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Résumé

Les kallicréines tissulaires humaines (KLK) ont edenent émergé comme une
nouvelle famille de protéases a sérine pouvantrjounerdle important dans la progression
tumorale. Le but du travail a été de mieux comprentbmment KLK6 et 12 pourraient
intervenir dans la physiopathologie pulmonaire.

Une étude préalable avait révélé qu'une expresdmree de KLK6 était un facteur de
pronostique défavorable pour des patients atteilois cancer du poumon. Nous avons donc
examiné l'impact d'une telle expression sur le corgment de cellules cancéreuses
pulmonaires (A549) et sur leur réponse a des ag#nisio-thérapeutiques courants. Une
expression ectopique de KLK6 a induit la prolifédatde cellules A549 d’'une maniére
dépendante de son activité enzymatique ainsi quhdésestance accrue a l'apoptose. La
présence de KLK6 a provoqué une translocation aireléde la p-caténine et une
augmentation de la phosphorylation de 'EGHEpiflermal Growth Factor Recepijoet de
ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase Ces phosphorylations, ainsi que la
prolifération induite par KLK6 ont pu étre inhibéear le cetuximab, un anticorps bloquant la
liaison d’'un ligand sur 'EGFR. Différents élémentcueillis suggérent que les effets de
KLK6 sur la voie de 'EGFR trouveraient naissanesms une activation du récepteur PAR2
(Proteinase Activated Recepfoqui est un substrat connu de cette protéase. ften, e
I'activation de PAR2 par un agoniste a mimé la adscd’événements observée pour KLK6
(libération d'un ligand de 'EGFR, phosphorylatiodes 'EGFR et d’ERK, induction de la
prolifération). De plus, l'inhibition de la voie A a I'aide de siRNA spécifiques a bloqué la
phosphorylation d’ERK induite par KLK6. D’autre paes études réaliséasvitro etin vivo
n’'ont pas révelé d'effet de KLK6 sur la réponse agents chimio-thérapeutiques étudiés.

Par ailleurs, nous avons identifié de nouveaux tsatisspour KLK12 : les protéines
CCN. Le clivage de CCN1 et CCN5 par KLK12 limiteilecapacité a former des complexes
avec le VEGF, BMP2 et le TGFL. La fragmentation des CCN1 et 5 impacte égaler@ent
migration et la survie de cellules pulmonairesretaghéliales.

En conclusion, nous avons montré que les KLK peuveéguler les voies de
signalisation soit par le clivage d'un récepteurmbeanaire (PAR2/KLK6) soit par
I'hydrolyse de protéines régulatrices de signalisafCCN/KLK12).



Résumé en anglais

Recently, human tissue kallikreins (KLK) emergedchasew family of serine proteases
which might play a major role in the tumorigenesitie project aims at determining the
contribution of KLK6 and 12 in lung pathophysiology

Previous study revealed thiaigh KLK6 concentrations were associated with lower
survival rates in patients with lung cancer. Werdf@re examined impact of KLK6 on the
behavior of lung cancer cells (A549) and their oese to cytotoxic drug treatment. We
showed that ectopic expression of KLK6 promoted ®\®¢ll proliferation in a protease
activity-dependant manner and inhibited cell apsistoKLK6 inducedp-catenin nuclear
translocation and increased phosphorylation of &pml Growth Factor Receptor (EGFR)
and Extracellular signal-Regulated Kinase (ERK).e§én phosphorylations and the cell
proliferation induced by KLK6 were inhibited by o&tmab, an anti-EGFR antibody which
block ligand fixation. Several results suggest tKkakK6 may act on the EGFR signaling
pathway by activating PAR2 (Proteinase Activateddpeor 2), which is a known substrate of
KLK6. Indeed, PAR2 activation by an agonist mimidkbe cascade of events observed with
KLK6 (EGFR ligand shedding, EGFR and ERK phosphaiighs). Furthermore, the
inhibition of PAR2 signaling by anti-PAR2 siRNA fldked the phosphorylation of ERK
triggered by KLKG6. In other handnp vitro andin vivo studies revealed that KLK6 has no
effect on the response of tumors to cytotoxic dragtments.

We have also identified novel substrates of KLKA&mnely the members of the CCN
protein family. We reported that KLK12-mediated tgaysis of CCN1 and CCN5 can reduce
or abolish the binding of VEGF (Vascular Endothel@@rowth Factor), BMP2 (Bone
morphogenetic protein 2), and TGE-(Transforming Growth Factdt). Furthermore, CCN
1 and 5 fragmentation impacted migration and saha¥ endothelial and lung cells.

In conclusion, we demonstrated that KLKs may magutagnaling pathways by the
cleavage of membrane receptor (KLK6/PAR2) or byftlagmentation of signaling proteins
(KLK12/CCN).
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AR: Androgen Receptor

ARE: Androgen response element

ARN : acide désoxyribonucléique

ARNmM : ARN messager

AT: antithrombine Il

BMP: Bone Morphogenetic proteins

BPCO: Broncho-Pneumopathie Obstructive Chronique
BSA: Bovin Serum albumin

CBNPC : Cancer Bronchique Non a Petites Cellules
CBPC : Cancer Bronchique a Petites Cellules
CCSP:Clara cell secretory protein

Ct: threshold cycléCycle seuil)

dNTP: désoxyribonucléoside triphosphate
Dsh/Dvl: Dishevelled

EDTA: acide éthylene-diamine-tétraacétique
EGF: eidermal growth factor

EGFR:Epidermal Gowth Factor Receptor
ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay
ERa et ERB : récepteurs aux cestrogeinest

Erk: Extracellular-Related kinase
FGF:Fibroblast Growth Factors

FITC: fluorescein isothiocyanate
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GSK3:Glycogne Synthase Kinase-3

HA: glycosaminoglycane hyaluronique
HB-EGF:Heparin- Binding EGF-like growth factor
HEK 293:Human Embryonic Kidney 293

HGFA: Hepatocyte Growth Factor Activator
HRP:HorseRadish Peroxidase

IGF: Insulin Growth Factor
IGFBP:1GF-Binding-Protein

IL-1B : Interleukine-B

JAK2: Janus Kinase2

kDa: kilodalton

KLK : kallicréine tissulaire

KLKBL1 : kallicréine plasmatique

LAP: Latency-Associated Protein

LEKT1: LymphoEpithélial Kazal-Type inhibitor
LRP5 ou 6.LDL-receptor Related Protein 5/6
LTBP: Latent-TGFA-Binding Protein

MEC: Matrice ExtraCellulaires

MMP: Matrix MetalloProteinase

PAIL: Plaminogen Activator Inhibitor

PAR: Proteinase activated Receptor

PBS : tampon phosphate de sodium

PCI: Peptidase C Inhibitor

PCR: mlymerase chain reaction

PI-3 kinase: Phosphatidyl-Inositol-3’kinase
PR:Progestin Receptor

PVDF : polyvinylidene fluoride

gRT-PCR :quantitative Reverse Transcription Polymerase Cligaction
RISC:RNA-Induced Silencing Complex

ROS :Reactive oxygen speci@spéces réactives oxygénées)
RT: reverse transcription

SDS: sodium dodécyl sulfate

SDS-PAGE: edium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electropbs



SERPIN:SERIine Peptidase INhibitors

siRNA: small interfering RNA

SPINK5: Serine Protease INhibitor Kazal-type 5
STATS3: Signal Transducer and Activator of Trancription 3
SVF: Sérum de veau foetal

TEM : Transition Epithélio-Mesenchymateuse

TGF: Transforming Growth Factgf

TGF$R 1 et 2 : récepteurs au TGRe type | et de type Il
uPA: Urokinase-type Plasminogen Activator

VEGF: vascular endothelial growth factor

Zn : Zinc
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INTRODUCTION

Le poumon est un organe qui doit faire face awngbments de pression et de volume
pour assurer la fonction respiratoire, mais il dégalement faire face aux nombreux
pathogenes et particules diverses provenant desilemement. Différents mécanismes
interviennent donc dans le maintien de l'intégtissulaire. Les protéases jouent un role
important dans I'homéostasie cellulaire et la régation tissulaire. Les maladies chroniques
inflammatoires du poumon ainsi que le cancer brofmiimonaire sont d'ailleurs souvent
associés a des taux de protéases plus élevés goenale. Parmi les protéases pulmonaires
figurent les Kkallicréines tissulaires mais leurscarésmes d’action et leurs fonctions
pulmonaires demeurent trées mal connus. Ce trawaithdse a eu pour objectif de mieux
comprendre comment certaines kallicréines tissgapourraient étre impliqguées 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 a travers la boutthegz puis il traverse la trachée qui se
divise en deux bronches principales, chacune matqliantrée dans un poumon. A
I'intérieur, ces bronches se divisent de nombret@egusqu’a former les bronchioles (figure
n°l1).

/\ Fosses ng;ales
) ¢ \ 7
/" @ .‘ ( Pharynx
Air / \ : T
\ Larynx

N
\ Trachée artére

Plévre

Les cétes et @)
les muscles intercostaux I

. 0,
Poumon droit 0

Le cosur

Bronches

) Bronchioles| ( |'ARBRE

\_g| Lobules | gpoNCHIQUE »

Vésicules

Le diaphragme

Figure 1 : Structure générale de I'appareil respi@re humain.
D’aprés la these de Delphine Gras (Gras 2006)
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1. Voies respiratoires intrapulmonaires

a) Les bronches

Les bronches contiennent du cartilage et deux tyg&pithélium : ['épithélium
bronchique glandulaire tapissant les glandes saupiguses et I'épithélium bronchique de
surface.

L’épithélium de surface est composé de plusieungegy cellulaires : les cellules
caliciformes produisant du mucus, les celluleséesi qui interviennent dans la clairance
mucociliaire, les cellules intermédiaires qui réighent pas la lumiere des voies respiratoires
et qui correspondraient a des cellules issues devision des cellules caliciformes au cours
d’un processus de stratification (Jeffery and L1970 Enfin I'épithelium de surface comprend
des cellules basales qui constitueraient des esllule réserve capables de régénérer
I'épithelium en cas de dommage.

Les glandes sous-muqueuses sont quant a elles sépgpde cellules sécrétoires et de
cellules basales. Les cellules séreuses produiaemiajeure partie du liquide de sécrétion
glandulaire tandis que les cellules & mucus preddislu mucus venant s’ajouter a celui

synthétisé par les cellules caliciformes (Figur2)n®

TRACHEE / BRONCHES

cellule cellule cellule cellule
ciliée caliciforme intermédiaire basale

Epithélium bronchique de
surface

—

Epithélium bronchique
glandulaire —

cellules cellules
a mucus GLANDE séreuses ',
— SOUS-MUQUEUSE )

Cartilage i
© o © £
. S € ® © ®o Geo)f

Figure 2 : Epithélium respiratoire des bronches.
D’apreés la theése de Delphine Gras. (Gras 2006)

s
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Chez 'Homme sain, les glandes sous muqueuses iperdwplus de 95% du mucus des
voies aériennes supérieures. Chaque glande sédetaucines (essentiellement MUC5AC et
MUCS5B), de I'eau, des électrolytes et une variégiles composants, particulierement des
substances antimicrobiennes et anti-inflammatdiges®zyme, lactoferrine, lactoperoxydase,
défensine...). La sécrétion de mucus forme un tapisles parois des voies aériennes qui
permet I'lhumidification de I'air inspiré, de prévete desséchement des parois et de capturer
les particules et les microorganismes inhalés. ithépum des bronches possedent un
épithélium cilié dont I'épaisseur diminue progrgssient avec les subdivisions. Ces cils
permettent la reconduction de mucus contenant agEyles et des microorganismes inhalés

vers le pharynx permettant son élimination dariale digestif.

b) Les bronchioles

Les bronchioles ne possedent pas de cartilageith&pm est simplifié, il est composé
de cellules ciliées, de cellules neuro-épithéliadésde cellules de Clara (figure n°3). Ces
derniéres produisent et secretent la protéine C(C&fa cell secretory protein la protéine
la plus abondante des fluides des voies respiesta@jui permet la protection de I'épithélium
bronchiolaire (Wong et al. 2009). Une sous-popatatile cellules de Clara agit de facon
identique a des cellules souches spécifiques du bsonchiolaire (Reynolds and Malkinson
2009). Les cellules neuro-épithéliales possedamniga elles, des granules composées de
différentes hormones peptidiques comme la sérotorimm bombésine, la calcitonine et la
leuko-enképhaline qui pourraient moduler le tonusscalaire des bronches et des parois

vasculaires (Weather et al. 2004).

BRONCHIOLES

cellule cellule cellule
de Clara  ciliee neuro
épithéliale

Figure 3 : Epithélium respiratoire des bronchioles.
D’apres la thése de Delphine Gras (Gras 2006)
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2. Zones respiratoires

Les zones respiratoires sont les lieux des eéchayagsix. Elles émergent des bronchioles
terminales et comprennent les bronchioles respiegtoles canaux et sacs alvéolaires, et les
alvéoles. Les alvéoles sont des structures micpigees ou I'oxygéne et le dioxyde de

carbone sont échangés avec le systeme sanguire(hgd).

entrée et satie de l'air alvédaire renouvellé
partielem ent a chaque cycle respiratare

veinule efférente & 'alvéole

artériole afférente & 'avéole

départ du sang
enrichi en C2 et
appauwi en CO2

02

réseau de
capillaires

ECHANGES

GAZEUX au

niveau des
alvéoles

arrivée du sang
riche en COR2 et
pauvre en O2

Figure 4 : Schéma d'une zone respiratoire.
D’apres http://www.himaia.com/vb/showthread.php269

L’épithélium alvéolaire est monostratifié et estmpmwsé de deux types cellulaires
différents qui sont les pneumocytes de types éepheumocytes de type Il (figure n°5). Les
pneumocytes de type | représentent 95% des celatle®nt impliqués dans les échanges
gazeux. Les pneumocytes de type Il sont impliquéssda production du surfactant en
synthétisant, assemblant et libérant les compoditiques et protéiques du surfactant
pulmonaire. Ce surfactant permet de diminuer laiteanqui s’exerce sur la paroi des alvéoles
lors des variations de la taille des alvéoles penbis cycles de compression-extension de la
respiration (Perez-Gil and Weaver 2010). Les pnaytes de type Il sont également des
cellules qui proliferent afin de re-épithélialiskes surfaces alvéolaires dissociées. Il sont
ensuite transformés en pneumocytes de type | (Fetchls 2003).
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ALVEOLES

pneumocyte  pneumocyte
de type | de type |l

capillaire hématies

Figure 5 : Epithélium respiratoire des alvéoles
D’apreés la these de Delphine Gras (Gras 2006)

lI.  Cancer du poumon

1. Incidence des cancers bronchiques

Le cancer du poumon est la premiere cause de nib@npalr cancer dans le monde, il y a
eu 1,4 millions de déces (ce qui représente 18,d%ods les cancers) en 2008. En France,
avec environ 39 500 nouveaux cas estimés en 2@ltamcer du poumon se situe au
qguatrieme rang des cancers, tous sexes conforukis, aprés le cancer colorectal (40 500
nouveau cas). Il représente 11% de I'ensemble deseaux cas de cancers tous sexes
confondus. Chez 'homme, il se place au deuxiemeg des cancers masculins avec 27 500
nouveaux cas, soit 13 % de I'ensemble des cancassutins, derriere le cancer de la prostate
(71 000 cas). Chez la femme, le cancer du poumbreesoisieme cancer avec 12 000
nouveaux cas estimés en 2011, soit pres de 8 %ereimble des cancers féminins, apres le
cancer du sein (53 000 nouveaux cas) et le cantarectal (19 000) (INCa).

2. Les principaux types de cancer du poumon

Il existe deux catégories principales de tumeues :cancers Bronchiques Non a Petites
Cellules (CBNPC) et les Cancers Bronchiques ad2e@ellules (CBPC). D’autres catégories
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existent tel que les tumeurs carcinoides et lasosas, mais celles-ci ne représentent qu’un
tres faible pourcentage

Quatre vingt pour cent des cancers du poumon sotyp® non a petites cellules et cette
catégorie est divisée en 3 sous-groupes principdex adénocarcinomes, les carcinomes
épidermoides, et les carcinomes a grandes cel(Besnbilla et al. 2001; Travis et al.).
L’adénocarcinome est le sous-type histologique grédant du cancer du poumon et il est
défini comme une tumeur maligne qui a pour origegemuqueuses glandulaires, alors que le
carcinome épidermoide est caractérisé par une fgnadion cellulaire montrant une
kératinisation et/ou des jonctions intercellulaird3ans la pratigue commune, les cas
manquants de signe de différenciation épidermoigleglandulaire sont reportés dans les
carcinomes a grandes cellules. En tant que cléss&BNPC sont relativement insensibles
aux chimiothérapies et aux radiothérapies.

Les carcinomes a petites cellules se caractérigamt la présence de granules
neuroendocrines et sont associés a un pronostawaté@ble. lls sont généralement localisés
centralement. Sans traitement les cancers a pegtkdes sont les plus agressifs, avec une
survie médiane de seulement 2 a 4 mois apres ¢maséic. Comparés aux autres types de
cancer du poumon, les CBPC répondent mieux auxictiigrapies et aux radiothérapies.
Cependant, la guérison est difficle car au momdunt diagnostic ces cancers sont

généralement a un stade avancé.

3. Les facteurs de risques

La fumée de cigarette est la premiére cause deecatc poumon. En effet,
approximativement 10 a 15% des fumeurs actifs d@peint un cancer du poumon. Trois
facteurs sont importants : la durée du tabagismmepmbre de cigarettes fumées par jour, et
'age du début du tabagisme (Le Faou and Scemar@8).2@pproximativement 10% des
cancers bronchiques apparaissent chez des indimidyant jamais fumé. Pour comparer les
caractéristiques épidémiologiques des non-fumearsgpport aux fumeurs avec des cancers
bronchiques, Wakelee et collaborateurs ont regrdepéésultats de 6 études menées aux
Etats-Unis et en Suéde (Wakelee et al. 2007) aintsdémontré que le cancer bronchique
chez les non-fumeurs était plus présent chez lesnfss que les chez les hommes. D’autres
facteurs peuvent étre responsables de cancer dagsooomme par exemple, I'exposition a

des agents toxiques minéraux tels I'amiante, cesantétaux comme l'arsenic, le chrome et le
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nickel (Alberg and Samet 2003). L'exposition & az gouterrain appelé radon est également
responsable d'une petite partie des carcinomeschicpres, chez les mineurs notamment.
D'autres études mentionnent d'autres facteursdaeas comme la pollution atmosphérique ou

une exposition a des radiations ionisantes.

4. Altérations génétiques

Des altérations variées ont été découvertes dartarizinogénése des cancers du
poumon. L'information génétique de I’ADN est trarisenjusqu’aux protéines en passant par
les ARN. Les protéines sont finalement modifieesrpacquérir une activité fonctionnelle
dans les cellules. Il n'y a pas que I'ADN lui-mémei peut étre soumis a des altérations
génomiques, mais €également des processus, incilesitmutations de I'ADN, de la
méthylation de I'’ADN, des altérations d’épissageles modifications post-transcriptionnelles
et post-traductionnelles (tableau n°1).

Ces altérations conférent aux cellules des pastités biologiques qui sont des
caractéristiques du cancer : (1) autosuffisances dies signaux de croissance cellulaire (2)
insensibilité aux signaux inhibiteurs de la cromsa (3) résistance a l'apoptose (4)

prolifération illimitée (5) angiogénese (6) invasitissulaire et métastase.
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L. Fréquence CBNPC [Fréquence CBPC
Gene Chromosome Fonction Mécanisme (%) k%)
ONCOGENES

MYCL 1p34.2 Facteur de transcription exp, amp <5 30
MYCN 2p24.1 Facteur de transcription exp, amp <5 10
ALK 2p23 Récepteur a tyrosine kinase ftrans

PI3KCA 3q26.3 Sous-unité de 1a PI3K Imut <5

ANP63 3q27-29 Homologuede p53 amp <50 (épidermoide)

c-kit Aqll-12 Récepteur a tyrosine kinase exp <5 50
FGFR4 5q353 Récepteur a tyrosine kinase mut <5 (adénocarcinome)
EGFR/ERBBI Ln

1 Tpl2 Récepteur a tyrosine kinase mut, amp, exp 50 (adénocarcinome) <5
BRAF 7q34 Ser/Thr kinase mut

MyYcc 8q24 [Facteur de transcription exp, amp 30 30
CCND! 11ql13 Régulateur du cycle cellulaire exp 50

KRAS 12pl2 Protéine de fixation au GTP mut, amp 20 (adénocarcinome) <5

25-60

HER2/ERBB2|17¢ql1 Récepteur a tyrosine kinase exp, amp, mut  (adénocarcinome) <5
MET 7g31 Récepteur a tyrosine kinase exp, amp, mut 21

BCL-2 18921 ‘Anti-apoptose exp 20 60
EMIL4-ALK  2p Tyrosine kinase [irans 5 (adénocarcinome)
GENES SUPPRESSEUR DE TUMEUR
LRP-DIT 2q21 Récepteur de lipoprotéine del 40 <5
FHIT 3pld.2 Dinucléotide triphosphatase del, me 40-70 50-80
RASSFiA4 3p21.3 Transduction du signal? del, me 30-40 70-100
INPRL2, BLU 3p213 del, mut 10
FUSI, HYAL13p213 del, mut 10
FUS2,
SEMA3B B3p21.3 del, mut 10
P16 (INK4a) 9p2l Inhibiteur de kinase cycline-dépendantdel, mut, me 60 <10
P14 (ARF) op21 Inhibiteur de kinase cycline-dépendantme 3
PPPIR3 7931 Ser/Thr phosphatase Imut 15
PTEN 10g23 Tyrosine phosphatase |del, mut <10 10
PPP2RIB 1123 Ser/Thr phosphatase I;mut 15

TSLC1 1123 Molécule d'adhésion Ime 85

27KIpi 13pl3 Régulateur du cycle cellulaire exp 70
RB 13q14 Régulateur du cycle cellulaire del, mut 20-30 80-100
P53 17ql3 Régulateur du cycle cellulaire del, mut 60 80-100
LKB1/STK11 19pl3 Ser/Thr phosphatase del, mut 10

Tableau 1: Altérations génétiques et leurs fréquences daes tancers bronchiques.
D’aprés Toyoota et collaborateurs (Toyooka et &8112). Légende : CBNPC, cancer Bronchique Non aé%eti
Cellules ; CBPC, Cancer Bronchique a Petites CeBuldel, délétion ; me, méthylation ; mut, mutati@xp,
altération de I'expression ; amp, amplification ggure ; trans, translocation.

Dans des revues de compréhension du cancer dugpochez les non-fumeurs,
Subramanian et Govindan (Subramanian and Govin@@i)2insi que Sun et collaborateurs
(Sun et al. 2007) ont examiné les caractéristigqualgculaires pouvant distinguer les tumeurs
des non-fumeurs et des fumeurs. Parmi les altésatmooléculaires frequemment détectées,
les mutations de 'EGFR sont courantes chez lesfmmeurs, alors que les mutations de K-
ras et p53 ainsi que I'hyper-méthylation du prorootde pl6 sont fréquentes chez les

tumeurs de fumeurs.
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5. Thérapies

Trois types de traitements sont utilisés dans lsepren charge des cancers

bronchiques: la chirurgie, la radiothérapie ettdaisements médicaux.

a) La chirurgie
La chirurgie est le traitement le plus ancien ma&galement le plus efficace des cancers
bronchiques. Il existe deux grands types de dwatetions chirurgicales :
-la lobectomie : il s’agit d’'une opération ou dhirurgien procede au retrait
d’un lobe du poumon ou se situe la tumeur.
-La pneumectomie : dans ce cas, le chirurgiengute au retrait d’'un des deux
poumons dans sa totalité.

La chirurgie est le traitement de référence des BEBMux stades précoces.

b) La radiothérapie

La radiothérapie est une techniqgue médicale qliseities rayonnements ionisants
pour détruire des cellules, principalement lesubedl de tumeurs cancéreuses. Son objectif est
de délivrer de la maniére la plus précise possibtiose de rayonnement prescrite au volume
de la tumeur, en épargnant au mieux les tissus samisinants.
Pour les CBNPC précoces, la radiothérapie peutuiitieée dans certains cas a la place de la
chirurgie lorsque la tumeur n'est pas accessiblee peut également étre proposée en
complément de la chirurgie et de la chimiothérdmisque la paroi du poumon est atteinte ou
lorsque I'exérese a été incomplete. Pour les CBBCstades avanceés, la radiothérapie est
associée a la chimiothérapie et a la chirurgiekei est praticable.
Pour les CBPC localisée, la chimiothérapie assaxikeradiothérapie constitue le traitement

de référence.

c) Les traitements médicaux

Plusieurs types de médicaments anticancéreux $itisésl pour traiter les cancers du
poumon : chimiothérapies et thérapies ciblées. €3nrégroupe sous le nom de traitements

médicaux. Il s’'agit de traitements généraux (ampeléssi traitements systémiques) qui
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agissent dans I'ensemble du corps. Cela permdtitidte les cellules cancéreuses quelle que
soit leur localisation, méme si elles sont isol&as'ont pas été détectées lors du diagnostic.

La chimiothérapie et les thérapies ciblées n’ostipanéme mode d’'action :

-les médicaments de chimiothérapie agissent surniésanismes de la division
cellulaire.

-les thérapies ciblées bloquent des mécanismesfigpés des cellules cancéreuses.
Ces traitements peuvent bloquer d’importantessvgig favorisent la progression tumorale et
avoir un contrle sur la maladie a long terme. D@&sultats ont été obtenus avec des
inhibiteurs de I'EGFR, des anticorps monoclonauxi-BGFR et des stratégies anti-
angiogénique dans des populations avec un stade@wde CBNPC. Cependant, seuls les
patients avec une mutation sur le géne de 'EGHR sasceptibles de répondre aux agents
qui ciblent ce gene. Ainsi, de nouvelle thérapiddées qui interférent avec le récepteur de
I'insuline ou la protéine de fusion EML4-ALK ont mwé une activité prometteuse (Janku et
al. 2010).

Pour les cancers bronchiques non a petites celldesstade précoce, une
chimiothérapie n’est pas systématique. Pour lesezarbronchiques localement avancés, une
chimiothérapie est recommandée en complément dtenrent local (chirurgie et/ou
radiothérapie)Pour les cancers bronchiques métastatiques, ungothérapie associée ou
non a une thérapie ciblée est le traitement deaéée.

Pour les formes localisées des cancers bronchagpesites cellules la chimiothérapie
associée a la radiothérapie est le traitement frerice.Pour les formes disséminées et
métastatiques, la chimiothérapie est le traiterdeneférence.

B. Les kallicréines tissulaires

I.  Historique et définition

La premiére observation des kallicréines semblerddt début du 20° siécle par
Abelous et Bardier (Abelous and Bardier 1909ablurs travaux portaient sur une fraction
urinaire insoluble dans lalcool qui permettait unasodilatation périphérique et une
hypotension chez le chien. Cette substance fut réem&urohypotensine » et son effet fut

confirmé par d’'autres laboratoires (Frey 1926; Fargt Kraut 1928; Pribram and Hernheiser
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1920). Dans les années 30, Frey, Kraut et WerlauKet al. 1930) ont montré I'abondance
de cette substance dans des extraits de pancré&st. & ce moment que le terme de
« kallicréine » est apparu, en référence au nau du pancréas : « kallikreas » (Kraut et al.
1930; Werle et al. 1937). L'effet hypotenseur a at&ibué a la libération de kinines
vasoactives a partir du kininogéne (Bhoola et 8821 Rocha et al. 1949; Werle et al. 1937).
Le terme de kallicréine a donc été associé a aetteité kininogénasique (Bhoola et al. 1992;
Werle and Fiedler 1969).

