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SOMMAIRE

La signalisation intercellulaire est un processus complexe requérant dans certains cas,
I’utilisation de petites molécules nommées messagers. Ces derniers interagissent avec les
cellules cibles et engendrent alors une réponse physiologique. Les peptidases, plus
particuliérement les métallopeptidases & zinc, jouent un role clé dans I’homéostasie de la
signalisation intercellulaire tant au niveau de la dégradation que de la maturation des
messagers. La famille de I’endopeptidase neutre (EPN) constitue une famille de
métallopeptidases & zinc bien caractérisée et d’intérét sans cesse croissant. Elle est
actuellement composée de sept membres qui exercent des fonctions physiologiques
diverses et importantes, allant du contréle de la perception de la douleur a la régulation du
métabolisme du phosphate. Plusieurs inhibiteurs pharmacologiques ont ainsi été créés afin
d’interférer sur I’action de certaines peptidases de la famille et permettre de moduler leur
action. La spécificité de ces inhibiteurs ne peut cependant étre établie que si tous les

membres de la famille sont connus.

Dans ce mémoire, nous rapportons le clonage d’une nouvelle peptidase de la famille de
PEPN, MMEL2. MMEL2 a été identifiée a partir d’une banque de cerveau humain. La
séquence protéique déduite pour MMEL2 montre bien qu’elle fait partie de la famille de
I’EPN, puisqu’elle possede une trés grande similarité de séquence et tous les acides aminés
importants pour I’activit¢ de cette classe d’enzymes. Parmi les membres de la famille,
MMEL?2 est la protéine la plus identique (77,5 % d’identité¢ de séquence) a la protéine de
souris MMELI1. Cette derniére est la seule protéine de la famille de ’EPN & étre produite

sous forme soluble suite a son clivage par une enzyme de type furine. L’identification de
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deux types de transcrits suggeére la présence de deux isoformes de la protéine dont un
contient un site potentiel de clivage a la furine permettant de reldcher une forme soluble de
la protéine, tout comme c’est le cas pour MMEL 1. D’aprés des études de buvardage de type
Northern et de RT-PCR, MMEL2 semble présente dans quelques tissus mais
principalement dans les testicules ou le transcrit est trés abondant. Elle est présente

également a des niveaux d’expression plus bas dans le ceeur, le rein et le cerveau.

Afin de compléter la caractérisation de la protéine MMEL2 humaine, nous avons développé
des anticorps polyclonaux dirigés contre MMEL2 et avons effectué¢ des expériences de
localisation cellulaire de la protéine sur des extraits de cellules transfectées. Bien que la
protéine MMEL2 contienne dans sa séquence un site potentiel de clivage a la furine, elle se
retrouve dans la cellule, probablement au niveau du RER et n’est donc pas sécrétée dans le
milieu dans la lignée cellulaire utilisée. La protéine endogéne n’a cependant pas encore été
détectée dans les tissus. L °¢laboration d’un anticorps monoclonal nous permettra de pousser

la caractérisation in vivo de la protéine.

Le géne MMEL? est localisé au locus chromosomique 1p36. Ce locus est associé a
certaines maladies affectant le systéme nerveux central comme la neuropathie sensorielle
motrice héréditaire 2A, le syndrome de Schwartz-Jampel-Aberfeld et les neuroblastomes.

L’implication réelle de MMEL?2 dans ces maladies demeure cependant encore inconnue.

La fonction physiologique de MMEL?2 n’a pas encore été identifiée. L’analyse des substrats
de I'enzyme ainsi que la détection de la protéine endogéne nous donnera des indices sur le
role de cette nouvelle protéine. Encore plusieurs aspects de la caractérisation de MMEL?2

restent obscurs et guideront les recherches futures sur cette nouvelle métallopeptidase.
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CHAPITRE 1 - INTRODUCTION

1.1) Communication intercellulaire et systémes peptidergiques

Les cellules eucaryotes communiquent entre elles grace & deux mécanismes distincts (voir

Figure 1) (revue par: Kahn, 1976; Snyder, 1985). Le premier type de mécanisme consiste
en un contact direct entre deux cellules voisines. Ce contact peut s’effectuer de deux
fagons, soit par une interaction entre une protéine de surface d’une premiére cellule et un
récepteur de la cellule cible ou soit via des jonctions de type trouées (Gap junction). Cette
derniére voie implique une connexion entre les deux cytoplasmes des cellules reliées par
des canaux (Caveney, 1985; Warner, 1985). Il y a alors échange de petites molécules de
signalisation telles que le calcium et I’AMP cyclique. Le second mode de communication le
plus utilis€ consiste en la sécrétion et la diffusion extracellulaire d’un messager qui

interagira avec un récepteur spécifique sur une cellule cible.

Plusieurs types de molécules sont utilisés dans la communication intercellulaire (revue par:
Snyder, 1985). Parmi ces messagers, on retrouve les protéines, les peptides, les acides
aminés, les neurotransmetteurs, les nucléotides, les stéroides, les rétinoides, les gaz et les
acides gras dérivés. Certains de ces messagers sont hydrophiles (ex: hormones peptidiques
et amines biogénes) et interagissent directement avec leurs récepteurs situés a la surface
cellulaire, car ils ne peuvent traverser la membrane lipidique (voir Figure 2). Par contre,
d’autres molécules de signalisation telles que les hormones lipidiques sont transportées

dans le milieu extracellulaire par des protéines de transport.
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Figure 1: Mécanismes de signalisation intercellulaire (Alberts et al., 1994) A) Signalisation

de type contact cellule-cellule B) Signalisation via des molécules sécrétees.
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Figure 2: Types de récepteurs cellulaires (Alberts ez al., 1994).



Une fois arrivées a destination, ces hormones se dissocient de la protéine de transport et
diffusent a Pintérieur de la cellule. Ils pourront alors lier un récepteur spécifique

intracellulaire et provoquer une réponse physiologique.

Les molécules messagéres hydrophiles de type hormones peptidiques et neurotransmetteurs
sont impliquées dans le contrdle d'une grande vari€té de phénoménes physiologiques.
L'utilisation des peptides comme molécules de signalisation implique trois étapes
essentielles (revue par: Snyder, 1985) soit 1) la production, la sécrétion et/ou la maturation
du peptide par des cellules spécialisées, 2) l'interaction de la molécule active avec un
récepteur spécifique a la surface des cellules cibles, 3) la dégradation extracellulaire ou la
recapture du messager afin de terminer son action. Notre groupe tente d’élucider certains
mécanismes de régulation des messagers hydrophiles. Les prochaines sections permettront

donc d’aborder quelques aspects généraux des mécanismes de régulation de ces messagers.

1.1.1) Maturation des peptides

La premicre étape d'un signal cellulaire de type peptidergique consiste en la production d'un
messager peptidique, puis sa sécrétion par une cellule productrice spécialisée. Certaines
molécules de signalisation doivent cependant subir une étape de maturation intra et/ou
extracellulaire essentielle pour leur conférer une activité (pour revue: Seidah ef al., 1998;
Mizunno et Matsuo, 1994; Khan and James, 1998). Ces molécules dites précurseurs
contiennent une prorégion qui les maintient dans un état inactif. Le clivage de cette
prorégion par des enzymes protéolytiques permet de retrouver la forme active du peptide.

Plusieurs précurseurs comme la pro-opiomélanocortine (voir Figure 3) (revue par : Chretien
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Figure 3: Structure et maturation de la POMC et de ses produits dérivés de clivage (Mizuno

et Matsao, 1994).



and Seidah, 1981; Khachaturian et al., 1985) et la pro-insuline (Steiner and James, 1992)
sont activés a l'intérieur de l'appareil frans-Golgien, ou dans les granules de sécrétion des
cellules, par des protéases de la famille de la subtilisine (Seidah and Chretien, 1994;
Nakayama, 1997). Par contre, d'autres peptides tels que 1’angiotensine I et I’endothéline
sont plutdt reldchés dans la matrice extracellulaire sous forme de précurseurs inactifs. Ces
derniers seront ensuite clivés dans le milieu, par des enzymes protéolytiques telles que des
métallopeptidases a zinc membranaires, libérant ainsi une ou des molécules actives (revue
par : Turner and Tanzawa, 1997). Les peptides bioactifs peuvent alors interagir sur leurs
récepteurs spécifiques au niveau des cellules cibles afin de déclencher une réponse

physiologique.

1.1.2) Dégradation des peptides

L'homéostasie cellulaire implique non seulement une régulation de la libération des
messagers, mais également un contrdle de la durée du signal. La terminaison du signal
constitue donc une étape de régulation également trés importante. Le signal médié par les

molécules de signalisation hydrophiles peut étre termin€ par divers mécanismes distincts:

1) La dégradation du peptide par des protéases de surface cellulaire
2) Le découplage du récepteur avec sa protéine G hétérotrimérique ou la
déphosphorylation du récepteur

3) L'endocytose du récepteur



Pour plusieurs peptides, le clivage de ceux-ci constitue le principal moyen d'arrét du signal
envoyé. La régulation de la bioactivité des peptides constitue donc un phénomeéne trés
important dans lequel les peptidases/protéases, souvent des métallopeptidases a zinc, jouent
un role clé. Ces derniéres catalysent toutes la méme réaction c'est-a-dire, ’hydrolyse de

liens peptidiques (revue par : Turner and Tanzawa, 1997).

1.2) Peptidases

Les peptidases peuvent étre regroupées en plusieurs classes qui différent selon leur
spécificité de clivage et surtout, selon leur mécanisme catalytique et leur origine évolutive
(Barrett and Rawlings, 1991; Rawlings and Barrett, 1993; Hooper, 1994). Deux types de

classification ont ainsi pu étre établies et seront expliquées dans les prochaines sections.

1.2.1) Premier mode de classification basée sur la spécificité de clivage

Un premier type de classification basée sur la spécificité de clivage permet de distinguer

deux super familles de peptidases, soit les exopeptidases et les endopeptidases (Barrett and

Rawlings, 1991). Ces deux familles différent selon qu'elles clivent respectivement des

acides aminés terminaux ou des liaisons peptidiques internes.

1.2.1.1) Exopeptidases

Les exopeptidases hydrolysent les liaisons peptidiques situées aux extrémités amino- ou

carboxy-terminales des protéines cibles. Nous retrouvons dans cette grande famille les



aminopeptidases qui clivent un acide aminé du cOté amino-terminal et les
carboxypeptidases qui clivent un acide aminé a l'extrémité carboxy-terminale du peptide.
Les dipeptidases, les dipeptidyl, tripeptidyl peptidases et peptidyl dipeptidasesv font
également partie de cette famille. Cependant, ces derniéres relachent des dipeptides ou
tripeptides situés a l'une ou l'autre des extrémités d'un peptide. Contrairement aux autres
peptidases qui clivent des acides aminés terminaux non modifiés, les peptidases omega ont,
quant & elles, la capacité d'hydrolyser la liaison peptidique d'acides aminés terminaux
modifiés (ex: acylaminoacyl peptidases, pyroglutamyl peptidases, peptidyl

glycinamidases).

1.2.1.2) Endopeptidases

Contrairement aux exopeptidases, les endopeptidases induisent des coupures en plein coeur
des peptides et non seulement aux extrémités. L’action des endopeptidases n’est
généralement pas favorisée par la présence d’une extrémité amino- ou carboxy-terminale
libre prés du site de clivage. Il est également peu fréquent de trouver une endopeptidase
spécifique pour une liaison bien précise qui implique un seul type de chaine latérale. Ceci
empéche donc de les classer selon leur spécificité de clivage comme c’est le cas pour les
exopeptidases. Une premiere méthode de classification permet ainsi de différencier quatre
sous-classes d’endopeptidases caractéris€ées par la nature de leur site actif ainsi que par
l'organisation des résidus responsables de leur activité catalytique. La nomenclature de ces
classes est basée sur les groupements chimiques responsables de I’activité catalytique de
I’enzyme (Barrett and Rawlings, 1991). Nous retrouvons donc les endopeptidases a sérine,

les endopeptidases a cystéine, celles a acide aspartique et les métallo-endopeptidases. A ces
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quatre grandes familles s’ajoutent également plusieurs protéases dont le mécanisme
catalytique demeure, jusqu’a maintenant inconnu. Dans ce mémoire, nous nous

intéresserons tout spécialement aux métallo-endopeptidases.

1.2.2) Deuxiéme mode de classification basée sur des comparaisons évolutives

La facilité d’obtenir des séquences dérivées d’ADNc a ajouté un second niveau de
sophistication a la classification des peptidases, basé cette fois sur des considérations
évolutives. L’analyse de toutes ces séquences a permis d’identifier certains motifs
protéiques conservés chez plusieurs peptidases au cours de I’évolution. En 1993, Rawlings
et Barrett ont donc examiné prés de 600 séquences de peptidases, les séparant en famille et
en groupes de familles nommés clans. Quatre-vingt quatre familles ont ainsi été formées, et
partagées en quatre clans familiaux selon leur ressemblance évolutive. Nous pouvons donc
distinguer les clans des peptidases a sérine, & cystéine, a acide aspartique et les
métallopeptidases. A ces clans s’ajoutent, tout comme dans I'autre classification, des
peptidases dont les caractéristiques catalytiques sont encore inconnues. Contrairement a la
premiére méthode de classification, certains clans contiennent des endopeptidases et des
exopeptidases. Ce deuxiéme type de classification n’est donc pas compatible avec la
classification des enzymes basée sur les réactions qu’ils catalysent. La plus grande classe,
celle des métallopeptidases, contient 25 familles dont 13 constituent le clan zincine (voir
Figure 4). Les prochaines sections décriront cette deuxieme méthode de classification des

peptidases qui est également la plus couramment utilisée (revue par : Hooper, 1994).
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1.2.2.1) Métallopeptidases

Cette classe d’enzymes trés diversifiée est caractérisée par la présence d’un ion métallique,
généralement le zinc, dans le site actif de la peptidase. L'ion constitue un élément essentiel
au mécanisme d’action de I’enzyme. Pour plusieurs métallopeptidases, les résidus
impliqués dans la liaison du zinc ont ét¢ découverts par cristallisation et diffraction aux
rayons-X. Tel que mentionné précédemment, le séquencage des ADNc de plusieurs
métallopeptidases a permis d’établir un second niveau de classification, basé cette fois sur
des considérations de conservétions évolutives. Par exemple, la séquence en acides aminés
HEXXH, ou X représente n'importe quel acide aminé, est trés bien conservée chez les
métallopeptidases a zinc de type zincine et constitue donc un motif typique a ce clan. Les
autres clans contiennent les motifs HXXE, HXXEH et certaines familles peuvent méme lier
deux atomes de zinc. Les sections 1.4 & 1.7 détailleront le mécanisme d’action et les

caractéristiques structurales des différentes métallopeptidases a zinc que nous étudions.
1.3) Classification des peptidases a zinc

Les métallopeptidases a zinc possédent dans leur séquence une signature du zinc (Jongeneel
et al., 1989). Cette dernicre consiste en une séquence consensus composée des acides
aminés liant le zinc et un acide glutamique dit catalytique. Les peptidases a zinc ont pu étre
classées en différentes familles en fonction de la nature et de I’organisation des résidus qui
constituent leur séquence consensus (voir Figure 4) (revue par: Hooper, 1994). Les
peptidases contenant la séquence consensus de liaison au zinc HEXXH (Bode et al., 1993)

ont été classées dans le clan des zincines. Les deux histidines du motif consensus
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représentent des ligands du zinc alors que l'acide glutamique est impliqué dans la réaction
de catalyse. Dans ce mémoire, nous nous attarderons principalement & cette classe qui
contient la famille de métallopeptidases qui nous intéresse. Les inverzincines (HXXEH),
les carboxypeptidases (HXXE) et les DD-carboxypeptidases (HXH) constituent les trois
autres superfamilles de métalloprotéases a zinc. Ces derniéres seront rapidement abordées

dans les sections suivantes.

1.3.1) Zincines

Le clan des zincines contient plusieurs types de métallopeptidases a zinc que l'on peut

regrouper en deux grandes catégories, soit les gluzincines et les metzincines.

