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Résumé 

Les kallicréines tissulaires humaines (KLK) ont récemment émergé comme une 

nouvelle famille de protéases à sérine pouvant jouer un rôle important dans la progression 

tumorale. Le but du travail a été de mieux comprendre comment KLK6 et 12 pourraient 

intervenir dans la physiopathologie pulmonaire.   

Une étude préalable avait révélé qu’une expression élevée de KLK6 était un facteur de 

pronostique défavorable pour des patients atteints d’un cancer du poumon. Nous avons donc 

examiné l’impact d’une telle expression sur le comportement de cellules cancéreuses 

pulmonaires (A549) et sur leur réponse à des agents chimio-thérapeutiques courants. Une 

expression ectopique de KLK6 a induit la prolifération de cellules A549 d’une manière 

dépendante de son activité enzymatique ainsi qu’une résistance accrue à l’apoptose. La 

présence de KLK6 a provoqué une translocation nucléaire de la β-caténine et une 

augmentation de la phosphorylation de l’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) et de 

ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase). Ces phosphorylations, ainsi que la 

prolifération induite par KLK6 ont pu être inhibées par le cetuximab, un anticorps bloquant la 

liaison d’un ligand sur l’EGFR. Différents éléments recueillis suggèrent que les effets de 

KLK6 sur la voie de l’EGFR trouveraient naissance dans une activation du récepteur PAR2  

(Proteinase Activated Receptor) qui est un substrat connu de cette protéase. En effet, 

l’activation de PAR2 par un agoniste a mimé la cascade d’évènements observée pour KLK6 

(libération d’un ligand de l’EGFR, phosphorylations de l’EGFR et d’ERK, induction de la 

prolifération). De plus, l’inhibition de la voie PAR2 à l’aide de siRNA spécifiques a bloqué la 

phosphorylation d’ERK induite par KLK6. D’autre part, les études réalisées in vitro et in vivo 

n’ont pas révélé d’effet de KLK6 sur la réponse aux agents chimio-thérapeutiques étudiés. 

Par ailleurs, nous avons identifié de nouveaux substrats pour KLK12 : les protéines 

CCN. Le clivage de CCN1 et CCN5 par KLK12 limite leur capacité à former des complexes 

avec le VEGF, BMP2 et le TGF-β1. La fragmentation des CCN1 et 5 impacte également la 

migration et la survie de cellules pulmonaires et endothéliales. 

 En conclusion, nous avons montré que les KLK peuvent réguler les voies de 

signalisation soit par le clivage d’un récepteur membranaire (PAR2/KLK6) soit par 

l’hydrolyse de protéines régulatrices de signalisation (CCN/KLK12).  
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Résumé en anglais 

Recently, human tissue kallikreins (KLK) emerged as a new family of serine proteases 

which might play a major role in the tumorigenesis. The project aims at determining the 

contribution of KLK6 and 12 in lung pathophysiology.  

Previous study revealed that high KLK6 concentrations were associated with lower 

survival rates in patients with lung cancer. We therefore examined impact of KLK6 on the 

behavior of lung cancer cells (A549) and their response to cytotoxic drug treatment. We 

showed that ectopic expression of KLK6 promoted A549 cell proliferation in a protease 

activity-dependant manner and inhibited cell apoptosis. KLK6 induced β-catenin nuclear 

translocation and increased phosphorylation of Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) 

and Extracellular signal-Regulated Kinase (ERK). These phosphorylations and the cell 

proliferation induced by KLK6 were inhibited by cetuximab, an anti-EGFR antibody which 

block ligand fixation. Several results suggest that KLK6 may act on the EGFR signaling 

pathway by activating PAR2 (Proteinase Activated Receptor 2), which is a known substrate of 

KLK6. Indeed, PAR2 activation by an agonist mimicked the cascade of events observed with 

KLK6 (EGFR ligand shedding, EGFR and ERK phosphorylations). Furthermore, the 

inhibition of PAR2 signaling by anti-PAR2 siRNA blocked the phosphorylation of ERK 

triggered by KLK6. In other hand, in vitro and in vivo studies revealed that KLK6 has no 

effect on the response of tumors to cytotoxic drug treatments.  

 We have also identified novel substrates of KLK12, namely the members of the CCN 

protein family. We reported that KLK12-mediated proteolysis of CCN1 and CCN5 can reduce 

or abolish the binding of VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), BMP2 (Bone 

morphogenetic protein 2), and TGF-β1 (Transforming Growth Factor-β1). Furthermore, CCN 

1 and 5 fragmentation impacted migration and survival of endothelial and lung cells.  

In conclusion, we demonstrated that KLKs may modulate signaling pathways by the 

cleavage of membrane receptor (KLK6/PAR2) or by the fragmentation of signaling proteins 

(KLK12/CCN). 
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PAR: Proteinase activated Receptor 

PBS : tampon phosphate de sodium 

PCI: Peptidase C Inhibitor 

PCR: polymerase chain reaction 

PI-3 kinase: Phosphatidyl-Inositol-3’kinase 

PR: Progestin Receptor 

PVDF : polyvinylidene fluoride 

qRT-PCR : quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction 

RISC: RNA-Induced Silencing Complex 

ROS : Reactive oxygen species (espèces réactives oxygénées) 

RT: reverse transcription  

SDS: sodium dodécyl sulfate 

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
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SERPIN: SERine Peptidase INhibitors 

siRNA: small interfering RNA 

SPINK5: Serine Protease INhibitor Kazal-type 5 

STAT3: Signal Transducer and Activator of Trancription 3 

SVF: Sérum de veau fœtal 

TEM : Transition Epithélio-Mesenchymateuse  

TGF-β: Transforming Growth Factor β 

TGF-βR 1 et 2 : récepteurs au TGF-β de type I et de type II 

uPA: Urokinase-type Plasminogen Activator 

VEGF: vascular endothelial growth factor 

Zn : Zinc 
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Le poumon est un organe qui doit faire face aux changements de pression et de volume 

pour assurer la fonction respiratoire, mais il doit également faire face aux nombreux 

pathogènes et particules diverses provenant de l’environnement. Différents mécanismes 

interviennent donc dans le maintien de l’intégrité tissulaire. Les protéases jouent un rôle 

important dans l’homéostasie cellulaire et la régénération tissulaire. Les maladies chroniques 

inflammatoires du poumon ainsi que le cancer broncho-pulmonaire sont d’ailleurs souvent 

associés à des taux de protéases plus élevés que la normale. Parmi les protéases pulmonaires 

figurent les kallicréines tissulaires mais leurs mécanismes d’action et leurs fonctions 

pulmonaires demeurent très mal connus. Ce travail de thèse a eu pour objectif de mieux 

comprendre comment certaines kallicréines tissulaires pourraient être impliquées dans des 

processus cellulaires normaux ou pathologiques. 

 

A. Structure du poumon et cancer broncho-pulmonaire 

I. Structure et fonction du poumon adulte sain 

L’air atmosphérique est inhalé à travers la bouche, le nez puis il traverse la trachée qui se 

divise en deux bronches principales, chacune marquant l’entrée dans un poumon. A 

l’intérieur, ces bronches se divisent de nombreuses fois jusqu’à former les bronchioles (figure 

n°1).  

 

 

Figure 1 : Structure générale de l'appareil respiratoire humain. 
D’après la thèse de Delphine Gras (Gras 2006)  
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1. Voies respiratoires intrapulmonaires 

a) Les bronches 

Les bronches contiennent du cartilage et deux types d’épithélium : l’épithélium 

bronchique glandulaire tapissant les glandes sous-muqueuses et l’épithélium bronchique de 

surface. 

L’épithélium de surface est composé de plusieurs types cellulaires : les cellules 

caliciformes produisant du mucus, les cellules ciliées qui interviennent dans la clairance 

mucociliaire, les cellules intermédiaires qui n’atteignent pas la lumière des voies respiratoires 

et qui correspondraient à des cellules issues de la division des cellules caliciformes au cours 

d’un processus de stratification (Jeffery and Li 1997). Enfin l’épithelium de surface comprend 

des cellules basales qui constitueraient des cellules de réserve capables de régénérer 

l’épithelium en cas de dommage.  

Les glandes sous-muqueuses sont quant à elles composées de cellules sécrétoires et de 

cellules basales. Les cellules séreuses produisent la majeure partie du liquide de sécrétion 

glandulaire tandis que les cellules à mucus produisent du mucus venant s’ajouter à celui 

synthétisé par les cellules caliciformes (Figure n°2).   

 

 
Figure 2 : Epithélium respiratoire des bronches.  
D’après la thèse de Delphine Gras. (Gras 2006) 
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Chez l’Homme sain, les glandes sous muqueuses produisent plus de 95% du mucus des 

voies aériennes supérieures. Chaque glande sécrète des mucines (essentiellement MUC5AC et 

MUC5B), de l’eau, des électrolytes et une variété d’autres composants, particulièrement des 

substances antimicrobiennes et anti-inflammatoires (lysozyme, lactoferrine, lactoperoxydase, 

défensine...). La sécrétion de mucus forme un tapis sur les parois des voies aériennes qui 

permet l’humidification de l’air inspiré, de prévenir le desséchement des parois et de capturer 

les particules et les microorganismes inhalés. L’épithélium des bronches possèdent un 

épithélium cilié dont l’épaisseur diminue progressivement avec les subdivisions. Ces cils 

permettent la reconduction de mucus contenant des particules et des microorganismes inhalés 

vers le pharynx permettant son élimination dans le tube digestif. 

 

b) Les bronchioles 

Les bronchioles ne possèdent pas de cartilage. L’épithélium est simplifié, il est composé 

de cellules ciliées, de cellules neuro-épithéliales et de cellules de Clara (figure n°3). Ces 

dernières produisent et secrètent la protéine CCSP (Clara cell secretory protein), la protéine 

la plus abondante des fluides des voies respiratoires qui permet la protection de l’épithélium 

bronchiolaire (Wong et al. 2009). Une sous-population de cellules de Clara agit de façon 

identique à des cellules souches spécifiques du tissu bronchiolaire (Reynolds and Malkinson 

2009). Les cellules neuro-épithéliales possèdent, quant à elles, des granules composées de 

différentes hormones peptidiques comme la sérotonine, la bombésine, la calcitonine et la 

leuko-enképhaline qui pourraient moduler le tonus musculaire des bronches et des parois 

vasculaires (Weather et al. 2004).  

 

                                                       
Figure 3 : Epithélium respiratoire des bronchioles. 

D’après la thèse de Delphine Gras (Gras 2006) 
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2. Zones respiratoires 

Les zones respiratoires sont les lieux des échanges gazeux. Elles émergent des bronchioles 

terminales et comprennent les bronchioles respiratoires, les canaux et sacs alvéolaires, et les 

alvéoles. Les alvéoles sont des structures microscopiques où l’oxygène et le dioxyde de 

carbone sont échangés avec le système sanguin (figure n°4).  

 

 
Figure 4 : Schéma d'une zone respiratoire. 

D’après http://www.himaia.com/vb/showthread.php?t=920 
 

 

L’épithélium alvéolaire est monostratifié et est composé de deux types cellulaires 

différents qui sont les pneumocytes de types I et les pneumocytes de type II (figure n°5). Les 

pneumocytes de type I représentent 95% des cellules et sont impliqués dans les échanges 

gazeux. Les pneumocytes de type II sont impliqués dans la production du surfactant en 

synthétisant, assemblant et libérant les composants lipidiques et protéiques du surfactant 

pulmonaire. Ce surfactant permet de diminuer la tension qui s’exerce sur la paroi des alvéoles 

lors des variations de la taille des alvéoles pendant les cycles de compression-extension de la 

respiration (Perez-Gil and Weaver 2010). Les pneumocytes de type II sont également des 

cellules qui prolifèrent afin de re-épithélialiser les surfaces alvéolaires dissociées. Il sont 

ensuite transformés en pneumocytes de type I (Fuchs et al. 2003). 
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Figure 5 : Epithélium respiratoire des alvéoles. 
D’après la thèse de Delphine Gras (Gras 2006) 

 

 

II.  Cancer du poumon 

1. Incidence des cancers bronchiques 

Le cancer du poumon est la première cause de mortalité par cancer dans le monde, il y a 

eu 1,4 millions de décès (ce qui représente 18,4% de tous les cancers) en 2008. En France, 

avec environ 39 500 nouveaux cas estimés en 2011, le cancer du poumon se situe au 

quatrième rang des cancers, tous sexes confondus, juste après le cancer colorectal (40 500 

nouveau cas). Il représente 11% de l’ensemble des nouveaux cas de cancers tous sexes 

confondus. Chez l’homme, il se place au deuxième rang des cancers masculins avec 27 500 

nouveaux cas, soit 13 % de l’ensemble des cancers masculins, derrière le cancer de la prostate 

(71 000 cas). Chez la femme, le cancer du poumon est le troisième cancer avec 12 000 

nouveaux cas estimés en 2011, soit près de 8 % de l’ensemble des cancers féminins, après le 

cancer du sein (53 000 nouveaux cas) et le cancer colorectal (19 000) (INCa). 

 

2. Les principaux types de cancer du poumon 

Il existe deux catégories principales de tumeurs : les cancers Bronchiques Non à Petites 

Cellules (CBNPC) et les Cancers Bronchiques à Petites Cellules (CBPC). D’autres catégories 
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existent tel que les tumeurs carcinoïdes et les sarcomes, mais celles-ci ne représentent qu’un 

très faible pourcentage. 

Quatre vingt pour cent des cancers du poumon sont de type non à petites cellules et cette 

catégorie est divisée en 3 sous-groupes principaux : les adénocarcinomes, les carcinomes 

épidermoïdes, et les carcinomes à grandes cellules (Brambilla et al. 2001; Travis et al.). 

L’adénocarcinome est le sous-type histologique prédominant du cancer du poumon et il est 

défini comme une tumeur maligne qui a pour origine les muqueuses glandulaires, alors que le 

carcinome épidermoïde est caractérisé par une prolifération cellulaire montrant une 

kératinisation et/ou des jonctions intercellulaires. Dans la pratique commune, les cas 

manquants de signe de différenciation épidermoïde ou glandulaire sont reportés dans les 

carcinomes à grandes cellules. En tant que classe, les CBNPC sont relativement insensibles 

aux chimiothérapies et aux radiothérapies. 

Les carcinomes à petites cellules se caractérisent par la présence de granules 

neuroendocrines et sont associés à un pronostic défavorable. Ils sont généralement localisés 

centralement. Sans traitement les cancers à petites cellules sont les plus agressifs, avec une 

survie médiane de seulement 2 à 4 mois après le diagnostic. Comparés aux autres types de 

cancer du poumon, les CBPC répondent mieux aux chimiothérapies et aux radiothérapies. 

Cependant, la guérison est difficile car au moment du diagnostic ces cancers sont 

généralement à un stade avancé. 

 

3. Les facteurs de risques 

La fumée de cigarette est la première cause de cancer du poumon. En effet, 

approximativement 10 à 15% des fumeurs actifs développent un cancer du poumon. Trois 

facteurs sont importants : la durée du tabagisme, le nombre de cigarettes fumées par jour, et 

l’âge du début du tabagisme (Le Faou and Scemama 2005). Approximativement 10% des 

cancers bronchiques apparaissent chez des individus n’ayant jamais fumé. Pour comparer les 

caractéristiques épidémiologiques des non-fumeurs par rapport aux fumeurs avec des cancers 

bronchiques, Wakelee et collaborateurs ont regroupé les résultats de 6 études menées aux 

Etats-Unis et en Suède (Wakelee et al. 2007) et ils ont démontré que le cancer bronchique 

chez les non-fumeurs était plus présent chez les femmes que les chez les hommes. D’autres 

facteurs peuvent être responsables de cancer du poumon comme par exemple, l’exposition à 

des agents toxiques minéraux tels l'amiante, ou à des métaux comme l'arsenic, le chrome et le 
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nickel (Alberg and Samet 2003). L'exposition à un gaz souterrain appelé radon est également 

responsable d'une petite partie des carcinomes bronchiques, chez les mineurs notamment. 

D'autres études mentionnent d'autres facteurs de risques comme la pollution atmosphérique ou 

une exposition à des radiations ionisantes. 

 

4. Altérations génétiques 

Des altérations variées ont été découvertes dans la carcinogénèse des cancers du 

poumon. L’information génétique de l’ADN est transmise jusqu’aux protéines en passant par 

les ARN. Les protéines sont finalement modifiées pour acquérir une activité fonctionnelle 

dans les cellules. Il n’y a pas que l’ADN lui-même qui peut être soumis à des altérations 

génomiques, mais également des processus, incluant des mutations de l’ADN, de la 

méthylation de l’ADN, des altérations d’épissage et des modifications post-transcriptionnelles 

et post-traductionnelles (tableau n°1). 

Ces altérations confèrent aux cellules des particularités biologiques qui sont des 

caractéristiques du cancer : (1) autosuffisance dans les signaux de croissance cellulaire (2) 

insensibilité aux signaux inhibiteurs de la croissance (3) résistance à l’apoptose (4) 

prolifération illimitée (5) angiogénèse (6) invasion tissulaire et métastase. 
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Tableau 1 : Altérations génétiques et leurs fréquences dans les cancers bronchiques. 

D’après Toyoota et collaborateurs (Toyooka et al. 2011). Légende : CBNPC, cancer Bronchique Non à Petites 
Cellules ; CBPC, Cancer Bronchique à Petites Cellules ; del, délétion ; me, méthylation ; mut, mutation ; exp, 

altération de l’expression ; amp, amplification génique ; trans, translocation. 
 

 

 Dans des revues  de compréhension du cancer du poumon chez les non-fumeurs, 

Subramanian et Govindan (Subramanian and Govindan 2007) ainsi que Sun et collaborateurs 

(Sun et al. 2007) ont examiné les caractéristiques moléculaires pouvant distinguer les tumeurs 

des non-fumeurs et des fumeurs. Parmi les altérations moléculaires fréquemment détectées, 

les mutations de l’EGFR sont courantes chez les non-fumeurs, alors que les mutations de K-

ras et p53 ainsi que l’hyper-méthylation du promoteur de p16 sont fréquentes chez les 

tumeurs de fumeurs.  
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5. Thérapies 

Trois types de traitements sont utilisés dans la prise en charge des cancers 

bronchiques: la chirurgie, la radiothérapie et des traitements médicaux.  

 

a) La chirurgie 

La chirurgie est le traitement le plus ancien mais également le plus efficace des cancers 

bronchiques. Il existe deux grands types de d’interventions chirurgicales :  

  -la lobectomie : il s’agit d’une opération où le chirurgien procède au retrait 

d’un lobe du poumon où se situe la tumeur. 

  -La pneumectomie : dans ce cas, le chirurgien procède au retrait d’un des deux 

poumons dans sa totalité. 

La chirurgie est le traitement de référence des CBNPC aux stades précoces.  

 

b) La radiothérapie 

La radiothérapie est une technique médicale qui utilise les rayonnements ionisants 

pour détruire des cellules, principalement les cellules de tumeurs cancéreuses. Son objectif est 

de délivrer de la manière la plus précise possible la dose de rayonnement prescrite au volume 

de la tumeur, en épargnant au mieux les tissus sains avoisinants.  

Pour les CBNPC précoces, la radiothérapie peut être utilisée dans certains cas à la place de la 

chirurgie lorsque la tumeur n’est pas accessible. Elle peut également être proposée en 

complément de la chirurgie et de la chimiothérapie lorsque la paroi du poumon est atteinte ou 

lorsque l’exérèse a été incomplète. Pour les CBNPC aux stades avancés, la radiothérapie est 

associée à la chimiothérapie et à la chirurgie si celle-ci est praticable. 

Pour les CBPC localisée, la chimiothérapie associée à la radiothérapie constitue le traitement 

de référence. 

 

c) Les traitements médicaux 

Plusieurs types de médicaments anticancéreux sont utilisés pour traiter les cancers du 

poumon : chimiothérapies et thérapies ciblées. On les regroupe sous le nom de traitements 

médicaux. Il s’agit de traitements généraux (appelés aussi traitements systémiques) qui 
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agissent dans l’ensemble du corps. Cela permet d’atteindre les cellules cancéreuses quelle que 

soit leur localisation, même si elles sont isolées et n’ont pas été détectées lors du diagnostic. 

La chimiothérapie et les thérapies ciblées n’ont pas le même mode d’action : 

-les médicaments de chimiothérapie agissent sur les mécanismes de la division 

cellulaire. 

-les thérapies ciblées bloquent des mécanismes spécifiques des cellules cancéreuses. 

Ces traitements peuvent bloquer  d’importantes voies qui favorisent la progression tumorale et 

avoir un contrôle sur la maladie à long terme. Des résultats ont été obtenus avec des 

inhibiteurs de l’EGFR, des anticorps monoclonaux anti-EGFR et des stratégies anti-

angiogénique dans des populations avec un stade avancé de CBNPC. Cependant, seuls les 

patients avec une mutation sur le gène de l’EGFR sont susceptibles de répondre aux agents 

qui ciblent ce gène. Ainsi, de nouvelle thérapies ciblées qui interférent avec le récepteur de 

l’insuline ou la protéine de fusion EML4-ALK ont montré une activité prometteuse (Janku et 

al. 2010).  

 

Pour les cancers bronchiques non à petites cellules de stade précoce, une 

chimiothérapie n’est pas systématique. Pour les cancers bronchiques localement avancés, une 

chimiothérapie est recommandée en complément du traitement local (chirurgie et/ou 

radiothérapie). Pour les cancers bronchiques métastatiques, une chimiothérapie associée ou 

non à une thérapie ciblée est le traitement de référence. 

Pour les formes localisées des cancers bronchiques à petites cellules la chimiothérapie 

associée à la radiothérapie est le traitement de référence. Pour les formes disséminées et 

métastatiques, la chimiothérapie est le traitement de référence. 

 

B. Les kallicréines tissulaires 

I. Historique et définition 

La première observation des kallicréines semble dater du  début du 20ème siècle par 

Abelous et Bardier (Abelous and Bardier 1909a, b). Leurs travaux portaient sur une fraction 

urinaire insoluble dans l’alcool qui permettait une vasodilatation périphérique et une 

hypotension chez le chien. Cette substance fut nommée « urohypotensine » et son effet fut 

confirmé par d’autres laboratoires (Frey 1926; Frey and Kraut 1928; Pribram and Hernheiser 
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1920). Dans les années 30, Frey, Kraut et Werle (Kraut et al. 1930) ont montré l’abondance 

de cette substance dans des extraits de pancréas. C’est à ce moment que le terme de 

«  kallicréine » est apparu, en référence au nom grec du pancréas : « kallikreas » (Kraut et al. 

1930; Werle et al. 1937). L’effet hypotenseur a été attribué à la libération de kinines 

vasoactives à partir du kininogène (Bhoola et al. 1992; Rocha et al. 1949; Werle et al. 1937). 

Le terme de kallicréine a donc été associé à cette activité kininogénasique (Bhoola et al. 1992; 

Werle and Fiedler 1969). 

Cette définition des kallicréines englobait deux enzymes distinctes: la kallicréine 

plasmatique (KLKB1) et la kallicréine tissulaire ou glandulaire (KLK1). Ces deux kallicréines 

diffèrent par leur origine génétique, leur structure protéique et leur spécificité de substrat 

(Fiedler 1979; Movat 1979; Webster and Pierce 1960).  

La kallicréine plasmatique (KLKB1) est codée par un gène localisé sur le chromosome 4 

au locus q35. Il s’étend sur 30kb et possède 14 introns et 15 exons (Beaubien et al. 1991; Yu 

et al. 1998). La protéine produite mesure 85 à 88 kDa et est structurellement proche du facteur 

XI, une autre protéase plasmatique. Les cellules hépatiques secrètent l’enzyme dans le 

système sanguin où elle va agir dans les processus de coagulation, de fibrinolyse et 

d’inflammation (Bhoola et al. 1992; Sainz et al. 2007). 

La kallikreine tissulaire (KLK1) est une glycoprotéine de 25 à 40 kDa. Elle est 

hautement exprimée dans une grande variété d’organes et elle est capable de cliver le 

kininogène, des facteurs de croissance et des molécules de la matrice extracellulaire (Bhoola 

et al. 1992; Fiedler 1979; Schachter 1979). L’évolution du terme de kallicréine s’est produite 

avec le séquençage nucléotidique et protéique de KLK1. Son homologie avec d’autres 

protéases à serine a suggéré qu’elle pouvait être un membre d’une famille multigénique (Swift 

et al. 1982; Tschesche et al. 1979). A cette époque, cette famille ne semblait composée que de 

3 membres : KLK1 et des protéases prostatiques KLK2 (ou hK2) et KLK3 (ou PSA) (Digby 

et al. 1989; Lundwall 1989; Morris 1989; Riegman et al. 1988; Watt et al. 1986). A la fin des 

années 90, la famille des kallicréines tissulaires s’est agrandie quand plusieurs gènes codant 

des protéases à serine ont été identifiés au niveau du locus des kallicréines tissulaires. Avec le 

séquençage du génome humain, trois laboratoires ont montré que ce locus était finalement 

composé de 15 gènes actifs (KLK1-15) et d’un pseudogène (Gan et al. 2000; Harvey et al. 

2000; Yousef et al. 2000b). Cependant seule KLK1 semblait posséder une activité 

kininogenasique (Borgoño et al. 2007a; Bothwell et al. 1979; Charlesworth et al. 1999; 

Deperthes et al. 1997; Michael et al. 2005). Afin d’éviter toute confusion fonctionnelle, les 
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KLK2-15 ont alors été nommées « kallikrein-related peptidases », tout en conservant 

l’abréviation KLK. Cependant par facilité linguistique, tous les membres de cette famille 

restent dénommés kallicréines tissulaires (voire kallicréine) dans le cadre de cette thèse. Selon 

la nomenclature actuelle, les gènes de la famille multigénique sont notés en italique KLK1 à 

KLK15 et les protéines en caractères normaux : KLK1 à KLK15 (Lundwall et al. 2006a). Le 

tableau n°2 donne la correspondance entre les anciennes appellations et la nomenclature 

actuelle. 

 

 

Tableau 2: Différents noms et abréviations des membres de la famille des kallicréines tissulaires 
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II.  Organisation chromosomique  

La famille des kallicréines tissulaires représente le plus large cluster de gènes de 

protéases du génome humain. Il s’étend sur environ 265 kb au locus 19q13.3-13.4 et aucun 

autre gène étranger aux kallicréines n’est présent au sein du locus  (Gan et al. 2000; Harvey et 

al. 2000). Les 3 gènes initialement identifiés KLK1, 2 et 3 ne sont pas contiguës : KLK15 suit 

KLK1, puis suivent KLK3, KLK2 ainsi que le pseudogene ΨKLK1. Les autres gènes de la 

famille (KLK4 à KLK14) se suivent dans l’ordre. La direction de la transcription de tous les 

gènes se fait du télomère au centromère à l’exception de KLK3 et KLK2 (Borgoño et al. 2004; 

Yousef and Diamandis 2000) (figure n°6). 

 

Figure 6 : Organisation chromosomique des kallicréines. 
(a) Localisation du cluster des membres de la famille des kallicréines sur le chromosome 19 au locus q13.4 ; (b) 
Organisation des gènes au sein de ce locus, la direction de chaque flèche indique le sens de la transcription du 
gène correspondant. Le numéro du gène KLK estplacé au dessus du schéma tandis que les nombres  situés en 

dessous indiquent la taille du gène. 
  

 

III.  Les gènes des kallicréines tissulaires 

1. Structure des gènes des kallicréines tissulaires 

Les gènes des kallicréines possèdent plusieurs caractéristiques communes : 5 exons 

codants de tailles similaires ou identiques, et la position des codons de la triade catalytique de 

ces protéases qui se situent respectivement dans  les exons 2, 3 et 5 (Borgoño et al. 2004; 

Yousef and Diamandis 2001). Les quelques différences observées entre les gènes des KLK 

sont constatées dans les régions non codantes. Ainsi, la longueur des introns est variable, ce 
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qui conduit à des différences dans la longueur des gènes. Par contre, les séquences consensus 

d’épissage GT-AG sont conservées parmi la plupart des gènes, à l’exception de KLK10, qui 

possède un site supplémentaire au sein de l’intron 4 (Borgoño et al. 2004; Luo et al. 1998). La 

majorité des kallicréines récemment découvertes (KLK4-15) possède 1 à 3 exons 

supplémentaires non-codant dans la région 5’ non traduite (ou 5’UTR : 5’untranslated region) 

(Yousef and Diamandis 2001). Les gènes KLK1, 2 et 3 n’ont pas d’exons supplémentaires en 

5’, cependant des sites de démarrage de transcription alternatifs existeraient en amont du 1er 

exon. La région 3’ non traduite (3’ UTR) est en continuité avec le dernier exon à l’exception 

de KLK14 qui possède un intron supplémentaire. La longueur de la 3’UTR est variable allant 

de 45 pb pour KLK8 à 748 pb pour KLK7 (Yousef and Diamandis 2001) (Figure n°7).  

 

 
Figure 7 : Structure schématique des gènes et des protéines de la famille des kallicréines tissulaires 

humaines. 
Les séquences exoniques codantes et non codantes  sont représentées respectivement par des boites numérotées 

et non numérotées. Les structures introniques sont  représentées par une barre. L’exon 1 comprend le site 
d’initiation de la transcription et code pour le peptide signal de sécrétion et le propeptide. Les résidus de la 

triade catalytique des kallicréines (His, Asp, Ser) sont localisés respectivement sur les exons 2, 3 et 5. 
 

 

2. Régulation de l’expression des gènes des kallicréines 

a) Régulation par l’augmentation du nombre de copies de gène  

Très peu d’études ont été réalisées sur l’implication du nombre de copie des gènes des 

kallicréines dans leur niveau d’expression. Cependant dans des lignées cellulaires de 

carcinome de la vessie, il a été observé une amplification de gènes de kallicréines 

parallèlement à une augmentation des transcrits de KLK5, 6, 8 et 9 (Shinoda et al. 2007). 

D’autres études concernent le cancer de l’ovaire où il a été révélé une augmentation du 

nombre de copie du locus des kallicréines dans des lignées cellulaires et des tissus de cancer 
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primaire sur-exprimant les membres de la famille des kallicréines (Bayani et al. 2008). Suite à 

une analyse par Southern Blot, Ni et ses collaborateurs ont suggéré que la surexpression de 

KLK6 dans des tumeurs de l’ovaire pourrait être liée à une amplification de son gène  (Ni et 

al. 2004). Une étude plus approfondie a également montré que les tumeurs ayant une 

augmentation du nombre de locus des kallicréines étaient plus susceptibles de sur-exprimer 

KLK6, cependant il n’y aurait pas de corrélation entre le nombre de copie et l’expression 

protéique (Bayani et al. 2011). 

 

b) Régulation par les stéroïdes 

Il s’agit du mode de régulation des kallicréines le plus étudié du fait de l’intérêt de 

plusieurs équipes pour l’expression des kallicréines dans des tissus hormono-dépendants.  

La régulation par les androgènes a principalement été étudiée pour KLK2 et KLK3 dans la 

prostate où ces gènes sont sur-exprimés en réponse à cette classe d’hormone. Plusieurs 

éléments de réponse aux androgènes (ARE : Androgen response element) ont été identifiés à 

proximité du site de démarrage de la transcription du gène KLK3  (Cleutjens et al. 1996; 

Riegman et al. 1991; Schuur et al. 1996). Etant donné que les promoteurs de KLK2 et KLK3 

ont 80% de similarité de séquence, sans surprise, des motifs similaires aux ARE de KLK3 ont 

été identifiés dans les régions promotrices et amplificatrices de KLK2 (Young et al. 1992). La 

technique ChIP (Chomatin ImmunoPrecipitation) a permis de démontrer la fixation du 

récepteur aux androgènes sur les gènes KLK2 et KLK3 dans les cellules LNCaP, une lignée 

cellulaire de cancer de la prostate (Kang et al. 2004; Kang et al. 2002; Shang et al. 2002). Des 

éléments potentiels de réponse aux androgènes ont été identifiés in silico, en amont du gène 

KLK4 (Stephenson et al. 1999), cependant l’effet des androgènes sur l’expression prostatique 

de ce gène varie selon le type cellulaire (Dong et al. 2005; Korkmaz et al. 2001; Lai et al. 

2009; Nelson et al. 1999; Xi et al. 2004). Les androgènes stimulent également l’expression 

des gènes KLK2, 3, 8, 10, 11, 13, 14 et 15 dans les lignées cellulaires cancéreuses du sein 

(Hsieh et al. 1997; Luo et al. 2003; Luo et al. 2000; Magklara et al. 2000; Paliouras and 

Diamandis 2007; Yousef et al. 2003). L’expression des gènes KLK4, 5, 6, 9 et 12 serait 

également induite par les androgènes dans des lignées cellulaires mammaires cancéreuses 

cependant ces observations réalisées par RT-PCR non quantitative restent à être validées par 

d’autres méthodes (Paliouras and Diamandis 2007; Yousef and Diamandis 2000; Yousef et al. 

2000c; Yousef et al. 1999b; Yousef et al. 2004c).  
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Des progestatifs sont capables de stimuler l’expression des gènes KLK2 et KLK3  dans des 

lignées cellulaires de cancer du sein (Hsieh et al. 1997; Magklara et al. 2000; Yu et al. 1994).  

Des plasmides rapporteurs de KLK2 et KLK3 ont été activés  par la progestérone dans la 

lignée prostatique cancéreuse PC-3 co-transfectés avec le récepteur aux progestatifs (PR : 

Progestin Receptor) (Shan et al. 1997). La progestérone stimule également l’expression de 

KLK4 dans la lignée cellulaire KLE du cancer de l’endomètre et la lignée T47D du cancer du 

sein, probablement par l’intermédiaire d’un élément de réponse à la progestérone localisé à 

2419 pb en amont du site de démarrage de la transcription  (Lai et al. 2009; Myers and 

Clements 2001). En plus de KLK2, 3 et 4, des données préliminaires suggèrent que 

l’expression KLK6 et des gènes 8 à 15 serait également induite par les progestatifs dans les 

cellules du cancer du sein (Luo et al. 2000; Shaw and Diamandis 2008; Yousef et al. 2000a; 

Yousef and Diamandis 2000; Yousef et al. 2003; Yousef et al. 1999a; Yousef et al. 2000c; 

Yousef et al. 2000d; Yousef et al. 2002c).  

Contrairement aux progestatifs et aux androgènes, les glucocorticoïdes peuvent soit 

activer soit inhiber soit stimuler l’expression des kallicréines. Par exemple, l’expression de 

KLK10 augmente avec un traitement à la dexaméthasone des cellules du cancer du sein 

MCF7, T47D et MDA-MB-468, mais diminue dans les cellules MCF-10A (Kulasingam and 

Diamandis 2007; Shaw and Diamandis 2008). Des éléments de réponse aux glucocorticoïdes 

ont été identifiés in silico sur les promoteurs de KLK5, 6, 7, 8, 10 et 13 mais leur 

fonctionnalité  n’a pas été vérifiée expérimentalement (Shaw and Diamandis 2008).  

La régulation par les œstrogènes est plus complexe et a principalement été étudiée 

dans les lignées cellulaires de cancer du sein. L’expression de KLK5, 6, 8, 10, 11, 13 et 14 est 

stimulée par les œstrogènes (Borgoño et al. 2003; Kishi et al. 2003; Luo et al. 2000; Paliouras 

and Diamandis 2007; Paliouras and Diamandis 2008b; Yousef et al. 2000a; Yousef et al. 

1999a) et des expériences de RT-PCR qualitative suggèrent que les œstrogènes 

augmenteraient également  l’expression de KLK7, 9, 12 et 15  (Yousef et al. 2004a; Yousef 

and Diamandis 2000; Yousef et al. 2000c; Yousef et al. 2000e). Cependant la réactivité de 

chaque kallicréine diffère selon la lignée cellulaire de cancer du sein, il a été suggéré que ces 

différences pourraient être dues à des changements génétiques ou epigénétiques du locus des 

kallicréines ou de croisement entre différentes voies de signalisation régulées par les 

œstrogènes. De plus, le mécanisme d’action est incertain car aucun élément de réponse aux 

œstrogènes n’a été identifié dans la région proximale des promoteurs (Paliouras and 

Diamandis 2007).  
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c) Régulation par la méthylation de l’ADN 

La méthylation de l’ADN est un processus epigénétique, il s’agit de la fixation de 

groupements méthyles sur l’ADN toujours attaché au carbone 5’ d’une cytosine. Chez les 

mammifères, pratiquement tous les résidus méthylcytosine font partie d’un dinucléotide 5’-

CpG-3’. Ces séquences ne sont pas réparties aléatoirement dans l’ADN, mais ont tendance à 

se concentrer dans des « ilôts » riches en GC, souvent localisés dans des régions du promoteur 

contrôlant l’expression du gène. Ce mode de régulation de l’expression des gènes pourrait se 

produire pour les kallicréines, en effet il été montré qu’un traitement de certaine lignées 

cellulaires cancéreuses par un agent déméthylant, le 5-aza-dC, pouvait induire ou réprimer la 

transcription des gènes. C’est le cas de la lignée cancéreuse prostatique PC3 de cancer où 

l’expression des gènes KLK10, KLK11 et KLK12 a été modifiée suite au traitement. Ceci a 

également été observé dans des lignées de cancer du sein avec les gènes KLK4, KLK5, KLK6, 

KLK10 et KLK11, et dans des lignées cellulaires de cancer de l’ovaire pour KLK4 et KLK5  

(Pampalakis et al. 2006). Des études de la méthylation des gènes des kallicréines avec des 

techniques de PCR spécifique de la méthylation et de séquençage de l’ADN avec du bisulfite 

de sodium ont également montré que le profil de méthylation de l’ADN changeait lors de la 

progression tumorale. Ceci est le cas pour le gène de KLK10 avec une hyperméthylation de 

l’exon 3 qui serait à l’origine de sa sous-expression lors de la progression tumorale dans les 

cancer du sein, de l’estomac, de l’ovaire, du carcinome hépatocellulaire (Huang et al. 2007; Li 

et al. 2001; Lu et al. 2009; Sidiropoulos et al. 2005) ainsi  que dans les leucémies 

lymphoblastiques aigües (Roman-Gomez et al. 2003). Très peu d’ïlots CpG ont été détectés 

dans la région proximale du promoteur de KLK6, cependant le statut de méthylation du gène 

corrèle avec son niveau d’expression dans des lignées cellulaires ainsi que dans des 

échantillons de cancer du sein (Pampalakis et al. 2009; Pampalakis and Sotiropoulou 2006). 