Cette définition des Kkallicréines englobait deuxzyenes distinctes: la kallicréine
plasmatique (KLKB1) et la kallicréine tissulaire giandulaire (KLK1). Ces deux kallicréines
different par leur origine génétique, leur struetyarotéique et leur spécificité de substrat
(Fiedler 1979; Movat 1979; Webster and Pierce 1960)

La kallicréine plasmatique (KLKB1) est codée pargéme localisé sur le chromosome 4
au locus q35. Il s’étend sur 30kb et possede drntet 15 exons (Beaubien et al. 1991; Yu
et al. 1998). La protéine produite mesure 85 a38 &t est structurellement proche du facteur
XI, une autre protéase plasmatique. Les cellulgsatigues secretent 'enzyme dans le
systeme sanguin ou elle va agir dans les procedsusoagulation, de fibrinolyse et
d’'inflammation (Bhoola et al. 1992; Sainz et al0Z}

La kallikreine tissulaire (KLK1) est une glycoproté de 25 a 40 kDa. Elle est
hautement exprimée dans une grande variété d'osgaheclle est capable de cliver le
kininogene, des facteurs de croissance et des oletde la matrice extracellulaire (Bhoola
et al. 1992; Fiedler 1979; Schachter 1979). L’étiotudu terme de kallicréine s’est produite
avec le séquencage nucléotidique et protéique dE1KLSon homologie avec d’autres
protéases a serine a suggéré gu’elle pouvait 8treambre d’'une famille multigénique (Swift
et al. 1982; Tschesche et al. 1979). A cette épampite famille ne semblait composée que de
3 membres : KLK1 et des protéases prostatiques K{dk2hK2) et KLK3 (ou PSA) (Digby
et al. 1989; Lundwall 1989; Morris 1989; Riegmaraktl988; Watt et al. 1986). A la fin des
années 90, la famille des kallicréines tissulag’est agrandie quand plusieurs génes codant
des protéases a serine ont été identifiés au nihedocus des kallicréines tissulaires. Avec le
séquencage du génome humain, trois laboratoiresnontré que ce locus était finalement
composé de 15 génes actiflLK1-15 et d’'un pseudogene (Gan et al. 2000; Harvey .et al
2000; Yousef et al. 2000b). Cependant seule KLKinkdeit posséder une activité
kininogenasique (Borgofio et al. 2007a; Bothwellakt 1979; Charlesworth et al. 1999;
Deperthes et al. 1997; Michael et al. 2005). Afi@vder toute confusion fonctionnelle, les
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KLK2-15 ont alors été nommées « Kkallikrein-relatpdptidases », tout en conservant
I'abréviation KLK. Cependant par facilité linguigtie, tous les membres de cette famille
restent dénommeés kallicréines tissulaires (voitkcké@ine) dans le cadre de cette these. Selon
la nomenclature actuelle, les genes de la familitigénique sont notés en italiqkeK1 a
KLK15 et les protéines en caracteres normaux : KLK1 &X¥_(Lundwall et al. 2006a). Le

tableau n°2 donne la correspondance entre les ran@seappellations et la nomenclature

actuelle.
an:ce:lceﬁ:lre Nomenclature ancienne Autre nom et ab.reviafion des kallicréine
Géne | Protéine Géne protéine tissulaires
KIKI KIKI1 KLK1 hK1 Tissue/renal/pancreatic kallikrein, hPRK
KILK2 KLK2 KLK2 hK2 Human glandular kallikrein 1, hGK-1
KIK3 KILK3 KLK3 hK3 Prostate-specific antigen (PSA), APS, KLK2A1
KLK-like 1 protein, enamel matrix serine protease
PRSS17, KLK-1.1, 1, (EMSP1), androgen-regulated message 1
AL RLEA KILK4 e (ARML), PSTS, prostase, pemB, enamel serine
protemase (pEMS)
KLES KLK5 KLK.L2 hK5 KLK-like 2 protein, stratum corneum iryptic-like
enzyme (SCTE)
PRSS18, brain and skin serine protease (BSSP),
protease M, zyme, neurosin, myelencephalon
KIK6 KLK6 PRSS9 hK6 specific
protease (MSP)
KIK7 KLK7 PRSS6 hK7 stratum cormeum chymotrypsin-like enzyme
(SCCE)
neuropsin, HNP, ovasin, tumor-associated
KILK8 KLKS8 PRSS19 hK8 |differentially expressed gene-14 (TADG-14), brain
serine protease 1 (BSP1)
KIK9 KLK9 KLK-L3 hK9 KLK-like 3 protein
KIKI0| KLK10 PRSSL1, NES1 nkio | Pormalepithelial-Specific 1 protoin (NES 1
protein)
KIKIl | KIKI11 PRSS20 hK11 | trypsin-like serine protease (TLSP), hippostasin,
KIKI2 | KIKI12 KLK-L5 hK12 KILK-L5 protein
KIKI3| KIKI13 KLK-14 hK13 KLK-14 protein
KIK14| KIKI14 KLK-L6 hK14 KLK-L6 protein
Prostinogen, ACO protease, HSRNASPH, hK15
KIK15| KILKI15 hK15

Tableau 2: Différents noms et abréviations des meashde la famille des kallicréines tissulaires
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lI.  Organisation chromosomique

La famille des kallicréines tissulaires représeleteplus large cluster de génes de
protéases du génome humain. Il s’étend sur endfinkb au locus 19g13.3-13.4 et aucun
autre gene étranger aux kallicréines n’est prémesein du locus (Gan et al. 2000; Harvey et
al. 2000). Les 3 génes initialement identifidsK1, 2 et 3 ne sont pas contigué&LK15 suit
KLK1, puis suiventKLK3, KLK2 ainsi que le pseudogedé&KLK1. Les autres génes de la
famille (KLK4 a KLK14) se suivent dans l'ordre. La direction de la tcaipgion de tous les
genes se fait du télomere au centromere a I'exarepieKLK3 et KLK2 (Borgoiio et al. 2004;
Yousef and Diamandis 2000) (figure n°6)
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Figure 6 : Organisation chromosomique des kallicns.
(a) Localisation du cluster des membres de la flandiés kallicréines sur le chromosome 19 au lods4j; (b)
Organisation des génes au sein de ce locus, lafilire de chaque fleéche indique le sens de la tr@pisen du
géne correspondant. Le numéro du géne KLK estalactessus du schéma tandis que les nombres situés
dessous indiquent la taille du géne.

[ll.  Les genes des kallicréines tissulaires

1. Structure des génes des kallicréines tissulaires

Les genes des kallicréines possédent plusieurgtéastigues communes : 5 exons
codants de tailles similaires ou identiques, @dsition des codons de la triade catalytique de
ces protéases qui se situent respectivement dassexbns 2, 3 et 5 (Borgofio et al. 2004;
Yousef and Diamandis 2001). Les quelques différeradzservées entre les génes ek

sont constatées dans les régions non codantes, Rinsngueur des introns est variable, ce
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qui conduit a des différences dans la longueurg@ess. Par contre, les séguences consensus
d’épissage GT-AG sont conservées parmi la plupsstgénes, a I'exception #d-K10, qui
posseéde un site supplémentaire au sein de l'idtr@orgofio et al. 2004; Luo et al. 1998). La
majorité des kallicréines récemment découvertBsK@-15 possede 1 a 3 exons
supplémentaires non-codant dans la région 5’ ramutte (ou 5’'UTR 5’untranslated regioh
(Yousef and Diamandis 2001). Les géirek1, 2 et3 n'ont pas d’exons supplémentaires en
5, cependant des sites de démarrage de transerigliernatifs existeraient en amont dti 1
exon La région 3’ non traduite (3’ UTR) est en contiguévec le dernier exon a I'exception
de KLK14 qui posséde un intron supplémentaira longueur de la 3'UTR est variable allant
de 45 pb pouKLKS8 a 748 pb pouKLK7 (Yousef and Diamandis 2001) (Figure n°7).
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Figure 7 : Structure schématique des génes et dexdgines de la famille des kallicréines tissulaires
humaines.
Les séquences exoniques codantes et non codamtesegrésentées respectivement par des boitesrotéré
et non numérotées. Les structures introniques septésentées par une barre. L’exon 1 comprendée s
d’initiation de la transcription et code pour le pide signal de sécrétion et le propeptide. Legliésde la
triade catalytique des kallicréines (His, Asp, Ssat localisés respectivement sur les exons 253 e

2. Régulation de I'expression des genes des kallicrés

a) Régulation par 'augmentation du nombre de copiegéne

Tres peu d’études ont été réalisées sur I'imphcatiu nombre de copie des genes des
kallicréines dans leur niveau d’expression. Cependians des lignées cellulaires de
carcinome de la vessie, il a été observé une apgildn de genes de kallicréines
parallelement & une augmentation des transcritkldés, 6, 8 et 9(Shinoda et al. 2007).
D’autres études concernent le cancer de l'ovairel @i été révélé une augmentation du

nombre de copie du locus des kallicréines dandigieses cellulaires et des tissus de cancer
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primaire sur-exprimant les membres de la famille kidlicréines (Bayani et al. 2008). Suite a
une analyse par Southern Blot, Ni et ses collabaratont suggéré que la surexpression de
KLK6 dans des tumeurs de I'ovaire pourrait étre liémeé amplification de son gene (Ni et
al. 2004). Une étude plus approfondie a égalememitnéd que les tumeurs ayant une
augmentation du nombre de locus des kallicréinaerét plus susceptibles de sur-exprimer
KLK6, cependant il n'y aurait pas de corrélation emerenombre de copie et I'expression

protéigue (Bayani et al. 2011).

b) Régulation par les stéroides

Il s’agit du mode de régulation des kallicréinesplas étudié du fait de I'intérét de
plusieurs équipes pour I'expression des kallicrgimi@ns des tissus hormono-dépendants.

La régulation par les androgenes a principalemignétéidiée poukKLK2 etKLK3 dans la
prostate ou ces génes sont sur-exprimés en réporsate classe d’hormone. Plusieurs
éléments de réponse aux androgenes (ARBdrogen response elemgont été identifiés a
proximité du site de démarrage de la transcriptiangeneKLK3 (Cleutjens et al. 1996;
Riegman et al. 1991; Schuur et al. 1996). Etanhdayue les promoteurs #& K2 et KLK3
ont 80% de similarité de séquence, sans surpresenubtifs similaires aux ARE d€_K3 ont
éte identifiés dans les régions promotrices et dicgtrices deKLK2 (Young et al. 1992). La
technique ChIP Ghomatin ImmunoPrecipitatigna permis de démontrer la fixation du
récepteur aux androgenes sur les gelds2 et KLK3 dans les cellules LNCaP, une lignée
cellulaire de cancer de la prostate (Kang et @428ang et al. 2002; Shang et al. 2002). Des
éléments potentiels de réponse aux androgenedé@identifiesin silico, en amont du gene
KLK4 (Stephenson et al. 1999), cependant I'effet desogenes sur I'expression prostatique
de ce geéne varie selon le type cellulaire (DongleR005; Korkmaz et al. 2001; Lai et al.
2009; Nelson et al. 1999; Xi et al. 2004). Les agénes stimulent également I'expression
des gene&LK2, 3, 8, 10, 11, 13, 1dt 15 dans les lignées cellulaires cancéreuses du sein
(Hsieh et al. 1997; Luo et al. 2003; Luo et al. Z0Magklara et al. 2000; Paliouras and
Diamandis 2007; Yousef et al. 2003). L'expressi@s deneKLK4, 5, 6, 9et 12 serait
également induite par les androgenes dans desefigoélulaires mammaires cancéreuses
cependant ces observations réalisées par RT-PCRuattitative restent a étre validées par
d’autres méthodes (Paliouras and Diamandis 200éds&foand Diamandis 2000; Yousef et al.
2000c; Yousef et al. 1999b; Yousef et al. 2004c).
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Des progestatifs sont capables de stimuler I'exgiwasdes gendsSLK2 etKLK3 dans des
lignées cellulaires de cancer du sein (Hsieh et397; Magklara et al. 2000; Yu et al. 1994).
Des plasmides rapporteurs H&K2 et KLK3 ont été actives par la progestérone dans la
lignée prostatique cancéreuse PC-3 co-transfectés l@ récepteur aux progestatifs (PR :
Progestin Receptdr(Shan et al. 1997). La progestérone stimule égaie I'expression de
KLK4 dans la lignée cellulaire KLE du cancer de I'enétma et la lignée T47D du cancer du
sein, probablement par I'intermédiaire d’un éléemaatréponse a la progestérone localisé a
2419 pb en amont du site de démarrage de la tiptisor (Lai et al. 2009; Myers and
Clements 2001). En plus d€LK2, 3 et 4, des données préliminaires suggéerent que
I'expressionKLK6 et des génes 8 a 15 serait également induiteepgorbgestatifs dans les
cellules du cancer du sein (Luo et al. 2000; Shagv@iamandis 2008; Yousef et al. 2000a;
Yousef and Diamandis 2000; Yousef et al. 2003; ¥bdes al. 1999a; Yousef et al. 2000c;
Yousef et al. 2000d; Yousef et al. 2002c).

Contrairement aux progestatifs et aux androgemssglucocorticoides peuvent soit
activer soit inhiber soit stimuler I'expression deslicréines. Par exemple, I'expression de
KLK10 augmente avec un traitement a la dexaméthasonedilleées du cancer du sein
MCF7, T47D et MDA-MB-468, mais diminue dans leslaels MCF-10A (Kulasingam and
Diamandis 2007; Shaw and Diamandis 2008). Des éitsrde réponse aux glucocorticoides
ont été identifiésin silico sur les promoteurs d&LK5, 6, 7, 8, 10et 13 mais leur
fonctionnalité n’a pas éte vérifiee expérimentaaih(Shaw and Diamandis 2008).

La régulation par les cestrogénes est plus comméxe principalement été étudiée
dans les lignées cellulaires de cancer du seixpkéssion d&KLK5, 6, 8, 10, 11, 18t14 est
stimulée par les cestrogenes (Borgoiio et al. 20381 Kt al. 2003; Luo et al. 2000; Paliouras
and Diamandis 2007; Paliouras and Diamandis 208®lisef et al. 2000a; Yousef et al.
1999a) et des expériences de RT-PCR qualitativegésagt que les cestrogenes
augmenteraient également I'expressiorkil&7, 9, 12et 15 (Yousef et al. 2004a; Yousef
and Diamandis 2000; Yousef et al. 2000c; YousedleR000e). Cependant la réactivité de
chaque kallicréine différe selon la lignée celltdade cancer du sein, il a été suggéré que ces
différences pourraient étre dues a des changergénttiques ou epigénétiques du locus des
kallicréines ou de croisement entre différentesesote signalisation régulées par les
cestrogenes. De plus, le mécanisme d’action estt@iicecar aucun €lément de réponse aux
cestrogenes n'a été identifié dans la région praeindes promoteurs (Paliouras and
Diamandis 2007).
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c) Régulation par la méthylation de 'ADN

La méthylation de 'ADN est un processus epigéngjqil s’agit de la fixation de
groupements méthyles sur I’ADN toujours attachécatbone 5’ d’'une cytosine. Chez les
mammiféres, pratiquement tous les résidus méthosgaye font partie d’un dinucléotide 5'-
CpG-3'. Ces séquences ne sont pas réparties agrawit dans ’ADN, mais ont tendance a
se concentrer dans des « ilots » riches en GCgesblncalisés dans des régions du promoteur
contrdlant I'expression du géne. Ce mode de réigulate I'expression des genes pourrait se
produire pour les kallicréines, en effet il été mménqu’un traitement de certaine lignées
cellulaires cancéreuses par un agent déméthyabtalza-dC, pouvait induire ou réprimer la
transcription des génes. C’est le cas de la ligrafeéreuse prostatigue PC3 de cancer ou
I'expression des gend€lLK10, KLK11 et KLK12 a été modifiée suite au traitement. Ceci a
également été observé dans des lignées de canseirdavec les gén&d K4, KLK5, KLK6,
KLK10 et KLK11, et dans des lignées cellulaires de cancer daifeywourKLK4 et KLK5
(Pampalakis et al. 2006). Des études de la méibglates génes des kallicréines avec des
techniques de PCR spécifique de la méthylatioreetétjuencage de 'ADN avec du bisulfite
de sodium ont également montré que le profil denghétion de 'ADN changeait lors de la
progression tumorale. Ceci est le cas pour le gertel K10 avec une hyperméthylation de
I'exon 3 qui serait a I'origine de sa sous-expm@s3ors de la progression tumorale dans les
cancer du sein, de I'estomac, de I'ovaire, du cartie hépatocellulaire (Huang et al. 2007; Li
et al. 2001; Lu et al. 2009; Sidiropoulos et al.020 ainsi que dans les leucémies
lymphoblastiques aigties (Roman-Gomez et al. 200@s peu d’ilots CpG ont été détectés
dans la région proximale du promoteurKleK6, cependant le statut de méthylation du gene
corréele avec son niveau d’expression dans des dggreellulaires ainsi que dans des
échantillons de cancer du sein (Pampalakis et08l92Pampalakis and Sotiropoulou 2006).
Enfin des études sur des lignées tumorales mamsnairestatiques et ovariennes montrent
que la méthylation de I'ADN interviendrait dans dentréle de I'expression des genes de
KLK5, 6, 11 et12 (Pampalakis et al. 2006; Pampalakis and SotirapoR006).

d) Contrble de I'expression par les microRNA

Les microARN (miRNA) ont récemment été mis en avarhme nouveaux régulateurs
des KLK. Chow et ses collaborateurs ont identifé iBteractions fortes KLK/miRNA en

utilisant des outils de bioinformatiques. KLK10 &skallicréine la plus souvent ciblée, suivi
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par KLK5 et KLK13 (Chow et al. 2008). La transfextide cellules de cancer du sein et des
ovaires avec des miRNA patrticuliers diminue sigraifivement la concentration #&.K6 et
KLK10dans ces cellules (Chow et al. 2008; White e2@10).

IV. Structure et activité enzymatique des kallicréinesissulaires

1. Structure protéique des kallicréines

Comme toutes les protéases, les kallicréines stamttifieées et répertoriées dans la
base de données Merops (Merops, the peptidaseadatalvww.sanger.ac.uk ; (Rawlings et
al. 2006). Dans cette base de données, les pretéast assignéees a des familles sur la base
d’identités de séquences, et a un clan qui regrdapefamilles possédant une origine
commune dans I'évolution. Selon cette base de demrés kallicréines appartiennent a la
famille S1 et au clan SA des protéases a sérin@llzart des membres de ce clan, comme
les kallicréines, sont produites sous forme dernpeszymes. Elles doivent étre correctement
maturées pour exprimer une activité protéolytidd@uvellement synthétisées, elles sont dans
un premier temps dirigées vers le réticulum endoplque puis vers la voie de sécrétion
grace au clivage du peptide signal ou « prédomsgiltemposé de 16 a 33 acides aminés. Les
kallicréines sont sécrétées sous la forme de pyoeez ou « zymogenes » et restent inactives
jusgu’au clivage du « prodomaine », qui induit tnrarmgement de conformation de la poche
de fixation du substrat et I'apparition de I'act&venzymatique (Hedstrom 2002).

La séquence des formes matures contient les aamé@ss Histidine, Aspartate et
Sérine de la triade catalytique des protéases #neséLa résolution des structures
cristallographiques de KLK1 et KLK3, 4, 5, 6 et 7omre que la triade catalytique est
positionnée entre deux domaines de 6 feuille{8ernett et al. 2002; Debela et al. 2007a;
Debela et al. 2007b; Fernandez et al. 2007; Goriite-Bt al. 2002; Katz et al. 1998; Ménez
et al. 2008). La structure observée est caradtprestdes membres de la famille S1 (figure
n°g).
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Figure 8 : Représentation en ruban de la structuedimensionnelle de la proKLK6.

Les structures secondaires en feuilfett en hélicex sont représentées respectivement par des flethies e
rubans. L’emplacement des résidus de la triadelgtitme et des ponts disulfures sont représentéesi@s
batonnets. Les régions des boucles dont la straast peu définie sont indiquées en gris foncéekémités
amino et carboxy terminales sont également reptég@het C). D’aprés Gomis-Riith et coll, 2002 (GeRiith
et al. 2002).

Basé sur I'alignement de séquence (figure n°9)s ple la moitié des acides aminés
(122 résidus) sont conservés dans la moitié déisréihes (Clements et al. 2004). Les acides
aminés impliqués dans l'activité protéolytique &tcbnformation protéique sont hautement
conserves entre les kallicréines, cependant lesusassociés a la spécificité du substrat sont
plus divergents (voir paragraphe suivant). La #iadtalytique et plusieurs résidus adjacents
sont identiques, comme les 10 résidus cystéinefoguient les ponts disulfures. Cependant,
KLK 4-12 et 15 ont une paire de cystéines additedsin(137 et 232), ce qui n'est pas
caractéristique des protéases du clan S1A (Yousaf €004b). La Glycings est présente
dans toutes les KLK a I'exception de KLK10 qui pads un glutamate, ce résidu est
normalement hautement conservé car il est essdot®lde la protéolyse d'un substrat
(Hedstrom 2002). La séquence polypeptidique ddiiahes est plus divergente dans les 8
boucles environnant la triade catalytique et expsseers la surface. La boucle 99 est
I'exemple le plus extréme, les KLK1 a 3 ont uneeition de 11 acides aminés, elle est
connue pour étre la « boucle des kallicréines »K&ML1 et 13 ont aussi une petite insertion

35



INTRODUCTION

dans cette région. La boucle 148 varie aussi éesr&LK, particulierement pour KLK15 qui

a une insertion de 10 acides aminés.
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Figure 9 : Alignement de séquence des membres daraille des kallicréines tissulaires.

Les résidus identiques pour au moins 8 KLK sonaérés. Les résidus de la triade catalytique sodignés
par des carrés noirs. Le peptide signal est sudvilp propeptide qui est souligné. Les sites diatton connus
ou prédits sont indiqués par une fleche. Les pdisisifures formés par les résidus cystéines satgirés par

des cercles. Les résidus situés au fond de la pdelixation du substrat sont indiqués par un cafide. Les
résidus formant la boucle des kallicréines sontignés. Les résidus invariants qui sont typiquencemserves
chez les protéases a serine sont indiqué par umt poir en dessous. D’aprés Clements et coll, 2Q0kments

et al. 2004)
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2. Spécificité de substrat

La spécificité enzymatique des kallicréines dépeéndésidu 189. Les kallicréines 1,
2,4,5, 6, 8 et 10-14 ont un résidu aspartateositipn 189, ce qui leurs conférent une activité
de type trypsine, c'est-a-dire capable de clivesuipstrat aprés une arginine ou une lysine
(Debela et al. 2008; Lundwall et al. 2006b). Il @shoter que KLK10 ne présente pas
d’activité protéolytique vis-a-vis des substratalitionnels des kallicréines, ceci pourrait étre
dd a la substitution de la Glyciae par un résidu glutamate. KLK15 a aussi une aétidi
type trypsine, mais possede un glutamate en posiBd (Yoon et al. 2008a). KLK3 avec une
seringgg et KLK7 avec une asparagigg ont une activité de type chymotrypsine et peuvent
accommoder des résidus tels que la tyrosine, @rletet la phénylalanine (Skytt et al. 1995;
Watt et al. 1986). Il est difficile de prédire lpegificité de KLK9 car elle possede un résidu
glycine en position 189, ce qui est rare parmiplegéases a serine. Il est possible qu’elle ait
une spécificité similaire a I’ élastase du neutilgplhumain, qui possede aussi un résidu
glycinegg et qui tend a cliver aprés les résidus valinelatime (Blow 1977; Sinha et al.
1987).

La spécificité de substrats des kallicréines esbenaccentuée par les résidus des 8 boucles
qui entourent le site actif et des exosites chaggés surface de la protéine (Debela et al.
2008).

3. Mécanisme protéolytique

Lorsque les kallicréines sont activées elles famectent comme tous les membres du
clan SA. L’activité protéolytique dépend des résidie la triade catalytique Histidine-
Aspartate-Serine composent le site actif. Le méeraeicatalytique s’effectue en plusieurs
étapes :

-La serine195 possede un groupement —OH permettenattaque nucléophile sur le
groupement carbonyl du substrat. L’histidine vavmurécupérer I’hydrogéne de la serine,
ce résidu est quant a lui stabilisé par une liaisgirogene avec I'Aspartate. Cette réaction
donne un intermédiaire tétraédrique. L’Histidinedamner le proton au groupement amine du
substrat ce qui permet une décomposition de linéeliaire tétraédrique. Un intermédiaire

acyl-enzyme se forme alors par catalyse générale de I'Histidine polarisé par I'’Aspartate.
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-Le produit amine du substrat est ensuite libéné molécule d’eau intervient pour le
remplacer. Ceci se fait a I'aide de I'Histidine qai accepter un proton de I'eau, on obtient un
second intermédiaire tétraédrique.

-Enfin, la Serine va accepter le proton de I'Histinelachant le groupement acide du

substrat, et I'enzyme revient a son statut initial.
Il est a noter que lors de la formation des detsrmédiaires tétraédrique, on peut observer
ce qui est appelé un trou pour I'oxynation. Le su#tsest stabilisé dans la poche catalytique
grace a deux ponts hydrogénes entre son grouperadianyl et les groupements amide de la
serine 195 et de la glycine 193 (Di Cera 2009; Itteds 2001)

4. Régulation de I'activité enzymatique

a) Reégulation par I'activation du zymogene

Comme la majorité des protéases a serine, lesmpnefodes kallicréines ne possedent pas
d’activité protéolytique. Celle-ci apparait suiteua clivage protéolytique du pro-segment
dont la séquence et la taille varie entre les KIX.I'exception de KLK4, toutes les
kallicréines présentent un résidu lysine ou argném position P1 par rapport au site de
clivage (Paliouras and Diamandis 2006) (tableay.ri°8 libération du prosegment nécessite
donc l'intervention de protéases a activité de typesine.

Ainsi la capacité de la trypsine a cliver le prasegt a été étudiém vitro et il a été
démontré que KLK1, 3, 5-7 et 15 sont des substtatia trypsine (Angermann et al. 1992;
Brattsand and Egelrud 1999; Gomis-Ruth et al. 2@}t et al. 1995; Takada et al. 1985;
Takayama et al. 2001a). D’autres enzymes sont tepabactiver les kallicréinem vitro
comme la thermolysine, la kallicréine plasmatiqlee, plasmine, le facteur Xa, I'uPA
(urokinase-type plasminogen activatdes MMP (atrix metalloproteinage et la thrombine
(Beaufort et al.; Blaber et al. 2010; Ryu et alD20Takada et al. 1985; Tye et al. 2009; Yoon
et al. 2012; Yoon et al. 2008b). Pour KLK4 dontpidomaine est clivé aprés un résidu
glutamine, elle peut donc étre activée par des rapgyde type metalloprotéase et la

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

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

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

prokKLK3 I-L-S-R| I-V-G (Lévgren et al. 1997(Yoon et al. 2007)

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

proKLK5 S-S-S-RI-I-N (Brattsand and Egelrud 199@yoon et al.

2007)

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

proKLK?7 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-RI-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-KV-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)

D’autres travaux ont été réalisés afin d’examireur |capacité a s’'auto-activer ou a
réaliser une activation croisée. Plusieurs étudegitro ont démontré que les kallicréines
pouvaient interagir entre elles (Borgofio and Diatia2004; Brattsand et al. 2004; Michael
et al. 2006; Yoon et al. 2008a). Ainsi le terme LkKactivome » a été introduit pour décrire
I'activation en série des proformes des KLK parutfes KLK matures (Yoon et al. 2008a).
Ce profil supposé d’activation en série est repri&seur la figure n°10, cependant ce profil

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

est principalement basé sur des clivages prot§olgtin vitro de pro-KLK recombinantes.
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KLK ACTIVOME

auto

pro-KLK6 [ KLK6

I auto i‘
¢ auto auto l ¢ auto

pro-KLK11

pro-KLK7 | — KLK7

Figure 10 : « KLK activome », schéma représentdattivation en série des proformes des kallicréirnes
d’autres kallicréines matures
D’aprés G. Sotiropoulo et coll, 2009 (Sotiropouketual. 2009)

Il a été montré que KLK2, KLK4 et KLK15 sont capabld’activerin vitro proKLK3 (ou
proPSA), KLK4 et KLK15 étant plus efficaces que KZKKumar et al. 1997; Lévgren et al.
1997; Takayama et al. 2001a; Takayama et al. 198Kayama et al. 2001b). KLK5 serait
également capable d’'activer proKLK3 (Michael et24l06) ainsi que la proforme de KLK7 et
de KLK14 (Brattsand et al. 2004). Apres activatiéii,K14 pourrait a son tour cliver le
prosegment de KLK5 (Brattsand et al. 2004), cetteniére pouvant activer proKLK1 et
proKLK11 (Emami and Diamandis 2008; Yoon et al. 290 proKLK11l constitue par
ailleurs un substrat de KLK12 (Yoon et al. 2008a).

