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RÉSUMÉ

L’EPN est le prototype d’une famille de métallopeptidases à zinc comprenant

sept membres. L’EPN est une protéine transmembranaire possédant le site actif du

côté extracellulaire, ce qui la place en bonne position pour cliver les peptides du

milieu extracellulaire. Depuis quelques années, le peptide amyloïde f3 s’est ajouté à

la longue liste des peptides potentiellement clivés par l’EPN. Ce peptide est la

composante majeure des plaques séniles caractéristiques de la maladie d’Alzheimer.

Au cours des dernières années, il a été démontré que l’EPN peut cliver le peptide

amyloïde et serait en fait la peptidase responsable de la dégradation de ce peptide.

L’EPN devient une cible thérapeutique potentielle intéressante. Pour vérifier ce

potentiel, il convenait de déterminer si un effet protecteur contre l’accumulation de

plaques amyloïdes résultait d’une surexpression de l’EPN. Des souris surexprimant

l’EPN dans les neurones répondraient à cette question.

Pour ce faire, j ‘ai construit des vecteurs de surexpression neuronale de l’EPN

en utilisant le promoteur de l’énolase spécifique aux neurones (pNSE). La

spécificité et la force d’expression des transgènes ont par la suite été vérifiées.

L’expression de I’EPN a été confirmée par buvardage Western, alors que les tests

enzymatiques ont confirmés une activité neuronale EPN forte.

L’EPN et NL1 ont des patrons d’expression qui se recoupent et les souris

invalidées pour chacune des peptidases n’ont pas de phénotype très apparent. J’ai

généré des souris invalidées NL 1 /EPN afin de déterminer si la perte de l’une était

compensée par l’autre. Ces souris ont été caractérisées sur leurs paramètres de

distribution des génotypes, de fertilité et de croissance.

Mot-clés s métallopeptidase à zinc, endopeptidase neutre, Alzheimer, expression,

activité enzymatique, NL 1, souris, fertilité.
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SUMMARY

NEP (neutral endopeptidase) is the prototype of a zinc metallopeptidases

family which contains seven members. NEP is a transmembrane protein with the

active site on the extracellular side, which positions it for cleavage of extracellular

peptides. In the past few years. the amyloid 3 peptide was added to the long list of

NEP potential substrates. This peptide is the major component ofthe senile plaques

characteristic of the Alzheimer disease. In the last years, it has been shown that

NEP can degrade the amyloid peptide and is the peptidase responsible for its

cleavage. Therefore, NEP becomes a potentially interesting therapeutic target. To

test this potential, we decided to determine whether NEP confers a protective effect

against the amyloid plaques accumulation following it’s overexpression. Transgenic

mice overexpressing NEP in neurons would answer this question.

With this in mmd. I have constructed overexpressing neuronal NEP vectors

while using the neuron specific enolase promoter (pNSE). The specificity and

strength of expression of the transgene have been verified afterwards. NEP

expression has been confirmed by Western blotting, while enzymatic assays have

confirmed a strong neuronal NEP activity.

NEP and NL1 have similar expression pattems and their knock-out mice

have little significant phenotype. I have generated double knock-out mice NL1/NEP

to determine if those two peptidases can compensate for one another. Those mice

have been characterized for their genotype distribution, fertility and growth.

Key words : zinc metallopeptidase, neutral endopeptidase. Alzheimer, expression,

enzymatic activity, NL1, mouse. fertility.
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CHAPITRE 1: INTRODUCTION

1.1 Système peptidergique

Les cellules eucaryotes communiquent entre elles par le biais de mécanismes

élaborés de propagation d’information utilisant un grand nombre de molécules

différentes. Les peptides sont l’un des médias de communication intercellulaire

utilisés. Ces peptides faisant office de molécules messagères sont généralement en

deçà de 100 résidus d’acides aminés et sont de nature hydrophile.

Le cheminement effectué par ces peptides, depuis leur synthèse jusqu’à

l’obtention de l’effet physiologique, est divisé en trois étapes majeûres [revue par

Snyder (1985)]. Tout d’abord, il y a synthèse du peptide, sa maturation et sa

sécrétion par les cellules émettrices. Ensuite le peptide agit sur la cellule cible en

liant son récepteur à la surface membranaire, déclenchant de ce fait une cascade

d’évènements menant à l’effet physiologique recherché. f inalement, il doit y avoir

dégradation du peptide pour endiguer l’action de celui-ci et éviter une stimulation

excessive de la cellule cible.

Plusieurs protéases sont impliquées dans le contrôle de l’activation ou de la

dégradation des peptides.

1.1.1 Maturation des peptides

Peu de peptides de communication sont bioactifs dès leur synthèse. Ils

nécessitent des modifications avant d’atteindre leur état fonctionnel final [revue par:

Seidah et al. (1998), Khan & James (1998), et Mizuno & Matsuo (1994)]. Un bon

nombre de peptides sont synthétisés sous forme de précurseurs, qui cheminent au

travers du réticulum endoplasmique pour se diriger par la suite vers l’appareil de

Golgi. Dans le Golgi, en particulier au niveau trans-Golgi, se retrouvent des

protéases de la famille de la subtilisine, soit les pro-hormones convertases (PC), qui
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effectueront les étapes de maturation protéolytique avant que les peptides actifs

soient dirigés vers les vésicules de sécrétion, pour la voie régulée de sécrétion, ou à

la membrane plasmique, pour la voie de sécrétion constitutive.

Au niveau de la membrane cellulaire, les métalloprotéases à zinc se

retrouvent impliquées dans des processus de maturation supplémentaires à ceux déjà

accomplis dans la cellule [revue par Tumer & Tanzawa (1997)]. L’enzyme de

conversion de l’angiotensine (ECA), clivant l’angiotensine I en angiotensine II

(Corvol et Williams 1997), et l’enzyme de conversion de l’endothéline (ECE, Voir

section 1.3.2) qui hydrolyse les isoformes précurseurs de l’endothéline en

endothéline fonctionnelle (Tumer 1997), en sont deux exemples bien connus.

1.1.2 Dégradation des peptides

Une fois le signal peptidique propagé, celui-ci doit être enrayé. L’arrêt du

signal se fait le plus souvent par dégradation protéolytique des peptides. Les

métalloprotéases à zinc font partie des enzymes impliquées dans la dégradation des

peptides actifs, et donc responsables d’arrêter la stimulation physiologique [revue

par Tumer & Tanzawa (1997)]. L’endopeptidase neutre (EPN), qui sera discuté

dans la section 1.3.1 de ce mémoire, en constitue un des exemples les mieux

caractérisés.

1.2 Métalloprotéase à zinc

Les métallopeptidases à zinc constituent une très grande classe d’enzymes,

très diversifiées, caractérisées par la présence d’un atome de zinc au niveau de leur

site actif. L’ion de zinc de ces protéases joue un rôle essentiel dans la réaction

catalytique. La comparaison des séquences des différentes métallopeptidases à zinc

connues a permis le classement de celles-ci en groupes selon leur organisation au



niveau du site actif. Les métallopeptidases à zinc possèdent toutes le motif nommé

signature du zinc’ dans leur séquence consensus. qui comprend les acides aminés

requis pour lier le zinc et ceux nécessaires à la catalyse enzymatique.

Les métalloprotéases à zinc sont classées en famille selon leur nature et

l’organisation des acides aminés ‘signature’(Jonegeneel et al. 1989). Il y a quatre

super-familles, soit les zincines (motif HEXXH), les inverzincines (HXXEH), les

carboxypeptidases (HXXE) et les DD-carboxypeptidases (HXH) (Voir Figure 1.1).

Dans le cadre de ce mémoire, il sera uniquement question des zincines.

1.2.1 Les Zincines

Les zincines sont caractérisées par le motif HEXXH où les deux histidines

font office de ligands pour le zinc et l’acide glutamique est le résidu catalytique. Les

X peuvent être n’importe quel acide aminé mais sont généralement des résidus non-

chargés.

1.2.2 Les Gluzincines

Les Gluzincines sont une sous-classe de la grande famille des zincines. Ces

enzymes se caractérisent par la présence d’un acide glutamique comme 3 ligand du

zinc, en plus des deux histidines de la séquence ‘signature’. Le motif est

HEXXH.. .E où l’espacement entre le deuxième résidu histidine et l’acide

glutamique peut varier entre 24 et 64 résidus d’acides aminés.

Il y a quatre sous-classes de gluzincines, soit la famille de la Thermolysine,

la famille de I’EPN, la famille de l’ECA et celle des aminopeptidases.
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1.2.3 Mécanisme d’action

Le mécanisme d’action des quatre sous-classes de gluzincines est similaire.

La Thermolysine, une enzyme bactérienne de BaciÏÏus thermoproteoliticus, a été la

première gluzincine a être identifiée. Celle-ci a donc été largement étudiée et nos

connaissances du mécanisme d’action des gluzincines sont largement inspirées du

mécanisme de la Thermolysine (Matthews 1988).

Le mécanisme enzymatique des gÏuzincines requiert la présence au site actif

d’une molécule d’eau associée à l’acide aminé catalytique. La première étape du

mécanisme est la formation d’une liaison de coordination entre l’atome de zinc du

site actif et l’oxygène du groupement carboxyle du lien peptidique à cliver. Une fois

cette liaison effectuée, le zinc passe d’un état de tétracoordination à un état de

pentacoordination. Cela induit une polarité de la molécule d’eau associée à l’acide

glutamique catalytique. La molécule d’eau devient un puissant nucléophile et

attaque le carbone du lien peptidique à hydrolyser. Il y a alors protonation de

l’atome azote de ce lien, ce qui entraîne la scission et la génération de deux sous-

produits (Voir figure 1.2).

1.3 Famille de l’Endopeptidase neutre

La famille de l’EPN comprend jusqu’à maintenant sept membres répertoriés,

soit l’EPN qui est le prototype de la famille, ECE-1, ECE-2, PHEX. ECEL1, KELL

et NL1 (Voir Figure 1.3 et Tableau 1.1). Toutes ces peptidases sont exclusivement

des glycoprotéines transmembranaires de type II. exception faite de NL1 qui existe

aussi sous forme soluble (Voir section 1.3.2). Elles possèdent une courte queue

cytoplasmique en N-terminal, un domaine transmembranaire et un large domaine

extracellulaire en C-terminal où se situe le site actif. En plus du motif consensus

HEXXH.. . E, ces peptidases possèdent toutes dix cystéines conservées dans leur
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domaine extracellulaire, ce qui suggère un repliement tridimensionnel similaire entre

elles.

Malgré des différences dans leurs substrats de préférence, la plupart des

acides aminés identifiés comme importants pour la catalyse dans l’EPN sont

conservés et trouvent leur correspondance chez les peptidases de la famille, ce qui

laisse supposer que leur mécanisme enzymatique serait semblable. Dans le cadre de

ce mémoire seules 1’EPN et NLY seront discutées.

Tableau 1.1 — Identité entre les divers membres de la famille de l’endopeptidase

neutre.

EPN ECE-1 ECE-2 PHEX KELL ECEL1 NL1

EPN - 39,1% 33,3% 34,9% 23,1% 30,9% 55%

ECE-1 - - 60,2% 37,9% 30,4% 37,1% 39%

ECE-2 - - - 33,6% 29,0% 36,5% 32%

PHEX - - - - 24,4% 3 1,8% 39%

KELL - - - - - 23,3% 26%

ECEL1 - - - - - - 36%

NL1 - - - - - - -

Note: Les séquences humaines ont été utilisées pour la comparaison à l’exception de

ECE-2 (bovin) et NL1 (souris).

1.3.1 Endopeptidase neutre

L’endopeptidase neutre fût identifiée pour la première fois en 1974 par Kerr

et Kenny, suite à la purification de bordure en brosse de tube proximal de rein de

lapin, comme une glycoprotéine de 90-100 kDa exerçant son activité à pH neutre.

Elle fut découverte une seconde fois, quatre ans plus tard, comme l’enképhalinase

responsable de la dégradation spécifique des enképhalines dans le cerveau. Enfin,

elle fut découverte une troisième fois lors du clonage de l’ADNc de CALLA
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(Commun acute lymphoblastic leukemya antigenlCDlo), un antigène de surface des

lymphocytes B immatures qui est un marqueur du développement de la leucémie

lymphoblastique aigu de type B. Du fait d’avoir été découverte dans plusieurs

contextes différents et par des groupes divers, l’endopeptidase neutre s’est vue

attribuée plusieurs noms tels endopeptidase neutre, enképhalinase, CALLA et

néprilysine. Pour éviter les confusions, le seul nom d’ endopeptidase neutre (EPN)

sera utilisé ici.

1.3.1.1 Caractéristiques structurales

La structure primaire de 1’EPN a été obtenue par le clonage et séquençage de

son ADNc obtenu à partir d’ARNm de rat, de lapin, d’humain et de souris (Letarte et

al. 199$, Devault et al. 1987, Malfroy et al. 1988, Chen et al. 1992). Une

comparaison des séquences en acides aminés de l’EPN dans ces diverses espèces

révèle plus de 90% d’identité, ce qui dénote une excellente conservation au cours de

l’évolution.

