His 587, and Glu 646

in Neprilysin), the catalytic Glu residue (Glu 584 in Neprilysin), the transition state

stabilizing His residue (His 711 in Neprilysin), the residues involved in substrate binding

(Arg 102, Arg 717 and Asn 542 in Neprilysin) and the Asp residue implicated in structure

maintenance of the active site (Asp 650 in Neprilysin) are indicated with asteriks (*).
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C Table 3± Comparison of NL1 with other members of the Neprilysin family.
Region covering amino acids 70 to 765 of NL1 was compared with corresponding sequences
of other members of the Neprilysin family.

Protein Identity Similarity
(¾) (¾)

Mouse Neprilysin 55 74

Rat Neprilysin 54 73

Human Neprilysin 55 74

Rat ECE-1 39 60

Human ECE-1 39 60

Bovine ECE-2 38 57

Mouse PHEX 39 58

Human PHEX 39 58

Human KELL blood group protein 26 46

Human XCE/ECEL1 36 56

3.4.1 NL1 expression in HEK 293 celis

HEK 293 celis were transfected witli pCDNA3/RSV expression vector containing NL1

cDNA, and a permanent ceil une vas established as described under Materials and Method

section (HEK/NL1 celis). Immunoblotting witli a polyclonal antibody showed that afrer

16h of culture, most NL1 was present in the culture medium with small amounts of the

enzyme in the celi extract (Figure 3.4). $ecreted and cell-associated NL1 had apparent

molecular masses of approx. 125 and 110 kDa, respectively. To cliaracterize the glyco

sylation state of NL1, we next submitted the recombinant protein to deglycosylation by

PNGase F and Endo H). PNGase F removes high mannose as well as most complex N

linked oligosaccliarides added in the Golgi complex. In contrast, endo H removes N-linked

oligosaccharide side chains of the high mannose type found on proteins in the RER but

which have not yet transited through the Golgi complex; thus, resistance to endo H cari

be used as an indication that the protein lias traveled througli the Golgi complex. PN

Gase F treatment showed that the cell-associated and secreted NEl were N-glycosylated as

their electrophoretic mobility increased following digestion (Figure 3.4). However, the se-
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Figure 3.4: Immunoblot analysis of NL1-transfected HEK 293 celis. Proteins

from culture medium and from ceil extracts (corresponding to 1/50 of a 150 mm dish)

were separated by SD$-PAGE (8% gels), transferred to nitrocellulose membranes and

revealed with a NL1-specific polyclonal antibody. (M): mock-transfected celis; (—): NL1-

transfected ceils; (H): Endo H-treated NL1-transfected ceils; (F): PNGase F-treated NL1-

transfected celis. ).Aolecular weight markers positions are shown in the center.

creted NL1 migrated as a doublet after PNGase F treatment, with one band co-migrating

with cell-associated form and the second having a slower rate of migration. $ince untreated

and endo H-digested secreted NL1 are seen as single bands by SDS-PAGE, our observation

suggests that a proportion of secreted NL1 undergoes further post-RER postranslational

modification that renders some of the N-linked oligosaccharides resistant to PNGase F

digestion.

In contrast with secreted NL1, NL1 from ceil extract was sensitive to endo H treatment.

This resuit shows differences in the glycosylation state of the two species and suggests that

the cell-associated form observed in transfected cells is an intracellillar species that has

not travelled through the Golgi complex.

3.4.2 Processing of NL1 by a subtilisin-like convertase

To determine whether a member of the mammalian subtilisine-like convertase family is

responsible for NL1 presence in the culture medillm of transfected celis, we transiently

co-transfected HEK 293 ceils with a constant amount of plasmid pCDNA3/RSV/NL1 and

increasing amounts of plasmid pCDNA3/CIVIV/PDX (Benjannet et al. 1997). This latter

vector promotes the expression of the c1-antitrypsin Portland variant, cd-PDX, a known

inhibitor of subtilisin-like convertases (Anderson et al. 1993). Immunoblot analysis of the

diliture media of celis expressing both NL1 and al-PDX indicated that NL1 secretion was

strongly inhibited by the presence of ûl-PDX (Figure 3.5); a relationship was observed

between the amount of ni-PDX and the level of inhibition of NLÏ secretion.
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To confirm that proteolysis by the subtilisin-like convertase occurred at the putative fu

rin cleavage site identified in NL1 ectodomain (-Arg58-Thr-Val-Val-Lys-Arg63-), the amino

acid residues Asn62-G1y63 were substituted for Lys62-Arg63 by site-directed mutagenesis

in vector pCDNA3/R$V/NJÂ and the mutated vector used to establish HEK 293 celis

expressing the mutant protein (HEK/NLlmut celis). Immunoblot analysis of the cul

ture media of HEK/NLlmut ceils showed that the mutation totally abolished secretion

of NL1 (Figure 3.5B). Furthermore, an additional form of NL1 witli a molecular mass of

127 kDa was detected in the extract of these ceils (Figure 3.5B). This new species was

resistant to endo H digestion (Figure 3.5B) and was found associated with membranes

when HEK/NLlmut ceils were fractionated according to Chidiac et al. (1996) (resuits not

shown).
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Figure 3.5: Analysis of NL1 processing in HEK 293 ceils. (A)Proteins from culture

medium of HEK 293 celis co-expressing NL1 and 1-PDX were separated as in legend to

Figure 4 and revealed with either NL1 antibodies (upper panel) or al-antitrypsin inhibitor

antibodies (lower panel). The amollnt in pg of plasmid pCDNA3.1/CMV/PDX used in the

transfections is indicated above each lane. (B) Proteins from the culture media or extracts

of cells expressing either wild-type NLÏ (WT) or NL1 mutated in the furin cleavage site

(Mut) (corresponding to 1/20 of a 150 mm dish) were analyzed as in Figure 4. (H): Mut

proteins treated with endo H; (F): Mut proteins treated with PNGa.se F. Lanes H and F

were exposed 3 times longer. Molecular weight markers positions are shown on the right

(B and C).
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Table 3.2: Comparison of NL1 and soluble Neprilysin enzymatic parameters
with D-A1a2-Leu5-enkephalin. Each value is the average of the results of three (*) or
four (o) independent experiments. See Materials and Methods (section 3.3) for details.

Enzyme K IC IC0
(ri) Phosphoramidon Thiorphan

(nM) (nM)

NL1 18 ± 10 0.9 + 0.3 47 + 0.12

sNEP 73+18 0.5+0.1 8+2

3.4.3 NL1 euzymatic activity

Culture media from HEK 293 and HEK/NL1 cells were tested for enzymatic activity us

ing Tyrosyl- [3, 5-3H]-D-Ala2-Leu5-enkephalin, (a known Neprilysin substrate) as substrate.

Activity was detected in the culture medium of HEK/NL1 ceils but not in that of HEK

293 ceils. The activity increased linearly with the amount of NL1 (Figure 3.6A) and with

the incubation period (Figure 3.6B), indicating that degradation of the substrate was due

to NL1 enzymatic activity.

We then characterized enzymatic parameters of NL1 using the same substrate and

compared them to those of an engineered soluble form of Neprilysin (Lemay et al. 1989).

NLÏ affinity for D-A1a2-Leu5-enkephalin was slightly higher than that of soluble Neprilysin

as shown by their 1Ç1 values of 18 11M and 73 pM, respectively (Table 3.2). Inhibition

assays showed that phosphoramidon had similar effects on NL1 and soluble-Neprilysin

activity, with 1C50 values of 0.9 nM and 0.5 nM respectively, and that thiorphan, a specific

inhibitor of Neprilysin, inhibited NL1 with an 1C50 of 47 nM, as compared with an 1C50

of 8 nM for Neprilysin (Table 3.2).

Very low levels of phosphoramidon-sensitive activity was detected in extracts of

HEK/NL1 celis (data not shown) consistent with the small amounts of NL1 observed

by immunoblotting.

To determine whether NL1 had cleavage-site specificity similar to Neprilysin, we incu

bated Leu5-enkephalin in the presence of NL1 recovered from the medium of HEK/NL1

cells (Figure 3.7B) or in the presence of soluble Neprilysin (Figure 3.7C), and analyzed the

degradation products by reverse-phase HPLC. Peaks co-migrating with standard Tyr-Gly
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Figure 3.6: NL1 enzymatic activity as a function of (A) the amount of protein
and (B) time. (A) Increasing volumes of culture media from HEK 293 or HEK/NL1
ceils were tested for peptidase activity using [3,5-3Htyrosy1-D-Ala2-Leu5-enkepha1in as
substrate. The amounts of NL1 detected by immunoblotting in the aliquots used to
measure activity is shown in the panel above the gra.ph. (B) Aliquots of culture media
from HEK 293 or HEK/NL1 celis containing 2.5 g of total protein were incubated for
the indicateci periods of time with the same substrate as in (A).
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Figure 3.7: HPLC analysis of degradation products of Leu5-enkephalin. Leu5-
enkephalin was indubated with concentrated culture media from HEK/NL1 celis in pres
ence (A) or absence (B) of phosphoramidon (P), or with concentrated media from sol
uble Neprilysin-transfected LLC-PK1 celis (C) and hydrolysis products were resolved by
HPLC. Tyr-Gly-Gly and Phe-Leu were both identified with HPLC profiles of synthetic
marker peptides.
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C Gly-Gly and Plie-Leu peptides were observed in both reverse-phase HPLC profiles, in

dicating that both enzymes cleaved the substrate at the G1y3-Phe4 peptide bond. This

enkepha.lin-degrading activity was completely inhibited by phosphoramidon (1 111V1, Figure

3.TA).

3.4.4 Tissue and cellular distribution of NL1 mRNA

Tissue distribution of NL1 mRNA was deterrnined by Northern blot analysis with a specific

probe corresponding to the 5’end of the coding region of NL1 cDNA. A single transcript

of 3.4 kb was detected exclusively in testis among ail the mouse tissues tested (Figure

3.8A). Mouse tissues were also screened by RT-PCR Using this more sensitive technique,

expression of NL1 was observed in several other tissues including heart, brain, spleen,

lungs and kidney (Figure 3.8B). Consistent with the Northern blot results, RT-PCR

analysis, although not strictly quantitative, detected more NL1 mRNA in testis than in

other tissiles.

To gain more insight into NL1 mRNA distribution, we examined by in situ hybridiza

tion cryostat sagittal sections from a 4-day newborn mouse, as well as sections from a

].6-day old animal (p16) and aduit tissues (heart, brain, spleen, lungs, iiver, kidney and

testis). The presence of NL1 mRNA was detected only in aduit testis (Figure 3.9). Only

the germinal cells in the luminal face of the seminiferous tubules were labelled (Figure 3.9A

and B). These cells were identified as round and elongated spermatids in all spermiogen

esis maturational stages (Figure 3.9B1, 3.9B2, 3.9B3 and 3.934). Neither spermatozoa

(Figure 3.9B and 3.9B5) nor spermatocytes, spermatogonies or Sertoli cells were labelled

(Figure 3.9B). Interstitial celis were also negative. Controls were performed with sense

riboprobes, which produced only nonspecific background (data not shown). The 4-day old

mouse sagittal sections and ail other tissues tested were negative.
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Figure 3.8: Tissue distribution of mouse NL1 mRNA by Northern blot and RT
PCR analysis. (A) The membrane purchaseci from Clonetech contailling 2 ig of poly(A)+

mRNA of varions tissues was hybriclizeci with a 1 kb specific cDNA probe corresponcling
to the 5’ codling region of NL1. The blot was exposeci for autoradiography for 7 days. (3)
Total RNA (1 iig) was useci for the RT-PCR reactions. Amplifieci DNA fragments were
resolveci on a 4c agarose gel.
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Figure 3.9: NL1 rnRNA distribution in aduit mouse testis observed by in situ
hybridization. Silver lahelling is seen as white spots on dark fielci (A) or as dark labelling
011 hright field (B). A. Low power enuilsion autoracliograpliy showing tubular distribution
of NL1 mRNA. Some tilbules present more evident labelling (arrows) indicating a stage
specific tubular distribution. No labeffing is seen in the interstitium. B. Sites of NL1
mRNA expression at cellular level showing labelling in inner germinal celis iclentifieci as
round ancl elongatecÏ spermaticis (liguer magnification in Bi, B2, 33 ancl 34). Note that
large ceils corresponding to spermatogonies. spermatocytes and Sertoli ceils are unÏabelled

(B). as well as spermatozoa (3 and 35). Scale bar 150 pin (A). 15 pin (B) aiid 10 pm
31. 32. 33. 34 ancl 35. (scale bar in 35).
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3.5 Discussion

The great interest in members of the Neprilysin family as putative therapeutic targets,

and the recent discovery of ew members of this important family of peptidases led us

to investigate whether additiollal members of the family remained to be identified. Using

a PCR-based strategy, we cloned, from mose testis, a partial cDNA encoding a new

Neprilysin-like enzyme that we called NL1. Analysis of the amino acid sequence encoded

by the full-length NL1 cDNA revealed that this member of the family resembles Neprilysin

the most: 55% identity and 74% similarity. Recently, the primary structure of a new zinc

metallopeptidase from total mouse embryo was reported (Ikeda et al. 1999). This enzyme,

called soluble secreted elldopeptidase (SEP), is foulld as either a soluble or a cell-associated

form due to alternative splicing. NL1 shows only 3 amino acid differences with the soluble

form of $EP indicatillg that secreted $EP alld NL1 are the same enzyme. Our cloning

strategy did not allow characterization of the cell-associated form of NL1 which is a minor

specie in mouse testis (Ikeda et al. 1999).

The amino acid sequence of NL1 predicts a topology of a type II integral membrane

glycoprotein that is similar to the other members of the family. Treatment of the recombi

nant protein with PNGase F showed that NL1 possesses N-linked carbohydrate side chains.

However, it is not possible to determine precisely whether all nine putative N-glycosylation

sites are used, but the 30 kDa decrease in molecular mass upon PNGase F treatment sug

gests that most are glycosylated. It lias already been shown that all asparagine residues

in a Asn-X-Ser/Thr consensus are glycosylated in rabbit Neprilysin expressed in COS-1

cells and that sugar moieties increase the stability and ellzymatic activity of the protein

alld facilitate its intracellillar transport (Lafrance et al. 1994). Three of Neprilysin gly

cosylated Asn residues (Asn’45, Asn285 and Asn628) are conserved in NL1 (Asn’63, Asn303

and Asn643). Amongst these residues, Asn’45 and Asn628 have been reported to influence

Neprilysin enzymatic activity (Lafrance et al. 1994). In the same work, it lias also been

sliown that the effect of sugar addition on folding and intracellular transport of Neprilysin

is an accumulative effect of ail glycosylation sites rather than a contribution of any par

ticular one. Glycosylation of NL1 may share similarities with that of Neprilysin since we

found their primary structures and enzymatic activities to be very similar.

Surprisingly, expression of the cDNA by transfection of HEK 293 celis showed tliat most
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of the enzyme was secreted in the culture medium. The small amount of NL1 associated

with the cells was endo H-sellsitive, suggesting that the cell-associated enzyme is a species

that has not yet left the RER. The presence of a furin cleavage site in NL1 sequence be

tweell the predicted trallsmembrane domain and the first conserved cysteine residue of the

ectodomain led us to believe that a member of the mammalian subtilisin-like family of con

vertases was responsible for the presence of NL1 in the culture medium, These enzymes are

involved in processing a variety of precursor proteins such as growth factors and hormones,

receptors, plasma proteins, matrix metalloproteinases, metalloproteases-desintegriils and

viral envelope glycoproteills (for a review see: Nakayama (1997)). Site-directed muta

genesis of the furin cleavage site (-Arg58-Thr-Val-Val-Lys-Arg63-) and expression of oJ

PDX, a potent inhibitor of mammalian subtilisin-like convertases (Anderson et al. 1993),

confirmed that a member of this family of endoproteases was involved in NL1 secretion

presumably by cleaving in carboxy-terminus of Arg63. There are only a few examples

of proteins which are processed from a membrane-bound precursor to a secreted form

following cleavage by subtilisin-like convertases; these include meprin and collagen XVII

(Milhiet et al. 1995, Schacke et al. 1998). Three members of the subtilisin-like family

of convertases, namely furin, PC4 and PCZ, are known to be expressed in germ cells

(Nakayama et al. 1992, Torii et al. 1993, $eidah et al. 1992, Seidah et al. 1996). Whether

one of these convertases generates secreted NL1 from its membrane form is under current

investigation. In any case, NL1 is the only known member of the Neprilysin family that is

secreted. This unique feature suggests that NLÏ plays its physiological role in a context

different from that of the membrane-bound peptidases, thereby diversifying the role of the

peptidases of the Neprilysin family. It is of interest that circulating forms of Neprilysin in

blood aiid urine have been described, but they have generally been related to pathological

or stressful conditions (Almenoif et al. 1984, Deschodt-Lanckman et al. 1989, Johnson

et al. 1985, Soleilhac et al. 1996, Aviv et al. 1995).

We have observed in cells expressing NLÏ mutated at the furin cleavage site the appear

ance of a species resistant to digestion by endo H. This mutated protein was associated

with cellular membranes. Taken together, these results indicate that NL1 is first synthe

sized and inserted in the RER membrane as a type II transmembrane protein. During

intracellular transport, NL1 is converted to a soluble form by the action of a member

of the mammalian subtilisin-like convertases. The identity of the cellular compartment
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Ç where this process occurs is not known. However, mammalian subtilisin-like convertases

are usually active in post-Golgi compartments of the secretory pathway suggesting that

processing of NL1 from the membrane bound form to the soluble form is a post-Golgi

event.

Despite almost total abrogation of NL1 secretion, we observed only a slight accumu

lation of endo H-resistant NL1 in celis either co-expressing ci4-PDX and NL1 (resuit not

shown) or expressing mutated NL1. This observation suggests that unprocessed NL1 is

rapidly degraded. A similar behavior was reported for the Notchi receptor expressed in

the furin-deficient ceil une LoVo (Logeat et al. 1998). The mechanism(s) by which these

unprocessed proteins are degraded is still unknown. It is interesting to point out that the

spliceoform of SE? that has lost a 23 amino acid peptide, including the furin cleavage site,

generates a cell-associated endo H-sensitive molecule (Ikeda et al. 1999).

The most important observation regarding the NL1 primary structure is the conserva

tion of residues which in Neprilysin are essential for catalysis and binding of substrates or

inhibitors. This finding suggests that NL1 could effectively act as an endopeptidase with

a catalytic mechanism similar to that of Neprilysin. This hypothesis was supported by

the demonstration that [3, 5-3H] tyrosyl-D-A1a2-Leu5-enkephalin, a peptide substrate often

used to monitor Neprilysin activity, was also an excellent NL1 substrate. The affinity of

NL1 for [3,5-3H]tyrosyl-D-A1a2-Leu5-enkephalin was even higher than that of Neprilysin,

as reflected by a Km value 4- to 5-fold lower. Furthermore, two well known Neprilysin

inhibitors, phosphoramidon and thiorphan, also abolished NL1 activity. Phosphoramidon,

which inhibits Neprilysin as well as ECE-1 activity, albeit to a lesser extent (Turner &

Murphy 1996), had very similar effects on NL1 and Neprilysin, with a.n 1C50 value for NL1

varying not more than two-fold from the value determined for Neprilysin. Thiorphan,

considered to be a more specific inhibitor of Neprilysin, also inhibited NL1 activity, with

an 1C50 six-fold greater than that for Neprilysin. These resuits suggest that the active

sites of NL1 and Neprilysin are similar. This hypothesis is supported by the observation

that secreted SE? degraded a set of peptides known to be Neprilysin substrates, including

substance P, bradykinin and atrial natriuretic peptide (Ikeda et al. 1999). Taken together,

these results illustrate the importance of identifying and characterizing other member of

the family for the design of highly specific inhibitors.

In agreement with the enzymatic parameters demonstrating that NL1 and Neprilysin
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have similar catalytic sites, we have observed that both enzymes cleaved Leu5-enkephalin

at the same peptide bond. This resuit suggests that NL1 hydrolyzes peptide bonds on the

amino side of hydrophobie amino acid residues as does Neprilysin (Turner et al. 1985).

However, several other peptides will have to be tested to confirm this speeificity and

to determine whether NL1 has dipeptidyl carboxypeptidase activity as was shown for

Neprilysin (Maifroy Schwartz 1982a, R. C. Bateman et al. 1989, Beaumont et al. 1991)

and more recently for ECE-1 (Johnson et al. 1999).

RT-PCR experiments with specific primers for the soluble and ceÏl-associated forms

of $EP showed a wide tissue distribution of the enzyme with the soluble form of SE?

being predominant in testis and the cell-associated form in other tissues (Ikeda et al.

1999). Our RT-PCR resuits confirmed the wide tissue distribution of NL1. However,

Northern blotting and in situ hybridization experiments indicated that expression of NLÏ

is predominant in germ celis of mature testis. Interestingly, proenkephalin mRNA has

been shown to be expressed in germ ceils and somatic celis of the testis (Torii et al. 1993,

Seidah et al. 1992, Kew et al. 1989, Mehta et al. 1994, Kilpatrick et al. 1987, Kilpatrick

& Millette 1986). Specific functions for testieular enkephalin peptides have not yet been

defined, but it is believed that they could act as intratesticular paracrine/autoerine factors.

In addition to their putative role as mediators of testicular ceil communication, it has also

been demonstrated that proenkephalin produets synthesized by spermatogenic ceils during

spermatogenesis are stored in the acrosome of human, hamster, rat and sheep spermatozoa

and are release from sperm following acrosomal reaction (Kew et al. 1990). It has thus

been proposed that proenkephaÏin products may act as sperm acrosomal factors during

the fertilization process as well as intratesticular regulators secreted by spermatogenic

ceils. Since Leu5-enkephalin was found to be a good substrate for NL1, opioid peptides

originating from proenkephaÏin couÏd serve as physiological substrate for this new enzyme.

In this way, NL1 would serve to regulate the activity of these bioactive peptides.

