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SOMMAIRE

Le rachitisme familial hypophosphatémique lié au chromosome X (HYP, XLH,
aussi connu comme rachitisme résistant 2 la vitamine D) est la forme la plus fréquente
de plusieurs désordres Mendéliens de ’homéostasie du phosphate inorganique (Pi)
(McKusick, 1994). Elle est caracterisée par un rétard de croissance associé a un
rachitisme et/ou une ostéomalacie, par une hypophosphatémie importante due a une
perte rénale de Pi et par des altérations du métabolisme de la vitamine D (révisé par
Rasmussen et Tenenhouse, 1995; et par Tenenhouse, 1999). Transmise d’une fagon
dominante, sa fréquence est de 1:20000 naissances chez 1’homme. Le géne responsable
de XLH a été récemment identifié et nommé PHEX pour “Phosphate regulating gene
with homology to Endopeptidases on the X chromosome” (The HYP Consortium, 1995).
Beaucoup de nos connaissances actuelles sur la pathophysiologie de XLH ont été
dérivées d’études utilisant les homologues murines de la maladie humaine, les souris
Hyp (Eicher et al., 1976) et Gy (Lyon et al., 1986), qui portent des déletions importantes

au niveau du géne Phex.

La partie de la séquence humaine du géne PHEX publiée par le consortium HYP
(1995) prévoit une protéine membranaire qui présente des homologies de 50% a 60%
avec les membres de la famille des métalloendopeptidases a zinc, dont la Neprilysine
(NEP) est le prototype. Aprés la constatation de cette homologie importante, nous nous
sommes interessés a étudier PHEX. Nous avons entrepris des études de localisation de
ses ARNm et de son ontogenése par hybridation in situ (ISH) dans des coupes
histologiques de souris. Les résultats ont démontré la présence des ARNm de Phex dans
les os des embryons 2 partir du jour embryonaire 15 (el5), coincidant avec la déposition
de la matrice osseuse. L examen microscopique a montré la présence des ARNm de
Phex dans les ostéoblastes du squelette en formation et dans les odontoblastes des dents
en développement. A la suite de I'ISH nous avons procédé 2 "hybridation 2 la Northern

de tissu osseux et dentaire de souris nouveau-nées et adultes. Dans ces tissus, un
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d’environ 7 kb a été détecté alors que les tissus contrdles (poumon, foie, thymus,

cerveau) ont ét€ tous négatifs.

L’évidence de I’expression de Phex preferentiellement dans I'os nous a conduit a
étudier ce tissu. En conséquence, I'ensemble des travaux présenté dans cette thése, porte
sur les études de localisation des endopeptidases Phex et Nep dans le tissu osseux chez la

souris normale et son mutant Hyp.

Apres avoir déterminé la distribution des ARNm de Phex, nous avons étudié
Pexpression de la protéine. En utilisant un anticorps monoclonal dirigé contre PHEX
humaine, nous avons montré sa présence dans des extraits tissulaires d’os et de dents et,
a ’échelle cellulaire, a la surface des ostéoblastes, ostéocytes et odontoblastes, de méme
que son absence dans les cellules moins différenciées de la lignée ostéoblastique
(préostéoblastes et précurseurs). En outre, nous rapportons le déclin de I'expression de la
protéine Phex avec 1’4dge, ce qui suggére une corrélation entre la présence de Phex et la
croissance des os et des dents. Ensuite, nous vérifions Pexpression de Phex, Nep,

ostéocalcine et du récepteur de PTH/PTHrP chez la souris Hyp.

Etudier le patron d’expression de NEP dans le tissu osseux, surtout au niveau des
cellules ostéoblastiques, a été I'autre de nos objectifs. Malgré I’indication de la présence
de NEP, ou d’une autre enzyme apparentée a la NEP, dans les tissus squelettiques
(Dutriez et al., 1991), ni sa localisation cellulaire ni sa fonction n’avaient été établies.
Nos résultats démontrent que la NEP est présente dans toutes les cellules de la lignée
ostéoblastique, des précurseurs jusqu’aux ostéocytes. En plus, nous montrons que
plusieurs peptides ostéogéniques synthétiques comme le PTHrP;;, (“parathyroid
hormone-related peptide™;ss), Postéotatine (PTHrP1o7.130), 'OGP (“osteogenic growth
peptide™), la calcitonine et le a-CGRP (“a-calcitonin gene-related peptide™), sont des
substrats de NEP in vitro.