L’EPN est composée de 749 acides aminés qui se répartissent en 27 acides

aminés pour la queue cytosolique, 23 acides aminés pour le domaine

transmembranaire et 699 acides aminés pour la portion extracellulaire. La partie

extracellulaire de l’EPN a une forme globulaire, compacte et localisée près de la

membrane (Kenny at al. 1983). Six asparagines dans le contexte de la séquence

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

aminé sauf proline), sont retrouvées chez le rat, la souris et l’humain contre cinq

chez le lapin. La masse moléculaire apparente de l’EPN varie de 87 à 110 kDa selon

le tissu dans lequel elle est exprimée (Roques et al. 1993). Ces variations

proviennent de niveaux de glycosylation variables. Il semblerait que la

glycosylation favorise un bon repliement ainsi qu’un transport efficace à la
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Source Oefner C.; DArcy A.; Hemiig M.; Winkler f.K. and Dale G.E. (2000) Structure of human

neutral endopeptidase (Neprilysin) complexed with phosphoramidon. J.Mol.Biol. 296, 34 1-349.

Domaine I

GÏy54

1.,

Domaine 2

Figure 1.4— EPN complexée au phosphoramidon.
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membrane (Lafrance et al. 1994). Une glycosylation aux sites Asparagine 145 et

Asparagine 629 procurerait une activité enzymatique maximale. L’EPN possède

également douze cystéines impliquées dans la formation de ponts disulfures, ce qui

permetterait la stabilisation de la conformation de l’enzyme.

Des études de cristallographie à précision de 2,1Â réalisées sur

l’ectodomaine montrent que celui-ci est composé de deux domaines en hélice : le

domaine I de 286 acides aminés formé de deux polypeptides non-consécutifs, et le

domaine 2 de 326 acides aminés contenant trois segments polypeptidiques non-

consécutifs où se situe les résidus importants pour la coordination du zinc et la

catalyse. Ensembles, ces deux domaines donnent lieu à la cavité centrale, presque

sphérique, qu’est le site actif (Voir figure 1.4).

1.3.1.2 Activité enzymatique

La spécificité de Ï’EPN a d’abord été étudiée en utilisant la chaîne f3 de

l’insuline (Kerr et Kenny 1974). Son spectre d’action est assez étendu, mais son

activité est toutefois restreinte à des peptides de moins de 3,5 kDa soit environ 40

acides aminés. L’EPN hydrolyse généralement la liaison peptidique du côté amino

terminal d’un acide aminé hydrophobe.

Le degré d’identité entre l’EPN et la Thermolysine est assez modeste, mais il

n’en demeure pas moins qu’il existe de grandes similitudes entre les sites actifs de

ces deux enzymes. Tous deux ont une préférence pour un résidu hydrophobe au

niveau du site Si’. Le site $2’, quant à lui, semble pouvoir accommoder tout acide

aminé sauf la proline qui diminue la force d’interaction entre le peptide et 1’ enzyme

(Voir figure 1.5).
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1.3.1.2.1 Acides aminés importants pour l’activité enzymatique

Trois résidus se démarquent comme ayant une importance cruciale dans la

réaction catalytique. Ceux-ci sont l’acide glutamique 584, l’acide aspartique 650 et

l’histidine 711. L’acide glutamique 584, aussi appelé acide glutamique catalytique,

favorise la polarisation de la molécule d’eau (Voir section 1.2.3). L’acide aspartique

650 agit indirectement sur le positionnement de l’atome de zinc via son interaction

avec l’histidine 584 (Le Moual et al. 1994). L’histidine 711 permet une stabilisation

de l’intermédiaire tétrahèdrique de l’état de transition en interagissant avec plusieurs

autres résidus et l’oxanion pour former un réseau complexe de ponts hydrogène.

Une seconde triade existerait au sein du site catalytique, celle-ci ayant pour

mission la stabilisation du site actif (Oefner et aÏ. 2000). Cette triade agirait sur

l’histidine 587 par le biais de l’asparagine 590.

1.3.1.2.2 Acides aminés importants pour la liaison du zinc

Comme toutes les peptidases à zinc, l’atome de métal est absolument

indispensable à l’activité enzymatique de l’EPN puisqu’il fait partie intégrante du

mécanisme catalytique. Il est donc très important de bien lier et positionner celui-ci

au niveau du site actif. Trois résidus, histidine 583, histidine 587 et acide

glutamique 646 sont les ligands responsables du bon positionnement du zinc pour

l’EPN (Devault et al. 1988, Le Moual et al. 1991).

1.3.1.2.3 Acides aminés impliqués dans la liaison du substrat

Diverses études utilisant des inhibiteurs chimiques et la technique de

mutagenèse dirigée ont démontré une implication de l’arginine 102 dans la liaison au

substrat. L’hypothèse soutenue étant que l’arginine 102 interagirait avec le
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groupement carboxyle libre du résidu P2’ et serait, de par ce fait, responsable de

l’activité dipeptidyl-carboxypeptidase occasionnelle de I’EPN (Llorens et al. 1980,

Malfroy & Schwartz 1 9$2b, Beaumont et al. 1991, Jackson & Hersh 1986, Pozsgay

et al. 1986).

L’analyse cristallographique du complexe phosphoramidonlEPN a réfuté

l’implication de l’arginine 102 à ce niveau (Oefner et al. 2000). Il a été démontré

depuis que ce serait possiblement I’ arginine 717 qui remplirait ce rôle (Marie-Claire

et aÏ. 1997). Une contribution de l’asparagine 542, située dans un feuillet f3 qui

retiendrait le substrat au site actif, a également été proposée (Dion et al. 1995). Il a

été suggéré que ces deux acides aminés, asparagine 542 et arginine 717, soient

toutes deux composantes du site S2’.

1.3.1.3 Substrats

L’EPN peut hydrolyser une multitude de substrats in vitro et in vivo. Sa

distribution physiologique l’amène à cliver des peptides bioactifs tels la substance

P, le peptide natriurétique auriculaire (ANF), les enképhalines et la bradykinine, ce

qui implique l’EPN dans de nombreux processus physiologiques. Le Tableau 1.2

présente une liste des substrats connus de l’EPN.

1.3.1.4 Distribution tissulaire

L’EPN est exprimée dans une grande variété de tissus sans pour autant être

uniformément distribuée. Elle est retrouvée dans le système nerveux central, les

reins, les intestins, les noeuds lymphatiques, le placenta, les poumons, les testicules,

la prostate, les fibroblastes du coeur, les chondrocytes du cartilage articulaire, la

moelle osseuse, les os du crâne et de la mandibule, les vertèbres, les glandes

salivaires, les glandes exocrines et dans une variété de tissus épithéliaux et
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Tableau 1.2 — Substrats de l’EPN.

Substrats Sites de clivage et séquetece Kn(tM) Références

Lou-enk5phaline YGGFL 86;73 (Matsas et al. 1984,

Cha6dnr et aI. 2000)

Met-enktpliaIine YGGfFM 62;17 (Mottas et al. 1984,

Hersh 1984)

YdAGfL 8. (Mottas et ai. 1984)

enképhaline

Dynorphineit YGGfFLRRIR 219 (Mottas et al. 1984)

Dvnorphinei_13 YGGtFLRRtTRPKtLK nd. fHersh 1984)

7-Endorphine YGCtFMTSEKSQTPfLVTL 42;4 (Mottas et al. 1984,

Hersh 1984)

a-néo-enUorphiie YGGtFLRKYPK K 500 (Heuh 1984)

)-néo-endorphine YGGtFLRKIT 1Ç 500 (Hersh 1984)

MCH DFDMLRCIIvfLGRtVYRP- 12 (Cliecler et al. 191)2)

CtWQV

LHRF[ (Inliherin) oEHt’WStYGtLEPGMNHs 755 f Motets u aL 1964)

l3radykinine RPPGtFSPIFR 92 (Maltas et al. 1984)

Substance P RPKPQQtFtFQtLMMT2 32: 37,8 (MaLtas et al. 1984. Mat-

sas et al. 1984)

Physalaernin EAD?NKtffYGtLMNH1 105 f Matssa et al. 1984)

f identifie les sites de coupures



Références

(Mateas et al. 1962)

(Stephenson & Kenny

1987)

(Stephensan & 11enny

1987)

7$ tMatsoe et al. 1984,

Skidgel et cl. 1984)

67,4 (Matses et al. 198%,

Kexrny et ni. 1985)

296 (Matsas

et al. 1984, IÇennv

et al. 1985. Tinrieux

et cl. 1985)

113 (Hoopor et al. 1965)

2,3 (Vijayeraghovcn al cl.

1990)

nd. (Abassi et al. 1993)

Substrats Sites de clivage et séquence KmfeM)

DimeCZ EQ(MeF)(eG)fLMNH2 2567

Augiotensine I DRfVYfU1PtFBT n.d.

Angiotensine fi DRVYfIHPF n.d.

Neurotensin pELYENXPRRPfYfIL

CCK-S DYMGfÂTMDtFNHo

CCK8 (805H) DY(S03H)MGfwfivmtFNH2

Neurokinine A HKTDStFVGtLMNHI

Eiidotjiéliuie4 C$C$$ILMDKECVYFCIJtLDfflW

Big endot.liéline-i CSCS$LMDKECVYFCHLDH

MWINTPEI-WVPYGLGSPRS

c-MSH AcSfYSfMEffflRtWGKPVCONH2

a-hANP SLRRSSCjFGGIUvmRIG

AQSGLGCNSFRY

f identifie les sites de coupures

n.d. (Deachodt-Lunclnnan

et al. 1990)

2634; 121 (Keonv et al. 1993)
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Substrats Sites de clivage et séqneuce Krn(cM) Références

pBNT32 SPKTMRDSQCFGR- 1i1;151 (Kenny et al. 1993, Nor

RLDR1GSfLSGLGCNVLRRY ban et ai. t991)

hCNP-22 GLSKGcFGLKLDRIGSMSC- 2,5;13 fKenny et cl. 1993)

LOC-amide

h3NP SPtIUVIfVQGSGCFGBKM- 172:151 (Kenny et cl. 1993, Nor

DRtIGSLSGLGCNVLRRY man et aL 1991)

Urodflstine APRLSLRRSSCFGGRMI)RIG- 31;62 (Kenny et cl. 1993)

AQSGLGCNSFRY

Afi1_40142 DAEtFRHDSGfYEVHHQ1S.LV 2,)3(1.42) (Howeil et ai. 199,

FtFAEDVGSMCGAtHGtLMV- ‘1k-) et ai. 2000. Shi

rotani et al. 2001)
GtGVV

OGP ALKRQtGRTtLYGFGG n.d. fRucion, Marcinidewioz.

Ellefsen, Baaak, Aubin.

Crine & BoUcau 2000)

PTHrP1_3,; AVSEHQLLIIDKGKSIQDLRR- n.d. (Ruchcrn, Marcinkiewicz,

RFFtLmItI4LAEJHTA Eflefsen, Baak, Aubin,

Orme & BoUcau 2000)

Osteostain TRSAQLDSGVTGSGLEGDHL- n.d. fRuchon, Marcinldeincz.

SDTSTTSfLELD$R Elie6en, Hasch, Aubin,

Orme & Baileau 2000)

Calcitonlue CGNLSTCMLGTYTQDFNKtfH- .n.d. (Howaii et aI. 1993)

TFPQTAIGVCAP

identifie les sites de coupures



17

Substrats Sites de clivage et séquence Cm(pM) Référiices

-CGRP SCNTATCtVTHRI’L- 105 (Kataurna et aL 1901,

AGj-LLSRSGGfVVK- Davie et aL 1992)

DNtFVPTNtVGSE1AFNU2

/3-Endorphine YGGFMTSEKSQTPLVTLFIÇ K 500 (Herah 1984)

NAIUNAYOEGE

/3-Lipotropine1_ YGGFMTSEK IÇ 19 f Herah 1984)

NPY YPSKPDNPGEDAPAEOMA- n.L f Baraniuk et al. 1990, Fu

RYYSALR11IN1TTRQRYNU jiwato et o). 1993)

PYY YPIEAPGEDASPEEL- n.d. (Medeiros &

NfRYASLrn1NLVTRQRY- ‘P 1994)

NR2

ViF HSDAVFTDNYTRLRKQMAV- 15 (Gourlet et ai. 1997)

M(YtLNStILNNHI

PACAP(1-27) RSDGIFTDSY$EYH.KQMAV- 100-200 (Gourlet et ai. 1997)

KKYtLAAVLNH2

Gastrin pEGPWfLEEEEAfYGfW!v1- 33:57 (Des hadt-Leaclonua

DfFNH2 et ai. 1968, Pauwela

et al. 1989) et al., 1989

f identifie les sites de coupures
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Substrats Sites de divuge et séquence KmCiM) Références

Gastrin-releasing- GNHWAVGRIMN2 n.d. (Bunnett, Turner,

- s Hrvszku Kobayashipeptlde(GRPIO)
& Walsh 1988, Due

nett, Debue, ‘I\imer.