1.3.1.1) Gluzincines

Les gluzincines contiennent le motif zincine HEXXH décrit précédemment. Dans le cas des
gluzincines, ce motif est également suivi d'un troisiéme ligand du zinc, un acide glutamique
situé 24 a 64 résidus du c6té carboxy-terminal du motif zincine. Cette superfamille
regroupe la famille de la thermolysine, celle de I'endopeptidase neutre, ainsi que les
familles de l'enzyme de conversion de l'angiotensine et des aminopeptidases. Ces quatre:
derni¢res familles se distinguent par les acides aminés entourant l'acide glutamique
important pour la liaison du zinc. La famille de I'endopeptidase neutre est impliquée dans
un large spectre d’activités physiologiques. Jusqu’a maintenant, sept membres de cette
famille ont été identifiés et caractérisés (voir section 1.5 pour la description de ces

membres). La famille de 1'endopeptidase neutre constitue le point de mire de ce mémoire.



i4

En effet, nous rapportons l'identification et la caractérisation d'un tout nouveau membre de

cette famille.

1.3.1.2) Metzincines

Les metzincines, quant a elles, contiennent une séquence de liaison au zinc beaucoup plus
longue que celle des gluzincines. En effet, la séquence HEBXHXBGBXAH........ M constitue
la séquence consensus de cette famille, ou B est un gros acide aminé non-polaire. Chez les
metzincines, la derniére histidine du motif susmentionné (indiquée ici en italique) constitue
le troisiéme ligand du zinc. Cette superfamille contient également une méthionine, située 19
a 56 acides aminés en aval de la séquence consensus, qui induit une conformation
tridimensionnelle de type tour P (Methionine-turn) caractéristique de la famille. Parmi les
metzincines, nous pouvons retrouver la famille des astacines, de la serratia (serralysines),
de la reprolysine (ou adamalysines) et de la matrixine. Chacune de ces familles se distingue
par le résidu en aval du troisiéme ligand du zinc (histidine en italique) et par les résidus

entourant la méthionine dans le motif structural caractéristique de la superfamille.

1.3.2) Les Inverzincines

Ce petit groupe de métallopeptidases contient un motif inversé par rapport a celui des
zincines et est donc caractéris€é par le motif (HXXEH). Dans cette classe, le troisi¢éme
ligand de I’ion métallique est un acide glutamique situé environ 82 acides aminés en aval

du motif. Les inverzincines contiennent une seule sous-famille, soit celle des insulinases.
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1.3.3) Les Carboxypeptidases

La séquence consensus HXXE caractérise bien les carboxypeptidases. Les deux premiers
ligands du zinc correspondent & Ihistidine et a4 "acide glutamique de la séquence
consensus. Le troisiéme résidu associé au zinc est une histidine, localisée 100 acides
aminés en carboxy-terminal de la séquence consensus. Les carboxypeptidases A et B, qui
respectivement inhibent des zjrmogénes dans le pancréas (Pascual et al., 1989; Catasus et
al., 1992; Vendrell et al., 1992) et activent des plasminogenes (Eaton et al.,, 1991) sont de

bons exemples de cette famille.

1.3.4) Les DD-Carboxypeptidases

Les DD-carboxypeptidases utilisent trois histidines pour lier le zinc. Le motif consensus de
cette famille (HXH) contient deux des histidines liant le zinc, alors que le troisieme résidu

de liaison du zinc se situe, contrairement aux autres familles, en amont du motif.

1.4) Mécanisme d’action des gluzincines

La thermolysine est une enzyme bactérienne de Bacillus thermoproteoliticus trés bien
caractérisée. Elle fit la premiére enzyme des peptidases a zinc de la famille des gluzincines
a étre cristallisée. Le mécanisme d’action de ’enzyme sert d'ailleurs de modéle pour cette

famille (voir Figure 5).
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Figure 5: Mécanisme d’action de la thermolysine (Matthews, 1988). Les ponts hydrogénes
potentiels sont représentés par des pointillés et les interactions avec le zinc par des lignes
brisées. A) Liaison du zinc B) Formation de I'intermédiaire pentacoordonné C) Protonation

de I’azote du lien peptidique D) Clivage du lien peptidique.
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Dans le cas des métallopeptidases a zinc de type hydrolase comme les gluzincines, I’ion
métallique effectue une liaison de coordination avec trois acides aminés de 1’enzyme et une
molécule d’eau activée qui demeure ainsi retenue dans le site catalytique (Vallee and Auld,
1990). Les ligands du zinc dans le site actif des hydrolases sont le plus fréquemment :

histidine >> acide glutamique > acide aspartique.

Le mécanisme d’action de la thermolysine débute par la liaison de coordination entre le
zinc du site actif et 'oxygeéne du groupement carbonyle du lien peptidique a cliver. Le zinc
passe alors d’un état de tétracoordination a un état de pentacoordination. Ceci induit la
polarisation d’une molécule d’eau associée a un acide glutamique du site actif de I’enzyme
aussi décrit comme l'acide glutamique catalytique. La molécule d'eau polarisée, devenue un
nucléophile puissant, attaque ensuite le carbone du lien peptidique. Il s’ensuit une
protonation de ’atome d’azote du lien peptidique provoquant ainsi la scission du lien et le

relachement de deux sous-produits (Matthews, 1988).

1.5) La famille de I'endopeptidase neutre

La famille de l'endopeptidase neutre (EPN, Neutral Endopeptidase-24.11, néprilysine, EC
3.4.24.11 ou MME pour membrane metallo-endopeptidase selon le human genome
nomenclature database) fait partie des gluzincines et porte le nom de la peptidase servant
de prototype pour la famille. Pour faire partie de la famille de I'EPN, la peptidase doit
contenir, en plus du motif gluzincine, la séquence ENXADXGG ou l'acide glutamique est
le troisiéme ligand du zinc (Rawlings and Barrett, 1993). Ce dernier motif se retrouve donc

64 acides aminés en aval de la séquence consensus de liaison au zinc HEXXH. L'acide
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aspartique (D) joue, quant a lui, un réle essentiel dans la stabilisation de I'état de transition

et dans l'activité hydrolytique.

La famille de 'EPN est née suite a l'identification de plusieurs peptidases possédant une
forte identit¢ de séquence avec I'EPN. La famille est composée a ce jour de sept membres
soit: ’EPN, ECE-1, ECE-2, PHEX, KELL, ECEL1, SEP/NL1/NEPII/MMEL1. Une
activité de type enzyme de conversion de ’endothéline a été détectée dans I’iris de beeuf et
pourrait correspondre a un huitiéme membre de la famille (Hasegawa et al., 1998).
Cependant, comme ’ADNc de la protéine correspondant a cette activité n’a pas été cloné,
nous n’en discuterons pas dans ce mémoire. L'alignement de séquence des divers membres
de la famille montre une conservation des séquences consensus permettant un mécanisme
catalytique semblable (voir section 1.7 et Figure 8). La conservation de dix cystéines entre
les différents membres suggére également un repliement tridimensionnel semblable. Tel
que mentionné précédemment, nous avons identifié un nouveau membre de la famille de
IEPN. Afin de bien mettre en évidence la famille et I’implication physiologique de ses
différents membres, chaque enzyme connue sera d’abord décrite d’un point de vue
fonctionnel. La derniére section permettra ensuite de comparer les divers membres selon
leurs caractéristiques structurales. Débutons donc avec le premier membre de la famille a

avoir été identifié et qui sert de modele pour cette famille: ’EPN.

1.5.1) L’EPN

L'EPN a tout d'abord été décrite par Kerr et Kenny, en 1974, comme une protéine associée

aux membranes de bordure en brosse de rein de lapin. Une fois purifiée du cortex rénal,
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I'EPN a été retrouvée dans la fraction microsomiale de I'homogénat et a pu étre relachée
suite & un traitement aux protéases, suggérant une localisation membranaire de l'enzyme
(Kerr and Kenny, 1974b). L'EPN fut nommée ainsi a cause de sa capacité a pouvoir
hydrolyser la chaine B de l'insuline et ce, & pH neutre. Plus tard, des études ont démontré
que la partie active de la protéine se situe a l'extérieur de la cellule, ce qui lui permet de
dégrader les substrats a la surface cellulaire (Booth and Kenny, 1980). L'endopeptidase
neutre fut beaucoup étudi€e au cours des derniéres années a cause de son implication dans

une grande variété¢ de phénomenes physiologiques importants.

1.5.1.1) Distribution tissulaire et cellulaire et fonctions physiologiques de I'EPN

L'EPN hydrolyse in vitro, une panoplie de substrats. Cependant, afin de mieux connaitre le
role physiologique de I'EPN, plusieurs chercheurs se sont tournés vers des études de
localisation in vivo. Les sites d’expression de 'EPN coincident avec la cartographie in vivo
de sites d’expression de ses substrats potentiels et de leurs récepteurs. L'EPN est exprimée
dans plusieurs tissus, sans toutefois étre ubiquiste. On en retrouve dans le systéme nerveux
central (SNC), les reins, les intestins, les noeuds lymphatiques, le placenta, les poumons,
les testicules, la prostate, les fibroblastes, les neutrophiles, les chondrocytes du cartilage
articulaire, la moelle osseuse, les os du crane et de la mandibule, les vertébres, les glandes
salivaires, les glandes exocrines et dans un grand nombre de cellules épithéliales et
endocrines (Roques et al., 1993). L'expression de 'EPN varie d'un tissu a l'autre. Elle est en
fait constitutive dans certains tissus (ex: cerveau et rein) et régulée dans d'autres tissus (ex:
lymphocytes et granulocytes). La fonction de 'EPN n'a cependant pas encore été identifiée

dans chacun de ces tissus. Cette différence d’expression provient de 1’influence régulatrice
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de divers effecteurs présents de facon différente dans les tissus. On retrouve sur le géne
humain de I’EPN, trois promoteurs qui permettent de produire quatre transcrits différents
(D'Adamio et al., 1989; Ishimaru and Shipp, 1995). Chacun de ces transcrits semble étre
exprimé de fagon tissu spécifique et de fagon régulée durant le développement. Les
promoteurs du géne MME possédent des éléments de réponse de différents facteurs de
transcription (ex: PU.1, PEA3, SP1). L’expression régulée de ces facteurs de transcription
fait en sorte de diriger I’expression de 'EPN dans certains tissus préférentiellement, en

fonction du stade de développement.

Le role physiologique de I'EPN est essentiellement d'inactiver de petits peptides
biologiquement actifs. Elle crée également une barriére enzymatique qui permet de
contrbler la concentration de certains peptides au niveau de leur cellule cible. En
hydrolysant certains peptides, I'EPN permet également de favoriser la réabsorption des
peptides au niveau du rein et de l'intestin. La premiére fonction physiologique de I'EPN &
étre identifiée fut dans le cerveau, ou elle régule la demi-vie de certains neuropeptides,
comme la substance P et les enképhalines (Malfroy et al., 1978). L'EPN agit donc sur la
transmission du signal nociceptif. De plus en plus d’évidences suggérent aussi qu’une perte
d’expression de PEPN favorise le développement de la maladie d’Alzheimer (Iwata et al.,
2000; Yasojima et al., 2001). On a également démontré l'importance de I'EPN dans d'autres
systémes tels que dans la régulation de l'inflammation, dans la différenciation et la
prolifération cellulaire ainsi que dans le transit gastro-intestinal. L’EPN joue aussi un role
déterminant dans la régulation de 1'équilibre eau-électrolyte et de la pression sanguine, car
elle contrdle l'activité du peptide natriurétique auriculaire, de la bradykinine et de

l'endothéline-1 dans le rein (revue par : Wilkins et al., 1993). Le role de I'EPN dépend en
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fait de sa localisation cellulaire et de la disponibilité de ses substrats (Roques et al., 1993;
Lu et al., 1995; Turner and Tanzawa, 1997). Chacune des implications physiologiques de

I'EPN sera détaillée dans les prochaines sections.

1.5.1.2) Modulation du signal nociceptif

L'EPN et son transcrit se retrouvent dans le systéme nerveux central des mammiféres. En
effet, des études impliquant I'utilisation d'un inhibiteur spécifique tritié ([(3HJHACBO-Gly),
ont permis de localiser 'EPN dans le cerveau de rat (Waksman et al., 1984; Waksman et
al., 1986). Ces résultats furent également confirmés par des études de détection
immunologiques (Matsas et al., 1986; Pollard et al., 1989) par l'utilisation de substrat
fluorescent (Back and Gorenstein, 1989) ainsi que par hybridation in situ (Gaudoux et al.,
1993). L'EPN se retrouve dans de nombreuses régions du cerveau et est particuliérement
abondante dans le plexus choroide du quatriéme ventricule, la substance noire, le noyau
caudé, le pallidum, la couche glomérulaire du bulbe olfactif, le tubercule olfactif, le noyau
accumbens, le gyrus dentelé et la substance gélatineuse de I'épine dorsale. L'EPN est

présente dans les zones du cerveau attribuées a la perception de la douleur.

Dans le systéme nerveux central, l'enzyme semble jouer un réle important dans la
dégradation des enképhalines, des peptides ayant la capacité¢ d'engendrer un effet anti-
nociceptif. Cette fonction est appuyée par la corrélation de la localisation de I'enzyme avec
celle des enképhalines et de leurs récepteurs opioides p et & (Waksman et al., 1986).
L'inhibition de I'enzyme prolonge donc la demi-vie des enképhalines endogénes diminuant

ainsi la perception de la douleur. Il a cependant été démontré que l'aminopeptidase N, une
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enzyme également localisée dans le cerveau et le systéme nerveux (Barnes et al., 1994;
Kunz et al., 1994; Olsen et al., 1997), dégrade, elle aussi, les enképhalines (Hambrook et
al., 1976; Vogel and Altstein, 1979; de la Baume et al., 1983). De plus en plus d'inhibiteurs
mixtes, régulant les deux peptidases, ont été congus afin de contrdler le niveau
d'enképhalines endogénes. Ces analgésiques ont l'avantage de ne pas créer d'effet de
dépendance physique et psychologique comme c'est le cas pour la morphine (Noble et al.,
1992; Noble et al., 1993). Un autre substrat potentiel de I'EPN dans le SNC est la substance
P qui se retrouve dans la substance noire du cerveau (Barnes et al, 1993). Ce
neurotransmetteur est impliqué dans le contrdle de la perception de la douleur (Oblin et al.,

1989) et peut étre clivé par I'EPN in vitro (Matsas et al., 1983; Matsas et al., 1984).
1.5.1.3) EPN vs Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est un désordre neurodégénératif caractérisé par I’accumulation
d’amyloide dans le cortex cérébral du cerveau, formant des plaques séniles extracellulaires
(Selkoe, 1991; Selkoe, 1993). Le constituaht majeur de ces plaques est un peptide de 39-43
acides aminés appelé peptide amyloide-f qui provient du clivage d’un précurseur amyloide
(Masters et al., 1985; Kang et al., 1987). Des ¢tudes récentes suggérent que ’enzyme
principalement responsable de la dégradation du peptide amyloide-B(142) soit 'EPN ou une
enzyme dont Pactivité est trés reliée. En effet, I'infusion d’inhibiteur de 'EPN dans le
cerveau provoque une accumulation du peptide amyloide-B142) endogéne (Iwata et al.,
2000). De plus, en 1995, le groupe de Howell avait déja démontré que 'EPN dégrade le
peptide amyloide-B(i40) in vitro. Ces études proposent donc un rdle neuroprotecteur de

I’EPN qui favoriserait 1’élimination de fragments peptidiques potentiellement toxiques au
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niveau du cerveau. Récemment, un second groupe a rapporté une diminution de I’ARNm
de 'EPN dans Phippocampe et le gyrus temporal de cerveaux de personnes atteintes de la
maladie d’Alzheimer (Yasojima et al., 2001). Ces deux régions sont généralement
vulnérables a la formation de plaques séniles. Les diminutions des niveaux d’ARNm sont
également reliées a une diminution de la protéine de I’EPN. Ces résultats suggérent qu’une
diminution des niveaux d’expression de ’EPN entraine une diminution de la dégradation

du peptide amyloide-p, contribuant ainsi au développement de la pathologie.