D’autres travaux ont révélé la capacité des kdli@s 2 (Denmeade et al. 2001), 4
(Takayama et al. 2001b), 5 (Brattsand et al. 20604Blaber et al. 2007), 12 (Yoon et al.
2008a; Yoon et al. 2008b) et 13 (Sotiropouloul.€2@03) a s’auto-activer.

b) Régulation par des inhibiteurs

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

en particulier les SERPINESERIne Peptidase INhibitgrdes inhibiteurs de type kazal et les
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macroglobulines (Barrett et al. 2003). Il n’exisjge deux inhibiteurs de type kunitz capable
d’agir sur les kallicréines. Le premier est la lvikne qui se lie a KLK1, ce qui peut jouer un
réle important dans la fonction et les maladiesmuuiaires, et elle est également associée a
KLK6 et 10 dans les ascites du cancer de I'ovéielaria et al. 1997; Forteza et al. 2007,
Oikonomopoulou et al. 2010a). Le second est urbitenur de 'HGFA(Hepatocyte Growth
Factor Activato) qui est impliqué dans la progression tumoraldd@®&FA est activé par
KLK4 et 5 qui sont en retour inhibées par les daresiinhibiteurs de type 1 de I'HGFA
(HAI-1) (Mukai et al. 2008)

» Les SERPINESderpin : SERine Protease INhibityrs

La superfamille des SERPINE est composé de prataiee33-46 kDa qui représentent
environ 10% du plasma sanguin humain (Hunt and Dy#®80; Potempa et al. 1994). Les
SERPINES agissent comme des substrats suicidgzatlésses a sérine. Elles présentent une
boucle réactive qui est clivée par la protéaseutdagbloque de maniére irreversible dans le
site catalytique de I'enzyme. Le clivage entraires cchangements de conformation de
I'enzyme et de la serpine (Huntington et al. 2000).

La SERPINEa;-antitrypsine (AAT) est capable d’'inhiber fortemantvitro KLK4 et
KLK14 et & un moindre degré, KLK12 (Borgofio et20007b; Luo and Jiang 2006; Memari et
al. 2007; Obiezu et al. 2006). De facon surprenagite est également capable d’inhiber
KLK7 qui posséde une activité de type chymotrypsimais elle n’agit pas sur KLK 1, 2, 5, 6,
8, 11 et 13n vitro (Geiger et al. 1981; Luo and Jiang 2006; Magkédral. 2003; Michael et
al. 2005; Mikolajczyk et al. 1998; Zhang et al. IpDes étudem vivo ont révélé I'existence
de complexes KLK3-AAT dans la prostate et leur dgii@arest augmentée dans les formes
bénignes d’hyperplasie de la prostate (Stenmah 4981; Zhang et al. 1999). Récemment
des analyses immunologiques des ascites de caecéowvidire indiquent la présence de
complexes formés entre KLK 5, 6, 8 et 10 et 'ATdiKonomopoulou et al. 2010a).

KLK3/PSA est principalement complexée aveg;4antichymotrypsine (ACT) dans le
plasma sanguin, ces complexes formant 85% de la3dikculante totale. Une augmentation
du ratio de la KLK3 libre/ KLK3-ACT est corrélé avéa progression du cancer de la prostate
(Becker and Lilja 1997; Stenman et al. 1994)vitro 'ACT n’inhibe pas ou modérément les
kallicréines de type trypsine soit KLK 1, 2, 48t 11-14 (Borgofio et al. 2007b; Hutchinson
et al. 2003; Luo and Jiang 2006; Michael et al.®20dikolajczyk et al. 2004; Mikolajczyk et
al. 1998; Obiezu et al. 2006). De facon intéregsades analyses de lait et d’ascites humain
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montre qu’environ 5% de KLK6 est liée a I'ACT soissme de complexe qui reste stable
aprées une purification par HPLC (Hutchinson e2aD3).

L’antithrombine 11l (AT) est un inhibiteur dont If&et peut étre augmenté en formant un
complexe avec I'héparine (Dementiev et al. 2008t effet de I'héparine a pu étre observe
pour l'inhibition de KLK2 par I'AT dans des cellldgumorales ou il existe une expression
élevée et une colocalisation avec KLK2 (Cao e2@D2).In vitro, 'AT n’inhibe pas les KLK
de type chymotrypsine (Cao et al. 2002; Luo arahg@li2006). Parmi les KLK de type
trypsine, seulement KLK6 et KLK14 sont modérémeibées par I'AT, bien que I'héparine
ait été rajoutée (Borgofio et al. 2007b; Magklaral.e2003).

L’ ax-Antiplasmine (AP) inhibe fortement KLK2, 4, 5 2,1et inhibe modérément KLK7,
8 et 13 (Borgofio et al. 2007b; Luo and Jiang 20@émari et al. 2007; Mikolajczyk et al.
1998).

La PCI proteinase C inhibitor se lie rapidement a KLK 1, 2, 5, 7, 8, 13 et 14 e
lentement a KLK 3 et 12 (Cao et al. 2003; Luo aiathg 2006; Memari et al. 2007 vivo,
la PCI est présente dans le plasma séminal, etaieplexes avec KLK2 et a un plus faible
niveau KLK3 ont été trouves (Espafia et al. 1999aBa et al. 1991; Espafia et al. 2007).

Apparemment, une des SERPINE, la kallistatine laéficine forte spécificité pour les
KLK 1 et 7, alors que KLK14 est faiblement inhib@eio and Jiang 2006; Zhou et al. 1992).
Cependant elle ne peut inhiber KLK 5 et 11-13 (lamal Jiang 2006). Il est probable que la
kallistatine régule I'activité de KLK1, influencaid pression sanguine et I'angiogénese qui
peut aussi dépendre de la capacité de fixatiorihédgpdrine par la kallistatine (Chao et al.
2001; Chen et al. 2001; Miao et al. 2003).

» Les inhibiteurs de type kazal

LEKT1 (LymphoEpithélial Kazal-Type inhibithr est produit par une protéolyse de
SPINK5 Serine Protease INhibitor Kazal-type. 3. EKT1 est une protéine secrétée qui
nécessite un clivage protéolytique pour générerfidggnents bioactifs qui agissent comme
des inhibiteurs spécifiques de protéases a sarioiant certaines kallicréines (Deraison et
al. 2007). Dans des cultures de keratinocytesret tépiderme, il a été démontré que certains
fragments de LEKT1 étaient capable d’inhiber KLK75et 14 (Deraison et al. 200Qes
inhibiteurs seraient d’importants régulateurs désKKdans la peau (Eissa and Diamandis
2008; Meyer-Hoffert et al. 2010).

42



INTRODUCTION

» Les macroglobulines

L" ao-macroglobuline ¢o;M) est un inhibiteur dont le mécanisme d’action siste & un
englobement irréversible de la protéase suite éhamgement de conformation induit par le
clivage d’'une séquence cible (Barrett 1989). Laacdp de lo,M d’englober KLK1 a été
démontrén vitro (Barrett 1989) et des complexes deM avec KLK2 ont été détectés dans
le sérum de patients atteints d’un cancer de lata® (Grauer et al. 1998; Heeb and Espafia
1998). KLK3 forme également un complexe stable dwed dans le sérum (Christensson et
al. 1990). De maniere intéressante, KLK 4, 5, 6,e12L3 ne sont pas inhibées de facon
significative par lb,M (Magklara et al. 2003; Memari et al. 2007; Michekal. 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 le zinc ont été rapportées a plusieurs
reprises (Borgofio et al. 2007b; Brattsand et @420ebela et al. 2007a; Debela et al. 2007b;
Debela et al. 2006; Kishi et al. 2006; Lovgren 1etl@99; Memari et al. 2007; Ménez et al.
2008). Le zinc serait sans effet sur KLK1 et KLKhdis que les données sur KLK 9-11, 13

et 15 sont encore manquantes.

c) Inactivation par protéolyse

Les kallicréines matures peuvent perdre leur détemzymatique par protéolyse interne et
se retrouver alors sous forme multicatenaires ivest Par exemple, des formes dégradées de
KLK2, avec principalement un site de clivage sierére les résidues’R-S'*° et un site
mineur entre les résidus®L%? on été isolées du plasma séminal et des tissisaipues
(Lovgren et al. 1999; Lovgren et al. 1997). De |&nme maniére, environ 30% de la
kallicréine 3 est présente sous des formes clivies le liquide séminal et les tissus
prostatiques. Le principal site de clivage se sime les résidus®-K**°, deux autres sites

mineurs se situent entre les résidds- R et K182-s'83

(Christensson et al. 1990; Sensabaugh
and Blake 1990; Watt et al. 1986). Les enzymesoresgbles du clivage interne de KLK2 et
KLK3 sont toujours inconnues.

Certaines kallicréines sont capables de s'autdiver¢ en effet des protéines
recombinantes de KLK6, 7, 12, 13 et 14 (Bayes .€2@04; Blaber et al. 2001; Blaber et al.

2007; Borgofio et al. 2007b; Hansson et al. 1994gkidaa et al. 2003; Memari et al. 2007;
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Sotiropoulou et al. 2003) sont fragmentéesvitro, probablement par un mécanisme auto-
protéolytique. Un point intéressant est que 'ation de certains zymogéenes des kallicréines
par d’autres kallicréines est suivi plus tard parclivage interne et I'inactivation par la méme
kallicréine voire par une kallicréine difféerenteel@ a été démontré notamment pour KLK3
qui est activée par KLK5 puis inactivee ultérieuesin lorsque I'on prolonge le temps
d’incubation (Michael et al. 2006). D’autres pratés a sérine peuvent également inactiver
des kallicréines, ceci a été rapporté pour KLK1il et protéolyséen vitro par la plasmine
(Luo et al. 2006).

V. Roles Physiopathologiques des kallicréines tissutas

Les kallicréines tissulaires interviennent dansxdmbreux processus physiologiques
comme le contréle de la pression sanguine, langéfemmunitaire innée, la liquéfaction du
sperme, la desquamation. Elles ont également gikkgmées dans des pathologies comme le
syndrdbme de Neverthon au niveau de la peau, démlpgies neurodégénératives et des
cancers.

Les kallicréines tissulaires étant souvent co-empeas dans de multiples tissus, il a été
pProposeé que certains processus résulteraient ctevéiion en cascade des kallicréines et pas
simplement de I'action d’'une kallicréine particuéié C'est le cas pour la liquéfaction du
sperme ou la desquamation. Toutes les kallicrésoes en effet présentes dans le plasma
séminal, bien que KLK2, 3 et 11 soient les plusralamtes (Emami et al. 2009; Shaw and
Diamandis 2007). Dans la peau, les kallicréines 4-84 sont co-exprimées (Brattsand and
Egelrud 1999; Hansson et al. 1994; Komatsu etG52Komatsu et al. 2003; Stefansson et
al. 2006). Puisque KLK5 peut s’autoactiver et amtiKLK6, 7, 11, 12 et 14, elle est
considérée comme linitiatrice de cascades protigpigs (Michael et al. 2006). Il est
important de noter que la plupart des substratdidats ont été identifiés vitro, aussi les
réles physiologiques ou physiopathologiques propasdeévent souvent du domaine de
I'hypothése.
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Figure 11 : Substrats et implication des kallicréines dans gescessus biologiques.
D’apres Sotiropoulo et coll, 2009 (Sotiropoulouaét2009)

1. KLK tissulaire et pression sanguine

Le kininogene de faible poids moléculaire a étgremier substrat identifié pour une

kallicréine tissulaire. KLK1 est capable de libétarbradikinine a partir du kininogene de

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

B2 régule alors alors des mécanismes variés corangession sanguine ou des processus

inflammatoires (Bhoola et al. 1992; Chao et al.£2@@lements 1997)

2. KLK et défense immunitaire innée

Des kallicréines tissulaires ont été impliquéessdbin défense immunitaire innée via

I'activation de peptides antimicrobiens produits fes leucocytes humains et des cellules

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

membranes. Les principaux peptides antimicrobiems ks défensines et les cathélicidines

(Herr et al. 2007; Tecle et al. 2010). Les défessinont divisées en deux groupes :des
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défensines et Igs-défensines (Tecle et al. 2010). edéfensines 1 et 2 sont des composants
constitutifs des cellules épithéliales des voiespiratoires, des leucocytes et des cellules
dendritiques, mais elles ne sont pas encore caggislecomme des substrats des KLK. En
effet, lap-défensine 1 n’est pas clivée par KLK5, 6, 11, 1218in vitro (Shaw et al. 2008).
Les a-défensines 1-4 sont produites par les neutropleldsurs précurseurs sont contenus
dans les granules azurophiles des neutrophilesbtérmion de la forme mature de ces
défensines impliqgue au moins 3 clivages protéalgsy KLK5 clive la-défensine 1in vitro
alors que KLK®6, 11, 12 et 13 sont inactifs sureetfensine (Shaw et al. 2008). L’activité de
la cathélicidine est contrélée par le clivage dwécurseur : hCAP-18 pour former un peptide
mature LL-37 (Herr et al. 2007). Il a été montrée KILK5 et KLK7 étaient capable de
générer du LL-37 a partir du précurseur mais adssifragmenter LL-37 en peptides

antimicrobiens plus petits (Yamasaki et al. 2006).

3. La liquéfaction du sperme

Les séménogélines sont des protéines sécrétééssparsicules séminales et représentent
les principales protéines du sperme humain. Apégacllation les séménogélines | et |l et la
fibronectine s’agregent pour former une masse igélase qui est ensuite liquéfiee en 5 a 20
minutes permettant la libération des spermatozoitesliquide prostatique contient les
kallicréines 2, 3, 4, 5, 8, 11, 12, 14, 15 sous fomme inactivée par le zinc (Yousef and
Diamandis 2001). Au moment de I'éjaculation, leuide prostatique se mélange aux fluides
épididymaires et vésiculaires (contenant les ség@im@s) pour former le sperme. Lors de
cette étape, une dilution du liquide prostatiquieriient qui perturberait I'équilibre ion
zinc/kallicréines établit au sein du liquide prdisgae. Ainsi, les ions zinc se détacheraient des
kallicréines pour aller se fixer sur les séménagsj cette dissociation provoquant
I'activation des kallicréines (Jonsson et al. 200Blusieurs études ont montré que les
protéines KLK2, KLK3 et KLK5 actives étaient capablde cliver les sémeénogélines | et Il et
la fibronectine qui composent le coagulum sémifBrattsand et al. 2004; Deperthes et al.
1996; Lilja 1985; Michael et al. 2005). La protéikd K3 cliverait majoritairement les
sémeénogélines et aurait une influence mineure ldatégradation de la fibronectine qui serait

de préférence hydrolysée par KLK2.

46



INTRODUCTION

4. Roéle dans la peau : la desquamation et le syndronage Netherton

Dans le processus naturel de desquamation, I'ép&létimine les couches superficielles
de cellules cornées ou cornéocytes. Ce procesguserela présence de protéases de type
trypsine et chymotrypsine capables de cliver lestgimes des desmosomes, tels que les
demogléines, desmocollines et cornéodesmosine, lfmrer les cornéocytes. KLK5 a été
démontré comme pouvant cliver la cornéodesmosimdesmogléine | et la desmocolline |
(Caubet et al. 2004; Descargues et al. 2006), gloesKLK7 peut cliver la corneodesmosine
et la desmocolline | (Caubet et al. 2004; Descasat al. 2006).

Les kallicréines seraient également impliquées dams maladie de la peau: le
syndrome de Netherton, une maladie cutanée cassérpar une érythrodermie
ichtyosiforme congénitale, une anomalie capill&@taeles manifestations atopiques (Sun and
Linden 2006). En effet, dans la peau, les kalli@éi sont principalement régulées par
I'inhibiteur LEKT1 qui est produit par une protést/de SPINKS. Il a été démontré qu’une
mutation de SPINK5 cause le syndrome de NetheKométsu et al. 2002), car LEKT1 n’est
pas physiologiguement actif et ne peut assurer&@erde protéine protectrice. Ceci conduit a
une augmentation de I'activité enzymatique desidcélhes qui dégraderaient d’'une maniére

excessive les protéines des desmosomes dans cersgnfDescargues et al. 2005).

5. Les maladies neuro-dégénératives

L’agrégation de protéines et la formation de filasont la marque de la plupart des
maladies neuro-dégénératives. Le rble physiologipi€a-synucléine n’est pas encore bien
établi, cependant 'accumulationogsynucléine dans le cerveau est observée dansléaima
de Parkinson et d’autres pathologies présentarierdgat des corps de Léwy qui sont de
petites inclusions (corps étrangers) situées &li@ur des neurones. KLK6 est capable de
cliver I'a-synucléine dans des cellules en culture. Ce it fait que KLK6 soit localisée
au niveau des corps de Lewy a conduit a I'hypothitseon implication dans la maladie de
parkinson et autres alpha—synucléinopathie (Ilwat.e2003). Cependant le clivage de-I’
synucléine ne s’effectuerait pas au niveau desscalp Lewy mais dans le milieu
extracellulaire (Tatebe et al. 2010).

La myéline est un autre substrat de la KLK6 idéhtifi vitro, ce qui a conduit a
suggérer son implication dans des processus de éi@sgtion et / ou remyélinisation

comme ceux observés dans la sclérose en plaqueeiBet al. 2002). Cette hypothese est
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soutenue par un certain nombre de données. Aihdipkest constamment exprimée dans les
sites de démyelination dans des modéles muringléeose en plaque et dans des lésions
détectées dans les cerveaux de patients humaibgiBéh al. 2004). De plus la concentration
de KLK6 était augmentée dans le fluide cérébrospileapatients atteints de sclérose en

plague a un stade avancé (L.O. Hebb et al. 2010).

6. La régulation de cytokines et de facteurs de croiasces

L’interleukine-13 (IL-1B) est une cytokine pro-inflammatoire puissante ades actions
pléiotropiques, surtout dans les réponses inflaroimegt et immunitaires. L’IL-f est produite
sous une forme inactive, la pro-Il3-Jui est activée soit en intracellulaire par lapeae-1
elle-méme activée par l'inflammasome (Netea eR@L0) soit en extracellulaire notamment
par des protéases des neutrophiles (Van de Veewtaalk 2011). Certaines KLK (7 et 13 en
particulier) peuvent activer I'lLf1in vitro (NylanderLundqvist and Egelrud 1997; Yao et al.
2006).

Les TGFB (Transforming Growth Factor) forment une famille de cytokines
pléiotropiques dans les voies respiratoires. Cé des régulateurs importants de quelques
réactions inflammatoires et jouent un réle clé déngégulation de la réparation et du
remodelage tissulaire (Santibafiez et al. 201 DisTmembres de la famille des TGRTGF-

B1, TGFP2 et TGFR3) ont été identifies chez 'Homme. Le T@Fest synthétisé sous forme
d’'un précurseur latent lié de facon non covalentia drotéine LAP lgtency-associated
protein). Ce complexe inactif peut se lier aux protéinesla matrice extracellulaire par
I'intermédiaire d’'une protéine de liaison au TEKLTBP : latent-TGF#-binding proteir).
L’activation du TGFB nécessite la libération de celui-ci des protéibd® et LTBP par
protéolyse ou par changement conformationel. Légig@nes 1, 2, 3, 5 et 14 peuvent activer
le TGF{$ en clivant la protéine LAP et/ou la protéine LTHBrgofio and Diamandis 2004;
Emami and Diamandis 2009).

Les IGF (nsulin Growth Factoy (IGFI et Il) sont parmi les premiers substratsridg
pour des kallicréines tissulaires (Cohen et al21#8hault et al. 2001). Ce sont d'importants
peptides mitogeniques impliqués dans la régulatieda prolifération, de la différenciation,
de I'apoptose et de la transformation de celluégses en malignes. Mais les IGF ne peuvent
agir qu’apres avoir été libérés de I'"GFBRsE-binding-proteir). Ces IGFBP forment une

famille de six protéines qui empéche la fixatiols #8F avec leur récepteur IGF-I (IGF-IR).
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Plusieurs KLK (KLK1-5, 11 etl14) peuvent cliver I&8FBP et donc baisser leurs affinités
pour les IGF. Cette protéolyse permettrait d’augierela biodisponibilité de ces facteurs de
croissance (Borgoiio et al. 2007b; Maeda et al92®ichael et al. 2006; Réhault et al. 2001,
Sano et al. 2007).

7. Remodelage matriciel et régulation de récepteurs mabranaires

Les kallicréines interviennent également dans neodelage de la matrice extracellulaire.
Plusieurs études ont montré que des composanssrdattice extracellulaires (MEC), tels que
le collagene, la fibronectine ou des protéines mramdires comme I'E-Cadhérine sont des
substrats directs des kallicréines (Debela etG82Emami and Diamandis 2007; Johnson et
al. 2007; Klucky et al. 2007; Lawrence et al. 20%0tiropoulou and Pampalakis 2010). Les
KLK seraient également impliquées indirectementsdbeaur protéolyse via l'activation de
protéases comme la pro-uPA et les pro-MMP2 ou pk&Fd (Sotiropoulou and Pampalakis
2010) .

Les PAR Proteinase-Activated Recepj@ont des récepteurs couplés aux protéines G
(GPCR : G-protein-coupled-receptoysparticuliers qui sont principalement activés pas
protéases a serine et les métalloprotéases mhscie’activation des PAR par les KLK a été
démontrée par plusieurs travaux (Caliendo et all22@ikonomopoulou et al. 2006b;
Stefansson et al. 2007). KLK2, 4, 5, 6 et 14 adtiles PAR (PAR1, PAR2 et PAR4) par un
clivage partiel de leur domaine extracellulaire didtinal. Le segment libéré agit comme
ligand en se fixant sur les boucles extracellutades PAR. Cette activation des PAR par les
KLK résulte en une mobilisation de €amais également dans la transduction du signal de
ces récepteurs qui jouent un réle dans l'inflamomabu dans la migration et la prolifération
de cellules tumorales (Gratio et al. 2010; Mizealet2008; Oikonomopoulou et al. 2010b;
Oikonomopoulou et al. 2006a; Oikonomopoulou eR@0D6b; Ramsay et al. 2008; Stefansson
et al. 2007). De plus les protéases peuvent agilesuPAR en les désarmant. En effet,
lorsqu’elles clivent le récepteur en amont de lguséce nucléotidique contenant le ligand,
I'activation du récepteur ne peut plus s’effectiollenberg et al. 2008). Ce mode de
régulation des PAR par les KLK a trés peu été étudependant Oikonomopoulou et
collaborateurs ont démontré que les KLK5, 6 eba#tla capacité de générer des fragments

amenant au désarmement de certains PARro (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 fatedeKLK a été rapporté pour la
premiere fois par Christiansen et ses collaborat@thristiansen et al. 1987). lls ont identifié
KLK1 dans les lavages broncho-alvéolaires de patieasthmatiques. D’autres études
confirmerent plus tard la présence de KLK1 dansdemules des cellules séreuses des
glandes sous-muqueuses de la trachée et des bsofibigiete et al. 1993; Proud and Vio
1993). Durant la derniere décennie, plusieurs &tude examiné I'expression des KLK dans
le tissu sain pulmonaire en utilisant des techrsqie RT-PCR, d’ELISA ou d’'IHC (tableau
n°4).

Ces études ont montré qu’il existait une exprestdrie ou modérée de la plupart des
membre de la famille des KLK dans le poumon, adéption deKLK2, 4 et 15 La
distribution tissulaire de plusieurs KLK (KLK5, &, 10-14) a aussi été examinée par
immunohistochimie (Petraki et al. 2003; Petrakalet2002; Petraki et al. 2001; Petraki et al.
2006; Planque et al. 2008a). L’expression de cat Kallicréines a été observée dans
I'épithélium de la trachée et de I'arbre bronchigdans les glandes sous-muqueuses, alors
que I'épithélium alvéolaire a été trouvé négatiingh, I'expression des KLK semble limitée
aux structures supérieures du poumon sain et ceemsétructures (épithélium de surface de
I'arbre bronchique et les glandes sous-muqueusgsa®ches) produisent simultanément
plusieurs KLK. Puisque ces structures émettentslegcrétions dans la lumiére des voies
respiratoires, les KLK sont probablement des compissdu fluide bronchique. La présence
de KLK1 et KLK11 dans les lavages broncho-alvéekket les expectorations confirme cette
hypothese (Christiansen et al. 1987; Nicholas.e2G06).
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Kallicréine Localisation Référence
1 Présence de KLK1 dans les glandes sous muqueuse@oblete et al. 1993; Proud and Vio
de la trachée et des bronches par IHC 1993)
Faible expression dans la trachée (RT-PCR), pas  (Olsson et al. 2005; Shaw and
2 d’expression dans les tissus pulmonaire (RT-PCR ; Diamandis 2007)
ELISA)
3 Faible expression de KLK3 (ELISA, RT-PCR) (Shaw &idmandis 2007)
4 Pas d’expression (PCR, IHC et ELISA) (Seiz et BL@ Shaw and Diamandis
2007)
. Exprimé (qRT-PCR, WB, IHC et ELISA) (Petraki et 2006; Planque et al.
2005; Shaw and Diamandis 2007)
6 Expression dans I'épithélium bronchique (IHC, gRT{Heuzé-Vourc'h et al. 2009; Petraki et
PCR) al. 2001)
; Expression observée dans le poumon sain par qRT- (Planque et al. 2005; Shaw and
PCR, WB et ELISA Diamandis 2007)
8 Expression détectée par qRT-PCR (Planque et al; ZHer et al. 2006)
9 Faible expression des ARNm (Shaw and Diamandis 2007
Détection par gRT-PCR et ELISA dans les tissus (Luo et al. 2001; Petraki et al. 2002
10 pulmonaires. Détection dans I'épithélium bronchique Planque et al. 2006)
par IHC.
1 Détection dans I'épithélium bronchique (IHC, (Petraki et al. 2006; Planque et al.
ELISA, gRT-PCR) 2006; Shaw and Diamandis 2007)
12 Détection dans le tissu pulmonaire (QRT-PCR) (GoilMunos et al. 2011)
13 Détection dans I'épithélium bronchique (IHC, gRT- (Petraki et al. 2003; Planque et al.
PCR) 2008a)
4 Détection dans I'épithélium bronchique (IHC, gRT- (Petraki et al. 2006; Planque et al.
PCR) 2008a)
15 Non exprimé dans le poumon (Shaw and Diamandis)2007

Tableau 4 :Profil d'expression des kallicréines tissulaires ik le poumon sain

2. Dans le cancer du poumon

De nombreuses études ont révélé I'expression deepits kallicréines tissulaires dans

une grande variété de carcinomes et des donnédplasiindiquent une implication de ces
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protéases dans la progression cancéreuse (Avderis2010; Borgofio and Diamandis 2004;
Borgofio et al. 2004; Paliouras et al. 2007). Le Imand’étude effectuées sur le cancer du

poumon est encore limité (tableau n°5) cependded eht permis de mettre en évidence des

dérégulations de certaines KLK.

Kallicréine Localisation Références
1 Détection dans le cytoplasme dans 53-80% dadeskie CBNPC (Chee et al. 2008)
et CBPC. Détection nucléaire dans 20-30% des eslidé CBNPC|
et CBPC
2 Pas d’expression dans les CBNPC (Plangue ed@8H)
3 Expression de I’ARNm dans environ 60% des spéusnoie (zarghami et al. 1997
CBNPC.
4 Pas de différence entre les patients atteinSBIPC et les (Planque et al. 2008b
individus sains
5 Expression de ’'ARNm dans 93% des CBNPC (Plardzé. 2005)
6 L’ARNm est surexprimé dans les CBNPC et un fettassocié a| (Heuzé-Vourc'h et al.
un pronostic défavorable. 2009)
Localisation cytoplasmique dans 70-90% de cellodscéreuses d
carcinome épidermoide, de tumeurs carcinoides €2BPC (Singh et al. 2008)
7 L’ARNm est exprimé dans 100% de spécimens malins. (Planque et al. 2005)
L'expression diminue dans les adénocarcinomes.
Localisation cytoplasmique dans 40, 70 et 90% e@#sles
cancéreuses de carcinomes épidermoides, de tunsansoides et (Singh et al. 2008)
de CBPC respectivement. Fortement localisée damsylau des
tumeurs carcinoides
8 Les patients avec une expression éleva€Ldd aux stades (Sher et al. 2006)
précoces ont peu de risque de récidive.
L'activité de KLK8 augmente dans les CBNPC maishjms (Planque et al. 2010)
associée a un pronostic.
Le variant alternatif KLK8-T4 est un marqueur indédant d’'un
pronostic défavorable.
Détection cytoplasmique dans 60-90% des cellulasérauses (Singh et al. 2008)
(carcinomes epidermoides, tumeurs carcinoide elQ)BP
9 Non étudié
10 L’ARNm est sous-régulé dans 43% des CBNPC. drte f (Planque et al. 2006)
expression est associée aux carcinomes epidermoides
Sous-régulation dans 57% des patients atteint d¢éRCBdue a
I’hypermethylation des iléts CpG (Zhang et al. 2009)
11 L'expression des ARNm diminue dans tissus tuorode CBNPC| (Planque et al. 2006;
en comparaison aux tissus sains adjacents. L'esipresst Sasaki et al. 2006)
diminuée pour environ 40% de patient atteints d&EB (Planque et al. 2008b
12 Sur-régulation dans les CBNPC (Guillon-Munoalet
2011)
13 Augmentation de I'expression dans environ 18miients de (Planque et al. 2008a
CBNPC et diminution dans environ 1/3 des patiddte
surexpression de I'ARNm est corrélée avec une ditiun de la
survie. Une détection cytoplasmique est présenie 8% des
spécimens de CBNPC et est associé aux adénocagsnom
Augmentation des transcrits dans les métastasdémbaarcinome| (Chou et al. 2011)
pulmonaire
14 Dans les CBNPC, I'expression augmente pour é83patients et | (Planque et al. 2008a
diminue pour 1/3.
15 Non étudié

Tableau 5 : Profil d’'expression des kallicréines kg le cancer du poumon.
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Onze genesKLK1, 3, 5-8, 10-1¥sont exprimés dans le cancer du poumon. La plupar
des études concernent les CBNPC, peu les CBPCnGape KLK 1, 5, 6, 7 et 8 ont été
détectées par immunohistochimie dans des spécidepstients atteints de CBPC (Chee et
al. 2008; Singh et al. 2008). En général les KLKitsdétectées dans le cytoplasme des
cellules tumorales des deux types de cancer. QGant én adéquation avec le fait que les
kallicréines sont des enzymes secrétées. Une metsauncléaire de KLK1, 5, 7 et 8 a
néanmoins été observée avec des proportions wesidahs des cellules malignes de quelques
sous-types de cancer du poumon (Chee et al. 2008h Set al. 2008), cependant la
signification biologique de cette localisation eegiconnue. Quelquefois des kallicréines ont
été détectées dans les cellules stromales localidéla périphérie des nodules tumorales
(Planque et al. 2008a).