Kubayashi & Walsh 1988)

Oxytocine CY1QNCPfLGG2 ii.d. (Almenoif et eL 1981,

Johrnon et ai. 1984, Ot

tiece et aL 1991)

Proadrenomecliillin ARtLDVASEtFRKKtWN- 6,1 (Nagatorno et al. 1998)

(PAIvW) KtWj-AfLSRCONH2

GLP-1(lC) HAEGTFTSDfVSSfYfLEGQA- n.d. (Hupe-Sodmann et ai

AKEfFfTAWtLVKGR-N112 1995)

Glucagon HSQGTFTSDYSKYLDSIiRA- n.d. (Hupe-Sodmann et al.

QDFVQWLMNT 1995)

Secretin HSDGTVI’SELSRLREGARL- ri.d. (Hupe-Sodmann et aL

QRLLQGLV 1995)

f identifie les sites de coupures

endocriniens (Li et al. 1995). Le rôle spécifique de l’EPN n’a pas été élucidé en

toutes ces différentes localisations, néanmoins un certain nombre de rôles joués par

Y’EPN dans l’organisme sont comus. Parmi ceux-ci, l’on retrouve la modulation du

signal nociceptif, soit le contrôle de la douleur, la régulation de l’équilibre

eau/électrolyte, la réaction inflammatoire, la régulation du transit gastro-intestinal et

la prolifération cellulaire. De plus, des évidences récentes démontrent une

diminution de l’expression de Ï’EPN dans le développement de la maladie

d’Alzheimer. Ces divers rôles de l’EPN seront abordés dans les sections qui suivent.
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1.3.1.4.1 Modulation du signal nociceptif

L’EPN et son transcrit se retrouvent dans plusieurs régions du cerveau:

plexus choroïde, noyau caudé, la substance noire, le putamen, le noyau accumbens,

le tubercule olfactif, la couche glomérulaire du bulbe olfactif, le gyms dentelé et la

substance gélatineuse de l’épine dorsale (Waksman et al. 1984, Waksman et al.

1986, Gaudoux et al. 1993, Matsas et al. 1986, Pollard et al. 1989, Back &

Gorenstein 1989a, Back & Gorenstein 1989b, Back & Gorenstein 1990, Back &

Gorenstein 1994). Au niveau cellulaire, l’EPN est présente principalement à la

membrane synaptique des neurones et en plus faible proportion au niveau des

oligodendrocytes, des astrocytes et des cellules de Schwann (Kioussi & Matsas

1991, Kioussi et al. 1992, Marcel et al. 1990, Matsas et al. 1986, Waksman et al.

1986). L’EPN est exprimée dans les mêmes régions que les enképhalines ainsi que

leurs récepteurs, ce qui en fait une peptidase de choix pour intervenir dans le

contrôle de la douleur. En effet, lorsque liées à leurs récepteurs, les enképhalines

engendrent un effet anti-nociceptif semblable à celui de la morphine. La

dégradation des enképhalines par l’EPN ou l’aminopeptidase N permet de limiter la

durée de l’effet anti-douleur. Les expériences réalisées avec les souris, donnent des

résultats pour le moins contradictoires. L’administration de thiorphan, un inhibiteur

spécifique de l’EPN, entraîne une analgésie modérée (Roques et al. 1980) alors que

l’inactivation du gène de l’EPN entraîne une hyperalgésie impliquant la bradykinine

(fischer et al. 2002).

La substance P est une autre cible possible de l’EPN dans le contrôle de

l’effet anti-nociceptif. Il a été démontré que la substance P et l’EPN étaient

colocalisées dans certaines synapses de la substance noire (Bames et al. 1 993a,

Bames et al. 1993b). Dans des coupes histologiques de cerveaux de rats, l’inhibition

de l’EPN protège partiellement la substance P endogène de la dégradation

(Mauborgne et al. 1987).
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1.3.1.4.2 Équilibre eau /électrolytes

De tous les tissus où l’EPN est exprimée, le rein est celui où elle est la plus

abondante (Ken & Kenny 1974). L’EPN est exprimée plus spécifiquement au

niveau des bordures en brosse des cellules épithéliales, des tubules proximaux droits

et contournés. L’EPN affecte l’équilibre eau!électrolytes, et par conséquent la

pression artérielle, par le biais de son activité peptidasique vis-à-vis de peptides

vasoactifs importants dans l’homéostasie de la pression artérielle, tels I’ANP, les

kinines, la substance P, l’endothéline-l(ET-l) et l’angiotensine II (Wilkins et al.

1993, Vlahovic & Stefanovic 199$, Corti et al. 2001, Wilkins 1993, Sonnenberg et

al. 1982). Bien que le rein soit un organe majeur du contrôle de la pression

sanguine, 1’EPN effectue également son activité régulatrice en d’autres lieux tels les

vaisseaux sanguins, les poumons et le cerveau (Gros et al. 1990, Llorens-Cortes et

al. 1992, Boume & Kenny 1990, Soleilhac et al. 1992).

Les sites de synthèse et relâche de ces divers peptides diffèrent entre eux.

Par exemple, l’ANf est synthétisé au niveau des oreillettes du coeur, alors que les

kinines sont synthétisés au niveau du tube distal du rein. Tous deux favorisent une

réduction de pression par le biais d’une augmentation de la diurèse et natriurèse

(Carretero & Scicli 1991, Erdos 1990). La substance P, quant à elle, est relâchée par

les neurones sensoriels des vaisseaux sanguins et cause une vasodilatation. Une

inhibition de l’EPN entraîne une augmentation des excrétions d’eau et d’électrolytes

(Gros et al. 1989, Richards et al.1993), ce qui cause l’hypotension et une

augmentation marquée des taux plasmatiques et urinaires d’ANP. Les cellules

épithéliales des vaisseaux sanguins produisent pour leur part l’ET, un puissant

vasoconstricteur (Kohan 1991). Les cellules médullaires du rein sécrètent également

1’ET, ce qui a pour effet de diminuer le flot sanguin local et donc le taux de filtration

glomérulaire. La réduction du volume urinaire produit a pour conséquence une

augmentation de la pression sanguine. L’angiotensine II est également un

hypertenseur qui agit en favorisant la rétention de sel par le rein et donc, par voie

d’osmose, l’augmentation du volume sanguin.
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Il apparaît donc que l’EPN joue deux rôles opposés dans le cas de la

dégradation de peptides impliqués dans le contrôle de la pression artérielle.

Toutefois, l’effet hypertenseur de l’EPN semble être légèrement prédominant

puisqu’une inhibition sélective de l’EPN chez l’humain conduit à une légère

diminution de la pression artérielle chez des patients normotensifs ou hypertensifs

[Revue par Roques (1998)]. De plus, les souris invalidées EPN homozygotes ont

une pression artérielle diminuée d’environ 20% comparativement aux souris de type

sauvage (Lu et al. 1997).

1.3.1.4.3 Réaction inflammatoire

Plusieurs travaux ont mis en évidence le rôle de l’EPN dans la réaction

inflammatoire. L’EPN contrôle l’inflammation des voies respiratoires, de l’intestin

ainsi que la modulation du choc septique (Koehne et al. 199$, Nadel 1992, Nadel

1990, Nadel 1991, Kirkwood et al. 2001). Lorsque stimulés par des éléments

chimiques ou électriques, les neurones sensoriels de certains tissus peuvent initier

une importante réaction inflammatoire locale en relâchant des tachykinines telles la

substance P (Borson 1991, Nadel 1992). L’EPN intervient dans le processus de la

réaction inflammatoire en dégradant ces tachykinines.

Diverses maladies, telles l’asthme, les infections virales, les bronchites ou la

fibrose kystique se caractérisent, entre autres, par une inflammation des voies

respiratoires [revue par Borson (1991)]. L’EPN, qui est exprimée dans plusieurs

types cellulaires des voies respiratoires, pourrait donc avoir un effet bénéfique dans

de tels cas lorsque pris de façon exogène ou par stimulation de l’expression

endogène.

L’inflammation des voies respiratoires peut également être causée par des

bactéries. Les bactéries produisent et relâchent des peptides qui se lient à des

récepteurs à la surface des neutrophiles, ceci entraînant la libération de molécules

chimioattractives qui provoquent l’inflammation. Ces peptides, comme le N

formyl-méthionyl-leucyl-phénylalanine, peuvent être clivés par l’EPN (Connelly et
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al. 1995, Painter et al. 198$). Une fois encore, un rôle thérapeutique se profile pour

l’EPN dans le cas d’inflammation des voies respiratoires.

L’EPN contrôle également le choc septique, ou choc aux endotoxines. Ce

type de choc peut être provoqué chez les souris par l’injection de liposaccharides de

$alrnonella entericlitis. Les souris invalidées EPN homozygotes sont dix fois plus

sensibles aux endotoxines et cent fois plus susceptibles de mourir d’un tel choc

comparativement aux souris de type sauvage (Lu et al. 1996, Lu et al. 1995).

1.3.1.4.4 Digestion et régulation du transit gastro-intestinal

L’EPN présente dans les bordures en brosse des cellules épithéliales de

l’intestin hydrolyse les peptides du bol alimentaire, favorisant ainsi la digestion et

l’absorption au niveau du tractus gastro-intestinal. L’EPN présente, dans les cellules

musculaires lisses et les neurones régule le transit gastro-intestinal en modulant la

concentration de certains neuropeptides comme la substance P (Nau et al. 1985,

Marcais-Collado et al. 1987). En contrôlant la substance P, l’EPN permet le

contrôle du péristaltisme intestinal, puisque la substance P favorise la contraction du

muscle lisse (Matsas et al. 1983, Bunnett et al.19$5, Bunnet, Tumer, Hryszko,

Kobayashi & Walsh 198$, Bunnett, Debas, Tumer, Kobayashi & Walsh 1998).

L’EPN permet également la dégradation des enképhalines au niveau des neurones

myentériques et entériques de la sous-muqueuse. Cela a pour effet une action

opposée à celle observée dans la couche musculaire, soit une diminution du

mouvement gastro-intestinal. Cette action se fait par le biais du transport de fluides

et ions suite à une dégradation des enképhalines (Schang et al. 1986, Coupar 1987).

L’action dominante résultante de ces deux potentiels contradictoires serait une

diminution du péristaltisme, puisque la prise de thiorphan ou d’acétorphan,

inhibiteurs spécifiques de l’EPN, induisent un effet antidiarrhéique.
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1.3.1.4.5 Différenciation et prolifération cellulaire

L’EPN module la réponse proliférative cellulaire aux facteurs mitogènes

comme la bombésine et les peptides apparentés. Par exemple, on sait que la

croissance de l’épithélium pulmonaire foetal est stimulé, en partie, par les BLP

(Bombesin-like peptide) qui peuvent être clivés par l’EPN. L’expression de l’EPN

est réduite dans l’épithélium pulmonaire en développement, ainsi que dans certains

carcinomes pulmonaires. L’EPN protègerait normalement les tissus d’une

stimulation trop importante qui résulterait en une prolifération exagérée. Les cas

connus les plus flagrants sont ceux de cancers de la prostate hormono-sensibles où

l’EPN est diminuée précocement (Freedland et al. 2003. Papandreou et al. 199$).

Dans de tels cas, il y a prolifération cellulaire et migration, ce qui requiert une

phosphorylation de la FAK (focal adhesion kinase) pour que celle-ci soit active.

Sumitomo et al. (2000) ont démontré que le niveau de FAK phosphorylée était

inversement proportionnel au niveau de I’EPN. L’expression de l’EPN a donc un

effet négatif sur l’activité de FAK. Il y a également augmentation de la

phosphorylation de FAK suite à une inhibition de l’EPN. Plus encore, l’expression

de l’EPN entraîne une déphosphorylation de FAK qui est indépendante de son

activité, puisqu’un mutant de 1’EPN ne possédant pas d’activité enzymatique

provoque les mêmes effets. Il a été cru pendant un temps que ces effets soient

imputables à un substrat de l’EPN. Toutefois, Sumitomo et al. (2004) ont démontré

récemment que l’EPN était impliqué directement dans cet effet, puisque l’interaction

de la queue cytosolique de l’EPN avec le site majeur de phosphorylation de ta queue

de PTEN (phosphatase and tensin homologue) permettrait le recrutement de PTEN à

la membrane. Il en résulterait une augmentation de la stabilité de la phosphatase

PTEN qui pourrait alors exercer son activité phosphatase sur PI3K

(phosphatidylinositol 3-monophosphate). Cela résulterait en un complexe PI3KJAkt

(serine/threonine protein kinase) constitutivement inactif d’où l’inhibition de cette

voie oncogénique.

L’EPN est présente en abondance à la surface des lymphoblastes dans les cas

de leucémie lymphoblastique aigu de type pré-B (Greaves 1975, Greaves et al.
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1983). Normalement, l’EPN est fortement exprimée dans les cellules pré-B et

faiblement au niveau des cellules B et T matures (Beaumont et al. 1989, Mari et al.

1994, Guerin et al. 1997). Certaines études suggèrent que l’EPN régule l’activité de

différenciation et maturation des lymphocytes via un signal peptidique important

encore non-identifié [revue par LeBien (1989)).