L’identification relativement récente des différents membres de la famille des
endopeptidases, nous a laissé supposer ’existence d’autres, encore inconnus. Les
membres de cette famille possedent, en géneral, des fonctions biologiques importantes au
niveau du fonctionnement de ’organisme et sont identifiés comme des cibles potentielles
pour le “design™ d’agents thérapeutiques. Cela rend I’hypothése de I’existence d’autres
enzymes semblables trés intéressante et méritant d’étre investiguée. En conséquence, une
stratégie de RT-PCR, dont I’objectif était de trouver d’autres enzymes apparentées a la
NEDP, a été congue, testée avec des ARNm des testicules de souris adulte, et a abouti 4 la
découverte d’un nouveau membre de la famille de la NEP, appelé NL1 pour “NEP-like
1”. L’ensemble des études rapportant le clonage de son ADNc complet, sa
caractérisation biochimique et enzymatique, ainsi que sa distribution tissulairé et

cellulaire, compléte les travaux présentés dans cette these.

Mots clés:

Rachitisme familial hypophosphatémique lié au chromosome X (XLH, HYP), tissu

osseux, ostéoblaste, ostéocyte, odontoblaste, neprilysin, peptidases.
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INTRODUCTION

L’introduction de cette thése est constituée de deux parties; I’une est consacré
a la revue de la littérature alors que l’autre présente les objectifs du projet de
recherche. Son corps rassemble quatre articles qui traitent des métallopeptidases a
zinc de la famille de la Neprilysine. Trois des ces articles démontrent la présence de
ces peptidases dans le tissu osseux: les deux premiers ont pour sujet PHEX, dont le
géne est impliqué dans la pathogénese du rachitisme familial hypophosphatémique,
une maladie de I’homéostasie du phosphate; le troisieme décrit NEP dans les cellules
de la lignée ostéoblastique et démontre la dégradation de quelques peptides
osteogéniques par cet enzyme. Le quatriéme article rapporte la découverte d’une
nouvelle enzyme de cette famille, NL1 pour Nep-like 1, ainsi que sa caractérisation
biochimique et sa distribution tissulaire et cellulaire. Par conséquent, la revue de la

littérature sera constituée des trois parties suivantes:

(A) Le systeme peptidergique et les protéases/peptidases,
(B) L’homéostasie du phosphate et les désordres cliniques du transport de
phosphate,

(C) Le tissu osseux.



I) REVUE DE LA LITTERATURE

A) Le systéme peptidergique et les protéases/peptidases

Les peptides sont utilisés par les cellules du monde des levures jusqu’a celui
des mammiféres pour déclencher des réponses physiologiques. L usage des peptides
comme messagers cellulaires se fait normalement selon les étapes suivantes: 1)
production et relache du peptide par la cellule, 2) I'intéraction du peptide avec son
récepteur & la surface de Ia cellule cible, et 3) dégradation du peptide de fagon a
finaliser son action. Les étapes premiére et derniére ont besoin de la participation des
protéases/peptidases, soit pour compléter la maturation du peptide, soit pour son

inactivation.

Les protéases/peptidases sont des enzymes qui hydrolysent les liaisons
peptidiques d’une protéine ou d’un peptide cible. On distingue deux catégories
d’enzymes selon la position de la liaison peptidique & &tre clivée dans le substrat: les
endopeptidases, qui hydrolysent les liaisons localisées a 'intérieur de la molécule, et
les exopeptidases, dont I'action de clivage se fait 4 extrémité du substrat, relachant
un seul acide aminé, un dipeptide ou un tripeptide, soit du c6té amino-terminal
(aminopeptidases) ou carboxy-terminal (carboxy-peptidases). Les protéases
/peptidases peuvent étre encore regroupées selon leur mécanisme catalytique en
sérines, cystéines, acide aspartiques ou carboxyliques et en métalloprotéases. Ceite
classification est basée selon le groupement ou acide aminé de I’enzyme qui amorce
I’hydrolyse du substrat (Barrett et Rawling, 1991; Rawling et Barrett, 1993), soit,
respectivement, une sérine, une cystéine, un résidu acide, généralement un acide

aspartique, ou un ion métallique.