Testis is the only tissue where the soluble form of $EP is predominant (Ikeda

et al. 1999), suggesting a testis-specific alternative spiicing. Expression of testis-specific

molecular species of peptidases or prohormones, arising through diverse mechanisms, has

been documented in the past (Howard et al. 1990, Jeannotte et al. 1987). However, the

physiological significance of these testis-specific species is not aiways elear. In the case of

NL1 or SEP, it might allow local constitutive secretion by germinal ceils of an otherwise
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cell-associated enzyme, to regulate spermatogenesis much like several other proteolytic

enzymes of the seminiferous tubules (Monsees et al. 1998). Alternatively, it might allow

accumulation in acrosome with proenkephalin peptides and release upon acrosomal re

action. More exhaustive studies concerning NL1 localization and physiological substrate

identification will be needed to understand its role in the testis and possibly in the fertil

ization process.
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Préambule

Suite à l’identification et à la caractérisation primaire de NL1, nous avons voulu mieux

définir l’expression de cette enzyme au iliveau tissulaire et cellulaire. Pour ce faire, nous

avons entrepris des études d’hybridation in situ chez la souris. Une fois les sites d’expressioll

de NL1 mieux caractérisés, nous avons identifié une série de substrats peptidiques localisés

dans les mêmes régions que l’enzyme et avons testé l’activité de la protéine purifiée sur

ces peptides. Nos études ont permis d’approfondir nos connaissances sur cette nouvelle

peptidase et nous ont rapproché de notre but ultime qui est l’identification des fonctions

physiologiques de NL1.

Le prochain chapitre, présenté sous forme d’article, rapporte les résultats obtenus lors

de ces études. Ces résultats furent publiés en 2003 dans la revue Peptides.
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4.1 Abstract

Metallo-endopeptidases of the M13 family were shown to play critical roles in normal

physiological proeesses such as pain control, hypertension and phosphate metaboiism,

and in pathological states such as Alzheimer’s disease. Recently, NL1, a novel member

of the family, has been ideutified aud shown to be expressed in several tissues both

as a membrane-bound and a secreted protein. As a further step to understand the

physiological role(s) of NL1 iII mouse, we mapped NL1 mRNA expression pattern in

embryos and in young animais at postnatal days pi and p3, and in adult nervous

tissue, usillg in situ hybridization at the celluiar level. No expression eouid be detected

in embryos and young animais. In eontrast, NL1 expression was evident in adult

brain, pituitary gland and spinal cord. In the central nervous system, NL1 mRNA

was predominantly found i n the ventro-posterior regions, whieh are mostly associ

ated with vegetative functions. At the ceilular levei, NL1 mRNA was non-uniformly
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distributed within subpopulations of neurons. In the spinal cord, specific signal was

observed in the gray matter. Then, in order to identify putative relevant substrates

for NL1, we studied its enzymatic activity towards peptides known to be co-expressed

in the NL1 positive domains. Our study showed that NL1 degrades several of these

peptides in vitro, the most readily degraded peptides being Bradykinin auJ Substance P.

These resuits suggest that NL1 is likely to play a critical role in the central nervous system.

4.2 Introductioii

Bioactive peptides interact with specific receptors on target celis to produce cellular re

sponses, and it is now well known that enzymatic activation or degradation is a key mech

anism for reguÏating the levels of these compounds in vivo. IVlembrane-bound zinc metal

lopeptidases of the M13 family have been shown to exert critical roles in the metabolism

of biologically active pepticles (Crine et al. 1997, Drezner 2000, Tenenhouse 1999, Turner

et al. 2000, Turner 1997). In mammals, this family of peptidases comprises the following

members: Neprilysin (Neutral endopeptidase-24.11, NEP, CALLA) (Crine et al. 1997),

the Endothelin-Converting Enzymes 1 auJ 2 (ECE-1 and ECE-2) ( reviewed in Turner

(1997)), PHEX (formerly PEX; a Phosphate regulating gene with homologies to En

dopeptidases on the X chromosome) (reviewed in Tenenhouse (1999)), the Keil blood

group protein (reviewed in Marsh (1992)), SEP/NL1/NEP2 (called NL1 in the present

paper) (Ghaddar et al. 2000, Ikeda et al. 1999, Ouimet et al. 2000, Rose et al. 2002)

and finally ECEL 1 /DINE/XCE (Endothelin-Converting Enzyme-jdike 1 /Damage-Induced

Neuronal Endopeptidase) (Kiryu-Seo et al. 2000, Valdenaire et al. 1999, Valdenaire

Schweizer 2000). I\’Iembers of this family have recently attracted much attention be

cause of their possible implication in several diseases such as hypertension, Alzheimer’s

disease and boue diseases (Carpentier et al. 2002, Carson & Turner 2002, Iwata

et al. 2000, Tenenhouse 1999, Turner 1997). Therefore they have been identified as im

portant therapeutic targets.

NL1 glycoprotein shares greater sequence similarities with Neprilysin than with any

other members of the family (55% amino acid sequence identity in mouse). AccordingÏy,

ah amino acid residues known to be part of the active site of Neprilysin are present in
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C NL1. These include, catalytic and substrate binding residues as well as amino acids

to stabilize the transition state of the catalytic reaction, suggesting that the two proteins

share a similar catalytic mechanism (Ghaddar et al. 2000). In une with this hypothesis,

NL1 was showu to digest peptides that are known substrates for Neprilysin and to be

inhibited by Neprilysin inhibitors (Ghaddar et al. 2000, Rose et al. 2002). However,

in contrast to Neprilysin, NL1 exists as two forms generated by alternative spiicing: in

addition to the transmembrane form common to other members of the M13 family, NL1

is also found as a secreted protein (Ikeda et al. 1999). This latter species is generated

by inclusion of an additional exon at the C-terminal end of the transmembrane domain

containing a putative prohormone convertase recognition site responsible for the secretion

of NL1 in the extracellular space (Ghaddar et al. 2000). This feature makes NL1 unique

among the M13 family of zinc metallopeptidases since ail other members are type II

integral membrane proteins.

Although not ubiquitous, NL1 expression lias been detected in many tissues. Initial

determination of NL1 tissue distribution in mice by Northern blot revealed expression only

in testis (Ghaddar et al. 2000). However, RT-PCR analyses showed that the enzyme was

expressed in many other tissues, including brain, heartli, lung, liver and kidney (Ikeda

et al. 1999). Interestingly, these RT-PCR experiments also indicated that testis expressed

mainly the soluble form of NL1, whereas ah other tissues tested expressed mostly the

membrane-bound form of the enzyme. In testis, NL1 mRNA was found in the round and

elongated spermatids suggesting that it could be involved in sperm formation and/or spe

cific processes related to fertility (Ghaddar et al. 2000). $imilar Northern blot experiments

with rat tissues showed NL1 expression not only in testis, but also in brain and pituitary

(Ouimet et al. 2000). In situ hybridization on rat brain tissue revealed that NL1 mRNA

is present in several brain regions, including cerebral cortex, hippocampus, hypothalamus

and pituitary. Finally, as observed in mice, weak expression of NL1 mRNA was detected

in many other rat tissues ilsing RT-PCR experiments (Ouimet et al. 2000). However, there

is presentiy no report of NL1 expression at the cellular level in brain.

In order to better understand the physiological role(s) of NL1 in mouse, we have

undertaken an in situ hybridization study of NL1 mRNA expression pattern both at

the anatomical and the cellular level, followed by an enzyniatic characterization of NL1

activity toward potential peptide substrates known to be expressed in the Nu positive
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domains. Our resuits showed that NL1 mRNA is expressed in subpopulations of neurons in

ventro-posterior regions of the brain, pituitary gland and spinal cord. Our demonstration

that NL1 efficiently degrades several peptides known to be expressed in these regions may

contribute to identify putative relevant peptide substrates of NL1.

4.3 Materials and Methods

cRNA probe and in situ hybridization

PCR amplificatioii using the primer pair 2815’-CGAGGAACCCCTGTAAAACTTCTAC-

3’ (sense) and 21715’-GTCTTGATGGACTGGACGGCGAAC-3’ (antisense) (numbering

according to the sequence published in (Ghaddar et al. 2000) )was used to clone an NL1

1890 bp fragment into the pGemT-easy vector (Promega, Madison,Wi). Radiolabelled

antisense and sense NL1 riboprobes were prepared by in vitro synthesis in the presece

of [3551-UTP and of j35S]-CTP (1250 Ci/mmol; Amersham, Arlington Heights, IL) as de

scribed elsewhere (Ghaddar et al. 2000). The specific activity of the NLÏ probes was 323

Ci/mmol. The cRNA probes were applied on 10 im cryostat sections of whole mose em

bryos at embryonic day E12, E13, E14, E15, E17, and postnatal day pi and p3, or ofbrain,

pituitary gland and trigeminal ganglion fixed in 47o formaïdehyde. hi situ hybridization

procedure was carried ont overnight at 4°C as previously described (Ruchon et al. 1998).

For autoradiography, the sections were dipped in photographic emulsion (NTB-2, Kodak),

exposed for 14 days at 4°C before development in D19 solution (Kodak) and stained with

hematoxylin and eosin.

Peptide hydrolysis and higli performance liquid chromatography

analysis

Orexin B, NPY, substance P, leu-erikephalin, ACTH, bradykinin and ci-MSH were ail pur

chased from Peninsula Laboratories (San Carlos, CA). For the determination of peptides

half-life, each peptide (110 1iM) was incubated with 225 ng of purified NL1 in 100 iil of

50 mM IVIES ([2-(N-Morpholino)ethansulfonic acidi) pH 6.5 at 37°C for various periods

of time. Hydrolysis was stopped at different times by the addition of EDTA to a final
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concentration of 5 mM. For time 0, 5mM of EDTA was added at the same time as the

substrate. Peptide hydrolysis was detected by reverse phase HPLC (RP-HPLC). RP

HPLC was performed on a C18 iiBondapak analytical column (Waters, Missisauga, ON)

with U.V. detector set at 220 nm. Peptides were resolved with a linear gradient in 20

min at the flow rate of lml/min (mobile phase A=0.1% trifluoroacetic acid (TCA) and

mobile phase B 80% acetonitrile [CH3CN], 0.1% TCA). The area under the peptide

peak at different time points was compared to that observed at time O to calculate the ¾

of remaining peptide. The amount of peptides at time O was considered to represent 100%

of the peptides. Each enzymatic reaction was kept in the linear range of detection of the

HPLC apparatus. Ail enzymatic digestions of peptides were done in triplicates (n=z3).

NL1 purification

Secreted NL1 was produced by transfection of HEK 293 ceils as described previously

(Ghaddar et al. 2000) and purified using three FPLC steps. First the culture medium

was loaded on a source 15Q column (Amersham, Arlington Heights, IL) and the positive

fractions identified by western blotting. Then, NL1 positive fractions were pooled and

further purified on a Phenyl $uperose IIR 5/5 column (Amersham, Arlington Heights,

IL) and finally on a HiTrap bine column (Amersham, Arlington Heights, IL). Purity

of the final product was more than 95% as assayed by $D$-PAGE on a 7.5% gel and

silver staining. The detailed procedure of NL1 purification will be pubhshed eisewhere

(Carpentier, M., Boileau, G., and DesGroseillers, L. in preparation).

4.4 Resuits

4.4.1 In situ hybridization

To gain more insight into tissue and cellular expression of NL1 mRNA, in situ hybridization

was first performed on cryostat sections of whole mouse embryos at embryonic day E12,

E13, E14, E15, E17 and postnatal day pi and p3. The probe used for in situ hybridization

recognize both the secreted and transmembrane forms of NL1, therefore the hybridization

signal obtained throughout this study does not discriminate between the two isoforms.

Ah tissues were either negative or gave non-specific signals as compared to the sense
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probe (data lot shown). These resuits suggest that NL1 is not requireci for ernbryonic

clevelopment. However, we do not exciucle the possibility of a very weak expression that

coulci flot be detected by in. situ hybridization oi that NL1 is required before embryonic

clay 12.

We then studied NL1 expression in the nervous system of acluit mice. Previous studies

haci dernonstrated low levels of inRNA in mice braill extracts using an RT-PCR assay.

but the precise localization of NL1 withill brain subclornains was not aclclressed (Ghaddar

et al. 2000, Ikeda et al. 1999). Cryostat sections of brain were ftxed anci hybriclizecÏ with

the NL1 sense and antisense probes. In the central nervous system (CNS). NL1 vas rnostly

detected in the ventro-posterior regions of the brain. with littie if any hybridization in the

antero-dorsal regions as seen in tue rostro-caudal sections of the brain (Figure 4.1). In

Figure 4.1: Distribution of NL1 mRNA in the brain. In situ hybridization patterns
of NL1 rnRNA in niouse brain horizontal sections using [35$1-labelled antisense (A and B)
and sense (ss. A’ and B’) cRNA probes. Abbreviations: CB - cerebellum: Cx - cerebral
cortex. Hip - hippocampus. Hy hypothalamus, P - pons. OB - olfactory bulb, IC - inferior
culliculi. DCN - deep cerebellar nucleus). Controls with sense riboprobes were negative
in niost regions except the hippocanipus (Hip) and cerebellum (CB). Exposure tille S 3
days. Magnification x 5.

the ventro-posterior regions. hvpothalanms, cleep cerebellar nuclei, inferior colliculi and

pons were clearly labelled. Controls perfornied witb the sense cRNA probe were negative
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C in these structllres (Figure 4.1), emphasizing the specificity of hybridization. Non-specific

hybridization signais were observed in the hippocampus and part of cerebellllm, more

precisely in the granule celis. The resuits of in situ hybriclization in adult mouse brain are

sllmmarized in Table 4.1.

In order to more precisely define the regions in which NL1 is expressed, we allalyzed

coronal sections of the brain (Figure 4.2). The most anterior region of NL1 mRNA ex

pression lias beell found in the diagonal band of Broca (Figure 4.2A). NL1 mRNA was

wideiy observed throughout the hypothalamic ceilters such as laterai hypothalamus and

subthalamic regions (Figure 4.23), but there was httle if any expression in the thalamus.

One exception was the laterai habenular nucleus. Most mesencephaiic structures inciuding

silperior (Figllre 4.2C) and inferior coiliculi (Figure 4.2D) contailled NL1 mRNA. Pontine

structures with raphe nuciei and pontine nuclei (Figure 4.2E) were strongiy iabeiled. Pos

itive signais were also found in tlie spinal cord where the gray matter was labelled (Figure

4.2F). Controls performed with the sense cRNA probe were negative in ail these structures

(Figure 4.2G and H).

At the ceiiuiar levei, NL1 mRNA was visible in specific neuronal cell populations.

Figure 4.3 shows a selection of severai CNS structures dispiaying various ieveis of NL1

mRNA hybridization at ceiiular resoiution. Positive NLÏ mRNA labelling lias been fouud

in specific sets of neuronal ceils (arrows) of regions such as the diagonal baud of Broca

(Figure 4.3B), some ceils associated with the islands of Calleja (Figllre 4.3C) and olfactory

cortex ceils (Figure 4.3D). The lateral hypothalamus (Figure 4.3G) and sllbthalamic

nucleus (Figure 4.3H) contained numerous NL1-labelled neurons. Positive neurois were

present within iateral habenuiar nuciells (Figure 4.31), interstitiai magnoceliuiar nucleus of

the posterior commissurae (Figure 4.3L), superior collicuii (Figure 4.3M), deep gray layer

of superior colliculi (Figure 4.3N), red nucieus in meseucephaion (Figure 4.30), ocuiomotor

nucieus (Figure 4.3P), pontille niiclei (Figure 4.3Q), deep cerebeilar nuclei (f igure 4.3R),

and gray matter of the spinal cord (Figure 4.3$). In the peripheral nervous system,

exemplifled by trigeminal ganglion, few positively-labelled sensory neurons surrounded by

unlabeiled satellite cells were found (Figure 4.3T). III colltrast, most brain cells were

negative in the olfactory lobe (Figure 4.3A), cerebrai cortex (Figllre 4.3E), hippocampai

CA3 region and dentate gyrs (Figire 4.3F), ependyma and centrai gray (Figure 4.3J) and

choroid plexus (Figure 4.3K). There was no labelling in white matter oligodendrocytes or
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in endothelial celis arouiid blood vessels. Gray matter ceils with small nuclei, most likely

astrocytes, freely-distributed or in association with neuronal celis, were unlabelled.

In the pituitary gland most labelling was found in the intermediate lobe melanothrophs

(Figure 4.4). Much less was observed in the anterior lobe endocrine celis, where about

30% of adenohypophyseal ceils expressed weak NU labelling (Figure 4.4). No signal was

detected with the sense probe used as control (data not shown).

4.4.2 Peptides degradation

Our results illdicate that NL1 is expressed in neuronal ceils of several specific brain regions

and therefore may play multiple physiological roles associated with those centers. It is

believed, since NL1 active site is located outside the cells, that it participates in the

degradatioll of several peptides and contributes to turn off the physiological signal that

they carry. Therefore, based on our in situ hybridization results, we tested whether purified

NL1 degrades peptides kilowil to be expressed in the same regions as NL1 mRNA. These

peptides are likely to be relevant substrates in vivo. NL1-mediated degradation of NPY,

Orexins, substance P, bradykinin and POMC derivatives was compared to that of leu

enkephalin (Figure 4.5), a peptide already showu to be a good substrate for NL1 (Ghaddar

et al. 2000). As showu in figure 4.5A, NPY and orexin B are degraded by NL1 at a shghtly

lower rate than leu-enkephalin. orexin B being nevertheless more rapidly degraded than

NPY (see also Table 4.1). We then tested the degradation of POMC-derived peptides,

which are expressed in hypothalamus and pituitary. Our resuits show that -MSH is

degraded with the same efficiency as leu-enkephalin (Figure 4.5B). In contrast ACTH

is very poorly degraded by NL1, with approximately 90% of the peptide still undigested

even after an incubation of 60 minutes (Figure 4.5B). Similarly, 3-endorphin is a poor

NUl substrate (data not shown). Finally, substance P and bradykiniri are more efficiently

degraded than leu-enkephalin (Figure 4.5C). The half-life of bradykinin and substance

P are approximately 3 times shorter than that of leu-enkephalin (Table 4.2). To

compare the degradation of these substrates between them, we normalized the half-life

of each peptide with the haif life of leu-eukephalin. This was necessary because different

preparations of the NL1 enzyme were used in these studies and cadi purified preparatioll

gave limited amounts of the NL1 peptidase that did not allow us to calculate the haif-life
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of several peptides in a single experiment. As shown in Table 4.2, the order of potency is:

substance P> bradykinin> leu-enkephalin, c-MSH > orexinB > NPY».> ACTH and

j3-endorphin (data not shown).



4.4. Restttts 108

Table 4.1: Comparison of the distribution of Nu mouse mRNA with NEP rat mRNA in

aduit nervous system

Regions NEP* NL1

Cortex
Glomerular layer of olfactory bulb + -

Olfactory cortex - +
Diagonal band of broca - +

Hippocampus
Dentate gyrus ±
Ammon’s horn +

Basal ganglia
Accumbens nucleus + -

Caudate putamen + -

Olfactory tubercle + -

Thalamus
habenillar nucleus + +
$ubtlialamic nucleus - +

Hypothalamus
Arcuate nucleus + -

Mammillary nuclei + -

lateral hypothalamus - ±

Mesencephalon
Inferior colliculus + +
Superior colliculus + +
oculomotor nucleils - +
Anterior pretectal nucleus + -

Red nucleus + +
Medial terminal nucleus of accessory tract + +
Interpedoncular nucleus + -

Metencephalon
Pontine nuclei ± +
Raphe nuc lei - +
trigeminal ganglion - +
Vestibular nucleus + -

Cerebellum
Deep cerebellar nucleus - +
Pllrkinje celis + -

Molecular layer ± -

Choroid plexus (fourth ventricle) +

Pituitary
Anterior lobe n.d. ±
Intermediate lobe n.d. +
Posterior lobe n.d. -

Spinal cord
Gray matter of the spinal cord n.d. +

* according to Gaudoux et al. (1993)
** Hybridization signal has been observed with both sense and reverse riboprobes
n.d. not done
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Figure 4.2: Distribution of NL1 mRNA in the brain. in situ hybriclization patterus
of NL1 mRNA in mouse brain coronal sectious using [35S]-labelled autisense (A to F) auJ
seuse (ss, G auci H) cRNA probes. Most hybridlizatiou signal is clistributed in veutro
posterior regions of the brain and much less iii dorsal regions. Cortical regions are not
labelled. Abhreviatious: DBB - Diagonal baud of Broca, LH - lateral hypothalamus. STh
— subthalamic nnclei. SC - superior culliculi, 1G - iuferior cnlliculi, MR - meclian raphe
nucleus. PN - pondue regions. SpC - spinal cord). Magnification x 5.
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mENA is present in specific sets of neuronal celis (arrows) such as: diagonal hand of Broca
(B): some celis associateci with the islauds of Calleja (C) auJ olfactory cortex (D). The
lat eral hypothalamus (G) auJ suht halamic nucleus (H) cont ahi numerous NL 1—labelled
neurons. Positively—labellecl neurons are present within lateral habenular nucleus (I). in—

terstitial magnocellular nucleus of die posterior comrnissurae (L). superior colliculi (M).
Jeep gray laver of superior colhculi (N). red anciens in mesencephalou (O). oculomotor
anciens (P) pontine nuclei (Q), Jeep cerehellar nuclei (R). auJ gray matter of the spinal
corci (S). Onlv few positive sensory neurons were labelled in the peripheral nervous system
trigenunal ganglion (T). Other brahi celis are negative: the olfactory lobe (A), cerebral
cortex (E). hippocampal CA3 region auJ dentate gyrus (F). ependma auJ central gray
(J) and choroid plexus (K). Magnification x 180.
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Figure 4.4: Distribution of NL1 mRNA in the pituitary gland. using antisense (A
anci B) and control sense (ss. A’ auJ B’) cRNA probes at botil anatornical (A and A’) and
cellular (B anci B’) level. Abhreviations: AL - anterior 1obe IL - intermediate lobe anci
PL - posterior lobe. Magnification x 30 (A anci A’) and x 150 (B anci B’).