1.3.1.4.6 L’EPN dans la maladie d’A]zlieimer

La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie dégénérative qui provoque

des lésions au cerveau. Plusieurs changements se produisent dans le cerveau des

personnes atteintes de la MA. Les cellules du cerveau rétrécissent ou disparaissent,

et sont remplacées par des taches denses de forme irrégulière qu’on appelle des

plaques séniles. Un autre indicateur de la maladie est la présence d’écheveaux dans

les cellules du cerveau. Ces écheveaux étouffent éventuellement les cellules saines

du cerveau. Au fur et à mesure que la MA affecte chaque région du cerveau, elle

peut entraîner la perte de certaines fonctions ou habiletés. Cela résulte en des

symptômes ou des changements spécifiques dans le comportement de la personne

qui se listent comme suit pertes de mémoire qui nuisent aux activités quotidiennes,

difficultés à exécuter les tâches familières, problèmes de langage, désorientation

dans l’espace et dans le temps, jugement amoindri, difficultés face aux notions

abstraites, objets égarés, changements d’humeur ou de comportement, changements

dans la personnalité et perte d’intérêt.

Le peptide amyloïde 13 (Af3) est un petit peptide constamment produit et

métabolisé normalement dans l’organisme, quoique sa fonction biologique demeure

encore mal connue. Le taux du peptide est contrôlé par la balance de sa

dégradationlproduction. L’accumulation de ce peptide mène à la formation de

plaques amyloïdes appelées plaques séniles, qui sont l’une des caractéristiques du

développement de la MA [revue par Octave (1995), Price & Sisodia (199$), Janus et

al. (2000), Steiner et al. (1999), Hartmann (1999), et Gandy & Petanceska (2001)].
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Les premières études consacrées à ce peptide en relation avec la MA ont été

concentrées sur le phénomène de formation du peptide et des dépôts. Il a été

observé qu’une synthèse et/ou maturation anormale ou excessive de l’APP (Amyloid

Beta Protein Precurseur)(Voir figure 1.5) mène à une accumulation du peptide Af3

et au développement de la MA (Thinakaran 1999, Octave 1995, Yankner 1996,

Janus et aÏ. 2000). Plus récemment, des études se sont intéressées à la dégradation

du peptide Af3. Plusieurs protéases ont été proposées pour ce rôle: ACE

(Angiotensine Converting Enzyme), ECE (Endotheline Converting Enzyme), IDE

(Insuline Degrading Enzyme) et EPN. Il a été démontré en 2000 (Vekrellis et al.)

que IDE pouvait dégrader le peptide amyloïde dans des cultures de cellules PC 12 et

en culture primaire de neurones corticaux. Ces résultats ont été appuyés par les

souris invalidées en IDE chez qui il y a une diminution de la dégradation du peptide

Af3 d’au moins 50% (farris et al. 2003). Les souris invalidées en ECE-1 et ECE-2

souffrent quant-à-elles toutes deux d’une augmentation des niveaux de peptides A131

40/42 (Eckman et al. 2002). En ce qui concerne ACE, il a été démontré que

I’aggrégation du peptide Af3 ainsi que la toxicité reliée au peptide A3 sont réduites

lors de l’expression de l’ACE (Hu et al. 2001).

Malgré tout, diverses observations suggèrent un rôle majoritaire de l’EPN.

La première étude d’importance à avoir été effectuée dans ce sens a démontré

clairement que soit 1’EPN, ou une enzyme apparentée ayant une activité comparable

et un profil d’inhibition semblable, était responsable du clivage d’un peptide A12

radiomarqué injecté dans l’hippocampe de cerveau de rat (Iwata et al. 2000). Suite à

cette étude, les groupes intéressés au sujet se sont multipliés, ce qui nous a fourni

une littérature abondante au cours des dernières années. Des études

d’immunodéplétion utilisant des membranes de cerveaux de rat ont démontré que la

très grande majorité de l’activité de clivage du peptide amyloïde était perdue suite à

une immunodéplétion de l’EPN (Takaki et al. 2000). Les souris invalidées en EPN

dégradent moins le peptide A13 et forment davantage de plaques avec l’âge,

comparativement aux souris sauvages, dans les zones du cerveau sensibles au

développement de la MA (Iwata et al. 2002). Une corrélation négative entre
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l’expression de 1’EPN et la formation de plaques séniles a également été observée

chez l’humain (Carpentier et al. 2002).
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Figure 1.5 - Production du peptide amyloïde à partir de I’APP.

1.3.1.4.7 Rôle physiologique de l’EPN dans le testicule

Dans le testicule, I’EPN est présente, plus précisément dans les membranes

des cellules de Sertoli. Les cellules de Sertoli sont retrouvées au niveau des tubules

séminifères des testicules et joue un rôle-clé dans la spermatogenèse. Les

expériences de Monsees et al. (1996) ont démontré qu’une peptidase sensible au

thiorphan et au phosphoramidon, mais insensible au captopril et à l’énalapril, était

responsable de la dégradation de la bradykinine dans le milieu de culture de cellules

de Sertoli, caractéristiques correspondant à l’EPN. La bradykinine, ainsi que

d’autres composantes du système kallikréine-kinines, est connue pour avoir des

effets sur la motilité du sperme et des effets indirects sur la fertilité. Siems et al.

(2003) ont démontré que la motilité du sperme était augmentée lorsque la

dégradation de la bradykinine était inhibée. Cela même si aucun récepteur à la

bradykinine n’a été détecté sur les spermatozoïdes. Monsees et al. (1999) ont
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rapporté la présence de récepteur à la bradykinine au niveau des cellules de Sertoli,

ce qui suppose un effet plus en avant dans la cascade des événements. Le

mécanisme précis par lequel la bradykinine affecte les paramètres des

spermatozoïdes reste à découvrir, mais déjà on peut apercevoir un rôle potentiel de

l’EPN dans la baisse de la fertilité masculine. Néanmoins considérant que la

caractérisation des souris invalidées en EPN, dans le fond génétique C57BL/6, n’a

pas révélée de réduction de fertilité pour celles-ci, on peut supposer que le rôle joué

par l’EPN doit être compensé dans les souris invalidées par une autre peptidase ou

être imputable au fond génétique utilisé.

1.3.2 NL1

NL1 est le plus récent membre de la famille des métallopeptidases à zinc,

découvert simultanément par deux groupes en 1999 et 2000 chez la souris (Ghaddar

et al. 2000, Ideka et al. 1999). C’est le membre de la famille ayant la plus haute

identité avec l’EPN, soit 55% entre NL1 de souris et l’EPN de souris ou humain.

Elle possède les dix cystéines conservées caractéristiques de la famille et neuf sites

potentiels de N-glycosylation. Cette protéase est, de par sa séquence, une

glycoprotéine de type II de 765 résidus. Cependant, fait surprenant, la protéase

n’est pas liée à la membrane, mais sécrétée dans le milieu extracellulaire. Entre le

domaine transmembranaire et la première cystéine, l’on retrouve un site de clivage

protéolytique de type furine, Arg58-thr-val-val-lys-arg63, qui permet le clivage de la

protéine à 22 acides aminés du domaine transmembranaire. Il a été déterminé par la

suite que NLY existait sous deux formes: une forme sécrétée et une forme

membranaire, ne possèdant pas le site furine, dû à un épissage alternatif (Raharjo et

al. 2001).
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1.3.2.1 Activité enzymatique de NL1

Du fait de sa similitude avec l’EPN, les substrats utilisés pour caractériser

NL1 ont été essentiellement des substrats de l’EPN. Ainsi, il a pu être déterminé

que NL1 pouvait hydrolyser big ET-1, ET-1, la substance P, la bradykinine, l’ANP,

l’angiotensine L la leu-enkephaline. l’orexin B et la u-MSH. Par opposition, la 13—
endorphine et I’ACTH sont très mal clivées par NL1 (Carpentier et al. 2003, Ikeda et

al. 1999).

1.3.2.2 Distribution tissulaire de NL1 et rôles physiologiques

Le principal tissu où est exprimé NL1 est le testicule chez la souris adulte.

La forme sécrétée de NL1 y est présente dans les spermatides ronds et allongés au

niveau de la lumière des tubules séminifères. Dans tous les autres tissus exprimant

NL1 il est question de la forme membranaire, qui est retenue au niveau du RE par sa

queue cytosolique. NL1 est présente dans le coeur, le cerveau, le poumon, le foie, le

pancréas, le muscle squelettique, les reins, les intestins et un peu dans les ovaires

(Ghaddar et al. 2000, Ideka et al. 1999).

Tenant compte que l’expression de NL1 est vraiment plus abondante dans les

cellules des testicules que partout ailleurs dans l’organisme, il n’est pas tellement

surprenant d’observer une diminution de fertilité pour les souris invalidées en NL1

homozygotes (Carpentier et aI. 2004). Le problème semble se situer essentiellement

au niveau du mâle, puisque des femelles invalidées en NL1 homozygotes fertilisées

par des mâles de type sauvage ont un nombre de souriceaux par portée normale,

contrairement aux femelles de types sauvages fertilisées par un mâle invalidé

homozygote. Les mâles invalidés homozygotes produisent de plus petites portées.

De plus, les embryons de souris générés à partir d’un mâle invalidé homozygote

accuseraient un retard dans la division cellulaire et des problèmes de développement

de l’oeuf. Pris ensemble, ces problèmes entraînent une baisse de la fertilité d’environ
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30% chez les souris invalidées en NL1. Les souris invalidées en PC4 homozygotes

(Majambu et al. 1997) souffrent également de problèmes de fertilité tels qu’observés

avec NL1. NL1, sous sa forme sécrétée, se doit d’être clivée en son site furine par

un membre des pro-hormone convertases. PC4 est la seule pro-hormones convertase

exprimée dans le testicule, au niveau des spermatides ronds (Torii et al. 1993), soit

comme NL1. Il n’est donc pas insensé de croire que PC4 est la convertase

responsable de ce clivage. Les mécanismes et conditions physiologiques menant à

cela reste à déterminer, mais d’ores et déjà des pistes intéressantes pour comprendre

l’infertilité mâle s’offrent à nous.

1.4 Description du projet de recherche

À mon arrivée dans le laboratoire, il avait déjà été déterminé que l’EPN

pouvait dégrader le peptide A13 in vitro (Howell et al. 1995). Suite à la parution de

l’article par Iwata et al. (2000), l’intérêt porté au rôle joué par l’EPN dans le

développement de la MA s’est considérablement accru. Plusieurs résultats ont été

publiés dans les deux ans entre le moment de parution de l’article par Iwata et al. et

le moment ou j’ai débuté ma maîtrise. Les évidences en culture cellulaire et par

modèles animaux, génétiques ou induits par des traitements, étaient nombreuses et

convaincantes quant à un rôle potentiel protecteur de l’EPN contre la MA. Aussi,

lorsque nous avons amorcé ce projet, l’évidence expérimentale manquante, et

nécessaire à nos yeux pour bien prouver le rôle de l’EPN, était le croisement de

souris transgéniques surexprimant l’EPN spécifiquement au niveau des neurones,

soit l’endroit où se développe la MA, et des souris transgéniques modèles pour la

MA.

Des souris surexprimant l’EPN spécifiquement dans les neurones n’ existaient

pas alors, aussi m’a-t-il fallut construire des vecteurs permettant cette surexpression

spécifique. J’ai dû évaluer la spécificité d’expression neuronale des vecteurs

construits. Cela dans le but de générer ultérieurement des souris transgéniques à

partir desdits vecteurs. À long terme, les souris surexprimant Ï’EPN ainsi générées
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seraient croisées avec des souris transgéniques modèles pour la MA. Plusieurs

souris transgéniques modèles pour la MA existant déjà, il était superflu d’envisager

d’en générer (Holcomb et al. 199$, Frautschy et al. 199$).

En parallèle à ce projet, le laboratoire avait en sa possession des souris

invalidées en EPN et NL1 respectivement. NL1 et l’EPN ont sensiblement les

mêmes substrats (voir sections 1.3.1.2 et 1.3.2.1). De plus, NLÏ est exprimée dans

les spermatides ronds et allongés, au niveau du testicule, alors que l’EPN est plutôt

exprimée dans les cellules de Sertoli (Monsees et al. 1996). Il nous est donc apparut

intéressant de générer des souris doublement invalidées qui pourraient nous donner

des indications sur des rôles de chacune de ces enzymes qui pourraient être palliées

l’une par l’une dans leur modèle invalidé respectif. J’ai donc généré ces souris

doublement invalidées à partir des deux colonies pré-existantes, et commencé leur

caractérisation.
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CHAPITRE 2: MATÉRIEL ET MÉTHODES

2.1 Surexpression spécifique de I’EPN dans les cellules neuronales

2.1.1 Amplification des éléments du vecteur par PCR

Les 4 éléments nécessaires à la construction du vecteur soit: pN$E (Neuron

Specific Enolase promoter), l’ADN de I’EPN, l’ADN de l’IRE$-EGfP et intron

polyA, ont été amplifiés par PCR (PTC-200 de Peltier Thermal Cycler, MJ Researh)

en 42 cycles grâce à l’enzyme Vent (New England Biolabs). Le programme de PCR

comprenait une étape de dénaturation à 94°C pendant 30 secondes, une

d’appariement des amorces à 45°C (pNSE, EPN et IRES-EGfP) ou à 43°C (intron

polyA) pendant 90 secondes et une étape de polymérisation à 72°C pendant 6

minutes. Chaque amorce utilisée, obtenue de BioCorp Inc., insérait un site de

restriction choisi en aval ou en amont de l’élément. Le fragment de 1800 pb du côté

5’ du promoteur pNSE a été obtenu du vecteur pNSElacZ (Forss-Petter et al. 1990),

(gracieuseté de J. Gregor Sutcliffe), à partir des amorces 5’pNSE EcoRi (5’ —

TGCATGAATTCGAGCTCCTCCTCTGCTCGC - 3’) et 3’pNSE BamHI (5’ -

TAÀTCAGGATCCCTCGAGGACTGCAGACTCAGC
- 3’). L’ADN de l’EPN

(endopeptidase neutre) a été amplifié à partir du vecteur p$VCalla (Tran-Paterson et

al. 1990), et des amorces 5’EPN BamHI (5’ —

TAATTAGGATCCTAGGTGATGGGCAAGTCAG
- 3’) et 3’EPN Spel

(5’ - TCCAGAACTAGTTCACCAAACCCGGCACTTC
-

31) L’ADN pour

l’IRES-EGfP (intemal ribosome entry site — enhanced green fluorescent protein) a

été amplifié à partir du vecteur pIRES2-EGFP (Clontech) à partir des amorces

5’IRES-EGfP Spel (5’ - AATTTTACTAGTGCCCCTCTCCCTCCCCC - 3’) et

3’IRES-EGFP XbaI (5’ - ACCGCTCTAGATTACTTGTACAGCTCGTCC
- 3’).