Enfin des études sur des lignées tumorales mammaires, prostatiques et ovariennes montrent 

que la méthylation de l’ADN interviendrait dans le contrôle de l’expression des gènes de 

KLK5, 6, 11 et 12 (Pampalakis et al. 2006; Pampalakis and Sotiropoulou 2006). 

 

d) Contrôle de l’expression par les microRNA 

Les microARN (miRNA) ont récemment été mis en avant comme nouveaux régulateurs 

des KLK. Chow et ses collaborateurs ont identifié 96 interactions fortes KLK/miRNA en 

utilisant des outils de bioinformatiques. KLK10 est la kallicréine la plus souvent ciblée, suivi 
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par KLK5 et KLK13 (Chow et al. 2008). La transfection de cellules de cancer du sein et des 

ovaires avec des miRNA particuliers diminue significativement la concentration de KLK6 et 

KLK10 dans ces cellules  (Chow et al. 2008; White et al. 2010). 

 

IV.  Structure et activité enzymatique des kallicréines tissulaires 

1. Structure protéique des kallicréines 

Comme toutes les protéases, les kallicréines sont identifiées et répertoriées dans la 

base de données Merops (Merops, the peptidase database : www.sanger.ac.uk ; (Rawlings et 

al. 2006). Dans cette base de données, les protéases sont assignées à des familles sur la base 

d’identités de séquences, et à un clan qui regroupe les familles possédant une origine 

commune dans l’évolution. Selon cette base de données, les kallicréines appartiennent à la 

famille S1 et au clan SA des protéases à sérine. La plupart des membres de ce clan, comme 

les kallicréines, sont produites sous forme de préproenzymes. Elles doivent être correctement 

maturées pour exprimer une activité protéolytique. Nouvellement synthétisées, elles sont dans 

un premier temps dirigées vers le réticulum endoplasmique puis vers la voie de sécrétion 

grâce au clivage du peptide signal ou « prédomaine », composé de 16 à 33 acides aminés. Les 

kallicréines sont sécrétées sous la forme de proenzymes ou « zymogenes » et restent inactives 

jusqu’au clivage du « prodomaine », qui induit un changement de conformation de la poche 

de fixation du substrat et l’apparition de l’activité enzymatique (Hedstrom 2002).  

La séquence des formes matures contient les acides aminés Histidine, Aspartate et 

Sérine de la triade catalytique des protéases à sérine. La résolution des structures 

cristallographiques de KLK1 et KLK3, 4, 5, 6 et 7 montre que la triade catalytique est 

positionnée entre deux domaines de 6 feuillets β (Bernett et al. 2002; Debela et al. 2007a; 

Debela et al. 2007b; Fernandez et al. 2007; Gomis-Rüth et al. 2002; Katz et al. 1998; Ménez 

et al. 2008). La structure observée est caractéristique des membres de la famille S1 (figure 

n°8). 
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Figure 8 : Représentation en ruban de la structure tri-dimensionnelle de la proKLK6. 
Les structures secondaires en feuilllet β et en hélice α sont représentées respectivement par des flèches et des 
rubans. L’emplacement des résidus de la triade catalytique et des ponts disulfures sont représentées par des 

bâtonnets. Les régions des boucles dont la structure est peu définie sont indiquées en gris foncé. Les extrémités 
amino et carboxy terminales sont également représenté (N et C). D’après Gomis-Rüth et coll, 2002 (Gomis-Rüth 

et al. 2002). 
 

 

Basé sur l’alignement de séquence (figure n°9), près de la moitié des acides aminés 

(122 résidus) sont conservés dans la moitié des kallicréines (Clements et al. 2004). Les acides 

aminés impliqués dans l’activité protéolytique et la conformation protéique sont hautement 

conservés entre les kallicréines, cependant les résidus associés à la spécificité du substrat sont 

plus divergents (voir paragraphe suivant). La triade catalytique et plusieurs résidus adjacents 

sont identiques, comme les 10 résidus cystéines qui forment les ponts disulfures. Cependant, 

KLK 4-12 et 15 ont une paire de cystéines additionnels (137 et 232), ce qui n’est pas 

caractéristique des protéases du clan S1A (Yousef et al. 2004b). La Glycine193 est présente 

dans toutes les KLK à l’exception de KLK10 qui possède un glutamate, ce résidu est 

normalement hautement conservé car il est essentiel lors de la protéolyse d’un substrat 

(Hedstrom 2002). La séquence polypeptidique des kallicréines est plus divergente dans les 8 

boucles environnant la triade catalytique et exposées vers la surface. La boucle 99 est 

l’exemple le plus extrême, les KLK1 à 3 ont une insertion de 11 acides aminés, elle est 

connue pour être la « boucle des kallicréines ». KLK8-11 et 13 ont aussi une petite insertion 
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dans cette région. La boucle 148 varie aussi entre les KLK, particulièrement pour KLK15 qui 

a une insertion de 10 acides aminés.  

 

 
Figure 9 : Alignement de séquence des membres de la famille des kallicréines tissulaires. 

Les résidus identiques pour au moins 8 KLK sont encadrés. Les résidus de la triade catalytique sont indiqués 
par des carrés noirs. Le peptide signal est suivi par le propeptide qui est souligné. Les sites d’activation connus 
ou prédits sont indiqués par une flèche. Les ponts disulfures formés par les résidus cystéines sont indiqués  par 
des cercles. Les résidus situés au fond de la poche de fixation du substrat sont indiqués par un carré vide. Les 

résidus formant la boucle des kallicréines sont surlignés. Les résidus invariants qui sont typiquement conservés 
chez les protéases à serine sont indiqué par un point noir en dessous. D’après Clements et coll, 2004  (Clements 

et al. 2004) 
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2. Spécificité de substrat 

La spécificité enzymatique des kallicréines dépend du résidu 189. Les kallicréines 1, 

2, 4, 5, 6, 8 et 10-14 ont un résidu aspartate en position 189, ce qui leurs confèrent une activité 

de type trypsine, c'est-à-dire capable de cliver un substrat après une arginine ou une lysine 

(Debela et al. 2008; Lundwall et al. 2006b). Il est à noter que KLK10 ne présente pas 

d’activité protéolytique vis-à-vis des substrats traditionnels des kallicréines, ceci pourrait être 

dû à la substitution de la Glycine193 par un résidu glutamate. KLK15 a aussi une activité de 

type trypsine, mais possède un glutamate en position 189 (Yoon et al. 2008a). KLK3 avec une 

serine189 et KLK7 avec une asparagine189, ont une activité de type chymotrypsine et peuvent 

accommoder des résidus tels que la tyrosine, la leucine et la phénylalanine (Skytt et al. 1995; 

Watt et al. 1986). Il est difficile de prédire la spécificité de KLK9 car elle possède un résidu 

glycine en position 189, ce qui est rare parmi les protéases à serine. Il est possible qu’elle ait 

une spécificité similaire à l’ élastase du neutrophile humain, qui possède aussi un résidu 

glycine189 et qui tend à cliver après les résidus valine et alanine (Blow 1977; Sinha et al. 

1987). 

La spécificité de substrats des kallicréines est encore accentuée par les résidus des 8 boucles 

qui entourent le site actif et des exosites chargés à la surface de la protéine (Debela et al. 

2008). 

 

3. Mécanisme protéolytique 

Lorsque les kallicréines sont activées elles fonctionnent comme tous les membres du 

clan SA. L’activité protéolytique dépend des résidus de la triade catalytique Histidine-

Aspartate-Serine composent le site actif. Le mécanisme catalytique s’effectue en plusieurs 

étapes : 

-La serine195 possède un groupement –OH permettant une attaque nucléophile sur le 

groupement carbonyl du substrat. L’histidine va pouvoir récupérer l’hydrogène de la serine, 

ce résidu est quant à lui stabilisé par une liaison hydrogène avec l’Aspartate. Cette réaction 

donne un intermédiaire tétraédrique. L’Histidine va donner le proton au groupement amine du 

substrat ce qui permet une décomposition de l’intermédiaire tétraédrique. Un intermédiaire 

acyl-enzyme se forme alors par catalyse générale acide de l’Histidine polarisé par l’Aspartate. 
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-Le produit amine du substrat est ensuite libéré, une molécule d’eau intervient pour le 

remplacer. Ceci se fait à l’aide de l’Histidine qui va accepter un proton de l’eau, on obtient un 

second intermédiaire tétraédrique. 

-Enfin, la Serine va accepter le proton de l’Histine, relâchant le groupement acide du 

substrat, et l’enzyme revient à son statut initial. 

Il est à noter que lors de la formation des deux intermédiaires tétraédrique, on peut observer 

ce qui est appelé un trou pour l’oxynation. Le substrat est stabilisé dans la poche catalytique 

grâce à deux ponts hydrogènes entre son groupement carbonyl et les groupements amide de la 

serine 195 et de la glycine 193 (Di Cera 2009; Hedstrom 2001). 

4. Régulation de l’activité enzymatique 

a) Régulation par l’activation du zymogène 

Comme la majorité des protéases à serine, les proformes des kallicréines ne possèdent pas 

d’activité protéolytique. Celle-ci apparait suite à un clivage protéolytique du pro-segment 

dont la séquence et la taille varie entre les KLK. A l’exception de KLK4, toutes les 

kallicréines présentent un résidu lysine ou arginine en position P1 par rapport au site de 

clivage (Paliouras and Diamandis 2006) (tableau n°3). La libération du prosegment nécessite 

donc l’intervention de protéases à activité de type trypsine.  

Ainsi la capacité de la trypsine à cliver le prosegment a été étudiée in vitro et il a été 

démontré que KLK1, 3, 5-7 et 15 sont des substrats de la trypsine (Angermann et al. 1992; 

Brattsand and Egelrud 1999; Gomis-Rüth et al. 2002; Skytt et al. 1995; Takada et al. 1985; 

Takayama et al. 2001a). D’autres enzymes sont capables d’activer les kallicréines in vitro 

comme la thermolysine, la kallicréine plasmatique, la plasmine, le facteur Xa, l’uPA 

(urokinase-type plasminogen activator), les MMP (matrix metalloproteinase), et la thrombine 

(Beaufort et al.; Blaber et al. 2010; Ryu et al. 2002; Takada et al. 1985; Tye et al. 2009; Yoon 

et al. 2012; Yoon et al. 2008b). Pour KLK4 dont le prodomaine est clivé après un résidu 

glutamine, elle peut donc être activée par des enzymes de type metalloprotéase et la 

dipeptidyl-peptidase, une protéase à cystéine (Simmer and Hu 2002; Tye et al. 2009). 
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Kallicréines Site de clivage Références 

ProKLK1 I-Q-S-R↓I-V-G (Yoon et al. 2007) 

proKLK2 I-Q-S-R↓I-V-G (Kumar et al. 1996) (Yoon et al. 2007) 

proKLK3 I-L-S-R↓ I-V-G (Lövgren et al. 1997) (Yoon et al. 2007) 

proKLK4 S-C-S-Q↓I-I-N (Simmer and Hu 2002) (Tye et al. 2009) 

proKLK5 S-S-S-R↓I-I-N (Brattsand and Egelrud 1999) (Yoon et al. 

2007) 

proKLK6 E-Q-N-K↓L-V-H (Gomis-Rüth et al. 2002) 

proKLK7 Q-G-D-K↓I-I-D (Hansson et al. 1994) 

proKLK8 Q-E-D-K↓V-L-G (Shimizu et al. 1998) 

proKLK9 A-D-T-R↓A-I-G (Yoon et al. 2007) 

proKLK10 N-D-T-R↓L-D-P (Yoon et al. 2007) 

proKLK11 G-E-T-R↓I-I-K (Luo et al. 2006) (Yoon et al. 2007) 

proKLK12 A-T-P-K↓I-F-N (Memari et al. 2007) 

proKLK13 E-S-S-K↓V-L-N (Yoon et al. 2007) 

proKLK14 D-E-N-K↓I-I-G (Brattsand et al. 2004) 

proKLK15 D-G-D-K↓L-L-E (Yoon et al. 2007) 

Tableau 3 : Site d’activation des kallicréines. 
La liaison clivée est indiquée par une flèche. 

 

 

D’autres travaux ont été réalisés afin d’examiner leur capacité à s’auto-activer ou à 

réaliser une activation croisée. Plusieurs études in vitro ont démontré que les kallicréines 

pouvaient interagir entre elles (Borgoño and Diamandis 2004; Brattsand et al. 2004; Michael 

et al. 2006; Yoon et al. 2008a). Ainsi le terme « KLK activome » a été introduit pour décrire 

l’activation en série des proformes des KLK par d’autres KLK matures (Yoon et al. 2008a). 

Ce profil supposé d’activation en série est représenté sur la figure n°10, cependant ce profil 

est principalement basé sur des clivages protéolytiques in vitro de pro-KLK recombinantes.  
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Figure 10 : « KLK activome », schéma représentant l’activation en série des proformes des kallicréines par 

d’autres kallicréines matures. 
D’après G. Sotiropoulo et coll, 2009 (Sotiropoulou et al. 2009) 

 

 

Il a été montré que KLK2, KLK4 et KLK15 sont capables d’activer in vitro proKLK3 (ou 

proPSA), KLK4 et KLK15 étant plus efficaces que KLK2 (Kumar et al. 1997; Lövgren et al. 

1997; Takayama et al. 2001a; Takayama et al. 1997; Takayama et al. 2001b). KLK5 serait 

également capable d’activer proKLK3 (Michael et al. 2006) ainsi que la proforme de KLK7 et 

de KLK14 (Brattsand et al. 2004). Après activation, KLK14 pourrait à son tour cliver le 

prosegment de KLK5 (Brattsand et al. 2004), cette dernière pouvant activer proKLK1 et 

proKLK11 (Emami and Diamandis 2008; Yoon et al. 2008a). proKLK11 constitue par 

ailleurs un substrat de KLK12 (Yoon et al. 2008a).  

D’autres travaux ont révélé la capacité des kallicréines 2 (Denmeade et al. 2001), 4 

(Takayama et al. 2001b), 5 (Brattsand et al. 2004), 6 (Blaber et al. 2007), 12 (Yoon et al. 

2008a; Yoon et al. 2008b)  et 13 (Sotiropoulou et al. 2003) à s’auto-activer.  

 

b) Régulation par des inhibiteurs 

L’activité des kallicréines est régulée par des inhibiteurs endogènes (Goettig et al. 2010), 

en particulier les SERPINE (SERine Peptidase INhibitors), les inhibiteurs de type kazal et les 
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macroglobulines (Barrett et al. 2003). Il n’existe que deux inhibiteurs de type kunitz capable 

d’agir sur les kallicréines. Le premier est la bikunine qui se lie à KLK1, ce qui peut jouer un 

rôle important dans la fonction et les maladies pulmonaires, et elle est également associée à 

KLK6 et 10 dans les  ascites du cancer de l’ovaire (Delaria et al. 1997; Forteza et al. 2007; 

Oikonomopoulou et al. 2010a). Le second est un inhibiteur de l’HGFA (Hepatocyte Growth 

Factor Activator) qui est impliqué dans la progression tumorale. L’HGFA est activé par 

KLK4 et 5 qui sont en retour inhibées par les domaines inhibiteurs de type 1 de l’HGFA 

(HAI-1) (Mukai et al. 2008) 

 

� Les SERPINES (serpin : SERine Protease INhibitors) 

La superfamille des SERPINE est composé de protéines de 33-46 kDa qui représentent 

environ 10% du plasma sanguin humain (Hunt and Dayhoff 1980; Potempa et al. 1994). Les 

SERPINES agissent comme des substrats suicides des protéases à sérine. Elles présentent une 

boucle réactive qui est clivée par la protéase ce qui la bloque de manière irreversible dans le 

site catalytique de l’enzyme. Le clivage entraine des changements de conformation de 

l’enzyme et de la serpine (Huntington et al. 2000).  

La SERPINE α1-antitrypsine (AAT) est capable d’inhiber fortement in vitro KLK4 et 

KLK14 et à un moindre degré, KLK12 (Borgoño et al. 2007b; Luo and Jiang 2006; Memari et 

al. 2007; Obiezu et al. 2006). De façon surprenante, elle est également capable d’inhiber 

KLK7 qui possède une activité de type chymotrypsine, mais elle n’agit pas sur KLK 1, 2, 5, 6, 

8, 11 et 13 in vitro (Geiger et al. 1981; Luo and Jiang 2006; Magklara et al. 2003; Michael et 

al. 2005; Mikolajczyk et al. 1998; Zhang et al. 1997). Des études in vivo ont révélé l’existence 

de complexes KLK3-AAT dans la prostate et leur quantité est augmentée dans les formes 

bénignes d’hyperplasie de la prostate (Stenman et al. 1991; Zhang et al. 1999). Récemment 

des analyses immunologiques des ascites de cancer de l’ovaire indiquent la présence de 

complexes formés entre KLK 5, 6, 8 et 10 et l’ATT (Oikonomopoulou et al. 2010a). 

KLK3/PSA est principalement complexée avec l’α1-antichymotrypsine (ACT) dans le 

plasma sanguin, ces complexes formant 85% de la KLK3 circulante totale. Une augmentation 

du ratio de la KLK3 libre/ KLK3-ACT est corrélé avec la progression du cancer de la prostate 

(Becker and Lilja 1997; Stenman et al. 1991). In vitro l’ACT n’inhibe pas ou modérément les 

kallicréines de type trypsine soit KLK 1, 2, 4, 5, 8 et 11-14 (Borgoño et al. 2007b; Hutchinson 

et al. 2003; Luo and Jiang 2006; Michael et al. 2005; Mikolajczyk et al. 2004; Mikolajczyk et 

al. 1998; Obiezu et al. 2006).  De façon intéressante, des analyses de lait et d’ascites humain 
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montre qu’environ 5% de KLK6 est liée à l’ACT sous forme de complexe qui reste stable 

après une purification par HPLC (Hutchinson et al. 2003).  

L’antithrombine III (AT) est un inhibiteur dont l’effet peut être augmenté en formant un 

complexe avec l’héparine  (Dementiev et al. 2004). Cet effet de l’héparine a pu être observé 

pour l’inhibition de KLK2 par l’AT dans des cellules tumorales où il existe une expression 

élevée et une colocalisation avec KLK2 (Cao et al. 2002). In vitro, l’AT n’inhibe pas les KLK 

de type chymotrypsine  (Cao et al. 2002; Luo and Jiang 2006). Parmi les KLK de type 

trypsine, seulement KLK6 et KLK14 sont modérément inhibées par l’AT, bien que l’héparine 

ait été rajoutée  (Borgoño et al. 2007b; Magklara et al. 2003).  

L’ α2-Antiplasmine (AP) inhibe fortement KLK2, 4, 5 et 12, et inhibe modérément KLK7, 

8 et 13 (Borgoño et al. 2007b; Luo and Jiang 2006; Memari et al. 2007; Mikolajczyk et al. 

1998). 

La PCI (proteinase C inhibitor) se lie rapidement à KLK 1, 2, 5, 7, 8, 13 et 14 et 

lentement à KLK 3 et 12 (Cao et al. 2003; Luo and Jiang 2006; Memari et al. 2007). In vivo, 

la PCI est présente dans le plasma séminal, et des complexes avec KLK2 et à un plus faible 

niveau KLK3 ont été trouvés (España et al. 1995; España et al. 1991; España et al. 2007). 

Apparemment, une des SERPINE, la kallistatine affiche une forte spécificité pour les 

KLK 1 et 7, alors que KLK14 est faiblement inhibée (Luo and Jiang 2006; Zhou et al. 1992). 

Cependant elle ne peut inhiber KLK 5 et 11-13 (Luo and Jiang 2006). Il est probable que la 

kallistatine régule l’activité de KLK1, influençant la pression sanguine et l’angiogénèse qui 

peut aussi dépendre de la capacité de fixation de l’héparine par la kallistatine (Chao et al. 

2001; Chen et al. 2001; Miao et al. 2003). 

    

� Les inhibiteurs de type kazal 

LEKT1 (LymphoEpithélial Kazal-Type inhibitor), est produit par une protéolyse de 

SPINK5 (Serine Protease INhibitor Kazal-type 5). LEKT1 est une protéine secrétée qui 

nécessite un clivage protéolytique pour générer des fragments bioactifs qui agissent comme 

des inhibiteurs spécifiques de protéases à serine, incluant certaines kallicréines (Deraison et 

al. 2007). Dans des cultures de keratinocytes et dans l’épiderme, il a été démontré que certains 

fragments de LEKT1 étaient capable d’inhiber KLK 5, 7 et 14 (Deraison et al. 2007). Ces 

inhibiteurs seraient d’importants régulateurs des KLK dans la peau (Eissa and Diamandis 

2008; Meyer-Hoffert et al. 2010). 
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� Les macroglobulines 

L’ α2-macroglobuline (α2M) est un inhibiteur dont le mécanisme d’action consiste à un 

englobement irréversible de la protéase suite à un changement de conformation induit par le 

clivage d’une séquence cible (Barrett 1989). La capacité de l’α2M d’englober  KLK1 a été 

démontré in vitro (Barrett 1989) et des complexes de l’α2M avec KLK2 ont été détectés dans 

le sérum de patients atteints d’un cancer de la prostate (Grauer et al. 1998; Heeb and España 

1998). KLK3 forme également un complexe stable avec l’α2M dans le sérum (Christensson et 

al. 1990). De manière intéressante, KLK 4, 5, 6, 12 et 13 ne sont pas inhibées de façon 

significative par l’α2M (Magklara et al. 2003; Memari et al. 2007; Michael et al. 2005; Obiezu 

et al. 2006; Sotiropoulou et al. 2003). 

 

� Inhibition par le zinc (Zn) 

Des inhibitions des KLK 2, 3, 4, 5, 7, 8, 12 et 14 par le zinc ont été rapportées à plusieurs 

reprises (Borgoño et al. 2007b; Brattsand et al. 2004; Debela et al. 2007a; Debela et al. 2007b; 

Debela et al. 2006; Kishi et al. 2006; Lövgren et al. 1999; Memari et al. 2007; Ménez et al. 

2008). Le zinc serait sans effet sur KLK1 et KLK6 tandis que les données sur KLK 9-11, 13 

et 15 sont encore manquantes. 

 

c) Inactivation par protéolyse 

Les kallicréines matures peuvent perdre leur activité enzymatique par protéolyse interne et 

se retrouver alors sous forme multicatenaires inactives. Par exemple, des formes dégradées de 

KLK2, avec principalement un site de clivage situé entre les résidues R145-S146 et un site 

mineur entre les résidus R101-L102 on été isolées du plasma séminal et des tissus prostatiques  

(Lövgren et al. 1999; Lövgren et al. 1997). De la même manière, environ 30% de la 

kallicréine 3 est présente sous des formes clivées dans le liquide séminal et les tissus 

prostatiques. Le principal site de clivage se situe entre les résidus K145-K146, deux autres sites 

mineurs se situent entre les résidus R85-F86 et K182-S183 (Christensson et al. 1990; Sensabaugh 

and Blake 1990; Watt et al. 1986). Les enzymes responsables du clivage interne de KLK2 et 

KLK3 sont toujours inconnues. 

Certaines kallicréines sont capables de s’auto-inactiver, en effet des protéines 

recombinantes de KLK6, 7, 12, 13 et 14 (Bayes et al. 2004; Blaber et al. 2001; Blaber et al. 

2007; Borgoño et al. 2007b; Hansson et al. 1994; Magklara et al. 2003; Memari et al. 2007; 
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Sotiropoulou et al. 2003) sont fragmentées in vitro, probablement par un mécanisme auto-

protéolytique. Un point intéressant est que l’activation de certains zymogènes des kallicréines 

par d’autres kallicréines est suivi plus tard par un clivage interne et l’inactivation par la même 

kallicréine voire par une kallicréine différente. Cela a été démontré notamment pour KLK3 

qui est activée par KLK5 puis inactivée ultérieurement lorsque l’on prolonge le temps 

d’incubation (Michael et al. 2006). D’autres protéases à sérine peuvent également inactiver 

des kallicréines, ceci a été rapporté pour KLK11 qui est protéolysée in vitro par la plasmine 

(Luo et al. 2006).  

 

V. Rôles Physiopathologiques des kallicréines tissulaires 

Les kallicréines tissulaires interviennent dans de nombreux processus physiologiques 

comme  le contrôle de la pression sanguine, la défense immunitaire innée, la liquéfaction du 

sperme, la desquamation. Elles ont également été impliquées dans des pathologies comme le 

syndrôme de Neverthon au niveau de la peau, des pathologies neurodégénératives et des 

cancers.  

Les kallicréines tissulaires étant souvent co-exprimées dans de multiples tissus, il a été 

proposé que certains processus résulteraient de l’activation en cascade des kallicréines et pas 

simplement de l’action d’une kallicréine particulière. C’est le cas pour la liquéfaction du 

sperme ou la desquamation. Toutes les kallicréines sont en effet présentes dans le plasma 

séminal, bien que KLK2, 3 et 11 soient les plus abondantes (Emami et al. 2009; Shaw and 

Diamandis 2007). Dans la peau, les kallicréines 1 et 4-14 sont co-exprimées (Brattsand and 

Egelrud 1999; Hansson et al. 1994; Komatsu et al. 2005; Komatsu et al. 2003; Stefansson et 

al. 2006). Puisque KLK5 peut s’autoactiver et activer KLK6, 7, 11, 12 et 14, elle est  

considérée comme l’initiatrice de cascades protéolytiques (Michael et al. 2006). Il est 

important de noter que la plupart des substrats candidats ont été identifiés in vitro, aussi les 

rôles physiologiques ou physiopathologiques proposés relèvent souvent du domaine de 

l’hypothèse. 
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Figure 11 : Substrats et implication des kallicréines dans des processus biologiques. 

D’après Sotiropoulo et coll, 2009 (Sotiropoulou et al. 2009) 
 

 

1. KLK tissulaire et pression sanguine 

Le  kininogene de faible poids moléculaire a été le premier substrat identifié pour une 

kallicréine tissulaire. KLK1 est capable de libérer la bradikinine à partir du kininogene de 

faible poids moléculaire. Ce peptide via une fixation aux récepteurs de la bradikinine B1 et 

B2 régule alors alors des mécanismes variés comme  la pression sanguine ou des processus 

inflammatoires (Bhoola et al. 1992; Chao et al. 2004; Clements 1997) 

 

2. KLK et défense immunitaire innée 

Des kallicréines tissulaires ont été impliquées dans la défense immunitaire innée via 

l’activation de peptides antimicrobiens produits par les leucocytes humains et des cellules 

épithéliales. Ces peptides peuvent tuer une large gamme de microorganismes en rompant leurs 

membranes. Les principaux peptides antimicrobiens sont les défensines et les cathélicidines 

(Herr et al. 2007; Tecle et al. 2010). Les défensines sont divisées en deux groupes : les α-
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défensines et les β-défensines (Tecle et al. 2010). Les β-défensines 1 et 2 sont des composants 

constitutifs des cellules épithéliales des voies respiratoires, des leucocytes et des cellules 

dendritiques, mais elles ne sont pas encore considérées comme des substrats des KLK. En 

effet, la β-défensine 1 n’est pas clivée par KLK5, 6, 11, 12 ou 13 in vitro (Shaw et al. 2008). 

Les α-défensines 1-4 sont produites par les neutrophiles et leurs précurseurs sont contenus 

dans les granules azurophiles des neutrophiles. L’obtention de la forme mature de ces 

défensines implique au moins 3 clivages protéolytiques. KLK5 clive l’α-défensine 1 in vitro 

alors que KLK6, 11, 12 et 13 sont inactifs sur cette défensine (Shaw et al. 2008). L’activité de 

la cathélicidine est contrôlée par le clivage d’un précurseur : hCAP-18 pour former un peptide 

mature LL-37 (Herr et al. 2007). Il a été montré que KLK5 et KLK7 étaient capable de 

générer du LL-37 à partir du précurseur mais aussi de fragmenter LL-37 en peptides 

antimicrobiens plus  petits (Yamasaki et al. 2006). 

  

3. La liquéfaction du sperme 

Les séménogélines sont des protéines sécrétées par les vésicules séminales et représentent 

les principales protéines du sperme humain. Après l’éjaculation les séménogélines I et II et la 

fibronectine s’agrègent pour former une masse gélatineuse qui est ensuite liquéfiée en 5 à 20 

minutes permettant la libération des spermatozoïdes. Le liquide prostatique contient les 

kallicréines 2, 3, 4, 5, 8, 11, 12, 14, 15 sous une forme inactivée par le zinc (Yousef and 

Diamandis 2001). Au moment de l’éjaculation, le liquide prostatique se mélange aux fluides 

épididymaires et vésiculaires (contenant les séménogélines) pour former le sperme. Lors de 

cette étape, une dilution du liquide prostatique intervient qui perturberait l’équilibre ion 

zinc/kallicréines établit au sein du liquide prostatique. Ainsi, les ions zinc se détacheraient des 

kallicréines pour aller se fixer sur les séménogélines, cette dissociation provoquant 

l’activation des kallicréines (Jonsson et al. 2005). Plusieurs études ont montré que les 

protéines KLK2, KLK3 et KLK5 actives étaient capables de cliver les séménogélines I et II et 

la fibronectine qui composent le coagulum séminal  (Brattsand et al. 2004; Deperthes et al. 

1996; Lilja 1985; Michael et al. 2005). La protéine KLK3 cliverait majoritairement les 

séménogélines et aurait une influence mineure dans la dégradation de la fibronectine qui serait 

de préférence hydrolysée par KLK2. 
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4. Rôle dans la peau : la desquamation et le syndrome de Netherton 

Dans le processus naturel de desquamation, l’épiderme élimine les couches superficielles 

de cellules cornées ou cornéocytes. Ce processus requiert la présence de protéases de type 

trypsine et chymotrypsine capables de cliver les protéines des desmosomes, tels que les 

demogléines, desmocollines et cornéodesmosine, pour libérer les cornéocytes. KLK5 a été 

démontré comme pouvant cliver la cornéodesmosine, la desmogléine I et la desmocolline  I 

(Caubet et al. 2004; Descargues et al. 2006), alors que KLK7 peut cliver la corneodesmosine 

et la desmocolline  I (Caubet et al. 2004; Descargues et al. 2006).  

Les kallicréines seraient également impliquées dans une maladie de la peau : le 

syndrome de Netherton, une maladie cutanée caractérisée par une érythrodermie 

ichtyosiforme congénitale, une anomalie capillaire et des manifestations atopiques (Sun and 

Linden 2006). En effet, dans la peau, les kallicréines sont principalement régulées par 

l’inhibiteur LEKT1 qui est produit par une protéolyse de SPINK5. Il a été démontré qu’une 

mutation de SPINK5 cause le syndrome de Netherton (Komatsu et al. 2002), car LEKT1 n’est 

pas physiologiquement actif et ne peut assurer son rôle de protéine protectrice. Ceci conduit à 

une augmentation de l’activité enzymatique des kallicréines qui dégraderaient d’une manière 

excessive les protéines des desmosomes dans ce syndrome (Descargues et al. 2005). 

 

5. Les maladies neuro-dégénératives 

L’agrégation de protéines et la formation de filament sont la marque de la plupart des 

maladies neuro-dégénératives. Le rôle physiologique de l’α-synucléine n’est pas encore bien 

établi, cependant l’accumulation d’α-synucléine dans le cerveau est observée dans la maladie 

de Parkinson et d’autres pathologies présentant également des corps de Léwy qui sont de 

petites inclusions (corps étrangers) situées à l’intérieur des neurones. KLK6 est capable de 

cliver l’α-synucléine dans des cellules en culture. Ce point et le fait que KLK6 soit localisée 

au niveau des corps de Lewy a conduit à l’hypothèse de son implication dans la maladie de 

parkinson et autres alpha–synucléinopathie (Iwata et al. 2003). Cependant le clivage de l’α-

synucléine ne s’effectuerait pas au niveau des corps de Lewy mais dans le milieu 

extracellulaire (Tatebe et al. 2010).  

La myéline est un autre substrat de la KLK6 identifié in vitro, ce qui a conduit à 

suggérer son implication dans des processus de démyélinisation et / ou  remyélinisation    

comme ceux observés dans la sclérose en plaque (Bernett et al. 2002). Cette hypothèse est 
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soutenue par un certain nombre de données. Ainsi, KLK6 est constamment exprimée dans les 

sites de démyelination dans des modèles murins de sclérose en plaque et dans des lésions 

détectées dans les cerveaux de patients humain (Blaber et al. 2004). De plus la concentration 

de KLK6 était augmentée dans le fluide cérébrospinal de patients atteints de sclérose en 

plaque à un stade avancé (L.O. Hebb et al. 2010).  

 

6. La régulation de cytokines et de facteurs de croissances 

L’interleukine-1β (IL-1β) est une cytokine pro-inflammatoire puissante avec des actions 

pléiotropiques, surtout dans les réponses inflammatoires et immunitaires. L’IL-1β est produite 

sous une forme inactive, la pro-IL-1β qui est activée soit en intracellulaire par la caspase-1 

elle-même activée par l’inflammasome (Netea et al. 2010) soit en extracellulaire notamment 

par des protéases des neutrophiles (Van de Veerdonk et al. 2011). Certaines KLK (7 et 13 en 

particulier) peuvent activer l’IL-1β in vitro (NylanderLundqvist and Egelrud 1997; Yao et al. 

2006). 

Les TGF-β (Transforming Growth Factor β) forment une famille de cytokines 

pléiotropiques dans les voies respiratoires. Ce sont des régulateurs  importants  de quelques 

réactions inflammatoires et jouent un rôle clé dans la régulation de la réparation et du 

remodelage tissulaire  (Santibañez et al. 2011). Trois membres de la famille des TGF-β (TGF-

β1, TGF-β2 et TGF-β3) ont été identifiés chez l’Homme. Le TGF-β est synthétisé sous forme 

d’un précurseur latent lié de façon non covalente à la protéine LAP (latency-associated 

protein). Ce complexe inactif peut se lier aux protéines de la matrice extracellulaire par 

l’intermédiaire d’une protéine de liaison au TGF-β (LTBP : latent-TGF-β-binding protein). 

L’activation du TGF-β nécessite la libération de celui-ci des protéines LAP et LTBP par 

protéolyse ou par changement conformationel. Les kallicréines 1, 2, 3, 5 et 14 peuvent activer 

le TGF-β en clivant la protéine LAP et/ou la protéine LTBP (Borgoño and Diamandis 2004; 

Emami and Diamandis 2009). 

Les IGF (Insulin Growth Factor) (IGFI et II) sont parmi les premiers substrats décrits 

pour des kallicréines tissulaires (Cohen et al. 1992; Réhault et al. 2001). Ce sont d’importants 

peptides mitogeniques impliqués dans la régulation de la prolifération, de la différenciation, 

de l’apoptose et de la transformation de cellules saines en malignes. Mais les IGF ne peuvent 

agir qu’après avoir été libérés de l’IGFBP (IGF-binding-protein). Ces IGFBP forment une 

famille de six protéines qui empêche la fixation des IGF avec leur récepteur IGF-I (IGF-IR). 
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Plusieurs KLK (KLK1-5, 11 et14) peuvent cliver les IGFBP et donc baisser leurs affinités 

pour les IGF. Cette protéolyse permettrait d’augmenter la biodisponibilité de ces facteurs de 

croissance  (Borgoño et al. 2007b; Maeda et al. 2009; Michael et al. 2006; Réhault et al. 2001; 

Sano et al. 2007). 

 

7. Remodelage matriciel et régulation de récepteurs membranaires 

Les kallicréines interviennent également dans le remodelage de la matrice extracellulaire. 

Plusieurs études ont montré que des composants de la matrice extracellulaires (MEC), tels que 

le collagène, la fibronectine ou des protéines membranaires comme l’E-Cadhérine sont des 

substrats directs des kallicréines (Debela et al. 2008; Emami and Diamandis 2007; Johnson et 

al. 2007; Klucky et al. 2007; Lawrence et al. 2010; Sotiropoulou and Pampalakis 2010). Les 

KLK seraient également impliquées indirectement dans leur protéolyse via l’activation de 

protéases comme la pro-uPA et les pro-MMP2 ou pro-MMP9 (Sotiropoulou and Pampalakis 

2010) . 