Les métalloprotéases/peptidases requidrent donc un ion métallique,
généralement le zinc, pour leur activité. Le zinc se lie 3 ’enzyme par trois résidus
pouvant étre, de préférence, des histidines, des acides glutamiques, des acides

aspartiques ou des cystéines. Les métalloprotéases/peptidases ont été impliquées dans



la modulation de plusieurs phénoménes physiologiques. La thermolysine, une enzyme
bactérienne (de Bacillus thermoproteoliticus), est souvent présentée comme modéle

de cette classe de peptidase (Matthews er al., 1972; Rawling et Barrett, 1995).

A.1) Les métalloprotéases/peptidases a zinc

Les métalloprotéases/peptidases & zinc sont impliquées dans la majorité des
processus physiologiques et physiopathologiques, comme le développement
embryonnaire, la reproduction, les maladies cardio-vasculaires, dégénératives et
inflammatoires, le cancer et quelques maladies infectieuses (Lennarz et Strittmater,
1991; Schiavo et al., 1992; Blundell, 1994). Ces enzymes possédent une séquence
consensus, appelée la “signature du zinc”, dans leur séquence primaire (Jongeneel et
al.,1989). Cette séquence consensus est composée des acides aminés liant I'atome de

zinc et du résidu qui assure la catalyse du substrat.

A.1.1) Classification des métalloprotéases/peptidases a zine

Les métalloprotéases/peptidases a zinc ont été classées selon le
positionnement des résidus formant cette séquence consensus (Bode er al., 1993;
Hooper, 1994) (Figure 1). Ainsi, les métalloprotéases/peptidases & zinc qui
contiennent dans leur séquence le motif HEXXH (“X” désignant un acide aminé
quelconque) ont été nommées zincines. Dans cette séquence, les deux histidines sont
impliquées dans la liaison de ’atome de zinc tandis que I’acide glutamique assure la
catalyse. Les zincines sont subdivisées en deux sous-groupes, les gluzincines et les
metzincines, selon la nature et la position du troisi¢éme ligand du zinc ou la présence

d’une structure particuliére.

Les gluzicines utilisent un acide glutamique comme troisiéme ligand du zinc,
présentant comme “signature du zinc” le motif HEXXH........ E. Ce groupe rassemble
quatre familles, soit celle de la thermolysine, celle de la neprilysine (NEP, “neutral
endopeptidase” 24.11), celle de I’'enzyme de conversion de I’angiotensine (ACE) et

celle des aminopeptidases.



Les metzincines présentent la  séquence consensus  allongée
HEBXHXBGBXH, les trois histidines étant les ligands du zinc et B représentant un
gros acide aminé non-polaire. Leur nom est di & une conformation tridimensionnelle
nommée “Met-turn” (“methionine-containing B turn”) présente en dessous de leur site
actif La famille des astacines, celle des métalloprotéases de la matrice extracellulaire
(matrixines), celle des serralysines et celle des adamalysines/reprolysines font partie

de ce groupe.

La famille des insulinases constitue le groupe des inverzincines. Leur
séquence consensus, HXXEH, est identique a celle des zincines, mais la position des
résidus est inversée. Le troisiéme ligand du zinc dans cette famille est un résidu

d’acide glutamique retrouvé en dehors de la séquence consensus.

Les carboxypeptidases possédent la séquence consensus HXXE, écourtée par
rapport aux zincines et aux inverzincines. L’histidine et ’acide glutamique de cette
séquence participent a la liaison du zinc. Le troisiéme ligand du zinc est une histidine
localisée & plus d’une centaine d’acides aminés en aval de la s€quence consensus. Les

prototypes de cette famille sont les carboxypeptidases A et B.