L’intron de SV4O ainsi que le signal de polyadénylation ont été obtenus à partir du

vecteur pGL2-Basic (Promega) et des amorces 5’Intron-polyA XbaI (5’ —
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TGGCGTCTAGATAATAAGCGGATGAATGGC - 3’) et 3’Intron-polyA NotI (5’

- AACTTATAGCGGCCGCTGACTGGGTTGAAGGCTCTC - 3’)

2.1.2 Construction des plasmides de surexpression

Les vecteurs ont été construis par digestions enzymatiques des fragments

d’intérêt, selon les indications fournies par Pharmacia. Les fragments purifiés sur

gel d’agarose 1% par QIAEXII gel extraction kit (QIAGEN) ont été liés par la T4

DNA ligase (Roche).

Le fragment pNSE a été sous-cloné EcoRI-BamHT dans le vecteur Bluescript

pBC-KS+ (Stratagène). Le fragment d’ADN de I’EPN a été sous-cloné BamHI-SpeI

dans la construction Bluescript-pNSE. Le fragment contenant l’intron et le signal de

polyadénylation a été sous-cloné XbaI-NotI dans Bluescript pBC-KS+. Le fragment

d’ADN d’IRES-EGFP a été sous-cloné SpeI-XbaI dans Bluescript-intron-polyA,

avec vérification de l’orientation du fragment IRES-EGfP (Spel et XbaI donnent

lieu à des extrémités cohésives compatibles). Pour la construction contenant IRES

EGFP (BPEGA), le fragment IRES-EGfP-intron-polyA a été excisé Spel-Noti et

sous-cloné dans Bluescript-pNSE-EPN par Spel-Noti. Pour la construction sans

IRES-EGfP (BPEA), l’intron-polyA a été directement sous-cloné XbaI-NotI dans

Bluescript-pNSE-EPN par Spel-Noti.

2.1.3 Transfection

Les transfections ont toutes été effectuées dans des pétris de 10 cm de

diamètre. Les transfections des cellules Neuro2A ont été effectuées à l’aide de

Lipofectamine2000 (Invitrogen) selon les recommandations du fabricant. Les

transfections des cellules HEK ont été effectuées par la technique de Calcium

Phosphate (Jordan & Wurm 2004). Les deux types cellulaires ont été transfectés à
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50% de confluence, à raison de 10 jig d’ADN par pétris. Dans le cas des cellules

transfectées pour le test enzymatique. les cellules ont été co-transfectées avec un

vecteur encodant la CFP permettant de déterminer l’efficacité de transfection par

microscopie en plus d’être transfectées par le vecteur BPEA, BPEGA ou pcDNA3-

R$V-Phex, vecteur encodant la métallopeptidase Phex.

Dans tous les cas, le milieu des cellules, DMEM (Gibco) 10 % FBS, étaient

changés pour du milieu frais douze heures suivant la transfection. Les cellules ont

été stimulées pendant vingt-quatre heures avec 25 mM butyrate de sodium, vingt-

quatre heures suivant la transfection, soit douze heures suite au changement de

milieu.

Les cellules ont été récoltées après avoir été lavées I fois dans PB$ (140 mM

NaC1; 19 mM Na2HPO4; 0,3 mM KC1; 0,2 mM KH2PO4 pH 7.4), centrifugées à

200 g et resuspendues dans 1% n-octyl-d-glucopyrannoside. Les cellules utilisées

pour les essais enzymatiques ont été lavées avec TBSm (50 mM Tris; 150 mM

NaCl pH 7.5), plutôt que PBS, et resuspendues dans 1% n-octyl-d

glucopyrannoside/TBS.

2.1.4 Cytofluorométrie de flux

Les cellules ont été lavées 2 fois dans PBS, récoltées et centrifugées à 200 g.

Le culot de cellules a été resuspendu pour atteindre la concentration de 106

cellules/mL dans 2% PFA. La fluorescence de la GFP a été observée en utilisant

l’appareil fACSCalibur (BD Biosciences). L’acquisition et l’analyse sont effectuées

avec Cellquest. La lecture est faite avec le filtre 530/30.
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2.1.5 Immunobuvardage de type Western

Les extraits cellulaires solubilisés dans 1% n-octyl-d-glucopyrannoside/PBS

suite aux transfections ont été séparés par SDS-PAGE sur un gel de 7.5% (10

cellules transfectées par puits). L’imrnunobuvardage de type Western s’est ensuite

effectué tel que décrit par Mayer et al. (2004). En bref, les protéines ont été

transférées sur une membrane de nitrocellulose pendant 1 heure. Les membranes de

nitrocellulose ont été bloquées par une incubation dans une solution 5% lait/PBS

tween 0,05%, pendant 1 heure. Les membranes ont été incubées pendant 16 heures

à 4°C en présence d’un anticorps monoclonal de souris anti-EPN, 1 8B5 (Ruchon et

al. 2000), dilué 1/13000 dans 5% lait/PB$-tween 0,05%. Les membranes ont ensuite

été rincées au PBS 1 fois 15 minutes et 4 fois 5 minutes. Un anticorps de cheval

anti-souris-HRP (Dako), couplé à la péroxydase HR, dilué 1/10 000 dans 5%

lait/PBS-tween 005%. a ensuite été incubé avec les membranes pendant 1 heure à

température ambiante avec agitation. Les membranes ont de nouveau été lavées au

PBS. La révélation a été faite avec Western blot Chemiluminescence Reagent Plus

(NEN) selon les indications du manifacturier. Un contrôle positif utilisant 120 ng de

l’EPN purifiée a été utilisé.

2.1.6 Fluorescence — préparation des pétris à la mîcroscopie

Les pétris de cellules transfectées ont été rincés 3 fois avec PBS MgCl2 1

mM/CaC12 0,1 mM, puis fixées dans 4% PFA pendant 25 minutes à température

ambiante. Les pétris ont ensuite été rincés 1 fois avec Glycine 10 mM/PBS MgCY2 I

mM/CaCl2 0,1 mlvi et rincés 1 fois PB$ MgCl2 1 miVI/CaC12 0,1 mM. La

fluorescence à été observée sur un microscope à fluorescence inversée TE2000U

(Nikon) avec le filtre approprié.



j

2.1.7 Essais enzymatiques

La quantité de cellules utilisées a été normalisée par visualisation de la CFP

au microscope à fluorescence. Un même nombre de cellules transfectées à été utilisé

dans chaque cas. Les extraits cellulaires ont été incubés à 37°C pendant 1 heure

avec 10 1iM de substrat fluorescent (Abz-rRL-EDDIIp), 1 0 M Bestatin, 1 06 M

Captopril dans un tampon Tris-HC1 25 mM pH 7.4 pour un volume final de 100 jiL.

L’expérience a été produite en triplicata. Un contrôle négatif, en duplicata,

contenant tous les éléments sauf les extraits cellulaires. a été effectué ainsi quun

contrôle positif. en duplicata, avec 120 ng de 1’EPN purifiée. Les valeurs de

fluorescence ont été mesurées par Cary Eclipse de Varian en utilisant le programme

Kinetics à une longueur d’onde d’émission de 420 nm, une longueur d’excitation de

320 mn et des fenêtres de longueur d’ondes, pour l’émission et l’excitation, de

10 nm.

2.2 Génération et caractérisation de souris invalidées en NL1/EPN

2.2.1 Buvardage de type Southern

L’extraction de l’ADN génomique pour les buvardages de type Southem a

été faite selon le protocole décrit par Hogan B. et al. (1986). L’ADN est excisé par

les enzymes BglII et BamHI, puis séparé sur gel d’agarose 0,7%. Le gel est ensuite

mis en présence d’une solution de bromure d’éthidium à 2 j.ig/mL pendant 10

minutes et l’ADN est ensuite brisé par exposition aux UV pendant $ minutes.

L’ADN est dénaturé par agitation du gel dans 0,5 M NaOH/0,6 M NaCI pendant 1

heure. Puis, l’ADN est transféré sur membrane de nylon par capillarité dans SSC

1OX (175,3 g NaC1 et 88,2 g citrate de sodium*2H20 dans 1 L eau à pH 7,0 pour

SSC 20X), lavé avec SSC 2X et fixé sur la membrane aux IJV pendant 10 minutes.

La membrane doit être pré-hybridée un minimum d’une heure à 65°C.

L’hybridation avec la sonde radio-marquée (ProbeQuantTM de Amersham),
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préalablement digérée par XhoI et purifiée, se fait toute la nuit à 65°C. Il faut par la

suite effectuer deux lavages de la membrane avec SSC iX 0,1% SDS sur bain

agitateur à 65°C, un de 15 minutes et un de 30 minutes. La membrane est ensuite

exposée deux semaines avec un film photo-sensible.

2.2.2 PCR de génotypage

Pour la détection de l’allèle sauvage ou mutée de NL1, le programme de PCR

de 35 cycles comprenait une étape de dénaturation à 94°C pendant 30 secondes, une

d’appariement des amorces à 55°C pendant 30 secondes et une étape de

polymérisation à 72°C pendant 2 minutes. L’enzyme, ainsi que les tampons et

nucléotides, provenait du Taq PCR Core kit (QIAGEN) et ont été utilisés selon les

recommandations du fabricant. Un pi d’ADN, d’un bout de queue de souris

d’environ 0,5 cm purifié par QIAamp (QIAGEN), était utilisé. Les amorces 93 (5’-

AACTGGAGACGCATCTGG-3’), 94 (5’-TCCTGTCATCTCACCTGGCTCC-3’)

et 95 (5’-TAGCTCCATCAGGTCCATTCG-3’) ont été utilisées à une concentration

de 0,5 tM.

Pour la détection de Ï’allèle sauvage ou mutée de I’EPN, deux programmes

de PCR étaient requis. Le programme de détection de l’allèle sauvage de 40 cycles

comprenait une étape de dénaturation à 94°C pendant 15 secondes, une

d’appariement des amorces à 60°C pendant 1 minute et une étape de polymérisation

à 72°C pendant 1 minute. L’ensemble Taq PCR Core kit (QIAGEN) a été utilisé

selon les recommandations du fabricant. Du MgC12 a été ajouté au tampon pour une

concentration finale de 1 mM. Trois iL d’ADN, d’un bout de queue de souris

d’environ 0,5 cm purifié par QIAamp (QIAGEN), était utilisé. Les amorces

Nepex 131 4S (5 ‘-CTTGTAAGCAGCCTCAGCCGAA-3’) et Nepexi 31 4AS (5’-

GTTAGCACACCGTCTCCATGTT-3’) ont été utilisées à une concentration de

0,24 tM. Le programme de détection de l’allèle mutée, de 30 cycles, comprenait

une étape de dénaturation à 94°C pendant 15 secondes, une d’appariement des
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amorces à 60°C pendant 30 secondes et une étape de polymérisation à 72°C pendant

1 minute. L’ensemble Taq PCR Core kit (QIAGEN) a été utilisé selon les

recommandations du fabricant. Trois rL d’ADN, d’un bout de queue de souris

d’environ 0,5 cm purifié par QIAamp (QIAGEN), était utilisé. Les amorces NéoS

(5’- CAAGATGGATTGCACGCAGGTTCT -3’) et NéoAS (5’-

GAGCAAGGTGAGATGACAGGAGAT-3’) ont été utilisées à une concentration

de 0,24 jtM.

2.2.3 Étude de fertilité

Des croisements de type bigame (2 femelles pour 1 mâle) entre mâle NL1+/+

EPN-/-, NL1+/+ EPN+/+. NLI-/- EPN-/- et femelles NL1+/+ EPN+/+ ont été

effectués. Des croisements bigames ont également été effectués entre mâle NL1+/+

EPN+/+ et femelles NL1+/+ EPN-/- ou NL1-/- EPN-/-. Les cages étaient vérifiées

tous les jours à la même heure pour les naissances et les souriceaux comptés le cas

échéant.