Les PAR (Proteinase-Activated Receptor) sont des récepteurs couplés aux protéines G 

(GPCR : G-protein-coupled-receptors) particuliers qui sont principalement activés par des 

protéases à serine et les métalloprotéases matricielles. L’activation des PAR par les KLK a été 

démontrée par plusieurs travaux (Caliendo et al. 2012; Oikonomopoulou et al. 2006b; 

Stefansson et al. 2007). KLK2, 4, 5, 6 et 14 activent les PAR (PAR1, PAR2 et PAR4) par un 

clivage partiel de leur domaine extracellulaire N-terminal. Le segment libéré agit comme 

ligand en se fixant sur les boucles extracellulaires des PAR. Cette activation des PAR par les 

KLK résulte en une mobilisation de Ca2+, mais  également dans la transduction du signal de 

ces récepteurs qui jouent un rôle dans l’inflammation ou dans la migration et la prolifération 

de cellules tumorales  (Gratio et al. 2010; Mize et al. 2008; Oikonomopoulou et al. 2010b; 

Oikonomopoulou et al. 2006a; Oikonomopoulou et al. 2006b; Ramsay et al. 2008; Stefansson 

et al. 2007). De plus les protéases peuvent agir sur les PAR en les désarmant. En effet, 

lorsqu’elles clivent le récepteur en amont de la séquence nucléotidique contenant le ligand, 

l’activation du récepteur ne peut plus s’effectuer (Hollenberg et al. 2008). Ce mode de 

régulation des PAR par les KLK a très peu été étudié, cependant Oikonomopoulou et 

collaborateurs ont démontré que  les KLK5, 6 et 14 ont la capacité de générer des fragments 

amenant au désarmement de certains PAR in vitro (Oikonomopoulou et al. 2006a). 
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C. Les kallicréines dans le poumon 

I. Expression des kallicréines 

1. Dans le poumon sain 

La présence dans le poumon de membres de la famille des KLK a été rapporté pour la 

première fois  par Christiansen et ses collaborateurs (Christiansen et al. 1987). Ils ont identifié 

KLK1 dans les lavages broncho-alvéolaires de patients asthmatiques. D’autres études 

confirmèrent plus tard la présence de KLK1 dans les granules des cellules séreuses des 

glandes sous-muqueuses de la trachée et des bronches (Poblete et al. 1993; Proud and Vio 

1993). Durant la dernière décennie, plusieurs études ont examiné l’expression des KLK dans 

le tissu sain pulmonaire en utilisant des techniques de RT-PCR, d’ELISA ou d’IHC (tableau 

n°4).  

Ces études ont montré qu’il existait une expression faible ou modérée de la plupart des 

membre de la famille des KLK dans le poumon, à l’exception de KLK2, 4 et 15. La 

distribution tissulaire de plusieurs KLK (KLK5, 6, 7, 10-14) a aussi été examinée par 

immunohistochimie (Petraki et al. 2003; Petraki et al. 2002; Petraki et al. 2001; Petraki et al. 

2006; Planque et al. 2008a). L’expression de ces huit kallicréines a été observée dans 

l’épithélium de la trachée et de l’arbre bronchique, dans les glandes sous-muqueuses, alors 

que l’épithélium alvéolaire a été trouvé négatif. Ainsi, l’expression des KLK semble limitée 

aux structures supérieures du poumon sain et ces mêmes structures (épithélium de surface de 

l’arbre bronchique et les glandes sous-muqueuses des bronches) produisent simultanément 

plusieurs KLK. Puisque ces structures émettent leurs secrétions dans la lumière des voies 

respiratoires, les KLK sont probablement des composants du fluide bronchique. La présence 

de KLK1 et KLK11 dans  les lavages broncho-alvéolaires et les expectorations confirme cette 

hypothèse (Christiansen et al. 1987; Nicholas et al. 2006). 
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Kallicréine Localisation Référence 

1 
Présence de KLK1 dans les glandes sous muqueuses 

de la trachée et des bronches par IHC 

(Poblete et al. 1993; Proud and Vio 

1993) 

2 

Faible expression dans la trachée (RT-PCR), pas 

d’expression dans les tissus pulmonaire (RT-PCR ; 

ELISA) 

(Olsson et al. 2005; Shaw and 

Diamandis 2007) 

3 Faible expression de KLK3 (ELISA, RT-PCR) (Shaw and Diamandis 2007) 

4 
Pas d’expression (PCR, IHC et ELISA) (Seiz et al. 2010; Shaw and Diamandis 

2007) 

5 
Exprimé (qRT-PCR, WB, IHC et ELISA) (Petraki et al. 2006; Planque et al. 

2005; Shaw and Diamandis 2007) 

6 
Expression dans l’épithélium bronchique (IHC, qRT-

PCR) 

(Heuzé-Vourc’h et al. 2009; Petraki et 

al. 2001) 

7 
Expression observée dans le poumon sain par qRT-

PCR, WB et ELISA 

(Planque et al. 2005; Shaw and 

Diamandis 2007) 

8 Expression détectée par qRT-PCR (Planque et al. 2010; Sher et al. 2006) 

9 Faible expression des ARNm (Shaw and Diamandis 2007) 

10 

Détection par qRT-PCR et ELISA dans les tissus 

pulmonaires. Détection dans l’épithélium bronchique 

par IHC. 

(Luo et al. 2001; Petraki et al. 2002; 

Planque et al. 2006) 

11 
Détection dans l’épithélium bronchique (IHC, 

ELISA, qRT-PCR) 

(Petraki et al. 2006; Planque et al. 

2006; Shaw and Diamandis 2007) 

12 Détection dans le tissu pulmonaire (qRT-PCR) (Guillon-Munos et al. 2011) 

13 
Détection dans l’épithélium bronchique (IHC, qRT-

PCR) 

(Petraki et al. 2003; Planque et al. 

2008a) 

14 
Détection dans l’épithélium bronchique (IHC, qRT-

PCR) 

(Petraki et al. 2006; Planque et al. 

2008a) 

15 Non exprimé dans le poumon (Shaw and Diamandis 2007) 

Tableau 4 : Profil d’expression des kallicréines tissulaires dans le poumon sain 

 

2. Dans le cancer du poumon 

De nombreuses études ont révélé l’expression de plusieurs kallicréines tissulaires dans 

une grande variété de carcinomes et des données multiples indiquent une implication de ces 
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protéases dans la progression cancéreuse (Avgeris et al. 2010; Borgoño and Diamandis 2004; 

Borgoño et al. 2004; Paliouras et al. 2007). Le nombre d’étude effectuées sur le cancer du 

poumon est encore limité (tableau n°5) cependant elles ont permis de mettre en évidence des 

dérégulations de certaines KLK.  

Kallicréine Localisation Références 
1 Détection dans le cytoplasme dans 53-80% des cellules de CBNPC 

et CBPC. Détection nucléaire dans 20-30% des cellules de CBNPC 
et CBPC 

(Chee et al. 2008) 

2 Pas d’expression dans les CBNPC (Planque et al. 2008b) 
3 Expression de l’ARNm dans environ 60% des spécimens de 

CBNPC. 
(Zarghami et al. 1997) 

4 Pas de différence entre les patients atteints de CBNPC et les 
individus sains 

(Planque et al. 2008b) 

5 Expression de l’ARNm dans 93% des CBNPC (Planque et al. 2005) 
6 L’ARNm est surexprimé dans les CBNPC et un fort est associé à 

un pronostic défavorable. 
Localisation cytoplasmique dans 70-90% de cellules cancéreuses de 

carcinome épidermoïde, de tumeurs carcinoïdes et les CBPC 

(Heuzé-Vourc’h et al. 
2009) 

(Singh et al. 2008) 
7 L’ARNm est exprimé dans 100% de spécimens malins. 

L’expression diminue dans les adénocarcinomes. 
Localisation cytoplasmique dans 40, 70 et 90% des cellules 

cancéreuses de carcinomes épidermoïdes, de tumeurs carcinoïdes et 
de CBPC respectivement. Fortement localisée dans le noyau des 

tumeurs carcinoïdes 

(Planque et al. 2005) 
 
 

(Singh et al. 2008) 

8 Les patients avec une expression élevée de KLK8 aux stades 
précoces ont peu de risque de récidive. 

L’activité de KLK8 augmente dans les CBNPC mais n’est pas 
associée à un pronostic. 

Le variant alternatif KLK8-T4 est un marqueur indépendant d’un 
pronostic défavorable. 

Détection cytoplasmique dans 60-90% des cellules cancéreuses 
(carcinomes epidermoïdes, tumeurs carcinoïde et CBPC) 

(Sher et al. 2006) 
 

(Planque et al. 2010) 
 
 
 

(Singh et al. 2008) 

9 Non étudié  
10 L’ARNm est sous-régulé dans 43% des CBNPC. Une forte 

expression est associée aux carcinomes epidermoïdes. 
Sous-régulation dans 57% des patients atteint de CBNPC due à 

l’hypermethylation des ilôts CpG 

(Planque et al. 2006) 
 
 

(Zhang et al. 2009) 
11 L’expression des ARNm diminue dans tissus tumoraux de CBNPC 

en comparaison aux tissus sains adjacents. L’expression est 
diminuée pour environ 40% de patient atteints de CBNPC 

(Planque et al. 2006; 
Sasaki et al. 2006) 

(Planque et al. 2008b) 
12 Sur-régulation dans les CBNPC (Guillon-Munos et al. 

2011) 
13 Augmentation de l’expression dans environ 1/3 des patients de 

CBNPC et diminution  dans environ 1/3 des patients. Une 
surexpression de l’ARNm est corrélée avec une diminution de la 
survie. Une détection cytoplasmique est présente dans 68% des 

spécimens de CBNPC et est associé aux adénocarcinomes. 
Augmentation des transcrits dans les métastases d’adénocarcinome 

pulmonaire 

(Planque et al. 2008a) 
 
 
 
 

(Chou et al. 2011) 

14 Dans les CBNPC, l’expression augmente pour 1/3 des patients et 
diminue pour 1/3. 

(Planque et al. 2008a) 

15 Non étudié  

Tableau 5 : Profil d’expression des kallicréines dans le cancer du poumon. 
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Onze gènes (KLK1, 3, 5-8, 10-14) sont exprimés dans le cancer du poumon. La plupart 

des études concernent les CBNPC, peu les CBPC. Cependant, KLK 1, 5, 6, 7 et 8 ont été 

détectées par immunohistochimie dans des spécimens de patients atteints de CBPC (Chee et 

al. 2008; Singh et al. 2008). En général les KLK sont détectées dans le cytoplasme des 

cellules tumorales des deux types de cancer. Ceci étant en adéquation avec le fait que les 

kallicréines sont des enzymes secrétées. Une présence nucléaire de KLK1, 5, 7 et 8 a 

néanmoins été observée avec des proportions variables dans des cellules malignes de quelques 

sous-types de cancer du poumon (Chee et al. 2008; Singh et al. 2008), cependant la 

signification biologique de cette localisation reste inconnue. Quelquefois des kallicréines ont 

été détectées dans les cellules stromales localisées à la périphérie des nodules tumorales  

(Planque et al. 2008a).  

Le niveau d’expression des ARNm, KLK6, 8, et 12 est clairement augmenté dans les tissus 

de cancer du poumon non à petites cellules en comparaison aux tissus sains adjacents. Un 

taux élevé de KLK6 est associé à un pronostic défavorable à l’inverse des patients ayant un 

taux élevé de KLK8 dans les stades précoces qui ont une durée de vie plus longue que les 

patients ayant un faible taux (Heuzé-Vourc’h et al. 2009; Sher et al. 2006). Il est bien connu 

que les CBNPC sont des cancers hétérogènes et les analyses génétiques et moléculaires ont 

révélé des différences au sein des sous-groupes. Des efforts sont donc nécessaires pour 

examiner l’expression des KLK en lien avec les mutations importantes découvertes dans ces 

sous groupes de CBNPC (Petersen. 2011; Sanders and Albitar. 2010).  

Les données cliniques et pré-cliniques montrent que les KLK n’ont pas le même rôle dans 

la carcinogénèse. Ces protéases favorisent ou inhibent la progression tumorale selon le type 

de tissu et le microenvironnement tumoral (Borgoño and Diamandis 2004; Emami and 

Diamandis 2007; Sotiropoulou et al. 2009). Dans le poumon KLK6 et KLK13 favoriseraient 

la progression tumorale alors que KLK8 et KLK10 agiraient comme des inhibiteurs (Chou et 

al. 2011; Heuzé-Vourc’h et al. 2009; Sher et al. 2006; Zhang et al. 2009). Des études récentes 

montrent que les KLK peuvent contribuer à la progression des CBNPC en régulant la 

prolifération des cellules cancéreuses. Le cycle des cellules de CBNPC produisant de la 

KLK6 est accéléré entre la phase G1 et S. Ceci était accompagné d’une augmentation 

d’expression de la cycline E et de c-myc et d’une diminution de p21 (Heuzé-Vourc’h et al. 

2009). A l’inverse KLK10 supprime la prolifération cellulaire in vitro et in vivo (Zhang et al. 

2009). Ce rôle suppresseur de tumeur est en adéquation avec des résultats cliniques montrant 

que l’expression de KLK10 est fréquemment diminuée dans les CBNPC (Planque et al. 2006; 
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Zhang et al. 2009). KLK8 a aussi un rôle suppresseur dans les stades précoces des CBNPC 

(Sher et al. 2006). Une surexpression de KLK8 diminue le potentiel invasif de cellules de 

CBNPC in vitro ainsi que la croissance tumorale et l’invasion cellulaire in vivo. Ces effets ont 

été attribués en partie à la dégradation de la fibronectine par KLK8. D’autres études indiquent 

que les kallicréines peuvent participer à la formation de métastases en facilitant le 

détachement des cellules tumorales, la mobilité cellulaire et en participant à l’invasion au 

travers de la matrice extracellulaire. Par exemple, KLK13 est capable d’induire l’expression 

de la N-Cadhérine, une  molécule d’adhésion cellulaire, dans les cellules de CBNPC. Il a été 

démontré que cette molécule était capable de faciliter l’invasion et la migration 

transendotheliale des cellules malignes en se fixant aux cellules endothéliales. De plus, 

KLK13 faciliterait le comportement invasif et métastatique des cellules tumorales 

pulmonaires in vitro et in vivo en dégradant la laminine, un composant de la MEC (Chou et al. 

2011).  

Plusieurs kallicréines seule ou en combinaison sont des biomarqueurs prometteurs pour 

certains cancers (Avgeris et al.2010; Paliouras et al. 2007). Le nombre limité de patients 

examinés jusqu’à lors ne permet pas de déterminer si les kallicréines pourraient constituer des 

marqueurs du cancer du poumon, cependant quelques études ont révélé des candidats 

potentiels. Par exemple, Bhattacharjee et coll ont analysé 12600 transcrits de 186 tumeurs 

pulmonaires afin d’effectuer différents sous-groupes. Ils ont montré une surexpression des 

transcrits de KLK11 dans les adenocarcinomes du sous-groupe nommé C2 qui sont des tissus 

tumoraux ayant des caractéristiques neuroendocriniennes. Cette surexpression a été associée 

avec un pronostic de survie inférieur à la moyenne (Bhattacharjee et al. 2001).  De façon 

similaire, une forte expression des ARNm de KLK6 et du variant alternatif de type 4 de 

KLK8 a été identifié comme des indicateurs indépendants d’un pronostic défavorable dans les 

CBNPC (Heuzé-Vourc’h et al. 2009; Planque et al. 2010).  Enfin, plusieurs kallicréines, 

KLK7, 8 et 12-14, ont été proposées comme marqueurs sériques potentiels du cancer du 

poumon. La combinaison de plusieurs KLK (KLK4, 8, et 10-14) pourraient favoriser la 

détection de ce cancer (Planque et al. 2008b). 
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II.  Mécanismes possibles de dérégulation des kallicréines dans le cancer 

du poumon 

Peu d’études ont examiné les mécanismes pouvant expliquer la dérégulation des 

kallicréines  dans le cancer du poumon. Cependant, il est possible que quelques mécanismes 

de régulation analysés dans d’autres contextes physiologiques/pathologiques interviennent 

également dans le poumon. Les paragraphes suivants examinent les données connues pouvant 

soutenir de telles interventions. 

 

1. Contrôle de la transcription des gènes des kallicréines 

Des altérations génomiques ont été observées au locus 19q13 dans le cancer du poumon et 

ont été associées à un pronostic défavorable (Kim et al. 2005). Il est envisageable que ces 

réarrangements situés dans la région chromosomique des KLK puissent affecter ces gènes et 

contribuer à leurs dérégulations dans le cancer du poumon. L’expression des KLK pourrait 

aussi être régulée par la méthylation de l’ADN. Ainsi, le gène KLK10 est hautement méthylé 

dans des échantillons de tissus de CBNPC, ce qui n’est pas le cas des tissus sains. La 

méthylation de l’exon 3 de KLK10 a été associée à un faible taux du transcrit (Zhang et al. 

2009). KLK13 est régulé par  méthylation dans des lignées cellulaires de cancer du poumon et 

pourrait donc l’être également dans les tissus. Ainsi une hypométhylation de ce gène en phase 

tardive du CBNPC pourrait expliquer l’augmentation de l’expression de KLK13 observée 

alors (Chou et al. 2011; Planque et al. 2008a). 

Comme nous l’avons vu précédemment, les hormones stéroidiennes sont des régulateurs 

des gènes KLK dans différents organes. Des données récentes indiquent que des hormones 

sexuelles, notamment les hormones sexuelles femelles, pourraient jouer un rôle dans les 

CBNPC. Ainsi, le cancer du poumon est plus répandu chez les femmes n’ayant jamais fumé 

que chez les hommes non fumeurs (Yano et al. 2011). Par ailleurs, l’aromatase, enzyme clé de 

la synthèse d’œstrogène, est présente dans les CBNPC (Miki et al. 2010; Siegfried et al. 

2009), et les femmes avec une forte concentration en aromatase ont un taux de survie plus 

faible (Verma et al. 2011). De plus, environ 73% des CBNPC des hommes et des femmes ont 

une forte concentration en œstradiol dans la tumeur en comparaison au tissu sain  (Niikawa et 

al. 2008). Les cellules cancéreuses pulmonaires produisent donc leurs propres œstrogènes 

(Verma et al. 2011). Enfin,  des récepteurs aux œstrogènes (ERα et ERβ) ont été détectés au 

niveau nucléaire et cytoplasmique dans la plupart des CBNPC (Marquez-Garban et al. 2011; 
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Siegfried et al. 2009) et l’administration d’œstrogènes stimule l’expression de gènes 

oestrogeno-dépendants et la prolifération de cellules tumorales pulmonaires (Hershberger et 

al. 2005; Stabile et al. 2002). 

Le récepteur à la progestérone (PR) a souvent été détecté dans des échantillons de patients de 

CBNPC, principalement dans le noyau. Sa présence est associée à de meilleurs pronostiques 

cliniques. La prolifération des cellules de CBNPC positives au PR est inhibée avec la 

progestérone de manière dose-dépendante in vitro et in vivo (Ishibashi et al. 2005). Le 

récepteur des androgènes (AR) est quant à lui présent dans le poumon adulte, principalement 

dans l’épithélium bronchique et les pneumocytes de types II. Plusieurs types de NSCLC ont 

des récepteurs aux androgènes, particulièrement les carcinomes épidermoïdes (Mikkonen et 

al. 2009).  

En résumé, alors que le poumon n’était pas considéré comme un organe cible des stéroïdes 

sexuels, des découvertes récentes indiquent que ces hormones pourraient influencer la 

biologie du cancer du poumon humain. Leur implication dans la régulation des gènes des 

kallicréines mériterait donc d’être analysée. 

La tumorigénèse et la progression du cancer du poumon dépendent d’un ensemble de 

voies de signalisation interconnectées contrôlant l’expression de facteurs de transcription. Les 

plus étudiées dans le cancer du poumon sont les voie de signalisation Ras/Raf/MAPK, la voie 

de signalisation phosphatidyl-inositol 3-kinase (PI3K), et la voie de la phospholipase C/ 

proteine kinase C (Pallis et al. 2010). Quelques facteurs de transcription ciblés par ces voies 

contribuent probablement au contrôle de la transcription des gènes des KLK dans le cancer du 

poumon. Ainsi des liens entre les voies de signalisation RAS/MEK/ERK et PI3K/AKT et 

l’activation de KLK3, KLK10 ou KLK11 ont été rapportés dans les cancers de la prostate et du 

sein (Bakin et al. 2003; Paliouras and Diamandis 2008a; Paliouras and Diamandis 2008c). De 

façon similaire, l’activation de la voie RAS a été associée à une sur-régulation de KLK6 dans 

le cancer du colon (Henkhaus et al. 2008). Finalement plusieurs études ont montré qu’une 

grande variété de facteurs de transcription se fixe aux promoteurs des gènes de kallicréines et 

régule leurs expressions (Dong et al. 2008; Lawrence et al. 2010; Paliouras and Diamandis 

2008c). 
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2. Contrôle post-traductionnel de la fonction des KLK 

Comme il déjà été décrit précédemment, l’activation des KLKs fait intervenir des 

endoprotéases et des cascades d’activation impliquant les KLKs ont été proposées dans 

différents tissus. (Borgoño et al. 2004; Emami and Diamandis 2007). La présence simultanée 

de plusieurs kallicréines dans les tissus sains et cancéreux pulmonaires nous amène à penser 

qu’il pourrait exister des cascades d’activation similaires dans le tissu pulmonaire et/ou dans 

le fluide bronchique.  

Les inhibiteurs des KLK pulmonaires ne sont pas connus mais plusieurs antiprotéases 

intervenant dans d’autres tissus sont présentes dans cet organe. Les  SERPINE, notamment 

l’alpha1-antitrypsine (1-AT), sont les principaux inhibiteurs de protéases dans le poumon 

(Askew and Silverman 2008) et les individus avec une déficience héréditaire en 1-AT ont des 

risques accrus de développer des maladies pulmonaires comme l’emphysème (Gooptu et al. 

2009). Cette SERPINE est capable de contrôler l’activité de plusieurs kallicréines, 

spécialement KLK4 et KLK7 (Goettig et al. 2010). D’autres SERPINE aptent à moduler 

l’activité des KLK, comme PAI1 (Plaminogen Activator Inhibitor), l’ATIII (Antithrombine 

III), le PCI (Peptidase C Inhibitor) sont également présentes dans le poumon sain et malade 

(Askew and Silverman 2008) et pourraient y jouer un rôle régulateur sur les KLKs. Pour 

l’instant, le statut pulmonaire des inhibiteurs de type kazal est inconnu. La bikunine qui est un 

des deux inhibiteurs de type Kunitz des KLK a été détectée dans les cellules environnant les 

nodules tumaux et dans les cellules cancéreuses hautement différenciées de CBNPC 

(Bourguignon et al. 1999). Il a été montré qu’une déficience en bikunine chez la souris 

provoquait une augmentation de la fréquence des métastases pulmonaires (Yagyu et al. 

2006) . 

D’autres facteurs, comme la compartimentation, pourraient jouer un rôle majeur dans le 

contrôle de l’activité des KLK dans le poumon. Ainsi, le glycosaminoglycane hyaluronique 

(HA) peut immobiliser de la KLK1 mature sous forme inactive à la surface épithéliale et à 

l’intérieur de la lumière des glandes sous-muqueuses. Cette action créerait un réservoir de 

KLK1 potentiellement mobilisable à la surface des voies respiratoires. En effet, La 

dépolymérisation de l’HA par les espèces réactives oxygénées (ROS : Reactive oxygen 

species) entraine une augmentation importante de l’activité de KLK1 et l’activation des voies 

de signalisation cellulaire controllées par cette protéase (Casalino-Matsuda et al. 2004). Ce 

phénomène d’immobilisation/mobilisation pourrait être responsable de l’augmentation de 
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l’activité de KLK1 observée dans les voies respiratoires lors de pathologies pulmonaires 

associées à une production de ROS. 

 

III.  Les cibles potentielles des KLK dans le cancer du poumon 

1. Les substrats impliqués dans la défense de l’hôte 

L’épithélium respiratoire constitue une barrière physique vis-à-vis des particules inhalées 

et des pathogènes. Ce mode de protection est accentué par une couche de mucus qui recouvre 

l’épithélium respiratoire de surface depuis les voies aériennes supérieurs jusqu’aux 

bronchioles terminales. Les particules inhalées sont piégées dans la couche de mucus et seront 

entrainées, grâce aux mouvements ciliaires engendrés par les cellules ciliées, jusqu’au 

pharynx où elles seront dégluties, ce phénomène s’appelle la clairance mucociliaire. Les 

composants majeurs du mucus normal sont les mucines, des macromolécules hautement 

glycosylées, qui sont secrétées ou fixées à la membrane (Thornton et al. 2008). Dans 

l’appareil respiratoire humain inferieur, l’expression d’au moins 12 gènes de mucines a été 

observée en ARNm dans les tissus de patients sains, mais MUC2, MUC4, MUC5AC et 

MUC5B sont surexprimés chez les patients de maladies pulmonaires chroniques ou dans le 

cancer du poumon (Evans et al. 2009; Thai et al. 2008). Shaw et Diamandis ont démontré que 

KLK5 et KLK12, deux kallicréines retrouvées dans le poumon, clivent MUC4 et MUC5B. Au 

contraire, KLK6, KLK11 et KLK13 ne dégradent pas ces mucines (Shaw et al. 2008). Ceci 

soulève la question de l’intervention de kallicréines dans le remodelage de la couche de 

mucus lors des pathologies respiratoires. Les mucines capturent également les molécules 

biologiquement actives, certaines d’entre elles sont surexprimées dans les adénocarcinomes 

pulmonaires et sont associées à la tumorigènese (dos Santos Silva et al. 2000; Hollingsworth 

and Swanson 2004; Radiloff et al. 2011). De plus les mucine fixées à la membrane comme 

MUC4 peuvent activer certains récepteurs de tyrosine kinase ErbB, soit directement ou en 

exposant un domaine EGF-like (Evans and Koo 2009; Hollingsworth and Swanson 2004). Le 

clivage des mucines par des KLK pourrait donc moduler la disponibilité de facteurs secrétés 

ou réguler des voies de signalisation. 

Dans le poumon sain, le précurseur de la cathélicidine, hCAP-18 est produit par des 

cellules inflammatoires, les cellules épithéliales respiratoires et les glandes sous-muqueuses. 

KLK5 et KLK7 sont également produites à ces endroits et sont probablement impliquées dans 
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le clivage de hCAP-18 des voies respiratoires. Le précurseur hCAP-18 et le peptide mature 

formé après son clivage, LL-37 sont également produits par les cellules cancéreuses 

pulmonaires et plusieurs études ont montré que LL-37/hCAP-18 activent les cellules 

tumorales entrainant la croissance cellulaire (von Haussen et al. 2008; Wu et al. 2010). Ainsi 

les kallicréines sont susceptibles de contribuer à la progression du cancer du poumon en 

clivant hCAP-18 en LL-37, lequel agirait alors comme un facteur de croissance autocrine 

libéré des cellules épithéliales tumorales pulmonaires.  

LL-37 n’est pas le seul peptide antimicrobien capable d’activer les cellules cancéreuses 

épithéliales pulmonaire. L’alpha-défensine 1 stimule également la prolifération des cellules 

cancéreuses pulmonaires humaines in vitro, cependant cet effet est encore controversé 

(Aarbiou et al. 2002; Xu et al. 2008).  

 

2. Les cytokines et les facteurs de croissances 

a) L’Interleukine-1β 

Un des substrats potentiel des kallicréines 7 et 13 est l’IL-1β qui peut être activée in vitro 

par ces protéases (NylanderLundqvist and Egelrud 1997; Yao et al. 2006). Dans le poumon, 

L’IL-1 β joue un rôle dans la réparation des cellules épithéliales et la sécrétion de mucine 

(Crosby and Waters 2010; Fujisawa et al. 2009).  L’IL-1β  a également été détectée dans les 

tumeurs humaines pulmonaires, où sa concentration est significativement plus élevée que la 

normale (Colasante et al. 1997; Landvik et al. 2009). La sécrétion d’IL-1β est souvent 

stimulée lors de la progression tumorale pulmonaire dans des modèles expérimentaux et chez 

les patients cancéreux où elle est souvent associée à un mauvais pronostic (Apte and Voronov 

2008). C’est également le cas de KLK13 (Chou et al. 2011; Planque et al. 2008a), il semble 

donc envisageableque l’activation de l’IL-1β par KLK13 puisse contribuer à la progression 

tumorale pulmonaire. L’IL-1β stimule la progression tumorale et les métastases des NSCLC 

via différents mécanismes. Elle induit l’invasion tumorale en stimulant la synthèse de 

protéases (Cho et al. 2011). Elle peut aussi contribuer à l’angiogenèse via la production d’IL-

8 et de TGF-β1 dépendante de l’IL-1β dans les cellules de CBNPC (Colasante et al. 1997). 

b) La famille des TGF-β (Transforming growth factor beta) 

Nous avons vu précédemment que les kallicréines 1, 2, 3, 5 et 14 peuvent activer le TGF-

β en clivant la protéine LAP et/ou la protéine LTBP. Lorsque le TGF-β est activé, il agit par 
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l’intermédiaire des récepteurs au TGF-β de type I (TGF-β1R) et de type II (TGF-β2R) qui 

sont présents dans le poumon (Camoretti-Mercado and Solway 2005; Santibañez et al. 2011). 

Le TGF-β peut aussi interagir avec les protéines de la MEC de la famille des CCN, lesquelles 

servent de protéines chaperonnes pour améliorer la présentation du TGF-β1 au récepteur du 

TFG-β (Abreu et al. 2002). Plusieurs tumeurs, y compris celles du poumon, contiennent de 

fortes concentrations de TGF-β et cette concentration est corrélée avec la progression 

tumorale et le pronostic clinique. La concentration plasmatique de TGF-β est élevée pour 

toutes les formes de cancers du poumon (Toonkel et al. 2010). Le TGF-β peut agir comme 

suppresseur de tumeur dans les stades précoces, en vertu de son effet d’inhibiteur de 

croissance sur les cellules épithéliales pulmonaire (Colasante et al. 1997; Santibañez et al. 

2011). Cependant, les cellules cancéreuses pulmonaires peuvent s’échapper de cette action 

suppressive (Toonkel et al. 2010). De façon paradoxal, le TGF-β devient alors un facteur pro-

oncogénique qui stimule la croissance cellulaire et l’invasion dans les stades tardifs du cancer 

en stimulant la production de facteurs de croissance mitogéniques autocrines, la  transition 

épithélio-mesenchymateuse (TEM), la génération de myofibroblaste, la néoangiogenèse et en 

aidant les cellules cancéreuses à échapper à la surveillance immunitaire (Santibañez et al. 

2011). Dans ce contexte, la possibilité d’une implication des KLKs dans le contrôle de la 

biodisponibilité du TGF- β pulmonaire mériterait d’être examinée avec soin. 

 

c) Les composants de l’axe de l’IGF (Insulin-like Growth Factor) 

Certains composants de l’axe de l’IGF joueraient un rôle important dans la 

phsysiopathologie pulmonaire. Une forte concentration sérique d’IGF-1 est un facteur de 

risque pour le cancer du poumon, et les cellules épithéliales des voies respiratoires produisent 

les IGF de façon autocrine, entrainant l’activation de l’IGF-IR (Kim et al. 2011a; Kim et al. 

2011c). Il a aussi été montré qu’une surproduction de l’IGF-IR dans le poumon induit le 

développement et la progression tumorale pulmonaire. Par ailleurs, l’IGFBP-3 a été décrite 

comme agissant en tant que suppresseur de la croissance tumorale et de l’angiogenèse par 

deux mécanismes, IGF-dépendant et indépendant (Kim et al. 2011a; Kim et al. 2011c). 

Comme nous l’avons vu, cette IGFBP est une cible de plusieurs KLK (KLK5, 11 et 14) 

présentes dans le tissu pulmonaire tumoral. Certaines actions des KLKs pourraient donc 

passer par un contrôle de l’axe des IGF. 
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3. Substrats membranaires et pericellulaires 

Le rôle des kallicréines dans le remodelage tissulaire peut probablement se produire dans 

le poumon car ce tissu contient ces enzymes et leurs substrats. Plusieurs études récentes le 

montrent que les KLKs agissent sur des constituants de la matrice extracellulaire. Sher et ses 

collaborateurs ont révélé que KLK8 modifie le microenvironnement extracellulaire dans les 

CBNPC en clivant la fibronectine. Cela supprime la voie de signalisation des intégrines et 

retarde la motilité cellulaire en inhibant la polymerisation de l’actine  (Sher et al. 2006). 

KLK13 peut également dégrader la laminine, ce qui faciliterait à l’inverse la migration et 

l’invasion de cellules NSCLC (Chou et al. 2011). 

Les récepteurs PAR sont, comme nous l’avons vu, activables par des kallicréines. Par 

contre, il n’existe que très peu d’études sur le rôle des PAR dans le cancer du poumon. Une 

forte concentration en PAR1 est accompagné d’un phénotype agressif et d’un mauvais 

pronostic chez les patients de CBNPC (Cisowski et al. 2011). Il existe également une 

corrélation entre l’expression de PAR1 et le VEGF dans les tissus de cancer du poumon 

humain (Ghio et al. 2006). L’activation de PAR1 a été associée avec une augmentation de la 

motilité de cellules cancéreuses pulmonaires et de l’angiogenèse via la stimulation de la 

production de VEGF dans des tumeurs pulmonaires humaines implantées chez des souris 

nudes (Cisowski et al. 2011). La stimulation de PAR2 dans une lignée cellulaire de cancer du 

poumon (A549) a permis la libération de médiateurs pro-inflammatoires, incluant PGE2, l’IL-

6 et l’IL-8 (Moriyuki et al. 2009). L’IL-8 est connu pour induire des réponses angiogeniques  

dans les cellules endothéliales, d’augmenter la prolifération et la survie de cellules 

endothéliales et cancéreuses et facilite la migration des cellules cancéreuses (Waugh and 

Wilson 2008). 
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I. La culture cellulaire : les cellules, leurs conditions et leurs milieux de 

culture 

Dans le cadre de la thèse, différentes lignées cellulaires ont été utilisées. Les cellules HEK et 

A549, mais nous avons également effectués des transfections stables sur ces lignées 

parentales afin qu’elles expriment la kallicréine 6. Toutes les cellules ont été cultivées à 37°C 

dans une atmosphère humide contenant 5% de CO2 dans l’air. 

 

� La lignée cellulaire HEK 293 (Human Embryonic Kidney) parentale 

Il s’agit d’une lignée adhérente de cellules embryonnaires de rein humain (ATCC) 

transformées par l’adénovirus de type 5. Le milieu de culture D-MEM concentré en glucose 

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium ; 4500 mg/ml de glucose, Invitrogen, Cergy-Pontoise, 

France) était additionné de L-Glutamine à 2 mM  et de 1% de pénicilline/streptomycine (PS) à 

100µg/ml. Selon les expériences le milieu était additionné ou non de 10% de sérum de veau 

fœtal (SVF, Lonza, Saint Beauzire, France). 

 

� La lignée cellulaire A549 parentale  

Elle a été établie à partir de cellules d’un carcinome bronchiolo-alvéolaire prélevé 

chez un homme caucasien de 58 ans (ATCC). Le milieu de culture est le milieu RPMI 

(Invitrogen) supplémenté de L-Glutamine à 2mM et de 1% de pénicilline/streptomycine (PS) 

à 100µg/ml. Comme les cellules HEK, selon les expériences le milieu était additionné ou non 

de 10% de Sérum de Veau Fœtal (ATGC, France). 

 

� Les cellules HEK Flp-In et A549 Flp-In   

Les cellules HEK Flp-In proviennent du fournisseur Invitrogen (Cergy-Pontoise, 

France), tandis que les cellules A549 Flp-In ont été développées au préalable au sein du 

laboratoire. Les cellules Flp-In dérivent de leurs cellules parentales suite à l’intégration à un 

locus génomique unique, d’une cassette contenant un site FRT (flp-In Recombination Target). 

Ce site FRT constitue le site de reconnaissance de la recombinase Flp de levure qui est 

capable d’induire une recombinaison homologue entre deux exemplaires d’un tel site. Ainsi, 

l’introduction simultanée d’un gène situé dans un vecteur d’expression portant un site FRT et 

de la recombinase (codée par le vecteur pOG44) aboutit à l’intégration dirigée du transgène 

au locus cellulaire où se trouve intégré l’autre exemplaire du site FRT.  Elles ont été cultivées 



MATERIELS ET METHODES 
 
 

64 

 

dans  le même milieu de culture que leurs cellules parentales cependant celui-ci a été 

additionné de zéocine à 100 µg/ml (Cayla Invivogen, Toulouse, France).  

Tous ces milieux seront appelés par la suite milieu complet. Cependant il est à noter que 

lors des expériences, le milieu de culture des cellules A549 Flp-In et HEK Flp-In était 

dépourvu de zéocine. 

 

II.  Obtention de lignées sur-exprimant la proKLK6  

1. Préparation d’ADN contenant  le transgène codant proKLK6 

Deux constructions plasmidiques ont été réalisées, l’une codant la proKLK6 sauvage, 

l’autre codant la proKLK6 mutée. La première a été réalisée au préalable au sein du 

laboratoire. Elle correspond à l’introduction de la séquence codant la préproKLK6 avec son 

codon STOP dans le vecteur d’expression eucaryote pcDNA5/FRT/V5-His-TOPO® (plasmide 

NH201410.04) (Invitrogen). La séquence de la forme mutée a également été réalisée au 

préalable au sein de l’équipe, l’insertion de cette séquence dans le plasmide 

pcDNA5/FRT/V5-His-TOPO® s’est effectuée à l’aide du système « TOPO Cloning » 

d’Invitogen. Pour cela, 1µl de la séquence de KLK6 mutée a été mélangé avec 1 µl de 

solution saline, 1µl de vecteur et 3 µl d’eau stérile. Puis le mélange a été incubé pendant 5 

minutes à température ambiante. Avant utilisation pour la transfection cellulaire, l’insertion 

du gène dans l’insert a été vérifiée en deux étapes. Premièrement, une digestion du plasmide a 

été effectuée avec 0,5 µl d’enzyme de restriction AccI (New England Biolab, Evry, France) 

qui ont été incubés pendant plusieurs heures à 37°C avec 5 µl d’ADN plasmidique, 2µl de 

tampon de réaction de l’enzyme AccI (New England Biolab) et 12,5 µl d’eau stérile. 