Le dernier groupe de cette classification est constitué par la DD-
carboxypeptidase, dont H...HXH est la séquence consensus et les trois histidines les

ligands du zinc.
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A.1.2) Les métallopeptidases de la famille de la Neprilysine (NEP)

Les cellules des mammiféres synthétisent principalement deux classes de
métalloendopeptidases, celles qui sont sécrétées et participent au remodelage de la
matrice extracellulaire et les métalloendopeptidases de la surface cellulaire, lesquelles
agissent dans la maturation finale des peptides, aprés sa sécrétion, ou dans
I’inactivation de peptides biologiquement actifs. Les métallopeptidases membranaires
sont généralement ectopeptidases ou protéines de type II, constituées d’une région
transmembranaire, d’une courte queue cytoplasmique et d’un large domaine

extracellulaire ou se trouve le site active de I’enzyme.

La publication récente des séquences primaires de nouvelles
métallopeptidases de mammiféres ayant une forte identité avec la Neprilysine a
suggéré ’existence d’une famille d’enzymes apparentées a la NEP (“NEP-like”,
Rawlings et Barrett, 1995; Turner et Tanzawa, 1997). Six membres de cette famille
ont été décrits pour le moment. Ces enzymes sont: la Neprilysine (NEP), prototype de
la famille (Kerr et Kenny, 1974a,b), les enzymes de conversion de I’endothéline
(ECE-1 et ECE-Z)‘ (Xu et al, 1994; Emoto et Yanagisawa, 1995), le complexe
antigénique Kell des érythrocytes (Lee et al., 1991), PHEX, initialement PEX pour
“Phosphate regulating gene with homologies to Endopeptidases on the X
chromosome” (The Hyp Consortium, 1995), impliquée dans le contrdle du
métabolisme du phosphate, et XCE, une enzyme récemment découverte et présente
dans le systeme nerveux (Valdenaire, 1999). L’alignement des séquences de ces
enzymes montre que, outre la séquence consensus HEXXH... E et la topologie
transmembranaire de type II, ces glycoprotéines présentent, au niveau de leur
domaine extracellulaire, d’importantes similitudes de séquence (Figure 2). Plusieurs
cystéines sont conservées, indiquant la possibilité d’un repliement tridimensionnel
semblable impliquant des ponts dissulfures, et suggérant une origine commune pour

ces enzymes. De plus, la majorité des résidus d’acides aminés impliqués dans le
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mécanisme catalytique de la NEP, comme I’histidine 711 (Dion ef al. ,1993),
I’asparagine 650 (Le Moual ef al.,1994) et I’asparagine 542 (Dion et al.,1995), est
aussi conservée. Ces observations suggérent que ces enzymes possédent, en plus de la
structure, une similarité de leur mécanisme catalytique, tout en conservant leur propre
spécificité de substrat. Deux membres de cette famille constituent Pobjet de cette

thése, soit NEP et PHEX, et méritent une description plus détaillée.

A.1.2.1) Neprilysine (NEP, “neutral endopeptidase” 24.11, enkephalinase
et CALLA ou CD16)

Initialement caractérisée comme une métallopeptidase a zinc avec une
spécificité semblable & celle de ’enzyme bactérienne thermolisyne, la NEP a été€
isolée comme une glycoprotéine de 90-100 kDa de poids moléculaire, faisant 4-5%
de la masse protéique totale de la bordure en brosse des tubules contournés
proximaux de reins de lapin. La NEP dégradait la chaine f8 de I'insuline a pH neutre,
d’ou son appelation d’endopeptidase neutre (Kerr et Kenny, 1974 a,b). Elle a été
redécouverte une deuxiéme fois comme I’enképhalinase, une nouvelle enzyme située
dans le cerveau qui participait 2 la dégradation spécifique des enképhalines (Malfroy
et al., 1978), ainsi qu’une troisiéme fois lors du clonage de 'ADNc de CALLA
(“Common Acute Lymphoblastic Leukemia Antigen” ou CD10), un antigéne de
surface des lymphbocytes B immatures, marqueur du développement de la leucémie

lymphoblastique aigue de type B (Greaves et al., 1975).