2.2.4 Pesées des souris et courbes de croissance

Les souriceaux issus de croisements de parents hétérozygotes NL1/EPN

(NL1+/-, EPN+/-) ont été pesés chaque jour, à la même heure, sur une balance

analytique Sartorius pendant les vingt-et-un premiers jours, et à tous les trois jours

jusqu’au 90e jour.
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CHAPITRE 3: RÉSULTATS

3.1 Surexpression spécifique de I’EPN dans les cellules neuronales

3.1.1 Construction des vecteurs surexprïmant l’EPN

Deux vecteurs comprenant, dans l’ordre, le promoteur de l’énolase spécifique

aux neurones (pNSE), l’ADNc humain de l’EPN, l’intron de 5V40 et le signal de

polyadénylation ont été construits. Pour l’un des deux vecteurs, un IRES-EGFP a

été inséré entre l’ADNc et I’intron, alors que l’autre n’en possède pas. La EGFP a

été ajoutée pour pouvoir suivre facilement l’expression de I’EPN de manière

indirecte. Un vecteur sans la EGFP a également été construit, car dans certains cas

la GFP exprimée trop fortement entraîne une toxicité cellulaire (Liu et al. 1999). Si

cela s’était avéré exact dans ce cas, le vecteur sans IRE$-EGFP aurait été utilisé

pour la génération de souris transgéniques préférentiellement au vecteur exprimant

1aGFP.

Le promoteur choisi est le fragment de 1800 pb en 5’de pNSE, qui est la

région minimale suffisante pour une boune expression (Forss-Petter S. et al. 1990).

Ce promoteur permet une expression relativement élevée, considérant que NSE peut

constituer jusqu’à 4% des protéines totales d’un neurone, et variée, considérant qu’il

permet une expression dans plusieurs régions du cerveau (Hilton et al. 1997). De

plus, l’insertion aléatoire du transgène dans le génome permettrait la génération de

plusieurs lignées de souris transgéniques surexprimant 1’EPN dans diverses régions

du cerveau, et à différents niveaux d’expression, le tout à partir d’une seule

construction. Le promoteur pN$E a déjà été utilisé avec succès pour générer des

souris transgéniques surexprimant la -galactosidase dans les neurones (Martinou et

al. 1994). Un intron a été utilisé dans ces constructions, car il a été démontré que

l’expression de transgène est augmenté en présence d’intron (Buchman A.R & Berg

1998, Petitclerc et al. 1995).
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3.1.1.1 Stratégie de clonage

La méthode utilisée pour la construction de ces vecteurs a été l’insertion de

sites de restriction par PCR (Polymerase Chain Reaction) aux extrémités 3’ et 5’ des

différents fragments voulus (Voir figure 3.1). Les vecteurs ont été construits dans le

plasmide procaryote Bluescript-KS+. La Figure 3.2 illustre les différents vecteurs

intermédiaires et la Figure 3.3 les vecteurs finaux. Le bon appariement des divers

fragments composant les vecteurs finaux a été vérifié par séquençage automatique.

3.1.1.2 Analyse de l’expression de la GFP

3.1.1.2.1 Par microscopie à fluorescence

L’expression du vecteur BPEGA a été vérifiée par transfection de cellules

N2A (Mouse neuroblastoma) et HEK (Human embryonic kidney). Ces deux types

cellulaires ont été choisis en raison de leur facilité de manipulation et selon

l’expression, ou pas, de l’énolase spécifique aux neurones dans ces types cellulaires

(Twyman & Jones 1997). Via l’expression de la GFP, il a été possible de s’assurer

de l’efficacité du promoteur de la construction BPEGA. Comme on peut le voir

dans la figure 3.4, il y a clairement expression de la protéine GFP dans certaines

cellules neuronales, N2A, et non dans les HEK.

3.1.1.2.2 Par cytofluorométrie de flux

L’expression de GFP, a été quantifiée par la suite en utilisant la technique de

cytofluorométrie de flux. Trois contrôles ont été utilisés, soient un vecteur pcDNA3

vide Contrôle (courbe mauve), l’ADNc d’une forme mutée de Phex dans pcDNA3

(courbe verte) et BPEA (courbe rose).
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monochrome

N2A

fluorescence

HEK

figure 3.4 — Contrôle de transfection I expression de l’EPN via le IRES-eGFP

contenu dans BPEGA.
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figure 3.5 — Cytofluorornétrie de flux sur des cellules N2A ou HEK transfectées

transitoirernent avec un vecteur vide (mauve), Phex (vert), BPEA (rose) et BPEGA

(bleu).
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En théorie seule la construction BPEGA dans les cellules N2A devraient

donner un signal en cytofluorométrie de flux. Malheureusement, comme on peut

l’observer sur la figure 3.5, aucun déplacement vers la droite de la courbe pour les

cellules transfectées avec BPEGA (courbe bleue) n’a été observé, ce qui aurait

signifié une augmentation de la fluorescence digne de mention pour ces cellules.

Cette absence de signal peut être due à un taux de transfection trop faible. Cela

voudrait dire que le niveau de fluorescence spécifique est si bas que les cellules

fluorescentes se confondent dans la marge d’erreur de la technique. Cela pourrait

aussi s’expliquer par une expression de la GFP trop basse pour être perçue par

l’appareil, ce qui voudrait dire que les limite de la technique m’empêche d’observer

la fluorescence spécifique. Il y a une troisième possibilité voulant que je n’ai aucun

signal du tout, ce qui signifierait qu’il n’y a pas d’expression de la GfP et donc de

l’EPN. Cette troisième possibilité est peu probable, car j’ai observé des cellules

exprimant la GFP par microscopie à fluorescence.

3.1.1.3 Expression de 1’EPN

3.1.1.3.1 Évaluation de l’expression de l’EPN par immunobuvardage Western

L’expression de l’EPN induite par BPEGA a d’abord été analysée par la

technique d’immunobuvardage de type Western.

Comme on peut l’observer à la Figure 3.6, un immunobuvardage de type

Western utilisant l’anticorps de souris anti-EPN 1 8B5, révèle une bande dans le

puits correspondant aux cellules N2A transfectées transitoirement par la construction

BPEGA. Le puits équivalent pour les cellules HEK ne révèle aucune bande quant-à

lui, ce qui suggère qu’il y a bien une expression spécifiquement neuronale de l’EPN

par BPEGA. Le puits de droite est le contrôle positif utilisant la sEPN purifiée
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Figure 3.6 — Gel de type SDS-PAGE 7,5% transféré sur membrane de nitrocellulose

et révélé par immunobuvardage de type Western en utilisant l’anticorps de souris

anti-EPN 1235. Fait sur des préparations membranaires de cellules neuronales,

N2A, et de rein, HEK, transfectées transitoirement avec BPEGA. La sEPN purifiée.

forme sécrétée de l’EPN, a été utilisée ici comme contrôle positif.
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(120 ng de la forme sécrétée de l’EPN), qui migre plus bas puisque cette forme de la

protéine est plus courte. L’immunobuvardage étant positif mais toutefois pas très

clair quant aux niveaux relatifs d’expression de J’EPN que je pouvais espérer obtenir

à partir de ces constructions, je me suis dirigée vers une technique encore plus

sensible, soit le test enzymatique.

3.1.1.3.2 Tests enzymatiques

Le test enzymatique utilise le substrat de l’EPN, Abz-rRL-EDDnp, qui une

fois clivé libère un fluorophore. j’ai effectuée des transfections transitoires des

constructions BPEGA (bleu) et BPEA (rose), ainsi que l’ADNc de la forme mutée

de Phex (vert) dans les N2A et les HEK. L’efficacité de transfection a été

normalisée de sorte qu’un même nombre de cellules transfectées soit utilisé dans les

tests enzymatiques.

Comme on peut l’observer dans la Figure 3.7. la technique émet en elle-

même un certain niveau basal de fluorescence si on regarde le contrôle négatif

effectué avec de l’eau (rouge). Toute intensité de fluorescence plus importante que

cela indique donc une activité enzymatique de 1’EPN, comme on peut le voir pour le

test contrôle positif à l’extrême droite (gris). Les cellules N2A transfectées avec

BPEA ou BPEGA montrent une forte activité qui est perdue en présence de

thiorphan, un inhibiteur de 1’EPN. Une faible activité est également observée dans

les cellules HEK pour la construction BPEA, activité qui est également perdue par

l’ajout de l’inhibiteur thiorphan. Il n’y a pas d’augmentation de la fluorescence dans

le cas des cellules transfectées avec l’ADNc de Phex muté, que l’échantillon soit

traité ou pas au thiorphan, ce qui démontre que la fluorescence émise par les cellules

transfectées par les deux constructions n’est pas due à des protéases non spécifiques

présentent dans les préparations de membranes utilisées. Ces résultats indiquent que

les cellules neuronales transfectées avec ces constructions possèdent une activité de

dégradation d’un peptide fluorescent pour l’EPN. Il est également clair que cette

activité est perdue en présence d’un inhibiteur spécifique à l’EPN. Il est donc



49

raisonnable d’imputer cette activité à l’EPN produite à partir de des constructions

transfectées. L’ activité observée dans les préparations membranaires de cellules

HEK transfectées avec BPEA n’est pas complètement inattendue, puisque Twyman

& Jones (1997) rapporte également une activité faible du promoteur pNSE dans

certaines cellules non-neuronales en culture, mais une spécificité neuronale stricte de

ce promoteur dans des souris transgéniques.
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N2A PEX SANS INH

UN2A PEX AVEC INH
1400 ØHEKPEXSANSINH

1’D(( 1HEKPEXAVECINH
G) ICJ.J

1100 •N2ABPEASANSINH
10 EN2ABPEAAVECINH

800 U HEK BPEA SANS INH
c 700 DHEKBPEAAVECINH

600
500 •N2ABPEGASANSINH
400 •N2ABPEGAAVECINH
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200 UHEKBPEGASANSINH
100 EHEKBPEGAAVECINH

•CTRL NÉGATIF

UCTRL POSITIF
constructions & type cellulaire

Figure 3.7 - Intensité de la fluorescence émise par le clivage d’un substrat

fluorescent pour 1’EPN, Abz-rRL-EDDnp, en utilisant un même nombre de cellules

transfectées pour chaque cas. ‘1NH’ signifie inhibiteur thiorphan. 120 ng de sEPN

ont été utilisés comme contrôle positif. Le contrôle négatif était de l’eau.

1
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3.2 Génération et caractérisation de souris invalidées en NL1JEPN

3.2.1 Génération des souris doublement invalidées

À partir de souris invalidées en NL 1, dans un fond génétique 1 29/Outbread,

et de souris invalidées en EPN, dans un fond génétique C57BL/6, des souris

doublement invalidées NL1/EPN ont été générées. Des souris invalidées

homozygotes EPN ont été croisées avec des souris invalidées homozygotes NL 1, ce

qui nous a donné des portées de souriceaux tous NL1+/- EPN+/-. De ces souris

croisées entre elles, 1/16 seulement sont en théorie des souris doublement invalidées

homozygotes (Voir Tableau 3.1).

3.2.2 Génotypage des souris générées

La détermination des génotypes des souris issues de ces divers croisements a

d’abord été effectuée par buvardage de type $outhem en ce qui concerne l’allèle

NL1. L’insertion de la casette Néomycine dans I’allèle invalidé introduisait un site

de restriction BamHI supplémentaire dont nous avons pris avantage pour la

détection des génotypes. La stratégie de détection utilisait une sonde s’hybridant en

3’ de l’allèle ciblé permettant l’obtention d’une bande de 9,6 kbp dans le cas de

l’allèle sauvage, contre une bande de 8,1 kbp pour I’allèle invalidé (Voir figure 3.8a

pour la stratégie, figure 3.9 pour un exemple de buvardage de type Southem). Des

stratégies de génotypage par PCR ont ensuite été développées pour la détection des

allèles NL1 et EPN (Voir figure 3.9b & c pour les stratégies, figure 3.10 pour des

exemples de gel de PCR).

La distribution mendélienne des génotypes à partir de croisements de souris

doubles hétérozygotes a été vérifiée et confirmée (Voir Tableau 3.2).
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NL1
EPN

++ ++ +- +-

++ +- ++ +-

++ ++ +- +-

+- -- +-

+- +-

++ +- ++ +-

+- +-

+- -- +-

Tableau 3.1 — Distribution des gamètes et génotypes possibles suite au croisement de

souris NL1+/- EPN+/- entre elles. En haut du tableau sont les combinaisons de

gamètes possibles pour l’un des parents, à gauche les combinaisons de l’autre parent.

Au centre du tableau sont représentés les résultats possibles quant aux génotypes des

rejetons suite au croisement. Les gamètes représentées en rouge sont celles

concernant NLI, en bleues celles de l’EPN.