Deuxièmement un séquençage du plasmide a été effectué par Eurofins, mwg Operon 

(Ebersberg, Allemagne). La construction plasmidique du gène de la KLK6 mutée est 

numérotée NM012909.08.  

L’amplification des plasmides a été effectuée à l’aide des bactéries E. Coli TOP10 

(Invitrogen) qui ont été transformées avec le plasmide selon les recommandations du 

fournisseur. Brièvement, 10 pg à 100 ng de plasmide ont été déposés dans le tube « One Shot 

TOP10 » contenant les bactéries. Le mélange a été incubé pendant 30 minutes dans la glace, 

puis un choc thermique de 30 secondes à 42°C a été effectué. Les bactéries ont ensuite été 

replacées dans la glace pendant 2 minutes puis 250 µl de milieu S.O.C (Invitrogen) préchauffé 

à 37°C ont été rajoutés et les bactéries ont été placées à 37°C sous agitation pendant 1h. Les 
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bactéries ont ensuite été étalées sur une boite de pétri contenant du milieu Luria Bertani (LB) 

Agar additionné de 100µg/ml d’ampicilline, et mises en culture sur la nuit à 37°C. Le 

plasmide possédant un gène de résistance à l’ampicilline, seules les bactéries ayant intégré le 

plasmide ont pu former des colonies qui ont été placées le lendemain dans 2 ml puis dans 100 

ml de milieu LB additionné de 100µg/ml d’ampicilline et cultivées à 37°C sur la nuit. L’ADN 

plasmidique a ensuite été extrait en utilisant le kit QIAGEN® Plasmid Purification (Qiagen, 

Courtaboeuf, France) selon les recommandations du fournisseur. Cette technique repose sur 

une minilyse alcaline des bactéries, suivie d’une purification de l’ADN plasmidique sur une 

membrane de silice, puis d’une élution. Après précipitation à l’isopropanol, le culot contenant 

l’ADN plasmidique a été repris dans de l’eau stérile dépourvue de nucléase (Ambion®, 

Courtaboeuf, France).   

Afin de déterminer la quantité d’ADN plasmidique extrait, une mesure 

spectrophotométrique a été réalisée. Pour cela, l’ADN plasmidique a été dilué au 1/100ème 

dans de l’eau stérile dépourvue de nucléase. La densité optique a ensuite été mesurée à 260 et 

280 nm avec un spectrophotomètre Eppendorf BioPhotometer.  

 

2. Transfection et sélection de clones cellulaires 

La veille de la transfection les cellules HEK-Flp-In et A549 Flp-In ont été ensemencées 

en plaque 6 puits à raison de 1,5.106 et 0,5.106 cellules par puits respectivement et maintenues 

dans 1,5 ml de milieu de culture sans antibiotique. Le lendemain, les cellules Flp-In ont été 

co-transfectées avec le vecteur d’expression contenant la séquence codant la kallicréine 6 et le 

vecteur pOG44 codant la recombinase. Les deux vecteurs ont été introduits dans un rapport 

9/1 (pOG 44/vecteur d’expression). La transfection a été réalisée à l’aide de la lipofectamine 

(Invitrogen) et selon le protocole du fournisseur. Brièvement, une solution contenant 10 µl de 

lipofectamine dans 250 µl d’OptiMEM (GIBCO, Cergy-Pontoise, France) et une deuxième 

solution contenant 0,4 µg de vecteur d’expression codant la KLK6  et 3,6 µg de pOG44 dans 

250 µL d’OptiMEM ont été équilibrées pendant 5 minutes. Les deux solutions ont ensuite été 

mélangées puis incubées 20 minutes à température ambiante afin de permettre la formation de 

complexes d’acides nucléiques/lipofectamine. Ce mélange de 500µl de milieu de transfection, 

contenant au total 4µg d’ADN, a ensuite été laissé en contact avec les cellules à 37°C pendant 

24 h pour les cellules HEK Flp-In et 4h pour les cellules A549 Flp-In. Après ce délai, les 

cellules ont été remises pour la nuit dans du milieu sans antibiotique, le lendemain, les 
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cellules ont été passées dans des boîtes de 10 cm de diamètre contenant 8 mL de milieu sans 

antibiotique. Une fois adhérées, les cellules ont été soumises à une pression de sélection en 

présence de milieu de culture contenant 100 µg/mL d’hygromycine. Le milieu a été renouvelé 

tous les 2 à 3 jours pendant toute la période de sélection (environ 3 semaines) pour éliminer 

les débris cellulaires et renouveler l’antibiotique.   

 

3. Isolement et propagation des clones cellulaires 

Les clones, une fois visibles à l’œil nu ont été isolés à l’aide d’un anneau de clonage. 

Brièvement, après un lavage avec du PBS (Invitrogen), une fine couche de graisse de silicone 

a été étalée à la base des cylindres, qui ont ensuite été placés autour des clones cellulaires. De 

la trypsine a ensuite été placée à l’intérieur du cylindre. Les cellules dissociées ont été 

prélevées et transférées dans un puits de plaque 96 puits. Une fois à confluence, les cellules 

ont été propagées par des passages dans un puits d’une plaque 24 puits puis 6 puits, puis un 

flacon de culture de 25 cm² et enfin un flacon de culture de 75 cm². Les cellules sont ensuite 

conservées dans des cryotubes avec du milieu complet additionné de 5% de DMSO (Sigma) 

dans de l’azote liquide. 

L’expression de KLK6 par les clones a régulièrement été contrôlée lors de la thèse par 

un test ELISA. Les lignées transformées stablement ont été dénommées HEK proKLK6 et 

A549 proKLK6. Le milieu de culture, qui sera appelé plus tard milieu complet, est identique à 

leurs lignées parentales mais additionné d’hygromycine à 100µg/ml. 

 

III.  Production de proKLK6 recombinante à partir de la lignée HEK 

proKLK6  

1. Production en cellules HEK proKLK6 

La proKLK6 recombinante a été produite dans le surnageant de cellules HEK 

surexprimant la proKLK6 cultivées en milieu CD Hybridoma (GIBCO, Cergy Pontoise, 

France), un milieu ne contenant pas de protéines ou de peptides d’origine animale, végétale 

ou synthétiques. Les cellules ont été propagées en flasque de 175 ml dans leur milieu complet 

puis celui-ci a été remplacé par du milieu CD hybridoma lorsque les cellules étaient à 80% de 

confluence. Dix jours après, les surnageants ont été récupérés. La production a été réalisée 

avec un volume total de 2500 ml. Le surnageant de culture contenant la proKLK6 a été 
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concentré 50 fois par l’utilisation d’une membrane de nitrocellulose « Centricon ultra-

filtration device » (Millipore, Molsheim, France) comportant un seuil de coupure de 10  kDa.  

 

2. Purification de la proKLK6 

La purification du zymogène de KLK6 a été réalisée sur un appareil ÄKTA purifier 10 

(Amersham Biosciences, Pantin, France) avec une colonne HiTrapTM SP HP Cation exchange 

de 5mL (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Royaume-Uni). Le tampon de fixation (nommé 

tampon A) utilisé était de l’acétate de sodium 50mM pH 5,8 et le tampon d’élution (nommé 

tampon B) était constitué d’acétate de sodium 50mM et de chlorure de sodium 1 M, pH 5,8. 

La vitesse de dépôt a été de 0,8 mL/min alors que la vitesse d’élution a été de 3 mL/min.  

L’élution a été réalisée en gradient discontinu avec les étapes suivantes :  

- montée jusqu’à 10 % de B en 15 volumes de colonne (CV) 

- plateau à 10 % de B pendant 15 CV 

- montée jusqu’à 20 % de B en 20 CV 

- plateau à 20 % de B pendant 15 CV 

- montée à 30 % de B (4 CV) suivi d’un plateau (10CV) 

Le lavage de la colonne a été effectué avec 100% de tampon B. Les fractions recueillies 

en sortie de colonne ont été de 4 mL et la collecte a été effectuée du début du programme 

jusqu’au plateau de 30 % de tampon B, soit 87 tubes. Les fractions contenant de la proKLK6 

ont été réunies,  puis concentrés par centrifugation à l’aide d’une membrane de nitrocellulose 

« Centricon ultra-filtration device » (Millipore, Molsheim, France) pour obtenir un volume 

final de 7 ml.  

 

3. Activation de la proKLK6 

La fraction concentrée d’élution a été ajusté à un pH 7,4 puis 24µg de thermolysine 

(Sigma-Aldrich, Lyon, France) ont été ajoutés. Le mélange a été incubé pendant 2 heures à 

température ambiante. L’arrêt de la réaction a été effectué par un rajout de 7 ml de tampon A 

et à un réajustement du pH à 5,3.  
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4. Mesure de l’activité de la KLK6 

L’activité de KLK6 maturée a été mesurée à l’aide du substrat Boc-V-P-R-AMC 

(RetD, Lille, France) Le groupement AMC du substrat émet de la fluorescence après sa 

libération dans le milieu par une protéolyse de la liaison Arg-AMC. Ce substrat a été dilué à 

une concentration finale de 10 mM dans un tampon composé de Tris-HCl 50 mM à pH 7,6,  

d’EDTA 0,1mM, de NaCl 0,1 mM et de 0,01% Tween 20. 150 µl de ce mélange ont été 

déposés dans des puits de plaque 96 puits à fond noir. Puis, selon les puits, 1µl de produit de 

purification avant et après l’activation du zymogène par la thermolysine a été rajouté, le 

contrôle négatif a été effectué sans aucun rajout. L’activité protéolytique a été déterminée à 

37°C pendant 20 minutes par la mesure de l’émission de fluorescence à 460 nm après 

excitation à une longueur d’onde à 380nm. 

 

5. Purification de la KLK6 active 

Cette purification a été effectuée de la même manière que la purification du zymogène 

cependant la vitesse d’élution a été modifiée à 1ml/min, et le volume des fractions récupérés a 

été de 800 µl.  

 

IV.  Etudes fonctionnelles de KLK6  

1. Croissance et cytotoxicité : le test MTS 

Pour cela, les cellules ont été cultivées en plaque 96 puits dans du milieu complet. Il est à 

noter que pour une expérience, plusieurs sérums ont été testés, ainsi, les cellules ont été 

cultivées dans du sérum A (ATGC, France) ou B (Euroclone, Pero, Italie) ou C (Lonza, Saint 

Beauzire, France). La densité cellulaire de départ a variée selon les expériences, ainsi que le 

temps de culture avant l’analyse de la croissance et de la cytotxicité. Pour ce dernier, le kit 

« CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay » qui est composé de MTS 

(un composé de tetrazolium) provenant du fournisseur proméga a été utilisé (Charbonnières-

les Bains, France) pour mesurer la croissance cellulaire et la cytotoxicité. Le milieu de culture 

des cellules a été remplacé par 100 µl de milieu complet additionné de 20 µl de MTS. Après 

une incubation de 2h, la réduction du MTS par les cellules viables en formazan, un produit 

coloré, a été mesurée par une mesure de l’absorbance à 490 nm. 
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2. Etude de l’apoptose 

a) Induction de l’apoptose  

Les cellules A549 ont été ensemencées en plaque 96 puits à raison de 5000 cellules par 

puits dans 150 µl de milieu complet, 6 puits ont été ensemencés par lignée. Lors de culture en 

plaque 6 puits, les cellules A549 ont été ensemencées dans 1,5 ml de milieu complet à raison 

de 0,5.106 cellules par puits. Les cellules ont été cultivées pendant 16 à 24h. Le milieu a 

ensuite été éliminé et les cellules ont été rincées avec 3ml ou 300µl de milieu complet à 2% 

de SVF selon le support utilisé. Les cellules ont été incubées pendant 24h dans du milieu 

complet à 2% de SVF supplémenté de  0, 0,1 ; 0,2 ou 0,3 µM de staurosporine, un inducteur 

d’apoptose (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France).  

 

b) Analyse par cytométrie en flux 

Le test apostain a été utilisé pour mesurer l’apoptose par cytométrie en flux. Ce test 

repose sur la propriété des cellules apoptotiques à être plus sensibles à la dénaturation de 

l’ADN que les cellules non apoptotiques. Cet ADN dénaturé est détecté par l’anticorps F7-26 

anti ss DNA/APOSTAIN (AbCys, Les Ulis, France) qui se fixe à l’ADN simple brin.  

Les cellules traitées avec de la staurosporine en plaque 6 puits pendant 24h ont été 

récoltées. Pour cela, les surnageants de culture, contenant les cellules mortes, ont été récoltés, 

puis un rinçage au PBS a été effectué et conservé. Les cellules restantes dans les puits ont été 

incubées 5 minutes à 37°C avec 200µl de trypsine (GIBCO, Cergy-Pontoise, France) afin de 

les détacher du support, la réaction a été arrêtée avec 500 µl de SVF, puis un nouveau lavage 

avec du PBS a été effectué pour récupérer les dernières cellules. Le tout a été placé dans un 

tube 15 ml. Les cellules ont été centrifugées pendant 5 minutes à 1100 rpm à 4°C, le 

surnageant a été retiré et les cellules ont été remises en suspension dans 3 ml de PBS pour 

retirer toute trace de sérum. Une nouvelle centrifugation de 5 minutes à 1100 rpm à 4°C a été 

effectuée, le surnageant a été retiré et les tubes contenant les cellules ont été placées dans de 

la glace pilée. Les cellules ont été re-suspendues dans du PBS à 4°C et vortexées à vitesse 

maximale, 1,5 ml de méthanol à -20°C a été rajouté goutte à goutte sur les cellules tout en les 

vortexant. Les tubes ont ensuite été placés à -20°C jusqu’à l’analyse par cytométrie en flux 

(entre 24 et 48 heures).  
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Les cellules fixées par congélation dans du méthanol ont été centrifugées à 1500 rpm 

pendant 5 minutes à 20°C. Le culot cellulaire  a été resuspendu dans 250µl de formamide et 

incubé pendant 5 minutes à température ambiante, puis les cellules ont été placées dans un 

bain-marie à 75°C pendant 10 minutes, ces deux étapes permettant la dénaturation de l’ADN. 

Les cellules ont ensuite été remises à température ambiante pendant 15 minutes puis 2ml de 

PBS contenant 1% de lait ont été  rajoutés, le mélange a été vortexé afin de permettre une 

meilleure homogénéisation et une incubation de 15 minutes à température ambiante a été 

effectuée. Les cellules ont été centrifugées pendant 5 minutes à 700g et le culot cellulaire a été 

repris dans 75µl d’anticorps F7-26 (AbCys, Les Ulis, France) ou d’un IGM (contrôle négatif, 

Sigma-Aldrich, Lyon, France) dilué à 10 µg/ml et à 20µg/ml respectivement dans du PBS 

(GIBCO) contenant 5% de SVF. Les cellules ont été laissées en présence des anticorps 

pendant 15 minutes à température ambiante, puis 1 ml de PBS (GIBCO) a été rajouté et le 

mélange a été vortexé et centrifugé pendant 5 minutes à 700g. Le culot, contenant les cellules, 

a ensuite été resuspendu dans 100µl d’IGM couplé au fluorochrome FITC (fluorescein 

isothiocyanate) (Sigma-Aldrich, Lyon, France) dilué à une concentration finale de 20 µg/ml et 

incubé pendant 15 minutes à température ambiante avant le rajout de 1 ml de PBS (GIBCO). 

Les cellules ont ensuite été centrifugées pendant 5 minutes à 700g et le culot a été resuspendu  

dans 200µl de PBS (GIBCO) contenant 1 µg/ml de 7-AAD (7-Aminoactinomycin D), un 

marqueur des acides nucléiques. Les cellules ont ensuite été analysées par cytométrie en flux 

(Beckman Coulter, France), le FITC est excité à une longueur d’onde de 488 nm et émet à 

525nm, le 7-AAD absorbe à une longueur d’onde de 555nm et émet à 655 nm 

 

c) Analyse par ELISA 

Pour cela le kit « cell death detection ELISA » (Roche, Meylan, France) a été utilisé. Ce 

kit contient une plaque 96 puits dont les fonds des puits ont été préalablement coatés avec un 

anticorps détectant les histones des chromosomes, le tampon de lyse des cellules permettant 

d’extraire les nucléosomes, l’anticorps de détection qui se fixe à l’ADN simple brin déjà 

couplé à la peroxydase, le substrat ABTS de la peroxydase et le tampon de lavage.   

Les cellules A549 cultivées en plaque 96 puits et traitées à la staurosporine ont été 

centrifugées pendant 10 minutes à 200g. Les surnageants ont été retirés, puis les cellules ont 

été reprises dans 200µl de tampon de lyse. Une incubation de 30 minutes à température 

ambiante a été effectuée puis le lysat a été centrifugé à 200g pendant 10 minutes. 20µl de 
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surnageant contenant les nucléosomes ont été prélevés pour le test ELISA. Les échantillons 

ont été déposés dans des puits d’une plaque 96 puits contenue dans le kit avec 80µl de tampon 

comprenant l’anticorps de détection. La plaque a été couverte et une incubation pendant 2h 

sous agitation (300 rpm) à température ambiante a été effectuée. Le mélange a été retiré et les 

puits ont été rincés avec 200µl de tampon de lavage, ensuite 100µl de substrat ont été déposés 

et incubés pendant 15 minutes sous agitation. L’absorbance a ensuite été mesurée à 405nm 

avec une correction à 490nm. 

 

3. Etude de la voie de l’E-cadhérine/β-caténine  

a) Détection de l’E-Cadhérine membranaire 

Les cellules à 70-80% de confluence ont été détachées du support plastique (une boite de 

pétri de 10 cm²) par une incubation de 10 minutes à 37°C dans 7 ml de tampon citrate 

composé de chlorure de citrate 138mM et de citrate de sodium 15mM. Les cellules ont été 

centrifugées à 1500 rpm pendant 5 minutes puis remises en suspension dans du PBS (GIBCO 

Cergy-Pontoise, France), pour être rincées et comptées grâce à une cellule de Malassez. Pour 

chaque essai 0,75.106 cellules ont été étudiées, le contrôle a été effectué avec un pool des 

différentes lignées. Après une centrifugation à 1500 rpm pendant 5 minutes, les cellules ont 

été remises en suspension dans 250µl de PBS (GIBCO) supplémenté de 2% de SVF (tampon 

FACS), contenant de l’IgG lapin ou un anticorps dirigé contre le domaine extracellulaire de 

l’E-Cadhérine (Santa-Cruz,  Le Perray en Yvelines, France) à une concentration de 8µg/ml. 

Le mélange a été incubé pendant 45 minutes à 4°C, puis 2 lavages dans 1 ml de tampon 

FACS ont été effectués entre des centrifugations à 1500 rpm pendant 5 minutes. Après une 

centrifugation, les cellules ont été resuspendues  dans 500µl de tampon FACS additionné de 

5µg/ml d’anticorps secondaire (anti-lapin) couplé au flurochrome (Alexa488, Invitrogen, 

Cergy-Pontoise France).  Le mélange e été incubé pendant 45 minutes à 4°C à l’abri de la 

lumière, pour finir les cellules ont été rincées 2 fois dans du tampon FACS et remises en 

suspension dans 200 µl de tampon FACS additionné de 1µg/ml de 7-AAD (7-

Aminoactinomycin D). Les cellules ont ensuite été passées au cytomètre en flux (Beckman 

Coulter, France), l’Alexa 488 est excité à une longueur d’onde de 495 nm et émet à 519 nm, 

le 7-AAD absorbe à une longueur d’onde de 555nm et émet à 655 nm. 
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b) Localisation cellulaire de la β-caténine 

Les cellules à 90-100% de confluence cultivées dans des chambres de cultures LAB-TEK 

(Nunck, Dominique Dutscher, Brumath, France) ont été fixées dans du méthanol glacial 

pendant 10 minutes. Elles ont été rincées deux fois avec du PBS 1X (GIBCO, Cergy-

Pontoise, France) et stockées à 4°C. Les cellules ont ensuite été incubées pendant 1 heure à 

température ambiante dans 200 µl de PBS supplémentés de 1% de BSA (Bovine serum 

Albumin, Sigma-Aldrich, Lyon, France). Les cellules ont ensuite été incubées pendant 2 

heures à température ambiante dans 150 µl de PBS, 1% BSA et un anticorps anti-β-caténine 

(Santa-Cruz, Le Perray en Yvelines, France) à 4µg/ml. Les cellules ont ensuite été rincées 2 

fois pendant 5 minutes avec du PBS 1X, puis incubées pendant 1 heure à température 

ambiante, à l’abri de la lumière, avec l’anticorps secondaire (anti-souris) couplé au 

fluorochrome Alexa488, (Invitrogen, Cergy-Pontoise France) à une concentration de 10 µg/ml 

dans du PBS supplémenté de 1% de BSA. Les cellules ont ensuite été rincées deux fois 

pendant 5 minutes puis incubées dans 150 µl de PBS contenant 1µg/ml de 7-AAD. Après un 

lavage, les parois des chambres de culture ont été retirées, la lame a été recouverte de milieu 

de montage (Monting medium, for IF fluoromount G, Interchim, Montluçon, France) 

permettant de conserver la fluorescence et de maintenir une lamelle déposée sur le dessus du 

montage. Les lames ont ensuite été observées au microscope à fluorescence ou confocal, 

l’Alexa 488 est excité à une longueur d’onde de 495 nm et émet à 519 nm, le 7-AAD absorbe 

à une longueur d’onde de 555nm et émet à 655 nm. 

 

c) Etude de la fonctionnalité de la béta-caténine avec un gène rapporteur 

Pour cela, nous avons utilisé une construction comportant le gène de la luciferase sous la 

dépendance du promoteur TCF/LEF activé par la β-caténine. Une fois la construction 

transfectée, l’activation du gène de la luciferase induit une bioluminescence qui est mesurée et 

qui est directement proportionnelle à l’activité de la β-caténine. 

Les cellules A549 Flp-In et proKLK6 sauvage ont été ensemencées dans les puits d’une 

plaque 24 puits de à raison de 40 000 cellules par puits. Le lendemain, les cellules ont été 

transfectées avec 15ng/puits de vecteur rapporteur Super8 Top Flash (Addgene : plasmide 

codant la firefly luciferase sous la dépendance du promoteur TCF/LEF, Proméga, 

Charbonnières-Les-Bains, France) ou Super8 Fopflash (Addgene : contrôle négatif, il code la 

firefly luciferase mais il possède un promoteur TCF/LEF muté). Les cellules ont également 

été transfectées avec 1ng par puits de vecteur codant la renilla luciferase (don de Pascale 
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Crépieux) servant de contrôle pour la normalisation. Les transfections ont été réalisées à 

l’aide de la lipofectamine PlusTM (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) à raison de 1,3µl par 

puits et réalisées dans le milieu OptiMEM (GIBCO) sans SVF ni P/S dans un volume total de 

52µl. Les mélanges ont été laissés en contact avec les cellules pendant 4h, puis le milieu a été 

remplacé par 300µl de milieu complet additionné de 200µl de milieu conditionné contenant 

ou non du Wnt 3a sur la nuit. Ces milieux conditionnés ont été obtenus après centrifugation et 

filtration de surnageants de culture de cellules fibroblastiques murines sur-exprimant ou non 

Wnt3a. 

La mesure d’activité du gène rapporteur a été effectuée à l’aide du kit « Dual‐Luciferase  

Reporter Assay System » (Promega, Charbonnières-les Bains, France). Les cellules ont été 

mises sur la glace et rincées avec du PBS. Elles ont été lysées grâce à une incubation d’une 

heure sous agitation en chambre froide avec 100µl par puits de Passive Lysis buffer. Après 

une centrifugation de 5 minutes à 4°C à 12000 rpm pour retirer les débris, 40µl du lysat 

purifié ont été prélevés et placés dans une plaque 96 puits à fond blanc  pour luminomètre. 

Les substrats des luciférases firefly et renilla ont été préparés avec une dilution au ½ dans du 

Passive Lysis buffer, le substrat de la luciférase rénilla a préalablement été dilué au 1/50ème 

dans du Stop and Glo® buffer qui est un tampon permettant l’arrêt de l’activité de la 

luciférase firefly. La mesure de la luminescence a été effectuée sur le luminomètre Centro XS3 

LB 960 (Berthold Technologies, Thoiry, France) à injection automatique. Deux injections ont 

été effectuées, la première a été le substrat de la luciférase firefly, la deuxième injection a été 

le réactif permettant l’arrêt de la luciférase firefly et  le substrat de la luciférase renilla. 

 

4. Etude de la voie de l’EGFR (Epidermal Growth factor Receptor)   

a) Inhibition de la fixation du ligand par le cetuximab 

Afin d’empêcher la liaison de ligand sur l’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), 

les cellules ont été incubées avec le cetuximab (Merck, don de l’Hôpital Bretonneau, Tours, 

France) qui est un anticorps monoclonal chimérique dirigé contre l’EGFR, celui-ci bloque la 

liaison des ligands endogènes de ce récepteur. Afin de permettre la fixation de l’anticorps sur 

les cellules, celles-ci ont été incubées dans un milieu dépourvu de SVF comprenant du 

cetuximab. Selon les expériences les concentrations de cetuximab ont été : 1µg/ml, 10µg/ml, 

50µg/ml et 100µg/ml. Le contrôle sans cetuximab comprenait du PBS pour remplacer le 

volume de cetuximab des puits testés.   
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Pour les expériences de prolifération cellulaire en plaque 96 puits, les cellules A549 ont 

été ensemencées à raison de 2500 cellules par puits dans 150 µl de milieu dépourvu de SVF 

comprenant ou non du cetuximab. Après une incubation de 30 minutes avec le cetuximab, du 

milieu à 20% de SVF a été rajouté pour obtenir un milieu à 10% de SVF dans les puits. Les 

cellules ont été cultivées durant 24h, puis un test MTS a été effectué. 

Pour les expériences en plaque 6 puits, les cellules A549 ont été ensemencées à raison de  

0,5.106 cellules par puits dans 1,5 ml de milieu complet. Le lendemain les cellules ont été 

incubées pendant 2h avec le cetuximab dans du milieu sans sérum avant le rajout de peptide 

agoniste de PAR2 ou de KLK6 active dans le milieu.  

 

b) Dosage de l’EGFR total et phosphorylé  

Ce dosage a été effectué à l’aide du kit Human total EGFR ELISA DuoSet IC (RetD 

systems europe, Lille, France) contenant l’anticorps de capture de l’EGFR total ou de l’EGFR 

phosphorylé, l’anticorps de détection de l’EGFR total ou phosphorylé, une solution d’EGFR 

phosphorylé ou non purifié ainsi que de la streptavidine couplé à l’HRP (Horseradish 

peroxidase).  

Les cellules à 80% de confluence ont été lysées après un rinçage au PBS (GIBCO, Cergy 

Pontoise, France) à l’aide du lysis buffer #9 contenant 1% de NP-40, 20 mM de Tris à pH 8, 

137 mM de NaCl, 10% de glycerol, 2 mM d‘EDTA, 1mM de sodium orthovanadate activé et 

un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Sigma Aldrich, Lyon, France) au 1/100ème. Pour 1 puits 

de plaque 6 puits 100µl de lysis buffer #9 ont été utilisés, la plaque a ensuite été incubée 

pendant 10 minutes sur de la glace, puis les lysats ont été congelés à -80°C. Avant utilisation, 

les lysats ont été décongelés dans la glace puis centrifugés à 15000g pendant 15 minutes afin 

d’éliminer les débris cellulaires, les surnageants ont été prélevés pour être analysés. Le test 

ELISA a été effectué selon les recommandations du fournisseur. Brièvement, l’anticorps de 

capture a été dilué à une concentration finale de 0,8µg/ml dans du PBS (GIBCO). 100µl de 

cette dilution ont immédiatement été déposés dans des puits de plaque 96 puits (Maxisorp, 

Nunc). La fixation de l’anticorps a été effectuée par une incubation sur la nuit à température 

ambiante. Les puits ont ensuite été rincés avec le tampon de lavage composé de PBS à pH à 

7,2 (GIBCO) et du Tween à 0,05%. La saturation des puits s’est effectuée pendant 1h30 à 

température ambiante  avec un tampon comprenant du PBS à pH 7,2 (GIBCO), 1% de BSA 

(Bovine Serum Albumine, Sigma Aldrich, Lyon, France) et 0,05% de NaN3 (Sigma Aldrich, 
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Lyon, France). Après rinçage des puits avec du tampon de lavage, 100µl d’échantillons ont 

été déposés dans les puits. Après une incubation de 2h à température ambiante, les puits ont 

été rincés avec le tampon de lavage et une incubation de 2h à température ambiante a été 

effectuée avec 100µl d’anticorps de détection dilué à une concentration finale de 200ng/ml 

dans un tampon à pH 7,2 composé de 20mM de Tris, 137 mM de NaCl, 0,05% de Tween 20 

et 0,1% de BSA. Après un rinçage avec du tampon de lavage, 100µl de streptavidine couplé à 

l’HRP ont été déposé dans les puits, la plaque a ensuite été incubée pendant 20 minutes à 

température ambiante à l’abri de la lumière, puis rincée avec le tampon de lavage. 100µl de 

substrat de la peroxydase IC (RetD systems europe, Lille, France) ont ensuite été déposés, ce 

substrat est composé pour moitié de H2O2 et de tetramethylbenzidine, ce mélange a été 

préparé 15 minutes avant le dépôt dans les puits. Une incubation de la plaque pendant 20 

minutes à température ambiante et à l’abri de la lumière a été effectuée avant d’ajouter 50 µl 

solution stop composé de 2N de H2O2. La mesure de l’absorbance a été faite à 450 nm avec 

une correction à 540 nm.  

 

5. Etude  de la voie de PAR2 (proteinase activated Receptor 2)  

a) Activation de la voie de PAR2 par un agoniste 

Pour les expériences de prolifération cellulaire, les cellules A549 ont été ensemencées à 

raison de 3000 cellules par puits en plaque 96 puits dans du milieu complet. Le lendemain les 

cellules ont été rincées au PBS puis incubées durant 1h dans du milieu dépourvu de SVF mais 

supplémenté avec 0,1%  de BSA (Bovine Serum albumine, Sigma-Aldrich, Lyon, France). Le 

peptide agoniste de PAR2 : SLIGKV (PolyPeptide group; Strasbourg, France) a ensuite été 

rajouté au milieu pour obtenir une concentration finale de 100µM, ce rajout a été effectué tous 

les jours jusqu’à la mesure de la prolifération par un test MTS. 

Pour les différentes expériences en plaque 6 puits, les cellules ont été ensemencées à 

raison 0,5.106 cellules par puits dans 1,5 ml de milieu complet. Le lendemain, les cellules ont 

été rincées dans du milieu sans sérum et ont été incubées pendant 2h dans du milieu sans 

sérum avant le rajout du peptide agoniste de PAR2 à une concentration de 40µM. Pour une 

expérience, une transfection des cellules avec un siRNA dirigé contre PAR2 a été effectué, le 

traitement avec le peptide agoniste a été effectué le lendemain de la transfection.  
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b) Inhibition de la voie avec des siRNA  

Les siRNA sont des petits ARN interférents double brins, ces siRNA activent le complexe 

protéique RISC (RNA-Induced Silencing Complex) où se trouve les protéines nécessaires au 

clivage de l’ARNm cible (figure 12). Les petits ARN interférents sont incorporés dans le 

complexe RISC où leur structure double brin est dissociée grâce à l’activité hélicase présente 

dans le complexe. Le simple brin anti-sens guide le complexe RISC vers l’ARNm de 

séquence complémentaire qui est alors clivée par la nucléase présente dans le complexe. 

 

 

Figure 12 : Mécanisme d’action des siRNA 

 

La transfection du siRNA PAR2 (Applied Biosystem, Courtaboeuf, France) a été 

effectuée avec de la lipofectamine (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). Les cellules A549 

parentales ont été ensemencées à raison de 300 000 cellules dans 1,5 ml de milieu complet par 

puits en plaque 6 puits. Le lendemain, la transfection a été effectuée. Pour cela, deux solutions 

ont été préparées séparément. La première était composée des siRNA PAR2 (Applied 

Biosystem, Courtaboeuf, France) à 12,5pmol dans 250µl de milieu OptiMEM (GIBCO, 

Cergy-Pontoise, France) pour un puits de plaque 6 puits. La deuxième solution était composée 

de 3µl de lipofectamine (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) dans 250 µl d’optiMEM pour 

un puits de plaque 6 puits. Ces deux solutions ont été équilibrées à température ambiante 

pendant 5 minutes. Puis, les deux solutions ont été mélangées et vortexées légèrement, et ce 
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mélange a été incubé à température ambiante pendant 20 minutes afin de permettre la 

formation de complexes d’acides nucléiques/lipofectamine. Il a ensuite été déposé sur les 

cellules goutte à goutte. 

 

6. Effets de KLK6 sur la réponse aux agents chimiothérapeutiques 

a) Etude in vitro 

Les cellules A549 et HEK Flp-In et proKLK6 ont été ensemencées à raison de 1000 et 

3000 cellules respectivement dans 6 puits de plaque 96 puits. Le lendemain le milieu a été 

changé par du milieu complet comprenant les anti-cancereux. Les concentrations testées ont 

été 0, 0,1 ; 1 ; 10 ; 100 et 1000 nM pour le paclitaxel (EBEWE, don de l’Hôpital Bretonneau, 

Tours, France) et la gemcitabine (GEMZAR® Lilly laboratoire, don de l’Hôpital Bretonneau, 

Tours, France), pour la cisplatine (MYLAN/MERCK, don de l’Hôpital Bretonneau, Tours, 

France) les concentrations testées ont été 0, 0,1 ; 1 ; 10 ; 100 et 1000µM. Afin d’éliminer les 

effets qui seraient dû à l’éluant du traitement, les cellules non traitées ont été placées dans du 

milieu complet comprenant du PBS avec un volume correspondant au volume maximal 

d’agents chimio-thérapeutiques utilisés lors des expériences. Les cellules ont été laissées à 

incuber avec les anticancéreux pendant 72h, puis un test MTS a été effectué. 

 

b) Etude in vivo 

Cette étude a été réalisée en collaboration avec le Centre d’Imagerie du Petit Animal à 

Orléans (CNRS-TAAM UPS 44). L’expérimentation animale s’est effectuée sur 48 femelles 

Balb/c Nude (Charles River, Wilmington, USA), arrivée à l’âge de 4 semaines. Les souris ont 

été hébergées en portoir ventilé pendant la durée de l’étude. Une durée d’acclimatation d’une 

semaine a été respectée avant le début de l’étude puis l’expérience a été effectuée sur une 

durée de 63 jours. L’induction tumorale, réalisée au CIPA (Orléans), a été effectuée par 

injection sous cutanée de 1.106 cellules A549 Flp-In ou sur-exprimant la proKLK6. 18 jours 

après, les souris ont reçu du sérum physiologique ou du paclitaxel à 30mg/kg ou du 

carboplatine à 25mg/kg, injectés 1 fois par semaine pendant 4 semaines par voie 

intraveineuse. Il est à noter que le paclitaxel n’a été introduit par voie intraveineuse que la 

première semaine, par la suite elle a été injectée par voie intra péritonéale à la même dose à 
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cause d’une toxicité très importante. Les numéros d’identification des souris ainsi que leurs 

traitements sont indiqués dans le tableau n°6. 

 

 

Tableau 6 : Composition des lots. 

 

 

Pour chaque lot, 2 animaux ont reçu un traitement supplémentaire avant l’imagerie de 

fluorescence de l’apoptose effectuée le dernier jour de l’expérience, c’est-à-dire à J60. Ces 12 

souris ont été sélectionnées en fonction du volume tumoral qui a été mesuré une fois par 

semaine pendant 5 semaines puis 2 fois par semaine jusqu’à la fin de l’étude à l’aide d’un 

pied à coulisse. La mesure de l’apoptose a été effectuée à l’aide de la fluorescence émise par 

l’ Annexin-Vivo 750 (Perkin Elmer, Waltham, USA). Il s’agit d’une sonde commerciale 

comprenant l’annexine V, une protéine sélective, et un fluorochrome proche de l’infrarouge. 

Ceci permet de visualiser in vivo et de quantifier les phopholipides et les posphatidylsérines 

fixées à la membrane, qui sont exposées vers l’extérieur de la bicouche lipidique de la 

membrane lors des stades précoces de l’apoptose. Pour cela 100 µl de la solution prête à 

l’emploi ont été administrés par voie intraveineuse et 44h après l’administration, la 

fluorescence a été mesurée à la longueur d’onde de 800nm après une excitation à 745nm sur 

l’appareil Ivis Lumina (Caliper Life Sciences, Hopkinton, USA) et les données ont été 

exploitées avec le logiciel Living Image (4.2). Durant l’examen, les souris ont été 

anesthésiées par un mélange air/isoflurane 2% (Aerrane, Baxter, Maurepas, France). Les 

souris utilisées pour l’imagerie de l’apoptose ainsi que les traitements reçus en supplément 

sont indiqués dans le tableau n°7. 
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Tableau 7 : Condition d’imagerie de l’apoptose. 

 

A la fin de l’étude, les souris ont été euthanasiées par élongation cervicale et une 

autopsie a été réalisée. Pour les 12 souris ayant eues une administration d’Annexin-Vivo 750, 

les tumeurs excisées ont été de nouveau analysées. Pour cela un volume de muscle équivalent 

à celui des tumeurs a été prélevé afin de mesurer le bruit de fond dans la souris et de le 

rapporter à la fluorescence mesurée dans la tumeur. Toutes les tumeurs ont été prélevées puis 

congelées dans l’azote liquide. Elles ont été conservées à -80°C. Lorsque leurs tailles le 

permettaient, les tumeurs ont été divisées en deux et la seconde partie a été fixée dans du 

formol neutre 10% (24 à 48h) puis transférée dans de l’éthanol 70.  