A.1.2.1.1) Structure primaire, topologie et glycosylation

La structure primaire compléte de la NEP a été déduite des séquences de
clones de 'ADNc de rat (Malfroy et al., 1987), de lapin (Devault et al., 1987),
humains (Letarte ef al., 1988; Malfroy er al., 1988) et de souris (Chen ef al., 1992).
La comparaison des séquences de la NEP entre Jes différentes especes de
mammiféres a montré une identité supérieure & 90% des acides aminés, indiquant un
taux de conservation trés élevé parmi ces espéces. La séquence primaire de la NEP
suggére une ectoenzyme ou protéine de type I composée de 749 acides aminés et

possédant une courte queue cytoplasmique (27 résidus), une région transmembranaire



unique (23 résidus), et un large domaine extracellulaire (699 résidus), responsable de
Iactivité catalytique de 'enzyme. Cette topologie a été confirmée par analyse par
microscopie électronique des cellules COS-1 transfectées avec la NEP (Devault et al.,
1988) et est en accord avec la nécessité d’une extraction au toluéne et a la trypsine
pour sa purification (Kerr et Kenny, 1974a). L’ectodomaine adopte une structure
globulaire compacte localisée proche de la membrane plasmique (Kenny et al., 1983).
1l contient le site catalytique de I’enzyme avec I’atome de zinc, ainsi que douze
résidus cystéines impliqués dans la formation de ponts dissulfures qui stabiliseraient
la conformation de ’enzyme active (Tam ef al., 1985). En plus, la NEP posséde des
sites potentiels de N-glycosylation (Asn-Xaa-Ser/Thr, ot Xaa peut éfre n’importe
quel acide aminé sauf une proline) sur son ectodomaine. L’enzyme de lapin en
contient cing, alors que celles de rat, de souris et ’humaine en contiennent six. La
glycosylation de la NEP est essentielle pour lui assurer un repliement correct, un
transport adéquat jusquw’a la membrane plasmique et une activité enzymatique

normale (Lafrance et al., 1994).

A.1.2.1.2) Organisation génique

Le géne de NEP a été cartographié et s’étend sur 80 kb dans la région
chromosomique 3q21-27 (Barker et al., 1989). Il est composé de 24 exons et code
pour plusieurs ARNm, tous contenant les exons 3 a 24 (codant pour la protéine) et
présentant des variations dans la région promotrice (exon 1 et 2) (D’ Adamio et al.,
1989).

A.1.2.1.3) Distribution tissulaire

La présence de la NEP a été démontrée en plusieurs tissus et types cellulaires
(Tableau I) (révisé par Roques et al, 1993 et Kenny, 1993), soit exprimée
constitutivement dans des tissus comme le cerveau et le rein, ou d*une fagon régulée
pendant le développement, comme pour les lymphocytes. Les rbles physiologiques

qu’elle exerce a ces divers endroits ne sont pas encore tous connus.
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Organe

Références

Systéme nerveux central
Adénohypophyse
Meéninges

Reins

Intestins

Thymus

Poumons

Noeuds lymphatiques
Rate

Moelle osseuse
Testicules

Ovaires

Prostate

Glandes salivaires
Glandes exocrines
Cartilage

Os

Placenta

Waksman et al. (1984, 1985 et 1986)

Bames et Kenny (1988), Pollard ef a/.(1989)

Zajac et al.(1987)

Gee et al. (1983), Sales et al.(1991)
Gee et al. (1983)

Bowes et Kenny (1987)

Sales et al.(1991), Dutriez et al.(1992)
Sales et al.(1991), Dutriez et al.(1992)
Bowes et Kenny (1987)

Le Bien et McCormack (1989)

Kenny et al.(1987), Sales et al.(1991)
Kenny et al.(1987)

Kenny et al.(1987)

Sales et al.(1991), Dutriez ef al.(1992)
Gee et al. (1985)

Sales et al.(1991), Dutriez et al.(1992)
Sales et al.(1991), Dutriez et al.(1992)
Dutriez et al.(1992)