E EPN+/- EPN-/

5% 12% 10%NL1+I+
6,25% 125% I2,5%,

13% 23% 13%NL1+/-
12

10% 6% 8%NL1-I-
I 6.25°’ 6.25°’

Tableau 3.2 — Distribution mendélienne des génotypes de souris résultantes de

croisements entre souris double hétérozygote. Les chiffres du haut en noir sont les

pourcentages obtenus. ceux en bas en gris ceux attendus pour de tels croisements

selon Mendel.
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Fragment allèle sauvage 9,6kbp I
Fragment allèle invalidé : 8,lkbp I

I BamHI
BamHI I sonde BglII

5’ I Néomycine I

BamHI BgÏIIAllèle sauvage
I I

Allèle mutée Ba.niHI BglII
I I

Figure 3.8a — Stratégie de génotypage par buvardage Southem pour l’allèle NL1.
Détection par l’extrémité 3’.
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fragment allèle sauvage (oligo 93 et 5): 1 7Opb
Fragment allèle invalidé (oligo 94 et 43) : $66pb

Néomycine ft 3

Délétion dans souris invalidée

figure 3.$b — Stratégie de génotypage par PCR des souris invalidées NL1.
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Fragment allèle sauvage (oligo Nepexl3l4S et Nepexl3l1AS): l400pb
Fragment allèle invalidé (oligo NéoS et NéoAS) : 316pb

Allèle invalidé

Allèle sauvage
5’

Exon 13-14

Figure 3.$c — Stratégie de génotypage par PCR des souris invalidées EPN.

3’
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I + + I
%

%
%%%

+ + + +

figure 3.9 — Exemple de buvardage de type Southem. L’ADN gén $,lkbp

digéré par les enzymes BamHI / BglII et transféré sur membrane de nylon. Ces

membranes étaient hybridées avec une sonde radiomarquée s’hybridant en 3’ de la

séquence ciblée. Des fragments de 9,6 kb (+1+) ou 8,1 kb(-/-) étaient détectés selon

le génotype.

9,6kbp

.4
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l400pb

316pb

Figure 3.10 — Exemples de gels de génotypage par PCR. A) Gel de génotypage pour

l’allèle NL1. Présence d’une bande à $66 pb pour l’allèle sauvage et d’une bande à

170 pb pour l’allèle invalidé. B) Gel de génotypage pour l’allèle EPN. Présence

d’une bande à 1400 pb pour l’allèle invalidé et d’une bande à 316 ph pour l’allèle

sauvage.

+ I I I I I + +
-

+ + + + + + + +
I I

+

— — — 1_

—

- — — — -— —— — — — A) NL1

$66pb

l7Opb
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3.2.3 Études de fertilité des souris invalidées NL1IEPN

Considérant que les souris invalidées NL1 montrent une baisse de fertilité, et

que l’EPN est exprimée au niveau du testicule, il a semblé logique de déterminer si

les souris doublement invalidées souffraient du même problème. Pour ce faire, les

croisements du Tableau 3.3 ont été effectués.

6.3±0.8 X 6.6±0.8

NL 1 +1+
X X 7.6±1.5

EPN-/

Tableau 3.3 — Moyenne du nombre de souriceaux par portée selon le génotype des

croisements bigames effectués dans le cadre des tests de fertilité. X représente les

croisements non-effectués. Une moyenne de 4 portées/type de croisement à été

obtenue.

En tenant compte des écarts-types de l’expérience, aucune différence dans le

nombre de petits par portée n’a été observée. En moyenne, les croisements entre

souris doublement invalidées ont donné 6.3 ± 0.8 souriceaux/portée, alors que les

croisements entre souris de type sauvage ont donné 5.5 ± 1.5 souriceaux/portée. Les

femelles de type sauvage croisées avec des mâles doublement invalidés ont donné

6.6 ± 0.8 souriceaux/portés en moyenne, contre 7.6 ± 1.5 souriceaux/portée pour

femelles

EPN-/

NL1+/+ NL1+/+

NL-/

EPN-/

EPN-/ EPN+/+

iD
ci)

(c’

NL 1+1+

EPN+/+
2 7.5 ± 0.7 5.5 ± 1.5
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celles croisées avec des mâles invalidés seulement en EPN. Les croisements entre

mâles de type sauvage et femelles invalidées en EPN seulement ont donné une

moyenne de 7.5 ± 0.7 souriceaux/portée. Seulement 2 souriceaux/portée ont été

observés en ce qui concerne le croisement entre femelles doublement invalidées et

mâles de type sauvage, mais considérant que ce croisement n’a produit qu’une seule

portée, il est difficile d’en conclure quoique ce soit. Les écarts-types sur les valeurs

présentées au Tableau 3.3 ne nous permettent pas de déterminer de différence

significative quant au nombre de souriceaux/portée obtenu dans cette expérience.

3.2.4 Autres caractérisations des souris doublement invalidées

Peu après la naissance des premières portées issues de croisements doubles

hétérozygotes, il semblait, à première vue, que certains souriceaux étaient plus petits

que les autres. J’ai donc mesuré les courbes de croissance des souriceaux en tenant

compte du génotype afin de déterminer si, effectivement, il y avait une différence

notable de poids pour les souris doublement invalidées. La Figure 3.11 présente les

courbes résultantes de ces expériences. Il apparaît ne pas y avoir de différence

notable de poids entre des divers génotypes générés.
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Figure 3.11 — Courbes de croissance selon le génotype. Haut: femelles, bas:

mâles. Les chiffres entre parenthèses indique le nombre de souris utilisées.
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CHAPITRE 4: DISCUSSION

4.1 Rôle de l’EPN dans la maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative atteignant

plus de 5% de la population âgée de plus de 60 ans et jusqu’à 20% chez les plus de

80 ans. Cette maladie est caractérisée par une dégénérescence neurofibrillaire, soit

une hyperphosphorylation intraneuronale de la protéine tau menant à l’accumulation

pathologique de celle-ci, et une amyloïdogenèse, soit l’accumulation extracellulaire

du peptide amyloïde f3 (Af3).

Le peptide Af3 est généré à partir du clivage de la protéine APP. Cette

protéine est fortement exprimée dans le cerveau ainsi que dans les cellules gliales

satellites de l’épine dorsale, les ganglions entériques, la glande surrénale et les

mégacaryocytes. Cette protéine transmembranaire peut être clivée par diverses

sécrétases, ce qui donne lieu à deux voies de maturation de l’APP: la voie non

amyloïdogénique et la voie amyloïdogénique. La voie non-amyloïdogénique

implique un clivage de l’APP par la a-sécrétase, ce qui empêche la formation de

peptides Af3 puisque cela clive l’APP au centre de la portion donnant naissance au

peptide Af3. La voie amyloïdogénique, voie de génération du peptide Af3 et donc

celle qui conduit à la MA, se caractérise par un clivage par la f3—sécrétase suivi d’un

clivage à l’un des sites y—sécrétase (Voir Figure 4.1).

Ces sécrétases étant des cibles thérapeutiques de choix dans le

développement d’un traitement contre la MA, des efforts considérables ont été faits

aux cours des dernières années pour en découvrir leurs natures précises. L’identité

de la a—sécrétase demeure toujours inconnue, bien qu’un ou plusieurs membres de la

famille de métalloprotéases ADAMs semblent impliqués. Les peptidases ADAM9,

ADAM1O et ADAM17 ont été proposées comme étant la sécrétase recherchée (Asai
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et al. 2003). Du côté des y—sécrétases, on a cru pendant un certain temps que les

présénilines étaient les y—sécrétases elles-mêmes, mais cette hypothèse semble avoir
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Figure 4.1 — Sites de clivage de l’APP par les diverses sécrétases

été rejetée depuis. Il est néaiimoins clair que les présénilines jouent un rôle dans la

modulation de l’activité y—sécrétase, dont l’identité de l’enzyme effectrice demeure

inconnue. Les souris invalidées en préséniline-1 (PS-1) souffrent de mortalité pré

natale, alors que les souris invalidées en PS-2 sont viables, sans phénotype notable.

Les souris invalidées PS-1/PS-2 souffrent d’une mortalité pré-natale encore plus

précoce que les souris invalidées PS-1 (Donoviel et al. 1999). Les souris invalidées

temporellement PS1-/PS-2 ont démontré que les présénilines étaient essentielles

pour la maintenance de la structure et des fonctions du cortex, en plus d’être

nécessaires au bon développement de l’embryon (Feng et al. 2004). Les présénilines

en tant que cibles thérapeutiques pour la MA sont donc à proscrire. La 13—sécrétase

est la seule sécrétase a avoir été identifiée clairement, il s’agit de l’aspartyl-protéase

BACE-1. Les souris invalidées en BACE sont viables et n’affichent aucun

phénotype particulier à l’exception d’une réduction en peptides AE3 (Roberds et al.

2001). Il a été démontré que l’utilisation de cours fragments d’ARN inhibiteurs

(siRNA) contre BACE-1 diminue les niveaux de peptides Af3 (Nawrot 2004). La f3-

sécrétase BACE est donc une cible thérapeutique intéressante. L’idée d’utiliser des

inhibiteurs contre BACE-1, dans un but de prévention de la MA, semble donc avoir
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un réel potentiel en pratique. Néanmoins, de tels inhibiteurs ne sont pas disponibles

pour le moment et bien que nombre de laboratoires tentent de trouver l’inhibiteur

parfait pour BACE-l. Il n’en demeure pas moins que cet inhibiteur serait utilisé

dans des mesures de prévention de la MA ou dans des cas précoces de la MA, mais

rien n’ indique que cet inhibiteur hypothétique puisse renverser les dommages déj à

présents dans un patient atteint de la MA.

La recherche effectuée sur les sécrétases jusqu’à présent, a beaucoup aidée à

la compréhension du phénomène de génération et d’accumulation de peptides A3

dans la MA. Toutefois, comme mentionné-ci haut, jouer avec ces facteurs ne permet

pas d’enrayer la MA une fois en place. Dans cette optique, un autre axe de

recherche s’est considérablement développé au cours des dernières années, soit la

recherche d’enzymes capables de dégrader le peptide A. Parmi les diverses

candidates proposées, une retient particulièrement l’attention: il s’agit de l’EPN. De

nombreuses études ont été publiées dans les 5 dernières années démontrant que

l’EPN possédait toutes les caractéristiques requises pour une peptidase de AF3 (Iwata

et al. 2000, Shirotani et al. 2000). Il a également été démontré que l’expression de la

peptidase EPN était diminuée dans les régions du cerveau atteintes par la MA (Apeit

et al. 2003). Il semblerait donc que cette peptidase soit celle responsable de la

dégradation du peptide A3 normalement. La diminution de l’expression de celle-ci

entraînerait l’accumulation de peptides Af3 et la formation de plaques séniles. Il

n’est donc pas irréaliste de penser que si l’on trouve moyen de redresser l’expression

de l’EPN à un niveau normal ou supérieur, l’on pourrait faire régresser

l’accumulation du peptide A13. Restait néanmoins à démontrer, dans des modèles

animaux, si cette hypothèse se vérifiait et si une surexpression de l’EPN pouvait

réellement protéger contre la formation de plaques amyloïdes. Mes travaux visaient

à répondre à cette question. Dans ce but les constructions présentées dans ce

mémoire ont été générées et testées quand à leur potentiel d’utilisation pour la

production d’animaux transgéniques surexprimant l’EPN spécifiquement dans les

neurones. Mon immunobuvardage de type Western démontre clairement que l’EPN

est bel et bien produite à partir des constructions et ce spécifiquement dans les

cellules neuronales. Quant aux tests enzymatiques, on peut y voir une activité de
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peptidase contre un substrat spécifique de l’EPN dans les cellules neuronales

transfectées avec BPEGA et BPEA, mais non avec les vecteurs contrôles. Une

activité faible était également perçue pour les cellules rénales transfectées avec le

vecteur BPEA, mais cela n’était pas particulièrement étonnant. En effet, Hilton et

al. (1997), groupe ayant caractérisé le fragment de promoteur utilisé, rapporte aussi

une expression non-neuronale faible dans les cellules en culture pour leurs vecteurs

d’expression, mais une expression strictement neuronale une fois transposés dans

l’animal transgénique. L’ activité peptidase pour 1’ EPN était perdue en présence de

thiorphan, ce qui indiquait que la peptidase responsable de la dégradation du substrat

fluorigénique y était sensible. Pris ensemble ces résultats permettent d’assumer que

I’EPN active est bien exprimée spécifiquement dans les cellules neuronales à partir

des vecteurs d’expression que j’ai construit. Ce projet s’est toutefois clos, en ce qui

me concerne, suite à la vérification des vecteurs d’expression générés puisque

Leissring et aÏ. (2003) ont publié leurs études sur le même sujet entre-temps.