 

V. Autres méthodes d’analyses 

1. RT-qPCR après purification des ARN totaux 

a) Extraction des ARN totaux 

La lyse cellulaire et la purification des ARNm ont été réalisées grâce au système « 

Kit extraction Total ARN Isolation Nucleospin RNA II » (Macheray-Nagel, Hoerd, France), 

selon le protocole du fabricant. Brièvement, les cellules ont été lysées par addition du tampon 

« RA1 » (contenant du thiocyanate de guanidine) et du β-mercaptoéthanol au 1/100ème 

directement sur les cellules congelées. Le volume nécessaire de réactif pour 1.106 cellules est 

de 350µL, ce réactif permet l’inactivation des RNases cellulaires naturellement présentes dans 

les cellules. Le mélange a ensuite été vortexé pour homogénéiser et permettre une lyse 

optimum. Le lysat a ensuite été déposé sur une colonne « NucleoSpin Filter » permettant la 

filtration du lysat par centrifugation à 11000g pendant une minute. Les différents constituants 

cellulaires restants (sels, ADN et ARN) ont été fixés sur la colonne « NucleoSpin RNA II » 
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grâce à une préparation du lysat avec de l’ethanol à 70% qui a été déposée sur la colonne puis 

centrifugée 30 secondes à 11000g. L’élimination des sels sur le filtre a été faite grâce au 

tampon « MDB » (contenant du thiocyanate de guanidine et de l’éthanol) qui a été passé sur le 

filtre par une centrifugation à 11000g pendant 1 minute. L’ADN a ensuite été éliminé  par une 

incubation du filtre avec 95 µl de la solution de rDNase fournie dilué au 1/10ème dans son 

tampon d’activité pendant 15 minutes à température ambiante. Des lavages successifs de la 

membrane ont été effectués grâce à des centrifugations de 30s à 11000g avec en premier 

200µl de tampon « RA2 » (contenant du thiocyanate de guanidine) puis le tampon « RA3 », 

d’abord à 600 µl puis 250 µl. Pour le dernier lavage le temps de centrifugation a été de deux 

minutes, pour sécher la membrane. Enfin, les ARN totaux ont été élués avec 60µL d’eau 

exempte de RNases et récupérés à la suite d’une centrifugation à 11000g pendant 1 minute. 

La quantité et la pureté des ARN totaux ont été évaluées par spectrophotométrie à 260nm puis 

les ARN ont été conservés à -80°C. 

 

b) Obtention de L’ADNc 

La rétrotranscriscription en ADNc des ARNm s’est effectuée à l’aide du kit 

« SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit » (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). La réaction 

de transcription inverse a été effectuée dans un volume final de 40µL. Le milieu réactionnel 

était constitué de 8µL du réactif « 5× VILO Reaction mix » contenant des amorces 

hexamériques, du MgCl2, des dNTPs dans un tampon optimisé, de 4µL du réactif « 10× 

SuperSript Enzyme Mix » contenant la transcriptase inverse « SuperScript III RT » et un 

inhibiteur de RNases recombinant « RNaseOUT » , d’un volume d’ARN correspondant à 5µg 

d’ARN totaux puis une quantité d’eau exempte de RNases suffisante pour avoir un volume de 

40µL. La RT a été réalisée avec le thermocycleur Mastercycler gradient (Eppendorf). Après 

une incubation de 10 minutes à 25°C pour que les amorces puissent se fixer à l’ARN, le 

mélange a été incubé 1 heure à 42°C. Puis, l’enzyme a été dénaturée lors d’une incubation à 

85°C pendant 5 minutes. Les ADNc ont été stockés à -20°C. 

 

c) PCR quantitative en temps réel  

Les réactions de PCR quantitatives en temps réel ont été effectuées en présence du 

fluorophore intercalant « SYBR Green » dans un thermocyleur LightCycler 480® (Roche 
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Diagnostics). Toutes les réactions ont été effectuées dans un volume réactionnel de 20µl à 

l’aide d’amorces oligonucléotidiques spécifiques des différents gènes recherchés (tableau 

n°8). 

 

 

Tableau 8 : Séquence des amorces utilisées pour les différents gènes testés après une purification des ARN 
totaux. 

 

 

La réaction de PCR quantitative a été réalisée avec le kit SYBR® Premix Ex Taq (Perfect 

real Time) (Takara bio inc). Il contient le SYBR® Premix Ex Taq (perfect Real Time) 2X 

composé de l’enzyme Takara Ex TaqTM HS dont l’activité est inhibée par un anticorps (hot 

start), d’un mélange de dNTP, de Mg2+ et de SYBR® Green I. Le milieu réactionnel (20µl) 

était composé de 10µl de SYBR Premix EX TaqTM (2X), de 0,4 µl d’amorce sens et anti-sens à 

10µM (concentration finale de 0,2µM) de 7,2µl d’eau exempt de RNase et DNase et de 2µl 

d’échantillon. La réaction de PCR a été réalisée avec le programme suivant (tableau n°9). 

 

 

Tableau 9 : Programme utilisé pour la réalisation des PCR avec le kit Takara 
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2. RT-qPCR directe à partir de cellules 

a) Lyse cellulaire 

Le kit « power SybrGreen Cell to Ct kit » (Invitrogen, Cergy-pontoise, France) a été 

utilisé. Pour cela, les cellules A549 à 80% de confluence en plaque 6 puits ont été détachées 

du support à l’aide de 200µl de trypsine (GIBCO) pendant 5 minutes à 37°C et la réaction a 

été stoppée avec 200µl de milieu complet. Les cellules ont ensuite été centrifugées pendant 5 

minutes à 1500rpm et elles ont été resuspendues dans 125µl de PBS froid. 5µl de la 

suspension cellulaire ont été prélevés et traités avec 50µl de solution de lyse additionnée de 

DNase I au 1/100 contenus dans le kit. Les cellules ont été lysées par 5 aspirations-

refoulements et la plaque a été laissée à température ambiante pendant  5 minutes pour 

permettre la lyse totale des cellules. La lyse a été stoppée par ajout de 5µl de solution stop. 

Les lysats ont été conservés quelques minutes à 4°C dans la glace puis congelés à -20°C 

jusqu’à l’étape de retro-transcription. 

 

b) Obtention de l’ADNc 

Cette étape a été réalisée dans un volume final de 50 µl contenant 25 µl de la solution  2X 

SYBR RT buffer, de 2,5 µl de la solution 20X RT enzyme mix, 12,5 µl d’eau exempt de RNase 

et de 10 µl de lysat cellulaire. La RT a été réalisée avec le thermocycleur Mastercycler 

gradient (Eppendorf) pendant 60 minutes à 37°C ; puis l’enzyme a été inactivée pendant 5 

minutes à 95°C. Le mélange réactionnel contenant les ADNc a été congélé à -20°C jusqu’à 

l’étape d’amplification. 

c) PCR quantitative en temps réel 

Tout comme avec le kit SYBR® Premix Ex Taq, l’étape d’amplification avec le kit 

« power SybrGreen Cell to Ct kit » a été effectuée avec le fluorophore intercalant « SYBR 

Green » dans le thermocycleur LightCycler480® (roche Diagnositics) dans un volume 

réactionnel de 20µL avec les amorces nucléotidique présenté dans le tableau n°10.
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Tableau 10 : Séquence des amorces utilisées pour les différents gènes testés avec le kit « power SybrGreen 
Cell to Ct kit » 

 

 

 Le kit Power SYBR® Green Master Mix (Applied Biosytems) contenu dans le kit  

« power SybrGreen Cell to Ct kit » contient le SYBR® Green I Dye, l’enzyme AmpliTaq Gold 

DNA polymerase LD, les dNTPs, et un tampon optimisé. Le milieu réactionnel (20µl) était 

composé de 10 µl de Power SYBR® Green Master Mix concentré (2X), de 0,4µl d’amorces 

sens et anti-sens à une concentration finale de 200nM, de 5,2µl d’eau exempte de nucléase et 

de 4µl d’ADNc. Les réactions de PCR quantitatives ont été réalisées selon le programme 

suivant (tableau n°11). 

 

 

Tableau 11 : Programme utilisé pour la réalisation des PCR avec le kit « power SybrGreen Cell to Ct kit » 

 

3. Contrôle des techniques de qPCR et analyses des résultats 

a) Contrôle de la technique 

Chaque essai comprenait les ADNc étudiés (en duplicate), des témoins sans ADN (en 

duplicate) et un calibrateur. Ce dernier permet de relier les résultats des PCR des échantillons 

qui ont dû être réalisés séparément mais pour une même expérience. En effet, 2 expériences 

de PCR réalisées ne sont pas dans les mêmes conditions : baisse de l’efficacité des différents 
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réactifs, changement du matériel... Il s’agit d’un pool d’ARN des  extraits de tissus sains et 

tumoraux ou des différentes lignées cellulaires. 

Deux gènes normalisateurs ont été utilisés, ils permettent de compenser les variations 

inter-échantillons qui ne sont pas dû à une différence d’expression mais à des anomalies 

expérimentales qui peuvent conduire à des variations de quantité de matrice soumise à la 

PCR. Ce sont des gènes dont l’expression est inchangée selon les conditions analysées, il 

s’agit des gènes de l’actine et du 18S, les amorces utilisées sont indiquées dans le tableau 

n°12. 

 

 

Tableau 12 : Séquence des amorces utilisées pour les gènes normalisateurs. 

 

 

A la fin de chaque qPCR, une courbe de fusion a été réalisée (voir les tableaux des 

programmes) pour vérifier la spécificité des couples d’amorces pour un seul gène. 

Afin de vérifier le doublement du nombre d’amplicon à chaque cycle de PCR, l’efficacité 

a été mesurée. Pour cela nous avons réalisé des dilutions en série d’un pool des différents 

échantillons. La valeur du cycle seuil (Ct) de ces dilutions a ensuite été mesurée pour chaque 

amorce et l’efficacité de la PCR a ensuite été calculée par le logiciel du LightCycler 480, 

 

b) Analyse des résultats  

La quantification de l’expression génique a été réalisée par la méthode de 

quantification relative dite ∆∆Ct (Livak and Schmittgen 2001). Cette équation est utilisée 

pour comparer l’expression d’un gène de deux échantillons différents (échantillon traité et 

non traité). Brièvement, le cycle seuil Ct du gène cible est relié au Ct du gène de référence 

obtenu pour chaque échantillon, on obtient le ∆Ct. Le ∆Ct de l’échantillon traité est relié au 

∆Ct de l’échantillon non traité, on obtient le ∆∆Ct. Pour normaliser les résultats obtenus, le 

calcul 2-∆∆Ct
 est effectué. 
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4. Analyse électrophorétique des protéines 

a) Les échantillons 

Pour l’analyse par électrophorèse deux types d’échantillons ont été analysés. Les 

surnageants de culture n’on pas été préalablement traités. Cependant, pour analyser le contenu 

protéique des cellules, une lyse doit être effectuée. Dans le cadre de cette thèse, nous avons 

analysé la protéine Erk phophorylée sur les résidus Thréonine 202 et Tyrosine 204 et la 

protéine Erk non phosphorylée. Pour cela les cellules ont été lysées avec un tampon 

comprenant 20mM de Tris, HCl à pH 8, 137mM de NaCl, 1% de NP40, 10% de glycerol, 

2mM d’EDTA et 1mM de sodium orthovanadate. Les cellules ont été cultivées en plaque 6 

puits, à 80% de confluence, elles ont été traitées avec 100µl de tampon de lyse froid en 

pratiquant des aspiration/refoulement avec la pipette afin d’optimiser la lyse des cellules. Le 

mélange a ensuite été récupéré puis vortexé, encore dans le but d’optimiser la lyse cellulaire. 

Les lysats cellulaires ont ensuite été centrifugés à 15000g pendant 15 minutes et le surnageant 

a été récolté et conservé à -80°C.   

 

b) Dosage protéique 

Pour comparer la différence d’expression d’une protéine entre deux échantillons, il faut 

analyser la même quantité de protéine afin d’éliminer les différences qui seraient dues à une 

différence en quantité de cellules lysées ou de volume de surnageants obtenus. Tous les 

dosages protéiques ont été réalisés à l’aide du kit «BCA Protein Assay» (PIERCE, Brebières, 

France). Cette méthode combine la réaction du biuret (réduction des ions Cu2+ en Cu1+ par les 

protéines) avec la chélation par les ions Cu1+ de l’acide bicinchoninique conduisant à une 

coloration violette des solutions dosées. Le dosage a été effectué selon les recommandations 

du fournisseur, brièvement, le dosage des protéines totales a été réalisé dans une plaque 96 

puits. Une gamme étalon a été réalisée avec de la BSA (Sigma-Aldrich) diluée dans du PBS 

pH 7,2, aux concentrations suivantes : 2 µg/µL ; 1 µg/µL ; 0,5 µg/µL ; 0,25 µg/µL ; 0,125 

µg/µL ; 0,0625 µg/µL ; 0,031 µg/µL. Le point 0 a été réalisé avec du PBS pH 7,2. La gamme 

a été réalisée en triplicate avec 10 µL/puits. Selon la concentration protéique des échantillons, 

ils ont été dilués ou non dans du PBS pH 5,2 puis déposés en triplicate à raison de 10µL/puits. 

Le kit comprend un réactif A contenant du sulfate de cuivre dilué et un réactif B contenant 

notamment de l’acide bicinchoninique. La solution B a été diluée au 1/50e dans la solution A, 
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puis le mélange est déposé à raison de 100 µL/puits. La plaque a été placée à 37°C pendant 30 

minutes puis, après agitation, les absorbances ont été lues à 570 nm. 

 

c) Electrophorèse en gel de polyacrylamide 

Les protéines ont été diluées dans du tampon échantillon composé de 0,5% de beta-

mercaptoéthanol (permettant de dénaturer les protéines et de les protéger de l’oxydation), 

50mM de tris à pH 6,8, 1% de sucrose et 2% de SDS ainsi qu’un colorant, le bleu de 

bromophénol. Les échantillons ont été chauffés à 95°C pendant 5 minutes pour dénaturer les 

protéines. Ils ont ensuite été déposés sur le gel qui se compose : d’un gel de séparation (Tris 

HCl SDS pH 8,8, acrylamide 40 %, eau ultra pure, APS 10 % et TEMED) et d’un gel de 

concentration (Tris HCl SDS pH 6,8, acrylamide 40%, eau ultra pure, APS 10 % et TEMED), 

la proportion d’acrylamide et d’eau a été modifiée selon les expériences. 5 µl de marqueur de 

masse moléculaire pré-coloré (Thermoscientific ; Pierce®, Brebières, France) ont aussi été 

déposés. La migration s’est déroulée en présence de Tris 25 mM, de glycine 250 mM et de 

SDS à 0.05 %, à 70 Volts pendant 30 minutes pour le gel de concentration et à 110 Volts 

pendant 1 heure pour le gel de séparation.  

 

Pour certaines expériences, des gels provenant d’un fournisseur (Invitrogen, Cergy 

Pontoise, France) ont été utilisés. Ces gels ont permit d’optimiser les résultats obtenus 

notamment grâce à des gels à gradient qui sont des gels dont le pourcentage d’acrylamide 

augmente lors de la progression des protéines au travers du gel.  

  -Les gels de polyacrylamide Bis-Tris gradient 4-12% (NuPAGE® Novex, Bis 

Tris, Invitrogen) 

Les protéines ont été préparées à l’aide du tampon échantillon et l’agent réducteur 

contenu dans le kit. Les échantillons ont ensuite été chauffés pendant 10 minutes à 70°C. Les 

échantillons et 5 µl de marqueur de masse moléculaire pré-coloré (Thermoscientific ; Pierce®, 

Brebières, France) ont ensuite été déposés dans le gel préalablement rincé deux fois avec du 

tampon de migration contenu dans le kit. La migration s’est effectuée avec le tampon de 

migration et de l’antioxydant également contenu dans le kit, à 200 Volt pendant 35 minutes.  

  - Les gels de polyacrylamide Novex Tris-glycine gradient 4-20% (Invitrogen) 

Les échantillons ont été préparés classiquement, puis déposés dans le gel préalablement 

rincé. 5 µl de marqueur de masse moléculaire pré-coloré (Thermoscientific ; Pierce®) ont 
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aussi été déposés La migration s’est déroulée en présence de Tris 15 mM, de glycine 150 mM 

et de SDS à 0.1 %, à 125 Volts pendant 90 minutes. 

 

d) Western-Blot 

Après la migration par électrophorèse en gel de polyacrylamide, les protéines ont été 

transférées en milieu liquide sur une membrane de PolyVinylDène Fluoride (Hybond-P, 

Amersham Biosciences, Pantin, France) pré-activée dans du méthanol. Le transfert a été 

réalisé à voltage constant (70 Volts) pendant 1h30, en présence d’un tampon de transfert 

composé de Tris 25 mM, de glycine 192 mM, de SDS 0.01% et de l’éthanol 15%. Ensuite, les 

sites de fixation non spécifiques des membranes ont été bloqués pendant 1 heure à 

température ambiante avec du TBS-T (Tris 50 mM, NaCl 150mM et Tween 20 0,1%)  et 5 % 

de lait déshydraté écrémé ou 1 % de BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich, Lyon, 

France). La membrane a ensuite été mise en contact avec l’anticorps primaire pendant toute 

une nuit à 4°C sous agitation douce. Les principales caractéristiques des anticorps et leurs 

conditions d’utilisation sont résumées dans le tableau n°13. 

 

 

Tableau 13 : Conditions d’utilisation et origine des différents anticorps utilisés. 

 

Après 3 lavages de 10 minutes avec du TBS contenant 0,05 % de Tween 20 à température 

ambiante, la membrane a été mise en contact avec un anticorps secondaire couplé à une 

péroxydase, (IgG anti-souris, Jackson immunoresearch, Soffolk, Angleterre, ou IgG antilapin, 

Santa Cruz, Heidelberg, Allemagne), dilué au 1/5000ème dans du TBS-T 5% lait. La 

membrane a été incubée pendant 2 heures à température ambiante sous agitation douce. Après 

3 lavages de 10 minutes avec du TBS-T, l’activité péroxydasique des complexes immuns 

formés a été révélée en utilisant le kit ECl Western Blotting Analysis System (Enhanced 

Chimiluminescence, Amersham Biosciences, Pantin, France) conformément au protocole du 
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fournisseur. La membrane a été exposée avec un film photographique Hyperfilm ECl 

(Amersham Biosciences, Velizy-Villacoublay, France).  

 

e) Bleu de coomassie 

Des colorations de protéines au Bleu de Coomassie (ImperialTM Protein Stain ; Pierce, 

Thermo-Fisher Scientific, Illkirch, France) ont été réalisées dans le but de déterminer les 

protéines totales présentes dans les milieux de culture analysés. 

Après la migration par électrophorèse sur gel de polyacrylamide, le gel a été placé dans un 

récipient propre et lavé 3 fois pendant 5 minutes avec 100 mL d’eau ultra pure sous agitation 

douce. Ensuite, le gel a été mis en présence de Bleu de Coomassie (10 mL) sous agitation 

vigoureuse pendant une heure. Enfin, il a été soumis à 3 lavages de 30 minutes afin d’éliminer 

l’excès de colorant. 

 

5. Dosage ELISA de KLK6 

100 µL de l’anticorps monoclonal 8A8G3 (bioMérieux, Lyon, France) dirigé contre 

KLK6, dilué à 10µg/mL (soit 1µg par puit) dans un tampon Tris-Maléate pH 6,2 ont été 

déposés dans des puits d’une plaque de 96 puits (Maxisorp, Nunc, Dominique Dutscher, 

Brumath, France). Après 2 heures d’incubation à 37 °C, afin de permettre la fixation de 

l’anticorps, les puits ont été lavés 3 fois avec du TBS (Tris 0,05 M, NaCl 0,15 M) contenant 

0,05 % de Tween 20 (TBS-T), puis ils ont été saturés toute la nuit à 4 °C avec du TBS 

contenant 2 mg/mL de BSA (Sigma-Aldrich). Les puits ont ensuite été lavés 3 fois avec du 

TBS-T. Puis, afin de réaliser la gamme étalon, 100 µL de proKLK6 purifiée et diluée dans un 

tampon adéquat (TBS-T seul ou 50 % de TBS-T et 50 % de milieu complet) à des 

concentrations finales comprises entre 0 et 10 ng/mL ont été placé dans les puits. Les 

échantillons à tester ont été dilués au ½ ou plus dans le tampon TBS-T. La plaque a été 

incubée pendant 2 h à 37°C. Les puits ont ensuite été lavés 3 fois avec du TBS-T avant l’ajout 

de l’anticorps monoclonal 3E3H9 biotinylé (bioMérieux) dilué à 0,1 µg/mL (soit 10 ng par 

puits) en TBS-T contenant 1 % de BSA. Après 2 h d’incubation à 37 °C, les puits ont à 

nouveau été lavés 3 fois en TBS-T. Ensuite, 100 µL d’alcaline phosphatase couplé à la 

streptavidine (Jackson immunoresearch) dilué à 50 ng/mL dans du TBS-T (soit 5 ng par puits) 

ont été ajoutés et incubés pendant 1 h à 37 °C. L’immunoréactivité des complexes formés a 



MATERIELS ET METHODES 
 
 

89 

 

été révélée après 3 nouveaux lavages en TBS-T, à l’aide de 100 µL de substrat 4-

méthylumbelliferyl phosphate (bioMérieux). La fluorescence émise a été mesurée toutes les 5 

minutes pendant 30 minutes sur le lecteur de plaque Wallac VICTOR² 1420 Label Counter 

(Perkin Elmer life Sciences, Massachusetts, USA) préalablement tempéré à 37°C 

(longueurs d’ondes : excitation : 355 nm, émission : 460 nm). Les résultats analysés sont les 

lectures obtenus après 15 minutes d’incubation avec le substrat. 



 
 

 

Résultats 
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Chapitre I : Développement d’outils d’analyse 

A. Obtention de clones stables sur-exprimant proKLK6  

 

Afin d’étudier les effets de KLK6, nous avons choisi de développer des clones cellulaires 

exprimant stablement la kallicréine 6 à partir de lignées cellulaires ne l’exprimant pas. Deux 

lignées ont été utilisées : la lignée HEK-293 et la lignée pulmonaire A549. Pour ce faire, nous 

avons utilisé le système Flp-In (Invitrogen). 

 

I. Principe du système Flp-In 

Ce système repose sur la capacité de la recombinase Flp de levure à induire une 

recombinaison homologue entre deux sites de reconnaissance FRT (Flp-In Recombinaison 

Target). Ce système permet ainsi le transfert d’un gène situé dans un vecteur portant un site 

FRT (vecteur d’expression) à un locus cellulaire possédant également un tel site.  

Etant donné que les sites FRT ne sont pas naturellement présents dans les cellules de 

mammifères, ils doivent être préalablement introduits dans le génome des cellules cibles. 

Invitrogen a développé une lignée HEK-293 possédant un site FRT (nommée HEK Flp-In), la 

lignée A549 Flp-In a, quant à elle, été créée au sein de l’équipe par intégration stable d’un 

vecteur portant la séquence FRT et un gène de résistance à la zéocine. Les deux lignées Flp-In 

sélectionnées ont un seul site FRT intégré dans une zone transcriptionnellement active de leur 

génome et sont résistantes à la zéocine (figure n°13).  

Disposant de lignées Flp-In (figure n°13.1), il est alors possible d’introduire un 

transgène particulier au locus où se trouve le site FRT par une recombinaison homologue 

induite avec la recombinase Flp. Pour cela, le transgène d’intérêt est cloné dans un vecteur 

d’expression possédant un site FRT puis les cellules sont co-transfectées avec ce vecteur 

d’expression et un vecteur codant la recombinase Flp (Figure n°13.2). L’introduction 

conjointe dans une cellule Flp-In des deux vecteurs aboutie, avec une haute fréquence, à une 

intégration ciblée du transgène dans le génome de la cellule (Figure n°13.3). Cette 

recombinaison place le gène de résistance à l’hygromycine du vecteur d’expression sous la 

dépendance du promoteur SV40 préalablement responsable de la résistance des cellules à la 
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zéocine. Ceci modifie le phénotype des cellules transformées qui perdent leur résistance à la 

zéocine et acquièrent celle de l’hygromycine. Le nouveau phénotype permet alors une 

sélection très aisée des clones cellulaires ayant intégré le transgène au bon endroit. Les 

cellules transformées ayant toutes intégré le transgène au même endroit, les clones obtenus 

sont à priori isogéniques. 

 

 

 

 

Figure 13 : Le système d’expression Flp-In. 
3 éléments le compose : la lignée cellulaire Flp-In dans laquelle se trouve un site de recombinaison FRT ; un 

vecteur d’expression contenant le transgène et un site FRT ; un vecteur contenant le gène codant la recombinase 
de levure Flp nécessaire à la recombinaison des sites FRT. Légende 1 : désigne le génome des lignées Flp-In. 2 : 

désigne la recombinase Flp-In et le vecteur d’expression contenant le transgène. 3 : montre le génome de la 
lignée transformée après la recombinaison. 

 
 

 

II.  Construction des vecteurs d’expression codant KLK6 

Dans ce système, la séquence codant la protéine d’intérêt est amplifiée par PCR puis 

intégrée au vecteur pcDNA5/FRT/V5-His-TOPO. La carte du vecteur est illustrée dans la 

figure n°14. L’insertion de la séquence au sein du vecteur est réalisée grâce au système 
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« TOPO ». Ce système met en jeu une topoisomérase. L’intégration d’un résidu adénosine 

aux extrémités 3’ des produits d’amplification lors de la PCR et la présence d’un résidu 

thymidine aux extrémités 3’ du vecteur linéarisé permet à la topoisomérase de ligaturer 

l’ADNc codant la protéine d’intérêt avec l’ADN plasmidique. 

L’introduction d’une séquence nucléotidique dans ce vecteur d’expression peut 

permettre l’expression d’une protéine chimère présentant à son extrémité C-terminale 

l’épitope V5 et une étiquette poly-histidine favorisant la détection et la purification de la 

protéine recombinante. Cependant, il a été observé au laboratoire que la présence d’une 

étiquette poly-histidine à la fin de la séquence de proKLK6 limite grandement l’activation de 

la kallicréine 6. Les constructions qui ont été utilisées ont donc consisté à introduire la 

séquence codant la préproforme de KLK6 avec un codon stop empêchant la formation d’une 

protéine chimère.  

 

 

 
Figure 14 : Vecteur d’expression de la préproKLK6 mutée 

L’ADNc codant la préproKLK6 mutée a été introduit dans le vecteur pcDNA5/FRT/V5-His-TOPO. Légende 
TOPO : Topoisomérase ; T7 : promoteur ; BGH pA : site de clonage et de polyadénylation ; SV40 pA : site de 

polyadénylation ; pUC ori : origine de réplication pour les bactéries ; PCMV : promoteur CMV. 
 

 

Deux types de construction ont été réalisées, l’une codant la prépro-KLK6 sauvage, 

l’autre pour une prépro-forme mutée de KLK6. Comme nous l’avons vu, KLK6 est une 

protéase à sérine qui est composée de 3 résidus absolument essentiels pour son activité. Ces 3 

résidus appartiennent au site catalytique, y compris la sérine. Afin de disposer d’une forme 

non active de KLK6, l’équipe a réalisé une mutagenèse dirigée conduisant au remplacement 
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de la sérine197  de KLK6 par une alanine. La figure n°15 montre la séquence codant la prépro-

forme mutée qui a été clonée dans le vecteur pcDNA5/FRT/V5-His-TOPO.  

 

 
Figure 15 : Séquence nucléotidique et peptidique de préproKLK6 clonée. 

La position des primers d’amplification est indiquée. Les acides aminés appartenant aux pré- et pro- peptides 
sont indiqués en gras. L’alanine substituée à la sérine du site catalytique est soulignée (Clone NM012909.08). 

 

 

Après vérification des séquences se trouvant dans le plasmide d’expression, un clone 

plasmidique codant pour préproKLK6 sauvage (clone NH201410.04) et un autre codant la 

forme mutée (Clone NM012909.08) ont été amplifiés en bactéries puis purifiés en vue des 

transfections cellulaires. 

 

III.  Obtention des clones cellulaires transformés. 

Des cellules HEK293 Flp-In et A549 Flp-In ont été co-transfectées avec le vecteur 

d’expression codant l’une ou l’autre forme de préproKLK6, et le vecteur pOG44 codant la 

recombinase Flp. Les cellules ont ensuite été soumises pendant quelques semaines à une 
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pression de sélection avec de l’hygromycine. Les clones résistants ont ensuite été isolés et 

propagés dans des boites puis des flacons de culture de taille croissante. 

Les clones cellulaires étant en principe isogéniques, nous avons sélectionné au hasard 

certains clones qui ont été numérotés et leurs numéros d’identification sont indiqués dans le 

tableau n°14. 

 

Lignées 

d’origine 

Forme exprimée Nom du clone 

HEK293 Flp-

In 

Prépro-KLK6 sauvage H2 

Prépro-KLK6 mutée B4 et B8 

A549 Flp-In  

A11 

Prépro-KLK6 sauvage A3, A5 et A7 

Prépro-KLK6 mutée B1 et B2 

Tableau 14 : Numéro d’identification des clones. 

 

 

En ce qui concerne les formes mutées de KLK6, l’idéal était d’obtenir des clones sur-

exprimant la proKLK6 mutée à une même concentration que des clones sur-exprimant la 

proKLK6 sauvage afin de pouvoir comparer plus facilement les effets cellulaires. La 

production de certains clones a donc été évaluée par dosage ELISA et certains résultats sont 

illustrés dans la figure n°16. 

 

 
Figure 16 : Production de KLK6 des clones HEK. 

Les clones ont été ensemencés à une même concentration cellulaire et cultivés en plaque 6 puits pendant 48h. La 
KLK6 produite a ensuite été dosée par ELISA. 

 
 

La production des deux clones HEK B4 et B8 sur-exprimant la proKLK6 mutée est 

d’environ 280ng/ml, ce qui est équivalent à la production de KLK6 sauvage par le clone H2. 
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Dans ce cas, le fait que les taux de production des clones soient similaires est en accord avec 

la génération de lignées isogéniques par le système Flp-In.  

 

L’obtention de clones mutants dans la lignée A549 Flp-In s’est avérée délicate. Comme le 

montre la figure n°17, les clones obtenus exprimant la forme mutée présentent un niveau 

d’expression plus de 20 fois plus faible que celui des clones exprimant la forme sauvage. Il 

apparaît donc que des évènements indépendants du site d’intégration (méthylation, micro-

réarrangement ?) puissent agir sur l’expression du transgène dans certains contextes 

cellulaires. Du fait de la grande disparité existant entre les deux types de clones, nous n’avons 

pas exploité les clones A549 exprimant la forme mutée de KLK6 dans l’étude. 

 

 
Figure 17 : Production de KLK6 des clones A549. 

Les clones ont été ensemencés à une même concentration cellulaire et cultivés en plaque 6 puits pendant 48h. La 
KLK6 produite a ensuite été dosée par ELISA. 

 

 

B. Production de KLK6 active 

 

La protéase KLK6 commerciale disponible jusqu’à présent est faiblement active et 

nécessite pour son fonctionnement des concentrations salines très élevées (> 1M). Ces 

conditions d’utilisation la rendent peu utilisable pour des études cellulaires. Ces propriétés 

sont très probablement liées à la présence d’une étiquette poly-His placée en position C-

terminale de la protéine recombinante. Nous avons donc développé une production de 
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protéine KLK6 non étiquetée afin d’éliminer ces problèmes. Les paragraphes suivants 

présentent les modalités d’expression et de purification de la KLK6 recombinante native. 

 

I. Production et purification de proKLK6 

1. Production de proKLK6 

Pour produire de la KLK6, nous avons utilisé les cellules HEK293 Flp-In sécrétant de 

manière stable la proKLK6. Les cellules ont été cultivées dans des flasques de 150 cm² en 

présence d’un milieu dépourvu de protéines, le CD hybridoma, pendant 10 jours. Nous avons 

alors déterminé le taux de production à l’aide d’un test ELISA, ce taux était de 1mg/L de 

milieu de culture. Nous avons réalisé une production de 2,5 L qui a été concentrée en vue de 

la purification de la proKLK6.  

 

2. Principe de la purification de proKLK6 

La proKLK6 a été purifiée à l’aide d’une chromatographie échangeuse d’ions sur un 

appareil FPLC ÄKTA purifier. Cette technique repose sur l’affinité que les ions de la phase 

mobile ont pour les ions de charges opposés de la phase stationnaire. Cette phase stationnaire 

est une résine sur laquelle des groupements ioniques sont chimiquement liés tandis que la 

phase mobile est la solution à purifier. La proKLK6 ayant un point isoelectrique (pI) 

théorique de 6,4 ; elle se trouve chargée positivement à un pH inférieur à cette valeur. Il est 

alors possible de la fixer sur une colonne échangeuse de cations à un pH de 5,8. Les protéines 

fixées à la colonne peuvent être éluées progressivement en augmentant la force ionique 

(NaCl) du tampon d’élution. En effet, les ions sodium entrent en compétition pour la fixation 

à la colonne et les protéines qui ont une faible densité de charge globale positive auront 

tendance à être éluées les premières, suivies de celles qui ont une plus grande densité de 

charge. 

 

3. Purification de la proKLK6 

Le concentrât du milieu de culture a été équilibré dans le tampon de dépôt puis déposées 

sur une colonne « HiTrapTM SP HP Cation exchange ». Après lavage de la colonne avec du 

tampon de dépôt, l’élution des protéines fixées a été effectuée à l’aide d’un gradient 
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discontinu de chlorure de sodium (figure n°17). Les protéines éluées ont été détectées par une 

mesure de l’absorbance à 280nM et 120 fractions de 4 ml ont été collectées.  La figure n°18 

présente un profil d’élution type. 

 

 
Figure 18: Profil d’élution des protéines du surnageant de culture de cellules HEK. 

Les protéines contenues dans les surnageants de cultures ont été fixées sur une colonne échangeuse de cation. 
Les protéines ont ensuite été éluées grâce une augmentation croissante de solution B dans le tampon d’élution, 
cette solution contient du chlorure de sodium qui rentre en compétition avec les protéines pour la fixation sur la 

colonne. 
En abscisse, il s’agit du volume de  tampon d’élution  passé sur la colonne. L’ordonnée de gauche indique 

l’absorbance en mAU (Unité de milli-absorbance), l’ordonnée de droite indique le pourcentage  de tampon B 
(100% de tampon B =1M de NaCl) . La courbe grise représente les protéines éluées, la courbe noire représente 

le gradient en sels. A et B référent aux échantillons analysés par la suite 
 

Comme on peut le constater, les protéines éluées sont dispersées dans une large 

gamme de fractions. Afin de déterminer lesquelles contiennent la proKLK6, un Western-Blot 

a été effectué avec un anticorps anti-KLK6. Le résultat obtenu est montré sur la figure n°19.  
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Figure 19 : Détection de la proKLK6 dans les fractions de purification. 

Les numéros de fraction de purification sont indiqués au dessus, (+) étant un échantillon connu pour contenir de 
la KLK6 

 
 

A l’aide du Western-Blot on a pu déterminer que les fractions immunoréactives 

contenant de la proKLK6 étaient les fractions 15 à 28 et 36 à 54. Il existe donc deux lots de 

KLK6 présentant des différences de charges puisque n’éluant pas avec la même concentration 

de NaCl. Les fractions de chaque lot ont été regroupées, les fractions 13 à 32 d’un volume 

total de 31 ml ont constitué l’échantillon A, tandis que les fractions 34 à 55 d’un volume total 

de 76ml ont constitué l’échantillon B. Ces deux échantillons ont été concentrés séparément 

afin d’obtenir un volume final de 7 ml puis la proKLK6 de chaque lot a été activée par 

addition de thermolysine. L’apparition d’une activité enzymatique de KLK6 a été vérifiée sur 

un aliquote à l’aide du substrat peptidique Boc-V-P-R-AMC. Le groupement AMC du 

substrat est un marqueur fluorescent activé après sa libération par une protéolyse de la liaison 

Arg-AMC par la KLK6. 

 

 
Figure 20 : Mesure de l’activité enzymatique de la KLK6. 

La proKLK6 purifiée a été activée à l’aide de thermolysine. Cette activation a été vérifiée avec 1µl de chaque 
échantillon et la mesure de la fluorescence générée par le substrat Boc-V-P-R-AMC lors de son clivage a été 

mesurée. Les résultats sont représentés sous forme d’histogrammes, la mesure de la fluorescence en ordonnée, 
avant et après activation en abscisse. 

 

 

 Comme l’indique la figure n°20, l’incubation des fractions d’élution avec la 

thermolysine a fait apparaître une activité protéolytique liée à l’activation de proKLK6. A un 

volume égal, l’échantillon B s’est avéré nettement plus actif que l’échantillon A. Ces deux 

échantillons ne sont cependant pas purs et contiennent un mélange de proKLK6, de KLK6 
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mature et d’autres protéines. Ce mélange a donc été soumis à une deuxième étape de 

purification. 

 

II.  Purification de la KLK6 active 

1. Purification de l’échantillon A 

Cette seconde étape de purification a utilisé le même protocole de chromatographie 

échangeuse d’ions que l’étape 1. L’efficacité de cette seconde étape réside dans le fait que les 

fragments générés par la thermolysine voient leurs charges modifiées par rapport à la protéine 

intacte ce qui permet d’éliminer les contaminants de KLK6 (Oikonomopoulou et al. 2008). 

Ceci est illustré dans la figure n°21 où l’on observe 3 pics majeurs. Les pics latéraux 

contiennent des protéines contaminantes tandis que le pic central concentre la KLK6. 

 

 
Figure 21 : Profil d’élution des protéines de l’échantillon A. 