Table 4.2: Comparison of enzymatic efficiency of soluble NL1 toward peptides
substrates°

Peptide Haif-life (peptide/Leu-enkephalin)

Leu-Enk 1

NPY 1.85

Orexin B 1.44

Substance P 0.28

Bradykinin 0.29

c-MHS 1.05

ACTH »4

Haif-life of peptides was extrapolateci using linear regression curve in the linear range
of peptide clegradation by 225 ng of purifieci NLÏ. Ail experirnents were normalizeci for
enkephalin degraclation.
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Figure 4.5: in vitro hydrolysis of peptides known to be expressed in the same

brain regions as NL1. Bradykinin, substance P, NPY, orexin B, ACTH, a-MSH and

leu-enkephalin (110 pM each) were incubated in the presence of 225 ng of purified NL1

over a period of 90 minutes. Aliquots were taken at regular times and run on HPLC

columns. Percentage of degradation was calculated by measuring the area under the peak

corresponding to the undigested peptide. Haif-life of each peptide was calculated and

normalized to that of leu-enkephalin in the same experiment and presented in Table 4.1.
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4.5 Discussion

In this paper, we documented the distribution of NL1 mRNA during mose development

and in the aduit CNS using in situ hybridization. $creening whole embryos and newborn

mice from embryonic day 12 to postnatal day 3 revealed that NL1 is poorly if not at

ail expressed during deveiopment. This is in contrast to what has been observed for

other members of the M13 family. Neprilysin mRNA was reported to be expressed at

embryonic day 10 in the lining of the gut and at E12 in several structures such as the

heart, notochord, nasal process and neuroepitheiium (Spencer-Dene et al. 1994). Similarly,

PHEX is expressed eariy in hfe in growing bones and teeth and its expression dedlines at

one month post natal (Ruchon et aÏ. 1998). In addition, early expression of other members

of the M13 famiiy can be inferred from embryonic defects that were reported in knockollt

mice. ECE-1 knockout mice die in utero and show severe craniofaciai, enteric and cardiac

malformation (Renolleau et al. 2001). ECE-2 was reported to play a role in cardiac

deveiopment (Yanagisawa et al. 2000). Finaliy, ECEL1 knockollt mice die at birth of

respiratory failure (Schweizer et al. 1999). Ail these resuits suggest that NLÏ is not likely

to piay a major role during mouse development and early postnatal life.

In the adult central nervous system, NL1 was mostly observed in the ventro-posterior

regions of the brain. These regions are generaliy associated with vegetative functions.

NL1 mRNA was also found in the spinal cord, a region known to reiay general sensory

and motor stimuli and to reguiate nociception. Based on its tissue distribution and its

putative substrates, NL1 could be involved in several physiological pathways controlling

pain, energy balance, endocrine functions and reproduction. NL1 could also be implicated

in some aspects of the regulation of the hypothalamus-pituitary-gonadal axis since it is

weli expressed in those key regions. Its expression in these tissues may be necessary to

coordinate its function in the brain and those in testis, the major site of NL1 expression

in aduits (Ghaddar et al. 2000).

Aithough globaliy sirnHar, the NL1 expression pat.tern in mouse shows some divergence

with that reported in rat. NL1 expression in mouse brain ïs more restricted than in rat

brain. For exampie, NL1 mRNA has not been detected in the mouse cerebral cortex,

trapezoid body and zona incerta, regions that are positive in rat (Ouimet et al. 2000).

Other differences were observed in the intermediate lobe of pituitary and deep cerebellar
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nuclei where NL1 is expressed in mouse but not in rat. Finally, NL1 was shown to

be expressed in rat hippocampus. Unfortunately, non-specific hybridization in this tissue

prevents any conclusion as to whether NL1 is present in mouse hippocampus or not. These

variations could refiect slight evolutionary differences in the functions of this peptidase in

vivo.

NL1 is closely related to Neprilysin. Mouse NL1 shares 55% amino acid sequence iden

tity with mouse Neprilysin and not surprisingly, both enzymes degrade overlapping sets

of peptides and respond to the same inhibitors. As a coilsequeilce, localizatioll studies

using pharmacological or activity-based assays must be taken with caution, since these

assays are not likely to discriminate between the two activities. For example, injection of

thiorphan in rat brain caused analgesia resulting from enhanced extracellular enkephalin

concentration in vivo (Roques et al. 1980). This effect was believed to be due to the phar

macological inhibition of Neprilysin activity by thiorphan. However, Neprilysin deficient

mice did not respond with decreased pain perception in the hot plate, tail-withdrawal and

writhing tests (Fischer et al. 2002), suggesting that Neprilysin may not be involved in this

function and/or that other enzyme(s) closely related to Neprilysin may also be involved

in the analgesic effect of thiorphan.

Neprilysin mRNA distribution in rat brain and mouse NL1 mRNA distribution in

mouse brain overlap in severai brain regions while they are complementary in many others

(Table 4.1). For example, Neprilysin and NL1 are coexpressed in most subregions of

the mesencephalon whereas they are differentially expressed in the hypothalamus. Other

brain regions such as the choroid plexus of the fourth ventricle, the basal ganglia and

Purkinje cells in the cerebellum strongly expressed Neprilysin (Gaudoux et al. 1993). Ail

these regions are devoid of NL1 mRNA. In addition, whereas NL1 expression is restricted

to neurons, Neprilsyin mRNA expression was reported in both neuronal and glial cells

including oligodendrocytes, astrocytes and ependymal cells Q. The distinct distribution

of NL1 and Neprilysin in the CN$, despite their similar although not identical enzymatic

activities argue in favor of complementary rather than similar physiological roles in vivo.

Finally, the restricted expression of NL1 in the ventro-posterior region of the brain, the

so cailed ‘primitive’ brain, suggests that NL1 may be the ancestor of members of the

M13 family, before duplication and specialization of other members to fulfill additional

functions as the organisms evoived.
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J At the cellular level, NL1 is heterogeneously expressed in specific sets of neurons.

This expression pattern is characteristic of peptidergic pathways. Peptidergic pathways

are believed to be at least partly regulated by peptidases. Co-localization of peptides

and peptidases is a major prerequisite for peptide degradation. Therefore, based on NL1

expression in brain, we have identified potentially relevant peptide substrates. substance

P, bradykinin, leu-enkephaÏin, c-MSH, orexins and NPY are readily degraded by NL1.

suggesting that these peptides are potential physiological NL1 substrates. In contrast,

ACTH and 13-endorphin are unlikely physiological substrates since they are not degraded

by NL1. These resuits also show that NL1 has wide substrate specificity, indicating that

colocalization of peptides with the peptidase is more relevant for cleavage than the peptide

amino acid sequence. These characteristics were also reported for Neprilysin.

In vivo evidence for the participation of NL1 in the biological inactivation of any of

the so far identified substrates awaits further studies. It wiÏÏ be important to study the

distribution of the NL1 protein to correlate the presence of NL1 mRNA in diverse brain

structures with the distribution of the protein. Development of potent and highly specific

NL1 inhibitors and the generation of NLÏ knockout mice will allow us to further define

the role of NL1 in animal physiology and to understand the relative contribution of NL1

and Neprilysin to the regulation of peptide functions.
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Préambule

Une des multiples façons d’identifier le rôle physiologique d’une protéine est de générer

des souris déficientes en celle-ci. Par la technique de recombinaison homologue (gene tar

geting), nous avons entrepris de générer des souris déficientes en NL1. Afin de fabriquer

un vecteur de ciblage adéquat, l’organisation du gène codant pour l’enzyme a d’abord été

caractérisée. Un vecteur de ciblage a ensuite été introduit dans des cellules embryonnaires

souches (ES) afin de générer une mutation dans le gène codant pour NL1. Finalement,

les cellules ES mutantes ont été injectées dans des blastocytes murins pour produire des

souris portant la mutation. L’analyse des souris déficientes en NL1 révéla que l’enzyme est

impliquée dans les processus liés à la reproduction.

Le prochain chapitre, présenté sous forme d’article, rapporte la production et l’analyse

des souris déficientes en NL1. Ce manuscrit est soumis à la revue Molecular and Cellular

Biology (MCB).
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5.1 Abstract

Members of the M13 family of zinc metallo-endopeptidases have been shown to play criti

cal foies in the metabolism of varions neuropeptides and peptide hormones, and they have

been identified as important therapentic targets. Recently a mouse NL1 protein, a novei

member of the family, has been identified and shown to 5e expressed mainly in the testis

as a secreted protein. To define its physiologicai role(s), we used a gene targeting strategy

to disrupt the endogenous murine Ni] gene by homologous recombination and generated

Ni] mutant mice. The Nt] / mice are viable and develop normalÏy, suggesting that

zygotic expression of NL1 is not required for development. However, Nt] 1 males pro

duce smaller litters than their wild type siblings indicating specific male fertility problems.

Reduced fertility may 5e explained by two impaired processes: (i) decreased egg fertiliza

tion, and (ii) perturbeci early development of fertilized eggs. These two phenotypes do not
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C resuit from gross anatomical modifications of the testis or from impaired spermatogenesis.

Basic sperm parameters are also normal. Thus, our findings suggest that one of the roles

of NL1 in mouse is related to sperm function and that NLÏ modulates the processes of

fertilization and early embryonic development in vivo.

5.2 Introduction

A wide variety of biologically active peptide hormones, neuropeptides and regulatory pep

tides are proteolytically activated or inactivated by members of zinc metalloproteases

(Turner et al. 1985, Turner Tanzawa 1997). The M13 family of zinc metalloproteases

attracts much interest because ail members are involved in the metabolism of several

regulatory peptides of the mammalian nervous, cardiovascular, infiammatory and immune

systems as weÏÏ as in mineralization process (10,59,60,62). For these reasons, several mem

bers of this family of peptidases have been selected as targets for therapeutic intervention

by inhibitors or pharmacological agents.

NL1 (also named $EP or NEP2) is the newest member of the M13 family of zinc metal

lopeptidases (Ghaddar et al. 2000, Ikeda et al. 1999, Ouimet et al. 2000) that also includes

Neprilysin (Neutral endopeptidase-24.11, NEP, CALLA) (reviewed in (Crine et aÏ. 1997)),

the Endothelin-Converting Enzymes 1 and 2 (ECE-1 and ECE-2) (reviewed in Turner

(1997)), PHEX (formerly PEX; a Phosphate reguÏating gene with homologies to En

dopeptidases on the X chromosome) (reviewed in Tenenhouse (1999)), the Keli blood

group protein (reviewed in Marsh (1992)), and ECEL1/DINE (Endothelin-Converting

Enzyme-Like 1/Damage-Induced Neuronal Endopeptidase) (Kiryu-$eo et al. 2000, Valde

naire et al. 1999, Valdenaire & Schweizer 2000). Nu cDNA was simultaneously cloned by

RT-PCR technology using degenerate oligonucleotide primers based on conserved sequence

similarity between members of the family and mRNA isolated from mouse and rat testis

or from Ece-1-/- embryos (Ghaddar et aL 2000, Ikeda et aÏ. 1999, Ouimet et aÏ. 2000).

Finally, a clone coding for a putative human homologue has been obtained from a central

nervous system (CN$) cDNA library (Bonvouloir et al. 2001).

As observed for other members of the M13 family of peptidases, the Nu cDNA encodes

a type II transmembrane glycoprotein encompassing a short N-terminal cytoplasmic tau,

a single transmembrane domain and a large C-terminal extracellular region that contains
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the zinc binding motif HEXXH. However, in contrast to the other members, NL1 can be

expressed as both a membrane-bound and a soluble protein (Ikeda et al. 1999). Differential

spiicing introduces an additional exon that causes the insertion of a furin-like cleavage site

at the C-terminal end of the transmembrane domain and the release of the protein into

the extracellular space. Data from RT-PCR experiments suggest that the secreted form

of NL1 is mainiy found in testis whereas the membrane-bound form is expressed in the

remaining expressing sites (Ikeda et al. 1999).

NL1 degrades a broad variety of smail peptides. Oligopeptides shorter than 3 kDa

and containing neutral bulky aliphatic or aromatic amino acid residues are preferred sub

strates. These characteristics are close to those described for Neprilysin. In fact, ail pep

tide substrates identified so far for NL1 are also metabolized by Neprilysin (Carpentier

et al. 2003, Ghaddar et al. 2000, Ikeda et al. 1999, Rose et ai. 2002). Furthermore for

many peptides, both enzymes cleave at the same amide bond. As expected, prototypical

transition state inhibitors of Neprilysin such as phosphoramidon and thiorphan, or dual

Neprilysin /ACE inhibitors such as omapatrilat also inhibit NL1 enzymatic activity (Rose

et al. 2002, Ghaddar et al. 2000). NL1 is more closely related to Neprilysin with 55%

amino acid identity than to any other members of the family.

Northern blot analyses using total RNA isolated from a variety of mouse tissues reveal

strong expression of the Nu gene in testis, while other tissues are negative (Ghaddar

et ai. 2000). By in situ hybridization, Nu mRNA is detected in round and elongated

spermatids in semineferous tubules of mature testis at ah spermiogenesis maturational

stages, suggesting that the predominant role of NL1 in mouse may be related to sperm

functions (Ghaddar et al. 2000). Nevertheless, using the more sensitive RT-PCR tecli

nology, a weak expression of Nt 1 mRNA is also detected in several other tissues such

as heart, spleen, iungs, liver, kidney, intestine and brain (Ghaddar et al. 2000, Ikeda

et al. 1999). In situ hybridization experiments on mouse sections also reveal the presence

of Nu mRNA in neurons of the ventroposterior regions of the brain as well as in the

anterior and intermediate lobes of the pituitary gland (Facchinetti et al. 2003).

Although the NL1 enzymatic activity and tissular expression has been extensively stud

ied, no physiological function lias yet been identified for this protein. To gain more insights

into its role(s) in mammals, we disrupted the Ntl gene by homologous recombination and

produced a NL1 deficient mice. Here, we report the reduced fertility of Nu / mutant
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mouse males.

5.3 Materials and methods

Gene targeting

The genomic organization of the Ntl gene was characterized by PCR amplifica

tion as done previously (Brizard et al. 2000). Briefly, several pairs of overlapping

primers (Table I) spanning the entire Nt] cDNA sequence were used to amplify mouse

129/SvEv genomic DNA. Resulting PCR products were cloned and the intron-exon junc

tions sequenced using the Sanger dideoxynucleotide chain termination method (Sanger

et al. 1992). To construct the targeting vector, two genomic fragments were PCR

amplified. The 5.6 kb 5’-end fragment and the 4.1 kb 3’- end fragment were amplified

using the primer pairs: sense 5’-AGTGACATCTGTCGACCACCACCCCAAGCTG-3’

(underlined: SalI restriction site)/antisense 5’-ATGCGTCTCCAGTTCCAGCACCTC-

3’, and sense 5’-CCAGGAGAAAAGGCTCGAGATGATGTCACTGC-3’/antisense 5’-

CCAAAATGTAGTCTCGAGAGGGTAGCCAATC-3’ (underlined: XhoI restriction site),

respectively. The 5’-end fragment was digested with SalI and HindIII (which removes a

729 bp fragment at the 3’ end of the amplification product) whereas the 3’-end fragment

was digested with XhoI. The genomic fragments were cloned each side of the neomycin

selection cassette in the PGKneo vector. A counterselection herpes simplex virus (HSV)

thymidine kinase (TK) cassette was inserted at the 3’-end of homology of the targeting

vector (Belanger et al. 2003, Ma et al. 2003).

WW6 embryonic stem (ES) celis were electroporated with 25 pg of $aÏI-linearized tar

geting vector DNA as previously described and plated on neor feeder layers (Belanger

et al. 2003). After 24 h, seÏection for G418 (400 ig/mÏ; Invitrogen, Burlington, Ontario,

Canada) and ganciclovir (2 iM; Syntex, Palo Alto, CA) was applied. ES cell clones

recovered from drug selection were screened by $outhern analysis. Positive clones were

injected into MF1 blastocysts and transferred into pseudopregnant foster mothers to gener

ate chimeras that were tested for germline transmission as previously described (Belanger

et al. 2003, Charron et al. 1992, Giroux et al. 1999, Ma et al. 2003).
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Ç Genotyping of ES ceils and mice

Genomic DNA was isolated from ES ceils or mouse tau biopsies. Extracts were treated

with proteinase K, followed by phenol/chloroform extraction and ethanol precipitation

(Hogan 1986). Purified DNA was digested with restriction enzymes as indicated in Fig.

1, fractioned by electrophoresis through 0.8% agarose gels, blotted onto a Hybond-NX

membrane (Amersham Biosciences, Baie d’Urfé, Québec, Canada), and hybridized by

following procedures recommended by the supplier for either the 5’ Ni] probe (the first

733 bp of the Nt] cDNA sequence - nucleotides 332 to 1064 from Genebank accession

number AF176569) or the 3’ Ni] probe (the last 1000 bp of the Nu cDNA - nucleotide

1925 to 2925 from Genebank accession number Af 176569).

Northern blot analysis

Total RNA from testes was isolated using the RNeasy column kit (Qiagen, Chatsworth,

CA). Equal amounts (12.5 iig) of total RNA isolated from Nt] +1+ , Nt] +1— and Nt] /—

specimens were electrophoresed on a 1.5% formaldehyde agarose gel, transferred onto

Hybond N+ blotting membrane, and hybridized with the [32P1-labelled 3’ cDNA probe

described above. The 645 bp 13-actin fragment corresponding to nucleotides 333 to 978

of the coding sequence (Genebank accession number NM007393) was used as quantitative

control. Samples from 3 Ni]’ , 4 Nt11 and 4 Ni]-’ aduit mice aged between 3 to

6 months were analyzed.

Histology

Testis were fixed in 4% paraformaldehyde for 16 hours at 4°C and embedded in paraffin

wax as previously described (Jaffe et al. 1990). Specimens were sectioned at 5 uim and

stained with hematoxylin and eosin for general histological examination. Sections from 4

wild type and 5 Nt]1 males a.ged from 3 to f months were analyzed.

Sperm motility analysis

Spermatozoa were collected from the caudal epididymides of 6 wild type and 6 Nt] 7

males in HMB fertilization medium (Visconti et al. 1995), and incubated for 30 minutes
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in 5% C02, 90% 02/air. Motility parameters were measured using the Hamilton-Thorne

IVOS computer assisted digital analyzer (version 7.4G; Berverly, MA, USA). The fol

lowing parameters were measured: (i) average path velocity (VAP, mm/s, velocity aloiig

the average path of the spermatozoon), (ii) straight une velocity (VSL,mm/s, calculated

from the straight une distance between the start and the end of the observed track), (iii)

dllrvilinear velocity (VCL, mm/s, the total distance divided by time), (iv) lateral head dis-

placement (ALH, mm, the deviation of the head from the mean head trajectory), (y) beat

cross frequency (BCF, Hz, beats per second, the number of times the spermatozoon head

crosses the head trajectory per seconds), (vi) linearity (LIN, calculated as VSL/ VCL*100

), and (vii) straightness (STR,calculated as VSL/VAP*100). The settings for the Ceros

analyzer were: 30 frames captured for analysis at 60 Hz (frame rate 0.5), minimum ceil

size was 4 pixels, progressive celis were defined with VAP>50p/s and STR>50%, slow

cells were defined by a VAP cutoif of lOllm/s.

Blastocyst analysis

fi N1i/ females (aged from 2 to 5months) were mated with wild type or mutant males

(aged from to 2 to 5 months). Three days following the detection of a copulatory plug,

females were sacrificed and embryos were recovered in PBS from uterine horns. Embryos

were counted and photographed for microscopic analysis. A total of 5 wild type and 5

Nu 1 males were mated with 9 and 11 females, respectively.

In vivo fertilization analysis

32 C5ZB1/6XCBA fi females aged between 24 to 28 days were superovulated by intraperi

toneal injection of 5 U of PMS (Intervet, Whitby, Ontario, Canada) at 1:00 pm followed by

10 U of hCG (Sigma-Aldrich Canada Ltd, Oakville, Ontario, Canada) 46 hours later. The

evening after the second injection, superovulated females were housed with single Nu +/+

or Nu 1 males. The next morning, males were removed and mating was confirmed by

detection of copulatory plug. 0.75 day post coitum (pc), females were killed and embryos

were collected from the ampulla of oviduct in M2 medium (Hogan 1986), and digested with

300 ig/ml hyaluronidase (embryo-tested, $igma-Aldrich Canada Ltd, Oakville, Ontario,

Canada). Embryos were first washed twice in M2 medium, then twice in M16 medium



5%. Results 123

Ç before incubation in M16 medium at 37°C in 5% C02 for 4 days. Embryo development

was followed daily by microscopic inspection. Litters from the mating of eighteen females

with 5 different wild type males and from 14 females with 5 different Ntl 1 mutant

males were recovered. Males from both genotypes were age-matched.

5.4 Resuits

5.4.1 Generation of a Nu mutant allele in ES celis

As a first step toward the generation of the targeting vector for Nt] genetic ablation,

the structure of the murine Nt] gene was defined. Based on the high conservation of the

genomic organization of the members of the Neprilysin family, genomic DNA was PCR

amplified using several primer pairs derived from the Ni] cDNA sequence. Resulting

PCR products were sequenced and the intron-exon junctions were determined (Table II).

The mouse Nt] gene is divided into 24 smalÏ exons distributed over at least 27 kb of

genomic DNA (Figure 5.1A). The size of exons varied from 60 to 391 bp whereas the

size of introns ranged from 75 bp to over 8 kb. The ATG initiation start site was located

in the second exon, the protein convertase cleavage site in the third exon whereas the

HEITH motif, signature of zinc-metallopeptidases, was found in exon 19. The third exon

was alternatively spliced in the membrane-bound form of NL1 (Raharjo et al. 2001).