Dans l’élaboration d’un vecteur d’expression pour l’EPN au niveau neuronal,

Leissring et al. ont plutôt utilisé le promoteur CaMKII (calcium-calmodulin

dependant kinase II), qui entraîne une expression neuronale retardée dans le

développement, promoteur qui permet une augmentation de l’activité EPN par

700%, (souris $xEPN). Les souris transgéniques surexprimant I’EPN ont été

croisées avec des souris modèles pour la MA possédant la mutation KM670/671NL

dans APP, la mutation familiale suédoise, et la mutation V7 17f, la mutation

indienne, sous contrôle du promoteur PDGF (Platelet-derived growth factor) qui

s’exprime aussi au niveau neuronal. Les souris résultantes de tels croisements

affichent une diminution de 90% des niveaux de peptides Af3xo,42 comparativement

aux souris contrôles. Il semblerait donc que l’EPN possède bel et bien la

faculté de diminuer considérablement l’accumulation de plaques amyloïdes lorsque

surexprimée dans les cerveaux. Des tests de dégradation du peptide A3 ont

également confirmé que le peptide A est préférentiellement dégradé par l’EPN dans

sa forme monomérique. Une diminution des taux de mortalité précoce

anormalement élevés chez les souris transgéniques modèles pour la MA, phénomène

ayant été observé dans plusieurs lignées de souris modèles pour la MA et non
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uniquement pour les souris a été remarquée pour les souris

$XEPN/APPs,1d. Cette mort prématurée peut apparaître à un âge aussi jeune que 3

mois, âge où les plaques amyloïdes ne sont pas encore développées. Il est donc

envisageable que les peptides A13 exercent aussi leurs effets nocifs sous leurs formes

solubles et non uniquement lorsque intégrés dans les plaques séniles. Cela suppose

un potentiel toxique du peptide libre qui n’a pas été très bien caractérisé jusqu’à

aujourd’hui. Lidée semble se tenir néanmoins, si on considère, comme il semble

être de plus en plus suggéré, que le peptide Af3 serait en fait en équilibre dynamique

dans le milieu extracellulaire entre sa forme soluble et sa forme de fibrille insoluble.

Un tel équilibre expliquerait la dégradation des plaques amyloïdes alors même que

l’EPN préfère dégrader les monomères A3. En plus de la diminution de la mortalité

en bas âge, les souris donnent également lieu à une diminution de

pathologies secondaires associées à la MA, soit la présence d’astrocytes activés dans

l’hippocampe et le cortex, ainsi qu’une dystrophie neuritique et la présence de

macrophages activés dans l’hippocampe. Donc les travaux présentées prouvent bien

que l’EPN peut réellement contribuer à endiguer la formation des plaques séniles

caractéristiques de la MA. Cette démonstration claire de l’effet protecteur de l’EPN

vis-à-vis le développement des plaques séniles dans les souris ne renseigne toutefois

que peu quant au potentiel de régression des dépôts amyloïdes suite à une activité

EPN stimulée tardivement, lorsque la maladie est déjà bien développée. Mais, si

l’on tient compte de l’équilibre proposé entre le peptide amyloïde dans sa forme

soluble monomérique et sa forme insoluble impliquée dans la formation de plaques

séniles, alors l’on peut supposer qu’une activation, même tardive, de l’EPN pourrait

permettre la régression des plaques de par le déplacement continuel de l’équilibre

vers le peptide soluble. Cette hypothèse est supportée par les expériences de Marr et

al. (2003), où des lentivirus-EPN injectés dans les cerveaux de souris modèles pour

la MA âgées entre il et 14 mois réduisent de moitié les dépôts amyloïdes. La

stimulation de l’expression de l’EPN pour les patients atteints de la MA devient très

prometteur même pour les patients dont la maladie est à un stade avancé. Les

expériences de Leissring et al. ont aussi démontré qu’il n’était pas absolument

nécessaire d’utiliser l’EPN, enzyme dont l’expression fait défaut avec l’âge dans la
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MA, pour permettre la dégradation des plaques amyloïdes. Toute peptidase

possédant le potentiel de dégrader le peptide A13 et exprimée dans les régions du

cerveau atteintes par la MA peut enrayer les plaques séniles comme l’ont démontré

les souris 2xIDE/APPSU,fld qui permettent aussi la diminution de l’accumulation de

plaques amyloïdes. Donc, dans l’élaboration de médicaments ciblant une

stimulation de l’expression de peptidases pour le peptide Af3, les possibilités offertes

s’en trouvent augmentées. Néanmoins, il serait peut-être préférable de s’en tenir à

élever l’expression de l’EPN, si possible, considérant qu’elle est la peptidase

normalement présente responsable de l’action de dégradation du peptide amyloïde.

Une surexpression d’une autre peptidase, tout en ayant un effet similaire quant à la

diminution des plaques séniles, pourrait entraîner des effets secondaires encore

inconnus.

Les avancées effectuées dans la recherche de peptidases capable d’enrayer

les plaques amyloïdes sont d’autant plus importantes que l’un des espoirs de

guérison des dernières années, l’immunisation contre le peptide A13, ne semble pas

tenir ses promesses. En effet, Chauhan et Siegel (2003) avaient démontré que

l’injection d’anticorps contre le peptide A3 dans le troisième ventricule de cerveaux

de souris Tsg2576, modèle pour l’Alzheimer, âgées de 10 mois entraînait une

diminution des plaques amyloïdes. Toutefois, il semblerait que certains résultats

prometteurs préalablement publiés sur le sujet aient pu être mal interprétés et

suggérer un effet positif de l’immunisation contre le peptide Af3 alors qu’il n’en était

rien. En effet, lorsque observés de manière plus globale, les cerveaux traités avec

des anticorps contre le peptide A démontrent des encéphalites et une infiltration de

macrophages activés (Akiyama H. and McGeer P.L 2004). Une réponse

inflammatoire sévère pourrait être responsable et suffisante pour entraîner un

balayage des plaques amyloïdes. La phagocytose de matériel composant les plaques

amyloïdes par les macrophages dans des centres nécrotiques à d’ailleurs déjà été

rapportée (Wisniewski et al. 1991). Néanmoins, il serait plutôt ardu de conseiller

des séquelles traumatiques au cerveau en tant que traitement préventif contre la MA.

Les différents groupes travaillant sur le sujet ne s’accordent d’ailleurs pas sur le rôle

de ces chocs graves. Certains prétendent qu’ils peuvent avoir un effet protecteur
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contre la MA et d’autres croient que le choc subit est le déclencheur de la MA. Quoi

qu’il en soit, l’avenue autrefois prometteuse de l’immunisation contre le peptide A

en tant que traitement contre la MA nest plus. Peut-être l’élaboration d’anticorps

encore plus spécifiques que ne le sont ceux disponibles actuellement pourrait faire la

différence et enrayer les pathologies secondaires développées suite à un traitement

d’immunisation avec les anticorps disponibles en ce moment. Mais peut-être n’est-

ce là que chimère, si l’on considère que le peptide Af3 est en fait un fragment

peptidique de la protéine APP. Cette protéine est également présente dans le

cerveau et donc sujet à l’immunisation contre AF3. Bien peu est encore connu quant

aux rôles que jouent cette protéine et nombre des effets secondaires à l’immunisation

sont peut-être imputables à une interférence dans des processus normalement régulés

par l’APP.

4.2 Souris invalidées NL1IEPN

Considérant que l’EPN et NL1 ont des patrons d’expression qui se recoupent

par endroit, et que leurs souris invalidées font montre, respectivement, de peu de

singularité, il semblait intéressant de déterminer si leurs expressions à toutes deux

contrôlaient des phénomènes particuliers. Autrement dit: est-ce que la perte d’une

des deux peptidases peut être compensée par l’autre ? Le laboratoire étant en

possession de souris invalidées en chacune de ces peptidases, la génération de souris

doublement invalidées représentait un excellent moyen de déterminer si

effectivement ces deux peptidases régulent certains phénomènes physiologiques de

manière non exclusive.

Les souris doublement invalidées obtenues ne présentaient aucun phénotype

particulier visible. La caractérisation effectuée sur les paramètres de tests de fertilité

et courbes de croissance n’a révélée aucun élément notable pour ces souris, si ce

n’est que les souris utilisées pour le croisement entre mâle sauvage et femelles

doublement invalidées n’a produit que deux souriceaux. Toutefois, ce croisement

n’ayant produit qu’une seule portée, cela rend difficile d’en conclure quoique ce soit.
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Si la prise de poids normale n’est pas si surprenante, puisque aucune indication

préalable ne pointait en ce sens, les résultats relatifs à la fertilité des souris

doublement invalidées étaient plus inattendus. Considérant que les souris invalidées

NLÏ souffrent d’une réduction de la fertilité reliée au mâle (Carpentier et al. 2003),

il était attendu que le même phénotype soit présent chez les souris doublement

invalidées NL1/EPN, ce qui n’est pas le cas. Les souris ont des taux de fertilité

comparables à ceux des souris sauvages C57BL/6, alors que l’on pouvait s’attendre

à une fertilité réduite d’au moins 30%, réduction observée chez les souris NL1, ou

même davantage, si l’on considère un rôle potentiel de l’EPN dans cette situation.

Deux explications s’offrent à nous en ce cas soit le fond génétique diversifié

des souris doublement invalidées utilisées pour ces expériences est responsable des

résultats obtenus, ou alors les effets opposés de NL1 et 1’EPN via un ou des peptides

indéterminés. Il a déjà été rapporté dans le passé que certaines lignées de souris

transgéniques, telles les souris invalidées en Sprm-l ou Smcp (Pearse 1997,

Nayemia 2002), expriment des phénotypes de réduction de la fertilité uniquement

dans le fond génétique 1 295v/Ev. Peut-être est-ce ici le cas, peut-être que les souris

doublement invalidées utilisées, dans un fond génétique à 50% C57BL/6, 25%

1 295v/Ev et 25% Outbread, diffèrent quant à leur phénotype de fertilité des souris

invalidées NL1, dans le fond génétique 129Sv/Ev, tout simplement du fait que le

fond génétique n’est pas le même. Il faudrait conclure à une plus forte pénétrance de

la mutation dans le fond génétique 129Sv/Ev comparativement à C57BL/6. L’autre

possibilité expliquant une absence de baisse de la fertilité dans les souris doublement

invalidées serait une action contradictoire des deux peptidases sur un peptide

commun (Voir Figure 4.2a), ou via leur peptide respectif (Voir Figure 4.2b). Dès

lors, il deviendrait plus juste de dire que l’effet réducteur de la fertilité observé chez

les souris invalidées NL1 est imputable à une expression de l’EPN en absence de

NL1, plutôt que d’être dû à NL1 elle-même.
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Figure 4.2 — Hypothèses expliquant les effets observés chez les souris invalidées

NL1, EPN et NL1/EPN. A) Action stimulante sur le peptide commun X, responsable

de la baisse de la fertilité par I’EPN, qui est normalement endiguée par une action

inhibitrice forte de NL1. B) Action stimulante de l’EPN sur le peptide A,

responsable de la réduction de la fertilité, alors que NL1 est responsable de l’action

inhibitrice forte sur le peptide A via un autre peptide, B.

4.3 Conclusion et perspectives

Mes travaux sur les vecteurs de surexpression neuronale de l’EPN, utilisant

le fragment de 1800 pb du côté 5’ du promoteur pNSE, ont permis de confirmer les

résultats préalablement publiés par Forss-Petter S. et al. (1990) relatifs à la forte

expression neuronale d’ADNc sous contrôle du promoteur de l’énolase spécifique

aux neurones (pNSE). En ce qui concerne l’avancement des travaux quant à l’EPN

en relation avec la MA, mes travaux ont permis de déterminer que l’EPN, exprimée

dans ces conditions, dans des cellules neuronales, permet une activité EPN

spécifique et forte.

Les études effectuées au cours des dernières années quant à la relation entre

l’expression de l’EPN et le développement de la MA ont démontré in vitro, en

culture cellulaire et par l’utilisation de divers modèles murins, le rôle protecteur de

cette peptidase contre la maladie de manière exhaustive et convaincante. Les

résultats obtenus sont suffisants pour penser que très prochainement des traitements

inspirés de ces expériences pourraient être développés pour l’être humain. La
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manière la plus directe serait fort probablement la thérapie génique insérant un

certain nombre de copie d’ADNc pour l’EPN permettant de surexprimer celle-ci

dans le cerveau des patients atteints. Cette technique n’est malheureusement pas

sans inconvénients, tels l’insertion dans un autre gène causant ainsi d’autres

problèmes aux patients en plus de la MA, ou tout simplement un transgène à

efficacité variable selon le lieu d’insertion dans le génome. Des traitements plus

précis et sécuritaires seraient préférables. Idéalement, il faudrait développer des

molécules permettant de stimuler fortement et de façon spécifique le promoteur de

l’EPN, en plus d’être capables de passer la barrière hémato-encéphalique.

En ce qui concerne mes expériences sur les souris invalidées NL1/EPN, mes

résultats ont amorcé leur caractérisation. Beaucoup reste néanmoins à faire. En

particulier les expériences de purification de la mutation dans les fonds génétiques

C57B/L6 et 129Sv/Ev permettant de vérifier si le phénotype relatif à la réduction de

la fertilité est due à une pénétrance préférentielle dans un fond génétique plutôt

qu’un autre. Également, il conviendrait de déterminer les spectres de substrats de

chacune des deux peptidases dans le testicule et de les superposer, ce qui n’est pas si

facile, car si in vitro ces peptidases possèdent des listes de substrats assez

impressionnantes, il est plus ardu de déterminer ce qu’il en est in vivo. Cela

permettrait de donner des pistes quant aux peptides candidats pour l’hypothèse d’une

action contradictoire de 1’ EPN et de NL 1 pour expliquer mes résultats quant à la

fertilité des souris doublement invalidées. Quant à déterminer quel rôle un tel

système pourrait avoir dans l’organisme, il serait nécessaire de déterminer

l’expression temporelle de NL1 dans le testicule. Les expériences subséquentes

seraient déterminées par les résultats obtenus.
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