Les protéines contenues dans l’échantillon A ont été fixées sur une colonne échangeuse de cation. Les protéines 
ont ensuite été éluées grâce une augmentation croissante de solution B dans le tampon d’élution qui traverse la 

colonne, cette solution contient du chlorure de sodium qui rentre en compétition avec les protéines pour la 
fixation sur la colonne. 

En abscisse, il s’agit du volume de  tampon d’élution  passé sur la colonne. L’ordonnée de gauche indique 
l’absorbance en mAU (Unité de MilliAbsorbance), l’ordonnée de droite indique le pourcentage de tampon B 

(100% de tampon B = 1M de NaCl). La courbe grise  représente les protéines éluées, la courbe noire représente 
le gradient en sels. L’échantillon analysé par la suite est indiqué sur la figure. 
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Les fractions se trouvant dans la zone du pic central ont été analysées au 

spectrofluorimètre en présence du substrat de KLK6 afin de rechercher son activité 

enzymatique. Comme le montre la figure n°22, l’activité de KLK6 se concentre dans les 

fractions 37 à 51. 

 

 
Figure 22 : Mesure de l’activité de KLK6 dans les fractions de purification de l’échantillon A. 

Cette activation a été vérifiée par la mesure de la fluorescence générée par le substrat Boc-V-P-R-AMC lors de 
son clivage par la KLK6. En abscisse, il s’agit des numéros de fractions de purification. En ordonnée, il s’agit 

de la fluorescence mesurée qui est proportionnelle à la quantité de substrat clivée par KLK6. 
 

 

Afin de juger de la pureté des fractions d’intérêt, un aliquote des fractions a été soumis 

à une électrophorèse en condition dénaturante et les protéines ont été colorées au bleu de 

coomassie.  

 

 
Figure 23 : Profil d’électrophorèse des protéines contenues dans les fractions de purification de l’échantillon 

A colorées au bleu de coomassie. 
Les numéros des fractions de purification se situent au-dessus de l’image du gel.MT=marqueur de taille. Les 

protéines sont colorées en bleu foncé. 
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Comme le montre la figure n°23, les fractions d’intérêt contiennent bien de la KLK6 

intacte mais également une autre protéine dont l’identité n’a pas été déterminée. Il est possible 

qu’il s’agisse d’un fragment de KLK6 issu d’un clivage interne de la protéine. Il est en effet 

connu que KLK6 a la capacité de s’autocliver (Bayes et al. 2004; Blaber et al. 2007; Magklara 

et al. 2003). Quoiqu’il en soit, la purification de l’échantillon A conduit à l’obtention d’une 

forme peu active de KLK6 et hétérogène. 

 

2. Purification de l’échantillon B 

La purification de l’échantillon B traité à la thermolysine a été effectuée de la même 

manière que pour l’échantillon A. Un profil d’élution type est représenté sur la figure n°24.  

 

 
Figure 24 : Profil d’élution des protéines de l’échantillon B. 

Les protéines contenues dans l’échantillon B ont été fixées sur une colonne échangeuse de cation. Les protéines 
ont ensuite été éluées grâce une augmentation croissante de solution B dans le tampon d’élution qui traverse la 

colonne, cette solution contient du chlorure de sodium qui rentre en compétition avec les protéines pour la 
fixation sur la colonne. 

En abscisse, il s’agit du volume de  tampon d’élution  passé sur la colonne. L’ordonnée de gauche indique 
l’absorbance en mAU (Unité de MilliAbsorbance), l’ordonnée de droite indique le pourcentage de tampon B 

(100% de tampon B = 1M de NaCl). La courbe grise  représente les protéines éluées, la courbe noire représente 
le gradient en sels. L’échantillon analysé par la suite est indiqué sur la figure. 
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L’activité enzymatique de KLK6 a été recherchée dans les fractions environnant le pic 

central à l’aide du substrat Boc-V-P-R-AMC comme décrit précédemment. Les résultats 

obtenus sont donnés sur la figure n°25. 

  

 
Figure 25 : Mesure de l’activité de KLK6 dans les fractions de purification de l’échantillon B. 

Cette activation a été vérifiée par la mesure de la fluorescence générée par le substrat Boc-V-P-R-AMC lors de 
son clivage par la KLK6. En abscisse, il s’agit des numéros de fractions de purification. En ordonnée, il s’agit 

de la fluorescence mesurée qui est proportionnelle à la quantité de substrat clivée par KLK6. 
 

 

Une activité enzymatique correspondant à KLK6 a été observée dans les fractions  55 

à 63 indiquant la présence d’enzyme active dans ces fractions. La pureté des fractions a 

ensuite été analysée par électrophorèse en conditions dénaturantes et les protéines ont été 

colorées au bleu de coomassie. La figure n°26 illustre les profils obtenus. 

 

 
Figure 26 : Profil d’électrophorèse des protéines contenues dans les fractions de purification de l’échantillon 

A colorées au bleu de coomassie. 
Les numéros des fractions de purification se situent au-dessus de l’image du gel.MT=marqueur de taille. Les 

protéines sont colorées en bleu foncé. 
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Comme le montre la figure, les fractions 55 à 63 ne présentent qu’une seule bande 

correspondant à de la KLK6 active (d’après les résultats d’enzymologie). Ces fractions ont été 

regroupées et concentrées. C’est cet échantillon qui a été utilisé pour nos études 

expérimentales. 

 

III.  Rendement de la méthode 

Afin de connaitre le rendement de purification, la quantité de KLK6 a été  mesurée à 

chaque étape du protocole à l’aide d’un test ELISA spécifique.  Les résultats sont indiqués 

dans le tableau n°15. 

 

 
Tableau 15 : Rendement de la purification de KLK6. 

L’échantillon de départ (les surnageants de culture) avant et après concentration au travers d’un filtre 
« centricon ultra-fitration device », ainsi que les échantillons A et B après leur purification et concentration ont 

été analysés. La quantité de KLK6 totale présente dans les échantillons a été évaluée par un test ELISA et la 
perte de KLK6 par rapport à l’échantillon de départ a été calculée. 

 

 

La concentration initiale a occasionnée une perte importante de KLK6 (près de 44%). A 

la fin de la purification, la quantité de KLK6 totale obtenue a été de 0,287 mg soit un 

rendement total de 11,5 % environ. Compte tenu du nombre d’étapes de purification et de 

concentration, ce rendement  est acceptable. 
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Chapitre II : Etude de l’impact de la kallicréine 6 sur des 

processus cellulaires 

Les études précédentes du laboratoire (Heuzé-Vourc’h et al. 2009) indiquent que la 

kallicréine 6 pourrait être impliquée dans la physiopathologie pulmonaire et notamment dans 

le cancer bronchique non à petites cellules. En effet, la présence de KLK6 a été observée par 

immunohistochimie dans le cytoplasme des cellules d’adénocarcinomes et de carcinomes 

épidermoïdes de patients atteints de CBNPC. L’arbre bronchique sain présentait, quant à lui, 

une immunoréactivité dans les régions apicales des cellules épithéliales, les pneumocytes de 

types I et II étaient négatifs. De plus, une augmentation significative de l’expression de KLK6 

dans les tissus tumoraux par rapport aux tissus sains a été démontrée et une analyse statistique 

a révélée que cette surexpression était indépendante de tous les paramètres 

physiopathologiques étudiés (type histologique, taille, degré de différenciation de la tumeur, 

stades du cancer). Les patients ont été classés en deux cohortes selon le niveau d’expression 

du gène KLK6, les patients exprimant KLK6 à un niveau élevé présentaient un plus faible taux 

de survie que les patients exprimant faiblement ce gène. Afin de comprendre comment KLK6 

pouvait intervenir dans la progression du CBNPC, une lignée cellulaire A549 sur-exprimant 

la proKLK6 avait été créée au laboratoire. Ces cellules montraient une prolifération plus 

importante que les cellules A549 ne l’exprimant pas. Une analyse du cycle cellulaire a révélé 

qu’une surexpression de la kallicréine 6 permettait une progression plus rapide dans le cycle 

cellulaire en accélérant la transition entre la phase G1 et S. Ce phénomène était accompagné 

d’une augmentation de la cycline E et de c-myc et d’une diminution de la protéine p21, des 

protéines régulatrices du cycle cellulaire.  

 

L’objectif du travail présenté dans le chapitre II a été de déterminer de manière plus 

approfondie les effets cellulaires de la kallicréine 6. Nous avons notamment étudié 

l’implication de l’environnement des cellules et de l’activité enzymatique de KLK6 sur des 

processus cellulaires. De plus, nous nous sommes intéressés à l’aspect moléculaire en étudiant 

les voies de signalisation cellulaires pouvant être activées par la kallicréine 6. 
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A. Etude de l’impact de la surexpression de la kallicréine 6 sur 

les comportements cellulaires 

I. Impact de la kallicréine 6 sur la prolifération cellulaire 

1. Effet de la kallicréine 6 sur la prolifération des cellules HEK 

Les données préalablement obtenus dans le laboratoire révélaient qu’une expression 

ectopique de la proKLK6 dans des cellules A549 provoquait une stimulation de la 

prolifération de ces cellules. A l’inverse, il a été rapporté que l’expression stable de proKLK6 

dans des cellules tumorales mammaires avait un effet anti-prolifératif (Pampalakis et al. 

2009). Nous avons donc voulu savoir ce qu’il en était dans un autre contexte cellulaire en 

étudiant les effets de l’expression de proKLK6 sauvage dans les cellules HEK293 à l’aide des 

clones stables décrits ci-dessus.  

Les résultats précédents du laboratoire sur les cellules A549 avaient été obtenus par 

comptage journalier des cellules en cellule de Malassez. Dans cette étude, nous avons utilisé 

un test MTS dont la validité a été vérifiée en évaluant le comportement des cellules A549 

exploitées précédemment.  

 

 
Figure 27 : Effet d’une expression ectopique de KLK6 sur la prolifération cellulaire des cellules A549 (A) et 

HEK (B). 
Les cellules A549 et HEK ont été ensemencées à raison de 2500 et 5000 cellules, respectivement,  par puits en 

P96. 48h après, un test MTS a été effectué. La mesure de l’absorbance est intervenue après 2h d’incubation avec 
le composé. L’absorbance mesurée est proportionnelle à la quantité de cellules viables et les valeurs obtenues 

sont indiquées en pourcentage, les valeurs obtenues pour cellules Flp-In étant le 100%.  Les différences 
observées sont statistiquement significatives (test Mann et Whitney (p<0,05). Les cellules A549 ou HEK Flp-In 

parentales n’expriment pas KLK6 à l’inverse des cellules Flp-In transformées (A549 proKLK6 ou HEK 
proKLK6). 
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 Comme le montre la figure n°27.A, l’analyse de la prolifération cellulaire des cellules 

A549 à l’aide du test MTS donne des résultats similaires à ceux mesurés précédemment par 

comptage. En effet, quelque soit la méthode d’analyse utilisée, l’expression de proKLK6 

stimule la prolifération de cellules A549. Il en va de même pour les cellules HEK293 (figure 

n°27.B) 

 

2. Influence du sérum sur la prolifération induite par KLK6 

Différentes hypothèses pourraient expliquer les disparités entre la réponse décrite par 

Pampalakis et coll pour les cellules mammaires et celles que nous observons ici. On peut 

notamment se demander si l’environnement dans lequel baignent les cellules ne pourrait pas 

moduler l’action de KLK6. En effet, pour agir comme régulateur de la prolifération cellulaire, 

KLK6 pourrait utiliser des substrats présents ou non dans le milieu de culture. Il est également 

possible que l’effet de KLK6 dépende de la présence de quantité plus ou moins importante de 

protéases capables d’activer la proforme sécrétée ou à l’inverse d’inhibiteurs. In vitro, ces 

différents agents sont apportés par le sérum additionné au milieu de culture et par les cellules. 

Nous avons donc testé l’impact de différents sérums sur la réponse des cellules HEK293 et 

A549  à l’expression ectopique de proKLK6 (Figure n°28). 

Comme le montre la figure, il n’y a aucune différence dans la réponse des cellules 

HEK293 selon le sérum utilisé. Dans tous les cas, la sécrétion de proKLK6 entraine une 

stimulation de la prolifération cellulaire. Pour les cellules A549, on peut constater que le 

milieu de culture influence les effets de la proKLK6. En effet, pour les sérums A et B, les 

cellules exprimant proKLK6 montrent une stimulation de la prolifération cellulaire. A 

l’inverse, on observe une inhibition de la prolifération lors d’une culture avec le sérum C. 

L’environnement dans lequel baignent les cellules influence donc la réponse de ces cellules à 

KLK6 soit via des facteurs interagissant directement avec la protéine soit en rendant les 

cellules plus ou moins sensibles à l’action de KLK6.  
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Figure 28 : Prolifération des cellules HEK (gauche) et A549 (droite) sur-exprimant ou non la proKLK6 

sauvage dans différents sérums. 
Les cellules HEK et A549 ont été ensemencées à raison de 5000 cellules et 2500 cellules, respectivement, en 

plaque 6 puits. Les milieux de culture ont été composés soit de sérum A (haut), de sérum B (milieu) ou C (bas). 
Après 48h de culture un test MTS a été effectué. L’absorbance mesurée est proportionnelle à la quantité de 

cellules viables et les valeurs obtenues sont indiquées en pourcentage avec pour 100% les valeurs enregistrées 
pour les cellules Flp-In (* : Statistiquement significatif, test Mann et Whitney (p<0,05)) 

 

 

3. L’implication de l’activité enzymatique de KLK6 dans l’induction de la 

prolifération cellulaire 

Les expérimentations décrites ci-dessus ne nous permettent pas de définir si l’effet de 

KLK6 est dû ou non à son activité enzymatique. Dans nos systèmes cellulaires, KLK6 est 

exprimée en tant que prépro-enzyme. Comme c’est généralement le cas, le clivage du peptide 

signal intervient au cours du processus de sécrétion et c’est la proforme de KLKL6 qui est 

sécrétée dans le milieu extracellulaire (Heuze-Vourc'h et al. 2006). Les effets de KLK6 

pourraient donc être dus soit à la proforme sécrétée, soit à de l’enzyme maturée dans le milieu 

extracellulaire. Pour savoir si l’induction de la prolifération cellulaire nécessite ou non 
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l’activité enzymatique de KLK6, nous avons étudié l’impact du mutant Ser–Ala décrit 

précédemment sur la prolifération des cellules HEK-293. 

 

 
Figure 29 : Effets comparés de la KLK6 sauvage ou mutée sur la prolifération cellulaire. 

Les cellules ont été ensemencées à raison de 5000 cellules par puits en P96. 48h après un test MTS a été 
effectué, la mesure de l’absorbance s’est effectuée après 2h d’incubation avec le composé. L’absorbance 

mesurée est proportionnelle à la quantité de cellules viables et les résultats sont indiqués en pourcentage, les 
cellules Flp-In étant le 100%. Les différences sont statistiquement significatives (test Kruskal et Wallis (p<0,05). 
 

 

Comme le montre la figure n°29, l’expression du mutant où la sérine du site catalytique a 

été remplacée par une Alanine n’a aucun effet sur la prolifération des cellules contrairement à 

la forme sauvage de KLK6. L’inactivation de KLK6 supprime donc son effet pro-prolifératif. 

 

II.  Effet de KLK6 sur la survie cellulaire 

KLK6 pourrait également agir sur la progression tumorale en régulant l’apoptose, 

également appelée mort cellulaire programmée. Afin d’examiner ce point, les clones sur-

exprimant ou non KLK6 ont été soumis à un inducteur de l’apoptose : la staurosporine. Cette 

molécule agit de manière non sélective sur la majorité des Serine-Thréonine kinases, 

engendrant la mort cellulaire. Nous avons donc déterminé si une expression ectopique de 

KLK6 pouvait moduler la mort cellulaire induite par la staurosporine. Seules les cellules 

A549 ont pu être analysées puisque les expériences permettant d’analyser l’apoptose 

nécessitaient une culture sans SVF et beaucoup d’étapes de lavage, des conditions auxquelles 

les cellules HEK sont très sensibles. Deux approches ont été utilisées pour mesurer l’effet de 

KLK6. Dans la première approche, nous avons utilisé le test apostain qui permet de 
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déterminer la proportion de cellules apoptotiques par cytométrie en flux. Avec ce test, les 

cellules apoptotiques sont identifiées à l’aide d’un anticorps couplé à un fluorochrome qui 

détecte l’ADN simple brin. En effet, les cellules apoptotiques sont plus sensibles à la 

dénaturation de l’ADN par la chaleur. Afin de mesurer la totalité des cellules, il est effectué 

un autre marquage avec du 7-AAD qui est un marqueur des acides nucléiques. Le deuxième 

test utilisé permet la détection des nucléosomes libérés dans le cytoplasme lors de l’apoptose. 

Pour cela, une lyse des cellules est effectuée et les nucléosomes cytoplasmiques sont capturés 

grâce à un anticorps anti-histones fixés au fond d’une plaque ELISA. La détection des 

nucléosomes s’effectue à l’aide d’un second anticorps reconnaissant l’ADN. Cet anticorps 

secondaire est couplé à la peroxydase qui en présence du substrat ABTS permet la formation 

d’un produit coloré pouvant être quantifié par la mesure de l’absorbance. 

 

Dans un premier temps, nous avons utilisé le test apostain pour déterminer la sensibilité 

des cellules A549 Flp-In et A549 KLK6 à différentes concentrations de staurosporine. La 

figure n°30 montre des profils types de dispersion des cellules 
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Figure 30 : Dose-Réponse des cellules A549 Flp-In et pro KLK6 à la staurosporine. 

Les cellules A549 Flp-In et proKLK6 ont été cultivées en présence de 0 ; 0,2 ou 0,3 µM de staurosporine. Un 
marquage fluorescent indirect de l’ADN simple brin a été effectué. L’intensité de la fluorescence a été évaluée 
par cytométrie en flux. Les résultats présentés sont les diagrammes de dispersion des cellules mesurés par le 
cytomètre avec en abscisse la fluorescence mesurée et en ordonnée la proportion de cellules analysées (R) . 

 

 

En l’absence de staurosporine très peu de cellules émettent une fluorescence due à 

l’anticorps détectant l’ADN simple brin (R = 3%), ce qui indique que les cellules sont viables. 

A 0,2µM de staurosporine, on peut observer un deuxième pic correspondant à une émission 

de fluorescence par un groupe de cellules qui sont les cellules apoptotiques (R = 25-37 %). A 

0,3 µM, le premier pic correspondant aux cellules viables est presque inexistant chez les 

cellules A549 Flp-In sans que pour autant il y ait une augmentation de la proportion 

mesurable de cellules apoptotiques. Ceci est dû au fait que les cellules étaient à un stade trop 

avancé de l’apoptose pour être détectées par le test apostain.  Par la suite, nous avons donc 

utilisé une concentration de 0,2µM de staurosporine pour l’induction de l’apoptose qui a été 

mesurée avec les deux tests. 

Les résultats obtenus avec le test apostain et le test ELISA sont  présentés dans la figure 

n°31.  
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Figure 31 : Effet d’une surexpression de KLK6 sur l’apoptose induite par la staurosporine. 

Les cellules A549 Flp-In et proKLK6 en présence de staurosporine pendant 24h, puis les cellules apoptotiques 
ont été détectées par A : la détection de l’ADN simple brin par cytométrie en flux (test apostain) ; B : la 

détection des nucléosomes présents dans le cytoplasme par test ELISA. Les différents résultats sont indiqués en 
pourcentage par rapport aux cellules Flp-In sous forme d’histogrammes Les différences observées sont 

significatives (test de Mann et Whitney, p<0,05). 
 

 

Les deux approches montrent que l’expression ectopique de KLK6 diminue la mort 

cellulaire induite par la staurosporine. KLK6 aurait donc une action anti-apoptotique sur des 

cellules pulmonaires. 

 

B. KLK6 et signalisation cellulaire 

 

Nous avons vu précédemment que KLK6 intervenait au niveau cellulaire en régulant la 

prolifération et l’apoptose. Ce changement de l’activité cellulaire induit par KLK6 implique 

que ces cellules reçoivent un ou des stimuli et transduisent leur reconnaissance pour induire la 

prolifération et la résistance à l’apoptose. Dans cette partie de l’étude, nous avons cherché à 

comprendre quels étaient les processus moléculaires impliqués.  
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 Il est à noter que les études de cette partie n’ont été effectuées que sur les cellules 

A549. En effet, les cellules HEK sont issues de cellules embryonnaires de rein humain tandis 

que la lignée A549 est issue d’un carcinome bronchiolo-alvéolaire. Ces cellules permettent 

donc de mieux évaluer l’influence de la KLK6 dans la progression tumorale du cancer du 

poumon, elles sont également plus facilement manipulables. 

 

I. Etude de la voie E-cadhérine/ β-caténine 

Klucky et ses collaborateurs ont montré que la présence de KLK6 dans le milieu de 

culture de kératinocytes de souris stimule la prolifération, la migration et l’invasion de ces 

cellules (Klucky et al. 2007). Ces réponses semblent liées à un clivage de l’E-cadhérine 

membranaire et à une délocalisation de la β-caténine dans le noyau. L’E-cadhérine est un des 

membres les plus étudié de la famille des cadhérines. Il s’agit d’une famille responsable de 

l’adhérence calcium-dépendante des cellules. Le domaine carboxyl cytoplasmique de ces 

molécules est associé à un groupe de protéines du cytosol appelé caténine. L’E-cadhérine se 

fixe directement à la β-caténine et à l’α-caténine qui la relient à l’actine du cytosquelette. La 

β-caténine joue d’autres rôles que celui évoqué ci-dessus. En effet, lorsque la β-caténine est 

activée, elle a la capacité de se délocaliser vers le noyau où elle agit comme facteur de 

transcription en se fixant sur le promoteur TCF/LEF. Ce promoteur régule de nombreux gènes 

dont les gènes de c-myc  (He et al. 1998) et de la cycline D1 (Shtutman et al. 1999; Tetsu and 

McCormick 1999). Or il se trouve que les travaux précédents du laboratoire ont révélé qu’une 

expression ectopique de proKLK6 dans les cellules A549 est associée à une augmentation de 

c-myc (Heuzé-Vourc’h et al. 2009). Nous avons donc voulu savoir si les effets de KLK6 sur 

ces cellules étaient ou non liés à un clivage de l’E-cadhérine et à une translocation nucléaire 

de la β-caténine. 

 

1. Effet de KLK6 sur l’expression génique de l’E-cadhérine et de la β-caténine  

L’expression des ARNm a été analysée par qRT-PCR. Les changements relatifs de 

l’expression ont été calculés à partir de la méthode comparative des Ct (2-∆∆Ct). Cette méthode 

permet de comparer les signaux de PCR du transcrit recherché entre les cellules non traitées 

(A549 Flp-In) et traitées (A549 proKLK6). 
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La fiabilité des résultats de PCR quantitative en temps réel repose notamment sur 2 

paramètres importants : l’efficacité d’amplification et sa spécificité. La courbe d’efficacité 

permet de savoir si à chaque cycle de PCR il y a bien doublement du nombre d’amplicon 

(efficacité de 100%). En effet, différents éléments peuvent altérer l’efficacité d’une PCR : 

présence d’inhibiteurs, amorçage inefficace, épuisement de réactifs… Pour déterminer 

l’efficacité de la qPCR, tous les échantillons ont été mélangés et une dilution en série a été 

effectuée. Le Ct de chaque dilution a été mesuré, l’efficacité de la PCR a ensuite été 

déterminée par le logiciel du LightCycler 480.  Brièvement, une droite reliant le Ct déterminé 

pour chaque dilution en fonction du logarithme de la quantité de matrice (en considérant que 

l’échantillon non dilué est égale à 1) a été tracée. L’efficacité a été calculée à partir de la pente 

de la droite selon la formule : E=10(-1/pente). On considère que l’efficacité est bonne si celle-ci 

se trouve dans l’intervalle 90-110%. Les figures n° 32.A illustrent les résultats obtenus pour le 

dosage de l’E-cadhérine et de la β-caténine. Dans les deux cas, on peut constater que les 

valeurs d’efficacité sont satisfaisantes car elles sont de 90% et 97% respectivement. Un 

dosage correct doit également aboutir à l’obtention d’une seule population de produits de 

PCR. Ceci est vérifié par la détermination d’une courbe de fusion des amplicons en fin de 

PCR. La présence d’un seul pic témoigne alors de l’existence d’une seule population de 

produits de PCR. Les figures n°32.B montrent les courbes de fusion obtenues pour les 

dosages de la β-caténine  et de l’E-cadhérine dans les différents échantillons testés et révèlent 

une bonne spécificité des dosages. 
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Figure 32 : Validation des méthodes :  courbe d’efficacité (gauche) et courbe de fusion (droite) des gènes de 

l’E-cadhérine (haut) et de la β-caténine( bas). 
Les ARNm ont été obtenus après une étape de purification  à partir de cellules cultivées avec du milieu complet. 
Les ADNc obtenus par retrotranscription ont été analysés par qPCR. Légende : (A) mesure de l’efficacité de la 

PCR ; (B) courbe de fusion de la qPCR. 
 

 

La figure n°33 montre l’expression relative de la β-caténine et de l’E-cadhérine des 

cellules A549 exprimant  proKLK6 par rapport aux cellules Flp-In. 

 

 
Figure 33 : Expression des transcrits de l’E-cadhérine (gauche) et de la β-caténine (droite) par PCR en temps 

réel. 
Les ARNm ont été extraits et purifiés  à partir de cellules cultivées dans  du milieu complet. Les ADNc obtenus 

par retrotranscription ont été analysés par qPCR. 
 

 

On peut constater que les cellules exprimant proKLK6 ont un taux deux fois plus élevé 

de transcrits de l’E-cadhérine que les cellules ne l’exprimant pas. Par contre, il n’y a qu’une 
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très faible variation de l’expression de la β-caténine qui peut difficilement être prise en 

compte connaissant les limites de la technique de PCR. 

 

2. Effet de KLK6 sur l’expression protéique de l’E-cadhérine 

Comme évoqué précédemment, KLK6 agirait sur les cellules fibroblastiques de souris en 

provoquant directement ou indirectement le clivage de l’E-cadhérine membranaire et la 

translocation nucléaire de la β-caténine. Afin d’évaluer s’il en va de même pour les cellules 

pulmonaires, nous avons analysé par cytométrie en flux le niveau d’E-cadhérine membranaire 

et nous avons également recherché, dans les milieux de culture par western blot, le fragment 

soluble de l’E-cadhérine généré par protéolyse. Comme le montre la figure n°34, l’expression 

de proKLK6 ne diminue pas la quantité d’E-cadhérine présente à la surface des cellules A549. 

Au contraire, une légère augmentation est observée sans toutefois s’avérer statistiquement 

significative. Cette tendance à l’augmentation est à mettre en parallèle avec nos résultats de 

qPCR montrant que l’expression de KLK6 s’accompagne d’une élévation du nombre de 

transcrits de l’E-cadhérine. 

 

 
Figure 34 : Détection de l’E-Cadhérine membranaire et soluble.  

(A) Les cellules ont été cultivées en milieu complet puis la présence de E-Cadhérine à la surface des cellules a 
été testée par un marquage indirect du domaine extracellulaire de l’E-cadhérine par des anticorps. Sa présence 

a ensuite été détectée par cytométrie en flux. Les fluorescences mesurées ont été utilisées pour quantifier les 
signaux et les résultats ont été normalisés avec pour 100% la moyenne des résultats obtenus pour les cellules 

A549 Flp-In. Les histogrammes représentent la médiane des résultats normalisés. Le contrôle IgG a directement 
été soustrait des résultats obtenus (test Mann et Whitney, p<0,05). (B) Les cellules ont été cultivées dans du 

milieu sans sérum. La présence d’E-cadhérine dans les surnageants a été détectée par western-blot en utilisant 
un anticorps reconnaissant le fragment soluble de l’E-cadhérine avec 30 µg de protéines totales par puits. 
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L’analyse par western blot des surnageants de culture n’a pas permis de mettre en 

évidence une augmentation de la quantité du fragment soluble de l’E-cadhérine. Les données 

recueillies n’appuient donc pas l’hypothèse d’une action de KLK6 entrainant le clivage de 

l’E-cadhérine. 

 

3. Effet de la kallicréine 6 sur la  β-caténine 

a) Localisation cellulaire de la β-caténine  

Malgré l’absence apparente d’action protéolytique directe ou indirecte de KLK6 sur l’E-

cadhérine, nous avons voulu savoir s’il existait des altérations au niveau de la β-caténine. 

Pour cela, la localisation de la β-caténine dans les cellules A549 Flp-In et proKLK6 à 

confluence a été examinée par immunofluorescence (figure n°35). 

 
Figure 35 : Immunodétection de la β-caténine. 

Analyse par immunofluorescence indirecte des cellules A549 Flp-In (gauche) et proKLK6 (droite) en utilisant un 
anticorps dirigé contre la β-caténine (vert). Les noyaux ont été marqués avec du 7AAD (rouge). 

 

 

L’anticorps dirigé contre la β-caténine permet de mettre en évidence une localisation 

essentiellement membranaire de cette molécule dans les cellules A549 Flp-In. Au contraire, 

les cellules A549 proKLK6 montrent une diminution de ce marquage membranaire 

parallèlement à une augmentation du marquage nucléaire. Il semble donc que l’expression de 
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KLK6 entraine une dissociation de la β-caténine d’avec la membrane et son transfert au 

niveau nucléaire.  

b) Mesure de l’activité transcriptionnelle de la β-caténine 

� Présentation de la méthode 

Afin de savoir si la β-caténine transférée au niveau nucléaire était transcriptionnellement 

active, nous avons utilisé un système de « gène rapporteur ». Cette étude a été réalisée en 

collaboration avec l’Unité INSERM UMR991 de Rennes. Ce système est basé sur 

l’expression de la luciférase qui catalyse l’oxydation de la luciférine pour générer de la 

luminescence. Dans ce système le gène codant la luciférase a été placé sous la gouvernance 

du promoteur TCF/LEF activable par la β-caténine. La figure n°36 présente le vecteur utilisé 

ici. 

 

 

 

Figure 36 : Plasmide codant la luciferase firefly sous la dépendance du promoteur TCF/LEF activable par la 
β-caténine (Addgene). 

 

Les cellules ont été transfectées avec ce vecteur codant la luciferase firefly afin de mesurer 

l’activité transcriptionnelle du promoteur TCF/LEF et indirectement l’activité de la β-

caténine. Afin d’éviter les différences de luminescence qui pourraient être dues à une 

différence dans le nombre de cellules transformées, les cellules ont également été transfectées 

avec un plasmide codant la luciferase Renilla sous la dépendance d’un promoteur permettant 

l’expression constitutive de ce gène. La réponse du promoteur TCF/LEF a été normalisée 

avec le niveau d’expression constitutif. 
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� Résultats obtenus 

Dans un premier temps, le système a été évalué en testant la réponse des cellules à un 

inducteur de translocation de la β-caténine, la protéine Wnt3a. Comme le montre la figure 36, 

l’incubation avec Wnt3a des cellules A549 exprimant proKLK6 stimule fortement 

l’expression du gène rapporteur. Les réponses observées sont bien dû à l’induction du 

promoteur TCF-LEF  puisque Wnt3a ne stimule pas l’expression de la luciférase firefly 

lorsque les cellules sont transfectées avec un promoteur TCF-LEF inactif (figure n°37). 

L’approche utilisée permet donc bien de mesurer l’activité transcriptionnelle de la β-caténine 

dans notre système cellulaire. 

 

 
Figure 37 : Mesure de l’activité transcriptionnelle de la β-caténine dans les cellules A549 sur-exprimant 

proKLK6 en réponse à un inducteur de sa translocation nucléaire : Wnt 3a. 
Les cellules A549 proKLK6 ont été cotransfectées avec un  plasmide rapporteur codant la luciférase firefly sous 
la dépendance du promoteur TCF/LEF sauvage ou inactif et avec un plasmide codant la luciférase renilla. Les 

cellules ont ensuite été cultivées pendant 24h dans du milieu contenant ou non du Wnt 3 et l’activité des 
luciférases firefly et renilla ont été mesurées. Les valeurs de luminescence de la luciférase firefly ont été 

normalisées avec la luminescence mesurée pour la luciférase renilla. Les résultats ont été exprimés par rapport 
aux valeurs basales trouvées  pour  les cellules transfectées avec le  promoteur TCF/LEF sauvage (* = 

statistiquement significatif, test Kruskal et Wallis, p<0,05) 
 

  

Suite à cette validation, nous avons comparé l’activité transcriptionnelle de la β-

caténine dans les cellules exprimant et n’exprimant pas KLK6. Comme le montre la figure 

n°38, en absence d’inducteur exogène, l’activité transcriptionnelle du promoteur TCF/LEF est 

près de 3 fois plus élevée dans les cellules A549 exprimant KLK6 que dans les cellules 

parentales A549 Flp-In. Cette observation indique que la β-caténine transloquée au niveau 
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nucléaire est bien active et confirme les observations d’immunodection révélant une élévation 

de la β-caténine nucléaire suite à l’expression de KLK6. 

 

 
Figure 38 : Comparaison de l’activité transcriptionnelle de la β-caténine entre les cellules n’exprimant pas et 

exprimant KLK6. 
Les cellules A549 Flp-In ou proKLK6 ont été cotransfectées avec le plasmide rapporteur codant la luciférase 
firefly sous la dépendance du promoteur TCF/LEF sauvage ou inactif et avec un plasmide codant la luciférase 
renilla. L’activité luciférase firefly  a été mesurée 24h après la transfection, et l’activité de la luciférase Renilla 
a été utilisée comme contrôle interne pour l’efficacité de la transfection. Les valeurs de luminescence du gène de 

la luciférase firefly ont été normalisées avec la luminescence mesurée pour la luciférase renilla. Les valeurs 
obtenues ont été rapportées à celle des cellules Flp-In transfectées avec le promoteur TCF/LEF sauvage (* = 

statistiquement significatif, test Kruskal et Wallis, p<0,05) 
 

 

II.  Etude de la voie du récepteur de l’EGF  

Les résultats précédents indiquent que la kallicréine 6 pourrait promouvoir la translocation 

de la β-caténine membranaire vers le noyau. Cependant cet effet ne semble pas dû à un 

clivage de l’E-Cadhérine. Lee et collaborateurs ont montré que l’activation de la  β-caténine 

pouvait également résulter d’une stimulation de l’EGFR (Epidermal Gowth Factor Receptor) 

(Lee et al. 2010). La possibilité que KLK6 intervienne dans l’activation de ce récepteur a 

donc été testée avec nos modèles cellulaires. 

 

1. Effet de KLK6 sur l’expression du gène de l’EGFR 

Dans un premier temps, nous avons voulu savoir si l’expression de KLK6 modifiait 

l’expression de l’EGFR. Pour se faire, nous avons utilisé l’approche de qRT-PCR et la 
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méthode comparative des Ct (2-∆∆Ct) décrite précédemment. Les résultats obtenus sont 

indiqués sur la figure n°38.  

 

 
Figure 39 : PCR en temps réel de l’EGFR dans les cellules A549 Flp-In et proKLK6. 

Les ARNm ont été extraits à partir de cellules cultivées dans du milieu complet. Les ADNc obtenus par 
retrotranscription ont été analysés par qPCR. Légende : (A) mesure de l’efficacité de la PCR ; (B) courbe de 

fusion de la qPCR ; (C) niveau d’expression des gènes. 
 
 

Sur la figure n°39.A, on peut observer que l’efficacité de la qPCR est de 103%, ce qui 

satisfaisant. La courbe de fusion observée sur la figure n°39.B prouve que la méthode était 

spécifique puisqu’un seul pic de fusion a été observé.  

La quantification des ARNm de l’EGFR dans les deux lignées (figure n°39.C) ne 

montre aucune différence entre les cellules parentales A549 Flp-In et les cellules exprimant 

proKLK6. L’expression de KLK6 ne modifie donc pas l’expression génique de l’EGFR. 

 

2. KLK6 agit sur la voie de l’EGFR via l’intervention d’un ligand 

a) Etude de la sensibilité des cellules au cetuximab 

Le cetuximab est un anticorps monoclonal chimérique dirigé contre le site de liaison des 

ligands à l’EGFR. La fixation du cetuximab sur le récepteur empêche la fixation des ligands 

et l’activation de la voie de l’EGFR. Cet anticorps inhibiteur a donc été choisi pour 

déterminer si KLK6 intervient via des ligands sur la voie de l’EGFR. 
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Dans un premier temps, nous avons analysé la sensibilité des cellules A549 exprimant 

proKLK6 au cetuximab. Les cellules ont été cultivées avec différentes concentrations de 

cetuximab pendant 24h. Les cellules témoins ont été incubées avec du PBS en remplacement 

du cetuximab afin d’éliminer un éventuel effet de l’éluant du cetuximab. L’analyse a été 

effectuée avec un test MTS. 

 

 
Figure 40 : Effet du cetuximab sur les cellules A549 exprimant la proKLK6. 

Les cellules ont été ensemencées à raison de 2500 cellules par puits dans du milieu dépourvu de SVF 
comprenant différentes concentrations de cetuximab, les cellules non traitées ont été incubées avec du PBS. 30 

minutes après, du milieu à 20% de SVF a été rajouté afin d’avoir une concentration finale de 10% dans les 
puits. Les cellules ont ensuite été laissées à proliférer pendant 24h puis un test MTS a été effectué. L’absorbance 

mesurée correspond à la proportion de cellules viables,  les résultats obtenus sont indiqués sous forme de 
pourcentage avec pour 100% les cellules non traitées. (* : Statistiquement significatif, test Kruskal et Wallis, 

p<0,05). 
 