1.5.1.4) Régulation de I'équilibre eau/électrolytes

L'EPN a tout d'abord été identifiée dans les membranes de rein, plus précisément dans les
bordures en brosse des cellules épithéliales des tubules proximaux droits et contournés
(Kerr and Kenny, 1974b). Le rein est d'ailleurs le tissu dans lequel I'enzyme est le plus
exprimée, représentant 4 4 5 % des protéines totales des cellules épithéliales. L'EPN y joue
un role prépondérant de maintient de I'€quilibre eau-électrolytes en régulant I'activité de
certains peptides comme 1'ANP, les kinines et l'endothéline (ET) (revue par : Wilkins et al.,
1993). L'ANP et les kinines sont des peptides agissant sur la diurése et la natriurése
(Sonnenberg et al., 1988; Erdos, 1990; Carretero and Scicli, 1991). Ces peptides ont donc la
capacité de diminuer la pression artérielle. L'inhibition de I'EPN favorise I'excrétion d'eau
et d'électrolytes, induisant ainsi un effet hypotenseur trés utilisé dans le traitement de
I'hypertension (Gros et al., 1989; Richards et al., 1991; Singer et al., 1991; Richards et al.,

1993).
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L'ET est plutét un vasoconstricteur puissant. Il fait diminuer le volume urinaire et
augmenter la pression sanguine en diminuant la filtration glomérulaire au niveau du rein
(Kohan, 1991). A ce niveau, I'EPN agit en tant qu'hypotenseur. L'EPN est donc impliquée
dans deux mécanismes opposés de régulation de la pression sanguine. Son action permet de

conserver I'homéostasie du systéme de pression artérielle.

1.5.1.5) Régulation de la réaction inflammatoire

Lorsque les neurones sensoriels des voies respiratoires sont stimulés par des éléments
chimiques ou électriques, ils relachent des tachykinines (dont la substance P) (Borson,
1991; Nadel, 1992). Ces neuropeptides déclenchent alors une réaction inflammatoire.
L'action des neuropeptides est cependant régulée trés rapidement par I'EPN qui les inactive
(Nadel, 1991; Nadel, 1992; Lilly et al., 1993). La modulation de l'intensité de la réponse
inflammatoire des voies respiratoires se fait donc grace a I'EPN. Cette derniére est exprimée -
a la surface de plusieurs types cellulaires du systéme respiratoire, comme par exemple les
cellules endothéliales, le muscle lisse, les glandes, les vaisseaux sanguins et les neurones
(Borson et al., 1989). Les inhibiteurs de 'EPN potentialisent donc I'effet de la substance P,
produisant une réaction inflammatoire plus sévére (revue par : Nadel, 1992). Dans d'autres
cas cependant, la prise exogéne d'EPN ou l'augmentation des niveaux d'expressidn de
I'enzyme permet de potentialiser I'action de I'EPN. Par exemple, dans certaines situations
pathologiques qui entrainent une réaction inflammatoire accrue (crise d'asthme, fibrose
kystique, infection virale, bronchite), on tente de diminuer l'effet des tachychynines en

“augmentant les quantités d'EPN disponibles (revue par : Borson, 1991).
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L’EPN est également impliquée dans la modulation de I’inflammation bactérienne des
voies respiratoires. Ces bactéries libérent des peptides comme le N-formyl-méthionyl-
leucyl-phénylalanine (fMLP). Ces messagers produisent un effet chimioattractif et
provoquent la réaction inflammatoire lorsqu'ils se lient & leurs récepteurs situés sur la
surface des neutrophiles polymorphonucléaires. Le fMLP peut cependant &tre dégradé par
I'EPN située en surface des neutrophiles polymorphonucléaires (Connelly et al., 1985;
Painter et al., 1988). L'EPN pourrait donc moduler la chémotaxie et par conséquent,

l'intensité de la réaction inflammatoire.

Le choc septique chez les souris peut étre provoqué par l'injection de molécules comme la
D-galactosamine et les lipopolysaccharides endotoxiques de Salmonella enteriditis. L'EPN
semble avoir un réle protecteur & ce niveau, car elle diminue l'intensité de la réaction
inflammatoire. En effet, des souris homozygotes déficientes pour I'EPN sont 100 fois plus
sensibles aux chocs septiques que les souris de type sauvage. L'implication exacte de I'EPN

dans ce phénomeéne demeure cependant encore inconnu (Lu et al., 1995).

1.5.1.6) Digestion des peptides du bol alimentaire et régulation du transit gastro-

intestinal

L'EPN intestinale intervient soit dans la digestion du bol alimentaire ou dans le transit
gastro-intestinal et ce, en fonction de sa localisation cellulaire. Les cellules de 1'épithélium
de méme que les muscles lisses et les sous-muqueuses expriment I'EPN. Au niveau des
cellules épithéliales, I'EPN hydrolyse les peptides ingérés et favorise leur absorption par le

tractus gastro-intestinal. Par ailleurs, I'EPN du muscle lisse agirait plut6t au niveau du
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transit gastro-intestinal en modulant la concentration de certains neuropeptides comme les
enképhalines et la substance P (Nau et al, 1985; Marcais-Collado et al., 1987). La
substance P favorise la contraction du muscle lisse de l'intestin. L'inactivation de ces
neuropeptides, par 'EPN, au niveau du site effecteur permettrait de réguler le péristaltisme
(Matsas et al., 1983; Bunnett et al., 1985; Bunnett et al., 1988a; Bunnett et al., 1988b). Les
enképhalines, quant & elles, diminuent le mouvement gastro-intestinal en agissant sur le
transport des fluides et des ions a travers la membrane cellulaire de la muqueuse intestinale
(Schang et al., 1986; revue par : Coupar , 1987 );. Les inhibiteurs de I'EPN produisent donc
un effet antidiarrhéique et sont utilisés comme agents pharmacologiques pour régler ce

probléme.

1.5.1.7) Différentiation et prolifération cellulaire

CALLA est un antigéne cellulaire spécifique exprimé a la surface des cellules malignes. Il a
d'ailleurs facilité le diagnostic de certains cancers humains. On retrouve CALLA dans prés
de 80 % des cas de leucémie aigué de type lymphoblastique pré-B (Greaves, 1975; Greaves
et al,, 1983). Le clonage et la caractérisation de CALLA ont en fait démontré qu'elle était
identique a 'EPN (Letarte et al., 1988; Shipp et al., 1988). CALLA/EPN ne se retrouve pas
seulement sur les lymphoblastes malins, mais également a la surface des précurseurs des
lymphocytes phénotypiquement normaux et en faible quantité sur les cellules B et T
matures (Beaumont et al., 1989; Mari et al., 1992; Mari et al., 1994; Guerin et al., 1997). Il
a d'ailleurs été proposé que I'EPN intervienne dans la différenciation et la maturation des
lymphocytes (revue par : LeBien, 1989) en contrdlant un signal peptidique encore non

identifié et impliqué dans le processus.
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D'autre part, la prolifération de certains types cellulaires est modulée par I'EPN. Les études
de Sunday (1992) et King (1993) suggérent que I'EPN située & la surface de 1'épithélium
pulmonaire foetal inactive les bombesin-like-peptides (BLPs), de puissants mitogénes. Ceci
aurait donc pour effet de ralentir la croissance cellulaire. Par ailleurs, les travaux de Shipp
en 1991 ont permis de démontrer qu'une inhibition de 'EPN permettait de stimuler la
croissance de carcinomes pulmonaires a petites cellules, en raison de l'augmentation des
BLPs. De plus, certains types de carcinomes pulmonaires, de cancer de la prostate
indépendants des androgénes et de lignées cellulaires de cancer du sein démontrent un
faible taux d'expression de I'EPN (Ganju et al., 1994; Cohen et al., 1996; Papandreou et al.,
1998; Burns et al., 1999). L'EPN agit donc dans ces divers cas comme un agent modulateur
de la croissance cellulaire et permet de protéger les tissus d'une prolifération cellulaire

excessive.

1.5.1.8) L'EPN dans les fluides physiologiques

Une forme soluble de I'EPN a ét€ identifiée en 1984 dans le sérum humain (Almenoff et al.,
1984). Par la suite, d'autres fluides physiologiques comme le sang, l'urine, le liquide
amniotique, le liquide synovial et le fluide cérébro-spinal semblent contenir une forme
d'EPN soluble (Deschodt-Lanckman et al., 1989; Gros et al., 1990; Spillantini et al., 1990;
Appelboom et al., 1991; Nortier et al., 1995; Di Marco et al., 1998). Cependant, comme
I'EPN se retrouve en faible concentration dans ces fluides, il est difficile de trouver
I'importance physiologique de cette forme soluble de la protéine. Jusqu'a maintenant,
aucune évidence ne permet de savoir si I'EPN se retrouve physiologiquement dans ces

fluides ou si sa présence provient de la dégradation naturelle des cellules.
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1.5.1.9) Souris EPN (-/-)

En 1995, Lu et coll. ont généré une lignée de souris déficientes pour le géne MME. Ces
souris se développent normalement. Par contre, on a noté chez ces animaux, une sensibﬂite’
extréme aux chocs endotoxiques par rapport aux souris de type sauvage. En effet, si on
induit un choc endotoxique par injection d’endotoxines lipopolysaccharidiques de S.
enteriditis couplées a la D-galactosamine, les souris déficientes en EPN présentent un taux
de mortalité 100 fois supérieur a celui observé chez les souris de type sauvage. De plus, la
peptidase serait impliquée dans le maintient & des niveaux de base faibles des peptides pro-
inflammatoires SP et BK. L’absence d’EPN conduirait & une augmentation de la
perméabilité microvasculaire via les récepteurs de la neurokinine (NK1) et de la
bradykinine (B2). Les études sur les souris EPN (-/-) mettent en évidence I'importance de

la protéine dans les phénoménes d’hypotension et d’inflammation incontrdlés.

1.5.2) ECE

Les endothélines sont des peptides jouant plusieurs rdles de premier plan. Elles permettent
entre autre, de maintenir un bon tonus vasculaire. Trois types d'endothélines ont été
caractérisés et logiquement appelés ET1, ET2 et ET3. Ces trois membres sont synthétisés et

relachés dans le milieu extracellulaire sous forme de précurseurs inactifs (big-ET).

La sous-famille de I'ECE (endothelin-converting enzyme) permet d'hydrolyser Ies
précurseurs des endothélines afin de libérer les peptides actifs. Deux membres de la sous-

famille de I'ECE ont été identifiés jusqu'da maintenant. Chacune de ces protéines posséde
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une distribution tissulaire, une localisation cellulaire et une spécificité de clivage différente.
ECE-1 fut purifiée d'une préparation de microsomes de poumons de rats (Takahashi et al.,
1993). Un an plus tard, le clonage de 'ADNc bovin d’ECE-1 démontra la ressemblance‘
d’ECE-1 avec I'EPN (Xu et al., 1994). Le groupe d’Emoto (1995) clona quant a lui, une
seconde enzyme s’apparentant &8 ECE-1 a partir d'ADNc bovin, soit ECE-2. Cette derniére

clive également la big-ET.

ECE-1 est le membre de cette sous-famille le mieux caractérisé. Trois isoformes d'ECE-1
ont ét¢ identifiées et nommées a, b et ¢ (revue par : Turner et al., 1998). Ces isoformes
proviennent de l'usage de promoteurs différents pour un méme géne. ECE-1a humaine se
retrouve a la membrane, ECE-1b se situe dans un compartiment intracellulaire,
probablement les endosomes précoces ou tardifs alors quUECE-lc se retrouve a la
membrane plasmique ainsi que dans certains domaines intracellulaires (Azarani et al.,
1998). ECE-1 se retrouve dans plusieurs tissus comme dans les cellules de Leydig des
testicules, la granulosa et les cellules theca des ovaires, la surrénale, les cellules
endothéliales de l'aorte, des poumons, du rein, du foie, du coeur ainsi que dans certaines
cellules sécrétrices comme les ilots pancréatiques (revue par : Turner and Tanzawa, 1997,
Korth et al., 1999). ECE-1 hydrolyse préférablement le précurseur inactif, la big
endothéline-1 en endothéline-1, un vasoconstricteur puissant. Récemment, des études ont
montré quECE-1 pouvait dégrader in vitro d'autres peptides tels que la bradykinine, la
calcitonine, I'ANP, la chaine B de l'insuline oxydée, l'angiotensine, la neurotensine et la
substance P (Hoang and Turner, 1997; Johnson et al., 1999). ECE-2 clive également
préférentiellement la big-endothéline-1, mais & pH inférieur, probablement a l'intérieur du

réseau frans-Golgi ou des granules de sécrétion (Emoto and Yanagisawa, 1995). Des souris
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homozygotes négatives pour ECE-1 (ECE(-/-)) meurent in ufero et présentent le méme
phénotype que les souris déficientes pour les endothélines ou leurs récepteurs. Ceci
démontre donc quECE-1 joue un réle important dans le développement (Yanagisawa et al.,
1998). Les souris présentent des anomalies craniofaciales et cardiaques. Les souris ECE-1(-
/-) présentent également une absence de mélanocytes de I'épiderme et des neurones

entériques de l'intestin distal comme les souris ET-3(-/-).

1.5.3) PHEX

PHEX (PEX) a tout d’abord été identifi¢e chez des patients souffrants d’hypophosphatémie
reliée au chromosome X (XLH) (The HYP Consortium, 1995). Cette maladie héréditaire
est caractérisée par une diminution de la réabsorption de phosphate au niveau du tubule
rénal (hypophosphatémie) et par un déréglement du métabolisme de la vitamine D. La
maladie cause le rachitisme, des retards de croissance et de l'ostéomalacie. Le géne PHEX a
été localis€¢ sur le chromosome X au site p22.1, par des marqueurs de microsatellites
extrémement polymorphiques, en utilisant des échantillons d'ADN de 150 familles

porteuses de la maladie XILH.

PHEX est exprimée de fagcon préférenticlle dans le tissus osseux ainsi que dans les dents.
On retrouve I’ARNm de la protéine plus particuliérement au niveau des ostéoblastes et des
odontoblastes d'ou son réle dans la minéralisation (Du et al., 1996; Ruchon et al., 1998).
PHEX peut donc étre utilisée comme marqueur des cellules différenciées des tissus
minéralisés. On retrouve également PHEX dans le foie, les ovaires, les poumons et le

muscle squelettique de foetus humains ainsi que dans les poumons, les testicules, le
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cerveau, les ovaires d'adultes (Beck et al., 1997; Grieff et al., 1997) et les tissus tumoraux
associés a l'ostéomalacie hypophosphatémique (Lipman et al., 1998; revues par : Econs and
Francis, 1997; Rowe, 1998; Tenenhouse, 1999). PHEX est une peptidase probablement
impliquée dans la régulation de 1’homéostasie du phosphate, de la minéralisation osseuse et
du métabolisme de la vitamine D, bien qu’aucun substrat physiologique spécifique n’ait été
attribué a cette enzyme jusqu’a maintenant. Le substrat pourrait étre impliqué dans la
réabsorption rénale du phosphate (revue par : Econs and Francis, 1997). PHEX pourrait
avoir comme substrat la phosphatonine, une hormone circulante hypothétique
phosphaturique qui serait responsable de I'nypophosphatémie (Econs et al., 1994). PHEX
est incapable d'hydrolyser l'analogue de la Leu-enképhaline (Lipman et al., 1998), un
substrat de 'EPN. La méme équipe a ¢galement démontré que PHEX pouvait hydrolyser, in
vitro, la PTH(1-38) et PTH(1-34), deux peptides qui inhibent la réabsorption de phosphate

au niveau du rein et qui constituent des candidats de substrats physiologiques de PHEX.

1.5.4) KELL

Kell a été tout d’abord décrite comme un antigéne des groupes sanguins. Cette protéine est
exprimée sur la membrane des érythrocytes humains (revues par : Marsh, 1992; Redman
and Lee; 1995). Elle peut causer des réactions hémolytiques trés sévéres, en présence
d'incompatibilité¢ de I'antigéne, lors de transfusions sanguines et peut également engendrer
une érythroblastose chez le nouveau-né. Le transcrit de Kell est présent dans la moelle
osseuse et le foie foetal et pourrait étre exprimé uniquement dans les tissus érythroides.
Récemment, les travaux de Lee et coll. (1999) ont permis de démontrer que Kell clive

spécifiquement la big endothéline 3 au site Trp21-Ile22, produisant ainsi I'endothéline 3.
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Kell peut également couper la big ET-1 et 2 afin de reldcher I'ET-1 et ET-2, mais son
affinité pour ces substrats est moindre (Lee et al, 1999). Il est 4 noter cependant que
l'importance physiologique du clivage des précurseurs des endothélines par Kell reste a étre
démontrée in vivo. Kell ne semble pas indispensable, car certains individus n'expriment pas
la protéine et ne démontrent pas de phénotype marqué (revues par : Marsh, 1992; Redman

and Lee, 1995).