Le niveau d’expression des ARNKIL K6, 8, et12 est clairement augmenté dans les tissus
de cancer du poumon non a petites cellules en amigpa aux tissus sains adjacents. Un
taux élevé d&KLK6 est associé a un pronostic défavorable a I'invdese patients ayant un
taux élevé d&KLK8 dans les stades précoces qui ont une durée dadugdongue que les
patients ayant un faible taux (Heuzé-Vourc’h et2809; Sher et al. 2006). Il est bien connu
gue les CBNPC sont des cancers hétérogénes atdgses génétiques et moléculaires ont
révélé des différences au sein des sous-groupes.eberts sont donc nécessaires pour
examiner I'expression des KLK en lien avec les roms importantes découvertes dans ces
sous groupes de CBNPC (Petersen. 2011; SandeAlaitat. 2010).

Les données cliniques et pré-cliniques montrentlgsi&K LK n’ont pas le méme réle dans
la carcinogénése. Ces protéases favorisent oueinhlha progression tumorale selon le type
de tissu et le microenvironnement tumoral (Borgaiw Diamandis 2004; Emami and
Diamandis 2007; Sotiropoulou et al. 2009). Danpdamon KLK6 et KLK13 favoriseraient
la progression tumorale alors que KLK8 et KLK10ragint comme des inhibiteurs (Chou et
al. 2011; Heuzé-Vourc'h et al. 2009; Sher et ab&Xhang et al. 2009). Des études récentes
montrent que les KLK peuvent contribuer a la pregien des CBNPC en régulant la
prolifération des cellules cancéreuses. Le cycle ckdlules de CBNPC produisant de la
KLK6 est accéléré entre la phase Gl et S. Cect amompagné d’'une augmentation
d’expression de la cycline E et de c-myc et d’'umeimition de p21 (Heuzé-Vourc'h et al.
2009). A l'inverse KLK10 supprime la prolifératiaellulairein vitro etin vivo (Zhang et al.
2009). Ce réle suppresseur de tumeur est en adéqaatc des résultats cliniques montrant
que I'expression dELK10 est frequemment diminuée dans les CBNPC (Plangak 2006;
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Zhang et al. 2009). KLK8 a aussi un réle supprasdans les stades précoces des CBNPC
(Sher et al. 2006). Une surexpression de KLK8 dimie potentiel invasif de cellules de
CBNPCin vitro ainsi que la croissance tumorale et I'invasioutate in vivo. Ces effets ont
éte attribués en partie a la dégradation de larigctine par KLK8. D’autres études indiquent
que les Kkallicréines peuvent participer a la fororatde métastases en facilitant le
détachement des cellules tumorales, la mobilittule@le et en participant a l'invasion au
travers de la matrice extracellulaire. Par exemiglek13 est capable d’induire I'expression
de la N-Cadhérine, une molécule d’adhésion cetkjlaans les cellules de CBNPC. Il a été
démontré que cette molécule était capable de tlrillinvasion et la migration
transendotheliale des cellules malignes en se tfigax cellules endothéliales. De plus,
KLK13 faciliterait le comportement invasif et mémsque des cellules tumorales
pulmonairesn vitro etin vivo en dégradant la laminine, un composant de la ME®@Y et al.
2011).

Plusieurs kallicréines seule ou en combinaison destbiomarqueurs prometteurs pour
certains cancers (Avgeris et al.2010; Paliouraal.e2007). Le nombre limité de patients
examineés jusqu’a lors ne permet pas de détermines &allicréines pourraient constituer des
marqueurs du cancer du poumon, cependant quelquegséont révélé des candidats
potentiels. Par exemple, Bhattacharjee et collamalysé 12600 transcrits de 186 tumeurs
pulmonaires afin d’effectuer différents sous-graipkés ont montré une surexpression des
transcrits de KLK11 dans les adenocarcinomes ds-goaupe nommeé C2 qui sont des tissus
tumoraux ayant des caractéristigues neuroendogriage Cette surexpression a été associée
avec un pronostic de survie inférieur a la moye(Bleattacharjee et al. 2001). De fagon
similaire, une forte expression des ARNm de KLK6det variant alternatif de type 4 de
KLK8 a été identifié comme des indicateurs indépensl d’'un pronostic défavorable dans les
CBNPC (Heuzé-Vourc’h et al. 2009; Planque et al@0 Enfin, plusieurs kallicréines,
KLK7, 8 et 12-14, ont été proposées comme marqusérgues potentiels du cancer du
poumon. La combinaison de plusieurs KLK (KLK4, 8, ¥-14) pourraient favoriser la

détection de ce cancer (Planque et al. 2008b).
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.  Mécanismes possibles de dérégulation des kallicrés dans le cancer
du poumon

Peu détudes ont examiné les mécanismes pouvariiqesip la dérégulation des
kallicréines dans le cancer du poumon. Cependaggt possible que quelques mécanismes
de régulation analysés dans d’autres contextesigibgijues/pathologiques interviennent
également dans le poumon. Les paragraphes suegatsinent les données connues pouvant

soutenir de telles interventions.

1. Contrble de la transcription des génes des kallicnées

Des altérations génomiques ont été observées as 18113 dans le cancer du poumon et
ont été associées a un pronostic défavorable (Kial.2005). Il est envisageable que ces
réarrangements situés dans la région chromosondigsi€éLK puissent affecter ces géenes et
contribuer a leurs dérégulations dans le cancegpalimon. L'expression des KLK pourrait
aussi étre régulée par la méthylation de 'ADN. d\ite géneKLK10 est hautement méthylé
dans des échantillons de tissus de CBNPC, ce st npas le cas des tissus sains. La
méthylation de I'exon 3 dKLK10 a été associée a un faible taux du transcrit (gleral.
2009).KLK13 est réegulé par méthylation dans des lignéeslagks de cancer du poumon et
pourrait donc I'étre également dans les tissussiAine hypométhylation de ce gene en phase
tardive du CBNPC pourrait expliquer 'augmentatioa I'expression d&KLK13 observée
alors (Chou et al. 2011; Planque et al. 2008a).

Comme nous l'avons vu précédemment, les hormomiesidiennes sont des régulateurs
des geneKLK dans différents organes. Des données récenteguagrti que des hormones
sexuelles, notamment les hormones sexuelles fesnglleurraient jouer un réle dans les
CBNPC. Ainsi, le cancer du poumon est plus réparithz les femmes n’ayant jamais fumé
gue chez les hommes non fumeurs (Yano et al. 2@Ht)ailleurs, 'aromatase, enzyme clé de
la synthese d’cestrogene, est présente dans les CEMi et al. 2010; Siegfried et al.
2009), et les femmes avec une forte concentratioarematase ont un taux de survie plus
faible (Verma et al. 2011). De plus, environ 73% @BNPC des hommes et des femmes ont
une forte concentration en cestradiol dans la tur@ewomparaison au tissu sain (Niikawa et
al. 2008). Les cellules cancéreuses pulmonaireduent donc leurs propres cestrogenes
(Verma et al. 2011). Enfin, des récepteurs auxageshes (ER et ER3) ont été détectés au

niveau nucléaire et cytoplasmique dans la plupest@BNPC (Marquez-Garban et al. 2011;
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Siegfried et al. 2009) et l'administration d'cestngs stimule I'expression de génes
oestrogeno-dépendants et la prolifération de edltlimorales pulmonaires (Hershberger et
al. 2005; Stabile et al. 2002).

Le récepteur a la progestérone (PR) a souventédeétd dans des eéchantillons de patients de
CBNPC, principalement dans le noyau. Sa présertcasseciée a de meilleurs pronostiques
cliniques. La prolifération des cellules de CBNPGsifives au PR est inhibée avec la
progestérone de maniere dose-dépendanteitro et in vivo (Ishibashi et al. 2005). Le
récepteur des androgenes (AR) est quant a lui mrés@s le poumon adulte, principalement
dans I'épithélium bronchique et les pneumocytesydes Il. Plusieurs types de NSCLC ont
des récepteurs aux androgénes, particulieremertaleinomes épidermoides (Mikkonen et
al. 2009).

En résumé, alors que le poumon n’était pas corésidémme un organe cible des stéroides
sexuels, des découvertes récentes indiquent quehaasones pourraient influencer la
biologie du cancer du poumon humain. Leur implaratdans la régulation des géenes des
kallicréines mériterait donc d’étre analysée.

La tumorigénese et la progression du cancer du poutgpendent d’'un ensemble de
voies de signalisation interconnectées contrélarptession de facteurs de transcription. Les
plus étudiées dans le cancer du poumon sont lesdeosignalisation Ras/Raf/MAPK, la voie
de signalisation phosphatidyl-inositol 3-kinase3@)| et la voie de la phospholipase C/
proteine kinase C (Pallis et al. 2010). Quelquesefas de transcription ciblés par ces voies
contribuent probablement au contréle de la trapton des genes déd K dans le cancer du
poumon. Ainsi des liens entre les voies de sigatiin RAS/MEK/ERK et PI3K/AKT et
I'activation deKLK3, KLK10 ouKLK11 ont été rapportés dans les cancers de la pratdte
sein (Bakin et al. 2003; Paliouras and DiamandB32a0 Paliouras and Diamandis 2008c). De
facon similaire, I'activation de la voie RAS a étgsociée a une sur-régulationKleK6 dans
le cancer du colon (Henkhaus et al. 2008). Finatgmp&usieurs études ont montré qu’une
grande variété de facteurs de transcription sedixepromoteurs des genes de kallicréines et
régule leurs expressions (Dong et al. 2008; Laveestcal. 2010; Paliouras and Diamandis
2008c).
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2. Controle post-traductionnel de la fonction des KLK

Comme il déja été décrit précedemment, l'activatibes KLKs fait intervenir des
endoprotéases et des cascades d’activation impligea KLKs ont été proposées dans
différents tissus. (Borgofio et al. 2004; Emami Bigmandis 2007). La présence simultanée
de plusieurs kallicréines dans les tissus saitaueteéreux pulmonaires nous amene a penser
gu'il pourrait exister des cascades d’activatianikiires dans le tissu pulmonaire et/ou dans
le fluide bronchique.

Les inhibiteurs des KLK pulmonaires ne sont pasnosnmais plusieurs antiprotéases
intervenant dans d’autres tissus sont présentes cetnorgane. Les SERPINE, notamment
I'alphal-antitrypsine (1-AT), sont les principauxhibiteurs de protéases dans le poumon
(Askew and Silverman 2008) et les individus avee déficience héréditaire en 1-AT ont des
risques accrus de développer des maladies pulnesneirmme I'emphyséme (Gooptu et al.
2009). Cette SERPINE est capable de controler iViaet de plusieurs Kkallicréines,
spécialement KLK4 et KLK7 (Goettig et al. 2010).abtres SERPINE aptent a moduler
I'activité des KLK, comme PAI1Rlaminogen Activator Inhibitgr 'ATIII (Antithrombine
), le PCI (Peptidase C Inhibitgrsont également présentes dans le poumon saialatien
(Askew and Silverman 2008) et pourraient y jouerrdle régulateur sur les KLKs. Pour
l'instant, le statut pulmonaire des inhibiteurstgae kazal est inconnu. La bikunine qui est un
des deux inhibiteurs de type Kunitz des KLK a é&edtée dans les cellules environnant les
nodules tumaux et dans les cellules cancéreuseterhent différenciées de CBNPC
(Bourguignon et al. 1999). Il a été montré qu'urédialence en bikunine chez la souris
provoquait une augmentation de la fréequence desmstaéses pulmonaires (Yagyu et al.
2006) .

D’autres facteurs, comme la compartimentation, oent jouer un réle majeur dans le
contrdle de l'activité des KLK dans le poumon. Ajrls glycosaminoglycane hyaluronique
(HA) peut immobiliser de la KLK1 mature sous forimactive a la surface épithéliale et a
l'intérieur de la lumiére des glandes sous-muqueuSette action créerait un réservoir de
KLK1 potentiellement mobilisable a la surface desies respiratoires. En effet, La
dépolymérisation de I'HA par les espéces réactiorggénées (ROS Reactive oxygen
specie} entraine une augmentation importante de I'aéidié KLK1 et I'activation des voies
de signalisation cellulaire controllées par cettetgase (Casalino-Matsuda et al. 2004). Ce

phénomene d’'immobilisation/mobilisation pourraiteétresponsable de l'augmentation de
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I'activité de KLK1 observée dans les voies respiras lors de pathologies pulmonaires
associées a une production de ROS.

[ll.  Les cibles potentielles des KLK dans le cancer duopmon

1. Les substrats impliqués dans la défense de I'héte

L’épithélium respiratoire constitue une barriérg/gifue vis-a-vis des particules inhalées
et des pathogénes. Ce mode de protection est aégeat une couche de mucus qui recouvre
I'épithélium respiratoire de surface depuis les egoiaériennes supeérieurs jusqu’aux
bronchioles terminales. Les particules inhalées$ g@gées dans la couche de mucus et seront
entrainées, grace aux mouvements ciliaires engenpag les cellules ciliées, jusqu’au
pharynx ou elles seront dégluties, ce phénomengpsalie la clairance mucociliaire. Les
composants majeurs du mucus normal sont les mucdess macromolécules hautement
glycosylées, qui sont secrétées ou fixées a la mamb(Thornton et al. 2008). Dans
I'appareil respiratoire humain inferieur, I'express d’au moins 12 genes de mucines a été
observée en ARNm dans les tissus de patients saiais, MUC2, MUC4, MUC5AC et
MUCS5B sont surexprimés chez les patients de magoligmonaires chroniques ou dans le
cancer du poumon (Evans et al. 2009; Thai et &I8RBhaw et Diamandis ont démontré que
KLK5 et KLK12, deux kallicréines retrouvées dangteimon, clivent MUC4 et MUC5B. Au
contraire, KLK6, KLK11 et KLK13 ne dégradent pas gaucines (Shaw et al. 2008). Ceci
souleve la question de lintervention de kallicesindans le remodelage de la couche de
mucus lors des pathologies respiratoires. Les mescitapturent également les molécules
biologiquement actives, certaines d’entre elles somexprimées dans les adénocarcinomes
pulmonaires et sont associées a la tumorigeneseSdotos Silva et al. 2000; Hollingsworth
and Swanson 2004; Radiloff et al. 2011). De plgsneicine fixées a la membrane comme
MUC4 peuvent activer certains récepteurs de tyeoginase ErbB, soit directement ou en
exposant un domaine EGF-like (Evans and Koo 20@jrtgsworth and Swanson 2004). Le
clivage des mucines par des KLK pourrait donc medla disponibilité de facteurs secrétés
ou réguler des voies de signalisation.

Dans le poumon sain, le précurseur de la cathéleichCAP-18 est produit par des
cellules inflammatoires, les cellules épithélialespiratoires et les glandes sous-muqueuses.
KLK5 et KLK7 sont également produites a ces endreitsont probablement impliquées dans
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le clivage de hCAP-18 des voies respiratoires. tgzyrseur hCAP-18 et le peptide mature
formé aprés son clivage, LL-37 sont également ptedpar les cellules cancéreuses
pulmonaires et plusieurs études ont montré que T/hGBAP-18 activent les cellules
tumorales entrainant la croissance cellulaire (Manssen et al. 2008; Wu et al. 2010). Ainsi
les kallicréines sont susceptibles de contribuéa @rogression du cancer du poumon en
clivant hCAP-18 en LL-37, lequel agirait alors commn facteur de croissance autocrine
libéré des cellules épithéliales tumorales pulm@sai

LL-37 n'est pas le seul peptide antimicrobien cagabactiver les cellules cancéreuses
épithéliales pulmonaire. L'alpha-défensine 1 stinébalement la prolifération des cellules
cancéreuses pulmonaires humainesvitro, 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-13

Un des substrats potentiel des kallicréines 7 edst31L-1p qui peut étre activée in vitro
par ces protéases (NylanderLundqvist and Egelr@¥;19ao et al. 2006). Dans le poumon,
L'IL-1 B joue un rdle dans la réparation des cellules éfitles et la sécrétion de mucine
(Crosby and Waters 2010; Fujisawa et al. 2009)L-LB a également été détectée dans les
tumeurs humaines pulmonaires, ou sa concentrasbsignificativement plus élevée que la
normale (Colasante et al. 1997; Landvik et al. 20Q@ sécrétion d’IL-f est souvent
stimulée lors de la progression tumorale pulmondéies des modéles expérimentaux et chez
les patients cancéreux ou elle est souvent assaai@anauvais pronostic (Apte and Voronov
2008). C’est également le cas de KLK13 (Chou eR@l1; Planque et al. 2008a), il semble
donc envisageableque I'activation de I'lB-par KLK13 puisse contribuer a la progression
tumorale pulmonaire. L’IL-f stimule la progression tumorale et les métastdeseNSCLC
via différents mécanismes. Elle induit l'invasioamorale en stimulant la synthese de
protéases (Cho et al. 2011). Elle peut aussi dardria I'angiogenese via la production d’IL-
8 et de TGH31 dépendante de I'lLfldans les cellules de CBNPC (Colasante et al. 1997)

b) La famille des TG (Transforming growth factor beta)

Nous avons vu précédemment que les kallicréin@s 3,5 et 14 peuvent activer le TGF-
B en clivant la protéine LAP et/ou la protéine LTBPrsque le TGH est activé, il agit par
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I'intermédiaire des récepteurs au T@Rle type | (TGH1R) et de type Il (TGB2R) qui
sont présents dans le poumon (Camoretti-Mercad@aihwlay 2005; Santibafiez et al. 2011).
Le TGFf peut aussi interagir avec les protéines de la MEG famille des CCN, lesquelles
servent de protéines chaperonnes pour ameéliongrélsentation du TGB1 au récepteur du
TFG{ (Abreu et al. 2002). Plusieurs tumeurs, y compelies du poumon, contiennent de
fortes concentrations de TGF-et cette concentration est corrélée avec la pssge
tumorale et le pronostic clinique. La concentratmasmatique de TGB-est élevée pour
toutes les formes de cancers du poumon (Toonkal. &010). Le TGH peut agir comme
suppresseur de tumeur dans les stades précocegeriende son effet d'inhibiteur de
croissance sur les cellules épithéliales pulmon@@asante et al. 1997; Santibafiez et al.
2011). Cependant, les cellules cancéreuses pulmsnpeuvent s’échapper de cette action
suppressive (Toonkel et al. 2010). De facon paraliéx TGF$ devient alors un facteur pro-
oncogénique qui stimule la croissance cellulairéiratasion dans les stades tardifs du cancer
en stimulant la production de facteurs de croissanitogéniques autocrines, la transition
épithélio-mesenchymateuse (TEM), la génération defibroblaste, la néoangiogenése et en
aidant les cellules cancéreuses a échapper a\eillance immunitaire (Santibafiez et al.
2011). Dans ce contexte, la possibilité d’'une iocgilon des KLKs dans le contréle de la
biodisponibilité du TGF$ pulmonaire mériterait d’étre examinée avec soin.

c) Les composants de I'axe de I'lGF (Insulin-like Gthwactor)

Certains composants de l'axe de [I'IGF joueraient tdle important dans la
phsysiopathologie pulmonaire. Une forte concermratérique d’IGF-1 est un facteur de
risque pour le cancer du poumon, et les cellulégb&pales des voies respiratoires produisent
les IGF de facon autocrine, entrainant I'activataenl'IGF-IR (Kim et al. 2011a; Kim et al.
2011c). Il a aussi été montré qu'une surproductenl’lGF-IR dans le poumon induit le
développement et la progression tumorale pulmon®iae ailleurs, I'lGFBP-3 a été décrite
comme agissant en tant que suppresseur de laamoessumorale et de I'angiogenése par
deux mécanismes, IGF-dépendant et indépendant @iral. 2011a; Kim et al. 2011c).
Comme nous l'avons vu, cette IGFBP est une ciblegldsieurs KLK (KLK5, 11 et 14)
présentes dans le tissu pulmonaire tumoral. Cedaactions des KLKs pourraient donc

passer par un contréle de I'axe des IGF.
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3. Substrats membranaires et pericellulaires

Le role des kallicréines dans le remodelage tiggufeut probablement se produire dans
le poumon car ce tissu contient ces enzymes e$ Bubistrats. Plusieurs études récentes le
montrent que les KLKs agissent sur des constitudats matrice extracellulaire. Sher et ses
collaborateurs ont révelé que KLK8 modifie le memgironnement extracellulaire dans les
CBNPC en clivant la fibronectine. Cela supprimevtaée de signalisation des intégrines et
retarde la motilité cellulaire en inhibant la polmsation de l'actine (Sher et al. 2006).
KLK13 peut également dégrader la laminine, ce auiliterait a l'inverse la migration et
I'invasion de cellules NSCLC (Chou et al. 2011).

Les récepteurs PAR sont, comme nous l'avons vuvadides par des kallicréines. Par
contre, il n'existe que tres peu d’études sur le dies PAR dans le cancer du poumon. Une
forte concentration en PAR1 est accompagné d'umgtigpe agressif et d’'un mauvais
pronostic chez les patients de CBNPC (Cisowski let2@11). Il existe également une
corrélation entre I'expression de PAR1 et le VEGIngl les tissus de cancer du poumon
humain (Ghio et al. 2006). L’activation de PAR1té& associée avec une augmentation de la
motilité de cellules cancéreuses pulmonaires et'atmjiogenése via la stimulation de la
production de VEGF dans des tumeurs pulmonairesames implantées chez des souris
nudes (Cisowski et al. 2011). La stimulation de RARNs une lignée cellulaire de cancer du
poumon (A549) a permis la libération de médiatguesinflammatoires, incluant PGE2, I'lL-

6 et I'lL-8 (Moriyuki et al. 2009). L’IL-8 est connpour induire des réponses angiogeniques
dans les cellules endothéliales, d’augmenter laif@ration et la survie de cellules
endothéliales et cancéreuses et facilite la mignates cellules cancéreuses (Waugh and
Wilson 2008).
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. La culture cellulaire : les cellules, leurs condibns et leurs milieux de

culture
Dans le cadre de la thése, différentes lignéealagls ont été utilisées. Les cellules HEK et
A549, mais nous avons également effectués desfdadions stables sur ces lignées
parentales afin qu’elles expriment la kallicréinel'6utes les cellules ont été cultivees a 37°C

dans une atmosphére humide contenant 5% ded@@ I'air.

» Lalignée cellulaire HEK 293Human Embryonic Kidnéyarentale

Il s’agit d’'une lignée adhérente de cellules emhnaires de rein humain (ATCC)
transformées par 'adénovirus de type 5. Le mitieuculture D-MEM concentré en glucose
(Dulbecco’s Modified Eagle Mediup4500 mg/ml de glucose, Invitrogen, Cergy-Pormpis
France) était additionné de L-Glutamine a 2 mMleel% de pénicilline/streptomycine (PS) a
100ug/ml. Selon les expériences le milieu étaititamthé ou non de 10% de sérum de veau

foetal (SVF, Lonza, Saint Beauzire, France).

» La lignée cellulaire A549 parentale
Elle a été établie a partir de cellules d’'un caspie bronchiolo-alvéolaire préleve
chez un homme caucasien de 58 ans (ATCC). Le mdeculture est le milieu RPMI
(Invitrogen) supplémenté de L-Glutamine a 2mM etléte de pénicilline/streptomycine (PS)
a 100ug/ml. Comme les cellules HEK, selon les a@gpées le milieu était additionné ou non
de 10% de Sérum de Veau Fecetal (ATGC, France).

» Les cellules HEK Flp-In et A549 Flp-In

Les cellules HEK Flp-In proviennent du fournissdaritrogen (Cergy-Pontoise,
France), tandis que les cellules A549 Flp-In ot @éveloppées au préalable au sein du
laboratoire. Les cellules Flp-In dérivent de lecedlules parentales suite a I'intégration a un
locus génomique unique, d’'une cassette contenasit@iFrRT {lp-In Recombination Targgt
Ce site FRT constitue le site de reconnaissanc& decombinase Flp de levure qui est
capable d’induire une recombinaison homologue esgtex exemplaires d’'un tel site. Ainsi,
I'introduction simultanée d’un géne situé dans eoteur d’expression portant un site FRT et
de la recombinase (codée par le vecteur pOG44)tialdolintégration dirigée du transgene
au locus cellulaire ou se trouve intégré I'autreraplaire du site FRT. Elles ont été cultivées
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dans le méme milieu de culture que leurs cellydasentales cependant celui-ci a été
additionné de zéocine a 100 pg/ml (Cayla Invivogenlouse, France).

Tous ces milieux seront appelés par la suite mid@mplet. Cependant il est a noter que
lors des expériences, le milieu de culture desulesll A549 Flp-In et HEK Flp-In était

dépourvu de zéocine.

lI.  Obtention de lignées sur-exprimant la proKLK6

1. Préparation d’ADN contenant le transgene codant prKLK6

Deux constructions plasmidiques ont été réalidaese codant la proKLK6 sauvage,
'autre codant la proKLK6 mutée. La premiere a édalisée au préalable au sein du
laboratoire. Elle correspond a I'introduction deskquence codant la préproKLK6 avec son
codon STOP dans le vecteur d’expression eucang®&p5/FRT/V5-His-TOP® (plasmide
NH201410.04) (Invitrogen). La séquence de la formetée a également été réalisée au
préalable au sein de [I'équipe, linsertion de cewéquence dans le plasmide
pcDNA5/FRT/V5-His-TOPS s'est effectuée & l'aide du systtme « TOPO Cloring
d’Invitogen. Pour cela, 1pl de la séquence de Kli6tée a été mélangé avec 1 pl de
solution saline, 1ul de vecteur et 3 pl d’eau EéRuis le mélange a été incubé pendant 5
minutes a température ambiante. Avant utilisationrgda transfection cellulaire, I'insertion
du gene dans l'insert a été vérifiée en deux étdpresnierement, une digestion du plasmide a
été effectuée avec 0,5 pul d’enzyme de restrictionl ANew England Biolab, Evry, France)
qui ont été incubés pendant plusieurs heures a 8v&C 5 pl d’ADN plasmidique, 2ul de
tampon de réaction de I'enzyme Accl (New Englanaldd) et 12,5 pl d’eau stérile.
Deuxiemement un séquencage du plasmide a été wffqmar Eurofins, mwg Operon
(Ebersberg, Allemagne). La construction plasmidigqiie géne de la KLK6 mutée est
numérotée NM012909.08.