 

Comme le montre la figure n°40, un effet inhibiteur du cetuximab sur les cellules est 

observable dès la concentration de 10µg/ml. Cependant l’effet est plus prononcé à 50µg/ml et 

le résultat obtenu à cette concentration est identique à la concentration de 100µg/ml. Ces deux 

concentrations montrent une différence statistiquement significative par rapport aux cellules 

non traitées. Nous avons donc choisi la concentration de cetuximab de 50µg/ml pour la suite 

de l’étude.  

Dans un deuxième temps, nous avons évalué la sensibilité des cellules A549 au 

cetuximab. Comme le montre la figure suivante, les cellules Flp-In sont insensibles au 

cetuximab à la concentration administrée alors que les cellules exprimant KLK6 le sont. 
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Figure 41 : Efficacité du cetuximab sur les cellules A549 exprimant ou non la proKLK6. 

Les cellules ont été ensemencées à raison de 2500 cellules/puits de plaque 96 puits dans du milieu dépourvu de 
SVF comprenant du PBS ou du cetuximab à 50µg/ml. 30 minutes après, du milieu à 20% de SVF a été rajouté 
afin d’avoir une concentration finale de 10% dans les puits. Après 24h de culture un test MTS a été effectué. 
L’absorbance mesurée correspond à la proportion de cellules viables, les résultats sont indiqués sous forme 

d’histogrammes, pour chaque condition les cellules non traitées représentent 100% (* : Test Mann et Whitney, 
p<0,05). 

 

 

b) Effet du cetuximab sur la prolifération induite par la kallicréine 6 

Afin de savoir si l’effet spécifique du cetuximab sur les cellules A549 exprimant 

proKLK6 était lié à la prolifération de ces cellules et non à un effet cytotoxique, nous avons 

comparé la croissance de ces cellules en présence et absence de cetuximab. Comme le montre 

la figure n°42, le cetuximab ne fait que bloquer la prolifération induite par proKLK6 qui est 

observable en absence de cet anticorps (PBS). Il semble donc que la stimulation de la 

prolifération cellulaire induite par proKLK6 soit liée à la mobilisation d’un ligand de l’EGFR. 
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Figure 42 : Effet du cetuximab sur la prolifération induite par KLK6. 

Les cellules ont été ensemencées à raison de 2500 cellules/puits de plaque 96 puits dans du milieu dépourvu de 
SVF comprenant du PBS ou du cetuximab à 50µg/ml. 30 minutes après, du milieu à 20% de SVF a été rajouté 
afin d’avoir une concentration finale de 10% dans les puits. Après 24h de culture un test MTS a été effectué. 
L’absorbance mesurée correspond à la proportion de cellules viables, les résultats sont indiqués sous forme 

d’histogramme avec pour 100%  les cellules Flp-In (* : Test Mann et Whitney, p<0,05). 
 

 

c) Effet de l’ajout de  KLK6 active sur la phosphorylation ligand-dépendante de l’EGFR  

Afin de vérifier que l’effet de KLK6 sur l’EGFR est bien consécutif à une action 

extracellulaire de la protéase, nous avons traité des cellules A549 parentales avec de la KLK6 

active en présence ou en absence de cetuximab. Classiquement, la fixation d’un ligand sur 

l’EGFR entraine sa dimérisation qui induit une phosphorylation croisée de tyrosines 

spécifiques. Ceci stabilise l’activité kinase du récepteur et les tyrosines phosphorylées 

deviennent des points d’ancrage pour les acteurs de signalisation placés en aval du récepteur. 

Nous avons donc examiné l’état de phosphorylation de l’EGFR après ajout de KLK6 active. 

Ceci a été effectué à l’aide d’un test ELISA détectant toutes les tyrosines phosphorylées. Un 

autre dosage ELISA nous a permis de déterminer la quantité totale d’EGFR. Le ratio entre les 

deux formes a ensuite été calculé (figure n°43).  
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Figure 43 : Effet du rajout de KLK6 active sur l’activation de l’EGFR des cellules A549 parentales en 

présence ou non de cetuximab. 
Les cellules A549 parentales ont été ensemencées à raison de 0,5.106 cellules par puits  en plaque 6 puits dans 
du milieu complet. Le lendemain, les cellules ont été placées dans du milieu sans sérum avec ou sans cetuximab 

à 50µg/ml (contrôle négatif : PBS) pendant 2h puis la KLK6 active a été rajoutée à une concentration de 
10µg/ml (contrôle : tampon d’élution de la KLK6) pendant 20 minutes. Les cellules ont ensuite été lysées et la 

proportion d’EGFR phosphorylé par rapport à la présence d’EGFR total a été analysée par un test ELISA avec 
30µg de protéines totales des lysats. 

 

 

L’ajout de KLK6 active entraine une phosphorylation accrue du récepteur (figure n° 43). 

Par contre lorsque les cellules ont été incubées avec du cetuximab, la proportion d’EGFR 

phosphorylé en présence de KLK6 active est identique à celle observée avec des cellules non 

traitées par KLK6. Cette expérience démontre que l’effet observé avec la lignée cellulaire 

proKLK6 résulte bien d’une action extracellulaire de la protéase mobilisant un ligand de 

l’EGFR. 

 

d) KLK6 active la voie Erk via le récepteur de l’EGF. 

L’activation de l’EGFR conduit à l’activation d’une multitude de protéines telles que Erk 

(Extracellular-Related kinase), les MAP kinases, la PI-3 kinase (Phosphatidyl-Inositol-3’) et 

STAT3. Dans le cadre de notre étude, nous nous sommes intéressés à la protéine Erk dont 

l’activation se produit par phosphorylation. La protéine Erk est faiblement phosphorylée dans 

les cellules A549 parentales et cette phosphorylation est indépendante de l’EGFR puisqu’elle 

n’est pas modifiée en présence de cetuximab, comme cela peut être observé sur la figure n°44. 

Par contre, un traitement des cellules pendant 20 minutes avec de la KLK6 active stimule la 

phosphorylation de Erk. Une incubation préalable des cellules avec du cetuximab inhibe cette 

phosphorylation induite par KLK6.  
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Figure 44 : Effet du rajout de KLK6 active sur la phosphorylation d’Erk. 

Les cellules A549 parentales ont été ensemencées à raison de 0,5.106cellules par puits  en plaque 6 puits dans du 
milieu complet. Le lendemain, les cellules ont été placées dans du milieu sans sérum avec ou sans cetuximab à 
50µg/ml (contrôle négatif : PBS) pendant 2h puis la KLK6 active (K6) a été rajoutée à une concentration de 

10µg/ml (contrôle négatif (C) = tampon d’élution de la KLK6) pendant 20 minutes. Les cellules ont ensuite été 
lysées et la phosphorylation d’Erk a été analysée par western-Blot avec 10µg de protéines totales des lysats. 

 
   

Ainsi, les travaux réalisés dans cette partie de l’étude ont permis de relier KLK6 à la voie 

de l’EGFR. La protéase présente dans le milieu extracellulaire mobiliserait un ligand du 

récepteur de l’EGF provoquant son activation et en cascade, celle de voies de signalisation 

situées en aval. Cette cascade  d’évènements serait notamment responsable de l’induction de 

la prolifération cellulaire observée au niveau des cellules pulmonaires exprimant proKLK6. 

 

III.  Etude de la voie PAR-2 

Une des questions soulevées par les observations décrites précédemment est de savoir 

qu’elle est la cible originelle de la protéase KLK6. La mobilisation d’un ligand de l’EGFR par 

KLK6 pourrait en effet résulter soit d’une action directe sur un ligand immobilisé soit d’une 

action indirecte sur une autre cible cellulaire.  

L’hypothèse que nous avons évaluée ici est celle d’une action indirecte de KLK6 sur le 

récepteur membranaire PAR-2. Les PAR (Proteinase activated Receptor) sont des récepteurs 

couplés aux protéines G activés par un clivage partiel de leur domaine extracellulaire par des 

protéases à sérine ou des métalloprotéases matricielles. Or, il a été démontré que KLK6 est 

capable d’activer PAR2 (Oikonomopoulou et al. 2006a). De plus, Darmoul et collaborateurs 

ont démontré qu’une activation de PAR2 par un agoniste induisait une phosphorylation de 

l’EGFR dans des cellules tumorales de colon. Ces auteurs ont également révélé que 

l’utilisation d’anticorps bloquant la fixation de ligands sur l’EGFR inhibait la prolifération 

cellulaire et la phosphorylation de ERK induites par le peptide agoniste de PAR2 (Darmoul et 

al. 2004a). Pris ensemble, ces données pourraient expliquer nos observations dans les cellules 

pulmonaires. Dans un premier temps, nous avons voulu vérifier si l’activation de PAR-2 
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conduisait à une stimulation de la voie de l’EGFR dans les cellules tumorales pulmonaires 

A549. 

1. Activation de la voie de l’EGFR via PAR-2 

Le traitement de cellules A549 avec un peptide agoniste de PAR-2 stimule la 

prolifération de celles-ci comme le montre la figure n°45.A. Cet effet s’accompagne d’une 

augmentation de la phosphorylation de l’EGFR (figure n°45.B) et d’une activation de ERK 

(figure n°45.C). L’incubation préalable des cellules avec du cetuximab inhibe à la fois la 

phosphorylation de l’EGFR et de ERK (figure n°45.B et D) induite par le peptide activateur 

de PAR-2.  

 

 
Figure 45 : Effet d’un agoniste de PAR2 sur les cellules A549 : la prolifération cellulaire (A), l’activation de 

l’EGFR (B), l’activation de ERK sans cétuximab (C) et avec cetuximab (D). 
(A) Les celllules ont été ensemencées à raison de 3000 cellules par puits en P96 en milieu complet. Le lendemain 
les cellules ont été rincées et placées dans du milieu RPMI supplémenté de 0,1% BSA avec ou sans agoniste de 

PAR2 à 100µM. 48h après, un test MTS a été effectué, l’absorbance mesurée est proportionnelle à la quantité de 
cellules viables, les données obtenues sont représentées sous forme d’histogrammes avec pour 100% les cellules 

non traitées. (B,C,D) Les cellules ont été ensemencées à raison de 0,5.106 cellules par puits en plaque 6 puits 
dans du milieu complet. Le lendemain les cellules ont été sevrées pendant 2h avec ou sans cetuximab puis  

l’agoniste de PAR2 à 40µM a été rajouté et les cellules ont été lysées après 5, 10, 20 et 30 minutes d’incubation. 
La proportion d’EGFR phosphorylé par rapport à la présence d’EGFR total a été analysée par un test ELISA 

sur les lysats obtenus après 20 minutes d’incubation avec 30 µg de protéines totales (B). La phosphorylation de 
ERK a été analysée par western-blot avec 10µg de protéines totales des lysats ((C) sans cetuximab, (D) avec 

cetuximab). 
 

 

Comme dans le cas rapporté pour les cellules tumorales de colon, l’activation de PAR-2 

conduit donc à une stimulation de la voie de l’EGFR et de ERK par mobilisation d’un ligand 

de l’EGFR dans les cellules pulmonaires A549.  
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2. Inhibition de PAR-2 par des siRNA 

L’observation décrite dans le paragraphe précédent crédibilisait l’hypothèse formulée plus 

haut selon laquelle les effets de KLK6 sur les cellules pulmonaires pourraient résulter d’une 

activation de PAR-2 par KLK6. Dans cette partie, nous avons donc testé si le blocage de 

l’expression de PAR-2 par des siRNA (small interfering RNA) pouvait supprimer certains 

effets de KLK6.  

a) Validation des siRNA dirigés contre PAR2 

L’administration des siRNA aux cellules a été effectuée par une méthode de transfection 

(voir matériel et méthode). Afin de vérifier l’inhibition de l’expression de ce récepteur dans 

les cellules transformées, nous avons réalisé une qRT-PCR avec la méthode comparative des 

Ct (2-∆∆Ct) décrite précédemment. 

 

 
Figure 46 : PCR en temps réel de PAR2 dans les cellules A549 parentales transfectées avec des siRNA PAR2 

ou contrôle. 
Les ARNm ont été extraits à partir de cellules cultivées avec du milieu complet en plaque 6 puits. Les ADNc 

obtenus par retrotranscription ont été analysés par qPCR. Légende : (A) mesure de l’efficacité de la PCR ; (B) 
courbe de fusion de la qPCR ; (C) niveau d’expression des gènes. 

 

 

  Sur la figure n°46.A, on peut constater que l’efficacité de la réaction de PCR est 

satisfaisante (104%). La courbe de fusion observée sur la figure n°46.B indique qu’une seule 

population de produits de PCR a été obtenue. Comme le montre la figure n°46.C 
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l’introduction de siRNA dirigés contre les ARNm de PAR-2 fait fortement diminuer (de 90% 

environ) ceux-ci dans les cellules A549.   

b) Effets de siRNA ciblant PAR2 sur la phosphorylation de ERK 

Les siRNA ciblant PAR-2 pouvant inhiber fortement l’expression de ce récepteur, nous 

avons analysé leur effet sur la phosphorylation de ERK qui, comme nous l’avons vu 

précédemment, est activée via l’EGFR à la fois par le peptide agoniste de PAR-2 et par 

KLK6.  

Le traitement avec le peptide agoniste de PAR-2 ou avec de la KLK6 active, de cellules 

A549 transfectées avec un siRNA contrôle, a résulté en une activation de la phosphorylation 

de ERK (figure n°47). Cette activation a été inhibée lorsque ces cellules ont été transformées 

avec le siRNA ciblant PAR-2 indiquant que ce récepteur est bien impliqué dans les réponses 

des cellules A549 à KLK6. 

 

 
Figure 47 : Effet d’une inhibition de PAR2 sur la phosphorylation d’Erk. 

Les cellules A549 parentales ont été ensemencées en plaque 6 puits avec du milieu complet à raison de 0,3.106 

cellules par puits. Le lendemain, les cellules ont été transfectées à l’aide de lipofectamine avec 12,5pmol de 
siRNA dirigés contre PAR2 ou contrôle. 24 après, les cellules ont été  placées dans du milieu sans sérum 

pendant 2h, puis du peptide activateur de PAR2 ou de  la KLK6 active (K6) a été rajouté à une concentration de 
40 µM et 10µg/ml respectivement (contrôle négatif (C) : tampon d’élution de la KLK6) pendant 20 minutes. Les 

cellules ont ensuite été lysées et la phosphorylation d’Erk a été analysée par western-Blot avec 30µg de 
protéines totales des lysats. 
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Chapitre III : Effets de KLK6 sur la réponse aux agents chimio-

thérapeutiques, études in vitro et in vivo. 

Comme nous l’avons vu, un niveau élevé d’expression de KLK6 est corrélé avec une 

diminution de la survie des patients (Heuzé-Vourc’h et al. 2009). Certains patients ont été 

traités par chimiothérapie après l’exérèse de leur tumeur notamment lors de récidives. Il est 

envisageable que le pronostic défavorable soit dû à une moins bonne réponse des patients 

ayant un fort taux de KLK6 aux agents chimio-thérapeutiques.  

Le schéma de chimiothérapie le plus utilisé pour traiter un cancer bronchique est à base de 

platine. Administrés par perfusion intraveineuse, le cisplatine ou le carboplatine sont 

habituellement associés à l’un des agents chimiothérapeutiques suivants : 

-étoposide  

-paclitaxel  

-docétaxel  

-gemcitabine 

-vinorelbine  

-pemetrexed 

A. Etude in vitro 

Afin de voir si l’expression de KLK6 interfère avec la réponse cellulaire aux traitements, 

nous avons traité des cellules exprimant ou n’exprimant pas KLK6 avec des agents 

couramment utilisés en clinique. Dans un premier temps, l’IC50 a été déterminé avec les 

cellules Flp-In, il s’agit de la concentration à laquelle l’agent chimio-thérapeutique inhibe 

50% des effets observés. La différence de réponse aux agents chimio-thérapeutiques entre les 

cellules Flp-In et celles exprimant la proKLK6 a ensuite été évaluée par un test MTS. 

 

I. Le paclitaxel 

Le paclitaxel induit un blocage de la division cellulaire en empêchant la formation du 

fuseau de division. Il stimule l’assemblage des dimères de tubulines en microtubules et 

stabilise les microtubules en empêchant leurs dépolymérisations. Cela inhibe la réorganisation 
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des microtubules qui se produit normalement pour la formation du fuseau de division lors de 

la division cellulaire.  

Les essais de concentrations effectués sur les cellules A549 et HEK Flp-In sont 

illustrés sur la figure n°48. 

 

 
Figure 48 : Mesure de l’IC50 du paclitaxel chez les cellules A549 Flp-In (A) et HEK Flp-In (B). 

Les cellules ont été ensemencées à raison de 1000 et 3000 cellules respectivement dans 6 puits de plaque 96 
puits. 24h après, les cellules ont été cultivées dans des milieux comprenant différentes concentrations de 

paclitaxel. La culture cellulaire a été effectuée pendant 72h, puis un test MTS a été effectué. L’absorbance 
mesurée est proportionnelle à la quantité de cellules viables et les valeurs obtenues sont indiquées sous forme de 

courbe avec pour 100% les cellules non traitées et en abscisse les différentes concentrations de paclitaxel. 
 

 

 Cette expérience a révélé que l’IC50 du paclitaxel pour les deux lignées cellulaires se 

situe autour de 1 et 10 nM (5,30 nM pour les cellules A549 et 8,25 nM pour les cellules 

HEK). Ces deux concentrations ont donc été utilisées pour rechercher des différences de 

réponse au paclitaxel entre les cellules Flp-In et les cellules exprimant la proKLK6. Les 

résultats sont illustrés dans la figure n°49. 

Aucune différence significative n’a été observée entre les deux clones que ce soit pour la 

lignée HEK ou A549 (test Kruskal et Wallis ; p<0,05). Dans ces modèles cellulaires, 

l’expression ectopique de KLK6 ne modifie donc pas la réponse cellulaire au paclitaxel.  
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Figure 49 : Effet de KLK6 sur la réponse au paclitaxel dans les cellules A549 (A) et HEK (B). 
Les cellules ont été ensemencées à raison de 1000 et 3000 cellules respectivement en plaque 96 puits. 24h après, 
les cellules ont été cultivées dans des milieux comprenant différentes concentrations de paclitaxel. Les cellules 

ont ensuite été cultivées pendant 72h, puis un test MTS a été effectué. L’absorbance mesurée est proportionnelle 
à la quantité de cellules viables ; les valeurs obtenues sont indiquées sous formes d’histogramme avec pour 

100% les cellules non traitées, les différentes concentrations de paclitaxel sont indiquées en ordonnée. 
 

II.  La gemcitabine   

C’est un antimétabolite qui agit sur la biosynthèse de l’ADN. Il est métabolisé par des 

nucléosides kinases intracellulaires en nucléosides diphosphates et triphosphates actifs. 

L’inhibition de la synthèse d’ADN s’effectue par deux modes d’action. En premier, les 

nucléosides diphosphate actifs inhibent la ribonucléotide réductase qui catalyse les réactions 

produisant des désoxynucléosides triphosphate, ceci entrainant une réduction des 

concentrations de désoxynucléosides qui sont destinés à la synthèse de l’ADN. En deuxième, 

les nucléosides triphosphate actifs entrent en compétition avec les autres nucléosides 

triphosphate pour son incorporation dans l’ADN.    

Comme précédemment l’IC50 pour chaque lignée a été déterminé avec les cellules 

Flp-In, les résultats sont indiqués sur la figure n°50. 
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Figure 50 : Mesure de l’IC50 de la gemcitabine chez les cellules A549 Flp-In (A) et HEK Flp-In (B). 

Les cellules ont été ensemencées à raison de 1000 et 3000 cellules respectivement dans 6 puits de plaque 96 
puits. 24h après, les cellules ont été cultivées dans des milieux comprenant différentes concentrations de 

gemcitabine. Les cellules ont ensuite été cultivées pendant 72h, puis un test MTS a été effectué. L’absorbance 
mesurée est proportionnelle à la quantité de cellules viables et les valeurs obtenues sont indiquées sous forme de 

courbe avec pour 100% les cellules Flp-In non traitées. Les différentes concentrations de gemcitabine sont 
indiquées en abscisse. 

 

 

 La mesure de l’IC50 indique que les concentrations optimales pour comparer l’effet de 

la gemcitabine entre les cellules Flp-In et proKLK6 se situent entre 10 et 100 nM  pour la 

lignée A549 (65nM) et 1 et 10 nM pour la lignée HEK (5,45nM). La réponse cellulaire des 

cellules Flp-In et proKLK6 à la gemcitabine est illustrée sur la figure n°51. On peut constater 

que les cellules exprimant proKLK6 présentent le même profil de réponse que les cellules 

Flp-In ne l’exprimant pas. In vitro, la protéase KLK6 n’altère donc pas l’action de la 

gemcitabine (test Kruskal et Wallis ; p<0,05). 

 

 
Figure 51 : Effet de la proKLK6 dans la réponse cellulaire à la gemcitabine sur les cellules A549 (A) et les 

cellules HEK (B). 
Les cellules ont été ensemencées à raison de 1000 et 3000 cellules, respectivement, dans 6 puits de plaque 96 

puits. 24h après, les cellules ont été cultivées dans des milieux comprenant différentes concentrations de 
gemcitabine. Les cellules ont ensuite été cultivées pendant 72h, puis un test MTS a été effectué. L’absorbance 
mesurée est proportionnelle à la quantité de cellules viables ; les valeurs obtenues sont indiquées sous formes 
d’histogramme avec pour 100% les cellules non traitées, les différentes concentrations de gemcitabine sont 

indiquées en ordonnée. 
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III.  Le cisplatine 

C’est un agent alkylant, c’est-à-dire qu’il induit des modifications covalentes de 

l’ADN. Il s’agit  d’un agent chimio-thérapeutique dérivé du platine qui inhibe la synthèse de 

l’ADN par formation de ponts inter- et intracaténaires. Il est efficace sur un grand nombre de 

tumeurs, c’est donc un agent majeur de la chimiothérapie des tumeurs solides. 

 

 
Figure 52 : Mesure de l’IC50 du cisplatine chez les cellules A549 Flp-In (A) et HEK Flp-In (B). 

Les cellules ont été ensemencées à raison de 1000 et 3000 cellules respectivement dans 6 puits de plaque 96 
puits. 24h après, les cellules ont été cultivées dans des milieux comprenant différentes concentrations de 

cisplatine. Les cellules ont ensuite été cultivées pendant 72h, puis un test MTS a été effectué. L’absorbance 
mesurée est proportionnelle à la quantité de cellules viables et les valeurs obtenues sont indiquées sous forme de 

courbe avec pour 100% les cellules Flp-In non traitées. Les différentes concentrations de gemcitabine sont 
indiquées en abscisse. 

 

 

 L’IC50 mesuré sur les cellules Flp-In indique que la concentration comprise entre 1 et 

10 µM de cisplatine (7,7 µM pour les cellules A549 et 4,5 µM pour les cellules HEK) est la 

concentration optimale pour mesurer d’éventuelles différences entre les cellules Flp-In et les 

cellules exprimant la proKLK6.  

 

Comme on peut observer sur la figure n°53, les cellules Flp-In et KLK6 des deux 

lignées réagissent de la même manière au cisplatine (test Kruskall et Wallis ; p<0,05). 
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Figure 53 : Effet de la proKLK6 dans la réponse cellulaire au cisplatine sur les cellules A549 (A) et les 

cellules HEK (B). 
Les cellules ont été ensemencées à raison de 1000 et 3000 cellules respectivement dans 6 puits de plaque 96 

puits. 24h après, les cellules ont été cultivées dans des milieux comprenant différentes concentrations de 
cisplatine Les cellules ont ensuite été cultivées pendant 72h, puis un test MTS a été effectué. L’absorbance 

mesurée est proportionnelle à la quantité de cellules viables ; les valeurs obtenues sont indiquées sous formes 
d’histogramme avec pour 100% les cellules non traitées, les différentes concentrations de cisplatine sont 

indiquées en ordonnée. 
 

 

B. Etude in vivo 

 

Cette partie a été menée en collaboration avec le Centre d’Imagerie du Petit Animal 

(CNRS-TAAM UPS44) à Orléans. Des tumeurs ont été induites chez des souris Nude par 

injection sous-cutanée de 1.106 cellules A549 Flp-In ou proKLK6. Après 18 jours d’induction 

tumorale,  les souris ont été soumises à un traitement avec du paclitaxel ou du carboplatine, 

les animaux témoins ont quant à eux reçu du sérum physiologique. Le carboplatine a été 

substitué au cisplatine utilisé en culture de cellules en raison de sa moindre toxicité rénale et 

hématologique. Les effets des agents chimio-thérapeutiques ont été analysés en mesurant la 

croissance tumorale  ainsi que le niveau d’apoptose par imagerie de l’annexine V.  

 

I. Effet des agents chimio-thérapeutiques sur la croissance tumorale 

1. Cinétique de croissance tumorale  

L’injection de cellules ayant été effectuée en sous-cutanée, il a été possible de suivre 

l’évolution du volume tumoral au travers de la peau. En effet, à l’aide d’un pied à coulisse la 

longueur et la largeur d’une tumeur peuvent être mesurée et le volume peut être déterminé 
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grâce à la formule (4/3)xπx(L/2)²x(l/2) avec L=longueur et l= largeur. La croissance tumorale 

observée chez les différents lots de souris est illustrée dans la figure n°54. 

 

 
Figure 54 : Cinétique de croissance tumorale chez les souris Nude. 

Les tumeurs ont été induites soit avec des cellules A549 Flp-In n’exprimant pas KLK6 soit avec des cellules 
A549 proKLK6. Les animaux ont ensuite reçu à différentes périodes soit du sérum physiologique, soit du 

paclitaxel, soit du carboplatine. Tout au long de l’expérimentation, la taille des tumeurs a été déterminée sur les 
animaux vivants à l’aide du pied à coulisse. La figure représente le volume moyen obtenu pour chaque lot (n=8) 

en fonction du temps. Les dates d’injection des traitements sont indiquées par une flèche. 
 

 

Comme le montre la figure, la croissance des tumeurs induites avec des cellules A549 

Flp-In et traitée avec du sérum physiologique est très supérieure à celle des tumeurs induites 

avec les cellules A549 exprimant KLK6. Chez la souris Nude, KLK6 aurait donc un effet 

inhibiteur de la croissance tumorale. Cette observation est en opposition avec les données 

obtenues in vitro montrant un effet prolifératif et anti-apoptotique de KLK6. 

 

 L’injection répétée de paclitaxel entraine un net ralentissement de la croissance des 

tumeurs induites par les cellules exprimant ou n’exprimant pas proKLK6. Bien que nous 

ayons employé la dose de carboplatine couramment décrite dans la littérature, aucun effet sur 

la croissance tumorale n’a été observé avec cette molécule. Il est possible que les cellules 

A549 modifiées par l’intégration du site FRT soient moins sensibles à cet agent que les 

cellules A549 parentales classiquement utilisées. 
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2. Analyse des données après autopsie. 

Les mesures effectuées chez l’animal vivant ne tiennent pas compte d’une des 

dimensions de la tumeur, son épaisseur ou hauteur. Cette dimension est par contre mesurable 

après autopsie sur la tumeur explantée. Le volume a alors été calculé à l’aide de la formule 

(4/3)xπx(L/2)x(l/2)x(h/2) avec L=longueur, l=largeur et h=hauteur. Nous avons voulu savoir 

si les mesures effectuées chez l’animal vivant étaient représentatives de la réalité. La figure 

n°55 met en parallèle les mesures effectuées in vivo le dernier jour de l’expérimentation et 

celles obtenues après autopsie. 

 

 
Figure 55 : Mesure du volume tumoral en fin d’expérimentation in vivo (A) et ex vivo (B).  

La figure représente le volume médian final obtenu pour chaque lot (* : significatif ; test Kruskal et Wallis 
(p<0,05)). 

 

 

Bien que le volume tumoral mesuré après autopsie soit inférieur de près de moitié à celui 

estimé chez l’animal vivant, les proportions relatives des tumeurs de chaque lot sont 

semblables. Ceci valide les cinétiques de croissance basées sur l’estimation de la taille des 

tumeurs chez l’animal vivant. L’analyse statistique révèle, qu’en fin d’expérimentation et 

après autopsie, la taille des tumeurs exprimant KLK6 (A549 proKLK6) est bien 

significativement différente de celle des tumeurs n’exprimant pas KLK6 (A549 Flp-In).  
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Afin d’évaluer l’effet de KLK6 sur la réponse aux agents chimio-thérapeutiques, nous 

avons analysé les données obtenues après autopsie qui sont plus précises.  

 

 
Figure 56 : Effets des agents chimio-thérapeutiques sur le volume tumoral ex vivo sur les tumeurs Flp-In (A) 

ou KLK6 (B). 
Les volumes tumoraux médians sont présentés sous forme d’histogrammes en pourcentage par rapport aux 
souris traitées avec du sérum physiologique. (* statistiquement significatif, test Kruskal et Wallis (p<0,05)) 

 
 

Comme le montre la figure n°56, aucune différence significative n’est observée dans les 

réponses enregistrées en présence et en absence de proKLK6. Par exemple, dans le cas du 

paclitaxel la taille des tumeurs avoisine les 40% par rapport aux tumeurs non traitées, et ce, en 

absence ou en présence de KLK6. Cette observation corrobore celles obtenues in vitro sur les 

lignées cellulaires. L’expression de KLK6 n’aurait donc pas d’impact sur la réponse des 

cellules tumorales pulmonaires aux agents thérapeutiques. 

 

II.  Effet de KLK6 sur l’apoptose induite par les agents chimio-

thérapeutiques 

 

Le Centre d’Imagerie du Petit Animal (CNRS-TAAM UPS44) à Orléans a développé une 

imagerie de l’apoptose in vivo basée sur l’annexine V couplé à un fluorochrome, nous avons 
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réalisé une étude préliminaire dans le but de voir si KLK6 pouvait réguler l’apoptose chez 

l’animal.  

L’annexine V est une molécule capable de se lier aux phopholipides et aux 

posphatidylsérines qui lors des stades précoces de l’apoptose sont exposés vers l’extérieur de 

la bicouche lipidique. Ce traceur injecté chez la souris vivante peut être imagé en 

fluorescence. Pour cette première étude, deux souris ont été traitées comme décrit ci-dessus 

puis ont reçu un traitement supplémentaire de sérum physiologique, de paclitaxel ou de 

carboplatine à J60. Un jour plus tard, une injection d’annexine V a été effectuée puis les 

souris ont été imagées 44 heures après l’injection.  

La figure n°57 montre une image représentative de la distribution de l’annexine V 

marquée dans le corps de souris. 

 

 
Figure 57 : Imagerie de l’annexine V  sur le corps entier de souris sous trois incidences. 

L’intensité de fluorescence qui est proportionnelle à la répartition de l’Annexine V est déterminée par une 
échelle de couleur, présentée à droite. L’imagerie a été effectuée sur les souris ayant reçu des cellules A549 Flp-

In et traitées avec du carboplatine. 
 

 

On constate sur la figure n°57, une forte fluorescence au niveau des reins des souris 

qui pourrait être due à l’élimination du fluorochrome issu de la dégradation de l’annexine V 

marquée. L’intensité de la fluorescence ne permet pas à la caméra de discriminer le marquage 

spécifique des tumeurs, du bruit de fond. Afin d’augmenter le seuil de détection au niveau des 

tumeurs, des caches ont été appliqués sur les souris de manière à ne garder que les zones 

tumorales et péritumorales (figure n°58). 
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Figure 58 : Imagerie de l’annexine V au niveau des tumeurs. 

L’annexine V présente au sein des tumeurs a été mesurée par imagerie de fluorescence. L’’intensité du signal est 
déterminée par une échelle de couleur présentée à droite. 

 

 

Grâce aux caches, il a été possible de distinguer le marquage associé aux tumeurs, du 

bruit de fond. Cependant, il a été difficile de comparer les lots de souris du fait de la disparité 

de taille des tumeurs. Pour cette étude préliminaire, il a donc été décidé de faire la mesure de 

fluorescence sur les tumeurs explantées après autopsie (Figure n°59).  

 
Figure 59 : Imagerie de fluorescence des tumeurs excisées (haut) et du muscle (bas). 

Après la mesure de fluorescence in vivo, une autopsie a été effectuée et les tumeurs ainsi que du muscle d’une 
taille équivalente à la tumeur ont été prélevés. Une imagerie de fluorescence a été effectuée sur les tumeurs ainsi 

que les muscles afin d’obtenir le bruit de fond. 
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L’intensité du signal a été calculée en traçant une région d’intérêt suivant le plus 

possible les contours des tumeurs. L’unité de mesure appliquée en fluorescence est la 

suivante : Avg Radiant Efficiency [p/s/cm²/sr]/[µW/cm²] ou p représente les photons, s les 

secondes, cm² les centimètres carré, µW les microwatts et sr les stéradians. Cela correspond à 

l’intensité moyenne détectée ramenée à 1 cm² et corrigeant l’angle de mesure. Enfin, les 

valeurs obtenues ont été rapportées au bruit de fond mesuré par le signal présent dans un 

muscle. L’intensité de fluorescence au cm²  et le volume tumoral obtenu après autopsie sont 

donnés dans la figure n°60. 

 

 
Figure 60 : Analyse des tumeurs explantées de souris ayant reçu de l’annexine V. 

L’intensité de fluorescence et le volume tumoral de chaque lot sont indiqués sous forme d’histogrammes en 
pourcentage par rapport aux souris ayant reçu les cellules A549 Flp-In et traitées avec du sérum physiologique. 

Pour chaque lot, les résultats représentent la moyenne des deux souris analysées. 
 
  

Comme le montre les mesures du volume tumoral, les souris soumises à l’imagerie de 

l’annexine V étaient bien représentatives des souris analysées dans cette étude. Ainsi, les 

tumeurs issues de cellules exprimant KLK6 étaient inférieures en taille à celles issues de 

cellules n’exprimant pas KLK6. De même, les plus petites tailles tumorales de chaque groupe 

correspondaient aux souris ayant été traitées avec du paclitaxel.  

Les mesures d’intensité de fluorescence posent quant à elles des interrogations sur la 

correspondance pouvant exister entre le marquage de l’annexine V et l’apoptose, lors de ce 

type d’expérimentation. En effet, d’une manière globale, les marquages par cm2 sont les plus 

intenses dans les tumeurs ayant le plus grossi ; là, où au contraire, on s’attendrait à avoir le 

moins de mort cellulaire par cm2. Il est donc probable qu’un autre facteur que la densité des 

cibles de l’annexine V ait modulé sa capture ou sa rétention.  
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Une explication pourrait résider dans des différences de vascularisation entre les 

tumeurs. Il est en effet connu que le degré de vascularisation d’une tumeur est étroitement lié 

à sa croissance. Il est donc envisageable que les plus grandes tumeurs aient été les plus 

vascularisées. A volume égal, ces grandes tumeurs auraient pu capter beaucoup plus 

d’annexine V injectée en intraveineuse que les petites, biaisant ainsi la correspondance entre 

quantité d’annexine V capturée et quantité de cibles présentes.  

D’autres études sont donc nécessaires pour valider cette approche d’imagerie dans 

notre contexte. En travaillant dans les conditions présentes (hétérogénéité de taille tumorale), 

il faudrait réaliser une imagerie à des temps variable après injection de l’annexine V afin 

d’être sûr que les cibles de l’annexine V soient bien saturées dans les tumeurs les moins 

« perméables » et qu’une éventuelle rétention passive du traceur dans les tumeurs les plus 

« perméables » soit éliminée. La présence d’un fort marquage dans les reins, 44 heures après 

l’injection, soulève en effet la question de la vitesse d’élimination corporelle et tissulaire du 

marqueur en excès de cibles. Une alternative pourrait être d’imager des tumeurs de même 

taille. Cependant cette approche ne résoudrait pas d’éventuels problèmes liés à la densité de 

vascularisation ; elle présenterait également l’inconvénient d’avoir à imager des tumeurs 

d’âges différents et donc de temps de traitement différents. 
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Chapitre IV : Impact de la kallicréine 12 sur une famille de 

protéines matri-cellulaires : les CCN 

La kallicréine 12 (KLK12) est un autre membre de la famille des kallicréines tissulaires. 

L’expression des transcrits de KLK12 a été démontré dans une large variété de tissus tels que 

les glandes salivaires, l’estomac, le colon, le cerveau, le sein, la trachée, l’utérus, le poumon, 

le thymus, la thyroïde et la prostate (Yousef et al. 2000c). Ce gène est sous-exprimé dans le 

cancer du sein et sur-exprimé dans le cancer gastrique (Zhao et al. 2012). Il est sous le 

contrôle des hormones stéroïdiennes dans des lignées cellulaires du cancer du sein et de la 

prostate (Yousef et al. 2000c). Au moins quatre transcrits alternatifs sont connus (Kurlender et 

al. 2005). Tous ces variants sont prédits pour coder des protéines sécrétées, cependant seule la 

forme « classique » de KLK12 (Identification pour GenBank : NM_145894) est prédite pour 

avoir une activité enzymatique de type kallicréine avec une activité de type protéase à sérine. 

Au niveau protéique, la forme classique de KLK12 est synthétisée comme préproenzyme 

contenant un peptide signal en N-terminal de 17 acides aminés et un site de clivage pour 

l’activation entre les résidus 21 et 22. La forme mature de KLK12 consiste en 227 acides 

aminés avec un poids moléculaire estimé à 24,5 kDa. L’activité de KLK12 peut être régulée 

par une auto-dégradation, une inhibition par les ions Zn et par la formation d’un complexe 

covalent avec l’α2-antiplasmine (Memari et al. 2007). La protéine KLK12  a été détectée dans 

les cellules endothéliales microvasculaires (Giusti et al. 2005), ainsi que dans le colon de 

fœtus et le fluide cervico-vaginal (Shaw and Diamandis 2007). 

Très peu d’études ont été menées pour comprendre le rôle biologique de KLK12 in vivo. 