The positions of the intron-exon junctions were mostly conserved between the Nt] and

Nepritysin genes (D’Adamio et al. 1989).

To construct the targeting vector designed to ablate the mouse Nt] gene in ES cells

by homologous recombination, two noncontiguous DNA fragments from the Nt] gene

were PCR-amplified and cloned each side of the PGKneo cassette. A cDNA cassette

coding for the viral thymidine kinase was included at the 3’ end of the targeting vector

for negative selection against random integration of the vector. The Nt] 5’- end (4.9 kb)

and 3’- end (4.1 kb) fragments encompass regions that include exons 4 to 9 and exons 11

to 16, respectively. An intervening region of 823 bp was omitted between the 5’ and 3’

fragments. Therefore, integration of the vector into the Nt] gene locus by homologous

recombination deletes exon 10 and part of exon 11 modifying the open reading frame of

the gene. The vector was electroporated into ES celis and dual positive and negative
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Table 5.1: Oligonucleotide sequences used for PCR amplification of genomic
DNA*

Sense primers

5’-CAGCACCGTACCTCACACCC-3’

5’-TCTTAACTAGCCTGCTACACTTCTCC-3’

5’-TGCACCACCCCAAGCTGTGTGATAGC-3’

5’-TCGAGGAACCCCTGTGAAAACTTCTACC-3’

5’-AGTTCACCAGGCGGGTCCTCATCG-3’

5’-ACTATGCTTAGGAAAGACCAGAACC-3’

5’-TTGTCTTCTGTGGAAGTCGAGCTGTTCC-3’

5’-TGGCGAGAGTGTGTCAGCTATGTCAAC-3’

5’-TGGCTACCCTGACTACATTTTGGAAG-3’

5’-ACTTCAGAACCTCAAGAACAATGC-3’

5’-ATTCTCCAGCCGCCCTTCTTCAGC-3’

5’-AGAACATTGCCGACAACGGAGG-3’

5’-AGTTCGCCGTCCAGTCCATCAAGACG-3’

Reverse primers

5’-CTGGTCTCTGCTCTCAATGCTG-3’

5’-TGCTATCACACAGCTTGGGGTG-3’

5’-TGGGATCACCTGGTGCCTCAGCC-3’

5’-TCGATGAGGACCCGCCTGTTGAACTG-3’

5’-AGATGCGACTCCAGTTCCAGCACCTCC-3’

5’-TCATCTGGCAACAGCTCGACTTCC-3’

5’-TTGACATAGCTGACACACTCTCGCC-3’

5’-TCTTCCAAAATGTAGTCAGGGTAGC-3’

5’-AGGCTCCTCTGGGCATTGTTCTTG-3’

5’-TAGCCCCCAAAATTCAAGGAC-3’

5’-ACCTCCGTTCTCGGCAATGTTCTCC-3’

5’-TCCGTCTTGATGGACTGGACGG-3’

5’-ACCTGCACATCTCTGCCACCTAC-3’

*Each hile correspolld to a primer pair
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C
Table 5.2: Exon-intron boundaries of the murine Nu gene

Exon Intron Exon Intron Intron

Number 3’-acceptor 5 / end Size 3’end 5’-donor Size

site (kb) site (kb)

1

2

3*

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

undetermined

• ccctcctacacag

tttctccccag

• ctgttcctccag

• ccttaatacaaag

• ctgcccacag

• ccccttcccag

• aactcctcag

• • gtgtgtttccag

• ctttggcccag

• • ccccacacag

• acccctctaCag

• gctacctctag

aacacaccag

• gcattcccccag

cctccactcag

cttctcatag

• atttaccaCag

gtgggggacag

• tcctgcacag

• tcttttttatgcag

• tgctcgcagag

• atgcatctccag

ggtctacag

Undetermined (>0,141) GCACCAG

GGTCCCC —(0.315)-— AGCATAG

GGAAGCA —(0.069)-— AAACGAG

CCCTCAG —(0.060)-— ATAGCAG

CTGCCAG —(0.161)-— CTCAAAG

GGGTGCT —(0.081)— AACCAAA

GTGTGAT —(0,096)— ACCATGG

GCCTCAA —(0.119)—- TCATCTAC

ATAGACC —(0.065)-— CCACAAG

OTACOGA —(0.075)-— GGCCAAC

GCCACAG —(0.090)— TCTGAAG

CGGTTTA —(0.137)-— CAGCACG

GACCATG —(0.094)-— CCGCAAG

GCGCTGT —(0.129)-— GAGCACG

CTCAGAC —(0.099)— GGAAAAG

GCCATGA —(0.084)— CTCCAGT

TTGACTT —(0.104)--- ACAATCT

CTGGATC —(0.059)-— CAGATCG

TCTTTCC —(0.120)-— GATAATG

GTGAACG —(0.134)—- CCAGAAT

GTGAACG —(0.066)-— ATACAAG

GCTTACC —(0.096)-— TGCCCAG

GTGTGGT —(0.077)—- AGTACAG

GCTGCTG —(0.391)— Undetermined

gtaggatt..

gtgagcaagga...

gtagcctttacc...

gtgagcttctcc...

gtgaagagtgg...

gtgagtagagcc...

gtgagtatcgg...

gtatgcaatgccct...

gtaagcaggg...

gtgaggcgggg...

gtgagacccaggca...

gtgagcccaggg...

gtgagcgcat...

gtgcgtatccttga.

gtgggcaagcc...

gtgcgtaccttcc...

gtgagtaggatgg...

gtaaggtccacc...

gtaaagcagca...

gtgagcatgtc...

gtgggcccta...

gtaatccctag...

gcaagtgtgc...

1.7

>8

0.55

0.84

0.28

1.24

0.46

0.52

1.18

0.07

1.66

0.28

0.81

0.51

0.36

0.39

0.30

0.34

0.48

0.11

0.46

0.27

0.09

consensus (y)12 n c a g N AG g t

* Exon 3 is differentially spliced to generate the membrane bound and secreted forms

ofNLl.
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selections were applied to obtain clones that were resistant to G418 and insensitive to

ganciclovir. Homologous recombination events were detected by $outhern blot analysis.

Genomic DNA from ail recovered clones was digested with BglII and BamHI restriction

enzymes and membranes were hybridized with a probe generated from the Nu cDNA

sequence flanking the 3’ -end fragment of the targeting vector (Figure 5.1B) Digestion of

wild type and Nu mutant alleles generated fragments of 9.6 and 8.1 kb, respectively. A

targeting event was detected in 2 out of 480 ES ceil clones analyzed.
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Figure 5.1: Disruption of the Ntl gene. (A) $chematic representation of the wild type

mouse Nu gene, the targeting vector and the targeted Nu allele. Vertical black boxes

represent exons. The position of the neo resistance gene (neo) and the H$V- TK gene

(TK) are showu. The neo cassette is flanked at its 5’- and 3’-ends by 4.9 kb and 4.1 kb of

Ni 1 genomic sequence, respectively. F indicates the position of the convertase cleavage

site,and the asterisk (*)shows the position of the NL1 active site. B, BamHI; Bg, BguII;

H, HindIII; E, EcoRI restriction sites. Arrowheads indicate the position of oligonucleotide

primers used to PCR-amplify genomic DNA to generate the vector. (B,C) $outhern blot

analyses of DNA isolated from ES celi clones (B) or mouse tails (C). Genomic DNA

was digested with BguII and BamHI, transferred to nylon membranes and the blots were

hybridized with a Nu probe located 3’ of the targeting vector sequence (described in

Materials and Methods). Fragments from the wild type (+/±; 9.6 kb) and mutated (-/-;
8.1 kb) alleles are detected. (D) Southern blot analysis of genomic DNA digested with

EcoRI, transferred to nylon membranes and hybridized with a ni probe located 5’ of the

targeting vector sequence (described in Materials and Methods). Fragments from the wild

type (+/+; 8.9 kb) and mutated (-/-; 7.3 kb) alleles are visible. (E) Northern blot analysis

of total RNA (12.5 fig) isolated from testis of 3 wild-type, 4 Ni1/ and 4 NÏ1’ mice.

RNA was hybridized with either the 3’-derived Nu or actin probes (see materials and

methods).
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Table 5.3: NL1 genotypes of the F2 progeny from Fi heterozygote intercrosses.

Genotype

+/+

+/-
-/-

No of F2 mice Expected

per genotype mendeliari values

20(20,6%) 25%

55(56,7%)

22(22,7%)

50%

25%

5.4.2 Generation of Nu mutant mice and Mendelian distribution

of offsprings

Targeting ES cell clones were injected into mouse MF1 blastocysts and chimeric transmit

ters were obtained. Chimeric males were bred either with MF1 females or with 129/SvEv

females to establish the mutation in an inbred background. Ail the subsequent pheno

typical analyses were done with animals from the olltbred background. Heterozygous

mice developed normally and showed no obvious abnormalities. To determine the effect

of the Nu mutation in homozygous animais, heterozygous intercrosses were performed

and offspring were analyzed. Progeny from heterozygous intercrosses were geriotyped and

Nu ‘ mice were recovered (Figure 5.1C). Table 5.3 shows that the incidence of Nt]

Nt] /— and Nt] / genotypes corresponds to a Mendelian distribution, as expected for

random aliele segregation and inheritance.

Mice were further genotyped to test whether integration at the 5’-end of the neo cassette

also ocdllrred by homologous recombination (Figure 5.1D). Digestion of genomic DNA by

EcoRI enzyme and hybridization of the membrane with a 5’ probe generated fragments of

8.9 kb for the wild type aliele and 7.3 kb for the mutated allele in Nt1’ mice but only

the 7.3 kb fragment in Nt] 1 mice. Aitogether, these results indicate that the vector was

integrated by homologous recombination and exclude any gross rearrangement at either

end of the targeting site.

As a mean to monitor NL1 expression in mutant mice, Northern blot analyses were

performed with RNA isolated from testis. As expected, no Nt] mRNA was detected in

Nt] 1 specimens (Figure 5.ÏE). The levels of Nt] mRNA were reduced by about haif in

heterozygous mice when compared to Nt] expression detected in wiid type mice (Figure
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Table 5.4: Reduced fertility of male Nt11 mice.

Parents
F M n Average litter size

+/— x +/+ 18 8.9

+/— X +/— 20 7.35

+/— x —/— 21 47*

+/+ X +/— 9 7.44

—/— x +/— 11 7.45

+/+ X +/+ 7 10.1

nr=number of productive mating.

*p=0 0004 for variance between —/— and
+/+ males (one way ANOVA)

5.1E). These results clearly demonstrated that no Nu expression occurs in Nt1 mice

indicatïng that the mutation generated is a nuil allele.

5.4.3 Nt1/ male mice show reduced fertility

Mutant Nu / mice did not exhibit obvious physical or behavioral abnormality. There

fore, since NL1 is predominantly expressed in the round and elongated spermatids, we

first tested whether disruption of the Nt 1 gene impairs male fertility. Fertility of Nt 1

Nt1+/— and Nt1 male and female mice was compared using different combinations

of intercrosses (Table 5.4). First, heterozygous Ntl +1— females were crossed with wild

type, heterozygous or homozygous mutant males. Wild type males produced an average

of 8.9 pups per litter while Nu 1 males generated only 4.7 pups per litter. Intercrosses

with Nt i1 males produced an intermediate average of 7.4 pups per litter. Litter sizes

are statistically different. About 20% of the Ntl 7 males did not produce any progeny

when mated with Nt 1+! females, even if they were housed together for several months.

These male were not included in the calculation of the average litter size in Table IV. If

included, the average litter size would have been smaller. These results suggest that the

loss of NL1 function resuits in male hypofertility.
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We also tested female fertility. Wild type, heterozygous and homozygous mutant

females were bred with heterozygous Nt1+/ males. The average litter size obtained for

matings between Nt1’ males and either Nt1—— or Nl1 females was 7.4 and 7.5,

respectively (Table IV), which was equivalent to the values from heterozygous male and

female intercrosses, indicating that fertility is flot affected in female mice. The small

difference in the litter size between wild type breedings (10.1) and crosses between wild

type males and Nt1’ females (8.9) was not statistically significant (prr 0,9348).

5.4.4 Testis development and spermatozoa parameters are normal

To determine whether the reduced fertility of Ntl / mice resulted from a spermatogenic

defect, a microscopic analysis of the semineferous tubules was conducted. Testis sections

from 4 wild type and 5 Nt 1 / males showing various stages of the spermatogenic cy

cle were stained with hematoxylin and eosin. No major difference was observed and the

morphology of the tubules as well as the relative numbers of spermatogonia, spermato

cytes and round and elongated spermatids were similar between control and Nt 1 mice

(Figure 5.2). Histological characteristics of testes from mutant males that were found

infertile according to absence of progeny production were also normal. Overall, the testis

morphology of Nu 1 mice was similar to that of wild type littermates.
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Figure 5.2: Histological analysis of testis from Nl1’ and Nt1 mice. Herna

toxylin and eosin staining of thin sections from control (+/+) auJ NL1 nuil mice (—/—).
Arrowheads point at some round spermatici (rS). elongated spermaticÏs (eS), pachytene

spermatocytes (SP) and spermatozoon (S). V, blood vessel. Bar 10 iim
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We also compared the motility parameters of spermatozoa collected from wild type and

Nt 1 1 males. Although most motility parameters of Nt 11 spermatozoa were slightly

lower than those of Nt 1+1+ spermatozoa, the difference was not statistically significant

(Table 5.4).

5.4.5 Nu mutation reduces both sperm fertilizing capacity and

early embryonic development

No morphological anomaly appears responsible for the reduced litter size phenotype ob

served with Nu / males. To determine if defects in sperm fertilization ability and/or

early embryonic development may underlie the phenotype, outbred Fi Nt 11 females

were mated with either wild type or Ntl 1 males, and embryos were collected at 3.5

days pe. Microscopic examinations revealed that 74% of the embryos issued from crosses

with Nt 1+1+ males were in the late morulae or blastocyst stage as compared to 33% of

those fertilized by Ntl / males (Table VI, and (Figure 5.3). This significant difference

(Chi square test p <0.0001) is very close to that observed in the litter size suggesting that

defects due to the absence of NL1 appear early in the course of fertilization/embryogenesis

and that early development is perturbed when sperm originates from Ntl 1 mice.
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Table 5.5: Comparison of sperm motility parameters from wild type and Nu /

mice

Genotype

Parameters +/+ —/— p

% IViotile sperm 87.2 + 6.7 73.3 + 10.0 0.1184

VAP (lIm/s) 100.1 + 4.6 86.8 + 7.6 0.1642

VSL (iim/s) 64.2 + 3.6 55.5 + 4.3 0.155

VCL (irn/s) 186.9 ± 7.2 161.3 + 12.9 0.1147

ALH (pm) 9.8 ± 0.1 9.42 + 0.2 0.0903

BCF (beat/s) 24.3 + 0.9 25.1 + 1.2 0.6081

STR 58.8 + 0.70 60.2 + 0.8 0.2368

Linearity 32.67 + 0.8 33.0 + 0.5 0.7342

Total count 1109 + 198 828 + 181 —

Seven mice of each genotype were studied. 6 field per
mouse were analyzed. The parameters exarnined are de
fined in materials and methods. Values represent the mean

and SD of determinations on seven mice of each genotypes.

Table 5.6: Fertilizirig capacity of Nu / males arid early embryo development

Male n Egg Number of embryos at 3.5 days after mating

harvest 1 2 3 4 M B Dead

+/+ 9 88 1(1%) 2(2%) 1(1%) 4(5%) 22(25%) 43(49%) 15(17%)

—/— 11 80 3(4%) 3(4%) 3(5%) 0 14(17%) 13(16%) 44(54%)

n (total number of mated Nt1’ females).

Each column represents the number of embryos in each developing stages

(1, 2, 3, 4 ceils, M(Morulae) and B(blastocyst)) when collected at 3.5 days post

conception. Clii square (x2) test: p < 0.0001
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Figure 5.3: Embryos recovery at 3.5 days of gestation.Four represeiltative litters
from Nu +1- females fertilizecl by Nu 1 (A, C) or Nu +1+ (3. D) males. $ome morulae
(m), blastocyst (bi) or unfertilizeci (uf) eggs are inclicateci. A larger proportion of embryos
are well cÏeveloped when fertilizeci by Nt 1 +/+ males as compared to tiiose fertilizeci by
Nu 1 males. A total of 5 knockout or wilcl type males were mateci with 11 auJ 9
females. respectively. Embryos were collected at 3.5 Jays post conception (sec mriaterial
anci methocls). iviagnification: 50X
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To determine whether fertilization was normal and define at which embryonic stage

development was impaired, a time course experiment was performed. Superovulated

C57B1/6xCBA Fi virgin females were mated with either wild type or Nu 1 males.

Embryos were collected around 0.75 day pe and their development was pursued in culture

for 4 days. Embryo development was followed by daily microscopic observations. Around

1.0 day pc, 62% of the embryos collected from matings with wild type males were fertilized

and had divided. In contrast, only 38% of the embryos obtained from matings with Nu “

males had reached cdl division (Figure 5.4). These results indicated that the fertilization

rate was reduced by 39% when the sperm originates from Ntl / males. However, two

days after fertilization,the N1i’ sperm fertilization ability was only decreased by 15%

when compared to wild type sperm suggesting that in addition to fertilization defects, the

absence of NL1 causes a delay in celi division (s). At 3.5 and 4.5 days pc, the number

of morula and blastocysts generated from fertilization with NU / sperm was 30% lower

than that obtained from wild type sperm. These resuits suggest that the Nu mutation

reduces the ability of fertilized eggs to develop normally. Differences in the distribution of

embryos resulting from Ntl 1 and Nt1’ males mated with Nl1’ females are sta

tistically significant. We cannot rule ont the additional possibility that early processes of

pre-implantation development may also 5e perturbed by the mutation. Altogether, these

anomalies explain the reduced litter size observed in matings with Nu / males since the

differences closely reftect the variation detected in the litter size.
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Figure 5.4: In vivo fertilization analysis. C5ZBÏ/6xCBA Fi females were superovu

lated and mated with Ni1 or Ni]—1— males. fmbryos were collected at 0.75 day
post conception and cultured in vitro for 4 days. Embryo development was followed by
daily microscopic analysis. Bars labelled —/— indicate eggs fertilized by Nt] “ males
while bars with +/+ sign correspond to eggs fertilized by wild type males. Clii square

(x2) and Jonkheere-Terpstra (JT) analyses revealed that the distribution of developing
embryos is statistically different at each day (Day 1: x2 p<0.0001 and JT p<O.000l. Day
2: x2 <j0024 and JT p<O.0003. Day 3.5: 2 p<O.000l and JT p<0.0001. Day 4.5: 2

p<0.0001 and JT p<0.000l.
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5.5 Discussion

In this study, we have disrupted the Nu gene by homologous recombination and gen

erated Nu — mice. The mutation prevents the synthesis of both the transmembrane

and secreted forms of NL1 protein. Although our anti-NL1 antibodies did not allow us to

directly test whether the protein is present or not in the mutant mice, we demonstrated

that Nt1 mRNA is not expressed in testis from Ntl / mice, supporting the notion that

the protein is not produced. This resuit is in concordance with the fact that the designed

targeting vector adds a new polyadenylation site after exon 9 interrupting transcription

of the Nu gene. Matings of heterozygous mice produce the expected Mendelian ratio of

wild type, heterozygous and homozygous mutant mice, and Nt 1 / mice are viable and

anatomicaÏly normal. Thus, zygotic expression of NL1 does not seem to be required for

mouse development. It is consistent with our recent in situ hybridization studies show

ing that NU mRNA is not expressed in mice from embryonic day 12 to 17 (Carpentier

et al. 2003)in whole mouse embryos. Targeted disruption of other members of the M13

family has been reported. While ablation of the Neprilysin gene only results in a mild

phenotype, disruption of the ECE-1, ECEL1 or Phex genes causes severe developmental

defects (Lu et al. 1995, Rowe 1998, Schweizer et al. 1999, Yanagisawa et al. 2000, Yanag

isawa et al. 1998).

We showed that NL1 plays a significant role in male fertility while it is not essential

for the fertility of females. This result is consistent with the expression of Ntl mRNA in

mouse tissues, which is strong in germ cells of mature testis but weak in ovaries (Ikeda

et al. 1999). The expressivity of the fertility impairment amongst Nt 1 / males is variable.

for instance, 2091o of the Ntl / outbred males do not produce offspring. In contrast,

about 109 of the Ntl 1 outbred males give birth to litters of roughly the wild type size.

The variable phenotype in Nt1 males is not unprecedented and most probably reftects

the segregation of genetic modifiers on the mosaic genetic background as was shown for

at least two other mutations in sperm (Nayernia et al. 2002, Pearse et al. 1997). for

instance, mice bearing mutations in either sprm-1 transcription factor (Pearse et al. 1997)

or the smcp mitochondrial protein (Nayernia et al. 2002) lead to males sterility only when

bred on the 129/sv line. Moreover, males deficient in sperrn protein SEDÏ (Ensslin &

Shur 2003) show a similar variation in litter size (varying from no pups to litter size
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approaching the norma.l size) in an outbred background. Testing this possibility, however,

must await the characterization of Nu / maies fertility phenotype in different inbred

genetic backgrounds.

5.5.1 NL1 modulates two different processes related to fertility

Our resuits suggest a role for NL1 in two developmental processes: egg fertilization a.nd

early embryo development. First, spermatozoa from Nu / mice appear Ïess efficient

than those produced by Antl+/+ mice for egg fertilization despite normal sperm motility

parameters and no major morphological defect of the testis. The fact that NL1 is mostly

expressed as a secreted protein in testis is consistent with a role in a step that occurs

outside of the testis. Accordingly, a Neprilysin-like activity has been detected in sperm of

several species (Boettger et al. 1993, Diaz-Perez & MeizeÏ 1992, Heder et al. 1994, Siems

et al. 2003) althought such an activity has not been confirmed by others (Correa et al.