L’amplification des plasmides a été effectuée adé€ades bactéries E. Coli TOP10
(Invitrogen) qui ont été transformées avec le pldsmselon les recommandations du
fournisseur. Brievement, 10 pg a 100 ng de plasmideité déposés dans le tube « One Shot
TOP10 » contenant les bactéries. Le mélange anétbé pendant 30 minutes dans la glace,
puis un choc thermique de 30 secondes a 42°C afféigtue. Les bactéries ont ensuite été
replacées dans la glace pendant 2 minutes puig [28® milieu S.O.C (Invitrogen) préchauffé

a 37°C ont été rajoutés et les bactéries ont @pk a 37°C sous agitation pendant 1h. Les
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bactéries ont ensuite été étalées sur une boipétiecontenant du milieu Luria Bertani (LB)
Agar additionné de 100ug/ml d’ampicilline, et mises culture sur la nuit & 37°C. Le
plasmide possédant un géne de résistance a I'dimgicseules les bactéries ayant intégré le
plasmide ont pu former des colonies qui ont étéqaa le lendemain dans 2 ml puis dans 100
ml de milieu LB additionné de 100ug/ml d’ampicitliret cultivées a 37°C sur la nuit. L'ADN
plasmidique a ensuite été extrait en utilisantite RAGEN® Plasmid Purification (Qiagen,
Courtaboeuf, France) selon les recommandationodunisseur. Cette technique repose sur
une minilyse alcaline des bactéries, suivie d’ungfigation de 'ADN plasmidique sur une
membrane de silice, puis d’'une élution. Aprés miéation a I'isopropanol, le culot contenant
I'ADN plasmidique a été repris dans de I'eau séédépourvue de nucléase (Ambipn
Courtaboeuf, France).

Afin de déterminer la quantitt d’ADN plasmidique trax, une mesure
spectrophotométrique a été réalisée. Pour cel@N/Alasmidique a été dilué au 1/£00
dans de I'eau stérile dépourvue de nucléase. Lsitdemptique a ensuite été mesurée a 260 et
280 nm avec un spectrophotométre Eppendorf BioPmetter.

2. Transfection et sélection de clones cellulaires

La veille de la transfection les cellules HEK-Fipdt A549 Flp-In ont été ensemencées
en plaque 6 puits & raison de 1,5.800,5.16 cellules par puits respectivement et maintenues
dans 1,5 ml de milieu de culture sans antibiotiqueelendemain, les cellules Flp-In ont été
co-transfectées avec le vecteur d’expression cantda séquence codant la kallicréine 6 et le
vecteur pOG44 codant la recombinase. Les deux wectmt été introduits dans un rapport
9/1 (pOG 44/vecteur d’expression). La transfecthogté réalisée a I'aide de la lipofectamine
(Invitrogen) et selon le protocole du fournissénievement, une solution contenant 10 pl de
lipofectamine dans 250 ul d’'OptiMEM (GIBCO, CerggtRoise, France) et une deuxieme
solution contenant 0,4 ug de vecteur d’expressomfact la KLK6 et 3,6 pg de pOG44 dans
250 pL d’OptiMEM ont été équilibrées pendant 5 nésu Les deux solutions ont ensuite été
mélangées puis incubées 20 minutes a températunaate afin de permettre la formation de
complexes d’acides nucléigues/lipofectamine. Ceang# de 500l de milieu de transfection,
contenant au total 4ug d’ADN, a ensuite été laggséontact avec les cellules a 37°C pendant
24 h pour les cellules HEK Flp-In et 4h pour lefutes A549 Flp-In. Apres ce délai, les

cellules ont été remises pour la nuit dans du mikans antibiotique, le lendemain, les
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cellules ont été passées dans des boites de 1@ diardétre contenant 8 mL de milieu sans
antibiotique. Une fois adhérées, les cellules t@tsdumises a une pression de sélection en
présence de milieu de culture contenant 100 pg/tmggdomycine. Le milieu a été renouvelé
tous les 2 a 3 jours pendant toute la période etsEn (environ 3 semaines) pour éliminer

les débris cellulaires et renouveler I'antibiotique

3. Isolement et propagation des clones cellulaires

Les clones, une fois visibles a I'eeil nu ont é@dés a 'aide d’'un anneau de clonage.
Brievement, aprés un lavage avec du PBS (Invitrpgere fine couche de graisse de silicone
a eté étalée a la base des cylindres, qui onttenstdi placés autour des clones cellulaires. De
la trypsine a ensuite été placée a l'intérieur glindre. Les cellules dissociées ont été
prélevées et transférées dans un puits de plaqueie6 Une fois a confluence, les cellules
ont été propagées par des passages dans un puits gaque 24 puits puis 6 puits, puis un
flacon de culture de 25 cm? et enfin un flacon dikuce de 75 cm?2. Les cellules sont ensuite
conservées dans des cryotubes avec du milieu coaxidgionné de 5% de DMSO (Sigma)
dans de l'azote liquide.

L’expression de KLK6 par les clones a régulieremeazétcontrélée lors de la thése par
un test ELISA. Les lignées transformées stablementété dénommeées HEK proKLK6 et
A549 proKLK6. Le milieu de culture, qui sera appplés tard milieu complet, est identique a
leurs lignées parentales mais additionné d’hygroneya 100ug/ml.

[ll.  Production de proKLK6 recombinante a partir de la lignée HEK
proKLK6

1. Production en cellules HEK proKLK6

La proKLK6 recombinante a été produite dans le ageant de cellules HEK
surexprimant la proKLK6 cultivées en milieu CD Hyglmma (GIBCO, Cergy Pontoise,
France), un milieu ne contenant pas de protéinedeopeptides d’origine animale, végétale
ou synthétiques. Les cellules ont été propagédiasaque de 175 ml dans leur milieu complet
puis celui-ci a été remplacé par du milieu CD hgmha lorsque les cellules étaient a 80% de
confluence. Dix jours apres, les surnageants anréxttupérées. La production a été réalisée

avec un volume total de 2500 ml. Le surnageant utire contenant la proKLK6 a été
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concentré 50 fois par l'utilisation d’'une membrade nitrocellulose « Centricon ultra-

filtration device » (Millipore, Molsheim, Francepmportant un seuil de coupure de 10 kDa.

2. Purification de la proKLK6

La purification du zymogéne de KLK6 a été réaliséeun appareil AKTA purifier 10
(Amersham Biosciences, Pantin, France) avec uremgelHiTrap™ SP HP Cation exchange
de 5mL (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Royalwné-: Le tampon de fixation (nommeé
tampon A) utilisé était de I'acétate de sodium 50miM 5,8 et le tampon d’élution (hommé
tampon B) était constitué d’acétate de sodium 50etMe chlorure de sodium 1 M, pH 5,8.
La vitesse de dépot a été de 0,8 mL/min alors gwédsse d’élution a été de 3 mL/min.
L’élution a été réalisée en gradient discontinucdes étapes suivantes :

- montée jusqu’a 10 % de B en 15 volumes de coloGhg (
- plateau a 10 % de B pendant 15 CV

- montée jusqu'a 20 % de B en 20 CV

- plateau & 20 % de B pendant 15 CV

- montée a 30 % de B (4 CV) suivi d’'un plateau (10CV)

Le lavage de la colonne a été effectué avec 100%ardpon B. Les fractions recueillies
en sortie de colonne ont été de 4 mL et la collac&é effectuée du début du programme
jusgu’au plateau de 30 % de tampon B, soit 87 tubes fractions contenant de la proKLK6
ont été réunies, puis concentrés par centrifugatibaide d’'une membrane de nitrocellulose
« Centricon ultra-filtration device » (Millipore, disheim, France) pour obtenir un volume

final de 7 ml.

3. Activation de la proKLK6

La fraction concentrée d’élution a été ajusté dpHn7,4 puis 24ug de thermolysine
(Sigma-Aldrich, Lyon, France) ont été ajoutés. Lélange a été incubé pendant 2 heures a
température ambiante. L'arrét de la réaction a#fextué par un rajout de 7 ml de tampon A

et a un réajustement du pH a 5,3.
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4. Mesure de I'activité de la KLK6

L’activité de KLK6 maturée a été mesurée a l'aide slibstrat Boc-V-P-R-AMC
(RetD, Lille, France) Le groupement AMC du substatet de la fluorescence apres sa
libération dans le milieu par une protéolyse dédison Arg-AMC. Ce substrat a été dilué a
une concentration finale de 10 mM dans un tampanposé de Tris-HCI 50 mM a pH 7,6,
d’EDTA 0,1mM, de NaCl 0,1 mM et de 0,01% Tween 280 ul de ce mélange ont été
déposés dans des puits de plaque 96 puits a fandPuis, selon les puits, 1ul de produit de
purification avant et aprés l'activation du zymogépar la thermolysine a été rajoute, le
contrdle négatif a été effectué sans aucun rajdattivité protéolytique a été déterminée a
37°C pendant 20 minutes par la mesure de I'émisd@rfluorescence a 460 nm apres

excitation a une longueur d’onde a 380nm.

5. Purification de la KLK6 active

Cette purification a été effectuée de la méme nmnarmjae la purification du zymogene
cependant la vitesse d’élution a été modifiee drbhim| et le volume des fractions récupéreés a
étée de 800 pl.

V. Etudes fonctionnelles de KLK6

1. Croissance et cytotoxicité : le test MTS

Pour cela, les cellules ont été cultivées en pl&@fupuits dans du milieu complet. Il est a
noter que pour une expeérience, plusieurs sérum@ntestés, ainsi, les cellules ont été
cultivées dans du sérum A (ATGC, France) ou B (Elorte, Pero, Italie) ou C (Lonza, Saint
Beauzire, France). La densité cellulaire de dépasdriée selon les expériences, ainsi que le
temps de culture avant I'analyse de la croissahake déa cytotxicite. Pour ce dernier, le kit
« CellTiter 96® AQueous One Solution Cell ProlifecatiAssay » qui est composé de MTS
(un composé de tetrazolium) provenant du fournispeaméga a été utilisé (Charbonnieres-
les Bains, France) pour mesurer la croissancelae#iet la cytotoxicité. Le milieu de culture
des cellules a été remplacé par 100 pl de milienpdet additionné de 20 pl de MTS. Apres
une incubation de 2h, la réduction du MTS par Etules viables en formazan, un produit

coloré, a été mesurée par une mesure de I'absaza#@0 nm.

68



MATERIELS ET METHODES

2. Etude de I'apoptose

a) Induction de I'apoptose

Les cellules A549 ont été ensemencées en plaqumig6a raison de 5000 cellules par
puits dans 150 pl de milieu complet, 6 puits oatedisemenceés par lignée. Lors de culture en
plaque 6 puits, les cellules A549 ont été ensenendans 1,5 ml de milieu complet a raison
de 0,5.16 cellules par puits. Les cellules ont été cultivfesdant 16 & 24h. Le milieu a
ensuite été éliminé et les cellules ont été rinedéex 3ml ou 300ul de milieu complet a 2%
de SVF selon le support utilisé. Les cellules a@tiGcubées pendant 24h dans du milieu
complet a 2% de SVF supplémenté de 0, 0,1 ; 0,2,8dwuM de staurosporine, un inducteur

d’apoptose (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France).

b) Analyse par cytométrie en flux

Le test apostain a été utilisé pour mesurer I'apsgptpar cytométrie en flux. Ce test
repose sur la propriété des cellules apoptotiquétreaplus sensibles a la dénaturation de
I’ADN que les cellules non apoptotiques. Cet ADNatiré est détecté par I'anticorps F7-26
anti ss DNA/APOSTAIN (AbCys, Les Ulis, France) i fixe a ’ADN simple brin.

Les cellules traitées avec de la staurosporine laqup 6 puits pendant 24h ont été
récoltées. Pour cela, les surnageants de cultonéerant les cellules mortes, ont été récoltés,
puis un rincage au PBS a été effectué et conskegcellules restantes dans les puits ont été
incubées 5 minutes a 37°C avec 200ul de trypsitBQ@G, Cergy-Pontoise, France) afin de
les détacher du support, la réaction a été aredtée 500 pl de SVF, puis un nouveau lavage
avec du PBS a été effectué pour récupérer lesatemcellules. Le tout a été placé dans un
tube 15 ml. Les cellules ont été centrifugées penhdaminutes a 1100 rpm a 4°C, le
surnageant a éteé retiré et les cellules ont étésesnen suspension dans 3 ml de PBS pour
retirer toute trace de sérum. Une nouvelle cergafion de 5 minutes a 1100 rpm a 4°C a été
effectuée, le surnageant a éte retiré et les tabetenant les cellules ont été placées dans de
la glace pilée. Les cellules ont été re-suspendaes du PBS a 4°C et vortexées a vitesse
maximale, 1,5 ml de méthanol a -20°C a été rajgatéte a goutte sur les cellules tout en les
vortexant. Les tubes ont ensuite été placés a -Asqu’'a I'analyse par cytométrie en flux
(entre 24 et 48 heures).
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Les cellules fixées par congélation dans du méthanb été centrifugées a 1500 rpm
pendant 5 minutes a 20°C. Le culot cellulaire éarésuspendu dans 250ul de formamide et
incubé pendant 5 minutes a température ambiante,lgai cellules ont été placées dans un
bain-marie a 75°C pendant 10 minutes, ces dewegta@rmettant la dénaturation de 'ADN.
Les cellules ont ensuite été remises a tempéramigante pendant 15 minutes puis 2ml de
PBS contenant 1% de lait ont été rajoutés, le myélaa été vortexé afin de permettre une
meilleure homogénéisation et une incubation de Iftut®s a température ambiante a été
effectuée. Les cellules ont été centrifugées pearslamnutes a 700g et le culot cellulaire a été
repris dans 75ul d’anticorps F7-26 (AbCys, Les \Hiance) ou d’'un IGM (contrble négatif,
Sigma-Aldrich, Lyon, France) dilué a 10 pg/ml eR@ug/ml respectivement dans du PBS
(GIBCO) contenant 5% de SVF. Les cellules ont @iéskes en présence des anticorps
pendant 15 minutes a température ambiante, puis derPBS (GIBCO) a été rajouté et le
mélange a été vortexeé et centrifugé pendant 5 esru700g. Le culot, contenant les cellules,
a ensuite été resuspendu dans 100ul d’'IGM coupldlummochrome FITC fluorescein
isothiocyanatg(Sigma-Aldrich, Lyon, France) dilué a une concatidvn finale de 20 pg/ml et
incubé pendant 15 minutes a température ambiaaid & rajout de 1 ml de PBS (GIBCO).
Les cellules ont ensuite été centrifugées pendamnbtes a 700g et le culot a été resuspendu
dans 200ul de PBS (GIBCO) contenant 1 pg/ml de DAA-Aminoactinomycin | un
marqueur des acides nucléiques. Les cellules aiitenété analysées par cytométrie en flux
(Beckman Coulter, France), le FITC est excité a longueur d’onde de 488 nm et émet a

525nm, le 7-AAD absorbe a une longueur d’'onde dmBbet émet a 655 nm

c) Analyse par ELISA

Pour cela le kit « cell death detection ELISA » ¢R®, Meylan, France) a été utilisé. Ce
kit contient une plaque 96 puits dont les fondspléts ont été préalablement coatés avec un
anticorps détectant les histones des chromosoméampon de lyse des cellules permettant
d’extraire les nucléosomes, I'anticorps de détectoi se fixe a 'ADN simple brin déja
couplé a la peroxydase, le substrat ABTS de laxydase et le tampon de lavage.

Les cellules A549 cultivées en plague 96 puitsraitées a la staurosporinetoété
centrifugées pendant 10 minutes a 200g. Les suanégent été retirés, puis les cellules ont
été reprises dans 200ul de tampon de lyse. Undatiom de 30 minutes a température

ambiante a été effectuée puis le lysat a été fegdria 200g pendant 10 minutes. 20ul de
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surnageant contenant les nucléosomes ont été @sépmur le test ELISA. Les échantillons
ont été déposés dans des puits d’'une plaque ¥ qaritenue dans le kit avec 80ul de tampon
comprenant I'anticorps de détection. La plaqueéacéuverte et une incubation pendant 2h
sous agitation (300 rpm) a température ambianté aftectuée. Le mélange a été retiré et les
puits ont été rincés avec 200ul de tampon de lawagriite 100ul de substrat ont été déposés
et incubés pendant 15 minutes sous agitation. biflasice a ensuite été mesurée a 405nm

avec une correction a 490nm.

3. Etude de la voie de I'E-cadhéringl-caténine

a) Détection de 'E-Cadhérine membranaire

Les cellules a 70-80% de confluence ont été déesctié support plastique (une boite de
pétri de 10 cm?2) par une incubation de 10 minute&d72C dans 7 ml de tampon citrate
composé de chlorure de citrate 138mM et de citatsodium 15mM. Les cellules ont été
centrifugées a 1500 rpm pendant 5 minutes puissesren suspension dans du PBS (GIBCO
Cergy-Pontoise, France), pour étre rincées et caaspgrace a une cellule de Malassez. Pour
chaque essai 0,753@ellules ont été étudiées, le controle a été effeavec un pool des
différentes lignées. Apres une centrifugation a0Lg@m pendant 5 minutes, les cellules ont
été remises en suspension dans 250ul de PBS (GIB@ip)ementé de 2% de SVF (tampon
FACS), contenant de I'lgG lapin ou un anticorpsgdircontre le domaine extracellulaire de
'E-Cadhérine (Santa-Cruz, Le Perray en Yvelifgsnce) a une concentration de 8ug/ml.
Le mélange a été incubé pendant 45 minutes a 4iiG, Pplavages dans 1 ml de tampon
FACS ont été effectués entre des centrifugatiod$@0 rpm pendant 5 minutes. Aprés une
centrifugation, les cellules ont été resuspenddass 500ul de tampon FACS additionné de
5ug/ml d’anticorps secondaire (anti-lapin) couplé faurochrome (Alexa488, Invitrogen,
Cergy-Pontoise France). Le mélange e été incuhdamt 45 minutes a 4°C a l'abri de la
lumiére, pour finir les cellules ont été rincéedo’s dans du tampon FACS et remises en
suspension dans 200 pl de tampon FACS additionnéldg/ml de 7-AAD T-
Aminoactinomycin D Les cellules ont ensuite été passées au cytere@tiflux (Beckman
Coulter, France), I'Alexa 488 est excité a une long d’onde de 495 nm et émet a 519 nm,
le 7-AAD absorbe a une longueur d’'onde de 555nén&dt a 655 nm.
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b) Localisation cellulaire de I#-caténine

Les cellules a 90-100% de confluence cultivées dasschambres de cultures LAB-TEK
(Nunck, Dominique Dutscher, Brumath, France) om #tées dans du méthanol glacial
pendant 10 minutes. Elles ont été rincées deux doec du PBS 1X (GIBCO, Cergy-
Pontoise, France) et stockées a 4°C. Les cellule®msuite été incubées pendant 1 heure a
température ambiante dans 200 ul de PBS supplémert€l% de BSABovine serum
Albumn, Sigma-Aldrich, Lyon, France). Les cellules omis@te été incubées pendant 2
heures a température ambiante dans 150 pl de PBBSA et un anticorps anfi-caténine
(Santa-Cruz, Le Perray en Yvelines, France) a 4l d/es cellules ont ensuite été rincees 2
fois pendant 5 minutes avec du PBS 1X, puis incsigendant 1 heure a température
ambiante, a l'abri de la lumiére, avec l'anticorpecondaire (anti-souris) couplé au
fluorochrome Alexa488, (Invitrogen, Cergy-Pontdisance) a une concentration de 10 pg/ml
dans du PBS supplémenté de 1% de BSA. Les celanesensuite été rincées deux fois
pendant 5 minutes puis incubées dans 150 pl decBB®nant 1ug/ml de 7-AAD. Apres un
lavage, les parois des chambres de culbnteété retirées, la lame a été recouverte deumilie
de montage Nlonting medium, for IF fluoromount ,Ginterchim, Montlugon, France)
permettant de conserver la fluorescence et de eminine lamelle déposée sur le dessus du
montage. Les lames ont ensuite été observées avstope a fluorescence ou confocal,
I'Alexa 488 est excité a une longueur d’'onde de ABbet émet a 519 nm, le 7-AAD absorbe

a une longueur d’'onde de 555nm et émet a 655 nm.

c) Etude de la fonctionnalité de la béta-caténine awegene rapporteur

Pour cela, nous avons utilisé une construction avtapt le gene de la luciferase sous la
dépendance du promoteur TCF/LEF activé parfdeaténine. Une fois la construction
transfectée, I'activation du gene de la luciferiaskit une bioluminescence qui est mesurée et
qui est directement proportionnelle a I'activitéld@-caténine.

Les cellules A549 Flp-In et proKLK6 sauvage ont étsemenceées dans les puits d’'une
plague 24 puits de a raison de 40 000 cellulesppds. Le lendemain, les cellules ont été
transfectées avec 15ng/puits de vecteur rappoBeper8 Top Flash (Addgene : plasmide
codant la firefly luciferase sous la dépendance du promoteur TCFE/LEfoméga,
Charbonnieres-Les-Bains, France) ou Super8 Fop{lgtigene : contrble négatif, il code la
firefly luciferase mais il posséde un promoteur TCF/LERé&niLes cellules ont également

été transfectées avec 1ng par puits de vecteumtdaaenilla luciferase (don de Pascale
72



MATERIELS ET METHODES

Crépieux) servant de contrdle pour la normalisatioes transfections ont été réalisées a
I'aide de la lipofectamine PIU% (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) & raison @gllpar
puits et réalisées dans le milieu OptiMEM (GIBC@hs SVF ni P/S dans un volume total de
52ul. Les mélanges ont été laissés en contactlaseellules pendant 4h, puis le milieu a été
remplacé par 300ul de milieu complet additionné@eul de milieu conditionné contenant
ou non du Wnt 3a sur la nuit. Ces milieux conditiés ont été obtenus aprés centrifugation et
filtration de surnageants de culture de cellulesoblastiques murines sur-exprimant ou non
Wnt3a.

La mesure d’activité du gene rapporteur a été effeca I'aide du kit « Dudluciferase
Reporter Assay System » (Promega, CharbonniereBdéass, France). Les cellules ont été
mises sur la glace et rincées avec du PBS. Ellegtérlysées grace a une incubation d’'une
heure sous agitation en chambre froide avec 108pppits dePassive Lysis buffeiAprés
une centrifugation de 5 minutes a 4°C a 12000 rur petirer les débris, 40ul du lysat
purifié ont été prélevés et placés dans une pl&Gupuits a fond blanc pour luminomeétre.
Les substrats des luciféradasfly etrenilla ont été préparés avec une dilution au ¥2 dans du
Passive Lysis buffete substrat de la luciférasénilla a préalablement été dilué au /B0
dans duStop and Glo® buffelqui est un tampon permettant I'arrét de l'activité la
luciférasefirefly. La mesure de la luminescence a été effectude fuminométre Centro XS
LB 960 (Berthold Technologies, Thoiry, France) gdation automatique. Deux injections ont
été effectuées, la premiére a été le substrat leiférasefirefly, la deuxieme injection a été

le réactif permettant I'arrét de la luciférdsefly et le substrat de la luciferasmilla.

4. Etude de la voie de 'EGFR Epidermal Growth factor Receptdr

a) Inhibition de la fixation du ligand par le cetuxilma

Afin d’'empécher la liaison de ligand sur 'TEGFEpidermal Growth Factor Recepfor
les cellules ont été incubées avec le cetuximabrdilelon de I'HOpital Bretonneau, Tours,
France) qui est un anticorps monoclonal chiméridjugé contre 'lEGFR, celui-ci bloque la
liaison des ligands endogenes de ce récepteur.dé&fipermettre la fixation de I'anticorps sur
les cellules, celles-ci ont été incubées dans uieumdépourvu de SVF comprenant du
cetuximab. Selon les expériences les concentratiercetuximab ont été : 1ug/ml, 10pug/ml,
50ug/ml et 100pug/ml. Le contrle sans cetuximab premait du PBS pour remplacer le

volume de cetuximab des puits testés.
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Pour les expériences de prolifération cellulairepimue 96 puits, les cellules A549 ont
été ensemencées a raison de 2500 cellules pardauiss150 pl de milieu dépourvu de SVF
comprenant ou non du cetuximab. Apres une incubate30 minutes avec le cetuximab, du
milieu & 20% de SVF a été rajouté pour obtenir ullema 10% de SVF dans les puits. Les
cellules ont été cultivées durant 24h, puis unNEES a été effectué.

Pour les expériences en plague 6 puits, les cell9 ont été ensemencées a raison de
0,5.10 cellules par puits dans 1,5 ml de milieu complet.lendemain les cellules ont été
incubées pendant 2h avec le cetuximab dans duunsiies sérum avant le rajout de peptide

agoniste de PAR2 ou de KLK6 active dans le milieu.

b) Dosage de 'EGFR total et phosphorylé
Ce dosage a été effectué a l'aide du kit Human ®©&FR ELISA DuoSet IC (RetD

systems europe, Lille, France) contenant I'antisalp capture de 'EGFR total ou de 'EGFR
phosphorylé, I'anticorps de détection de 'EGFRatau phosphorylé, une solution d’EGFR
phosphorylé ou non purifié ainsi que de la stragiae couplé a I'HRP Horseradish
peroxidasg

Les cellules a 80% de confluence ont été lyséessapr rincage au PBS (GIBCO, Cergy
Pontoise, France) a I'aide du lysis buffer #9 coate 1% de NP-40, 20 mM de Tris a pH 8,
137 mM de NaCl, 10% de glycerol, 2 mM d‘EDTA, 1mM dodium orthovanadate activé et
un cocktail d'inhibiteurs de protéases (Sigma AldriLyon, France) au 1/18 Pour 1 puits
de plaque 6 puits 100ul de lysis buffer #9 ont udtksés, la plague a ensuite été incubée
pendant 10 minutes sur de la glace, puis les lys#tgté congelés a -80°C. Avant utilisation,
les lysats ont été décongelés dans la glace pnidfagés a 15000g pendant 15 minutes afin
d’éliminer les débris cellulaires, les surnageamnts été prélevés pour étre analysés. Le test
ELISA a été effectué selon les recommandationsodmnfsseur. Brievement, I'anticorps de
capture a été dilué a une concentration finale,8pdml dans du PBS (GIBCO). 100ul de
cette dilution ont immédiatement été déposés dasspdits de plaque 96 puits (Maxisorp,
Nung. La fixation de I'anticorps a été effectuée pae uncubation sur la nuit a température
ambiante. Les puits ont ensuite été rincés avéanipon de lavage composé de PBS a pH a
7,2 (GIBCO) et du Tween a 0,05%. La saturation plgss s’est effectuée pendant 1h30 a
température ambiante avec un tampon comprenaRB&ua pH 7,2 (GIBCO), 1% de BSA
(Bovine Serum Albumin&igma Aldrich, Lyon, France) et 0,05% de NgSigma Aldrich,
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Lyon, France). Apres rincage des puits avec du tenge lavage, 100ul d’échantillons ont
été déposés dans les puits. Aprés une incubati@ih detempérature ambiante, les puits ont
été rincés avec le tampon de lavage et une inarbde 2h a température ambiante a été
effectuée avec 100ul d’'anticorps de détection ddugne concentration finale de 200ng/ml
dans un tampon a pH 7,2 composé de 20mM de TrisniN de NacCl, 0,05% de Tween 20
et 0,1% de BSA. Apres un ringcage avec du tampdavige, 100Ul de streptavidine couplé a
I'HRP ont été déposé dans les puits, la plaquesaienété incubée pendant 20 minutes a
température ambiante a I'abri de la lumiére, punsée avec le tampon de lavage. 100ul de
substrat de la peroxydase IC (RetD systems eutdlpe, France) ont ensuite été déposés, ce
substrat est composé pour moitié dgOket de tetramethylbenzidine, ce mélange a été
préparé 15 minutes avant le dép6t dans les puits. ibcubation de la plaque pendant 20
minutes a température ambiante et a I'abri der@dte a été effectuée avant d’ajouter 50 pl
solution stop composé de 2N deQd. La mesure de I'absorbance a été faite a 450 ren av

une correction a 540 nm.

5. Etude de la voie de PAR2(roteinase activated Receptoy 2

a) Activation de la voie de PAR2 par un agoniste

Pour les expériences de prolifération cellulaies, ¢ellules A549 ont été ensemencées a
raison de 3000 cellules par puits en plaque 9& pmlahs du milieu complet. Le lendemain les
cellules ont été rincées au PBS puis incubées tliladans du milieu dépourvu de SVF mais
supplémenté avec 0,1% de BSoyine Serum albumin&igma-Aldrich, Lyon, France). Le
peptide agoniste de PAR2 : SLIGKV (PolyPeptide groBtrasbourg, France) a ensuite été
rajouté au milieu pour obtenir une concentratioralie de 100uM, ce rajout a été effectué tous
les jours jusqu’a la mesure de la prolifération yatest MTS.