1.5.5) ECEL1

Au cours des deux derniéres années, deux nouveaux membres de la famille ont été
identifiés. Parmi ceux-ci, ECEL1 (XCE/DINE) est préférenticllement exprimée dans le
systéme nerveux ceptral. L'ADNc d'ECELT1 a été rapporté pour la premiére fois en 1999 par
le groupe de Valdenaire. La séquence compléte a été obtenue par criblage d'une banque
d'’ADNc de tissus neuroganglionnaires tumoraux humains a partir de courtes séquences
similaires 8 ECE-1 (ESTs). Contrairement a la plupart des autres membres de la famille qui
sont exprimés au niveau des membranes plasmiques, ECEL1 se retrouve préférentiellement
dans le réticulum endoplasmique rugueux de cellules transfectées alors qu’une infime
proportion se rend a la membrane plasmique (A. Benoit, M.A. Vargas, L. DesGroseillers,
G. Boileau en préparation). La distribution cellulaire de la protéine endogéne provenant de
cerveau et d’hypophyse de souris démontre le méme patron d’expression (A. Benoit, M.A.
Vargas, L. DesGroseillers, G. Boileau en préparation). Des analyses par buvardage de type
Northern et buvardage par point (dot-blof) ont permis de détecter I’expression tissulaire de
PARNm d’ECEL1 (Valdenaire et al., 1999; Valdenaire and Schweizer, 2000). Le transcrit

N

est absent de plusieurs organes périphériques tels que le coeur et le foie. Par contre le
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niveau d’ARNm est fortement élevé dans les ovaires, ’hypophyse, la surrénale et dans
certaines régions spécifiques du systéme nerveux comme le noyau caudé, le putamen, le
noyau subthalamique, la moelle épiniére et le bulbe rachidien. Le patron de distribution de

I’ARNm d’ECEL1 suggeére une fonction neuro-endocrine de la protéine.

Jusqu'a maintenant, aucun substrat physiologique d'ECEL1 n'a encore été identifié. ECEL1
est incapable de cliver in vitro la préET1, préET2, préET3, ET-1, galanine, calcitonine,
bradykinine, Met-enképhaline et la Leu-enképhaline (Valdenaire et al, 1999) ainsi que
OGP, la PTH1P .34, lIa PTH 1.84, la substance P et ’a-CGRP (A. Benoit, M.A. Vargas, L.
DesGroseillers, G. Boileau en préparation). Par contre, I’homologue de I’enzyme chez le rat
(DINE) hydrolyse in vitro le peptide fluorogénique Z-Gly-Gly-Leu-pNA, qui est reconnu
comme un substrat synthétique de I'EPN (Kiryu-Seo et al., 2000). De plus, ce clivage est
inhibé par des inhibiteurs des métallopeptidases tels que le phosphoramidon, ’'EDTA, Ia

1,10-phénanthroline et le thiorphan.

Bien que les substrats in vivo d’ECEL1 soient encore inconnus, la peptidase semble étre
impliquée dans le contrdle de la respiration (Valdenaire and Schweizer, 2000). En effet, les
souris transgéniques déficientes en ECEL1 sont caractérisées par une mort néonatale,
indiquant une fonction critique et non-redondante de la protéine. Ces souris meurent
d’anoxie, causée par une déficience du systéme respiratoire, immédiatement aprés la
naissance. ECEL1 pourrait donc étre impliquée dans le contrdle central de la respiration.
D’autre part, PARNm de I’enzyme de rat (DINE) est augmenté dans les neurones Iésés
(Kiryu-Seo et al,, 2000). De plus, I’expression de DINE dans les cellules COS inhibe

partiellement I’apoptose induite par le céramide C2. L’enzyme pourrait augmenter
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I’expression de certaines enzymes anti-oxydantes comme la Cu/Zn-superoxide dismutase,
la Mn-superoxide dismutase et la glutathione peroxydase (Kiryu-Seo et al., 2000). Bien que
cette augmentation d’expression soit insuffisante pour réchapper les cellules endommaggées,
elle peut moduler le profil apoptotique des cellules neuronales. D’autre part, des études de
RT-PCR quantitatives et semi-quantitatives en temps réel suggérent une implication
d’ECELI dans la régulation de la croissance et de la différentiation des neuroblastomes
puisque les niveaux d’expression du transcrit sont faibles dans ces cellules cancéreuses
(Kawamoto et al., 2000). L'identification précise des substrats physiologiques d’ECEL1
ainsi que la localisation de la protéine et de ses substrats potentiels permettront d’éclaircir

les fonctions de ’enzyme.

1.5.6) SEP/NL1/NEPII/MMEL1

Vers la fin de l'année 1999 et le début de I'année 2000, trois équipes de chercheurs ont
rapporté l'identification d'un autre membre de la famille de 'EPN. SEP (Ikeda et al., 1999),
également connue sous le nom de NL1 (Ghaddar et al., 2000), a été amplifiée en utilisant
des oligonucléotides dégénérés pour la famille de 'EPN. Des réactions de RT-PCR sur
I'ARNm d'embryons de souris ECE (-/-) et sur ' ARNm de testicules de souris sauvages, ont
permis d'isoler un premier fragment d'ADN de la protéine. Ce fragment fut utilisée par la
suite pour cribler une banque d'ADNc de testicules de souris. Peu de temps aprés
I’identification de la protéine de souris, une troisiéme équipe de chercheurs a cloné un
paralogue chez le rat (NEPII) (Tanja et al., 2000). Dans le reste de ce mémoire, nous
utiliserons cependant le nom officiel proposé par la human genome nomenclature database,

soit MMEL]1, pour désigner la protéine SEP/NL1/NEPIL
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Les études de transfection cellulaire ont pérmis de localiser la protéine principalement dans
le milieu des cellules en culture (Ikeda et al., 1999; Ghaddar et al., 2000). Contrairement
aux autres membres de la famille, MMEL1 est sécrétée dans le milieu extracellulaire et
pourrait donc agir de fagon paracrine. Des études de glycosylation par les enzymes endoH
et PNGase F ont permis de démontrer que la forme sécrétée correspond & une forme mature
de la protéine, car elle contient les sucres ajoutés lors de son passage dans l'appareil de
Golgi (Ghaddar et al., 2000). Il est a noter qu'une forme membranaire de la protéine a
également ét¢ identifiée lors de ces expériences. Cependant, la protéine MMEL1 provenant
de Pextrait cellulaire est beaucoup moins abondante que la forme soluble et correspondrait
a une espece intracellulaire qui n’aurait pas franchi I’appareil de Golgi. Ces résultats de
localisation cellulaire ont également pu étre visualisés par des études d'immunocytochimie

(Ikeda et al., 1999).

La sécrétion de I’enzyme est due a la présence d’un site potentiel de clivage par une
proprotéine convertase de type subtilisine caractérisé par la séquence suivante: Arg58-Thr-
Val-Val-Lys-Arg63. Des études de mutagénese dirigée ont en effet démontré que des
mutations dans ce site de clivage (Lys62-Arg63/Asn62-Gly63) bloquent la sécrétion de
I'enzyme qui se retrouve alors a l'intérieur de la cellule (Ghaddar et al., 2000). De plus, une
cotransfection des cellules avec MMELI1 et avec un inhibiteur des proprotéines convertases
de type subtilisine, réduit les niveaux de sécrétion de la protéine qui se retrouve alors dans

l'extrait cellulaire (Ghaddar et al., 2000).
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Par ailleurs, les travaux d’Tkeda ef al. (1999) démontrent l'existence de plus d'une isoforme
de la protéine et ce, dans différents tissus. L'isoforme la plus courte correspondant a
MMEL1, est le résultat d'un épissage alternatif permettant de retrancher un fragment de 69
pb localisé¢ immédiatement en aval du domaine transmembranaire. La délétion élimine le
site potentiel de clivage par la proprotéine convertase de type subtilisine et retient donc la

protéine & la membrane.

MMELLI est I'enzyme de la famille qui ressemble le plus & 'EPN tant pharmacologiquement
qu'enzymatiquement. Plusieurs substrats de MMEL1 communs & ECE-1 et a I'EPN ont pu
étre identifiés in vitro comme la d-Ala2-Leu5 enképhaline, l'angiotensine I, 'ANP, la
bradykinine, la big-endothéline I et la substance P (Ikeda et al., 1999; Ghaddar et al., 2000).
MMEL1 est inhibée par le phosphoramidon, mais également par le thiorphan, un inhibiteur

jusqu’a maintenant spécifique & P’EPN (Ikeda et al., 1999; Ghaddar et al., 2000).

MMELLI est trés fortement exprimée dans les testicules de souris adultes (Ghaddar et al.,
2000). On en retrouve dans les cellules germinales de la face luminale des tubules
séminiferes, plus spécifiquement dans les spermatides ronds et allongés durant le stade de
maturation des spermatozoides. Aucun signal n'a cependant pu étre détecté dans les
spermatozoa, les spermatocytes, les spermatogonies, les cellules de Sertoli et les cellules
interstitielles. MMEL1 pourrait donc étre impliquée dans la fertilit¢ ou dans la
spermatogenese, bien qu’aucune fonction spécifique n’ait encore été attribuée a cette
enzyme. Les ARNm de MMEL1 et MMEL1” sont également présents en faible quantité
dans plusieurs tissus notamment l'intestin, le coeur, le rein, le cerveau, le foie, le poumon,

les ovaires, la rate, la surrénale (Ikeda et al, 1999). L’homologue de rat est hautement
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identique a la forme souris (91%) (Tanja et al., 2000). L'enzyme de rat posséde également
plusieurs isoformes. Chaque isoforme de la protéine posséde une distribution tissulaire

différente dans les testicules, le cerveau et I’hypophyse.

1.6) Caractéristiques structurales de la famille de PEPN

Les techniques de clonage ont beaucoup €volué au cours des derniéres années, permettant
d’éclaircir la structure de plusieurs protéines. Les quinze derniéres années ont permis de
caractériser les métallopeptidases de la famille de PEPN. Dans la section qui suit, je
décrirai plus en profondeur la structure de I’"EPN, qui sert de modele pour la famille, puis la

structure des autres membres sera comparée avec ce modele.

La structure primaire de I'EPN a initialement pu étre établie grace au clonage et a l'analyse
de 'ADNc de I'enzyme du rein de lapin (Devault et al,, 1987). L'EPN est une enzyme
membranaire de type II contenant 750 acides aminés (Kerr and Kenny, 1974b; Booth and
Kenny, 1980; Fulcher et al., 1986; Devault et al., 1988a). Elle contient un court domaine
intracellulaire, en amino-terminal, de 28 acides aminés suivi d’une région hydrophobe de
23 acides aminés correspondant au domaine transmembranaire. La majeure partie de cette
enzyme se situe donc a I'extérieur de la cellule et contient le site actif de I’enzyme. Cette
derniére région de 699 acides aminés nommée également ectodomaine, se retrouve en
carboxy-terminal de la protéine. L’ectodomaine adopte une structure globulaire trés
compacte grice entre autre, a 12 cystéines formant 6 ponts disulfures (Kenny et al., 1983;
Tam et al., 1985; Oefner et al., 2000). Ces liens disulfures permettent de stabiliser et de

maintenir I’enzyme dans sa conformation active.
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Plusieurs sites de N-glycosylation sont également présents sur la protéine (cinq chez le
lapin et six chez le rat, la souris et I'humain) (Devault et al., 1987; Malfroy et al., 1987;
Malfroy et al., 1988; Chen et al., 1992). Ces sites sont décrits par la séquence Asn-X-
Ser/Thr ou X est n’importe quel acide aminé séuf une proline. La glycosylation confére a

I'EPN une masse moléculaire plus élevée que celle théorique due a Iajout
d’oligosaccharides dans I’appareil de Golgi. En effet, au moins 15 % de la masse de I'EPN
est constituée de groupements oligosaccharidiques (Kerr and Kenny, 1974a). La N-
glycosylation est indispensable au bon repliement, au transport jusqu'a la membrane
plasmique et a la stabilité de l'enzyme puisque des mutations dirigées sur les sites de N-
glycosylation affectent grandement son activité enzymatique (Lafrance et al., 1994). La
masse moléculaire de I'enzyme différe en fonction du tissu et de l'espéce. Les variations de
poids moléculaire observées viennent probablement des différences au niveau du patron de
glycosylation de I’enzyme (Relton et al, 1983). Il est a noter que ces différences de
glycosylation n'ont pas deffet sur l'activité enzymatique relative de I'EPN chez ces
différents tissus ou especes (Matsas et al,, 1983; Landry et al.,, 1993). L’influence des
sucres de ’EPN sur son ciblage résulte d’un effet cumulatif de I’ensemble des sites

glycosylés plutdt que de la participation unique d’un site donné.

L'EPN de rein de lapin consiste en un monomeére de 93-95 kilodaltons. De plus, des études
récentes de cristallographie ont démontré que I'EPN soluble humaine est présente en
solution, sous forme de monomere (Dale et al., 2000). Cependant, chez d'autres espéces
comme le rat et le porc, I'enzyme existe plutdt sous forme d'homodiméres, chaque

monomere correspondant a un fragment de 89-95 kilodaltons. Dans ce dernier cas, les deux
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monomeres ne sont pas reliés de fagon covalente. Chez 'homme, une forme tétramérique
de l'enzyme a également été isolée (Ishida et al.,, 1983). Cependant, aucune fonction n'a

encore ét¢ attribuée a la structure oligomérique de I'EPN.

1.7) Caractérisation du site actif de PEPN

L'EPN hydrolyse un grand nombre de peptides dont la taille ne peut cependant pas dépasser
plus de 40 résidus. Généralement, I'EPN clive en position amine de liens peptidiques

impliquant des acides aminés hydrophobes (Turner et al., 1985)

La thermolysine est une enzyme bactérienne dont le site actif est trés bien caractérisé. La
cristallographie de l'enzyme a permis d'élucider la composition de son site actif (Colman et
al, 1972; Holmes and Matthews, 1982). Bien que lidentité de séquence entre la
thermolysine et I'EPN soit trés modeste, les acides aminés importants pour la catalyse de la
thermolysine sont conservés aux mémes endroits chez 'EPN. La thermolysine a donc
historiquement servi de mod¢le pour I'EPN. Plusieurs études de mutagénése dirigée, basées
sur les résultats de cristallographie de la thermolysine, ont par Ia suite appuyé la similitude
entre les sites actifs de ces deux protéines et ont permis d’établir la carte du site actif de
I'EPN (voir Figure 6). Récemment, la cristallisation de 'EPN soluble humaine interagissant
avec l'inhibiteur phosphoramidon a confirmé la plupart des résultats avancés (voir Figure 7)

(Oefner et al., 2000).
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Figure 6: Modélisation du site actif de 'EPN (Crine et al., 1997).
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Figure 7: Cristallisation du site actif de ’EPN conjugué au phosphoramidon (Oefher et al.,

2000).
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Tel que mentionné précédemment, le zinc est un élément important du site actif de I'EPN.
Les études de Devault (1988) et Le Moual (1991) ont permis d'identifier spécifiquement les
résidus liant le zinc, soit les histidines en position 583 et 587 et l'acide glutamique en

position 646 de I'EPN. IIs établissaient que 'EPN est une gluzincine contenant donc un

catalyse enzymatique est réalisée grice & trois résidus importants soit l'acide glutamique
584, Thistidine 711 et l'acide aspartique 650. En effet, l'acide glutamique 584 correspond a
un des résidus du motif zincine (HEXXH...E) et porte le nom d'acide glutamique
catalytique. Ce résidu joue un rdle important dans I'hydrolyse du substrat (Devault et al.,
1988b). Les travaux de Bateman (1990) et Dion (1993) ont ensuite permis de démontrer
I'importance de l'histidine 711 dans la stabilisation de l'intermédiaire tétrahédrique de I'état

de transition. Ce résidu forme, en effet, un pont hydrogéne avec l'oxyanion.