2000, fernandez et al. 2002). Generation of specific inhibitors and/or antibodies will be

required to determine whether this activity is due to the presence of NL1. R is thus

possible that the Nu phenotype is linked to defects in sperm maturation, capacitation,

the acrosome reaction or sperm-related processes during fertilization.

Several proteases are known to modulate the different steps of sperm maturation that

lead to fertilization (Lee & Wei 1994). Some of these are released during the acrosomal

reaction and play important roles in the fertilization process itself (Lee & Wei 1994, Snell

& White 1996). Consistently, several bioactive peptides are either co-expressed with NL1

in testicular germ ceils, packaged in sperm acrosome and/or released during the acrosomal

reaction (Ayer-Lelievre et al. 1988, Breyer et al. 1996, Hannibal & fahrenkrug 1995, Kew

et al. 1990). Among them, the enkephalins that have been shown to be stored in the acro

some of human, hamster and sheep spermatozoa and released following acrosomal reaction

(Kew et al. 1990), decrease mouse fertility when overexpressed in testis of transgenic mice

(O’Hara et al. 1994). These results support the notion that the levels of neuropeptide are

critical for proper fertilization processes. Since some of these bioactive peptides are known

substrates of NL1 in vitro, the Nu phenotype could be partly explained by a lack of their

regulation in vivo.

Second, a large proportion of eggs do not develop normally when fertilized with mutant
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spermatozoa. We must emphasize that defects in embryo development are not likely to

be due to the lack of zygotic Nu expression since we did not observe selective elimination

of Nu / offspring. The phenotype appears to be associated to the absence of NL1

in sperm. Therefore, through its action on active peptides, it is possible that NL1 may

regulate sperm-dependent spatial patterning of the early mouse embryo, a sperm-activated

block to polyspermy and/or proteolytic activation of morphogens.

5.5.2 NL1 is downstream of the protein convertase PC4

Cleavage and release into the extracellular fluids of the secreted testidillar form of NL1 is

accomplished by member(s) of the prohormone convertase (PC) family (Ghaddar et al.

2000). In testis, the nature of the PC that cleaves NL1 remains to be defined. However, a

good candidate is the prohormone convertase PC4 since it is abundantly and specifically

expressed in spermatocytes and round spermatids of rodents (Nakayama et al. 1992).

Moreover, PC4 homozygous mutant males show reduced fertility in the absence of any

evidence of spermatogenic abnormality (Mbikay et al. 1997), similarly to what we observed

in NL1 deficient mice. Interestingly, reduced fertility of Pc.4’ males is a combination

of both reduced efficiency in egg fertilization and abnormal embryo development after

fertilization. Therefore, it is possible that some of the phenotypes attributed to Pc% gene

ablation are directly related to the failure of Pc.4 deficient mice to properly process NL1,

the lack of secreted NL1 protein in PcJ’ mice causing the phenotypes. Analysis of NL1

maturation in PcJ’ mice would help answering this question.

The Pc phenotype is broader than that observed in Nu ‘ mice suggesting that

NL1 acts downstream of PC4. For instance, the hypofertility observed in males is more

important in Pc mutants than in Nu mutant mice. Second, Pc4/ females are less

fertile while the fertility of Nu / females appears normal. Finally, in intercrosses of

heterozogous miltant mice, the recovery of Pc4/ mutant animals was reduced conversely

to what was observed for the transmission of the Nll mutation. These observations indicate

that NL1 is not the unique substrate for PC4 and that the absence of maturation of other

hioactive polypeptide(s) may be responsible for the additional phenotypes detected in

Pc4 mutants. Alternatively, the differences can be explained by variations in the genetic

background in which the two studies have been conducted (C5ZBL/6J vs outbred).
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5.5.3 Putative functional compensation by other peptidases

The relatively mild phenotype observed after genetic ablation of the Ni 1 gene suggests that

other peptidases may compensate for the loss of NLÏ. A strong candidate is Neprilysin

since NL1 and Neprilysin share overlapping sites of expression, have similar enzymatic

properties and degrade the sanie set of peptides (Li et al. 1995). May be not surprisingly

then, mutant mice lacking Neprilysin function are viable and appear developmentaliy

normal except for some minor effects in lymphoid deveÏopment. Therefore, iL is possible

that both NL1 and Neprilysin enzymes share redundant functions, and that the expression

of one enzyme eau compensate for the absence of the other in mutant animals. Production

of compound Nu /Nepritysin mutants should test this hypothesis.

Although Neprilysin has been shown to be expressed in testis, Nepritysin/ mice have

no reported fertility probiem. Since Neprilysin is membrane-bound, it might compensate

for the lack of some of the membrane-bound NL1-related functions in testis of Nt] / mice

but it might not rescue the phenotypes associated with the Ïoss of the secreted form of NL1

protein. In other tissues, NL1 and Neprilysin are both believed to be membrane-bound

proteins. In the brain, tlieir sites of expression are rather complementary although many

regions expressed both enzymes (Carpentier et al. 2003, Facehinetti et ai. 2003). It wiil be

interesting to study the effect of NL1 deficiency on brain function. For example, injection

of thiorphan in the rat brain regions that controls nociception causes analgesia resuiting

from enhanced extraceliular concentration of enkephaiins (Roques et ai. 1980). This effect

was believed to be due to the pharmacological inhibition of Neprilysin activity. However,

Nepritysin mutant animais were unexpectediy reported to exhibit hyperalgesia in the hot

plate and tau withdrawaÏ tests (Fischer et al. 2002). This suggests that Neprilysin may

not be involved in this function and/or that other enzymes ciosely reiated to Neprilysin,

such as NL1, may rather be involved in the analgesic effect of thiorphan.

Other zinc proteases are known to be involved in processes reiated to fertility (Correa

et ai. 2000, Diaz-Perez & Meizel 1992, Diaz-Perez et al. 1988, Li et al. 1995). Any of these

peptidases could play a role in the partial rescue of the NL1 phenotype. For example, the

testicular form of the angiotensin converting-enzyme (ACE) could be a good candidate

since it is specifically expressed in developing spermatids and ACE mutant mice have

reduced fertility (Hagaman et al. 1998). Furthermore, NL1 and ACE share overlapping
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substrate specificity and hydrolyze several common peptides in vitro. Other peptidases

of the M13 family of metallopeptidases like Phex, ECE-1, ECE-2 and ECEL1 have also

been detected in testis (Ikeda et al. 2002, Korth et al. 1999, Meyer & R. A, Meyer 2000,

Valdenaire et al. 1999) but their role in male fertility lias not yet been established.

Prodllction of Nu nuil mice constitutes an important step in the understanding of the

physiological importance of NL1 in mammals. NL1 deficiency has proven to impair normal

fertilization processes. Further investigation will 5e necessary to precisely determine the

molecular basis of the fertility defect, both at the level of the fertilization processes and of

the early steps of embryonic development. Moreover, these basic investigations could be

clinically relevant since the human homolog of NL1, MMEL2, lias recently been identified

(Bonvouloir et al. 2001). Therefore, mutations in this gene may 5e responsible for part

of the fertility problems found in humans. Future studies evaluating the importance of

MMEL2 in human reproduction processes will contribute to our understanding of the

multiple factors invoÏved in male fertiÏity.
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Préambule

La prochain chapitre présente une revue complète de la littérature concernant NL1. Ce

chapitre se veut une synthèse des connaissances acquises, par nous et part d’autres, sur

cette enzyme, depuis sa découverte jusqu’à ce jour. Présenté sous forme d’article de revue,

ce document fut publié en 2003 en tant que chapitre du livre <Handbook of proteotytic

enzymes>.
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6.1 Databanks

MEROP$ name: Neprilysin-2

MEROPS ctassification: Clan MA (E), Family M13, peptidase M13.00$

Species distribution: Mammalia

Sequence known tom : Homo Sapiens, Mus musculus, Rattus norvegicus

6.2 Name and History

Neprilysin-2 cDNA was first cloned from ECE-1 knock out mice embryos using a degenerate

PCR strategy, and termed Soluble Secreted Endopeptida.se ($EP), because it can exist in

both a membrane-bound and soluble secreted form (Ikeda et al. 1999). A similar approach

used by Ghaddar et al. (2000) and Quimet et al. (2000) has subsequently resulted in the

molecular characterization of Neprilysin-2 from mouse testis (Neprilysin-like 1; NL1) and

from rat brain (NEPII), respectively.

ç
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6.3 Activity and Speciftcity

Experiments using culture medium from human embryonic kidney celis (HEK-293) stably

transfected with the soluble secreted form of Neprilysin-2 identified [3,5_3 H]tyrosyl-D-A1a2-

-Leu5-enkephalin as a substrate. [3, 53 H] tyrosyl-D-A1a2-Leu5-enkephalin is a well charac

t.erized Neprilysin suhstrate. The ellzymatic pararneters were characterized and cornpared

to those of Neprilysin (Ghaddar et al. 2000). Neprilysin-2 affinity for [3,5-3Hjtyrosyl-D-

A1a2-Leu5-enkephalin was sÏightly higher than that of Neprilysin with Km values of 18 pIVI

and 73 pM, respectively. Analysis of degiadation prodticts on reverse phase HPLC showed

that Neprilysin-2 cleaves the sllbstrate Leu-enkephalin at the Gly3tPhe4 peptide bond as

does Neprilysin. Similarly, Rose et al. (2002) who compared in vitro the activity of Nepri

lysin and Neprilysin-2 with several model peptide suhstrates, observed that both enzymes

have very similar specificities. Furthermore, Ikeda et al. (1999) showed that Neprylisin-2

eau produce enclothelin-1 (ET-1) by cleaving at the specific Trp2ltVal22 peptide bond

of Big ET-1. However, since it also cleaves very efficiently ET-1 at multiple sites, the

physiological relevance of ET-1 production from Big ET-1 is questionable. Neprilysin-2 is

active around neutral pH values with a maximum around 7.4 (Ikeda et al. 1999). Activity

decreases sharply at values lower thari 6.5 or higher than 8.0.

The enzymatic activity of the membrane-bound Neprilysin-2 lias also been cliaracter

ized (Rose et al. 2002). These studies showed that both the soluble and membralle-boulld

isoforms have comparable specificities in terms of model substrates, pH optima and in

hibitory pattern. In addition, Ikeda et al. (1999)reported that Chinese hamster ovary

(CHO) cells t.ransiently cotransfected with the membrane-bound form of Neprilysin-2 and

preprobigET-1 cDNA accumulated more ET-1 in their dlllture medium than CR0 ceils

transfected with prepro ET-1 cDNA alone.

As a metallopeptidase, Neprilysin-2 is fully inhibited by chelating agents such as EDTA

and 1,10-orthophenantroline. Neprilysin and Neprilysin-2 showed the same sensitivity

to inhibition by phosphoramidon with 1C50 values of 0.5 nM and 0.9 nM, respectively.

Thiorphan, a specific inhibitor of Neprilysin with an 1C50 of $ nM, inhibited Neprilysin-2

with an 1C50 of 47 nM. The enzyme is also partially sensitive to the ECE specific inhibitor

FR901533 but not to the angioteilsin-converting enzyme inhibitor captopril (Ikeda et al.

0 1999, Ghaddar et al. 2000).
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Ail Neprilysin-2 substrates found to date are also hydrolysed by Neprilysin in vitro

and ah identified Neprilysin-2 inhibitors are Neprilysin inhibitors. This strongly suggests

that both enzymes use very similar enzymatic mechanisms. Detailed structural studies

and enzymological characterization of the enzymes will be needed to make the distinction

between their activities and will contribilte valuable information for the rational design

of Neprilysin or Neprilysin-2 specific inhibitors.Finally, both Neprilysin-2 and Neprily

sin showed similar sensitivity to the angiotensin converting enzyme and Neprilysin dual

inhibitors fasidotrilat and omapatrilat (Rose et al. 2002).

6.4 Structural chemistry

Neprilysin-2 primary structure has been deduced from cDNA sequences cloned in mouse

and rat (Ghaddar et al. 2000, Ikeda et al. 1999, Ouimet et al. 2000). Three cDNAs were

characterized that code for 742, 765 and 779 amino acid proteins, respectively. The 765

amino acid-long polypeptide wiÏl generate the soluble secreted form of Neprilysin-2 (see

below), whereas the 742 residue-long protein corresponds to the membrane-bound form

of the enzyme.The 779 amino acid protein corresponds to a membrane-bound isoform

with an insertion of 37 amino acids at position 334 (Shirotani et al. 2001). Neprilysin-2

shares greater similarities with Neprilysin than with any other member of the family (55%

amino acid sequence identity in mouse). The hydropathy profile of the deduced sequences

predicts type-II integral membrane proteins with a 17-residue N-terminal cytoplasmic

tail, a 21-residue putative transmembrane hehix, and a large (727 and 704 amino acid

residues in the two forms, respectively) C-terminal extracellular domain, which contains

the active site. The two forms of Neprilysin-2 are generated by alternative splicing (Ikeda

et al. 1999, Ouimet et al. 2000, Raharjo et al. 2001). Indeed, an additional exon encoding a

23 amino acid domain and containing a furin cleavage site (Arg58-Thr-Val-Val-Lys-Arg63)

(throughout the text, amino acid residue numbering corresponds to the soluble secreted

form of Neprilysin-2 and starts with the initiator methionine) is inserted just downstream

the transmembrane domain in the transcript encoding the 765 amino acid-long protein.

Recognition and cleavage of the furin site by stiil unidentified member(s) of the furin family

are likely to generate the soluble secreted form of NepriÏysin-2. These conclusions were

based on studies in transfected ceils in which the o1-anti-trypsin Portland variant (c
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PDX), a known inhibitor of furin, prevents cleavage and release of the protein. $imilarly,

mutant Neprilysin-2 in which Lys62 and Arg63 were changed to asparagine and glycine,

respectively, is not secreted from the ceils (Ghaddar et aI. 2000).

The position of the cleavage site was later challenged by Raharjo et al. (2001) who

proposed a novel cleavage sequence. However, sequencing of the N-terminal amino acid

residues of the protein secreted by transfected HEK-293 celis showed a unique sequence

starting at A1a64, immediately downstream the furin cleavage site. This resuit definitely

establishes that the soluble secreted form of Neprilysin-2 is produced hy cleavage after

Arg63. It thus appears that both forms of Neprilysin-2 are initially synthesized as type-II

membrane proteins in the endoplasmic reticulum. While the 742 amino acid polypeptide

remains membrane-associated, the 765 amino acid protein is subsequently transformed

into the soluble secreted form by cleavage of the Arg63Ala64 peptide bond.

The extracellular domain contains the two highly conserved consensus sequences of

zinc binding motif: H°°°-E-X-X-H604, and G661-E-N-I-A-D666 that are shared by all the

members of the M13 family. By comparison with Neprilysin, these residues are postulated

to form the zinc-binding site with H600, H604 and E662 being the zinc ligands. All amino

acid residues known to be part of the active site of Neprilysin are present in Neprilysin-2.

These include substrate binding and catalytic residues as well as amino acids known to

stabilize the transition state of the catalytic reaction, suggesting that the two proteins

share a very similar enzymatic mechanism. Like other members of the M13 family (with

the exception of Endothelin-converting enzyme-like peptidase 1), Neprilysin-2 contains 10

conserved cystein residues in its extracellular domain. These conserved cystein residues

are presumably involved in proper folding and in maintaining the protein in an active

conformation, and probably reflect the conformational closeness of these proteins (Oefner

et al. 2000).

Nine putative N-glycosilation sites (Asn-X-Ser/Thr) are found in the ectodomain of

mouse Neprilysin-2 (8 sites in rat). Consistent with the presence of these sites, digestion

with peptide:N-glycosidase F, which removes ail N-linked oligosaccharide side chains from

proteins, reduces Neprilysin-2 apparent Mr from 125,000-120,000 to 97,000 when analyzed

by $DS-PAGE (Ghaddar et al. 2000, Ikeda et al. 1999). It has been shown that all as

paragine residues in an Asn-X-Ser/Thr consensus are glycosylated in rabbit Neprilysin

and that these sugar moieties increase the stability and enzymatic activity of the protein
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C well as its intracellular trallsport. Three of Neprilysiil glycosylated asparagine

(Asn’45, Asn285 and Asn628) are conserved in Neprilysin-2 (Asn163, Asn303 and Asn643).

Among these residues, Asn45 and Asn628 have been reported to influence Neprilysin en

zymatic activity (Lafrance et al. 1994).

6.5 Preparation

Neprilysin-2 is abundantly expressed in testis (Ghaddar et al. 2000), but no isolation

procedure has been published to prepare it from animal tissues. So far, the enzyme has

been produced by recombinant DNA techllology alld expression in cultured animal celis.

A partial purification procedure from AtT2O and CR0 transfected cells has been reported

(Rose et al. 2002).

6.6 Biological aspects

Immunocytochemistry experiments arid peptide:Nglycosidase F digestions, which allows to

distinguish the core-glycosylated endoplasmic reticulum-localized forms of a proteill from

its mature ceil-surface species, showed that the membrane-bound form of Neprilysin-2 was

located inside the cells (Ikeda et al. 1999). The enzyme is presumably located in the early

secretory pathway including endoplasmic reticulum and a portion of the Golgi apparatus.

Other members of the M13 family of zinc metallopeptidase such as ECE-lb (Schweizer

et al. 1997), ECE-2 (Emoto Yanagisawa 1995) and Endothelin-converting enzyme-like

peptidase 1 (Valdenaire $chweizer 2000) have been localized intracellularly. The physi

ological function of the endoplasmic reticulum-localized Neprilysin-2 is stili unclear.More

recently, (Rose et al. 2002) suggested that membrane-bound Neprilysin-2 could lie at the

cell surface in the endocrine AtT2O cell hue.

Neprilysin-2 mRNA expression pattern has been studied extensively. Northern blot

analysis using total RNA from a variety of mouse tissues revealed a higli, specific expres

sion of a unique 3.4 kb Neprilysin-2 transcript in testis (Ghaddar et al. 2000). Neprilysin-2

mRNA lias also been detected by RT-PCR in a variety of tissues including brain, heart,

lung, hiver, kidney, adrenal gland, intestine, spleen and testis (Ghaddar et al. 2000, Ikeda

et al. 1999). Using specific RT-PCR prirners for the soluble secreted or membrane-bound
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form of Neprilysin-2, it was shown that both isoforms are present in ail the tissues tested.

Interestingly, testis is the only tissue where the soluble secreted form of Neprilysin-2 is

predominant, the membrane-bound form being predominant in the other tissues (Ikeda

et al. 1999). In. situ hybridization (I$H) experiments on mouse cryostat sagittal sections

showed that only germinal cells in the luminal face of seminiferous tubules in aduit testis

are labelled for Neprilsyin-2 transcripts (Ghaddar et al. 2000, Carpentier et al. 2003).

These ceils were identified as round and elongated spermatids in ah spremiogenesis mat

urational stages. Neither spermatozoa nor spermatocytes, spermatogonies or sertoli ceils

were labelled.

In rat, Neprilysin-2 transcripts have been detected by RT-PCR in ail the tissues tested,

which include testis, brain, spinal cord, pituitary, cortex, hippocampus, mid brain, hy

pothalamus striatum and brain stem. In situ hybridization in brai. reveaied that the

rnRNA coding for this protease is wideiy and heterogeneousiy distributed in the central

nervous system, the most abundant regions being the brain stem, the hypothalamus and

pituitary (Ouimet et al. 2000, Facchinetti et al. 2003).

Since testis is the only tissue where the soluble secreted form of Neprilysin-2 is predom

inant and since its expression pattern is high and restricted to germinal cehis in this tissue,

one could postulate a role for Neprilysin-2 in reproduction processes. The protein coud

be constitutively secreted to regulate spermiogenesis much like several other proteolytic

enzymes of the seminiferous tubules. Alternatively Neprilysin-2 could accumulate in the

acrosome with proenkephalin peptides and then be released upon acrosomal reaction. In

brain, one could postulate a role for Neprilysin-2 in neuropeptide degradation much like

NEP. Further studies, including the generation and analysis of mice containing a targeted

disruption of the Neprilysin-2 gene (which is weÏÏ underway in our Ïaboratory) wiÏÏ be

needed to determine the physiological functions of this enzyme.

6.7 Distinguishing features

Two rabbit polycÏonaÏ antiserum against mouse Neprilysin-2 have been described, but are

not commercially available. One was raised against a synthetic peptide corresponding to

the C-terminal 16 amino acids of Neprilysin-2 (Ikeda et al. 1999) and the other one against

the region encompassing amino acids 270 to 355 of the protein (Ghaddar et ai. 2000).
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Q 6.8 Related peptidase

MMEL2 was recently cloned from a )‘gt10 human fetal brain library using mouse

Neprilysin-2 cDNA as a probe (Bonvouloir et al. 2001). Hydropathy profile of the predicted

amino acid sequence of MMEL2 predicts a putative type II transmembrane glycoprotein of

770 amino acids with 7 potential N-glycosilation sites. As Neprilysin-2, MMEL2 contains

a putative recognition site for convertases (R60-T-F-V-K-R65) downstream of the trans

membrane domain, suggesting that it could be expressed as a soluble secreted protein.

However, a proline residue is present in P of the consensus sequence and may compro

mise this cleavage. Northern blot and RT-PCR analysis revealed that MMEL2 is almost

exclusively expressed in testis but small amounts of mRNA could be found in brain, heart

and kidney after hybridization of the RT-PCR products with a radioactive probe. An

additional isoform was observed by RT-PCR in testis, brain and kidney and likely corre

sponds to the membrane-bound form of the protein. The ratio of the two isoforms was

similar among tissues as opposed to that of Neprilysin-2.

Is MMEL2 the human ortholog of Neprilysin-2? MMEL2 amino acid sequence is 77%

identical to that of Neprilysin-2. This is relatively low since mouse Neprilysin-2 is 91

¾ identical to its rat orthoiog. Indeed, orthologs of other members of the M13 family of

metallopeptidases characterized in different species aiways share more than 90 ¾ identity in

their amino acid sequence. However, both enzymes are positioned on corresponding regions

of the human and mouse chromosomes (lp36 for MMEL2 and distal end of chromosome 4

for Nerpilysin-2) tour own unpublished data) and no sequence doser to Neprilysin-2 has

been found so far in the human genome EST database.