Pour les différentes expériences en plaque 6 plaisscellules ont été ensemencées a
raison 0,5.10cellules par puits dans 1,5 ml de milieu completlendemain, les cellules ont
été rincées dans du milieu sans sérum et ont étdbbées pendant 2h dans du milieu sans
sérum avant le rajout du peptide agoniste de PARBeaconcentration de 40uM. Pour une
expérience, une transfection des cellules avedRINA dirigé contre PAR2 a été effectué, le

traitement avec le peptide agoniste a été effdetlendemain de la transfection.
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b) Inhibition de la voie avec des siRNA

Les siRNA sont des petits ARN interférents doulsled) ces siRNA activent le complexe
protéigue RISCRNA-Induced Silencing Comp)esu se trouve les protéines nécessaires au
clivage de 'ARNm cible (figure 12). Les petits ARiNterférents sont incorporés dans le
complexe RISC ou leur structure double brin estatigee grace a 'activité hélicase présente
dans le complexe. Le simple brin anti-sens guidecdeplexe RISC vers 'ARNm de

séquence complémentaire qui est alors clivée pandiase présente dans le complexe.

21 I 0 Gl siRNA
Complexe |
RISC

WM v
LML,  opN cible

Figure 12 : Mécanisme d’action des siRNA

La transfection du siRNA PAR2 (Applied Biosystemputaboeuf, France) a été
effectuée avec de la lipofectaminevitrogen Cergy-Pontoise, France). Les cellules A549
parentales ont été ensemencées a raison de 3@@0@6s dans 1,5 ml de milieu complet par
puits en plaque 6 puits. Le lendemain, la trangfed été effectuée. Pour cela, deux solutions
ont été préparées séparément. La premiere étaipassa des siRNA PAR2 (Applied
Biosystem, Courtaboeuf, France) a 12,5pmol danqul8@ milieu OptiMEM (GIBCO,
Cergy-Pontoise, France) pour un puits de plaquets.d.a deuxiéme solution était composée
de 3ul de lipofectamindrvitrogen Cergy-Pontoise, France) dans 250 ul d’optiMEMrpou
un puits de plaque 6 puits. Ces deux solutionséb@téquilibrées a température ambiante

pendant 5 minutes. Puis, les deux solutions ontn&i@ngées et vortexées légerement, et ce
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mélange a été incubé a température ambiante perdflambinutes afin de permettre la
formation de complexes d’acides nucléiques/lip@ethe. Il a ensuite été déposé sur les

cellules goutte a goutte.

6. Effets de KLK6 sur la réponse aux agents chimiothé@peutiques

a) Etude in vitro

Les cellules A549 et HEK Flp-In et proKLK6 ont édésemencées a raison de 1000 et
3000 cellules respectivement dans 6 puits de pl&§upuits. Le lendemain le milieu a été
changé par du milieu complet comprenant les amic@&eeux. Les concentrations testées ont
éete 0,0,1;1;10; 100 et 1000 nM pour le paxét (EBEWE don de I'Hopital Bretonneau,
Tours, Franceet la gemcitabinGEMZAR® Lilly laboratoire, don de I'HOpital Bretareau,
Tours, France)pour la cisplatindMYLAN/MERCK, don de I'HOpital Bretonneau, Tours,
France) les concentrations testées onDet&1 ; 1; 10; 100 et 1000uM. Afin d’éliminesle
effets qui seraient da a I'éluant du traitemerg,dellules non traitées ont été placées dans du
milieu complet comprenant du PBS avec un volumeespondant au volume maximal
d’agents chimio-thérapeutiques utilisés lors dgsédarnces. Les cellules ont été laissées a

incuber avec les anticancéreux pendant 72h, puissitMTS a été effectué.

b) Etude in vivo

Cette étude a été réalisée en collaboration av&reidre d’'lmagerie du Petit Animal a
Orléans (CNRS-TAAM UPS 44). L'expérimentation aniena’est effectuée sur 48 femelles
Balb/c Nude (Charles River, Wilmington, USA), aé&/a I'age de 4 semaines. Les souris ont
été hébergées en portoir ventilé pendant la dued&aide. Une durée d’acclimatation d’'une
semaine a été respectée avant le déebut de I'étuidel’pxpérience a été effectuée sur une
durée de 63 jours. L'induction tumorale, réalisée GIPA (Orléans), a été effectuée par
injection sous cutanée de 1°1kllules A549 Flp-In ou sur-exprimant la proKLKBB jours
apres, les souris ont recu du sérum physiologiquedo paclitaxel a 30mg/kg ou du
carboplatine a 25mg/kg, injectés 1 fois par semagmemdant 4 semaines par voie
intraveineuse. Il est a noter que le paclitaxel é@ introduit par voie intraveineuse que la

premiére semaine, par la suite elle a été injegéteroie intra péritonéale a la méme dose a
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cause d’une toxicité trés importante. Les numértmeidtification des souris ainsi que leurs

traitements sont indiqués dans le tableau n°6.

Lignée Traitement T | Dates des Dates des
. 0 ldentifications = e
Tumorale Administré traitements autopsies
Paclitaxel 5446, 5464, 5448, 5449, 5450, 5451, 5452, 5453, 5454
A 549 KLKG Sérum

2 : 5455, 5456,5457, 5438, 5459, 5460, 5461, 5462, 5463
(clone A3) Physiologique

Carboplatine | 5447, 5465, 5466, 5467, 5468, 5469, 5491, 5492, 5493 | 118, 125, 132 et

162 et J63

Paclitaxel 5470, 5484, 5472, 5473, 5479, 5475, 5490 139
e 5477, 5478, 5474, 5486, 5481, 5482, 5483
Physiologique
Carboplatine 5485, 5476, 5487, 5488, 5489, 5480, 5471

Tableau 6 : Composition des lots

Pour chaque lot, 2 animaux ont recu un traitemepplementaire avant I'imagerie de
fluorescence de I'apoptose effectuée le derniargeu’expérience, c’est-a-dire a J60. Ces 12
souris ont été sélectionnées en fonction du voltumeoral qui a été mesuré une fois par
semaine pendant 5 semaines puis 2 fois par seruge’a la fin de I'étude a l'aide d’'un
pied a coulisse. La mesure de I'apoptose a ététaffe a I'aide de la fluorescence émise par
I’ Annexin-Vivo 750(Perkin Elmer, Waltham, USA). Il s’agit d’'une s@aadommerciale
comprenant I'annexine V, une protéine sélectivayrefluorochrome proche de l'infrarouge.
Ceci permet de visualisan vivo et de quantifier les phopholipides et les posplyérines
fixées a la membrane, qui sont exposées vers tieytéde la bicouche lipidique de la
membrane lors des stades précoces de I'apoptose.cB@a 100 pl de la solution préte a
'emploi ont été administrés par voie intraveineuse 44h apres I'administration, la
fluorescence a été mesurée a la longueur d’'ond@ddem aprés une excitation a 745nm sur
I'appareil Ivis Lumina (Caliper Life Sciences, Hopton, USA) et les données ont été
exploitées avec le logiciel Living Image (4.2). Bot I'examen, les souris ont été
anesthésiées par un mélange air/isoflurane 2% gAeyrBaxter, Maurepas, France). Les
souris utilisées pour l'imagerie de I'apoptose aose les traitements recus en supplément

sont indiqués dans le tableau n°7.
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Dates du

Lignée Traitement Identifications traitement Administration de ol b R
Tumorale Administré précédent I’Annexine V 750 g
Vimagerie
Paclitaxel 5448, 5454
Brum
A 549 KLKG Sleu ) 5461, 5462
(clone A3) | Physiologique ,
3 . 24 et 44 h aprés
Carboplatine 5466, 5468 160 24h apres le P administrati
Paclitaxel 5479, 5490 traitement 2 an

d’Annexine V 750

Sérum
Physiologique
Carboplatine 5471, 5487

5478, 5582

Tableau 7 : Condition d’imagerie de I'apoptose

A la fin de I'étude, les souris ont été euthanasipar élongation cervicale et une
autopsie a été realisée. Pour les 12 souris ayast ene administration Ahnexin-Vivo 750
les tumeurs excisées ont été de nouveau analyBeéescela un volume de muscle équivalent
a celui des tumeurs a été prélevé afin de mesarérdit de fond dans la souris et de le
rapporter a la fluorescence mesurée dans la turieutes les tumeurs ont été prélevées puis
congelées dans l'azote liquide. Elles ont été awees a -80°C. Lorsque leurs tailles le
permettaient, les tumeurs ont été divisées en @tua seconde partie a été fixée dans du
formol neutre 10% (24 a 48h) puis transférée dan&thanol 70.

V. Autres méthodes d’analyses

1. RT-gPCR apreés purification des ARN totaux

a) Extraction des ARN totaux

La lyse cellulaire et la purification des ARNm a#te réalisées grace au systéeme «
Kit extraction Total ARN Isolation Nucleospin RNA> (Macheray-Nagel, Hoerd, France),
selon le protocole du fabricant. Brievement, ldiutEs ont été lysées par addition du tampon
«RAL » (contenant du thiocyanate de guanidinedwetp-mercaptoéthanol au 1/
directement sur les cellules congelées. Le voluéwessaire de réactif pour 1°t@llules est
de 350uL, ce réactif permet I'inactivation des R&éasellulaires naturellement présentes dans
les cellules. Le mélange a ensuite été vortexé pamnogénéiser et permettre une lyse
optimum. Le lysat a ensuite été déposeé sur unengele NucleoSpin Filter » permettant la
filtration du lysat par centrifugation a 11000g gant une minute. Les différents constituants

cellulaires restants (sels, ADN et ARN) ont été&sixsur la colonne « NucleoSpin RNA I »
79



MATERIELS ET METHODES

grace a une préparation du lysat avec de I'ethan@% qui a été déposée sur la colonne puis
centrifugée 30 secondes a 11000g. L’élimination skds sur le filtre a été faite grace au
tampon « MDB » (contenant du thiocyanate de guaasidi de I'éthanol) qui a été passé sur le
filtre par une centrifugation a 11000g pendant @ute. L’ADN a ensuite été éliminé par une
incubation du filtre avec 95 pl de la solution d@Nese fournie dilué¢ au 1/1% dans son
tampon d’'activité pendant 15 minutes a tempéraambiante. Des lavages successifs de la
membrane ont été effectués grace a des centrifugatie 30s a 11000g avec en premier
200! de tampon « RA2 » (contenant du thiocyanatguhnidine) puis le tampon « RA3 »,
d’abord a 600 ul puis 250 pl. Pour le dernier la&vbigtemps de centrifugation a été de deux
minutes, pour sécher la membrane. Enfin, les ARfduto ont été élués avec 60uL d'eau
exempte de RNases et récupérés a la suite d'unefegation a 11000g pendant 1 minute.
La quantité et la pureté des ARN totaux ont étéuées par spectrophotométrie a 260nm puis

les ARN ont été conservés a -80°C.

b) Obtention de L’ADNc

La rétrotranscriscription en ADNc des ARNm s'esfeefuée a l'aide du kit
« SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit » (Invitroge@ergy Pontoise, France). La réaction
de transcription inverse a été effectuée dans lwmafinal de 40uL. Le milieu réactionnel
était constitué de 8uL du réactif «5x VILO Reastimix » contenant des amorces
hexamériquesdu MgCh, des dNTPs dans un tampon optimisé, de 4uL duifréad0x
SuperSript Enzyme Mix » contenant la transcripteserse « SuperScript Il RT » et un
inhibiteur de RNases recombinant « RNaseOUT »n gdlume d’ARN correspondant a 5ug
d’ARN totaux puis une quantité d’eau exempte de $tdasuffisante pour avoir un volume de
40uL. La RT a été réalisée avec le thermocydMastercycler gradien{Eppendorf). Aprés
une incubation de 10 minutes a 25°C pour que lesr@a puissent se fixer a 'ARN, le
mélange a été incubé 1 heure a 42°C. Puis, I'enzyéte dénaturée lors d’une incubation a
85°C pendant 5 minutes. Les ADNc ont été stock@9eC.

c) PCR quantitative en temps réel

Les réactions de PCR quantitatives en temps réelétin effectuées en présence du
fluorophore intercalant « SYBR Green » dans unntioeyleur LightCycler 480® (Roche
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Diagnostics). Toutes les réactions ont été effestudans un volume réactionnel de 20ul a

I'aide d’amorces oligonucléotidiques spécifiques dhfférents génes recherchés (tableau

n°g).

Génes

Séquence sens 5'-3'

Séquence anti-sens 5'-3'

Beta-caténine

CACAAGCAGAGTCCAAAGACAG

GATTCCTGAGAGTCCAAAGACAG

E-cadherine

GCCTCCTGAAAAGAGAGTGGAAG

TGGCAGTGTCTCTCCAAATCCG

EGFR

AACACCCTGGTCTGGAAGTACG

TCGTTGGACAGCCTTCAAGACC

Tableau 8 : Séquence des amorces utilisées poudifférents génes testés aprés une purification dédN

totaux.

La réaction de PCR quantitative a été réalisée kvkit SYBR Premix Ex Taq (Perfect

real Time)(Takara bio inc). Il contient ISYBR® Premix Ex Taq (perfect Real Time) 2X

composé de I'enzym&akara Ex Ta§" HS dont I'activité est inhibée par un anticorps (hot
start), d'un mélange de dNTP, de M@t de SYBR® Green I. Le milieu réactionnel (20pl)
était composé de 10p! &BR Premix EX TaY (2X), de 0,4 pl d’amorce sens et anti-sens &

10uM (concentration finale de 0,2uM) de 7,2ul dexempt de RNase et DNase et de 2ul

d’échantillon. La réaction de PCR a été réaliséx d& programme suivant (tableau n°9).

Nombre de cycles Etape Durée Température
1 Activation de I'enzyme 30 secondes 95°C
45 Dénaturation de ' ADNe 5 secondes 95°C
Hybridation de amorces et élongation 30 secondes 60°C
5 secondes 95°C
1 Courbe de fusion 1 minute 65°C
continu 97°C
continu 40°C

Tableau 9 : Programme utilisé pour la réalisatiored PCR avec le kit Takara
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2. RT-gPCR directe a partir de cellules

a) Lyse cellulaire

Le kit « power SybrGreen Cell to Ct kit » (Inviterg Cergy-pontoise, France) a été
utilisé. Pour cela, les cellules A549 a 80% de lemmfce en plaque 6 puits ont été détachées
du support a l'aide de 200ul de trypsine (GIBCOndant 5 minutes a 37°C et la réaction a
éte stoppée avec 200ul de milieu complet. Les lesllont ensuite été centrifugées pendant 5
minutes a 1500rpm et elles ont été resuspendues t2bul de PBS froid. 5ul de la
suspension cellulaire ont été prélevés et traiwés &0ul de solution de lyse additionnée de
DNase | au 1/100 contenus dans le kit. Les cellalet été lysées par 5 aspirations-
refoulements et la plague a été laissée a tempérambiante pendant 5 minutes pour
permettre la lyse totale des cellules. La lyseéasébppée par ajout de 5ul de solution stop.
Les lysats ont été conservés quelques minutes addfG la glace puis congelés a -20°C

jusqu’a I'étape de retro-transcription.

b) Obtention de '’ADNc

Cette étape a été réalisée dans un volume fina0gd contenant 25 ul de la solutid@X
SYBR RT buffede 2,5 pl de la solutioc20X RT enzyme mit2,5 pl d’eau exempt de RNase
et de 10 pl de lysat cellulaire. La RT a été réaliqvec le thermocycleiMastercycler
gradient (Eppendorf) pendant 60 minutes a 37°C ; puis jemz a été inactivée pendant 5
minutes a 95°C. Le mélange réactionnel contenanARNc a été congélé a -20°C jusqu’'a

I'étape d’amplification.

c) PCR quantitative en temps réel

Tout comme avec le kiSYBR® Premix Ex Tagq I'étape d’amplification avec le kit
« power SybrGreen Cell to Ct kit » a été effectagec le fluorophore intercalant « SYBR
Green » dans le thermocycleur LightCycler4d80® (eodbiagnositics) dans un volume

réactionnel de 20uL avec les amorces nucléotidiquesenté dans le tableau n°10.
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Génes Séquence sens 5'-3' Séquence anti-sens 3'-3'

PAR2 CTCCTCTCTGTCATCTGGTTCC | TGCACACTGAGGCAGGTCATGA

Tableau 10 : Séquence des amorces utilisées paudl&érents génes testés avec le kit « power Sybe6
Cell to Ct kit »

Le kit Power SYBR® Green Master M{Applied Biosytems) contenu dans le kit
« power SybrGreen Cell to Ct kit » contienS¥BR® Green | Dy¢’enzymeAmpliTaqg Gold
DNA polymerase LDles dNTPs, et un tampon optimisé. Le milieu néactel (20ul) était
composeé de 10 pl d@ower SYBR® Green Master Mconcentré (2X), de 0,4ul d’'amorces
sens et anti-sens a une concentration finale deN20@e 5,2ul d’eau exempte de nucléase et
de 4ul d’ADNCc. Les réactions de PCR quantitatives éé réalisées selon le programme

suivant (tableau n°11).

Nombre de cycles Etape Durée Températare
1 Activation de I'enzyme 30 secondes 95°C
40 Dénaturation de I'ADNc 15 secondes 95°C
Hybridation de amorces et élongation 1 minute 60°C
5 secondes 95°C
1 Courbe de fusion 1 minute 65°C
continu o7°C
continu 40°C

Tableau 11 : Programme utilisé pour la réalisatiates PCR avec le kit « power SybrGreen Cell to €bki

3. Contréle des techniques de gPCR et analyses desutats

a) Contréble de la technique

Chaque essai comprenait les ADNc étudiés (en daiphicdes témoins sans ADN (en
duplicate) et un calibrateur. Ce dernier permetetier les résultats des PCR des échantillons
qui ont dQ étre réalisés séparément mais pour W@rmenexpérience. En effet, 2 expériences

de PCR réalisées ne sont pas dans les mémes oardithaisse de I'efficacité des différents
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réactifs, changement du matériel... Il s’agit dfpwol d’ARN des extraits de tissus sains et
tumoraux ou des différentes lignées cellulaires.

Deux genes normalisateurs ont été utilisés, ilsnpdent de compenser les variations
inter-échantillons qui ne sont pas di a une difféeed’expression mais a des anomalies
expérimentales qui peuvent conduire a des varstoa quantité de matrice soumise a la
PCR. Ce sont des genes dont I'expression est igéearelon les conditions analysées, |l
s’agit des genes de l'actine et du 18S, les amantibsées sont indiquées dans le tableau
n°12.

Génes Séquence sens 5°-3' Séquence anti-sens 5'-3'
actine GACCATTGGCAATGAGCGGTTC AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT
188 GCCACTACTACTCCCTGTCACCA GCATCCTCGCACCTTTTCTG

Tableau 12 : Séquence des amorces utilisées paugknes normalisateurs.

A la fin de chaque gPCR, une courbe de fusion arédésée (voir les tableaux des
programmes) pour vérifier la spécificité des cogmlamorces pour un seul géne.

Afin de vérifier le doublement du nombre d’amplicaerthaque cycle de PCR, I'efficacité
a été mesurée. Pour cela nous avons réalisé ddmrmll en série d’'un pool des différents
échantillons. La valeur du cycle seuil (Ct) de distions a ensuite été mesurée pour chaque

amorce et l'efficacité de la PCR a ensuite étéutéécpar le logiciel diuightCycler 480

b) Analyse des résultats

La quantification de I'expression géniqgue a étéliséa par la méthode de
quantification relative diteAACt (Livak and Schmittgen 2001). Cette équation wsisée
pour comparer I'expression d’un gene de deux éditargt difféerents (échantillon traité et
non traité). Brievement, le cycle seuil Ct du geitde est relié au Ct du gene de référence
obtenu pour chaque échantillon, on obtienA(&. Le ACt de I'échantillon traité est relié au
ACt de I'échantillon non traité, on obtient AA\Ct. Pour normaliser les résultats obtenus, le

ZAACt

calcul est effectué.
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4. Analyse électrophorétique des protéines

a) Les échantillons

Pour l'analyse par électrophoréese deux types diddlms ont été analysés. Les
surnageants de culture n’on pas été préalablemagtétst Cependant, pour analyser le contenu
protéique des cellules, une lyse doit étre effextid@ans le cadre de cette these, nous avons
analysé la protéine Erk phophorylée sur les résitugonine 202 et Tyrosine 204 et la
protéine Erk non phosphorylée. Pour cela les @adlubnt été lysées avec un tampon
comprenant 20mM de Tris, HCI a pH 8, 137mM de NdCh de NP40, 10% de glycerol,
2mM d’EDTA et 1mM de sodium orthovanadate. Lesuiei ont été cultivées en plaque 6
puits, a 80% de confluence, elles ont été traidesc 100ul de tampon de lyse froid en
pratiquant des aspiration/refoulement avec la @pafin d’optimiser la lyse des cellules. Le
mélange a ensuite été récupéré puis vortexé, edem®le but d’optimiser la lyse cellulaire.
Les lysats cellulaires ont ensuite été centrifty@5000g pendant 15 minutes et le surnageant

a été récolté et conservé a -80°C.

b) Dosage protéique

Pour comparer la différence d’expression d’'une @nat entre deux échantillons, il faut
analyser la méme quantité de protéine afin d’élenies différences qui seraient dues a une
différence en quantité de cellules lysées ou deimmel de surnageants obtenus. Tous les
dosages protéiques ont été réalisés a I'aide d«BIMA Protein Assay»RIERCE Brebiéres,
France). Cette méthode combine la réaction du bftgduction des ions Glien Cd* par les
protéines) avec la chélation par les ions*Qie I'acide bicinchoninique conduisant & une
coloration violette des solutions dosées. Le dosagté effectué selon les recommandations
du fournisseur, brievement, le dosage des protdotates a été réalisé dans une plaque 96
puits. Une gamme étalon a été réalisée avec d&ia(Bigma-Aldrich) diluée dans du PBS
pH 7,2, aux concentrations suivantes : 2 pg/uluwgiul ; 0,5 pg/pl; 0,25 pg/pl ; 0,125
pg/ul ; 0,0625 pg/ul ; 0,031 pg/pL. Le point O @ étalisé avec du PBS pH 7,2. La gamme
a éteé reéalisée en triplicate avec 10 pL/puits. iskElaconcentration protéique des échantillons,
ils ont été dilués ou non dans du PBS pH 5,2 pgpeosés en triplicate a raison de 10uL/puits.
Le kit comprend un réactif A contenant du sulfagecdivre dilué et un réactif B contenant
notamment de I'acide bicinchoninique. La solutiom Bté diluée au 1/5@ans la solution A,
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puis le mélange est déposé a raison de 100 pL/haitslaque a été placée a 37°C pendant 30
minutes puis, aprés agitation, les absorbanceétérties a 570 nm.

c) Electrophorése en gel de polyacrylamide

Les protéines ont été diluées dans du tampon étbantomposé de 0,5% de beta-
mercaptoéthanol (permettant de dénaturer les peséet de les protéger de I'oxydation),
50mM de tris & pH 6,8, 1% de sucrose et 2% de SIDS gu’un colorant, le bleu de
bromophénol. Les échantillons ont été chauffés°€ 3Endant 5 minutes pour dénaturer les
protéines. lls ont ensuite été déposeés sur le gedecompose : d’'un gel de séparation (Tris
HCI SDS pH 8,8, acrylamide 40 %, eau ultra pureSAR® % et TEMED) et d’'un gel de
concentration (Tris HCI SDS pH 6,8, acrylamide 4@%#) ultra pure, APS 10 % et TEMED),
la proportion d’acrylamide et d’eau a été modifsédon les expériences bde marqueur de
masse moléculaire pré-coloré (Thermoscientificerd®, Brebiéres, France) ont aussi été
déposés. La migration s’est déroulée en présendeisl®5 mM, de glycine 250 mM et de
SDS a 0.05 %, a 70 Volts pendant 30 minutes pogelede concentration et a 110 Volts

pendant 1 heure pour le gel de séparation.

Pour certaines expériences, des gels provenant fdumisseur (Invitrogen, Cergy
Pontoise, France) ont été utilisés. Ces gels ontiped’optimiser les résultats obtenus
notamment grace a des gels a gradient qui songelesdont le pourcentage d’acrylamide
augmente lors de la progression des protéineswers du gel.

-Les gels de polyacrylamide Bis-Tris gradient284 (NUPAGE’ Novex, Bis
Tris, Invitrogen)

Les protéines ont été préparées a l'aide du tangobrantillon et I'agent réducteur
contenu dans le kit. Les échantillons ont ensuéeckauffés pendant 10 minutes a 70°C. Les
échantillons et il de marqueur de masse moléculaire pré-coloré (fibscientific ; Pierc,
Brebiéres, France) ont ensuite été déposés dayed [méalablement rincé deux fois avec du
tampon de migration contenu dans le kit. La migrats’est effectuée avec le tampon de
migration et de I'antioxydant également contenusdarkit, a 200 Volt pendant 35 minutes.

- Les gels de polyacrylamide Novex Tris-glycimadjent 4-20% (Invitrogen)
Les échantillons ont été préparés classiquemeist,déposés dans le gel préalablement

rincé. 5l de marqueur de masse moléculaire pré-coloré (bscientific ; Pierc® ont
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aussi été déposés La migration s’est dérouléeédsepce de Tris 15 mM, de glycine 150 mM
et de SDS a4 0.1 %, a 125 Volts pendant 90 minutes.

d) Western-Blot

Apres la migration par électrophorese en gel deg/gooylamide, les protéines ont été
transférées en milieu liquide sur une membrane ag\VvihylDéne Fluoride (Hybond -P,
Amersham Bioscience®antin, France) pré-activée dans du méthanolirdmesfert a été
réalisé a voltage constant (70 Volts) pendant 1lle30présence d'un tampon de transfert
composé de Tris 25 mM, de glycine 192 mM, de SM3%. et de I'éthanol 15%. Ensuite, les
sites de fixation non spécifigues des membranes é@t bloqués pendant 1 heure a
température ambiante avec du TBS-T (Tris 50 mM, IN&BODmMM et Tween 20 0,1%) et5 %
de lait déshydraté écrémé ou 1 % de B®Avine Serum AlbumirSigma-Aldrich, Lyon,
France). La membrane a ensuite été mise en camtact!’anticorps primaire pendant toute
une nuit a 4°C sous agitation douce. Les principakractéristiques des anticorps et leurs

conditions d’utilisation sont résumées dans lec@iin°13.

Anticorps Fournisseur | Dilution Diluant
hKLK6
1/1000 -T 5¢°
E-Cadhérine soluble _Sa.nta Cruz TBS T 5%
Biotechnology, lait
p-Erk Feidelberg, 1/500
Allemagne
TBS-T 1%
Erk total 1/1000 BSA

Tableau 13 : Conditions d'utilisation et origine dedifférents anticorps utilisés

Apres 3 lavages de 10 minutes avec du TBS contéh@bt% de Tween 20 a température
ambiante, la membrane a été mise en contact aveantitorps secondaire couplé a une
péroxydase, (IgG anti-sourid&ackson immunoresearc8offolk, Angleterre, ou IgG antilapin,
Santa Cruz,Heidelberg, Allemagne), dilué au 1/56080 dans du TBS-T 5% lait. La
membrane a été incubée pendant 2 heures a tempéaatbiante sous agitation douce. Apres
3 lavages de 10 minutes avec du TBS-T, I'activié@ogydasique des complexes immuns
formés a été révélée en utilisant le kit ECWestern Blotting Analysis Systerkrfhanced

ChimiluminescenceAmersham Biosciences, Pantin, France) conformémerprotocole du
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fournisseur. La membrane a été exposée avec unpiilotographique Hyperfilm ECI

(Amersham Biosciences, Velizy-Villacoublay, France)

e) Bleu de coomassie

Des colorations de protéines au Bleu de Coomassige(ial™ Protein Stain Pierce,
Thermo-Fisher Scientific, lllkirch, France) ont étalisées dans le but de déterminer les
protéines totales présentes dans les milieux deretdnalyses.

Apres la migration par électrophoréese sur gel dggooylamide, le gel a été placé dans un
récipient propre et lavé 3 fois pendant 5 minutescal 00 mL d’eau ultra pure sous agitation
douce. Ensuite, le gel a été mis en présence de d®ieCoomassie (10 mL) sous agitation
vigoureuse pendant une heure. Enfin, il a été seandi lavages de 30 minutes afin d’éliminer

I'exceés de colorant.