Tableau l. Principaux sites d’expression de la NEP.
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A.1.2.1.4) Substrats et fonctions physiologiques

La NEP dégrade in vitro une grande diversit¢ de peptides bioactifs,
généralement de petite taille (< 3.5 kDa) et, sauf pour quelques rares exceptions, en
hydrolysant la liaison peptidique située du coté aminé d’un residu hydrophobe
(Turner et al., 1985) (Tableau II). La confirmation de cette hydrolyse in vivo a eté
souvent réalisée en utilisant des inhibiteurs spécifiques de 1’enzyme dans les tissus
cibles et en vérifiant une augmentation subséquente de la concentration du peptide
étudié. Pour le moment, I'importance de la NEP dans I’inactivation in vivo de
peptides comme les enképhalines, la substance P, les peptides natriurétiques et les
bombesin-like peptides a été bien établie et a permis de proposer une implication de
cette enzyme dans certains processus physiologiques comme le controle de la
transmission du message nociceptif, la manutention de 1’équilibre hydro-€lectrolitique
et de la tension artérielle, le contréle de I’inflammation, de la différenciation et de la

prolifération cellulaires (révisé en Kenny et Boustead, 1997).

A.1.2.1.4.1) Le contrdle de la transmission du message nociceptif

Les enképhalines sont des neuropeptides qui, se liant aux récepteurs opioides
u et 8, provoquent un effet anti-nociceptif ressemblant a celui de la morphine
(Brownstein, 1993). La substance P, abondante dans la substance noire, a €té
impliquée dans le contrdle de la perception de la douleur (Oblin et al., 1989).
Plusieurs évidences supportent un role physiologique de la NEP dans I’inactivation
des enképhalines et de la substance P, modulant ainsi la transmission du message
nociceptif au niveau du cerveau (révisé par Turner, 1997). Par exemple, des études
ont démontré la production in vivo d’une réponse antinociceptive, réversible par la
naloxone, chez la souris (Roques et al., 1980) ou I’augmentation de la récuperation
des enképhalines (de la Baume et al., 1983) ou de la substance P (Mauborgne et al.,
1991), libérées par des coupes de certaines régions du cerveau, aprés I'utilisation du
Thiorphan, un inhibiteur synthétique treés spécifique de NEP. En plus, des études
autoradiographiques et immunohistochimiques ont colocalisé NEP avec les
récepteurs opioides (Waksman ef al., 1986 et 1987) et avec les enképhalines et la

substance P (Barnes et al., 1988; Bamnes ef al., 1993). Malheureusement, le niveau de



12

Substrats Références

ANF Stephenson-et Kenny (1987b)
Angiotensine I Stephenson et Kenny (1987a)
Angiotensine 11 Stephenson et Kenny (1987a)
Bombésine Shipp et al. (1991).

Bradykinine Matsas et al. (1984)

CGRP Katayama ez al. (1991)
Cholécystokinine (CCKs) Bunnett ef al. (1988)

Dynorphine (1-9) Matsas ef al. (1984)

Endothéline 1, 2, et 3 Vijayaraghavan et al. (1990)
y-Endorphine Hersh (1984)

GRP Shipp et al. (1991) et Bunnett et al. (1985)
Leu-enképhaline Matsas et al. (1984)

Met-enképhaline Matsas ef al. (1984)

LHRH Matsas et al. (1984)

Neurokinine A Hooper et al. (1985)

Neurotensine Matsas et al. (1984) et Turner et al. (1987)
Substance P Matsas et al. (1983 et 1984)

VIP Goetzl et al. (1989)

Tableau Il. Principaux substrats de la NEP.
Ce tableau ne fait pas de distinction entre les substrats

caracterisés in vivo ou in vitro.
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complexité existant dans le cerveau, par rapport au nombre des neuropeptides et de
peptidases, rend trés difficile la définition exacte de I'importance d’une enzyme

isolée dans ce tissu.