6.9 Further reading

The papers by Ikeda et al. (1999), Ghaddar et al. (2000), Ouimet et al. (2000), Rose

et al. (2002) present ail the relevant data on the structure, expression and biochemistry

of Neprilysin-2.
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Discussion

7.1 Importance de 1’EPN dans la maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénératrice conduisant pro

gressivement à la perte de la mémoire (amnésie) et des fonctions cognitives (aphasie,

apraxie, agnosie). Deux processus dégénératifs caractérisent cette maladie: l’amyloïdog&

nèse qui correspond à la formation de peptide Af3 sous forme de dépôts extracellulaires et

la dégénérescence neurofibrillaire (DNF) qui résulte de l’agrégation intraneuronale de fila

ments de protéines tau pathologiques. De nombreuses études biochimiques et génétiques

indiquent qu’une perturbation de l’équilibre entre la synthèse et l’élimination des peptides

A constitue l’événement déclencheur de la MA. L’accumulation de ces peptides sous forme

de plaques est toxique pour les neurones et les vaisseaux sanguins où ils se déposent. Cette

accumulation conduit à une réponse inflammatoire provoquant l’endommagement des neu

rites ainsi que l’hyperphosphorylation et l’agrégation de protéines tau intracellulaires. Ce

phénomène conduit ultimement à la mort des neurones. De plus, l’accumulation de pep

tides Aj3 au niveau des vaisseaux sanguins endommage la barrière hématoencéphalique et

peut causer des hémorragies cérébrales sévères.

Les peptides Af3 sont dérivés du clivage séquentiel de la protéine précursellr amyloïde

APP. Cette protéine transmembranaire, très répandue dans l’organisme, joue plusieurs

rôles en particulier dans les cellules du système nerveux central. L’APP peut agir comme

molécule d’interaction cellule-cellule, comme récepteur de surface 011 encore comme facteur

de croissance (formation du cytosquelette, régulation du calcium intracellulaire, forma

tion des synapses, modulation des cholinestérases...). Deux voies de maturation de l’APP

existent (figure 7.1). La première voie, dite non-amyloïdogénique, impliqile le clivage de
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(J l’APP par une c-sécrétase et conduit à la sécrétion de la portion N-terminale extracel

hilaire de la protéine. Le clivage aux sites c prévient la formation du peptide Af3 d’où

son nom de voie non-amyloïdogénique ou voie physiologique. La deuxième, voie dite amy

loïdogénique, implique le clivage aux sites f3- et 7-sécrétase pour former le peptide Af3

retrouvé dans les plaqiles séniles. Bien que la f3-sécrétase ait été identifiée de façon non

équivoque comme étant l’aspartyl protéase BACE, l’identité des c- et ‘y- sécrétases de

meure incertaine. Un ou plusieurs membre(s) des métalloprotéases de la famille ADAMS

seraient impliqués dans la coupure au site tandis que les présénilines seraient impli

quées de façon directe ou indirecte dans la maturation aux sites ‘y. La coupure au niveau

des sites 7 permet de générer soit le peptide Af3(i_40), soit le peptide Af3(i_42) qui consti

tue la forme la plus toxique du peptide. Les peptides Af3 peuvent être dégradés par des

métallopeptidases telles que l’Endopeptidase Neutre ou encore être métabolisés via leur

endocytose dépendante de l’apoliprotéine E (APOE). Des mutations dans l’APP et les

présénilines favorisant la voie amyloïdogénique ont été identifiées chez des cas familiaux

de la maladie d’Alzheimer. Quant aux cas sporadiques, plusieurs gènes dont l’allèle E4 de

l’APOE, impliquée dans l’endocytose du peptide Af3 conduirait à une prédisposition à la

maladie (figure 7.1) (revue par: Racchi Govoni (2003),Gandy & Petanceska (2001), Evin

& Weidemann (2002)).

Depuis plusieurs années, une proportion considérable des activités de recherche sur

la maladie d’Alzheimer était vouée à l’identification des mécanismes cellulaires qui sous-

tendent la formation du peptide Af3 et à l’identification des sécrétases responsables de la

maturation de l’APP. Par contre, relativement peu d’efforts étaient destinés à la compré

hension de l’élimination et de la dégradation du peptide. De récentes études indiquent

qu’lln déséquilibre autant du côté de la synthèse que du catabolisme du peptide pourrait

contribuer au développement de la MA. Une importante étude montrant que l’immunisa

tion de rongeurs avec le peptide Af3 pouvait mener à l’élimination des plaques à ouvert la

voie à l’étude du métabolisme du peptide Af3 comme stratégie thérapeutique viable. La

majorité des études jusqu’à maintenant réalisées convergent vers l’implication de métal

lopeptidases dans la dégradation des peptides Af3. C’est suite ax études de Iwata et al.

(2000) montrant l’implication potentielle de l’EPN dans la dégradation du peptide Af3

in vivo que nous avons entrepris d’évaluer les niveaux d’expression de 1’EPN dans les

cerveaux atteints de la MA. Cette étude flous a permis d’observer une diminution impor
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Œ-sécrétase

Voie Physiologique!
non-amyloïdogénique

figure 7.1 Biogenèse et métabolisme du peptide A. Le peptide Af3 est 1111 frag
ment protéolvtique dérivé de la protéine précurseure APP suite à cieux clivages séquentiels
par les f3- et y-sécrétases. La maladie d’Alzlieimer cl’ origine familiale (héréditaire) est cau
sée par des mutations dans les gènes de l’APP et ou des présénilines et affecte le clivage
de l’APP causant ainsi une augmentation de la synthèse du pepticle Af3. plus particuliè
rement 1’ Af3(i_42) qui constitue l’espèce la plus neurotoxique. Le peptide Af3 s’agrège de
façon dose dépendante pour fornier des protofibrilles cytotoxiques qui s’accumulent sous
forme de plaques amyloïdes. Le peptide Af3 soluble peut être dégradé par l’IDE, l’En
clopepticlase Neutre, l’ACE. l’E-24.15. FECE-1, la MMP-9, la MMP-2 et la Plasmin. De
plus, l’élimination du peptide Af3 par des mécanismes de phagocytose et d’endocytose
impliquant l’apoliprotéine E. l’c-macroglobuline et le récepteur de lipoprotéine de faible
densité (LRP) fut également proposé. Figure adaptée de Evin &. Weidemann (2002)

Mutations dans FAPP

13-sécrétase
Mutations dans les

y-sécrétase Présénilines

9

IDE, Endopeptidase Neutre
ECE-1, ACE, Plasmine, E-24.15, MMP-9
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Ç tante des niveaux d’expression de l’EPN dans les neurones pyramidaux de l’hippocampe

ainsi que dans la vasculature de cerveaux atteints de la MA (Carpentier et al. 2002). Nos

résultats sollt d’ailleurs appuyés par plusieurs autres études effectuées chez les rongeurs

(Iwata et al. 2000, Iwata et al. 2002, Zhang & $nell 1993) et chez l’humain (Yasojima

et al. 2001, Akiyama et al. 2001). Toutefois, nous n’avons pu observer la diminution de

l’expression de l’EPN dans les neurones du cortex rapportée par Yasojima et al. (2001)

dans nos échantillons. Cette différence pourrait provenir de différences au niveau des ré

gions corticales étudiées ou encore de la sensibilité de la méthode utilisée. D’ailleurs, la

quantification de l’EPN et de son transcrit dans différentes régions du cerveau suggère

une régulation régionale de son expression. En effet, de façon générale les régions moins

susceptibles à l’accumulation de peptides A13 exprimeit davantage d’EPN et les régions

plus touchées expriment moins d’enzyme (Yasojima et al. 2001, Yasojima et al. 2001, Fu

kami et al. 2002, Akiyama et al. 2001). Les études effectuées chez les souris déficientes

en EPN et la récente découverte dun lien génétique possible entre 2 polymorphismes du

gène de Ï’EPN et la maladie d’AÏzheimer ainsi que la CAA viennent encore une fois sup

porter le rôle protecteur de l’EPN dans le système nerveux (Yamada et al. 2003, Clarimon

et al. 2003, Iwata et al. 2001).

7.1.1 Autres candidats dans la dégradation des peptides amy

loïdes

Malgré l’importante quantité de résultats impliquant l’EPN comme enzyme majeure

de dégradation des peptides A13 in vivo et in vitro, certaines évidences favorisant d’autres

voies ont également été présentées. Ei effet, plusieurs antres études effectuées chez l’hu

main et les rongeurs suggèrent qu’au moins 7 autres métallopeptidases agiraient comme

enzyme de dégradation du peptide Af3 (figure 7.2)(revue par: Carson & Turner (2002),

Evin & Weidemanll (2002)). Le criblage d’une lignée cellulaire microgliale (BV-2) pour

des protéases capables de dégrader le peptide Af3 a mené à l’identification de l’IDE (insulin

degrating enzyme) comme principale candidate (Qiu et al. 1998). De plus, des fractions

membranaires et des cultures primaires de neurones de souris déficientes en IDE montrent

une diminution de 50% de la dégradation du peptide A comparativement aux souris de

type sauvage (Farris et al. 2003). Finalement, l’importance de l’IDE dans l’étiologie de la
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maladie d’Alzheimer fut récemment validée par la découverte d’un lien génétique entre le

locus du gène de l’IDE sur le chromosome 10 et la MA (Bertram et al. 2000, Ertekin-Taner

et al. 2000).

Une autre métallopeptidase à zinc impliquée dans le métabolisme des peptides Af3

est l’E-24.15 cytosolique. Du milieu conditionné de cellules de neuroblastomes ($KNMC)

transfectées avec l’ARN antisens de l’E-24.15 montre des niveaux de peptides Af3 signifi

cativement plus élevés que les contrôles. De plus, le prétraitement du milieu conditionné

avec des inhibiteurs de protéases à sérine réduit le catabolisme des peptides A13 (Yamin

et al. 1999). Il semblerait donc que l’E-24.15 participerait à l’élimination du peptide amy

loïde en activant une sérine protéase capable de dégrader ce dernier.

L’enzyme de conversion de l’endothéline semble également constituer un acteur impor

tant dans le métabolisme du peptide amyloïde. Il a récemment été démontré que l’ECE-l

hydrolyse l’A(l_4o) et A(1_42) in vitro au niveau de sites distincts de ceux ciblés par

l’EPN (Eckman et al. 2001). Certaines lignées de neuroblastomes ou de neurogliomes trai

tées au phosphoramidon (mais non au thiorphan) sécrètent davantage de peptides Aj3 ce

qui est en accord avec l’implication de ECE-1 dans la dégradation intracellulaire de ces

peptides. Une étude de Eckman et al. (2003) a démontré que les souris déficientes en

ECE-1 et ECE-2 accumulent davantage de peptides amyloïdes dans leurs cerveaux com

parativement aux souris de type sauvage, impliquant une fois de plus ces enzymes dans

l’élimination des peptides Aj3.

L’ACE figure également depuis peu dans la liste d’enzymes participant à la dégradation

du peptide A13(l_40). Hu et aÏ. (2001) ont proposé que l’ACE pouvait inhiber l’agrégation

du peptide A13 et que cet effet résulte de l’hydrolyse du peptide Aj311_401 au niveau du

lien Asp7-$er8. Cette observation est toutefois surprenante compte tenue de la spécificité

connue de la protéine (Turner Hooper 2002). Des études supplémentaires seront néces

saires afin de confirmer ces observations puisque Iwata et al. (2000) n’ont observé aucun

effet des inhibiteurs de l’ACE sur le métabolisme du peptide Aj3 in vivo.

La protéase à sérine plasmine est également capable de dégrader les peptides A13(i_40)

et A13q_42) in vitro, prévenant ainsi leur agrégation. De plus, il semblerait que la plasmine

présente au niveau des membranes cliverait l’APP préférentiellement au site c tandis que

la protéine sécrétée dégraderait les fragments cl’APP y compris les peptides amyloïdes.

Ledesma et al. (2000) ont aussi rapporté une diminution de l’expression de la plasmine
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Figure 7.2 — Rôle de l’Endopeptidase Neutre et d’autres métallopeptidases dans
le catabolisme du peptide Af3. Le pepticle A13 est en partie contenu dans le domaine
transmembranaire et clans le domaine extracellulaire (boîte noire) de l’APP. La relâche du
pepticle Af3 a lieu suite à la double maturation de la protéine. Le premier événement de
clivage de l’APP s’effectue en N-terminal du peptide Af3 par une aspartyl protéase nommée
f3-sécrétase (BACE). Ceci génère la relâche d’un fragment soluble (sAPP) tandis que le
fragment carboxy-terminal (C99) demeure associé à la membrane. Une y-sécrétase clive
ensuite le fragment C99 en carboxy-terminal au niveau du domaine transmembranaire de
FAPP afin de relâcher le peptide Af3. Les flèches présentées au-dessus et sous la séquence
du peptide Af3 et le symbole entre les résidus indiquent les principaux sites de clivages
identifiés pour les inétallopeptidases suivantes: A. ACE: N. Endopeptidase Neutre: E.
ECE-1; M. MPP-9: D. MMP-2 et I. IDE. La sécluence du peptide Af3 est représentée par
le code de lettres des acides aminés. La région soulignée représente la portion du peptide
contenue dans le domaine transmembranaire de l’APP. Les flèches vertes indiquent les
sites de maturation de l’APP par les sécrétases. Figure traduite et adaptée de Carson &
Turner (2002).

dans des échantillons de cerveaux atteints de la MA. L’ensemble de ces résultats suggèrent

que la plasmine pourrait être un autre régulateur iniportant des niveaux de peptides

amyloïdes dans le cerveau. finalement, les métallopeptidases de la matrice MMP-2 (Roher

et al. 1994) et MMP-9 (Backstrom et al. 1996) furent également proposées comnie enzymes

impliquées clans le catabolisme du pepticle amyloïde.

Comment tous ces résultats peuvent-ils êtres intégrés et expliqués? Le catabolisme des

peptides amyloïdes constitue fort probablement un événement continue qui a lieu à la fois

dans les compartiments intra et extracellulaires. Ainsi, plusieurs enzymes sont susceptibles

Membrane cellulaire

NH2 APP COOH

H
DM

dy participer. La vitesse de dégradation du peptide semble également varier d’une région
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C à l’autre du cerveau. Par conséquent,cette activité pourrait dépendre non pas de la pré

sence d’une seule enzyme dans une région donnée mais de l’activité complémentaire de

plusieurs d’entre elles. Les résultats in vivo obtenus chez les rongeurs, incluant ceux des

souris EPN -/-, sont convaincants mais doivent toutefois être interprétés avec prudence.

Par exemple, les résultats obtenus par Iwata et al. (2000) proviennent du métabolisme du

peptide Af3 uniquement au niveau de l’hippocampe où l’EPN est exprimée. Par contre,

on retrouve peu d’EPN dans les régions corticales où le peptide Af3 s’accumule également

pour former des dépôts. Dans ces régions, l’IDE ou d’autres métallopeptidases pourraient

constituer les principaux acteurs dans l’élimination du peptide Af3. Quel que soit le mé

canisme d’élimination des peptides amyloïdes il est clair que ces voies enzymatiques sont

surchargées dans la MA. Il reste maintenant à savoir si l’augmentation de l’expression de

l’une ou plusieurs de ces métallopeptidases pourrait permettre de rétablir l’équilibre entre

la synthèse et la dégradation des peptides. Le développement d’inhibiteurs plus sélectifs

pour ces différentes enzymes facilitera certainement l’évaluation de l’importance relative

de ces différentes voies de dégradation.

7.1.2 L’EPN dans les astrocytes activés

Plusieurs études ont démontré que l’activation des cellules microgliales et la présence

d’astrocytes activés en périphérie de plaques séniles constituent des événements précoces

dans la maladie d’Alzheimer. L’accumulation de peptides amyloïdes induit une réaction in

flammatoire ainsi que l’activation des cellules gliales, qui constituent les principaux acteurs

dans l’immunité du $NC. Le nombre d’astrocytes exprimant la protéine GFAP à proximité

des plaques séniles augmente au cours de la maladie et la présence de fibrille de peptide Af3

dans le cerveau humain semble stimuler cette augmentation (Vehmas et al. 2003, Wegiel

et al. 2000). L’activation des astrocytes semble particulièrement importante non seule

ment autour des dépôts dans le parenchyme mais également au niveau de la vasculature

cérébrale.

Les astrocytes participent normalement au maintien de l’homéostasie du système ner

veux central en régulant le pH et la concentration extracellulaire d’ions, en métabolisant

des neurotransmetteurs et en contribuant à l’intégrité structurale et fonctionnelle de la

barrière hémato-encéphalique (Dong Benveniste 2001). Lors d’une blessure, d’un stress
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(J ou en situation neurodégénératrice, les astrocytes et les microglies deviennent les cellules

immunitaires effectrices du SNC. Les astrocytes vont alors participer à la reconnaissance

de synapses en dégénérescence, de neurones endommagés et de protéines modifiées ou agré

gées (Wyss-Coray & Mucke 2002). Les astrocytes ainsi activés expriment la protéine GfAP,

migrent en réponse à des signaux chimiotactiques et produisent une variété de cytokines

et de chémokines afin de prendre part, localement, à la réponse immune et inflammatoire.

Dans la plupart des cas, ces réponses sont bénéfiques et visent à restaurer le milieu

extracellulaire, à détoxifier et à procurer un transport trophique. Toutefois, ce ne sont pas

toutes les réponses gliales qui sont bénéfiques. L’astrocyte activé peut, par exemple, sécré

ter des molécules qui inhibent la croissance des neurites. L’oedème glial (Sudley) pourrait

contribuer à l’augmentation de la pression intracrânienne et pourrait être associé à la re

lâche excessive de substances nocives pour les neurones lors d’une réaction inflammatoire

soutenue.

L’activation des cellules gliales fut longtemps considérée comme un phénomène contri

buant à la neurodégénérescence. Toutefois, certains auteurs suggèrent maintenant que les

astrocytes jouent un rôle protecteur dans la maladie d’Alzheimer en protégeant les neu

rones des effets toxiques des plaques séniles extracellulaires. Une récente étude de Wyss

Coray et al. (2003) a démontré pour la première fois que des astrocytes de souris adultes

en culture migrent en réponse à une chémokine (la protéine MCP-1) présente au niveau

des lésions de la MA. De plus, l’interaction des astrocytes avec le peptide A13 provoque

l’arrêt de leur migration au niveau des plaques séniles. Les auteurs démontrent également

que les astrocytes sont capables de lier et de dégrader le peptide A13(142) in vitro et in situ.

Ainsi, il semblerait que les astrocytes participent de façon active au catabolisme des pep

tides A13 endogènes et exogènes. Cette étude démontre également que les astrocytes sont

capables d’éliminer des dépôts de peptides présents sur des coupes de cerveaux de souris

surexprimant l’APP humain. En effet, l’incubation de coupes d’hippocampe de souris avec

des astrocytes en culture permet de diminuer de 40% l’aire totale de la section occupée

par le peptide AJ3 comparativement aux coupes non traitées. Ces résultats montrent pour

la première fois l’importance des astrocytes dans l’élimination des peptides A13.

L’analyse de l’expression de l’EPN au niveau de l’hippocampe par immunohistochi

mie a révélé un changement dramatique non seulement au niveau de l’expression mais

également au niveau de la localisation cellulaire de la protéine. En effet, chez les sujets
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atteints de la maladie d’Alzheimer, nous avons pu observer une baisse importante de l’ex

pression de l’EPN dans les neurones pyramidaux tandis qu’une induction de l’expression

de l’enzyme a pu être observée dans les astrocytes activés à proximité des plaques sé

niles (Carpentier et al. 2002). Une récente étude par Apeit et al. (2003), réalisée chez la

souris, rapporte également une induction de l’expression de I’EPN dans des astrocytes

GFAP-positifs localisés à proximité des plaques amyloïdes au niveau du néocortex et de

l’hippocampe. Ces résultats suggèrent donc que l’expression de l’EPN serait régulée à la

hausse dans les astrocytes activés en situation pathologique. Ainsi 1’EPN pourrait être

en partie responsable de l’activité de dégradation observée chez les astrocytes activés au

niveau des plaques séniles de souris transgéniques. Cependant, il est probable que cette

fonction soit insuffisante ou partiellement inactivée dans la maladie d’Alzheimer puisque

les astrocytes y sont incapables de réduire efficacement l’accumulation du peptide dans le

cerveau. Des traitements permettant d’augmenter la dégradation du peptide A par les

astrocytes pourraient contribuer à réduire la neurodégénérescence associée à la maladie.

L’élément déclencheur responsable de l’expression de l’EPN au niveau des astrocytes

activés dans la maladie d’Alzheimer demeure inconnu. Très peu d’études se sont attardées

à la régulation de l’expression de l’EPN dans le système nerveux et nous avons été les

premiers à rapporter l’expression de l’EPN dans les astrocytes activés. Une étude immu

nohistologique chez le porc a également démontré la réorganisation cellulaire de l’EPN

dans les cellules de Schwann suite au sectionnement d’un nerf périphérique suggérant que

l’expression de l’EPN puisse être modulée suite à des blessures (Kenny & Boume 1991).

De plus, l’injection intracrânienne de peptide Af3 synthétique dans les souris transgéniques

Tg2576 surexprimant une forme mutante d’APP humaine, augmente les niveaux d’expres

sion de l’EPN et mène même à une diminution de l’accumulation de peptides dans le

cerveau des souris (Mohajeri et al. 2002). L’activation des astrocytes résulte en la va

riation de l’expression de centaines de molécules incluant des cytokines, des chémokines,

des facteurs de croissance, des protéines du cytosquelette, des récepteurs et des protéases.