5. Dosage ELISA de KLK6

100 pL de lanticorps monoclonal 8A8G3 (bioMérieuxyon, France) dirigé contre
KLK®6, dilué & 10ug/mL (soit 1ug par puit) dans @ampon Tris-Maléate pH 6,2 ont été
déposés dans des puits d'une plaque de 96 puitgigdtp, Nung Dominique Dutscher,
Brumath, France). Aprés 2 heures d’incubation a°Gy afin de permettre la fixation de
I'anticorps, les puits ont été lavés 3 fois avecl@®$s (Tris 0,05 M, NaCl 0,15 M) contenant
0,05 % de Tween 20 (TBS-T), puis ils ont été satuotte la nuit a 4 °C avec du TBS
contenant 2 mg/mL de BSA (Sigma-Aldrich). Les putd ensuite été lavés 3 fois avec du
TBS-T. Puis, afin de réaliser la gamme étalon, 1D@e proKLK6 purifiée et diluée dans un
tampon adéquat (TBS-T seul ou 50 % de TBS-T et 5@e&omilieu complet) & des
concentrations finales comprises entre 0 et 10 hgimt été placé dans les puits. Les
échantillons a tester ont été dilués au ¥ ou parssde tampon TBS-T. La plaque a été
incubée pendant 2 h a 37°C. Les puits ont enstétiees 3 fois avec du TBS-T avant I'ajout
de l'anticorps monoclonal 3E3H9 biotinylé (bioMéng dilué & 0,1 pg/mL (soit 10 ng par
puits) en TBS-T contenant 1 % de BSA. Apres 2 Imalibation & 37 °C, les puits ont a
nouveau été lavés 3 fois en TBS-T. Ensuite, 100djdlcaline phosphatase couplé a la
streptavidine (Jackson immunoresearch) dilué agahin dans du TBS-T (soit 5 ng par puits)
ont été ajoutés et incubés pendant 1 h a 37 °@Gmhinoréactivité des complexes formés a
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été révélée aprés 3 nouveaux lavages en TBS-Taidel'de 100 pL de substrat 4-
méthylumbelliferyl phosphate (bioMérieux). La flescence émise a été mesurée toutes les 5
minutes pendant 30 minutes sur le lecteur de pl&gakkac VICTOR,2 1420 Label Counter
(Perkin Elmer7 life Sciences Massachusetts, USA) préalablement tempéré a 37°C
(longueurs d’ondes : excitation : 355 nm, émissidB0 nm). Les résultats analysés sont les

lectures obtenus apreés 15 minutes d’incubation kvsgbstrat.
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RESULTATS

Chapitre I : Développement d’outils d’analyse

A. Obtention de clones stables sur-exprimant proKLK6

Afin d'étudier les effets de KLK6, nous avons cliaie développer des clones cellulaires
exprimant stablement la kallicréine 6 a partir ig@ées cellulaires ne I'exprimant pas. Deux
lignées ont été utilisées : la lignée HEK-293 digaée pulmonaire A549. Pour ce faire, nous

avons utilisé le systeme Flp-In (Invitrogen).

I.  Principe du systeme Flp-In

Ce systéme repose sur la capacité de la recombkipsde levure a induire une
recombinaison homologue entre deux sites de recssarece FRTHIp-In Recombinaison
Targe). Ce systeme permet ainsi le transfert d’un géte slans un vecteur portant un site
FRT (vecteur d’expression) a un locus cellulaireggalant également un tel site.

Etant donné que les sites FRT ne sont pas natmetieprésents dans les cellules de
mammiféres, ils doivent étre préalablement intrtsdgians le génome des cellules cibles.
Invitrogena développé une lignée HEK-293 possédant un Bife(Rommeée HEK Flp-In), la
lignée A549 Flp-In a, quant a elle, été créée an de I'équipe par intégration stable d’'un
vecteur portant la séquence FRT et un gene ddarésésa la zéocine. Les deux lignées Flp-In
sélectionnées ont un seul site FRT intégré danzaone transcriptionnellement active de leur
génome et sont résistantes a la zéocine (figurg)n°1

Disposant de lignées Flp-In (figure n°13.1), il edbrs possible d’introduire un
transgene particulier au locus ou se trouve le BR& par une recombinaison homologue
induite avec la recombinasdp. Pour cela, le transgéne d’intérét est cloné dansecteur
d’expression possédant un site FRT puis les cellatint co-transfectées avec ce vecteur
d’expression et un vecteur codant la recombinBie (Figure n°13.2). L’introduction
conjointe dans une cellule Flp-In des deux vectabmutie, avec une haute fréquence, a une
intégration ciblée du transgene dans le génome adeellule (Figure n°13.3). Cette
recombinaison place le gene de résistance a I'mygcme du vecteur d’expression sous la

dépendance du promoteur SV40 préalablement redplenda la résistance des cellules a la
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zéocine. Ceci modifie le phénotype des cellulessfiarmées qui perdent leur résistance a la
zéocine et acquiérent celle de I'hygromycine. Laive@au phénotype permet alors une
sélection tres aisée des clones cellulaires ay#ggré le transgene au bon endroit. Les

cellules transformées ayant toutes intégré le gams au méme endroit, les clones obtenus
sont a priori isogéniques.

. P 4 Amp  pUC ori
Génome de la sl ATc < FRT , EI

lignée Flp-in :
+
Recombinase P e »—
Vecteur pOGA44 [

Vecteur d’expression | PCDNAS/FRT ¥ D
3 ! Expression
o Vector 1
~ - _—4/ ¥ 4 \‘eoi‘
-

Vg

Co-transfection de la recombinase Flp et du vecteur d’expression
dans les cellules HEK 293 Fip-in

» Expression de Fhygromycine » Expression du géne d'intérét

pUC ori Amp

PM

Sélection des clones cellulaires résistants a I’hygromycine et sensibles a la zéocine

Figure 13 : Le systeme d’expression Flp-In.

3 éléments le compose : la lignée cellulaire Flghms laquelle se trouve un site de recombinaidem Fun
vecteur d’expression contenant le transgene eftarFRT ; un vecteur contenant le géne codant t@nebinase
de levure Flp nécessaire a la recombinaison des $tRT. Légende 1 : désigne le génome des ligngda.R :

désigne la recombinase Flp-In et le vecteur d’egpi@n contenant le transgéne. 3 : montre le géraeria

lignée transformée aprés la recombinaison.

[I.  Construction des vecteurs d’expression codant KLK6

Dans ce systeme, la séquence codant la protéinerdi est amplifiée par PCR puis
intégrée au vecteur pcDNA5/FRT/V5-His-TOPO. La eadu vecteur est illustrée dans la

figure n°14. L'insertion de la séquence au seinvdateur est réalisée grace au systéeme
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« TOPO ». Ce systeme met en jeu une topoisomérantégration d’'un résidu adénosine
aux extrémités 3’ des produits d’amplification late la PCR et la présence d'un résidu
thymidine aux extrémités 3’ du vecteur linéarisénpet a la topoisomérase de ligaturer
I’ADNc codant la protéine d’intérét avec ’ADN pliasdique.

L’introduction d'une séquence nucléotidique dans vexteur d’expression peut
permettre I'expression d’'une protéine chimere présd a son extrémité C-terminale
I'épitope V5 et une étiquette poly-histidine fawsamt la détection et la purification de la
protéine recombinante. Cependant, il a été obsawdaboratoire que la présence d’'une
étiquette poly-histidine a la fin de la séquenceEKLK6 limite grandement I'activation de
la kallicréine 6. Les constructions qui ont étélises ont donc consisté a introduire la
séquence codant la préproforme de KLK6 avec unrcatlmp empéchant la formation d’'une

protéine chimere.

PréproKLK6 mutée

_ STOP
DI dy7 Emiem®,

pcDNAS/FRT/

V5-His-TOPO*

Figure 14 : Vecteur d’expression de la préproKLK6 mutée
L’ADNc codant la préproKLK6 mutée a été introduaing le vecteur pcDNAS/FRT/V5-His-TOPO. Légende
TOPO : Topoisomérase ; T7 : promoteur ; BGH pAe sie clonage et de polyadénylation ; SV40 ple: st
polyadénylation ; pUC ori : origine de réplicatiqggour les bactéries ; PCMV : promoteur CMV

Deux types de construction ont été réalisées, leodant la prépro-KLK6 sauvage,
'autre pour une prépro-forme mutée de KLK6. Comnmais I'avons vu, KLK6 est une
protéase a sérine qui est composée de 3 résidoaient essentiels pour son activité. Ces 3
résidus appartiennent au site catalytique, y canlprisérine. Afin de disposer d’'une forme
non active de KLK6, I'équipe a réalisé une mutagendirigée conduisant au remplacement
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de la séring; de KLK6 par une alanine. La figure n°15 montredéguence codant la prépro-
forme mutée qui a été clonée dans le vecteur pcBRRB/V5-His-TOPO

Primer sens
GIECASGCRAGCACRACAGRGEERACC TACGGGCAGCTGTITCCTTCCC

CCRACTCAAGAGGCCCGRAGGCCTGCAGCAGGAGCGECC ATG AAG AAG CTG ATG GIG GIG CIG AGT CTIG
M K K I M v v I S L
ATT GCT GCA GCC TGG GCA GAG GAG CAG AAT AAG TTG GIG CAT GGC GGA CCC TGC GAC AAG
I A A A w A | 4 E Q N K L v H G G P C D K
ACA TCT CAC CCC TAC CAA GCT GCC CTC TAC ACC TCG GGC CAC TTG CTC TGT GGT GGG GTC
T s H P Y Q A A L Y i S G H L L C G G v
CTT ATC CAT CCA CTG TGG GIC CTC ACA GCT GCC CAC TGC AAh AAAR CCG AAT CTT CAG GIC
T T H P T W v T T A A H G K K P N T Q v
TTC CTG GGG AAG CAT AARC CTIT CGG CAA AGG GAG AGT TCC CAG GAG CAG AGT TCT GIT GIC
F L G K H N L R Q R E 5 5 Q E Q 5 5 v v
CGG GCT GIG ATC CAC CCT GAC TAT GAT GCC GCC AGC CAT GAC CAG GAC ATC ATG CIG TTG
R A v I H P D Y D A A 5 H D Q D I M L L
CGC CIG GCA CGC CCA GCC AAA CTC TCT GAA CTC ATC CAG CCC CIT CCC CTG GAG AGG GAC
R L A R P F:¥ K L S E L I Q P L P L E R D
TGC TCA GCC AAC ACC ACC AGC TGC CAC ATC CTG GGC TGG GGC AAG ACA GCA GAT GGT GAT
g S B H T T 5 C H I L G W G K T A D G D
TTC CCT GAC ACC ATC CAG TGT GCA TAC ATC CAC CTIG GIG TCC CGT GAG GAG TGT GAG CAT
F P D T I Q C P2 Y I H L v S R E E C E H
GCC TAC CCT GGC CAG ATC ACC CAG AAC ATG TTG TGT GCT GGG GAT GAG AAG TAC GGG AAG
A Y P G Q I T Q N M L C A G D E K Y G K
GAT TCC TGC CAG GGT GAT GCT GGG GGT CCG CTG GTA TGT GGA GAC CAC CTC CGA GGC CTT
D b L s Q G D B G G P T v C G D H T R G T
GIG TCA TGG GGT AAC ATC CCC TGT GGA TCA AAG GAG AAG CCA GGA GTC TAC ACC AARC GTIC
v ] W G N I P = G 5 K E K P G v Y T N v
Primer antisens
TGC AGA TAC ACG AAC TGG ATC CAA AAR ACC ATT CAG GOC ARG TEA OOC TEA CAT &TG
C R Y T N W I Q K T I Q A K i

Figure 15 : Séquence nucléotidique et peptidiquepdéproKLK6 clonée.
La position des primers d’amplification est indiguées acides aminés appartenant aux pré- et peptiges
sont indiqués en gras. L’alanine substituée a lingédu site catalytique est soulignée (Clone NMII208).

Apres vérification des séquences se trouvant darngldsmide d’expression, un clone
plasmidique codant pour préproKLK6 sauvage (clomt20l1410.04) et un autre codant la
forme mutée (Clone NM012909.08) ont été amplifidsbactéries puis purifiés en vue des

transfections cellulaires.

Il. Obtention des clones cellulaires transformés.

Des cellules HEK293 Flp-In et A549 Flp-In ont été-ttansfectées avec le vecteur
d’expression codant I'une ou l'autre forme de po&uK6, et le vecteur pOG44 codant la

recombinaseFlp. Les cellules ont ensuite été soumises pendaritjuge semaines a une
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pression de sélection avec de I'hygromycine. Lesied résistants ont ensuite été isolés et
propagés dans des boites puis des flacons deedkuiaille croissante.

Les clones cellulaires étant en principe isogérggueus avons sélectionné au hasard
certains clones qui ont été numérotés et leurs msridentification sont indiqués dans le
tableau n°14.

Lignées Forme exprimée Nom du clone
d’origine

HEK293 Flp-| Prépro-KLK6 sauvage H2

In Prépro-KLK6 mutée B4 et B8

A549 Flp-In | Prépro-KLK6 sauvage A3, A5 et A7

All Prépro-KLK6 mutée Bl et B2

Tableau 14 : Numéro d’identification des clones.

En ce qui concerne les formes mutées de KLKG6, dliédait d’obtenir des clones sur-
exprimant la proKLK6 mutée a une méme concentratjoa des clones sur-exprimant la
proKLK6 sauvage afin de pouvoir comparer plus &miént les effets cellulaires. La
production de certains clones a donc été évaluedgsage ELISA et certains résultats sont
illustrés dans la figure n°16.

300

250

200

150

100

50
o T

HEK Flp-In HEK prépro-KLK6 HEK prépro-KLK6 HEK prépro-KLK6
sauvage clone H2 mutée B4 mutée B8

Concentration de KLK6
(ng/ml)

Figure 16 : Production de KLK6 des clones HEK
Les clones ont été ensemencés a une méme conicentediulaire et cultivés en plaque 6 puits pertdésh. La
KLK®6 produite a ensuite été dosée par ELISA.

La production des deux clones HEK B4 et B8 suriexant la proKLK6 mutée est
d’environ 280ng/ml, ce qui est équivalent a la piitbn de KLK6 sauvage par le clone H2.
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Dans ce cas, le fait que les taux de productiorctieses soient similaires est en accord avec

la génération de lignées isogéniques par le syskdpain.

L’obtention de clones mutants dans la lignée ASHRIR s’est avérée délicate. Comme le
montre la figure n°17, les clones obtenus exprimanfiorme mutée présentent un niveau
d’expression plus de 20 fois plus faible que cdks clones exprimant la forme sauvage. Il
apparait donc que des eévenements indépendantdedd’istégration (méthylation, micro-
réarrangement ?) puissent agir sur l'expression trdmsgéne dans certains contextes
cellulaires. Du fait de la grande disparité existamtre les deux types de clones, nous n’avons
pas exploité les clones A549 exprimant la formeéaute KLK6 dans I'étude.

800

700

600
500
400
300
200
100
0 | |

A549 Flp-In A549 A549 A549 A549 A549
proKLK6 proKLK6 proKLK6 proKLK6 proKLK6
sauvage A3  sauvage clone A7  mutée B1 mutée clone
clone A5 B2

Concentration de KLK6 (ng/ml)

Figure 17 : Production de KLK6 des clones A549
Les clones ont été ensemencés a une méme conicentediulaire et cultivés en plaque 6 puits pertdésh. La
KLK®6 produite a ensuite été dosée par ELISA.

B. Production de KLK6 active

La protéase KLK6 commerciale disponible jusqu'aspré est faiblement active et
nécessite pour son fonctionnement des concentsatsafines tres élevées (> 1M). Ces
conditions d'utilisation la rendent peu utilisaleur des études cellulaires. Ces propriétés
sont trés probablement liees a la présence d'ugeefte poly-His placée en position C-

terminale de la protéine recombinante. Nous avomsc ddéveloppé une production de
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protéine KLK6 non étiquetée afin d'éliminer ces lgéomes. Les paragraphes suivants
présentent les modalités d’expression et de patifino de la KLK6 recombinante native.

I.  Production et purification de proKLK6

1. Production de proKLK6

Pour produire de la KLK6, nous avons utilisé leButes HEK293 Flp-In sécrétant de
maniére stable la proKLK6. Les cellules ont été&ieéks dans des flasques de 150 cm? en
présence d’'un milieu dépourvu de protéines, le @ridoma, pendant 10 jours. Nous avons
alors déterminé le taux de production a l'aide ditast ELISA, ce taux était de 1mg/L de
milieu de culture. Nous avons réalisé une prodaatie 2,5 L qui a été concentrée en vue de
la purification de la proKLK®6.

2. Principe de la purification de proKLK6

La proKLK6 a été purifiee a l'aide d’'une chromatagjnie échangeuse d’ions sur un
appareil FPLCAKTA purifier Cette technique repose sur I'affinité que lesside la phase
mobile ont pour les ions de charges opposés dkedaepstationnaire. Cette phase stationnaire
est une résine sur laquelle des groupements iosigoet chimiguement liés tandis que la
phase mobile est la solution a purifier. La proKLK§ant un point isoelectrique (pl)
théorique de 6,4 ; elle se trouve chargée positregm un pH inférieur a cette valeur. Il est
alors possible de la fixer sur une colonne échasgyee cations a un pH de 5,8. Les protéines
fixées a la colonne peuvent étre éluées programsine en augmentant la force ionique
(NaCl) du tampon d’élution. En effet, les ions smdientrent en compétition pour la fixation
a la colonne et les protéines qui ont une faiblesdé de charge globale positive auront
tendance a étre éluées les premieres, suivies lds ¢gii ont une plus grande densité de

charge.

3. Purification de la proKLK6

Le concentrat du milieu de culture a été équilimés le tampon de dépot puis déposées
sur une colonne « HiTrd SP HP Cation exchange ». Aprés lavage de la celanec du
tampon de dépbt, I'élution des protéines fixéest@ affectuée a l'aide d'un gradient
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discontinu de chlorure de sodium (figure n°17). pestéines éluées ont été détectées par une
mesure de I'absorbance a 280nM et 120 fractiond oht ont été collectées. La figure n°18

présente un profil d’élution type.
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Figure 18: Profil d’élution des protéines du surnagnt de culture de cellules HEK.

Les protéines contenues dans les surnageants tieesibnt été fixées sur une colonne échangeusatib.

Les protéines ont ensuite été éluées grace uneentgtion croissante de solution B dans le tamp@tudion,
cette solution contient du chlorure de sodium @umtre en compétition avec les protéines pour latia sur la

colonne.

En abscisse, il s'agit du volume de tampon d’élutpassé sur la colonne. L'ordonnée de gauchejueli
I'absorbance en mAU (Unité de milli-absorbancedrdlonnée de droite indique le pourcentage de tanipo
(100% de tampon B =1M de NaCl) . La courbe grigerésente les protéines éluées, la courbe noireésgprte

le gradient en sels. A et B référent aux échamidlanalysés par la suite

Comme on peut le constater, les protéines éluémt dispersées dans une large
gamme de fractions. Afin de déterminer lesquelt@giennent la proKLK6, un Western-Blot

a éete effectué avec un anticorps anti-KLK6. Le téswbtenu est montré sur la figure n°19.
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15 202428 32 36 40 4448 51 54 57 60 63 +
-one -olwe- -

Figure 19 : Détection de la proKLK6 dans les fragtis de purification.
Les numéros de fraction de purification sont indigjau dessus, (+) étant un échantillon connu poutenir de
la KLK6

A l'aide du Western-Blot on a pu déterminer que fexctions immunoréactives
contenant de la proKLK6 étaient les fractions 182t 36 a 54. Il existe donc deux lots de
KLK6 présentant des différences de charges puistgleant pas avec la méme concentration
de NaCl. Les fractions de chaque lot ont été rqmFes, les fractions 13 a 32 d’'un volume
total de 31 ml ont constitué I'’échantillon A, tasdjue les fractions 34 a 55 d’un volume total
de 76ml ont constitué I'échantillon B. Ces deuxathlons ont été concentrés séparément
afin d’obtenir un volume final de 7 ml puis la proK6 de chaque lot a été activée par
addition de thermolysine. L’apparition d’'une adiévenzymatique de KLK6 a été vérifiee sur
un aliqguote a l'aide du substrat peptidique Boc-RHAMC. Le groupement AMC du
substrat est un marqueur fluorescent activé apréibération par une protéolyse de la liaison
Arg-AMC par la KLK®6.
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0,015
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Fluorescence mesurée

0,005 0,02

Fluorescence mesurée

o —

Avant activation Aprés activation Avant activation Aprés activation

-0,005
B Echantillon A H Echantillon B

Figure 20 : Mesure de l'activité enzymatique deKaK6.

La proKLK®6 purifiée a été activée a l'aide de thelysine. Cette activation a été vérifiée avec lgitdaque
échantillon et la mesure de la fluorescence génpagde substrat Boc-V-P-R-AMC lors de son clivagité
mesurée. Les résultats sont représentés sous fmstogrammes, la mesure de la fluorescence eororée,

avant et apres activation en abscisse.

Comme Tlindiqgue la figure n°20, lincubation desadtions d'élution avec la
thermolysine a fait apparaitre une activité protéglie liée a I'activation de proKLK6. A un
volume égal, I'échantillon B s’est avéré nettemglos actif que I'échantillon A. Ces deux
échantillons ne sont cependant pas purs et comtierum mélange de proKLK6, de KLK6
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mature et d’autres protéines. Ce mélange a doncs@iéis a une deuxiéeme étape de

purification.

Purification de la KLK6 active

1. Purification de I'échantillon A

Cette seconde étape de purification a utilisé lenen@rotocole de chromatographie

échangeuse d’ions que I'étape 1. L'efficacité deecgeconde étape réside dans le fait que les

fragments générés par la thermolysine voient lebasges modifiées par rapport a la protéine

intacte ce qui permet d’éliminer les contaminargskdlK6 (Oikonomopoulou et al. 2008).

Ceci est illustré dans la figure n°21 ou l'on olseB pics majeurs. Les pics latéraux

contiennent des protéines contaminantes tanditequie central concentre la KLK®.
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Figure 21 : Profil d’élution des protéines de I'éeimtillon A.

Les protéines contenues dans I'échantillon A oafi&&es sur une colonne échangeuse de catiomrb&&ines
ont ensuite été éluées grace une augmentationsenaie de solution B dans le tampon d’élution gavérse la
colonne, cette solution contient du chlorure deiswdqui rentre en compétition avec les protéinesrpa
fixation sur la colonne.
En abscisse, il s'agit du volume de tampon d’élutpassé sur la colonne. L'ordonnée de gauchejueli

I'absorbance en mAU (Unité de MilliAbsorbance)rtlonnée de droite indique le pourcentage de tantpon
(100% de tampon B = 1M de NaCl). La courbe grisprésente les protéines éluées, la courbe noirgsemte
le gradient en sels. L'échantillon analysé par Uéts est indiqué sur la figure
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Les fractions se trouvant dans la zone du pic akndnt été analysées au
spectrofluorimétre en présence du substrat de Kl#i& de rechercher son activité
enzymatique. Comme le montre figure n°22, l'activité de KLK6 se concentre dars |

fractions 37 a 51.
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Figure 22 : Mesure de I'activité de KLK6 dans lesétions de purification de I'échantillon A
Cette activation a été vérifiée par la mesure duarescence générée par le substrat Boc-V-P-R-AdE<Cde
son clivage par la KLK6. En abscisse, il s'agit desnéros de fractions de purification. En ordonnkgagit
de la fluorescence mesurée qui est proportionrzellequantité de substrat clivée par KLK6

Afin de juger de la pureté des fractions d'intétét,aliquote des fractions a été soumis
a une électrophorése en condition dénaturanteseprigtéines ont été colorées au bleu de

coomassie.

MT 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65

i

KLK6 —>

e 1t W

Protéine inconnue —— -

Figure 23 : Profil d’électrophorése des protéinesrtenues dans les fractions de purification de Iremtillon
A colorées au bleu de coomassie.
Les numéros des fractions de purification se sitaerdessus de I'image du gel.MT=marqueur de tailks
protéines sont colorées en bleu foncé.
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Comme le montre la figure n°23, les fractions @&mdt contiennent bien de la KLK6
intacte mais également une autre protéine dorartite n'a pas été déterminée. Il est possible
gu’il s’agisse d'un fragment de KLK®6 issu d’'un @iye interne de la protéine. Il est en effet
connu que KLK6 a la capacité de s’autocliver (Bagteal. 2004; Blaber et al. 2007; Magklara
et al. 2003). Quoiqu’il en soit, la purification tiéchantillon A conduit a I'obtention d’'une
forme peu active de KLK6 et hétérogene.

2. Purification de I'’échantillon B

La purification de I'échantillon B traité a la timeolysine a été effectuée de la méme

maniere que pour I'échantillon A. Un profil d’élati type est représenté sur la figure n°24.
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Figure 24 : Profil d’élution des protéines de I'éemtillon B.

Les protéines contenues dans I'échantillon B oafigtes sur une colonne échangeuse de catiomprbésines
ont ensuite été éluées grace une augmentationsenoie de solution B dans le tampon d’élution gavérse la
colonne, cette solution contient du chlorure deiswdqui rentre en compétition avec les protéinesr pa
fixation sur la colonne.

En abscisse, il s'agit du volume de tampon d’'élutpassé sur la colonne. L'ordonnée de gauchejueli

I'absorbance en mAU (Unité de MilliAbsorbance)rtionnée de droite indique le pourcentage de tantpon
(100% de tampon B = 1M de NaCl). La courbe grigprésente les protéines éluées, la courbe noireésemte
le gradient en sels. L'échantillon analysé par lgts est indiqué sur la figure.
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L’activité enzymatique de KLK6 a été recherchéesdas fractions environnant le pic
central a l'aide du substrat Boc-V-P-R-AMC commecridéprécédemment. Les résultats
obtenus sont donnés sur la figure n°25.
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Figure 25 : Mesure de I'activité de KLK6 dans les fractions perification de I'échantillon B.
Cette activation a été vérifiée par la mesure dédarescence générée par le substrat Boc-V-P-R-Adfi€de
son clivage par la KLK6. En abscisse, il s'agit desnéros de fractions de purification. En ordonnkgagit

de la fluorescence mesurée qui est proportionreliequantité de substrat clivée par KLK6

Une activité enzymatique correspondant a KLK6 aobigervée dans les fractions 55
a 63 indiquant la présence d’enzyme active dansfreetions. La pureté des fractions a
ensuite été analysée par électrophorése en camliiénaturantes et les protéines ont été
colorées au bleu de coomassie. La figure n°2@&ti#uss profils obtenus.
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Figure 26 : Profil d’électrophorése des protéinesritenues dans les fractions de purification de Iremtillon
A colorées au bleu de coomassie.
Les numéros des fractions de purification se sitaerdessus de I'image du gel.MT=marqueur de tallks
protéines sont colorées en bleu foncé.
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Comme le montre la figure, les fractions 55 a 63pnésentent qu’'une seule bande
correspondant a de la KLK6 active (d’apres lesltasud’enzymologie). Ces fractions ont été
regroupées et concentrées. C’est cet échantillon agquété utilisé pour nos études

expérimentales.

1.  Rendement de la méthode

Afin de connaitre le rendement de purification,glaantité de KLK6 a été mesurée a
chaque étape du protocole a l'aide d’'un test ELEp&cifique. Les résultats sont indiqués

dans le tableau n°15.

. Pourcentage de KLK6
2 Quantité de KLK6 5 . B &
Echantillon (mg) récupérée par rapport a
e I'échantillon de départ
Echantillon de départ 2,5 100
Echantillon de départ concentré 1,4 66
Echantillon A apreés purification et
concentration 0,108 4,32
Echantillon B aprés purification et
concentration 0,179 7,16
'Total de KILK6 active final 0,287 11,48

Tableau 15 : Rendement de la purification de KLK®6.
L'échantillon de départ (les surnageants de cultareant et aprés concentration au travers d’undilt
« centricon ultra-fitration device », ainsi que éshantillons A et B aprés leur purification et centration ont
été analysés. La quantité de KLK6 totale préseatesdes échantillons a été évaluée par un test KletSa
perte de KLK6 par rapport a I'échantillon de déparété calculée.