L'acide aspartique 650 interagit, quant a lui, avec un des ligands du zinc, I'histidine 583 (Le
Moual et al., 1994). Il formerait ainsi avec l'atome de zinc et I'histidine 583, la triade
catalytique. Les acides aminés potentiellement responsables de la liaison du substrat ont été
identifiés par comparaison avec la TLN et l'utilisation d'inhibiteurs de I'EPN, puis
confirmés par mutagénése dirigée. Cette derniére méthode a permis d'identifier le résidu
arginine 102, absente chez la TLN, comme celui responsable de la liaison au substrat
(Bateman et al., 1989; Beaumont et al., 1991). D’autres études ont suggéré que cette
arginine soit responsable de I'activité dipeptidyl-carboxypeptidase occasionnelle de I'EPN.
Selon ces hypotheses, elle interagirait avec le groupe carboxyle libre du résidu P2' de

certains substrats comme les enképhalines (Llorens et al., 1980; Malfroy and Schwartz,
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1982; Jackson and Hersh, 1986; Pozsgay et al., 1986; Beaumont et al., 1991). Par contre,
les études récentes de cristallisation de PEPN ont démontré que I’arginine 102 n’est pas
impliquée dans la liaison de l’inhibiteur phosphoramidon (Oefner et al., 2000). Ces
résultats contradictoires remettent donc en question I’implication réelle de P'arginine 102
dans le mécanisme catalytique de ’EPN. L'arginine 717 présente chez la TLN, serait quant
a elle impliquée dans la liaison de I'inhibiteur (Marie-Claire et al., 1997). La chaine latérale
de cette arginine participe a la formation d’un pont salin avec I’acide aspartique 650 et joue
un réle dans I’hydrolyse du substrat et la liaison du phosphoramidon (Marie-Claire et al.,
1997; Oefhner et al., 2000). Finalement, les travaux de Dion en 1995 ont mis en évidence
I'implication de l'asparagine 542 dans la liaison du substrat qui se ferait via un pont

hydrogéne.

Il est a noter également que les différents acides aminés importants pour la catalyse sont
conservés chez tous les membres de la famille de I'EPN. L'élucidation de la structure et de
la composition du site actif de l'enzyme a permis de concevoir divers inhibiteurs
spécifiques a cette classe d'enzymes. L'augmentation du nombre de membres de la famille
de I'EPN implique également le besoin d'inhibiteurs spécifiques pour chaque enzyme.
Historiquement, les inhibiteurs de I'EPN possédent un groupement ayant un pouvoir
chélateur fort pour lion de zinc, comme par exemple, le phosphoramidate, le thiol,
I'hydroxamate ou le carboxylate (Mattews, 1988). Les inhibiteurs doivent également

posséder des groupements chimiques pouvant interagir avec les sites S1' et S2'.
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1.7.1) Comparaison entre PEPN et les autres membres de la famille

ECE-1 est 37 % identique & I'EPN et posséde tous les acides aminés importants pour
l'activité enzymatique de I’EPN (voir Figure 8 et Tableau I) (Xu et al., 1994). Les
isoformes a, b et ¢ d’ECE-1 sont respectivement constitués de 758, 770 et 754 acides
aminés (revue par : Turner et al., 1998). ECE-1 contient 10 sites de N-glycosylation dans
son domaine extracellulaire. Quatorze cystéines sont présentes chez ECE-1, dont dix sont
conservées avec I’EPN et les autres membres de la famille. Des quatre cystéines qui ne sont
pas conservées, I'une d’elles est responsable de la dimérisation de l'enzyme. ECE-1 existe
donc sous forme de dimeéres covalents actifs (Schmidt et al., 1994; Shimada et al., 1996).
La dimérisation d'ECE-1 résulte spécifiquement de la formation d'une liaison disulfure
entre deux monomeéres et ce, via la Cys 412. Des études de mutagénese dirigée ont
d'ailleurs permis de démontrer que cette cystéine est l'unique responsable de 1'état de
dimérisation de la protéine (Shimada et al., 1996). La dimérisation de l'enzyme est

préférable mais non essentielle a son activité d’hydrolyse des substrats.

ECE-2 contient 787 acides aminés et montre 59% d'identité avec ECE-1 et 37% avec I’EPN
(Emoto ard Yanagisawa, 1995). Tout comme ECE-1, ECE-2 possede 10 sites potertiels de
N-glycosylation. ECE-2 contient, tout comme ECE-1, une cystéine additionnelle mais la

dimérisation d'ECE-2 reste a prouver.
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Figure 8: Représentation schématique des membres de la famille de I’EPN.
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EPN ECE-1 PHEX KELL ECEL1 MMELI1

EPN e 39,1 % 34,9 % 23,1 % 30,9 % 54,8 %
ECE-1 37.9% 30,4 % 37,1 % 40,6 %
PHEX 24,4 % 31,8 % 39,4 %
KELL 28,3 % 26,0 %
ECEL1 35,5%

MMEL1

Tableau I: Comparaison d’identité de séquence entre les différents membres de la famille

de ’EPN.
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L'ADNc de PHEX de souris fut cloné par Du en 1996 alors que la forme humaine fut
identifiée en 1997-98 par Grieff et Lipman. PHEX est composée de 749 acides aminés et
est 34 % identique a I'EPN. PHEX posséde dix cystéines conservées avec celles de 'EPN

I'EPN et huit sites de N-glycosylation.

En 1991, Lee et coll. ont publi¢ le clonage de ' ADNc de Kell. Kell est une protéine de 732
acides aminés dont 25 % sont identiques a I'EPN. C'est le membre de la famille qui présente
la plus faible identité de séquence par rapport 4 I'EPN. On retrouve six sites de N-
glycosylation sur KELL. Cette derniére contient 16 cystéines, 15 se trouvant dans
I'ectodomaine. De ces 15 cystéines, 10 sont également conservées avec I'EPN.
Contrairement aux autres membres de la famille de I'EPN, la protéine Kell est liée de fagon
covalente a la protéine XK, une protéine a 10 passages transmembranaires et forme donc un

hétérodimére (Russo et al., 1998).

La séquence codante d'ECEL1 est composée de 2859 nucléotides dont le contenu en GC est
tres €levé (Valdenaire et al., 1999). On compte en effet prés de 65% de GC dans la
séquence nucléotidique compléte, 82% dans les 700 premiers nucléotides. Il s'agit
également d'une protéine de type II de 775 acides aminés. ECEL1 est 37 % identique a
I'EPN et 42 % identique 4 ECE-1 dans les 500 derniers acides aminés. ECEL1 est donc plus
similaire 8 ECE-1 qu'a I'EPN. En effet, la protéine ECEL1 a tout d’abord ét¢ identifiée par
homologie avec I’enzyme de conversion de I’endothéline. On peut également dénoter trois
sites potentiels de N-glycosylation et 11 cystéines du c6té luminal de la protéine. De ces 11
cystéines, 9 sont conservés avec les autres membres de la famille. Le rdle des cystéines

additionnelles demeure a déterminer. ECEL1 ne contient pas d'équivalent de la cystéine
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responsable de la dimérisation d'ECE-1. Des études d’immunobuvardage sur gel non-

dénaturant ne permettent pas de détecter une forme homodimérique de la protéine.

L'ADNc complet de MMEL1 code pour une protéine de 765 acides aminés contenant tous
les résidus essentiels pour l'activité de cette famille d'enzyme (Ikeda et al., 1999; Ghaddar
et al., 2000). De plus, MMEL1 contient dix cystéines conservées avec les autres membres
de la famille dans son ectodomaine. Neuf sites de N-glycosylation sont présents sur le
domaine extracellulaire de la protéine contrairement & cing pour ’EPN. Cette derniére est
I'une des protéines ressemblant le plus & I'EPN, car elle est 74 % similaire et 55 % identique
a I'EPN humaine et murine. Sa localisation cellulaire la distingue cependant de tous les
autres membres de la famille de I’EPN qui sont des enzymes membranaires de type II. En
effet, MMELLI est la seule peptidase de cette famille a contenir une région potentielle de
clivage par la furine qui est responsable de la forme sécrétée de ’enzyme (Ikeda et al.,

1999; Ghaddar et al., 2000).

1.8) Description du projet de recherche

Puisque les enzymes de la famille de I'EPN décrites précédemment sont impliquées dans
des fonctions physiologiques trés importantes, plusieurs inhibiteurs et agents
pharmaceutiques ont été congus afin d’agir spécifiquement sur ces différentes enzymes.
Afin de s'assurer de la spécificité des produits pharmaceutiques, il est important d'identifier
et de caractériser tous les membres constituants la famille. Dans ce mémoire, nous avons
cloné ' ADNc humain d’un nouveau membre de la famille que nous avons appelé MMEL2.

Pour ce faire, nous avons criblé une banque de phage contenant des ADNc de cerveau
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humain en utilisant un fragment d'ADNc de MMEL1 comme sonde. Nous avons également
caractérisé 1’expression tissulaire de son transcrit par des analyses de buvardage de type
Northern et par RT-PCR. Nous avons déterminé la localisation chromosomique de MMEL?2
par la technique d’hybridation ir situ par fluorescence (FISH). De plus, nous avons produit
des anticorps dirigés contre la protéine MMEL?2 qui nous ont permis de détecter la protéine
dans des extraits de cellules eucaryotes transfectées avec un vecteur d’expression fusionné

a ’ADNc de MMEL2.
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ABSTRACT

Members of the neutral endopeptidase (NEP, also known as MME for membrane
metallo-endopeptidase in the Human Gene Nomenclature Database) family have been
shown to play significant roles in pain perception, arterial pressure regulation, phosphate
metabolism and homeostasis. In this paper, we report the cloning of a new human member
of the NEP family that we named MMEL2 for membrane metallo-endopeptidase-like 2.
MMEL?2 has the structural characteristics of type II trans-membrane proteins although the
presence of a furin-like cleavage site in the ectodomain suggests that it may be released in
the medium following proteolytic cleavage. MMEL?2 contains the zinc binding consensus
sequence HEXXH and all the residues known to be essential for the enzymatic activity of
other members of the family. MMEL2 mRNA was predominantly detected in testis. Weak
expression was also observed in brain, kidney and heart. The human MMEL2 gene was
mapped to locus 1p36 by fluorescence in situ hybridization (FISH). It will be important to
test whether MMEL?2 defects are associated with diseases such as the hereditary motor
sensory neuropathy 2A, the Schwartz-Jampel-Aberfeld syndrome or the neuroblastoma

which all map to this locus.

Keywords: neprilysin, testis, FISH, molecular cloning, endopeptidase, chromosomal

localization, neuropeptide-degrading enzyme,
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INTRODUCTION

Peptides are used as messengers to elicit physiological responses. Peptides are often
synthesized as inactive precursors. These precursors are usually processed into bioactive
peptides by proteases of the subtilisin family located in the trans-Golgi network or in
secretory granules (Seidah and Chretien, 1999). Other peptides are released in the
extracellular milieu as inactive precursors that have to be cleaved in the medium to become
active. Membrane-bound zinc-metallopeptidases such as the endothelin-converting
enzymes (ECEs) have been shown to play this role (Turner, 1997). Bioactive peptides then
interact with specific receptors on the target cells to produce cellular responses. There is
increasing evidence that the signal mediated by the peptides is terminated by the cleavage
of the peptides into inactive fragments. Cell-surface zinc-metallopeptidases have also been
implicated in the termination of the peptidergic signal.

Neutral Endopeptidase-24.11 (NEP, Neprilysin, EC 3.4.24.11, MME) is probably the
best characterized peptidase involved in the physiological degradation of several bioaétive
peptides (Kenny, 1993). Based on significant structural similarities, NEP appears to be
member of a family of peptidases that also includes ECE-1, ECE-2, PHEX, ECELI (alias
XCE and DINE), SEP/NL1/NEPII (named MMELTI in the text according to the Genome
nomenclature database) and the KELL blood group protein (reviewed in Turner and
Tanzawa, 1997; Turner et al., 2000). By regulating the half-life of several bioactive
peptides, these enzymes play significant roles in animal physiology, ranging from pain
control, regulation of blood pressure, renal tubular phosphate reabsorption,
hypophosphatemia and bone mineralization. Interestingly, mouse and rat MMEL1 which

are mainly expressed in testis were shown to be expressed either as a membrane-bound or
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as a soluble form due to the insertion by differential splicing of a furin-like cleavage site
downstream of the transmembrane domain (Ghaddar ef al., 2000; Tkeda et al., 1999; Tanja
et al., 2000). Other spliced variants have been described and shown to be expressed in a
tissue specific manner (Tanja et al., 2000).

Members of the NEP-like family are type II membrane proteins consisting of three
distinct domains: a short NH,-terminal cytosolic sequence, a single transmembrane region,
and a large extracellular domain responsible for the catalytic activity of the enzyme.
Members of this family are characterized by the presence of a zinc atom coordinated to two
histidine residues located in the active site consensus sequence HEXXH, also referred as
the zincin motif, and to a glutamic acid located 64 residues on the C-terminal side of the
zincin motif. This feature allows the classification of NEP-like family members in the
gluzincin family of peptidases (Hooper, 1994). The model enzymes for gluzincins are
thermolysin (TLN) and NEP, whose 3D structure has been determined by X-ray
crystallography (Holmes and Matthews, 1982; Oefher er al., 2000). Extensive site-directed
mutagenesis analyses have also identified several residues involved in zinc binding
(Matsumura et al., 1990), catalysis (Dion et al., 1993), or substrate binding (Beaumont er
al., 1991; Dion et al., 1995; Marie-Claire et al., 1997; Crine et al., 1997).

Because of their important physiological implications, these enzymes have been
identified as possible targets for therapeutic intervention by inhibitors and/or
pharmaceuticals agents. To better document the specificity of these inhibitors towards a
selected member of the family, it is important to identify and characterize all members of
the family. In this study, we have cloned human MMEL?2, a new human NEP-like enzyme,
determined its tissue distribution and mapped its chromosomal localization by fluorescence

in situ hybridization (FISH).
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MATERIALS AND METHODS

Molecular cloning

To identify new members of the NEP family, we screened a Agt10 human fetal brain cDNA
library using mouse MMEL1 ¢cDNA (Ghaddar et al., 2000) as a probe. Three positive
clones were isolated and the MMEL?2 insert was PCR amplified using two primers derived
from the phage sequence. Amplification was performed in a final volume of 50 ul
containing 100 ng of phage DNA, 4 uM of each primer, 200 uM of each ANTP and 0;5 pl
of PfuT uigboTM DNA polymerase (Stratagene, CA). After an initial denaturation step at 95°C
for 2 min, amplification conditions were: 41 cycles at 94°C for 30 s, at 52°C for 30 s, and at
72°C for 2:30 min and a final extension step at 72°C for 10 min. The longest PCR product
was subcloned into pZAPA-TA (Barbas, Zappulla and DesGroseillers, in preparation) and
sequenced by the dideoxynucleotide method according to Sequenase protocols (United
States Biochemical Corp.). Missing 5’sequences were obtained by 5'-RACE using human
brain cDNA (Human Brain Marathon-Ready™ cDNA library, Clontech) and two pairs of
primers: primers AP1 and AP2 (from the kit) and two nested MMEL2-specific antisense
primers (5-*"GCGGTAGTTCACTCGTGTGTC!?*.3' and 5.
208 GCTTAGGCTACCAATGCGGTCM®-3"). The PCR fragments were subcloned into
pZAPA-TA for sequencing and the full-length MMEL2 ¢DNA was reconstructed by

enzymatic restriction and sequenced using an automatic sequencer (373A Stretch XL).
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Northern Blot analysis

Three Human Multiple Tissue Northern blots (MTN® Clontech) were hybridized with a
[**P]labeled probe corresponding to nucleotides 503 to 2332 of the MMEL2 sequence as
done before (Wickham et al., 1999). The blots were exposed to Fuji RX film for 10 days at

-80°C with intensifying screens.