Parmi ces molécules, au moins trois (le TNF-o l’IL-lfl et le TGF-f3) sont capables de

stimuler l’expression de l’EPN et de son transcrit dans certains tissus périphériques. De

plus, Wyss-Coray et al. (2001) ont démontré qu’une augmentation modeste de TGF-f31

dans les astrocytes murins exprimant l’APP humaine résulte en une réduction significative

du nombre de plaques amyloïdes dans l’hippocampe et le néocortex. Ainsi l’expression de
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l’EPN dans les astrocytes pourrait être stimulée par ces cytokines inflammatoires. Finale

mellt, il est intéressant de noter que le gène de l’EPN contient deux éléments de réponse

aux androgènes ce qui concorde avec l’observation selon laquelle la IVIA est plus fréquente

chez les femmes que chez les hommes.

L’activation des astrocytes constitue un mécanisme de défense commun à plusieurs

situations pathologiques et à plusieurs types de blessures cérébrales. Par exemple, on re

trouve des astrocytes activés chez les sujets atteints de la maladie de Parkinson, de sclérose

en plaques, lors d’infections virales ou bactériennes et lors de traumatismes crâniens. Il

serait intéressant de déterminer si l’expression de l’EPN dans les astrocytes activés à proxi

mité des plaques séniles constitue un phéllornène spécifique à la maladie d’Alzheimer ou si

cette expression fait suite à un traumatisme plus général. La question est maintenant de

savoir si l’expression de l’EPN est également induite dans les astrocytes activés présents au

niveau de d’autres types de lésions. Il a été démontré que certains neuropeptides ou leurs

récepteurs sont exprimés dails les astrocytes (Kostyk et al. 1989, Mason et al. 2002, Mi

leusnic et al. 1999) et que les astrocytes migrent en réponse à certaines chémokines. En

plus de son rôle poteitie1 de dégradation du peptide Aj3 dans les astrocytes activés, l’EPN

pourrait permettre de moduler la communication cellulaire ainsi que la réaction inflam

matoire en dégradant certains ileuropeptides ou chémokines. D’ailleurs le rôle de l’EPN

dans la régulation de la réaction inflammatoire et dans la dégradation de chémokines dans

certains tissus périphériques est bien établi (Turner et al. 2000, Koehne et al. 1998). L’ana

lyse future de la régulation de l’expression de l’EPN dans les astrocytes et l’identification

de sou/ses substrat(s) permettront certainement de jeter un oeil nouveau sur le râle de

l’enzyme dans ces cellules.

Mis à part les cas familiaux de la maladie d’Alzheimer, le principal facteur de risque

de développer la maladie demeure encore le vieillissement. Ainsi, l’augmentation de l’espé

rance de vie et le vieillissement de la population ne cessent de faire augmenter la prévalence

de la MA. Entre 1900 et 2050 on estime que la proportion de personnes âgées de plus de

65 ans sera passée de 1% à 25% (Olshansky et al. 1993). Il reste maintenant à savoir si

l’augmentation de l’expression de l’EPN et/ou d’une autre métallopeptidase pourrait per

mettre de rétablir l’équilibre entre la synthèse et la dégradation des peptides A13 afin de

prévenir le déclenchement de la maladie. Le développement d’inhibiteurs plus sélectifs pour

les différentes métallopeptidases impliquées dans la dégradation des peptides A13 facilitera
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certainement l’évaluation de l’importance relative de ces différentes voies de dégradation.

Une meilleure connaissance des mécanismes moléculaires de la MA est essentielle afin de

permettre le développement d’une approche thérapeutique spécifique et efficace.

7.2 NL1: un nouveau membre de la famille de l’Endo

peptidase Neutre

La famille de l’EPN est composée de sept membres impliqués dans une variété de

processus physiologiques allant de la régulation de la perception de la douleur au contrôle

de la minéralisation osseuse (Turner & Tanzawa 1997, Turner et al. 2001, Turner et al.

2000). Lors de mon arrivée dans le laboratoire, un nouveau membre de la famille de l’EPN,

NL1, venait tout juste d’être cloné. L’ADNc de NL1 est composé de 2925 nucléotides

incluant des régions 5’UTR et 3’UTR de 331 et 399 nucléotides respectivement. L’analyse

de la séquence prédit une topologie transmembranaire de type 2 caractéristique des autres

membres de la famille de l’EPN. Elle est composée de 765 acides aminés où 17 acides

aminés composent le domaine N-terminal cytoplasmique, 24 acides aminés le domaine

transmembranaire et 728 acides aminés le domaine extracellulaire. Le domaine extracellaire

contient également 10 cystéines (conservées à travers les membres de la famille), neufs

sites potentiels de N-glycosylation et des équivalents de tous les résidus importants pour

la catalyse identifiés chez l’EPN (Figure 7.3). D’ailleurs, NL1 constitue la protéine connue

la plus similaire à l’EPN partageant 55% d’identité et 70% de similarité avec elle.

L’analyse de l’expression de NL1 dans les cellules HEK-293 révéla, contre toute attente,

que la protéine peut être sécrétée dans le milieu de culture. Le clonage de NL1 par un

autre groupe (Ikeda et al. 1999) a permis de déterminer que NL1 peut en fait exister sous

deux formes, soit la forme membranaire et la forme sécrétée (qui avait été clonée dans

notre laboratoire). Ces deux formes de l’enzyme peuvent être générées grâce à l’épissage

alternatif de l’exon contenant le signal de sécrétion. Cette caractéristique unique à NL1 en

fait un membre à part et nous a poussé à caractériser son signal ainsi que son mécanisme

de sécrétion.

L’analyse détaillée de la séquence de NL1 révéla la présence d’un site potentiel de cli

vage par les membres de la famille des prohormones convertases. Selon notre hypothèse,
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Figure 7.3 Représentation schématique de NL1. Les acides aminés importants
pour 1) la coordination de l’atome (le zinc: Ris599, Ris603. Glu662 (His583. His5, Glu646 chez
l’EPN) 2)la catalyse: GLU60° (GLU581 chez l’EPN) 3) la liaison au substrat: Arg’21, Arg764,

558 109 717 549 ‘ . ‘- 727Asn (Arg Arg Asn - chez 1 EPN) 4) la stabilisation de 1 etat de transition: Ris
Asp666 (Ris711, Asp65° chez l’EPN)sont indiqués. L’emplacement des résidus cystéines. des
sites potentiels pour la N-glvcosylation aiisi ciue le site de clivage par une prohormone
convertase sont également montrés. Il est à noter que le site de clivage est absent dans la
forme transmembranaire de la protéine.
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C l’utilisation de ce site, situé tout juste en C-terminal du domaine transmembra.naire, per

mettrait à NL1 d’être sécrété dans le milieu de culture. Afin de confirmer notre hypothèse

nous avons généré un mutant de NL1 dont le site consensus de clivage a été aboli. Lors

de son expression dans les cellules de mammifères la protéine mutée n’a pu être détectée

dans le milieu de culture. Nous avons plutôt observé son accumulation dans les extraits

cellulaires ce qui suggère que le site potentiel de clivage identifié serait bien responsable

de la maturation et de la sécrétion de NL1. Malgré le fait que la présence de la mutation

abolie plus de 95% de la sécrétion de NL1, une petite quantité de protéine a parfois pu

être détectée dans le milieu de culture. L’utilisation d’un site de clivage alternatif pour

rait être à l’origine de la faible présence de NL1 dans le milieu de culture. En effet, un

résidus arginine situé 3 acides aminés en aval du site muté pourrait peut-être être utilisé.

L’utilisation d’un inhibiteur spécifique des prohormones convertase (cJ-PDX) a permis

de confirmer l’importance d’un membre de cette famille dans la maturation et le clivage

de NL1. Contrairement à ce que nous avons pu observer, les travaux de Raharjo et al.

(2001) rapportent l’utilisation d’un nouveau mécanisme de sécrétion impliquant le motif

WDERTVV comme site minimal de clivage de NL1. Cette divergence pourrait soit prove

nir des lignées cellulaires ou de l’approche utilisée pour caractériser le site de maturation.

Toutefois, l’expression de notre mutant de NL1 dans les cellules CR0 (cellules utilisées par

Raharjo et ai, 2001) suggère également l’utilisation du site RTVVKR lors de la sécrétion

de la protéine. De plus, le séquençage de l’extrémité N-terminale de la protéine de type

sauvage produite dans les cellules HEK et CR0 confirme le clivage endogène de NL1 en

C-terminal des résidus Lys62-Arg63 (résultats non présentés).

L’identité de la prohormone convertase responsable de la maturation et du clivage de

NL1 demeure inconnue. Selon le tissu où NL1 est exprimé, un ou plusieurs membre(s)

de la famille des prohormones convertases pourraient participer à sa maturation. Dans

le testicule, où la forme sécrétée de NL1 est la plus abondante (Ikeda et al. 1999), on

retrouve les convertases furie, PC4, PC5 et PCZ (Seidah et al. 1994, Torii et al. 1993,

Seidah et al. 1996). L’analyse des souris déficientes en NL1 suggère que PC4 soit un

bon candidat pour la maturation de NLÏ dans le testicule. En effet, tout comme les

souris Nu 1 , les mâles déficients en PC4 sont infertiles. De plus, l’infertilité observée

chez les souris Pc4/ provient à la fois d’une faible capacité à fertiliser les oeufs et

d’un problème développemental survenant après l’événement de fertilisation (Mbikay et al.
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1997) (voir chapitre 2). L’analyse de l’expression de NL1 chez les souris déficientes en PC4

permettrait de confirmer l’importance de cette prohormone convertase dans la maturation

et la sécrétion de NL1 dans le testsicule.

Bien que le testicule constitue le site majellr d’expression de la forme soluble de NL1,

on la retrouve également dans d’autres tissus tels que l’hypophyse et le système nerveux

central. Dans ces tissus, NLÏ pourrait être maturée par d’autres membres de la famille

des prohormones convertases. La maturation de précurseurs peptidiques ou protéiques par

plusieurs prohormones convertases n’est pas chose rare. Par exemple, le précurseur des

enképhaline, la proenképhaline, peut être maturé par la PCi, la PC2 et la furine (Breslin

et al. 1993). Le précurseur peptidique PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating p0-

lypeptide) est exprimé dans plusieurs tissus dont le cerveau et le testicule. Au niveau

du testidille PACAP est maturé par PC4 tandis qe dans les cellules neuroendocriennes

PACAP peut être maturé par PCi et PC2 (Li et al. 2000). Ainsi, plusieurs prohormones

convertases sont susceptibles de participer à la maturation de NL1 dans différents tissus.

?‘L1 est le seul membre de la famille de I’EPN dont l’existence sous forme sécrétée

a clairement pu être établie. En effet, bien que plusieurs études rapportent la présence

d’une forme soluble de l’EPN dans certains fluides corporels (sang, urine, liquide céphalo

rachidien, liquide amniotique, liquide synovial) il semblerait qu’elle dériverait de la forme

membranaire localisée à la membrane plasmique plutôt que de la sécrétion d’une forme so

luble proprement dite. On croit que l’EPN soluble proviendrait en fait d’une fragmentation

des membranes ou de la dégradation de la protéine membranaire. Ces phénomènes se pro

duisent chez les individus sains lors dii renouvellement des cellules des tissils et prennent

une plils grande importance chez les personnes souffrant de certaines pathologies telles

que l’insuffisance rénale, l’ARD$ (adlllt respiratoty distress syndrome) et la sarcoïdose.

L’EPN soluble a d’ailleurs été détectée dans les fluides de sujets atteints de ces différentes

maladies. L’EPN détectée dans le sang et le liquide synovial pourrait provenir des neutro

philes et des leucocytes qui l’expriment. Par ailleurs, on e peut exclure que l’EPN soluble,

détectée dans certains fluides biologiques, corresponde en fait à une enzyme similaire telle

que NL1. En effet, plusiellrs de ces études se basaient uniquement sur des essais enzy

matiques tels que des tests d’inhibition avec le phosphoramidon et le thiorphan afin de

vérifier la présence d’EPN soluble. NL1 étant également inhibée par ces agents pharmaco

logiques, ces seules expériences sont clairement insuffisantes pour discriminer eiit.re l’EPN
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soluble et une autre enzyme lui ressemblant de façon considérable. Néanmoins, la présence

d’une réelle forme soluble de 1’EPN ne peut être écartée. La purification de l’enzyme des

liquides biologiques et son séquençage permettront d’en savoir plus sur cette forme soluble

de l’EPN.

7.2.1 MMEL2: homologue humain de NL1?

Par homologie de séquence à NL1, MMEL2 fut cloné à partir d’une banque de cerveau

humain. MMEL2 est une protéine de 770 acides aminés présentant toutes les caractéris

tiques structurales de la famille de l’EPN. MMEL2 est hautement identique à NL1 avec

77,5% d’identité au niveau de la séquence protéique. Bien que ce pourcentage d’identité

entre les deux espèces semble élevé, il n’est pas suffisant pour conclure qu’il sagit de la

même protéine. En effet, chez les membres de la famille de l’EPN, une même protéine,

présente chez deux espèces différentes, montre généralement plus de 90% d’identité avec

la séquence protéique de l’autre espèce. Par contre, pour d’autres familles d’enzymes telles

que la famille de l’aldolase, ou des astacines, un pourcentage aussi élevé aurait cepen

dant permis de conclure qu’il sagit effectivement de la même protéine, présente chez deux

espèces différentes.

La localisation cellulaire de MMEL2 et NL1 sème également le doute quant à l’identité

de ces deux protéines. En effet, contrairement à NL1 qui peut être produite sous forme

soluble, MMEL2 est détectée à l’intérieur des cellules transfectées, plus précisément au

niveau du réticulum endoplasmique. Pourtant, MMEL2 possède également un site poten

tiel de clivage par les prohormones convertases situé immédiatement en aval du domaine

transmembranaire. Toutefois, les acides aminés qui composent le site potentiel de clivage

ainsi que ceux qui l’entourent ne sont pas conservés à 100%. Une possibilité serait que le

site de clivage de MMEL2 soit potentiellement moins idéal comparativement à celui de

NL1. L’analyse de la séquence des substrats clivés par la furine a permis de constater que

le site Pi’ est souvent occupé par une sérine et que la position P2’ doit contenir un acide

aminé hydrophobe aliphatique. Ainsi, la présence d’une proline, un acide aminé cyclique

et rigide, en position P2’ du site de clivage de MMEL2 pourrait influencer la capacité de

l’enzyme à être clivée. Il faut cependant noter que certaines protéines précurseurs présen

tant une proline en position P2’ telles que la pronociceptine, la prorénine et la POMC
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Ç sont efficacement maturées par les prohormones convertases in vivo. Il serait donc possible

que la lignée cellulaire HEK-293, dans laqilelle MMEL2 fut exprimée, rie contienne simple

ment pas la prohormone convertase qui serait spécifique à la maturation et à la sécrétion

de MMEL2 in vivo. D’ailleurs, les études de Rose et al. (2002) semblent indiquer que

l’expression de NL1 est régulée de façon spécifique dans les cellules endocriniennes AtT2O.

L’expression de J\’IJVIEL2 dans d’autres types cellulaires tels que les cellules de testicules

humaines Hs 1.Tes permettra peut-être de détecter la forme mature soluble de la protéine.

Les résultats les plus convaincants permettant d’identifier MMEL2 en tant qu’homo

logue humain de NL1 viennent de la localisation du gène et de l’expression tissulaire des

deux protéines. En effet, NL1 et MMEL2 montrent un distribution tissulaire similaire. De

plus, MMEL2 est localisée au niveau du locus chromosomique 1p36 (Bonvouloir et al. 2001)

le paralogue de la partie distale du chromosome 4 murin où nous avons localisé le gène

de Nt J (Mélanie Carpentier, résultats non présentés). Cette équivalence de localisation

chromosomique suggère qu’il sagit du même gêne. Cependant on ne peut écarter l’hypo

thèse d’une duplication d’un de ces gènes menant à la localisation très rapprochée des

gènes de Ntl et MMEL2. C’est le cas par exemple de ECE-1 qui est localisée, tout comme

MMEL2, au niveau du locus lp36. La comparaison des génomes murins et humains nous

permettra de déterminer si MMEL2 est l’homologue humain de NL1. En effet, l’absence

de nouveaux membres de l’EPN dans ces génomes constituera une preuve supplémentaire

quant à l’identité des deux protéines. Il est à noter qu’ aucun autre membre de la famille

de l’EPN n’a été identifié suite au séquençage du génome humain. Toutefois, la possibilité

de l’élimination de certaines peptidases au cours de l’évolution ne peut cependant pas être

écartée.

7.2.2 Fonctions physiologiques de NL1

Les études de buvardage Northern, d’hybridation in situ et de RT-PCR ont permis

d’identifier le transcrit de NU dans plusieurs tissus. Cependant, son abondante expres

sion dans les cellules germinales des testicules et sa présence spécifique au niveau des

spermatides ronds et allongés suggéraient un rôle pour NL1 dans les processus reliés à la

reproduction. L’analyse des souris déficientes en NL1 a d’ailleurs permis de confirmer cette

hypothèse (Carpentier et al. 2003) (voir chapitre 6). Les sections qui suivent complètent
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la discussion retrouvée dans les chapitres 4, 5 et 6 de cette thèse concernant les fonctions

physiologiques potentielles de NL 1

7.2.3 Rôle(s) de NLÏ dans la reproduction

La première étape du développement d’un nouvel individu débute suite â la rencontre

entre un gamète mâle et un gamète femelle. Cette étape, essentielle dans la création d’un

nouvel organisme, est appelée la fécondation. Chez les mammifères, la fécondation se pro

duit lorsqu’un spermatozoïde fusionne avec l’ovocyte pour former le zygote, qui constitue

la première cellule du nouvel individu. La rencontre entre l’ovocyte et le spermatozoïde

est un phénomène complexe, nécessitant la réalisation de plusieurs étapes coordonnées de

façon extrêmement précises. Les principales étapes menant à la fécondation de l’ovocyte

sont:

1. Transport, capacitation et attraction des spermatozoïdes dans le tractus génital fe
melle

2. Traversée de la matrice externe (cumulus et corrona radiata) qui entoure l’ovocyte
3. Reconnaissance de la zone pellucide par les spermatozoïdes (fait intervenir la glyco

protéine ZP3)
4. Liaison des spermatozoïdes à la zone pellucide
5. Réaction acrosomale (libération d’enzymes hydrolytiques dans le voisinage immédiat

de l’ovocyte)
6. Traversée de la zone pellucide
7. Fusion membranaire entre les gamètes
8. Activation de l’oeuf.

Pour qu’il y ait fécondation, les gamètes doivent d’abord être produits puis transpor

tés â l’intérieur des tractus reproducteurs mâles et femelle. Ce voyage les mène jusqu’au

site de leur rencontre au niveau de l’ampoule de l’oviduct chez la femelle. Lors de leur

sinueux passage dans les tractus reproducteurs mâle et femelle les spermatozoïdes sont

activés grâce à une série de modifications. Ces modifications qui augmentent la capacité

des spermatozoïdes à féconder sont connues sous le terme général de capacitation. Afin

de pouvoir féconder l’oeuf, le spermatozoïde doit d’abord traverser le cumulus, la corrona

radiata et la zone pellucide. Cette pénétration va provoquer des modifications profondes

au niveau de l’ovocyte et du spermatozoïde. C’est la mobilité du spermatozoïde, aidée par

l’équipement enzymatique de son acrosome qui va lui permettre d’effectuer cette pénétra

tion. L’acrosome, une vésicule de sécrétion d’origine Golgienne, contient un équipement
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Figure 7.4 — La fertilisation de l’oeuf.(A)Pénétration du spermatozoïde à travers des
cellules du cumulus (mauve). (B) L’oeuf est représenté sans les cellules du cumulus. 1)
Le spermatozoïde commence par se lier à la zone pellucide (en bleu). Par la suite, le sper
matozoïde (2) relâche le contenu de son acrosome par un processus d’exocytose spécifique
appelé réaction acrosomale. Ceci permet au spermatozoïde de traverser la zone pellucide
et d’entrer dans l’espace périvitellin (en gris)(3). (C) Une fois dans l’espace périvitellin, à
l’aide de la région équatoriale de sa tête, le spermatozoïde se lie à la membrane plasmique
de l’oeuf (1) et fusionne avec elle (2). L’activation de l’oeuf suite à la fusion des membranes
marque la fin du processus de fertilisation.

enzymatique spécifique. Certaines enzymes (dont des protéases) sont libres dans la cavité

de l’acrosome et vont pouvoir sortir du spermatozoïde en traversant la membrane externe

de l’acrosome. D’autres, sont liées à la membrane interne de l’acrosome et seront libérées

uniquement après la réaction acrosomale. Une fois lié à la zone pellucide, le spermatozoïde

subit la réaction acrosomale qui est caractérisée par une exocytose du contenu de l’acro

some. La réaction acrosomale va provoquer la libération d’enzymes dont certaines ont une

activité protéasique, permettant la digestion partielle de la zone pellucide et la traversée

de celle-ci par le spermatozoïde. En plus de la relâche d’enzymes hydrolytiques, la réac

tion acrosomale déclenche le remodelage de la surface du spermatozoïde. Une portion de

la membrane plasmique originale est entre autre remplacée par la membrane acrosomale

interne nouvellement exposée. La réaction acrosomale permet entre autre aux gamètes

mâles de pénétrer dans l’espace périvitellin et d’entrer en contact avec la membrane plas

mique de l’ovocyte. Ce contact permet la fusion membranaire des deux gamètes ainsi que

la libération du contenu du spermatozoïde dans l’ovocyte (Figure 7.4).