A.1.2.1.4.2) La manutention de I’équilibre hydro-électrolitique et de la
tension artérielle

Les peptides natriurétiques participent & la régulation du volume sanguin et de
la tension artérielle (Ruskoaho, 1992). Il a été démontré, en utilisant des préparations
membranaires des microvilosités rénales (Stephenson et Kenny, 1987) ou du plexus
choroide (Bourne et Kenny, 1990), que NEP est Penzyme responsable pour
I’hydrolyse initiale de I’ ANP (atrial natriuretic peptide) et du BNP (brain natriuretic
peptide). Diverses études utilisant des inhibiteurs de NEP en modéles animaux de
maladies cardio-vasculaire et rénale (Seymour ef al., 1993 et 1996; Pham et al.,1993;
Trippodo ef al., 1991; Margulies et al., 1990) ou chez 'homme (Sagnella et al., 1995;
Richards ef al., 1991 et 1993; Singer et al., 1991) ont démontré une augmentation de
la diurése et natriurése dépendant de la dose d’inhibiteur utilisée. Ces €études doivent
8tre interprétées avec précaution, mais plusieurs suggérent une participation
importante de NEP dans la clearance de ’ANP et BNP, surtout en conditions
pathologiques ot le volume plasmatique et les niveaux de ces peptides sont

augmentés (révisé par Wilkins et Kenny, 1997).

A.1.2.1.4.3) Le contrdle de la différenciation et de la prolifération
cellulaires

En 1989, Kenny et collaborateurs ont proposé que les peptidases
membranaires joueraient un rdle clé dans le contrdle de la croissance et de la
différenciation cellulaires en modulant I’activité des peptides et en régulant leur acces
aux cellules voisines (Kenny ef al., 1989). Cette hypothése s’est avérée pour NEP et
le tissu pulmonaire. NEP est exprimée par 1’épithélium distal des voies respiratoires
fostales et par 1’épithélium bronchial adulte ot elle controle, entre autres, la quantité
de substance P, un médiateur de I'inflammation (Sunday et al., 1992), et régule la

prolifération  cellulaire  intermédiée par les peptides “bombesin-like”,
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des facteurs de croissance et mitogénes trés puissants pour les fibroblastes et pour
I’épithélium (Shipp ef al., 1991; King et al., 1993). Ces peptides sont aussi mitogénes
pour les adénocarcinomes pulmonaires, soit ceux a petites cellules (Ganju ef al.,
1994), soit les autres (Cohen et al., 1996). Dans plusieurs de ces cancers, il existe une
boucle de croissance autocrine ol les cellules tumorales sécrétent les peptides
“bombesin-like”, expriment leurs récepteurs et proliférent en leur présence (Sunday et
al., 1992). 11 a été démontré que ces carcinomes pulmonaires expriment trés peu ou
pas NEP, et que leur croissance in vitro est inhibée par l’addition de NEP
recombinante dans le milieu de culture et stimulé par I’addition des inhibiteurs
spécifiques de NEP (Cohen et al., 1996; Shipp et al., 1991). En plus, les carcinomes
pulmonaires & petites cellules se développent exclusivement chez les fumeurs, qui
présentent une réduction de 'expression de NEP et une quantité élevée de peptides
“bombesin-like” dans leur fluide bronchoalvéolaire (Shipp et Look, 1993). Ces études
ont confirmé un lien direct entre la réduction de I’expression de NEP, I’'augmentation
de la disponibilité de peptides bombesin-like” et le développement du cancer
pulmonaire. Cette rélation entre NEP, les facteurs de croissance et la prolifération
cellulaire a été établie aussi pour d’autres cancers, comme celui de la prostate

(Papandreou et al., 1997, 1998) et du sein (Burns ef al., 1999).

A.1.2.1.4.4) Le contrdle de P'inflammation

Dans tous les types cellulaires ot elle a été étudiée, la NEP agit en réduisant
une réponse cellulaire par la dégradation de peptides. Cet aspect est aussi valable
pour la réaction inflammatoire. Par exemple, I'inhibition de la NEP fait augmenter les
réactions inflammatoires neurogéniques pulmonaires, du fait de I’élévation des
niveaux de la substance P, associé & la toux, la bronchoconstriction, la vasodilatation
et la migration des neutrophiles (Shipp and Look, 1993; Koehne, 1998). En outre, la
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