RT-PCR screening of human tissues

cDNA synthesis was performed with 200 ng of Human poly(A)" RNA (Clontech) isolated
from human brain, testis, kidney and heart and Random Hexamer using the GeneAmp RNA
PCR Core Kit (Perkin-Elmer). Human ovary and bone marrow cDNA libraries (Marathon-
Ready™ c¢DNA, Clontech) were also used. The PCR reactions were done with the Tag
DNA polymerase and sense 5-CGCTGCCCTGGTGGCCTTGGGTGTC-3' (nt 148-172)
and antisense 5-GCTATCACGCAGCCAGGGGTGGTGC-3' (nt 327-303) primers.
Amplification of the cDNAs with sense (position 1313-1336; GenBank accession number
NM_017454) and antisense (position 1752-1726) primers that recognize the ubiquitously
expressed Staufen gene (Wickham ef al., 1999) was performed as control for RNA integrity
and reverse transcription. PCR products were visualized on a 4 % low-melting agarose gel
after ethidium bromide staining. Amplified DNA fragments were also transferred onto a

nylon membrane and hybridized with an MMEL2-specific probe.
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Chromosomal localization

MMEL2 DNA probe fragment corresponding to nucleotides 339 to 2023 subcloned into
PCR 2.1 plasmid was purified on a cesium chloride gradient and used as a probe for
fluorescent in situ hybridization assay (FISH) as described previously (DesGroseillers and

Lemieux, 1996).
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RESULTS

Molecular cloning of MMEL?2
To identify new members of the NEP family, we screened a Agt10 human fetal brain

¢DNA library using mouse MMEL1 ¢cDNA as a probe. Missing 5’sequences were obtained
by 5'-RACE using human brain cDNA and two nested MMEL2-specific antisense primers.
The longest reconstructed cDNA is 2784 nucleotides in length and contains a stretch of 61
adenine residues at one end of the sequence, allowing us to determine the direction of
transcription (see GenBank accession number: AF336981). The sequence AGTAAA
positioned at nucleotide 2711, 13 nucleotides upstream from the poly(A) tail, is probably used
as a polyadenylation signal (AXT AAA,J where X could be any nucleotide) (Proudfoot and
Brownlee, 1976). The longest open readiﬁg frame is initiated at the AUG found at position 65,
and codes for a putative protein of 770 amino acids that we named MMEL2 for MME-like
2 (Fig. 1). It is flanked by 64 and 410 of untransiated nucleotides at its 5' and 3' ends,
respectively.

MMEL?2 is 77,5% identical to mouse MMELI1 and 54, 40, 39, 39, 37 and 27%
identical to human NEP, ECE-2, ECE1, PHEX, ECEL1 and KELL, respectively. MMEL2
is characterized by a small intracellular N-terminal domain of 19 aa followed by a
transmembrane domain of 20 aa and a large extracellular domain of 731 aa, a structure
typical of membrane-bound type II proteins. The motif HEXXH that characterizes enzymes
of the zincin family is conserved. In addition, the extracellular domain contains all the
residues known to be important for enzymatic activity in NEP and/or thermolysin (Fig. 1).
Twelve cysteine residues as well as seven potential N-glycosylation sites are present in the

extracellular part of the protein. A putative recognition site for convertases (RTFVKR®)
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is found downstream of the transmembrane domain, suggesting that MMEL? is expressed

as a soluble protein.

MMEL? is mainly expressed in testis
To determine the tissue distribution of MMEL2, Northern blot and RT-PCR

experiments were done on different human tissues. By Northern blotting, we screened
mRNA isolated from 23 tissues. A single transcript of about 4 kb was detected exclusively
in testis (Fig. 2A). All other tissues were negative. PCR was performed with ¢cDNA
generated from brain, testis, kidney, heart, ovary and bone marrow RNAs. As seen
following ethidium bromide staining, a single band of 180 nt was again exclusively
amplified from testis RNA, confirming the presence of MMEL2 mRNA in testis (Fig. 2B).
However, when hybridized with an MMEL2-specific probe, a band of 180 nt also appeared
in brain and kidney, and \}ery weakly in heart (Fig. 2C). An additional band of 100 nt was

observed in testis, brain and kidney. Ovary and bone marrow extracts remained negative.

Chromosomal localization of MMEL2
The chromosomal localization of the human MMEL2 gene was determined by high-

resolution fluorescence in situ hybridization (FISH). The probe used for FISH was a 1.8-kb
fragment, corresponding to the open reading frame sequence. Localization of the MMEL?2
gene was established by analysis of 27 randomly selected metaphases, therefore 54
chromosomes have been observed. We observed 90 chromatids out of 108 showing a
fluorescent spot on the short arm of chromosome 1 (Fig. 3). Therefore, 83% of the
chromatids were labeled. Under our conditions, the background was low and no specific

secondary site was found. The localization was defined to band 1p36.
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DISCUSSION

In this paper, we report the molecular characterization, tissue distribution and
chromosomal localization of MMEL2, a new member of the NEP family. The ¢cDNA
encodes a protein of 770 amino acid residues. This protein displays the main structural
features of the NEP family. MMEL?2 is a type II membrane protein and contains the zinc-
binding motif HEXXH. The extracellular domain also contains all the residues known to be

667

important for coordination of the zinc atom (hi56°4, his®® ghy 605),

), catalysis (glu

563 564
, ala

substrate binding (arg'?S, asn , arg"®) and stabilization of the transition state

(asp671, hiS732

) in NEP and/or thermolysin (reviewed in Crine et al., 1997). This suggests
that MMEL2 may follow the general catalytic process of the NEP family and may display
the same substrate specificity as MMEL1 and/or NEP.

As observed with MMELLI (Ikeda et al., 1999; Ghaddar er al., 2000; Tanja et al.,
2000), a putative recognition site for convertases (RsOTFVKR“) is found downstream of
the transmembrane domain, suggesting that MMEL2 can be expressed as a soluble protein.
However, the presence of a proline residue in P°2 of the consensus sequence may impede
the cleavage. In addition, the additional band of 100 nt that we observed by RT-PCR in
testis, brain and kidney likely corresponds to the amplification of a differentially spliced
transcript coding for the transmembrane form of the protein, as previously observed in
mouse for MMEL1 (Ikeda ef al., 1999). The ratio of the two bands is similar among tissues,
the one coding for the secreted form of the protein being the most abundant. This suggests

that the secreted form of the protein is prevalent in each tissue. This is in contrast with

MMELL1 isoforms whose ratio varies among tissues. Transcripts coding for the secreted



62

form are more abundant than those coding for the membrane isoform in testis whereas the
reverse is observed in the CNS (Ikeda et al., 1999).

The tissue expression of MMEL2 is quite similar to that of mouse MMEL]1, which
is mainly expressed in testis. As observed in mouse (Ghaddar et al., 2000; lkeda et al.,
1999), MMELZ2 is also weakly expressed in other tissues. In rat, MMEL1 was detected by
Northern blot experiment in testis, brain and pituitary (Tanja er al., 2000). It will be
interesting to determine whether MMEL2 is expressed in the round and elongated
spermatides in humans, as observed in mice and rats for MMEL1 (Ghaddar et al., 2000;
Tanja et al., 2000).

Sequence comparisons and tissue expression do not allow us to clearly determine
whether MMEL? is the human homologue of MMELI. On one hand, these genes share the
best sequence identity among members of the family, they both contain a furin-like
cleavage site to generate a soluble form of the protein and they show similar tissue
distribution. On the other hand, mouse MMEL1 and human MMEL2 only show 77%
identity. As comparison, mouse MMEL]1 is 91% identical to its rat homologue. Indeed,
homologues of other members of the NEP family isolated from different species always
share more than 90% sequence identity between each other. Nevertheless, no sequence
closer to MMEL-1 can be found so far in the human genome and human EST database. In
addition, MMEL2 contains 12 cysteine residues rather than 10 as in NL1. Ten of them are
conserved within all members of the family, indicating that MMEL2 adopts a similar
conformation. The first additional cysteine (Cys™) is located upstream of the putative furin
cleavage site and is therefore absent from the putative secreted protein which would contain

290

11 cysteines. The unpaired cysteine (Cys™") located in the extracellular domain may be

involved in dimer formation as observed for ECE-1 (Shimada et al., 1996).
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Finally, we mapped the MMEL2 gene to chromosome 1. Interestingly, the ECE-]
gene was mapped at the same locus (Valdenaire er al, 1995), suggesting that gene
duplication may have generated different members of the gluzincin family. The 1p36 site is
of considerable interest due to its association with human genetic diseases. Genetic
mapping has localized the hereditary motor sensory neuropathy 2A (neuronal type of
Charcot-Marie-Tooth disease)(Ben Othmane ef al., 1993), the Schwartz-Jampel-Aberfeld
| syndrome (Nicole et al., 1995), the dyslexia (Rabin et al., 1993), and the neuroblastoma
(Weith et al., 1989; White et al., 1995) to the same locus. It is not known whether or not the
metallopeptidase that we describe in this study is involved in any of these genetic diseases.
Nevertheless, considering the primordial role of metallopeptidases in metabolism, deletions
or mutations in the MMEL2 gene could induce abnormal cell function. Genetic ablation
(NEP, ECE-1, ECE-2, ECEL1) and/or endogenous deletion/mutation (PHEX) of the genes
coding for members of this protein family caused major defects or subtler troubles (NEP)
(Turner and Tanzawa, 1997). The localization of MMEL2 on human chromosomes should
be useful as a means to look for a possible link between this gene and genetic diseases

which have been mapped in this region.
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1. Amino acid sequence comparison between human MMEL?2 and mouse MMEL1.
Colon and dots represent identical and conserved amino acid residues, respectively. The
predicted transmembrane domain is underlined, the furin-like cleavage site is double-
underlined, cysteine residues are bold, putative glycosylation sites are italized, the zincin
signature is boxed and amino acids known to be implicated in NEP activity are marqued by

asterisks (¥).

Figure 2. Tissue expression of MMEL2 in humans. A) Three Human Multiple Tissue
Northern blots were hybridized with a [**P]labeled probe corresponding to nucleotides 503
to 2332 of the MMEL2 sequence. One of them is shown. Lane 1, leukocytes. Lane 2, colon.
Lane 3, small intestine. Lane 4, ovary. Lane 5, testis. Lane 6, prostate. Lane 7, thymus.
Lane 8, spleen. All other tissues (whole brain, heart, placenta, lung, liver, skeletal muscle,
kidney, pancreas, stomach, thyroid, spinal cord, trachea, adrenal gland, bone marrow,
lymph node) were negative. B) cDNA synthesis was performed with 200 ng of Human
poly(A)" RNA (Clontech) isolated from human brain, testis, kidney and heart. Human
ovary and bone marrow cDNA libraries were also used. Amplification of the cDNAs with
two primers that recognize the ubiquitously expressed Staufen gene (Wickham et al., 1999)
was performed as control for RNA integrity and reverse transcription. PCR products were
visualized on a 4 % low-melting agarose gel after ethidium bromide staining. C) Amplified
DNA fragments were also transferred onto a nylon membrane and hybridized with an

MMEL2-specific probe. B and C) Lane 1, negative control. Lane 2, brain. Lane 3, heart.
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Lane 4, kidney. Lane 5, testis. Lane 6, bone marrow. Lane 7, ovary. Lane 8, negative

control.

Figure 3. Chromosomal localization of the MMEL2 gene. Fluorescence in situ
hybridization of the human 1.8-kb biotinylated MMEL?2 ¢DNA probe, on human R-banded
BrdU-substituted chromosomes. Fluorescent signals of the MMEL2 gene are all located on

1p36. Chromosomes were counterstained with propidium iodide.
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3.1) Résumé

La peptidase MMEL?2 est un nouveau membre de la famille de 1’endopeptidase neutre dont
I’ADNCc a été cloné & partir d’une banque d’ADNc de cerveau humain. Afin de visualiser la
protéine MMEL?2, nous avons développé des anticorps polyclonaux de lapin. Ces anticorps
polyclonaux reconnaissent MMEL2, mais également MMEL] et I’EPN. Ces derniers nous
ont permis de détecter la protéine dans les extraits de cellules transfectées. Des études de
déglycosylation & ’endoglycosidase H et & la PNGase F suggérent que MMEL?2 soit une
protéine hautement glycosylée qui se retrouve associée aux cellules, probablement au
niveau du réticulum endoplasmique rugueux. Malgré la présence d’un site potentiel de
clivage a la furine, MMEL2 ne se retrouve pas dans le milieu de culture des cellules

transfectées.
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3.2) Introduction

L’article composant le deuxiéme chapitre de ce mémoire a permis d’identifier le géne d’une
toute nouvelle protéine humaine de la famille de I’endopeptidase neutre. Des études de
buvardage de type Northern ainsi que des expériences de RT-PCR ont identifi¢ le transcrit
de la protéine MMEL?2 dans quelques tissus dont les testicules, le coeur, le rein et le
cerveau. La séquence protéique déduite pour MMEL2 montre qu’elle contient tous les
résidus importants de la famille de ’EPN. MMEL?2 est également trés identique (77,5 %
d’identité de séquence) a la protéine de souris MMEL1. Cette derniére est la seule protéine
de la famille de I’EPN a étre produite sous forme soluble. En effet, durant son passage dans
la voie de sécrétion, la protéine MMELLI est clivée par une enzyme de type furine en C-
terminal du domaine transmembranaire. La protéine MMEL1 se retrouve donc dans le
milieu extracellulaire de cellules transfectées. Afin de compléter la caractérisation de la
protéine MMEL2 humaine, nous avons développé des anticorps polyclonaux et
monoclonaux dirigés contre MMEL2 et analysé par immunobuvardage des extraits de
cellules transfectées. Les sections suivantes permettront de caractériser I’expression de
MMEL2 et de la comparer avec I’expression de MMEL1 et des autres membres de la

famille de I'EPN.
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3.3) Matériel et Méthodes

3.3.1) Production d'anticorps polyclonaux

Un fragment de ’ADNc de MMEL?2 correspondant aux acides aminés 74 a 209 a été sous-
cloné dans le vecteur d’expression pGEX-4T-3 (Amersham Pharmacia). La protéine
MMEL?2 fusionnée a la GST a été produite dans la souche d’Escherichia coli AP401. La
protéine MMEL?2 produite a ensuite été clivée de la partie GST par la thrombine et purifiée
selon les directives du manufacturier. La visualisation de la production a été effectuée par
résolution sur gel SDS-PAGE 15 %. Trois lapins femelles blancs de Nouvelle-Z¢élande de
2-2,5 kg furent ensuite immunisés avec 50-100 pg du fragment MMEL?2 auquel a été ajouté
50 pg de saponine. L'antigéne a été injecté aux lapins une fois par mois et les antiséra ont
été récoltés environ 10 jours aprés la 2° injection ainsi qu'aprés les deux injections

subséquentes.

3.3.2) Production d'anticorps monoclonaux

Cinq souris femelles BALB/c de 43-78 jours (5-6 semaines) ont été immunisées avec 10 pg
de fragment MMEL?2 (voir section 3.2.1), additionné de 10 pg d'adjuvant de Freud complet
pour la premi¢re injection et d’adjuvant de Freud incomplet pour les injections
subséquentes. L'antigéne a été injecté trois fois de facon intra-péritonéale a intervalle de 3
semaines. Les antiséra furent récoltés 10-15 jours aprés les différentes administrations. Une
injection de rappel sans adjuvant fut effectuée intra-péritonéalement 5 jours avant la fusion

entre les cellules de rate des souris immunisées et des myélomes en culture de lignée
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P3x63.AG.653 (ATCC). La fusion a été effectuée telle que décrit par Goding ez al., 1980.
Les surnageants de culture des hybridomes ont été testés pour leur spécificité par analyse
ELISA. Ces essais ont été effectués dans des plaques de polystyréne prétraitées a la
glutéraldéhyde et recouvertes d’antigéne MMEL2 purifié (Evan, 1984). Les clones jugés

positifs dans ce test ont ensuite été testés par immunobuvardage de type Western.

3.3.3) Construction du vecteur d’expression

L’ADNc de MMEL?2 a été obtenu tel que décrit dans [’article présenté dans le chapitre 2.
L’ADNc complet a été reconstruit en digérant la partie 5° sous-clonée dans pZAPA-TA par
les enzymes de restriction Hindlll et Hincll ainsi que 'extrémité 3° de I’ADNc, également
sous-cloné dans pZAPA-TA, par Hincll et Xbal. Ces deux fragments ont ensuite été
introduits par ligation dans le vecteur pPCDNA3/RSV préalablement clivé aux sites HindIIl

et Xbal créant ainsi le vecteur d’expression recombinant pCDNA3/RSV-MMEL?2.