De nombreuses métallopeptidases participent activement à plusieurs étapes du proces

sus de reproduction allant de la spermatogénèse à la régulation de la fusion des membranes
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entre le spermatozoïde et l’oocyte. Par exemple, des peptidases à zinc membranaires ou

sécrétées sont impliquées dans le remodelage des tubules séminifères lors de la sperma

togénèse en modulant l’activité de peptides bioactifs. Les métalloprotéases de la matrice

(MMPs) et les métalloprotéases à zinc de la famille ADAMs, présentes au niveau des

spermatozoïdes, participent également au processus de fertilisation. Ainsi, NL1 pourrait,

tout comme ces enzymes, participer à une ou plusieurs étapes du processus menant à la

fécondation et à la formation du zygote.

Par exemple, NL1, en étant sécrétée localement par les spermatides dont la machinerie

de sécrétion est encore intacte pourrait participer à la régulation de la spermatogénèse.

NLÏ pourrait également être acheminée au niveau de l’acrosome des spermatozoïdes pour y

être emmagasinée. D’ailleurs la formation de l’acrosome a lieu dans les spermatides en voie

de maturation, cellules dans lesquelles le transcrit de NL1 peut être détecté. En régulant

l’activité de certains peptides , NL1 pourrait participer à l’une ou l’autre des étapes menant

à la fécondation comme la pénétration du spermatozoïde à travers la zone pellucide ou

encore la fusion entre les membranes plasmiques de l’ovocyte et du spermatozoïde.

L’enzyme de conversion de l’angiotensine (ACE), une métallopeptidase de la famille

des gluzincines partageant plusieurs caractéristiques avec les enzymes de la famille de

l’EPN, joue un rôle important dans la fertilité masculine. L’ACE partage même certains

substrats peptidiques avec l’EPN et NL1 dont la bradykinine. Des composés permettant

d’inhiber du même coup l’EPN et l’ACE ont d’ailleurs été développés. L’isoforme de

l’ACE, spécifique aux cellules germinales, est retrouvée uniquement dans les spermatides

et les spermatozoïdes matures. L’inactivation du gène de l’ACE specifique aux testicules

provoque une réduction marquée de la fertilité des mâles homozygotes pour la mutation

(Hagaman et al. 1998). Certains aspects du phénotype observé chez les souris déficientes

en ACE ressemblent au phénotype des souris N11’ que nous avons observé. En effet,

tout comme chez les souris Ntl 1’ , il semblerait que la spermatogénèse chez les souris

ACE 1 se déroule normalement. De plus, les spermatozoïdes de souris déficientes en

ACE ne peuvent être distingués des spermatozoïdes de souris de type sauvage sur le plan

de la viabilité, de la motilité, de la capacitation et de l’induction de la réaction acroso

male. Cependant, malgré la présence de paramètres fonctionnels normaux, très peu de

spermatozoïdes déficients en ACE atteignent l’ampoule ainsi que les régions distales de

l’oviduct. Ces spermatozoïdes montrent entre autre, un problème de transport dans le
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tractus reproductellr femelle. Durant leur transit dans le tractus reproducteur femelle, les

spermatozoïdes peuvent lier l’épithélium de l’utérus et de l’oviduct. La liaison à l’épithé

hum ovïductal agit comme réservoir de spermatozoïdes jusqu’à ce que l’ovulation ait lieu.

L’absence de l’ACE pourrait faire en sorte que les spermatozoïdes se détachent plus dif

ficilement de l’épithélium. Ainsi, moins de spermatozoïdes seraient en mesure d’atteindre

l’oeuf afin de le fertiliser. Par ailleurs, en plus du problème de transport dans l’oviduct,

les spermatozoïdes provenant de souris ACE—I— semblent plus difficilement capable de

lier la zone pellucide ce qui réduirait de surcroît le nombre de spermatozoïdes capables

de féconder l’ovocyte. finalement, l’angiotensine ne semble pas être le substrat sur lequel

agit l’ACE germinale puisque les souris déficientes en angiotensine ne présentent aucun

problème de fertilité.

Lors de l’analyse du phénotype des souris déficientes en NL1, nous avons pu observer

une diminution du nombre d’oeufs fertilisés par les spermatozoïdes de souris ATIÏ/

comparativement au nombre de ceux fécondés par les spermatozoïdes de souris de type

sauvage. L’origine de cette diminution n’a toutefois pas été identifiée. Tout comme chez

les souris déficientes en ACE, les paramètres fonctionnels des spermatoizoïdes des souris

Nu semblent, à première vue, normaux. En plus d’une activité de type ACE, une

activité de type EPN pouvant être inhibée par le phosphoramidon, fut également détectée

dans les spermatozoïdes de plusieurs espèces de mammifères (Siems et al. 2003, Diaz

Perez & Meizel 1992). Une des possibilités serait que les spermatozoïdes N11’ soient

également plus difficilement transportés dans l’oviduct. Des études futures permettrons

de déterminer si un mauvais transport des spermatozoïdes dans l’oviduct ou encore si un

problème de liaison à la zone pellucide est à l’origine de la plus faible quantité d’oeufs

fertilisés par les mâles déficients en NL1.

Tel que mentionné précédemment, des activités de type métalloprotéases furent im

pliquées dans différentes étapes menant à la fertilization. Diaz-Perez & Meizel (1992) ont

étudié, à l’aide d’un système hétérologue (spermatozoïdes humains et oeufs de hamster dé

pourvus de zone pellucide), l’implication d’une activité métalloendoprotéase précoce dans

la fusion des gamètes. Dans cette étude, la fusion des gamètes était inhibée uniquement

si des inhibiteurs de métalloprotéases tels que le phosphoramidon, étaient présents durant

la réaction acrosomale (Diaz-Perez et al. 1988). La présence d’inhibiteurs durant l’étape

de liaison entre gamètes avait peu ou pas d’effets 511f la fusion entre les membranes du
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spermatozoïde et de l’oeuf. Ainsi, cette/ces métalloprotéase(s) serai(en)t positionnée(s)

de façon à pouvoir agir sur la surface des spermatozoïdes humains lors de la réaction

acrosomale. Il fut proposé que cette métalloprotéase soit localisée au niveau de l’acrosome

de façon à modifier la surface des spermatozoïdes humains dans le but de moduler leur

habileté à fusionner avec l’ovocyte. De plus, la présence de phosphoramidon durant la

réaction acrosomale ne semble pas avoir d’effets sur le déclenchement de celle-ci ou sur

la motilité apparente des spermatozoïdes. Les auteurs ont plutôt observé une diminution

d’environ 50% du nombre de spermatozoïdes pouvant fusionner avec l’oeuf. L’activité mé

talloendoprotéase observée était en partie relâchée durant la réaction acrosomale induite

par l’ionomycine. D’ailleurs, l’incubation de milieu conditionné de réaction acrosomale

contenant l’activité métalloendoprotéase avec des spermatozoïdes préalablement traités

au phosphoramidon permet de renverser l’effet de l’inhibiteur sur la fusion des gamètes.

La présence d’une activité métalloendoprotéase chez les spermatozoïdes de mammi

fères pouvant être inhibée par le phosphoramidon suggère l’implication d’un ou plusieurs

membre(s) de la famille de l’EPN dans cette activité. Cependant, le caractère soluble de

l’activité identifiée par Diaz-Perez Meizel (1992) suggère que NL1 puisse constituer l’en

zyme responsable de l’activité métalloendoprotéase impliquée dans la fusion des gamètes.

De plus, il est peu probable que l’enzyme responsable de cette activité soit l’EPN puis

qu’aucune étude de localisation n’a permis de détecter l’enzyme ou son transcrit dans les

cellules germinales telles que les spermatozoïdes. L’implication de NL1 dans la fusion des

gamètes pourrait permettre d’expliquer la baisse de fertilité des mâles déficients en NL1

que nous avons pu observer. Des études similaires à celles effectuées par Diaz-Perez & Mei

zel (1992) avec des spermatozoïdes de souris Nu / ou des inhibiteurs plus spécifiques

pourraient permettre de valider cette hypothèse.

Bien que les mécanismes physiologiques qui induisent et maintiennent la motilité des

spermatozoïdes ait été étudiés abondamment, l’effet de plusieurs facteurs est toujours in

connu. Récemment, l’effet de la bradykinine, un substrat potentiel de NL1, sur la motilité

et la vitalité des spermatozoïdes de mammifères fut étudié. Dans cette étude, un effet

stimulateur sur la motilité des spermatozoïdes a pu être observé en présence de quantité

croissante de bradykinine (Siems et al. 2003). De plus, cet effet est potentialisé par la pré

sence d’inhibiteurs de l’ACE (lisonopril) et/ou de l’EPN (phosphoramidon) chez toutes les

espèces étudiées (bovin, mouton, humain et sanglier). Ainsi, les auteurs ont conclus que
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Ç conclus que la ACE et 1’EPN étaient les deux enzymes principalement responsables de la

dégradation de la bradykinine par les spermatozoïdes chez quatre espèces de mammifères.

Or, tel que nous l’avons démontré, l’activité de NL1 peut également être inhibée par le

phosphoramidon. Il serait donc possible que l’activité de type EPN observée par Siems

et al. (2003) puisse être attribuable à la présence de NL1. Toutefois, il s’agirait ici de la

forme membranaire plutôt que de la forme sécrétée de l’enzyme. Ainsi, NL1 présente à la

surface des spermatoizoïdes pourrait participer à la régulation du signal chémotactique de

la bradykinine mais également de d’autres peptides (exemple; substance P, angiotensine,

endothélines) présents dans le tractus génital femelle.

La présence d’une enzyme possédant les mêmes caractéristiques enzymatiques que NL1

fut rapportée plus d’une fois. Bien que cette activité fut précédemment attribuée à Ï’EPN,

l’identification récente de NL1 suggère que cette activité pourrait être reliée à sa présence.

Toutefois, certaines études récentes viennent mettre en doute la présence même d’une

activité de type EPN dans les spermatozoïdes. En effet, Fernandez et al. (2002), n’ont

pas pu détecter d’activité de type EPN dans les spermatozoïdes humains. De plus, Correa

et al. (2000) n’ont également pu observer d’inhibition de la fusion des gamètes par le

phosphoramidon chez la souris. La nature de ces divergences n’a jusqll’à maintenant pu

être expliquée. Ainsi, les études précédemment exposées devront être confirmées par des

expériences futures.

7.2.4 Autres rôles potentiels de NL1

Bien que NU soit principalement exprimée dans le testicule, son ARNm a également

pu être détecté dans plusieurs tissus dont le cerveau, l’hypophyse, les reins, les poumons,

les intestins et le coeur. La présence de NL1 au niveau de ces tissus suggère donc qu’elle

pourrait y jouer un rôle actif en régulant l’activité de certains peptides. Vraisemblablement,

dans le système nerveux, NL1 pourrait jouer un rôle similaire à celui de l’EPN en terminant

le signal enclenché par la présence de certains neuropeptides tels que les enképhalines, la

substance P, la bradykinine, le neuropeptide Y ou les orexines. Dans d’autres tissus, NL1

pourrait contrôler l’activité d’hormones peptidiques et ainsi participer à l’homéostasie

du système. Une analyse plus précise de l’expression et de l’activité de NL1 dans ces

tissus ainsi que la colocalisation de NL1 avec des substrats peptidiques potentiels 011 leurs
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récepteurs permettraient d’en savoir davantage sur les rôles potentiels de cette enzyme

dans les différents tissus où elle est exprimée.

La localisation du gène du présumé homologue humain de NL1, MMEL2, est asso

ciée, chez l’homme, avec de nombreuses maladies génétiques. Ainsi, au locus lp3G sont

associés la neuropathie motrice héréditaire de type 2A, le syndrome de $chwartz-Jampel

Aberfield, certaines formes de dyslexie ainsi que la susceptibilité au développement de neu

roblastomes. Le rôle de MMEL2/NL1 dans l’une ou l’autre de ces maladies héréditaires n’a

cependant pas encore été démontré. La présence de NL1 dans le système nerveux ainsi que

le rôle primordial des métallopeptidases dans le maintien de l’homéostasie laissent croire

que des délétions ou des mutations dans le gène de MMEL2/NL1 pourraient entraîner

un déséquilibre des fonctions cellulaires. L’investigation du rôle de MMEL2/NL1 dans ces

maladies permettra éventuellement d’en savoir plus sur son implication potentielle dans

certaines pathologies humaines.

7.2.5 Conclusions et Projets futurs.

Bien que nos études aient permis d’identifier un nouveau membre de la famille de l’EPN

et de débuter sa caractérisation du point de vue biochimique, enzymatique et fonctionnel,

plusieurs facettes de NL1 restent encore à être étudiées. Les sections suivantes proposent

différents projets qui pourraient permettre de compléter les études jusqu’à maintenant

réalisées.

Localisation de la protéine.

Les études d’expression et de localisation que nous avons effectuées devraient être com

plétées par des immunobuvardages de type Western et des études immunohistochimiques.

Ces études permettraient de confirmer la présence de la protéine dans les différents tissus

où le transcrit de NL1 a pu être détecté. Pour ce faire, un bon anticorps, spécifique à

NL1 devra d’abord être produit. En effet, les anticorps polyclonaux de souris ou de la

pin actuellement disponibles dans le laboratoire ne permettent pas de détecter de façon

spécifique la protéine dans les tissus. Le développement d’un bon anticorps permettrait

de non seulement confirmer la présence de la protéine dans les tissus mais également de

déterminer avec précision la localisation de la protéine. Par exemple, il serait possible de
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C déterminer si la protéine est présente dans le testicule et si on la retrouve également au

niveau de l’acrosome du spermatozoïde. On pourrait également déterminer si NL1 est relâ

chée lors de la réaction acrosomale. Les études d’expression du transcrit ne permettent pas

de déterminer si la protéine est exprimée dans les spermatozoïdes et les études d’activité

sont peu spécifiques. En effet, aucun substrat ou inhibiteur spécifique à NL1 n’a encore

été identifié. De plus, ces études ne permettent pas de détecter la présence de NL1 dans

le cas où un inhibiteur endogène serait présent dans les préparations. La localisation de la

protéine est essentielle à la poursuite des études d’activité enzymatique et des fonctions

physiologiques de NL1.

Caractérisation enzymatique et identification d’inhibiteurs spécifiques.

Pour l’instant, l’activité enzymatique de l’EPN et de NL1 ne peut dans aucun cas être

distinguée. Les deux enzymes semblent démontrer la même spécificité vis-à-vis des sub

strats et inhibiteurs. Ceci pose problème puisque leurs patrons d’expression se recoupent.

Par conséquent, l’activité des deux enzymes est susceptible d’être détectée au même mo

ment dans un tissu donné. Plusieurs études ayant pour but de caractériser le rôle et

l’activité de l’EPN dans différents systèmes étaient uniquement basées sur la détection

d’une activité enzymatique de type EPN et/ou de son inhibition par des inhibiteurs que

l’on croyait à l’époque hautement spécifiques. Ainsi, les résultats obtenus dans certaines

de ces études sont maintenant remis en doute. L’identification de substrats et d’inhibi

teurs spécifiques à NLY et à l’EPN permettrait d’évaluer plus facilement la contribution

de chacune des enzymes dans un système donné et de faciliter l’identification des fonctions

physiologiques non seulement de NL1 mais également de l’EPN.

Identification du mécanisme d’action de NL1 dans la reproduction.

Les résultats que nous avons obtenus lors de l’analyse des souris déficientes en NL1

indiquent que NL1 joue un rôle important dans la reproduction. Nos analyses préliminaires

ne nous ont cependant pas permis de localiser le moment et le site d’action de NL1. Ainsi,

il serait intéressant de déterminer si le problème se situe au niveau du transport des

spermatozoïdes dans l’oviduct, au niveau de la liaison à la zone pellucide, au niveau de

la fusion des membranes ou ailleurs. Le développement d’un anticorps et d’inhibiteurs
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spécifiques faciliteront ces études.

Poursuites des analyses sur les souris déficientes en NL.

L’inactivation d’un gène dans une lignée de souris constitue un outil important pour

l’étude de ces fonctions physiologiques. Toutefois, il serait faux de croire que les résultats

obtenus suite à cette inactivation sont simples et qu’ils dressent un portrait complet des

rôles qu’une protéine peut jouer in vivo. Par exemple, des résultats complètement différents

peuvent être obtenus selon la lignée de souris dans laquelle la mutation est introduite. Ces

résultats variables reflètent généralement le fait que des gènes agissant dans des voies

parallèles sont en mesure de compenser pour l’absence d’un gène donné. Ainsi, l’absence

de phénotype dans un système particulier ne permet pas de conclure qu’un gène n’est

pas important pour ce système mais uniquement qu’il n’est pas essentiel dans ce contexte

particulier.

Les analyses que nous avons effectuées chez les souris Nu 1 nous ont permis d’ap

précier l’importance de NL1 dans la reproduction. Cependant, le degré d’infertilité que

nous avons pu observer variait de façon importante d’un mâle mutant à l’autre. Le fond

génétique mixte dans lequel ces études ont été effectuées pourrait expliquer la variabilité

du phénotype observé chez les souris Nu 1
. Il serait donc intéressant de purifier la

lignée de souris NL1 dans plusieurs fonds génétiques différents afin de déterminer dans

lequel de ces fonds le phénotype de fertilité est le plus important. D’autres phénotypes

pourraient également être identifiés.

Puisque plusieurs protéines sont susceptibles de compenser pour l’absence de NL1, il

pourrait être intéressant d’évaluer les niveaux d’expression de certaines peptidases chez

les souris déficientes en NL1. Il fut d’ailleurs démontré que les niveaux de ECEL1 sont

augmentés au niveau des os de souris déficientes en PHEX, suggérant ainsi que ECELÏ

puisse compenser pour l’absence de PHEX dans ce tissu. Pour commencer, les niveaux

d’expression des différents membres de la famille, en particulier l’EPN devraient donc

être évalués. Par la suite, les niveaux d’expression de d’autres peptidases, partageant des

substrats communs avec NL1 telles que l’ACE et l’aminopeptidase N, pourraient égale

ment être déterminés. Ces études permettraient de voir, dans quels systèmes l’activité de

NL1 est susceptible d’être compensée. De plus, ces études permettraient de déterminer
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si les niveaux d’expression de NL1 affectent les niveaux de synthèse de d’autres enzymes

possédant des activités similaires.

Puisque les sites d’expression de NL1 et de 1’EPN se chevauchent partiellement et

que leurs activités peptidasiques sont très similaires, il est fort possible que l’une puisse

compenser pour l’absence de l’autre. Une façon plus directe de déterminer ceci serait de

générer des souris double mutantes pour NL1 et l’EPN. De telles études permettent souvent

de révéler des résultats inattendus. Par exemple, les souris double mutantes pour ECE-1

et ECE-2 présentent un phénotype cardiaque absent des souris déficientes en ECE-1 ou

ECE-2. La disponibilité des deux lignées de souris Nu 1 et EPN1 dans le laboratoire

nous a permis d’initier ce projet. L’analyse des phénotypes de ces souris permettra de

déterminer dans quels systèmes les deux protéines sont impliquées et dans quels systèmes

l’une était en mesure de compenser pour l’absence de l’autre.

Afin de déterminer quels sont les substrats de NL1, des études radioimmunologiques de

type RIA (radio-immuno-assay) pourraient être effectuées sur les souris déficientes en NL1.

Ces études permettraient de voir si certains des substrats potentiels jusqu’à maintenant

identifiés sont moins dégradés en absence de NL1. Ces études combinées à des analyses de

colocalisation et à des études d’activité pourraient mener à l’identification des substrats

peptidiques de NL1.

Finalement, nos analyses sur les souris déficientes en NL1 se sont limitées au système

reproducteur masculin. NL1 étant exprimée dans plusieurs autres tissus il serait intéressant

d’aller étudier l’effet de l’absence de NL1 dans ces systèmes. Par exemple, puisque NL1

dégrade la leu-enképhaline in vitro et que son transcrit est exprimé dans des régions

associées à la nociception, il serait intéressant d’évaluer le rôle de NL1 dans la modulation

du signal nociceptif.

Bien que l’ensemble des études que nous avons effectuées ont clairement permis d’avan

cer les connaissances que nous avons sur NL1, énormément de questions restent encore à

être posées. Les outils que nous avons développés, notamment les souris déficientes en

NL1, permettront certainement de faciliter la réponse à ces questions.
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C 7.3 Conclusions générales

Pendant près de 20 ans, l’EPN fut considérée comme une endopeptidase de mammifère

unique exprimée dans une vaste gamme de tissus et possédant une large spécificité de

substrats. Elle semblait également agir sur divers systèmes physiologiques en terminant

l’action des neuropeptides. Depuis quelques années, la famille de l’EPN s’est diversifiée

et est dorénavant impliquée non seulement dans l’inactivation de peptides bioactifs mais

également dans leur activation. Les études des dernières années ont permis de déterminer

l’importance de la famille de l’EPN dans plusieurs systèmes tels que la régulation du

métabolisme osseux, la reproduction, la régulation de la pression artérielle et le contrôle

de la respiration. De plus, de récentes avancées semblent souligner le rôle protecteur de la

famille de l’EPN dans certaines situations pathologiques telles que la maladie d’Alzheimer.

Du point de vue pharmacologique, l’identification d’un nouveau membre de la famille

peut entraîner des conséquences importantes. Plusieurs produits pharmacologiques ont

été créés au cours des dernières années dans le but de réguler l’action des peptidases

de la famille de l’EPN. Ainsi, des inhibiteurs jugés spécifiques à certains membres de la

famille actuellement utilisés en clinique et dans les laboratoires de recherche pourraient

également affecter NLÎ. Ceci remet en question les hypothèses découlant de l’utilisation

de ces agents et permet possiblement d’expliquer certains effets secondaires résultant de

l’administration de ces produits dits spécifiques. Finalement, l’appréciation récente du rôle

de plusieurs membres de la famille de l’EPN dans la protection contre certaines maladies

telles que la maladie d’Alzheimer souligne certainement davantage le besoin d’identifier

des inhibiteurs hautement spécifiques non seulement du point de vu de l’enzyme cible

mais également du point de vue du tissu cible. Une meilleure connaissance des enzymes

de la famille de l’EPN et de leurs fonctions permettra un meilleur traitement de plusieurs

pathologies humaines.
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