Ainsi, dans cette étude nous avons cherché à identifier des substrats de KLK12. La 

modification des protéines de la surface cellulaire par des protéases solubles peut être 

importante pour les processus physiologiques et pathologiques. C’est pour cela que notre 

étude a recherché une action de KLK12 au niveau de la membrane cellulaire. Pour cela nous 

avons utilisé une analyse du dégradome. Des cellules MDA-MB-231 ont été traitées avec ou 

sans KLK12, puis l’analyse des surnageants a été effectuée par spectrométrie de masse. Deux 

protéines ont été identifiées uniquement dans les surnageants des cellules traitées avec de la 

KLK12 parmi elles, la protéine CCN1 (voir l’article joint).  
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La famille des CCNs, nommée ainsi à partir de la découverte de ses trois premiers 

membres  Cyr61 (Cystein rich 61, CCN1), CTGF (Connective Tissue Growth Factor, CCN2) 

et Nov (Néphroblastoma overexpressed, CCN3), comporte six membres : Cyr61, CTGF, Nov, 

WISP-1 (Wnt-1- induced secreted protein 1, CCN4), WISP-2 (CCN5) et WISP-3 (CCN6). Ce 

sont des protéines associées à la membrane plasmique et à la matrice extracellulaire. Les 

CCNs sont composées de quatre domaines modulaires riches en cystéine. La séquence signal 

située à l’extrémité N-terminale est suivie par un domaine de type domaine de liaison aux IGF 

(IGFBP), un domaine similaire à la répétition de type C du facteur «  von Willebrand » 

(VWC), un domaine similaire à la répétition de type 1 de la thrombospondine (TSP) et un 

domaine CT correspondant à « un nœud » de cystéine à l'extrémité C-terminale. CCN5 se 

distingue des autres par l’absence de ce domaine CT (Figure n°61) (Holbourn et al. 2009). 

  

Peptide signal Variable

IGFBP VWC TSP CT

Peptide signal
 

Figure 61 : Représentation générale de la structure des CCNs 

 

Ces différentes protéines sont capables d’établir des interactions avec des récepteurs 

membranaires comme des intégrines, des constituants matriciels et des facteurs solubles 

(VEGF, TGF, FGF notamment). Elles jouent ainsi un rôle d’intégrateurs de signalisation et 

ont été impliquées dans la régulation de nombreux processus cellulaires comme l’adhésion, la 

migration, la prolifération, la différentiation et la survie (Chen and Lau 2009). Elles 

interviennent dans l'angiogenèse (Kubota and Takigawa 2007),  l’inflammation (Kular et al. 

2010), le développement cardio-vasculaire et squelettique (Kubota et al. 2007), dans des 

maladies fibrosantes (Daniels et al. 2009; Leask et al. 2009) et le cancer (Dhar and Ray 2010; 

Zuo et al. 2010).  

Du fait de l’importance des CCNs dans de nombreux processus dont la tumorigenèse et 

l’angiogenèse, nous avons focalisé notre étude sur cette classe de substrats non encore 

identifiée pour une kallicréine. Les résultats obtenus sont résumés dans les paragraphes 

suivants et ont fait l’objet de la publication figurant dans ce chapitre.  

En bref, nos travaux ont montré que KLK12 est capable de cliver in vitro tous les 

membres de la famille des CCN, mais avec une efficacité variable et en générant des profils 

différents (figure n°62).  
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Figure 62 : Profil d’électrophorèse des fragments générés par le clivage des CCN par KLK12. 

Les protéines CCN recombinantes (A) CCN1, (B) CCN2, (C) CCN3, (D) CCN4, (E) CCN5, (F) CCN6 ont été 
incubées pendant 0 (ligne 1), 15 (ligne 2), 30 (ligne 3), 60 (ligne 4) et 120 (ligne 5) minutes avec de la KLK12 a 

un ratio enzyme/substrat de 1 :100. Après une électrophorèse en gel de polyacrylamide, les protéines ont été 
colorées au nitrate d’argent. Les flèches indiquent les CCN sous forme complètes et clivées par KLK12 avec la 

masse moléculaire apparente. 
 

 

Nous avons consacré le reste de l’étude aux CCN1 et CCN5 car ces deux membres 

présentent un profil protéolytique simple. Le séquençage en N-terminal des fragments 

protéolytiques obtenus a permis d’identifier plusieurs sites de clivage. Cependant, les sites 

majeurs sont pour CCN1 entre les domaines VWC et TSP et pour CCN5 au niveau du 

domaine TSP (figure n°63).  

 

 
Figure 63 : Localisation des sites de clivage par KLK12. 

Le principal site de clivage est indiqué par une flèche en gras. 
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La capacité d’autres kallicréines (KLK1, 5, 6, 11, 13 et 14) à cliver les CCN a 

également été testée. On a pu observer que KLK14 pouvait cliver toutes les CCN, KLK5 clive 

CCN3, CCN4 et CCN6 tandis que KLK1 clive uniquement CCN1. Les autres kallicréines 

testées (6, 11 et 13) ne clivent pas les CCN in vitro.  

 

 
Figure 64 : Représentation schématique des sites de liaisons des CCN avec d’autres molécules. 
 

 

Comme cela est schématisé sur la figure n°64, les CCNs sont capables de lier plusieurs 

facteurs solubles au niveau de différents domaines. Nous avons donc voulu connaitre l’impact 

des clivages sur la fixation de ces facteurs. Par des méthodes de liaison en phase solide et 

d’analyses électrophorétiques, nous avons pu montrer:  

1) que la fragmentation de CCN1 et de CCN5 pouvait empêcher la fixation du 

VEGF165 sur ces molécules,  

2) que les complexes déjà formés avec le VEGF165, BMP2 et le TGF-β1 étaient 

dissociés suite au clivage de CCN1 ou CCN5 par KLK12. Alors que le VEGF et BMP2 sont 

libérés intacts, l’hydrolyse des complexes CCN-TGF-β1 peut conduire à une fragmentation à 

la fois de la CCN et du TGF-β1.  

3) que le clivage des complexes CCN5-FGF2 libère FGF2 tandis que ce facteur reste 

associé à un domaine de CCN1 même après fragmentation de cette dernière. 

Ces données ont révélé que le clivage des CCNs par KLK12 provoque la mobilisation 

de la plupart des facteurs solubles associés alors même que les sites de clivage sont situés à 

distance des sites de fixation. La fragmentation des CCNs induirait donc des changements 

conformationnels dans des domaines non affectés directement par l’hydrolyse altérant leurs 

propriétés de liaison. 

 Les protéines CCN sont également connues pour réguler différents processus  

cellulaires (migration, survie) via leur interaction directe avec des intégrines. Nous avons 
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donc testé l’impact d’une fragmentation par KLK12 sur de tels processus. La migration 

cellulaire a été étudiée sur les cellules pulmonaires A549. On a observé que la migration de 

ces cellules est diminuée en présence de CCN1 intacte mais pas en présence de CCN1 clivée. 

La CCN5 intacte ou clivée ne modifie pas le comportement des cellules A549. La survie a été 

étudiée sur des cellules endothéliales HUVEC en induisant l’apoptose par une privation de 

sérum. On a pu observer que le rajout de CCN1 ou de CCN5 ne produisait aucun effet sur la 

survie cellulaire, tandis qu’une incubation avec leurs formes clivées diminuait 

significativement la survie cellulaire. 

Enfin, nous avons analysé par RT-qPCR l’expression des transcrits de KLK12, CCN1 et 

CCN5 dans les tissus sains et tumoraux de patients atteints de cancer du poumon afin de 

vérifier leur coexistence au niveau pulmonaire. Nous avons constaté une augmentation 

significative de KLK12 dans les tissus tumoraux alors que l’expression des gènes codant 

CCN1 et CCN5 chute dans les même tissus. 

 

 En résumé, notre étude suggère que l’hydrolyse des CCN par KLK12 serait impliquée 

dans la biodisponibilité et/ou l’activité de plusieurs facteurs de croissance incluant le 

VEGF165, BMP2, TGF-β1 et FGF-2. Puisque KLK1, 5, 12 et 14, les CCN et les facteurs de 

croissance cités précédemment coexistent dans diverses situations, la fragmentation des CCN 

par les KLK pourrait jouer un rôle dans divers processus physiologiques et pathologiques 

incluant l’angiogenèse et la tumorigenèse.   
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Expression de KLK6 - impact sur des processus cellulaires 

Plusieurs approches ont été utilisées pour explorer le rôle de KLK6 sur des cellules 

pulmonaires cancéreuses. L’une d’entre-elles a consisté à exprimer stablement KLK6 dans 

des cellules humaines ne l’exprimant pas. L’obtention de clones stables a mis en jeu le 

système Flp-In. L’intérêt de ce système par rapport à l’approche classique est qu’il minimise 

l’impact de la mutation liée à l’intégration du transgène sur le comportement cellulaire. Dans 

le cas de l’approche classique, l’intégration du transgène s’effectue de manière aléatoire. Or le 

fait qu’un transgène s’exprime prouve qu’il s’est intégré dans un site transcriptionnellement 

actif. Cette intégration n’est probablement pas sans conséquences sur les gènes initialement 

présents à ce locus et dont l’altération pourrait affecter les mécanismes étudiés. Dans le cas de 

l’approche par intégration aléatoire, il est donc difficile d’interpréter rigoureusement les 

résultats observés ; d’autant plus qu’il n’existe pas de témoin de la mutation génomique 

provoquée, puisque cette mutation est par définition aléatoire. L’usage de clones témoins 

ayant intégré un vecteur vide ne constitue pas un bon contrôle puisque dans ce cas, aussi, la 

mutation génomique est aléatoire et a une très faible probabilité d’affecter un locus identique 

aux locus touchés dans les clones exprimant la protéine d’intérêt. Dans le système Flp-In, 

l’intégration ciblée du transgène permet d’éviter cet écueil. En effet, la mutation génomique 

est déjà présente dans la lignée parentale Flp-In puisqu’elle intervient lors de l’intégration 

aléatoire du vecteur portant le site FRT et non pas au moment de l’introduction du transgène 

d’intérêt. Ainsi, la lignée parentale Flp-In constitue un parfait témoin pour l’étude d’un 

transgène d’intérêt. Lorsque nous avons comparé les cellules Flp-In avec la lignée d’origine, 

nous avons d’ailleurs constaté des différences significatives de comportement bien qu’aucun 

gène fonctionnellement actif sur les cellules n’ait été introduit. Cette observation démontre 

bien qu’une intégration aléatoire n’est pas aussi neutre qu’on pourrait le penser. 

 

L’analyse de la KLK6 recombinante produite en cellules HEK-293 Flp-In a révélé la 

présence de deux fractions se distinguant sur les plans chromatographiques et fonctionnels. Ce 

type d’hétérogénéité n’est pas liée à la lignée Flp-In puisque Kuzmanov et collaborateurs l’ont 

également observé pour de la KLK6 produite en cellules HEK-293 transformées stablement 

par une approche aléatoire (Kuzmanov et al. 2012). Ils ont montré que cette hétérogénéité 

était notamment due à une différence dans la teneur en acide sialique de la structure N-

glycanique ajoutée post-traductionnellement. La teneur en acide sialique n’est pas sans impact 

sur la chromatographie échangeuse d’ion. En effet, une teneur importante se traduit par une 



DISCUSSION 
 
 

164 

 

augmentation des charges négatives favorisant une élution plus rapide de la protéine lors 

d’une chromatographie échangeuse de cation. Ainsi, la fraction d’élution précoce serait plus 

riche en acide sialique que la fraction éluée plus tardivement. Comme beaucoup de 

kallicréines, KLK6 possède en effet un site de N-glycosylation au niveau de l’asparagine 134 

et elle a été rapportée comme étant glycosylée dans d’autres contextes : lors d’une expression 

en cellules d’insecte (Bernett et al. 2002) mais aussi dans des fluides biologiques humains 

(Kuzmanov et al. 2009 ; Kuzmanov et al. 2012). Kuzmanov et collaborateurs ont révélé que la 

KLK6 se trouvant dans des fluides (sérum, fluide d’ascites) prélevés chez des patientes 

atteintes d’un cancer ovarien possède plus d’acide sialique que la KLK6 rencontrée dans un 

sérum de sujet normal ou dans du liquide céphalo-rachidien (Kuzmanov et al. 2012).  

Par ailleurs, nous avons constaté que la fraction éluée rapidement en FPLC était moins 

active sur le plan enzymatique que la seconde fraction. Cette activité plus faible n’est pas 

forcément liée au taux de glycosylation et pour l’instant, il n’existe pas de donnée dans la 

littérature permettant d’établir un tel lien.  Il est important de noter que cette fraction présente 

une bande immuno-réactive de masse moléculaire inférieure à la KLK6 intacte. KLK6 est 

sensible à des phénomènes protéolytiques, elle est notamment capable de s’autocliver après 

l’arginine 76 (Bernett et al. 2002; Blaber et al. 2007; Magklara et al. 2003). Ce type de mono-

clivage a pour conséquence de générer une enzyme bicaténaire inactive. Ce phénomène est 

bien connu dans le cas de KLK3/PSA chez qui on a rapporté la présence de plusieurs sites de 

clivage situés au niveau de  résidus basiques exposés à la surface de la molécule (Mattsson et 

al. 2008; Mikolajczyk et al. 2000). De tels clivages altèrent la charge globale de la molécule, 

probablement en raison de changements conformationnels modifiant l’exposition de certains 

résidus, et les formes bicaténaires de KLK3/PSA se distinguent de la forme intacte en 

chromatographie échangeuse d’ion (Mattsson et al. 2008). Dans des conditions réductrices 

comme en SDS-PAGE, les deux chaines se séparent conduisant à l’observation de fragments 

tronqués de la molécule. Prises ensemble, ces données suggèrent que la forme courte de 

KLK6 observée après réduction dans la première fraction d’élution correspond à un fragment 

de clivage de KLK6. Ainsi, cette fraction contiendrait un mélange d’isoformes hautement 

glycosylées et de formes clivées inactives tandis que la seconde fraction contiendrait 

essentiellement une forme intacte plus faiblement glycosylée.  

 

Lors de ce travail, nous avons montré que KLK6 avait la capacité de stimuler la 

prolifération et d’inhiber l’apoptose de cellules tumorales pulmonaires A549. De telles actions 
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ont été décrites pour d’autres types cellulaires. Ainsi, l’utilisation de siRNA dirigés contre 

KLK6 a révélé une diminution de la prolifération de cellules tumorales gastriques (Nagahara 

et al. 2005) et de cellules issues de cancer du colon (Kim et al. 2011b). De manière inverse, 

une sur-expression de KLK6 a provoqué une stimulation de la prolifération de kératinocytes 

de souris (Klucky et al. 2007). Un rôle anti-apoptototique a également été observé dans des 

lignées du cancer du colon, l’inhibition de KLK6 permet l’activation de la voie des caspases 

suggérant un rôle anti-apoptotique de cette kallicréine (Kim et al. 2011b). De plus, Scarisbrick 

et collaborateurs ont montré qu’une sur-expression de KLK6 dans des splenocytes de souris 

entrainait une diminution dose-dépendante de marqueurs de mort cellulaire (Scarisbrick et al. 

2011). Cependant d’autres données de la littérature indiquent que KLK6  pourrait avoir des 

effets inverses dans d’autres tissus. Pampalakis et collaborateurs ont démontré que KLK6 était 

inhibée par méthylation dans une lignée cellulaire de métastase du cancer du sein (MDA-MB-

231) et que se réexpression entrainait une inhibition de la prolifération cellulaire. 

L’introduction chez la souris de cette lignée modifiée inhibe la formation de tumeurs du sein 

(Pampalakis et al. 2009). Cette ambivalence de KLK6 observée in vitro ou avec des modèles 

animaux pourrait refléter la situation rencontrée in vivo. Dans le cas du cancer du poumon, 

une expression élevée de KLK6 est un indicateur de mauvais pronostic (Heuzé-Vourc’h et al. 

2009) tandis que les formes métastasées du cancer du sein n’expriment pas cette kallicréine 

(Anisowicz et al. 1996). Ce double comportement a également été constaté pour d’autres 

kallicréines. En effet, bien que la majorité des études ait montré qu’une expression élevée de 

kallicréines était reliée à un mauvais pronostic de cancer, quelques études ont révélées une 

situation inverse. Par exemple, la kallicréine 5 a été proposée comme marqueur de pronostic 

défavorable dans les cancers du sein (Yousef et al. 2002b) et de l’ovaire (Kim et al. 2001) 

mais de pronostic favorable dans le cancer de la prostate (Yousef et al. 2002a). Ce paradoxe 

pourrait être attribué à des actions autocrines ou paracrines dépendantes du type tissulaire et 

du microenvironnement considérés.  

L’influence de l’environnement dans lequel baigne KLK6 sur son action cellulaire est 

attestée par nos études concernant l’usage de différents sérums. En effet, nous avons constaté 

que pour deux sérums, une expression ectopique de KLK6 permettait une stimulation de la 

prolifération cellulaire ; tandis que pour le troisième sérum, KLK6 inhibait la prolifération des 

cellules A549 bien que la prolifération des cellules HEK restait stimulée. Des agents 

environnementaux contenus notamment dans le sérum seraient donc capables de moduler 

l’action proliférative de KLK6. Comme l’a révélé l’usage d’une forme mutée de KLK6, cette 
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action est dépendante de l’activité enzymatique de la kallicréine. Une première hypothèse 

serait que des inhibiteurs de protéases contenus en quantité différente dans les sérums 

impactent l’action de KLK6 en contrôlant la proportion d’enzyme réellement active. En effet, 

différents inhibiteurs naturels ou synthétiques sont connus pour moduler l’activité 

protéolytique de KLK6 (Chai et al. 1993 ; Hutchinson et al. 2003; Luo and Jiang 2006 ; 

Magklara et al. 2003 ; Matsui et al. 2000 ). Cette hypothèse ne rend cependant pas compte de 

la différence de réponse observée pour un même sérum avec les cellules HEK-293 et A549. Il 

parait plus vraisemblable que le sérum module la capacité des cellules à répondre à KLK6 en 

régulant directement ou indirectement certaines cibles de cette enzyme. L’impact du 

microenvironnement sur l’action de KLK6 pourrait être à l’origine de la divergence entre nos 

observations in vitro et les études chez l’animal. 

 

Mécanisme d’action de KLK6 : voie de l’E-cadhérine/β-caténine 

Comme nous l’avons vu, la kallicréine 6 est capable de stimuler la prolifération 

cellulaire,  la migration et  l’invasion de keratinocytes de souris. Ces effets de la kallicréine 6 

seraient liés à un clivage de l’E-cadhérine membranaire suivie d’une délocalisation de la β-

caténine dans le noyau (Klucky et al. 2007). Nous avons examiné cette hypothèse dans notre 

modèle cellulaire A549 Flp-In surexprimant proKLK6. Nous n’avons pas pu mettre en 

évidence de clivage membranaire de l’E-cadhérine chez les cellules exprimant KLK6. 

Cependant, l’expression ectopique de KLK6 a induit une diminution de la β-caténine 

membranaire au profit d’une localisation nucléaire. La β-caténine repositionnée au niveau 

nucléaire semble fonctionnelle puisque nous avons constaté une augmentation, dans les 

cellules proKLK6, de l’activité du gène rapporteur placé sous la gouvernance du promoteur 

TCF/LEF.  

Plusieurs mécanismes sont capables de réguler la distribution et la fonction de β-

caténine. Dans des cellules non stimulées et engagées dans des liaisons intercellulaires, 

l’intégrité structurelle du complexe de l’E-cadhérine/β-caténine est assurée via la 

phosphorylation de l’E-cadhérine ou de la β-caténine par la Ser/Thr kinase SKII (Bek and 

Kemler 2002; Lickert et al. 2000). Ce complexe peut cependant être rompu soit après clivage 

de l’E-cadhérine, comme rapporté par Klucky et collaborateurs, soit suite à des évènements de 

phosphorylation de la β-caténine (Behrens et al. 1993; Taddei et al. 2002). Il existe deux types 

de phosphorylation de cette protéine. L’un concerne un résidu sérine situé en position N-

terminale ; la phosphorylation de ce résidu entraine l’ubiquitination de la β-caténine puis sa 
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destruction (Luo and Lin 2004). L’autre phosphorylation concerne le résidu tyrosine 654, elle 

conduit à l’activation de la β-caténine et à sa translocation dans le noyau où cette protéine 

régule l’activité du promoteur TCF/LEF (Tian et al. 2011). Une des voies contrôlant 

l’activation de la β-caténine est la voie Wnt (figure n°65).  

 

 
Figure 65 : Le complexe de la E-cadhérine/β-caténine dans l’adhésion cellulaire et la voie Wnt. 

(D’après Tian et collaborateurs (Tian et al. 2011)). 
 

 

La fixation d’un ligand sur le récepteur transmembranaire Frizzle induit une cascade 

de transduction de signal impliquant les corécepteurs LRP5 ou 6 (LDL-receptor Related 

Protein 5/6) qui permettent l’activation de Dsh/Dvl (Dishevelled). Cette action inhibe le 

complexe GSK3 (Glycogne Synthase Kinase-3), et CK1α responsable de la phosphorylation 

N-terminale de la β-caténine impliquée dans sa dégradation. L’inhibition conduit à 

l’accumulation cytoplasmique de la β-caténine puis à sa translocation dans le noyau (Amit et 

al. 2002; Dixelius et al. 2002; Yanagawa et al. 2002).  

 

Une autre voie impliquée dans le contrôle de la β-caténine serait la voie de l’EGFR. 

Lee et collaborateur ont révélé qu’une activation de l’EGFR dans des lignées de cellules de 

cancers buccaux diminuait la quantité de β-caténine membranaire au profit d’une 
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augmentation dans le noyau. Ces effets seraient les conséquences à la fois d’une 

phosphorylation du résidu tyrosine de la β-caténine permettant sa libération du complexe de 

l’E-cadhérine et d’une phophorylation de GSK-3β (Ser-9) inhibant son rôle dans la 

dégradation de la β-caténine. Par une approche similaire à la nôtre, ils ont montré que la 

translocation nucléaire de la β-caténine s’accompagnait d’une élévation de son activité 

transcriptionnelle (Lee et al. 2010).  La voie de l’EGFR viendrait en quelque sorte se 

substituer à la voie Wnt dans certaines circonstances. Nous avons examiné cette éventualité 

dans le cas de KLK6. 

 

Mécanisme d’action de KLK6 : voie du récepteur de l’EGF. 

L’EGFR est le premier récepteur transmembranaire de la famille des récepteurs à 

tyrosine kinase HER à avoir été identifié. On retrouve dans cette famille quatre membres : 

EGFR ou HER1/erbB1, HER2 ou erbB2/neu, HER3 ou erbB3 et HER4 ou erbB4. Ils sont 

composés d’un domaine extracellulaire contenant le site de fixation au ligand, d’un segment 

transmembranaire et d’un segment intracellulaire pourvu de domaines tyrosines kinases 

(Baselga 2001; Mendelsohn and Baselga 2003). Les ligands de l’EGFR sont des facteurs de 

croissance: l’EGF (Epidermal Growth Factor), le TGF-a (Transforming Growth Factor-a) et 

l’amphireguline (Ciardiello and Tortora 2008; Dutta and Maity 2007). La fixation du ligand 

sur le récepteur induit la formation d’homodimères ou d’hétérodimères (le plus souvent avec 

ErbB2). La dimérisation des récepteurs entraîne l’autophosphorylation des domaines intra-

cytoplasmiques adjacents et l’activation des tyrosines kinases intrinsèques présentes sur 

chaque récepteur. Plusieurs voies de transduction du signal peuvent alors être activées (Figure 

n°66) (Nyati et al. 2006). La voie Ras/Raf-MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) aboutit 

à l’activation de facteurs de transcription via ERK (Extracellular Signal Regulated Kinase) à 

l’origine de la motilité cellulaire (Nishinaka and Yabe-Nishimura 2001). L’EGFR 

phosphorylé peut également activer la PI3K (phosphatidyl inositol-3-kinase) via la protéine 

Gab1. La PI3K mène à un signal antiapoptotique via Akt puis NFκB (Vivanco and Sawyers 

2002). L’EGFR possède également un rôle dans la prolifération et la survie cellulaire via 

JAK2 (Janus Kinase2) / STAT3 (Signal Transducer and Activator of Trancription3) 

(Bowman et al. 2000). D’autres voies de signalisation sont impliquées dans l’adhésion 

cellulaire et l’angiogénèse. 
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Figure 66 : Transduction du signal après activation de l’EGFR d’après Nyati et collaborateurs (Nyati et al. 

2006). 
La voie JAK/STAT est impliquée dans la prolifération et la survie cellulaire, la voie PI3K-Akt dans l’inhibition 

de l’apoptose et Ras/Raf-MAPK dans la motilité cellulaire. 
 

 

Nous avons démontré que le récepteur de l’EGF est impliqué dans la réponse des 

cellules A549 à KLK6 grâce à l’utilisation d’un anticorps (cetuximab) bloquant la fixation de 

ligand sur l’EGFR. En effet, cet anticorps  inhibe la prolifération cellulaire induite par KLK6 

dans des cellules l’exprimant stablement. De plus l’ajout de KLK6 dans le milieu de culture 

de cellules ne l’exprimant pas a provoqué une phosphorylation du récepteur et une activation 

de la voie ERK1/2. Ces résultats sont en accord avec une observation précédente du 

laboratoire ayant montré que l’induction de la prolifération de cellules stimulées par KLK6 

s’accompagnait d’une augmentation de l’expression de c-Myc (Heuzé-Vourc’h et al. 2009).  

Comme le montre la figure n°66 l’oncogène c-Myc est un gène cible de la voie de l’EGFR. 

Cependant la kallicréine 6 n’est pas un activateur direct de l’EGFR et il nous fallait identifier 

une cible de l’enzyme pouvant impacter indirectement la voie de l’EGFR.  Parmi les substrats 

connus de KLK6, notre attention s’est portée sur les PAR (Protease Activated Receptor). En 

effet KLK6 est connue pour activer PAR2 (Oikonomopoulou et al. 2006a) et il a été démontré 
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que l’activation de PAR2 par un agoniste induisait la transactivation de l’EGFR (Caruso et al. 

2006; Darmoul et al. 2004a; Hirota et al. 2012; Jarry et al. 2007; Kawao et al. 2005). 

 

Mécanisme d’action de KLK6 : voie du récepteur PAR-2. 

La famille des PAR regroupe 4 membres nommés PAR1 à 4, ces sont des récepteurs à 

7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G activés par des protéases à sérine et 

les metalloprotéases matricielles. L‘activation se produit par un mécanisme protéolytique 

irréversible, les protéases se fixent et clivent le domaine extracellulaire N-terminal à des sites 

spécifiques pour générer une nouvelle extrémité N-terminale qui va agir comme ligand pour 

déclencher la signalisation intracellulaire (figure n°67).  

 

 
Figure 67 : Mode d’activation des PAR par les kallicréines. 

Les KLK clivent l’extrémité N-terminale générant un ligand fixé au récepteur qui va se lier aux boucles 
extracellulaires du récepteur. 

 

 

De plus, il est possible d’activer in vitro ces récepteurs grâce à des peptides 

synthétiques dérivé des séquences du ligand générées à l’extrémité N-terminale (Soh et al. 

2011). Plusieurs études expérimentales montrent une implication de PAR2 dans le 

développement et la progression tumorale. Par exemple, PAR2 est surexprimée dans les 

cancers gastrique, de la prostate ainsi que dans les mélanomes  (Black et al. 2007; Caruso et 

al. 2006; Massi et al. 2005). L’activation de PAR2 stimule la prolifération cellulaire dans 

divers types cellulaires de cancer incluant les cellules cancéreuses du colon, gastrique, du col 
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de l’utérus et les mélanomes (Caruso et al. 2006; Darmoul et al. 2004a; Nishibori et al. 2005; 

Sanchez-Hernandez et al. 2008; Yada et al. 2005). 

 

Comme évoqué précédemment, nous avons donc examiné l’hypothèse d’une 

activation indirecte de l’EGFR suite à une action de KLK6 sur PAR2. Dans un premier temps, 

nous avons examiné si la connexion PAR-2/EGFR existait dans les cellules analysées. La 

stimulation de PAR-2 par un agoniste a induit une prolifération des cellules A549 associée à 

une phosphorylation du récepteur à l’EGF ainsi que de ERK1/2. Ces phosphorylations ont été 

inhibées par le cetuximab indiquant que la signalisation passe par la libération d’un ligand de 

l’EGFR. De plus, le blocage de la voie PAR-2 à l’aide d’un siRNA spécifique a entrainé 

l’inhibition de la phosphorylation de ERK induite à la fois par l’agoniste et par KLK6.  

Il a été montré précédemment que PAR1 et PAR2 jouent un rôle pivot dans l’activité 

de ERK dans le cancer du colon (Darmoul et al. 2004a; Darmoul et al. 2003; Darmoul et al. 

2004b). De plus, PAR1 et PAR4 induisent la prolifération des cellules cancéreuses du colon 

par une série d’événements qui amène à l’activation de ERK (Darmoul et al. 2003; Gratio et 

al. 2009). Dans les cellules A549 nous avons montré d’une part, que la phosphorylation de 

ERK induite par le rajout de KLK6 active passait par la fixation d’un ligand sur l’EGFR, et 

d’autre part, que l’activation de PAR2 permettait l’activation ERK via la fixation d’un ligand 

de l’EGFR. Ceci nous laisse donc penser que la kallicréine 6 en activant PAR2 permettrait la 

libération de ligand(s) de l’EGFR qui entrainerait ensuite l’activation des voies de 

signalisation sous-jacentes et la stimulation de la prolifération cellulaire.  

Des cascades de signalisation impliquant les kallicréines, les membres de la famille 

des PAR et l’EGFR ont été décrites précédemment. Ainsi Gao et collaborateurs ont montré 

que KLK1 pouvait induire la migration et la prolifération de la lignée cellulaire de 

keratinocyte HaCat via PAR-1 et l’EGFR. Dans ce contexte, le clivage de PAR-1 par KLK1 

entrainerait une activation de la voie PKC-Src puis celle d’une métalloprotéase  membranaire 

(Figure n°68). La protéase membranaire activée mobiliserait des ligands de l’EGFR liés à la 

membrane comme l’HB-EGF (heparin- binding EGF-like growth factor) ou l’amphéréguline 

qui en se fixant sur l’EGFR activeraient les voies sous-jacentes (Gao et al. 2009).  
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Figure 68 : Représentation schématique de la voie de signalisation activée par KLK1 induisant la migration 

des keratinocytes HaCat. 
D’après Gao et collaborateurs  (Gao et al. 2009) 

 

 

Un mécanisme similaire a été rapporté pour la kallicréine plasmatique au niveau de 

cellules musculaires lisses. Dans ce cas, la métalloprotéase évoquée correspond à ADAM 17 

(A Disintegrin And Metalloprotease) (Abdallah et al. 2010). L’activation de ADAM17 

pourrait être consécutive à une phosphorylation de son domaine cytoplasmique comme cela a 

été décrit par Xu et collaborateurs (Xu and Derynck 2010). De telles cascades sont 

compatibles avec les données accumulées sur KLK6.  

 

Conclusion et perspectives 

Nous avions précédemment montré au laboratoire que KLK6 était un indicateur de 

pronostique défavorable pour des patients atteints d’un cancer broncho-pulmonaire non-à-

petites cellules (Heuzé-Vourc’h et al. 2009). Cette corrélation entre niveau d’expression de 

KLK6 et devenir du cancer pouvait être la résultante de 2 actions potentielles de KLK6 : une 

diminution de la réponse aux agents thérapeutiques et/ou une action pro-tumorale. Ces deux 

aspects ont été explorés lors de ce travail. Par des approches in vitro et in vivo,  nous avons 

montré que la KLK6 n’avait aucun effet sur la réponse aux agents chimio-thérapeutiques 

classiquement utilisés en clinique pour traiter le cancer du poumon. A l’inverse, KLK6 est 

capable de promouvoir des effets pro-tumoraux (prolifération, résistance à l’apoptose) chez 

des cellules cancéreuses pulmonaires humaines. Le fait que KLK6 soit un indicateur de 

pronostic défavorable chez l’homme pourrait donc être dû à une contribution de cette protéase 
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à la progression tumorale. Cette interprétation n’a pas pu être soutenue par les travaux 

effectués chez l’animal. Dans le modèle utilisé, nous avons observé au contraire un effet anti-

tumoral. Cette discordance est probablement liée à un impact particulier de la KLK6 humaine 

sur un microenvironnement non représentatif du microenvironnement pulmonaire humain. 

Afin de se rapprocher d’une situation physiopathologique, une première solution pourrait 

consister à utiliser un modèle orthotopique de cancer mettant en jeu une implantation directe 

des cellules humaines dans les bronches des souris. Cependant, un problème important  

persisterait, à savoir l’usage d’un système chimérique composé de cellules tumorales et de 

KLK6 humaines dans un contexte environnemental de souris. Ce problème est 

particulièrement critique dans le cas d’une protéase puisque son action dépend de sa capacité 

ou non à hydrolyser des substrats. Différentes études ont démontré des différences 

significatives entre la spécificité de protéases de souris et leurs homologues humaines avec 

comme corollaires la capacité ou l’incapacité à cliver des substrats différents ou du même 

type, respectivement. Dans l’idéal, il faudrait donc travailler dans un contexte homogène, 

cellules tumorales de souris et protéase de souris. Mais la souris apparait comme un mauvais 

modèle pour explorer le rôle de la KLK6 endogène sur le développement d’un cancer du 

poumon puisque contrairement à la situation présidant chez l’homme, le gène codant la KLK6 

n’est pas exprimé dans le poumon de cette espèce.  

Quoiqu’il en soit, nos travaux cellulaires suggèrent que KLK6 régulerait la 

prolifération et la survie de cellules tumorales humaines via une cascade de signalisation 

impliquant PAR-2, l’EGFR et des voies situées en aval de ce récepteur : la voie de la β-

caténine et de ERK (figure n°69).  
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Figure 69 : Cascade de signalisation de KLK6 dans les cellules A549. 

Légende : les flèches pleines indiquent les liens qui ont été établis lors de la thèse ; les flèches en pointillées sont 
les liens qui restent à établir. 

 

 

Certains points de ce schéma qui s’appuie sur nos propres données et des données de 

la littérature restent cependant à valider expérimentalement dans notre système cellulaire. Si il 

s’agit notamment de l’activation de l’ADAM17 ou d’une autre métalloprotéase membranaire 

suite à l’activation de PAR-2 par KLK6, de la nature du ligand de l’EGFR mobilisé dans le 

contexte des cellules pulmonaires tumorales et de la connexion entre EGFR et la β-caténine.  

 

Finalement, alors que la plupart des gènes codant les kallicréines tissulaires sont exprimés 

dans le poumon et que plusieurs d’entre eux sont dérégulés lors du cancer broncho-

pulmonaire, on connait encore peu de choses sur l’implication de ces protéases dans ce 

cancer. KLK8 et KLK10 semblent avoir des effets anti-tumoraux dans les stades précoces du 

cancer non-à-petites cellules (Sher et al. 2006; Zhang et al. 2009). A l’inverse, KLK13 a été 

décrit comme pouvant favoriser l’invasion et le comportement métastatique de cellules 

tumorales pulmonaires (Chou et al. 2011). Dans ces trois cas, les effets ont été reliés à des 

remodelages matriciels. Le travail rapporté ici donne un éclairage différent en mettant en 

avant des altérations de voies de signalisation provoquées soit par le clivage d’un récepteur 

membranaire (KLK6/PAR-2) soit par l’hydrolyse d’intégrateurs de signalisation 

(KLK12/CCNs). De nombreuses études sont encore nécessaires pour préciser dans le détail 

les actions étudiées ici et pour comprendre comment s’articulent des effets anti- et pro- 

tumoraux induits par des protéases d’une même famille.  
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Noémie MICHEL 

Analyse de la contribution des kallicréines 
tissulaires 6 et 12 à la physiopathologie 

pulmonaire  

Résumé 

Les kallicréines tissulaires humaines (KLK) ont récemment émergé comme une 
famille de protéases à serine pouvant jouer un rôle important dans la tumorigenèse. Le but de 
cette étude a été de mieux comprendre comment KLK6 et KLK12 pourraient intervenir dans 
la physiopathologie pulmonaire. 

 Nous avons démontré qu’une expression ectopique de KLK6 induisait la prolifération 
des cellules A549 d’une manière dépendante de son activité enzymatique, une résistance à 
l’apoptose, ainsi qu’une translocation nucléaire de la β-caténine. Nous avons également 
montré une voie de signalisation impliquée dans la prolifération induite par KLK6 impliquant 
PAR2, EGFR et ERK. 

 Nous avons identifié de nouveaux subtrats pour KLK12 : les CCN. Nous avons 
démontré que le clivage de CCN1 et CCN5 par KLK12 limitait leurs fixations avec le VEGF, 
BMP2 et le TGF-β1.  

Mots clés : kallicréines, cancer du poumon 

 

Résumé en anglais 

Recently, human tissue kallikreins (KLK) emerged as a new family of serine proteases 
which might play a major role in the tumorigenesis. The project aims at determining the 
contribution of KLK6 and 12 in lung pathophysiology.  

We showed that ectopic KLK6 promoted A549 cell proliferation in a protease activity-
dependant manner, inhibited cell apoptosis and induced β-catenin nuclear translocation. 
Furthermore, this study uncovered a signaling pathway mediated by KLK6 in promoting 
A549 cell proliferation trough activation of the PAR2-EGFR-ERK pathway. 

We have also identified novel substrates of KLK12, the CCN family. We reported that 
KLK12-mediated proteolysis of CCN1 and CCN5 can reduce or abolish the binding of 
VEGF, BMP2, and TGF-β1.  

Keywords: kallikreins, lung cancer.  