3.3.4) Culture cellulaire et transfection

Des cellules humaines embryonnaires de rein (HEK-293) maintenues en culture dans du
milieu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) supplémenté avec 10 % (v/v) de
sérum bovin feetal, 60 pg/ml de pénicilline, 100 pg/ml de streptomycine et 0,25 pg/ml de
fongizone ont été transfectées avec le vecteur d'expression recombinant pCDNA3/RSV-
MMEL?2 ou avec le vecteur d’expression non recombinant pCDNA3/RSV par la méthode
de co-précipitation au calcium phosphate-ADN (Chen and Okayama, 1987). Les cellules

sont ensuite incubées pendant 16 heures dans le milieu DMEM comme décrit ci-haut.
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Vingt-quatre heures avant I’analyse, I’expression de MMEL2 est induite par I’addition de
butyrate de sodium a une concentration finale de 3 mM et les cellules maintenues dans du
milieu DMEM synthétique (Dulbecco’s modified Eagle’s medium complémenté avec 100

pg/ml de SBTI, 17,5 pg/ml de transférine B, 2 pg/ml d’éthanolamine, 2,5 pg/ml d’insuline

et 10 pug/ml d’aprotinine).

3.3.5) Immunobuvardage de type Western

Les protéines cellulaires ont été solubilisées dans du PBS contenant 1 % de n-octyl
glucoside tel que décrit précédemment (Dion et al., 1995). Les protéines sécrétées dans le
milieu de culture ont été concentrées 20 fois par ultrafiltration en utilisant les Centripreps
YM-50 (Amicon). Les protéines cellulaires et extracellulaires ont été séparées sur gel SDS-
PAGE 7,5 % et transférées sur membrane de nitrocellulose. La protéine MMEL2 a été
détectée en utilisant un anticorps polyclonal primaire de lapin dirigé contre MMEL2
(dilution de 1/1500), puis un anticorps secondaire de chévre conjugué a la peroxydase de
raifort et dirigé contre les immunoglobulines de lapin (dilution de 1/15 000 (Dako,
dimension laboratories compagnie)). La détection du complexe immunitaire fut effectuée
par chemiluminescence (NEN Renaissance kit) tel que décrit par le manufacturier. Lorsque
les anticorps monoclonaux de souris ont ét¢ utilisés, ces derniers ont ét€¢ détectés par
l'anticorps secondaire de chévre conjugué a la peroxydase de raifort (dilution de 1/2000

(Dako)) et dirigé contre les immunoglobulines de souris.
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3.3.6) Etude de la glycosylation

Pour les études de glycosylation, les protéines sécrétées et membranaires furent
préalablement incubées avec l'endoglycosidase H (endoH) ou le peptide:N-glycosidase F
(PNGase F) tel que décrit par le distributeur (NEB) puis analysées par gel SDS-PAGE 7,5

% et immunobuvardage comme décrit 3 la section 3.3.4.
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3.4) Résultats et Discussion

3.4.1) Production d’anticorps polyclonaux de lapin

Un fragment de 405 paires de bases de ’ADNc de MMEL?2 sous-cloné dans un vecteur
d’expression procaryote a permis de produire une portion de la protéine MMEL2 chez
E.coli AP401. La région de 135 résidus choisie correspond & une portion protéique
relativement divergente entre MMEL?2 et EPN ainsi qu’entre MMEL2 et MMEL1. Ceci
optimise la production d’anticorps spécifiques 8 MMEL2. La production de I’antigéne a
été induite par l'ajout d’IPTG aux cultures bactériennes en phase exponentielle de
croissance. En effet, nous pouvons noter I’apparition de deux bandes de plus forte intensité
apres ’induction a 'IPTG (Figure 1, puits 1 et 2). Ces deux bandes peuvent correspondre a
deux formes différentes de la protéine pouvant provenir d’une dégradation de ’antigéne. La
protéine recombinante est bien extraite des bactéries suite a la lyse de celles-ci (puits 3).
L’antigéne a ensuite été purifié par liaison d’affinité sur des billes de sépharose couplées a
- la gluthatione. La figure 1 montre qu’une forte proportion de la protéine recombinante se
fixe aux billes (puits 5) alors qu’une faible quantité ne peut étre retenue (puits 4).
L’antigéne est par la suite €lué des billes par clivage a la thrombine de la protéine
recombinante. Le puits 6 nous indique que ’antigéne est bien clivé et élué des billes, la
protéine restante (=30 kDa) correspondant a la GST. Les puits 7 et 8 montrent la
récupération de 1’antigéne, qui se présente sous forme de doublet. L’antigéne MMEL2
purifié a été injecté a des laﬁins afin qu’ils produisent des anticorps. Les anticorps récoltés

ont ensuite €té testés pour leur spécificité face a I’antigéne purifié (voir section 3.4.3).
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45kDa

31kDa

21kDa

14kDa

6kDa

Figure 1 : Production et purification de 1’antigéne MMEL2 chez E.coli AP401. 1) Avant
induction a I'I[PTG 2) Apres deux heures et demi d’induction & PIPTG 3) Extrait du
surnageant aprés sonication des bactéries 4) Protéines non retenues sur les billes 5)
Protéines sur les billes avant le clivage & la thrombine 6) Protéines résiduelles sur les billes

apres le clivage & la thrombine 7) Solution de thrombine 8) Lavage.



87

3.4.2) Expression de MMEL?2 par transfection cellulaire

Afin de déterminer la localisation de MMEL2, des cellules HEK ont été transfectées de
fagon transitoire et induites au butyrate de sodium pendant 24 heures. Afin de vérifier si la
protéine MMEL2 se retrouve dans les cellules ou sous forme sécrétée, les protéines
cellulaires et du milieu de culture ont été recueillies et traitées comme décrit dans le
Matériel et Méthodes. Les protéines furent séparées sur gel SDS-PAGE et transférées sur
nitrocellulose. La protéine MMEL?2 a été détectée spécifiquement a I'aide d'un anticorps
polyclonal de lapin. La figure 2 montre que l'enzyme est présente dans l'extrait cellulaire
(puits 2), mais est absente du milieu de culture (puits 6). Il est & noter que la protéine
MMEL2 ne se retrouve pas dans les extraits de cellules transfectées avec le vecteur
d’expression non recombinant pCDNA3-RSV (puits 1). La protéine MMEL2 produite

posséde une masse moléculaire apparente de 110 kDa.

Les protéines cellulaires ont également été traitées a l'endoglycosidase H et a la PNGase F
afin de vérifier leur état de glycosylation. L'endoglycosidase H clive les chaines latérales
oligosaccharidiques N-liées riches en mannose sur les protéines qui se retrouvent dans le
réticulum endoplasmique rugueux mais qui n’ont pas franchi ’appareil de Golgi. Ainsi, une
résistance du clivage a I’endo H peut indiquer que la protéine ne se retrouve plus dans le
RER et qu'elle a franchi I'appareil de Golgi. Par ailleurs, la PNGase F agit plutdt en
retranchant les résidus riches en mannose ainsi que la plupart des oligosaccharides
complexes N-liés ajoutés dans I’appareil de Golgi. MMEL2 provenant des extraits
cellulaires est sensible & la digestion par la PNGase F (puits 4). De plus, MMEL2 est

toujours sensible au traitement & I'endo H (puits 3) démontrant que la protéine contient les
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116 kDa —

97 kDa —

Figure 2: Expression de MMEL2 dans les cellules HEK-293T transfectées. 1) Extraits de
cellules transfectées avec pCDNA3-RSV 2, 3, 4) Extraits de cellules transfectées avec
pCDNA3-RSV-MMEL?2 2) non-traitées 3) traitées a I’endo H 4) traitées a la PNGase F 5)
Surnageant de cellules transfectées avec pCDNA3-RSV 6) Surnageant de cellules

transfectées avec pCDNA3-RSV-MMEL?2.
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résidus riches en mannose ajoutés dans le RER, et qu’elle n’a donc pas passé I’appareil de
Golgi. Ces résultats proposent que MMEL2 soit une protéine hautement glycosylée qui se
localise de facon intracellulaire. La protéine MMEL2 détectée dans les extraits cellulaires
n’aurait donc pas franchi I’appareil de Golgi et se situerait probablement au niveau du
réticulum endoplasmique rugueux. Ceci est & ’encontre de la présence d’un site de clivage
de type furine situé en C-terminal du domaine transmembranaire qui nous laissait suggérer
I’hypothése que la protéine MMEL?2 pouvait se retrouver sous forme soluble comme ¢’est
le cas pour MMEL 1. Par contre, la présence d’une proline en position P2 du site de clivage
pourrait empécher le clivage de la protéine qui serait donc retenue non pas a la surface

cellulaire mais au niveau du RER (Lazure et al., 1998).

Ces dernicres études in vitro nous donnent de bons indices quant a la localisation
subcellulaire in vivo potentielle de MMEL2. Nous devrons cependant déterminer si la
protéine MMEL?2 endogene se localise bel et bien au niveau du RER de cellules humaines
exprimant la protéine. La détection de MMEL?2 dans des extraits protéiques de testicules
humains permettrait de confirmer ou d’infirmer la localisation subcellulaire observée in
vitro. Le testicule constitue un tissu de choix puisque le transcrit de MMEL?2 y est trés
abondant (voir chapitre 2). La visualisation de la protéine endogéne permettrait également
de déterminer si la localisation observée est due & une erreur dans la séquence de I’ADNec.
La machinerie de contrle de la qualité située dans le RER pourrait dans un tel cas, la
séquestrer interférant ainsi avec le transport de la protéine. Par contre, une séquence
partielle provenant du projet du génome humain est actuellement disponible sur GenBank

et s’avére a 100 % identique a I’ADNc de MMEL?2.
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D’autre part, la localisation de la protéine MMEL?2 pourrait étre modulée par des facteurs
exogenes comme c’est le cas pour le récepteur CRL (calcitonine-receptor-like rgceptor)
(McLatchie et al., 1998). Ce dernier est séquestré au niveau du réticulum endoplasmique et
son transport vers la membrane plasmique est régulé par la présence des protéines RAMPs.
Tout comme le récepteur CRL, la protéine MMEL2 pourrait étre maintenue au niveau du
RER dans des conditions de latence, puis étre reldchée de fagon contrdlée suite a certaines
situations physiologiques précises. Ces conditions pourraient, par exemple, favoriser la
production d’un cofacteur essentiel au transport de la protéine vers I’appareil de Golgi et la
surface cellulaire. Il serait donc intéressant de vérifier 1’expression de la protéine suite a
certaines conditions de stress comme des changements de température. L’expression de la
protéine dans différents types cellulaires pourrait €galement permettre de vérifier si les
cofacteurs présents dans ces souches cellulaires, et probablement absents des cellules

HEK293T, sont suffisants pour libérer la protéine du réticulum endoplasmique.

3.4.3) Spécificité des anticorps polyclonaux de lapin

La spécificité de I’anticorps face aux autres membres de la famille a été déterminée par
immunobuvardage de type Western. La figure 3 montre que Panticorps de lapin dirigé
contre la protéine MMEL2 reconnait non seulement MMEL2 (puits 1) mais également
IEPN soluble (puits 2) et MMEL1 (puits 3), les deux protéines les plus semblables de
MMEL2. Par contre, il ne détecte pas ECE-1, PHEX, ECELI1 et la protéine Staufen
humaine (Wickham et al., 1999). Malgré les précautions prises, I’anticorps polyclonal

dirigé contre MMEL2 n’est donc pas spécifique a notre protéine puisqu’il détecte
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97 kDa

Figure 3: Spécificité des anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre MMEL2. 1)
MMEL?2 membranaire 2) EPN soluble 3) MMEL]1 sécrétée 4) PHEX 5) ECE 6) ECEL1 7)

Staufen 1.
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également d’autres membres de la famille de ’EPN. De ce fait, ’anticorps polyclonal de

lapin dirigé contre MMEL?2 doit étre utilisé avec soin dans certaines expériences.

3.4.4) Production d’anticorps monoclonaux

Les anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre MMEL2 détectent bien la protéine mais
ne peuvent discriminer efficacement des autres membres de la famille. Afin d'augmenter la
spécificité de détection, des souris BALB/c ont ét¢ immunisées avec I’antigéne MMEL2
dans le but de produire des anticorps monoclonaux. La méme séquence protéique que celle
utilisée dans le développement des anticorps polyclonaux a été choisie pour é€laborer les
anticorps monoclonaux. Sur les 2640 clones obtenus, les surnageants de culture de 818
hybridomes ont été testés par analyse ELISA, puis par immunobuvardage de type Western.
Deux clones jugés positifs par ces deux techniques ont été amenés en dilution limite. Un de
ces clones a ensuite pu étre déclaré monoclonal. La production de liquide d’ascite & partir
de souris immunis€es avec I’hybridome monoclonal, nous permettra d’avoir assez de
matériel pour vérifier la spécificité de I’anticorps vis-a-vis des autres membres de la
famille. Si cet anticorps s’avere spécifique, nous pourrons par exemple, utiliser afin de

détecter la présence de la protéine dans certains tissus humains.

L’article présenté dans le chapitre précédent rapporte I’identification d’un nouveau membre
de la famille de I’EPN soit I’enzyme MMEL2. Les analyses comparatives de séquence
suggéraient alors que la protéine MMEL2 puisse se retrouver sous forme soluble tout
comme MMELI. Cette forme soluble serait produite a cause de la présence d’un site

potentiel de clivage & la furine dans son ectodomaine. Par contre, les expériences in vitro
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d’expression présentées dans le chapitre 3 suggérent plutdt une localisation intracellulaire
de la protéine MMEL?2. Les facteurs cellulaires impliqués dans cette localisation demeurent
cependant encore obscurs. La détermination de la localisation de la protéine MMEL2

endogéne s’avére donc importante.



CHAPITRE 4

DISCUSSION
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CHAPITRE 4 - DISCUSSION

4.1) Découverte d’un nouveau membre de la famille de PEPN: MMEL2

La famille de ’'EPN composée de sept membres est impliquée dans une grande variété de
phénoménes physiologiques allant de la perception de la douleur & la minéralisation (revue
par : Turner et al., 2001). Au cours des derni¢res années, de plus en plus d’agents
pharmacologiques ont ainsi été créés afin de moduler I’action de ces enzymes.
L’identification récente de certains membres de la famille suggére la présence de nouvelles
peptidases encore non-identifiées. Ces derniéres pourraient interagir avec les produits
pharmacologiques et ainsi mettre en doute la spécificité de ces agents. Le séquencage du
génome de Drosophila melanogaster et de Caenorhabditis elegans permet d’identifier la
présence d’une vingtaine de geénes de type MME-like. Ceci nous ouvre une piste
intéressante pour la découverte de nouvelles peptidases de la famille de ’EPN dans divers
organismes vivants. Actuellement, prés de 90% du séquengage du génome humain est
achevé. Il est a noter qu’aucune nouvelle métallopeptidase contenant le motif consensus de

la famille de I’EPN n’a pu clairement étre identifiée jusqu’a maintenant.

Ce mémoire relate le clonage d’un nouveau membre de la famille de 'EPN, la protéine
MMEL?2. L’ADNc de MMEL?2 a été cloné d’une banque d’ADNc de cerveau humain par
homologie de séquence avec la protéine de souris MMEL1. MMEL2 est une protéine de
770 acides aminés hautement identique &8 MMELI1. Il s’agit d’une protéine de type II

contenant toutes les caractéristiques structurales de la famille de ’EPN. Par ailleurs, elle
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possede un site potentiel de clivage a la furine qui suggére la formation d’une forme
sécrétée de ’enzyme comme c¢’est le cas pour MMELIL. Par contre, les analyses in vitro
d’expression dans des cellules transfectées indiquent plutdt une localisation intracellulaire
de MMEL?2 au niveau du RER. Tout comme MMEL]1, le transcrit de MMEL?2 est fortement
exprimé dans le testicule. On en retrouve également, mais a des niveaux moindres, dans le
cerveau, le rein et le coeur. Le gene MMEL? se retrouve sur le chromosome 1 au locus p36,
une région partiellement séquencée par le projet du génome humain. Ce locus est également
associé¢ a la neuropathie 2A sensorielle moteur héréditaire, au syndrome de Schwartz-
Jampel-Aberfeld et a des neuroblastomes, toutes des maladies affectant le systéme nerveux

central.

4.2) Expression de MMEL?2 par transfection cellulaire

Les enzymes de la famille de 'EPN sont, pour la plupart, des protéines transmembranaires
de type II. Ces protéines agissent a la surface cellulaire, leur ectodomaine se situant &
Iextérieur de la cellule. 11 existe cependant certaines exceptions. En effet, la protéine de
souris MMELI est sécrétée a Iextérieur des cellules et n’est donc pas rattachée a la
membrane. Cette protéine contient un site de clivage a la furine qui permet donc de
produire une forme soluble de MMEL1 (Ikeda et al., 1999; Ghaddar et al., 2000). De plus,.
un isoforme humain de la protéine ECE-1, ECE-1b, se retrouve a Iintérieur des cellules
transfectées et colocalise avec un marqueur du réseau frams-Golgien (Schweizer et al.,
1997). D’autre part, la protéine ECEL1 se retrouve principalement au niveau du RER de
cellules en culture transfectées (Valdenaire and Schweizer, 2000; A. Benoit, M.A. Vargas,

L. DesGroseillers, G. Boileau en préparation) et de cellules hypophysaires (A. Benoit, M.A.
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Vargas, L. DesGroseillers, G. Boileau en préparation). Une faible proportion des protéines
a également été détectée a la membrane plasmique dans les cellules transfectées et les
cellules hypophysaires (A. Benoit, M.A. Vargas, L. DesGroseillers, G. Boileau en
préparation). Aucun mécanisme connu de rétention au réticulum endoplasmique ne peut
expliquer cette rétention. Notre groupe a observé une différence de position au niveau des
deux premicéres cystéines de I’ectodomaine d’ECELI1. Ceci pourrait ralentir le repliement
de la protéine qui serait alors retenue dans le réticulum endoplasmique. Cette hypothése
sera donc vérifiée. La protéine MMEL2, quant 2 elle, contient tous les résidus importants
pour Pactivité et le repliement des enzymes de la famille de I’EPN. Malgré la présence d’un
site potentiel de clivage a la furine, MMEL2 se localise au niveau du réticulum
endoplasmique rugueux tout comme ECELI1. Le mécanisme de rétention dans le réticulum

demeure encore indéterminé.

Dans la séquence de MMEL?2 nous pouvons dénoter deux cystéines additionnelles qui sont
absentes de la protéine MMEL1. Il serait intéressant de muter ces résidus afin de vérifier
s’ils ont un r6le a jouer dans la localisation intracellulaire d¢ MMEL2. Nous pourrions
également identifier le(s) motif(s) responsable(s) de cette localisation en effectuant tout
d’abord, des chimeres MMEL1-MMEL2. Ceci nous donnerait une idée des domaines
responsables de la localisation intracellulaire. Des mutations ponctuelles permettraient, par
la suite, d’identifier spécifiquement les résidus impliqués dans la rétention de la protéine.
Des expériences de biotinylation de surface pourraient également étre mises sur pied afin
d’identifier la présence de traces d¢ MMEL?2 au niveau de la membrane cytoplasmique. La
détection de la protéine endogéne dans des extraits protéiques de testicules humaines ou sur

des coupes de tissus nous informerait également de la localisation, mais cette fois in vivo,
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de MMEL2. Des tests de glycosylation endoH et PNGase F sur les extraits protéiques de

tissus humains permettraient de suivre 1’état de maturation de la protéine.

Une autre hypothése serait que MMEL?2 soit relichée du réticulum suite a certains éléments
déclencheurs tels que des stress ou la présence de cofacteurs essentiels au transport de la
protéine. La transfection du géne MMEL2 dans d’autres souches cellulaires qui pourraient
exprimer des cofacteurs différents, permettrait donc d’identifier certaines conditions
favorables au transport de la protéine. L’identification subséquente des cofacteurs facilitant

la sortie de la protéine du RER permettra de tracer le mécanisme de contrble de la reldche

de I'enzyme.

4.3) Activité enzymatique de MMEL2

Jusqu’a maintenant, Pactivité enzymatique de MMEL2 n’est pas connue. Une des
prochaines étapes de caractérisation de la protéine consiste donc a identifier des substrats
clivés par l’enzyme. L’identification de ces substrats nous informera des roles
physiologiques potentiels de MMEL2. Comme la protéine MMEL?2 est membranaire et
probablement intracellulaire, la formation d’une chimére MMEL1-MMEL?2 permettrait de
faciliter les analyses enzymatiques. En effet, on pourrait substituer la partie N-terminale de
MMEL2 par la région de MMEL1 contenant le domaine cytosolique, la région
transmembranaire et le site de clivage a la furine. La protéine MMEL2 se retrouverait donc
sécrétée et serait ainsi plus facile a purifier. Une autre alternative pour produire une
protéine soluble serait de fusionner un peptide signal a I’ectodomaine de MMEL?2, comme

lors de la production de I’EPN soluble (Lemay et al., 1990). La protéine purifiée pourrait
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alors étre utilisée dans des essais enzymatiques en utilisant des peptides clivés par les
protéines de la famille de PEPN. D’autres substrats que I’on retrouve spécifiquement dans
les tissus exprimant MMEL2 pourront également étre testés. De plus, ces analyses de
substrats permettront de s’assurer de I’activité de la protéine et donc du bon repliement de
cette derniére. De plus, il sera intéressant de vérifier si les inhibiteurs de I’EPN et des autres
membres de la famille peuvent également inhiber MMEL?2. Ceci permettra de confirmer la

spécificité des inhibiteurs connus.
4.4) MMEL?2 est-elle ’homologue de MMEL1?

La protéine MMEL2 posséde beaucoup de caractéristiques communes avec l'enzyme de
souris MMELI1. Jusqu'a maintenant, il est cependant difficile de se prononcer sur
I’homologie entre ces deux protéines. D'une part, la protéine MMEL2 n’est qu’a 77,5 %
identique & la forme souris MMEL1. Bien que ce pourcentage d’identité semble élevé entre
les deux especes, il n’esf pas suffisant pour conclure qu’il s’agit de la méme protéine. En
effet, les protéines de la famille de la métallo-endopeptidase de membrane possédent
généralement plus de 90 % d'identité de séquence pour une méme protéine chez deux
espéces différentes (Chen et al., 1992). Pour d’autres familles telles que ’aldolase (Marsh
and Lebherz, 1992; Mutoh and Hayashi, 1994), un pourcentage aussi élevé aurait cependant

été suffisant pour conclure qu’il s’agit effectivement de la méme protéine.

D'autre part, nous avons démontré que le géne MMEL2 se situe au niveau du locus
chromosomique 1p36. II est intéressant de noter que le géne MMELI se localise sur le

chromosome 4 de souris, soit le paralogue du locus 1p36 humain (M. Carpentier, G.
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Boileau, L. DesGroseillers en préparation). Cette équivalence de localisation
chromosomique peut indiquer qu’il s’agit du méme geéne. Cependant, on peut également
penser qu’il s’est produit une duplication d’un de ces génes provoquant une localisation trés
rapprochée des deux génes. C’est le cas par exemple d’ECE-1 qui se retrouve au niveau du
locus 1p36, tout comme MMEL?2 (Valdenaire et al., 1995). Ces derniéres protéines auraient

donc divergé tardivement dans I’évolution.

La localisation cellulaire des protéines MMEL1 et MMEL?2 nous fait également douter de
I’homologie entre ces deux protéines. En effet, la protéine MMEL?2 se retrouve a I’intérieur
des cellules transfectées, plus précisément dans le RER alors que MMELL est présente dans
le milieu de culture et agit sous forme soluble. Pourtant, MMEL2 posséde, tout comme
MMELI, un site potentiel de clivage a la furine situé¢ immédiatement aprés le domaine
transmembranaire. Le site de clivage de MMEL?2 est probablement moins idéal que celui de
MMELI] et donc moins bien reconnu par les enzymes de la famille des prohormones
convertases, d'ou sa différence de localisation cellulaire. Le site consensus de clivage a la
furine consiste en la séquence R-Xaa-R/K-R (P4-P1) (Hosaka et al., 1991; Watanabe et al.,
1993; Takahashi et al., 1994). De plus, la séquence doit contenir un acide aminé basique sur
deux des sites P2, P4, P6 (Molloy et al., 1992; Jean et al., 1995). Dans le cas de MMEL2, la
séquence potentielle de clivage correspond a celle du site consensus. [.’analyse de substrats
clivés par la furine a permis de constater que le site P1° est souvent, mais pas toujours,
occupé par une sérine (Denault and Leduc, 1996). De plus, le site doit contenir un acide
aminé hydrophobe aliphatique en position P2’. Des mutations de type K pour V en position
P2’ de certains substrats inhibent le clivage par la furine (Lazure et al, 1998). Par

conséquent, la présence d’une proline, un acide aminé cyclique et plus rigide, en position
> lap b
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P2’ du site de clivage chez MMEL2 peut influencer la capacité de clivage de I’enzyme par
la furine. Il est a noter également que certains substrats mutés et non reconnus par la furine
peuvent étre clivés par d’autres prohormones convertases (Lazure et al., 1998). Aihsi, si ces
derniéres convertases ne sont pas présentes dans la souche cellulaire utilisée, nous ne

pourrons détecter une forme sécrétée de la protéine MMEL2.

Le séquengage du génome humain et murin nous permettra également de vérifier si
MMEL1 est 'homologue souris de MMEL2. En effet, si aucun autre membre de la famille
de ’EPN n’est découvert, cela ajoutera une preuve que les protéines MMEL1 et MMEL?2
sont homologues. On doit cependant garder a I’esprit la possibilité de I’élimination de
certaines peptidases au cours de 1’évolution. Les résultats du séquengage du génome
humain pourront également démontrer I’existence d’autres membres de la famille de ’EPN.
Un clone partiel identique a 100% a MMEL2 et situé sur le chromosome 1 humain est
actuellement disponible sur GenBank. Cette séquence correspond a la partie 3° non-traduite
de MMEL?2 et a I'extrémité C-terminale de la protéine. Elle contient des introns dont la
position est identique a celle de I'EPN (D'Adamio et al., 1989) et de MMEL1 (M.

Carpentier, G. Boileau, L. DesGroseillers en préparation).

4.5) Fonction physiologique de MMEL2

Afin de déterminer la fonction physiologique de MMEL?2, nous devons identifier les tissus
dans lesquels la protéine est présente. Les études de buvardage de type Northern de méme
que les analyses de RT-PCR ont montré que 'ARNm de MMEL2 est trés fortement

exprimé dans les testicules. On détecte également le transcrit, mais & un plus faible niveau
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d’expression, dans trois autres tissus soit le rein, le cceur et le cerveau. Tel que mentionné
précédemment, la protéine de MMEL?2 n’a cependant pas encore été recherchée dans les
tissus. Les études de localisation que nous avons effectuées devront donc étre complétées
par des immunobuvardages de type Western afin de détecter la protéine dans les tissus
humains. Pour ce faire, nous devrons cependant nous assurer de posséder un anticorps
spécifique a la protéine MMEL?2. Les résultats obtenus permettront de diriger les analyses
subséquentes d’activité enzymatique et de fonction physiologique pour la protéine
MMEL2. En effet, I’identification d’un substrat co-localisant avec la protéine MMEL2
pourra suggérer une implication de la peptidase dans le mécanisme cellulaire et
physiologique engendré par le substrat. De plus, la comparaison entre ’expression du
transcrit et de la protéine indiquera a quel niveau s’effectue le contréle de la production de

la protéine MMELZ2.

MMEL]1 se retrouve également en grande partie au niveau du testicule de souris adultes,
plus précisément dans les spermatides ronds et allongés (Ghaddar et al., 2000). Bien que le
rdle physiologique de MMEL1 soit encore inconnu, les études de localisation tissulaire et
d’activité enzymatique suggerent qu’elle puisse réguler la spermatogenése. Une autre
hypothése propose que MMEL1 s’accumule dans I’acrosome des spermatozoides dans
lequel on retrouve également de la pro-enképhaline (Kilpatrick and Millette, 1986; Kew et
al., 1990). MMEL! pourrait étre reldichée de I’acrosome lors de la réaction acrosomale
durant le processus de fécondation en méme temps que la pro-enképhaline (Kew et al.,
1990). 1l serait intéressant d’identifier les endroits spécifiques d’expression de MMEL2
dans les testicules humains par hybridation in situ et de les comparer avec ceux de

MMELI. 11 faudrait également vérifier si ’apparition de MMEL2 coincide avec un stade
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précis de développement chez ’homme, comme par exemple a la puberté. La régulation de
I’expression de la protéine MMEL2 pourrait aussi s’effectuer durant le développement du
spermatozoide. Tous ces résultats, permettront de juger I’implication de MMEL?2 dans la

spermatogenése, la capacitation des spermatozoides, ou la fécondation.

Récemment, une activité EPN ou MME-like a été détectée dans la maladie d’Alzheimer
(Iwata et al., 2000). Elle aurait pour effet de dégrader le peptide ‘amylo'x‘de—ﬁ dont
I’accumulation est responsable des plaques que I'on retrouve dans le cerveau des patients
atteints de la maladie. Comme le transcrit de MMEL2 a pu étre détecté dans le cerveau
humain, cette protéine peut représenter un candidat important pour la dégradation du
peptide amyloide-B. Des analyses d’activité enzymatique permettront de confirmer ou
d’infirmer cette hypothése. De plus, la localisation précise de la protéine MMEL?2 dans les
cerveaux humains normaux et atteints, ainsi que les différences d’expression dans ces deux

cas pourraient apporter des indices sur I'implication de la protéine dans la maladie.

La localisation chromosomique du géne MMFEL2 permet d’identifier des maladies connues
associées au locus de MMEL2. Pour ce qui est du locus 1p36, nous avons identifié
quelques maladies qui sont reliées au systéme nerveux central et dans lesquelles MMEL?2
pourrait jouer un rle majeur (voir chapitre 2). L’investigation de I’'implication de MMEL2

dans ces maladies pourrait donc étre envisagée.

Une des fagons d’éclaircir le role d’une protéine est de produire des lignées d’organismes
déficients pour le géne d’intérét. Si MMELLI s’avere ’homologue souris de MMEL2, nous

pourrions créer des souris déficientes en MMELL et vérifier I'impact physiologique de cette
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délétion. Si aucun changement physiologique n’est décelé, nous pourrons alors conclure a
une redondance de fonction par exemple avec ’EPN. Des doubles mutants dans lesquels ni
MMEL]I, ni PEPN ne sont exprimées permettraient alors de donner de bons indices sur les

implications physiologiques de ’enzyme.

4.6) Conclusion

L’identification d’un nouveau membre de la famille de I’EPN améne évidemment
beaucoup de nouvelles pistes d’investigation et de remises en question. En effet, la
caractérisation biochimique et physiologique de I’enzyme MMEL?2 constitue les prochaines
étapes découlant de I’identification d’un nouveau géne. Ceci procurera des informations
trés pertinentes sur cette peptidase et sur les voies de signalisation qu’elle régule. Il sera
intéressant de vérifier la co-localisation de MMEL?2 avec d’autres métallo-endopeptidases
de membrane. Les résultats du séquengage du génome humain pourront démontrer s’il
existe vraiment d’autres membres encore inconnus de la famille. L’analyse actuelle des
séquences humaines disponibles ne permet cependant pas de détecter d’autres membres de
la famille de I’EPN. Nous devrons donc attendre la publication de I'intégralité de Ia

séquence des divers chromosomes humains pour en avoir le ceeur net.

Du point de vue pharmacologique, 1’identification d’une nouvelle protéine peut entrainer
des conséquences importantes. Plusieurs produits pharmacologiques ont été mis sur pied au
cours des derniéres années afin de réguler I’action des peptidases de la famille de ’EPN.
Les inhibiteurs pharmacologiques jugés spécifiques a certains membres de la famille et

utilisés actuellement en clinique et dans les laboratoires de recherche pourraient également
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affecter MMEL2. Ceci aurait donc pour effet d’ébranler les théories découlant de
’utilisation de ces agents et permettrait peut-étre de comprendre certains effets secondaires
découlant de I'utilisation de ces produits pharmacologiques dits spécifiques. De plus, il sera
trés stimulant et enrichissant de comprendre le role physiologique de MMEL2 et son
implication dans certaines maladies. Toutes ces informations permettront d’approfondir nos
connaissances sur la famille de ’endopeptidase neutre et sur I’importance physiologique de

cette famille dans les divers organismes vivants.
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