La concentration initiale a occasionnée une penggortante de KLK6 (pres de 44%). A
la fin de la purification, la quantité de KLK6 ttgaobtenue a été de 0,287 mg soit un
rendement total de 11,5 % environ. Compte tenu alabme d’étapes de purification et de

concentration, ce rendement est acceptable.
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Chapitre II : Etude de I'impact de la kallicréine 6 sur des

processus cellulaires

Les études précédentes du laboratoire (Heuzé-Mlowtcal. 2009) indiquent que la
kallicréine 6 pourrait étre impliquée dans la pbpsithologie pulmonaire et notamment dans
le cancer bronchique non a petites cellules. Eet,dfi présence de KLK6 a été observée par
immunohistochimie dans le cytoplasme des cellufesiéhocarcinomes et de carcinomes
épidermoides de patients atteints de CBNPC. L’doboachique sain présentait, quant a lui,
une immunoréactivité dans les régions apicalescdisles épithéliales, les pneumocytes de
types | et Il étaient négatifs. De plus, une augatéon significative de I'expression #d.K6
dans les tissus tumoraux par rapport aux tissns saété démontrée et une analyse statistique
a révélée que cette surexpression était indépemdaied tous les parametres
physiopathologiques étudiés (type histologiqudletailegré de différenciation de la tumeur,
stades du cancer). Les patients ont été classéswencohortes selon le niveau d’expression
du gene&KLKS®, les patients exprimailLK6 a un niveau élevé présentaient un plus faible taux
de survie que les patients exprimant faiblemergeree. Afin de comprendre comment KLK6
pouvait intervenir dans la progression du CBNP& lignée cellulaire A549 sur-exprimant
la proKLK6 avait été créée au laboratoire. Cesutedl montraient une prolifération plus
importante que les cellules A549 ne I'exprimant. paige analyse du cycle cellulaire a révélé
gu’'une surexpression de la kallicréine 6 permettaé progression plus rapide dans le cycle
cellulaire en accélérant la transition entre lasgh@1 et S. Ce phénomene était accompagné
d’'une augmentation de la cycline E et de c-myc’eel diminution de la protéine p21, des

protéines régulatrices du cycle cellulaire.

L’objectif du travail présenté dans le chapitrealété de déterminer de maniere plus
approfondie les effets cellulaires de la kalliceéi®. Nous avons notamment étudié
I'implication de I'environnement des cellules et Itctivité enzymatique de KLK6 sur des
processus cellulaires. De plus, nous nous somnéeases a I'aspect moléculaire en étudiant

les voies de signalisation cellulaires pouvant &ttevées par la kallicréine 6.
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A.Etude de I'impact de la surexpression de la kallicgine 6 sur

les comportements cellulaires

I. Impact de la kallicréine 6 sur la prolifération celulaire

1. Effet de la kallicréine 6 sur la prolifération descellules HEK

Les données préalablement obtenus dans le lab@ratniélaient qu'une expression
ectopiqgue de la proKLK6 dans des cellules A549 pgowait une stimulation de la
prolifération de ces cellules. A l'inverse, il &é&apporté que I'expression stable de proKLK6
dans des cellules tumorales mammaires avait unt affg-prolifératif (Pampalakis et al.
2009). Nous avons donc voulu savoir ce qu'il enté@ans un autre contexte cellulaire en
étudiant les effets de I'expression de proKLK6 sayesdans les cellules HEK293 a I'aide des
clones stables décrits ci-dessus.

Les résultats précédents du laboratoire sur ldaleglA549 avaient été obtenus par
comptage journalier des cellules en cellule de B&da. Dans cette étude, nous avons utilisé
un test MTS dont la validité a été vérifiee en aaat le comportement des cellules A549

exploitées précédemment.

»
g

Absorbance mesurée (en
pourcentage par rapport aux
cellules Flp-In)
8
Abosrbance mesurée {en
pourcentage par rapport aux cellules
Flp-In)

o 8 & 38 8

A549 Flp-In A549 proKLK6 HEK Flp-In HEK proKLKé

Figure 27 : Effet d’'une expression ectopique de KLKG6 sur la pfétation cellulaire des cellules A549 (A) et
HEK (B).

Les cellules A549 et HEK ont été ensemencéesa@nrdis 2500 et 5000 cellules, respectivement, pis pn
P96. 48h aprés, un test MTS a été effectué. Lammesu’absorbance est intervenue aprés 2h d’intidioeavec
le composé. L'absorbance mesurée est proportioagelh quantité de cellules viables et les valalnt®nues
sont indiquées en pourcentage, les valeurs obtepo@scellules Flp-In étant le 100%. Les différesc
observées sont statistiquement significatives ffiestn et Whitney (p<0,05). Les cellules A549 ou HHjkIn

parentales n’expriment pas KLK6 a I'inverse desute$ Flp-In transformées (A549 proKLK6 ou HEK
proKLK®6).
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Comme le montre la figure n°27.A, I'analyse detalifération cellulaire des cellules
A549 a l'aide du test MTS donne des résultats sineit & ceux mesurés précédemment par
comptage. En effet, quelque soit la méthode d'amalytilisée, I'expression de proKLK6
stimule la prolifération de cellules A549. Il en da méme pour les cellules HEK293 (figure
n°27.B)

2. Influence du sérum sur la prolifération induite par KLK6

Différentes hypothéses pourraient expliquer lepatiges entre la réponse décrite par
Pampalakis et coll pour les cellules mammairesedie€ que nous observons ici. On peut
notamment se demander si I'environnement dans ldxgignent les cellules ne pourrait pas
moduler I'action de KLK6. En effet, pour agir commégjulateur de la prolifération cellulaire,
KLK®6 pourrait utiliser des substrats présents on dans le milieu de culture. Il est également
possible que I'effet de KLK6 dépende de la présealecguantité plus ou moins importante de
protéases capables d’activer la proforme sécratéa binverse d’inhibiteursin vitro, ces
différents agents sont apportés par le sérum addii au milieu de culture et par les cellules.
Nous avons donc testé I'impact de différents séramda réponse des cellules HEK293 et
A549 a I'expression ectopique de proKLK6 (Figufes).

Comme le montre la figure, il N’y a aucune diff@@erdans la réponse des cellules
HEK293 selon le sérum utilisé. Dans tous les cassécrétion de proKLK6 entraine une
stimulation de la prolifération cellulaire. Poursleellules A549, on peut constater que le
milieu de culture influence les effets de la prokd.KEn effet, pour les sérums A et B, les
cellules exprimant proKLK6 montrent une stimulatiole la prolifération cellulaire. A
I'inverse, on observe une inhibition de la prolgon lors d’'une culture avec le sérum C.
L’environnement dans lequel baignent les celluldsiénce donc la réponse de ces cellules a
KLK6 soit via des facteurs interagissant directetmavec la protéine soit en rendant les

cellules plus ou moins sensibles a I'action de KLK6
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Figure 28 : Prolifération des cellules HEK (gauche}t A549 (droite) sur-exprimant ou non la proKLK6
sauvage dans différents sérums.
Les cellules HEK et A549 ont été ensemencéesanrdis 5000 cellules et 2500 cellules, respectivénean
plaque 6 puits. Les milieux de culture ont été aus®p soit de sérum A (haut), de sérum B (milieJ ¢hoas).
Apres 48h de culture un test MTS a été effectadsiorbance mesurée est proportionnelle a la quaudigt
cellules viables et les valeurs obtenues sont irklg en pourcentage avec pour 100% les valeurgistnées

pour les cellules Flp-In (* : Statistiquement sificatif, test Mann et Whitney (p<0,05))

3. L’implication de [lactivit¢ enzymatique de KLK6 dans linduction de la

prolifération cellulaire

Les expérimentations décrites ci-dessus ne nousegbent pas de définir si I'effet de

KLK6 est d0 ou non a son activité enzymatique. Daos systémes cellulaires, KLK6 est

exprimée en tant que prépro-enzyme. Comme c’esirglment le cas, le clivage du peptide

signal intervient au cours du processus de séarétia’est la proforme de KLKL6 qui est

sécrétée dans le milieu extracellulaire (Heuze-Wbuet al. 2006). Les effets de KLK6

pourraient donc étre dus soit a la proforme séeréigit a de 'enzyme maturée dans le milieu

extracellulaire. Pour savoir si l'induction de laolfération cellulaire nécessite ou non
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l'activité enzymatique de KLK6, nous avons étudignpact du mutant Ser—Ala décrit
précédemment sur la prolifération des cellules HEPR-
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Figure 29 : Effets comparés de la KLK6 sauvage ou mutée sypralifération cellulaire.
Les cellules ont été ensemencées a raison de S0lkes par puits en P96. 48h apres un test MT&a é
effectué, la mesure de I'absorbance s’est effecpéés 2h d’incubation avec le composé. L'absorleanc
mesurée est proportionnelle a la quantité de cefluliables et les résultats sont indiqués en potiage, les
cellules Flp-In étant le 100%. Les différences statistiquement significatives (test Kruskal etli&/gp<0,05).

Comme le montre la figure n°29, I'expression duantibu la sérine du site catalytique a
été remplacée par une Alanine n’a aucun effetasprdlifération des cellules contrairement a

la forme sauvage de KLK6. L’inactivation de KLK6pgrime donc son effet pro-prolifératif.

[I. Effet de KLK6 sur la survie cellulaire

KLK6 pourrait également agir sur la progression duae en régulant I'apoptose,
également appelée mort cellulaire programmeée. Afexaminer ce point, les clones sur-
exprimant ou non KLK6 ont été soumis a un inductiai’apoptose : la staurosporine. Cette
molécule agit de maniere non sélective sur la ntéjodes Serine-Thréonine kinases,
engendrant la mort cellulaire. Nous avons doncro@te si une expression ectopique de
KLK6 pouvait moduler la mort cellulaire induite p& staurosporine. Seules les cellules
A549 ont pu étre analysées puisque les expériepeesettant d’analyser I'apoptose
nécessitaient une culture sans SVF et beaucougpd'&tde lavage, des conditions auxquelles
les cellules HEK sont trés sensibles. Deux appmoim été utilisées pour mesurer I'effet de

KLK6. Dans la premiére approche, nous avons utilsétest apostain qui permet de
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déterminer la proportion de cellules apoptotiquas gytométrie en flux. Avec ce test, les
cellules apoptotiques sont identifiees a I'aidendanticorps couplé a un fluorochrome qui
détecte 'ADN simple brin. En effet, les cellulepoatotiques sont plus sensibles a la
dénaturation de I'ADN par la chaleur. Afin de mesua totalité des cellules, il est effectué
un autre marquage avec du 7-AAD qui est un marqgdesiracides nucléiques. Le deuxieme
test utilisé permet la détection des nucléosoniiEsds dans le cytoplasme lors de I'apoptose.
Pour cela, une lyse des cellules est effectuéesatucléosomes cytoplasmiques sont capturés
grace a un anticorps anti-histones fixés au foruhel plaque ELISA. La détection des
nucléosomes s’effectue a l'aide d’un second amigoeconnaissant 'ADN. Cet anticorps
secondaire est couplé a la peroxydase qui en présknsubstrat ABTS permet la formation

d’un produit coloré pouvant étre quantifié par lasure de I'absorbance.
Dans un premier temps, nous avons utilisé le f@sstain pour déterminer la sensibilité

des cellules A549 Flp-In et A549 KLK6 a différentesncentrations de staurosporine. La

figure n°30 montre des profils types de dispersies cellules
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Concentration de staurosporine
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Figure 30 : Dose-Réponse des cellules A549 Flp-trpeo KLK6 a la staurosporine.

Les cellules A549 Flp-In et proKLK6 ont été cukisén présence de 0 ; 0,2 ou 0,3 uM de staurospddn
marquage fluorescent indirect de I'ADN simple kaiété effectué. L'intensité de la fluorescencetzégnluée
par cytométrie en flux. Les résultats présentés lesndiagrammes de dispersion des cellules megmele
cytometre avec en abscisse la fluorescence mestigfeordonnée la proportion de cellules analy4&9s

En l'absence de staurosporine trés peu de celiéesttent une fluorescence due a
I'anticorps détectant ’ADN simple brin (R = 3% qui indique que les cellules sont viables.
A 0,2uM de staurosporine, on peut observer un @euipic correspondant a une émission
de fluorescence par un groupe de cellules quilssntellules apoptotiques (R = 25-37 %). A
0,3 uM, le premier pic correspondant aux cellulesbles est presque inexistant chez les
cellules A549 Flp-In sans que pour autant il y @ite augmentation de la proportion
mesurable de cellules apoptotiques. Ceci est daitque les cellules étaient a un stade trop
avancé de I'apoptose pour étre détectées partl@pestain. Par la suite, nous avons donc
utilisé une concentration de 0,2uM de staurospgm# I'induction de I'apoptose qui a été
mesurée avec les deux tests.

Les résultats obtenus avec le test apostain esteBLISA sont présentés dans la figure
n°31.
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Figure 31 : Effet d’une surexpression de KLK6 suapoptose induite par la staurosporine.
Les cellules A549 Flp-In et proKLK6 en présencstderosporine pendant 24h, puis les cellules apapies
ont été détectées par A : la détection de I'ADNpEnbrin par cytométrie en flux (test apostain) ; B
détection des nucléosomes présents dans le cymoplpar test ELISA. Les différents résultats sadigunés en
pourcentage par rapport aux cellules Flp-In sousrfe d’histogrammes Les différences observées sont
significatives (test de Mann et Whitney, p<0,05).

Les deux approches montrent que I'expression epiepde KLK6 diminue la mort
cellulaire induite par la staurosporine. KLK6 atidonc une action anti-apoptotique sur des

cellules pulmonaires.

B.KLK6 et signalisation cellulaire

Nous avons vu précédemment que KLK6 intervenaihigaau cellulaire en régulant la
prolifération et 'apoptose. Ce changement de iN#tét cellulaire induit par KLK6 implique
gue ces cellules recoivent un ou des stimuli etsttaisent leur reconnaissance pour induire la
prolifération et la résistance a I'apoptose. Dastsecpartie de I'étude, nous avons cherché a
comprendre quels étaient les processus molécuiaipgjués.
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Il est a noter que les études de cette partietréah effectuées que sur les cellules
A549. En effet, les cellules HEK sont issues déuted embryonnaires de rein humain tandis
que la lignée A549 est issue d’un carcinome brasickalvéolaire. Ces cellules permettent
donc de mieux évaluer l'influence de la KLK6 daasprogression tumorale du cancer du

poumon, elles sont également plus facilement méatbes.

I. Etude de la voie E-cadhérinef-caténine

Klucky et ses collaborateurs ont montré que lagrés de KLK6 dans le milieu de
culture de kératinocytes de souris stimule la f#tion, la migration et I'invasion de ces
cellules (Klucky et al. 2007). Ces réponses senthiées a un clivage de I'E-cadhérine
membranaire et a une délocalisation dp-aténine dans le noyau. L'E-cadhérine est un des
membres les plus étudié de la famille des cadh&rithes’agit d’une famille responsable de
'adhérence calcium-dépendante des cellules. Leattmcarboxyl cytoplasmique de ces
molécules est associé a un groupe de protéinegtdsot appelé caténine. L'E-cadhérine se
fixe directement a I&-caténine et a d-caténine qui la relient a I'actine du cytosqueletta
B-caténine joue d’autres rbles que celui évoquéessds. En effet, lorsque flacaténine est
activée, elle a la capacité de se délocaliser lensoyau ou elle agit comme facteur de
transcription en se fixant sur le promoteur TCF/LEE promoteur régule de nombreux genes
dont les génes de c-myc (He et al. 1998) et dgdhne D1 (Shtutman et al. 1999; Tetsu and
McCormick 1999). Or il se trouve que les travaugg@édents du laboratoire ont révélé qu’une
expression ectopique de proKLK6 dans les celluledest associée a une augmentation de
c-myc (Heuzé-Vourc’h et al. 2009). Nous avons deoglu savoir si les effets de KLK6 sur
ces cellules étaient ou non liés a un clivage Beclidhérine et a une translocation nucléaire

de lap-caténine.

1. Effet de KLK6 sur I'expression génique de I'E-cadhéne et de lap-caténine

L’expression des ARNm a été analysée par gRT-PG#. ¢hangements relatifs de
I'expression ont été calculés & partir de la méthommparative des Ct{2“"). Cette méthode
permet de comparer les signaux de PCR du transctierché entre les cellules non traitées
(A549 Flp-In) et traitées (A549 proKLK®6).
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La fiabilité des résultats de PCR quantitative emps réel repose notamment sur 2
parametres importants : I'efficacité d’amplificatieet sa spécificité. La courbe d’efficacité
permet de savoir si a chaque cycle de PCR il yea bioublement du nombre d’amplicon
(efficacité de 100%). En effet, différents éléemepé&sivent altérer 'efficacité d'une PCR:
présence d’inhibiteurs, amorcage inefficace, épuése de réactifs... Pour déterminer
I'efficacité de la gPCR, tous les échantillons été mélangés et une dilution en série a été
effectuée. Le Ct de chaque dilution a été mesueffichcité de la PCR a ensuite été
déterminée par le logiciel duightCycler 480. Brievement, une droite reliant le Ct déterminé
pour chaque dilution en fonction du logarithme a@uiantité de matrice (en considérant que
I’échantillon non dilué est égale a 1) a été tratédficacité a été calculée a partir de la pente
de la droite selon la formule : EZT(#*™ On considére que I'efficacité est bonne si celle-
se trouve dans l'intervalle 90-110%. Les figureS8a-A illustrent les résultats obtenus pour le
dosage de I'E-cadhérine et deflacaténine. Dans les deux cas, on peut constatelegue
valeurs d’efficacité sont satisfaisantes car efleat de 90% et 97% respectivement. Un
dosage correct doit également aboutir a 'obtendame seule population de produits de
PCR. Ceci est vérifié par la détermination d’'unerbe de fusion des amplicons en fin de
PCR. La présence d'un seul pic témoigne alors éeisfence d’'une seule population de
produits de PCR. Les figures n°32rBontrent les courbes de fusion obtenues pour les
dosages de Ip-caténine et de 'E-cadhérine dans les différéotsantillons testés et révelent

une bonne spécificité des dosages.
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Figure 32 : Validation des méthodes : courbe dietcité (gauche) et courbe de fusion (droite) deésngs de
I'E-cadhérine (haut) et de Ig8-caténine( bas).
Les ARNnont été obtenus aprées une étape de purificatiqgraréir de cellules cultivées avec du milieu complet
Les ADNCc obtenus par retrotranscription ont étélgsés par qPCR. Légende : (A) mesure de I'effiéatit la
PCR ; (B) courbe de fusion de la gPCR.

La figure n°33 montre I'expression relative deflaaténine et de I'E-cadhérine des
cellules A549 exprimant proKLK6 par rapport auXudes Flp-In.
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Figure 33 : Expression des transcrits de I'E-cadliée (gauche) et de Ig-caténine (droite) par PCR en temps
réel.
Les ARNnont été extraits et purifiés a partir de cellulmgdtivées dans du milieu complet. Les ADNc obtenus
par retrotranscription ont été analysés par gPCR.

On peut constater que les cellules exprimant pro&blt un taux deux fois plus élevé
de transcrits de I'E-cadhérine que les cellule$exprimant pas. Par contre, il n’y a qu’une
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tres faible variation de I'expression de facaténine qui peut difficilement étre prise en
compte connaissant les limites de la techniqueGie.P

2. Effet de KLK6 sur I'expression protéique de I'E-cachérine

Comme évoqué préecédemment, KLK6 agirait sur lesilesl fibroblastiques de souris en
provoquant directement ou indirectement le clivatge 'E-cadhérine membranaire et la
translocation nucléaire de facaténine. Afin d’évaluer s’il en va de méme pas tellules
pulmonaires, nous avons analysé par cytométridugnd niveau d’E-cadhérine membranaire
et nous avons également recherché, dans les miiewulture par western blot, le fragment
soluble de I'E-cadhérine généré par protéolyse. i@erie montre la figure n°34, I'expression
de proKLK6 ne diminue pas la quantité d’E-cadhépn&sente a la surface des cellules A549.
Au contraire, une légére augmentation est obsesa@s toutefois s'avérer statistiquement
significative. Cette tendance a I'augmentationgestettre en paralléle avec nos résultats de
gPCR montrant que I'expression de KLK6 s’accompadhme élévation du nombre de

transcrits de I'E-cadhérine.
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Figure 34 : Détection de I'E-Cadhérine membranaiet soluble.

(A) Les cellules ont été cultivées en milieu cotruliés la présence de E-Cadhérine a la surfacecedlales a
été testée par un marquage indirect du domaineaegtiulaire de I'E-cadhérine par des anticorps. [Bésence
a ensuite été détectée par cytométrie en fluxfluesescences mesurées ont été utilisées pour ifieates
signaux et les résultats ont été normalisés avec hbB0% la moyenne des résultats obtenus pourdisles
A549 Flp-In. Les histogrammes représentent la melies résultats normalisés. Le controle 1gG aat@ment
été soustrait des résultats obtenus (test Manntetnéy, p<0,05). (B) Les cellules ont été cultivdass du
milieu sans sérum. La présence d’E-cadhérine dasslirnageants a été détectée par western-blotilesant
un anticorps reconnaissant le fragment soluble’8Bechdhérine avec 30 pg de protéines totales pdtspu
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L’analyse par western blot des surnageants de reultta pas permis de mettre en
évidence une augmentation de la quantité du fragswuable de I'E-cadhérine. Les données
recueillies n'appuient donc pas I'hypothése d'ustoa de KLK6 entrainant le clivage de

I'E-cadhérine.

3. Effet de la kallicréine 6 sur la p-caténine

a) Localisation cellulaire de |#-caténine

Malgré I'absence apparente d’action protéolytiqueate ou indirecte de KLK6 sur I'E-
cadhérine, nous avons voulu savoir s’il existais déérations au niveau de flacaténine.
Pour cela, la localisation de [caténine dans les cellules A549 Flp-In et proKLK6

confluence a été examinée par immunofluorescéigree n°35).

A549 Flp-In A549 proKLK6

B-Caténine

Figure 35 : Immunodétection de |g-caténine.
Analyse par immunofluorescence indirecte des @549 Flp-In (gauche) et proKLK6 (droite) enigéiht un
anticorps dirigé contre I#-caténine (vert). Les noyaux ont été marqués auetrd\D (rouge).

L’anticorps dirigé contre I§-caténine permet de mettre en évidence une lotialisa
essentiellement membranaire de cette molécule ldansellules A549 Flp-In. Au contraire,
les cellules A549 proKLK6 montrent une diminutiore cce marquage membranaire

parallelement & une augmentation du marquage niecléiasemble donc que I'expression de
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KLK6 entraine une dissociation de facaténine d’'avec la membrane et son transfert au

niveau nucléaire.

b) Mesure de 'activité transcriptionnelle de facaténine

» Présentation de la méthode

Afin de savoir si Ig3-caténine transférée au niveau nucléaire étaistrgstionnellement
active, nous avons utilisé un systeme de « gengortgur ». Cette étude a été réalisée en
collaboration avec I'Unité INSERM UMR991 de RenndSe systeme est basé sur
I'expression de la luciférase qui catalyse l'oxyolatde la luciférine pour générer de la
luminescence. Dans ce systéeme le géne codantifarbse a été placé sous la gouvernance
du promoteur TCF/LEF activable parflacaténine. La figure n°36 présente le vecteursdtili

ici.

Promoteur TCF/LEF

Promoteur Ampicilline

M50 Super 8x TOPFlash
4997 pb

Figure 36 : Plasmide codant la luciferase fireflyoss la dépendance du promoteur TCF/LEF activabler fia
p-caténine (Addgene)

Les cellules ont été transfectées avec ce vectelant la luciferasérefly afin de mesurer
I'activité transcriptionnelle du promoteur TCF/LEE indirectement l'activité de Ig-
caténine. Afin d'éviter les différences de lumiresoe qui pourraient étre dues a une
différence dans le nombre de cellules transformésgellules ont également été transfectées
avec un plasmide codant la luciferd&enillasous la dépendance d’'un promoteur permettant
I'expression constitutive de ce gene. La réponsemumoteur TCF/LEF a été normalisée

avec le niveau d’expression constitutif.
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» Résultats obtenus
Dans un premier temps, le systeme a été évalugstamt la réponse des cellules a un

inducteur de translocation deflacaténine, la protéine Wnt3a. Comme le montredaré 36,
'incubation avec Wnt3a des cellules A549 exprimgmoKLK6 stimule fortement
I'expression du gene rapporteur. Les réponses wdsersont bien dd a linduction du
promoteur TCF-LEF puisque Wnt3a ne stimule pagpfession de la luciféraskrefly
lorsque les cellules sont transfectées avec un qgeam TCF-LEF inactif (figure n°37).

L’approche utilisée permet donc bien de mesuretiVaé transcriptionnelle de Ia-caténine

dans notre systéeme cellulaire.
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Figure 37 : Mesure de l'activité transcriptionnellde lag-caténine dans les cellules A549 sur-exprimant
proKLK6 en réponse a un inducteur de sa translocatinucléaire : Wnt 3a.

Les cellules A549 proKLKG6 ont été cotransfectées an plasmide rapporteur codant la luciféraseffir sous
la dépendance du promoteur TCF/LEF sauvage ouiingicavec un plasmide codant la luciférase renillas
cellules ont ensuite été cultivées pendant 24h damsilieu contenant ou non du Wnt 3 et I'actidés
luciférases firefly et renilla ont été mesuréess kaleurs de luminescence de la luciférase firaflyété
normalisées avec la luminescence mesurée poucigtase renilla. Les résultats ont été exprimésrpaport
aux valeurs basales trouvées pour les cellulassfiectées avec le promoteur TCF/LEF sauvage (* =

statistiquement significatif, test Kruskal et Walp<0,05)

Suite a cette validation, nous avons comparé Vaétitranscriptionnelle de -
caténine dans les cellules exprimant et n'exprinpas KLK6. Comme le montre la figure
n°38, en absence d’'inducteur exogene, I'activaédcriptionnelle du promoteur TCF/LEF est
pres de 3 fois plus élevée dans les cellules ASqfimmant KLK6 que dans les cellules

parentales A549 Flp-In. Cette observation indique tap-caténine transloquée au niveau
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nucléaire est bien active et confirme les obsewmnatd’'immunodection révélant une élévation

de lap-caténine nucléaire suite a I'expression de KLK6.
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Figure 38 : Comparaison de I'activité transcriptiorelle de Igg-caténine entre les cellules n’exprimant pas et
exprimant KLK®6.

Les cellules A549 Flp-In ou proKLK6 ont été cotfaatées avec le plasmide rapporteur codant la éuase
firefly sous la dépendance du promoteur TCF/LEF/age ou inactif et avec un plasmide codant la éra$e
renilla. L'activité luciférase firefly a été mesw 24h apres la transfection, et I'activité dedaiférase Renilla

a été utilisée comme contrdle interne pour I'efficd de la transfection. Les valeurs de lumineseehcgéne de
la luciférase firefly ont été normalisées avecuminescence mesurée pour la luciférase renilla.Madsurs
obtenues ont été rapportées a celle des cellulgdriFtransfectées avec le promoteur TCF/LEF sau\age
statistiquement significatif, test Kruskal et Walp<0,05)

ll. Etude de la voie du récepteur de 'EGF

Les résultats précédents indiquent que la kalheréi pourrait promouvoir la translocation
de lap-caténine membranaire vers le noyau. Cependaneftett ne semble pas did a un
clivage de 'E-Cadhérine. Lee et collaborateursmnntré que l'activation de Ig-caténine
pouvait également résulter d’'une stimulation dé&SHR Epidermal Gowth Factor Receplor
(Lee et al. 2010). La possibilité que KLK6 interwie dans I'activation de ce récepteur a

donc été testée avec nos modeles cellulaires.

1. Effet de KLK®6 sur I'expression du géne de 'EGFR

Dans un premier temps, nous avons voulu savoifegpiession de KLK6 modifiait

I'expression de 'EGFR. Pour se faire, nous avotiisé I'approche de gRT-PCR et la
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méthode comparative des Ct™(2") décrite précédemment. Les résultats obtenus sont

indiqués sur la figure n°38.
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Figure 39 : PCR en temps réel de 'EGFR dans ledues A549 Flp-In et proKLKE6.
Les ARNnont été extraits a partir de cellules cultivées slan milieu complet. Les ADNc obtenus par

retrotranscription ont été analysés par qPCR. Lé&fyen(A) mesure de I'efficacité de la PCR ; (B) dmude
fusion de la qPCR ; (C) niveau d’expression desegen

Sur la figure n°39.A, on peut observer que I'effitéd de la qPCR est de 103%, ce qui

satisfaisant. La courbe de fusion observée suiglad n°39.B prouve que la méthode était
spécifique puisqu’un seul pic de fusion a été oliser

La quantification des ARNm de 'EGFR dans les ddigrées (figure n°39.xCne
montre aucune différence entre les cellules paes#&549 Flp-In et les cellules exprimant

proKLK6. L'expression de KLK6 ne modifie donc pasxpression génique de 'EGFR.

2. KLKG6 agit sur la voie de 'EGFR via l'intervention d’un ligand

a) Etude de la sensibilité des cellules au cetuximab
Le cetuximab est un anticorps monoclonal chiméridjuigé contre le site de liaison des

ligands a 'EGFR. La fixation du cetuximab sur éeepteur empéche la fixation des ligands
et l'activation de la voie de 'EGFR. Cet anticorpthibiteur a donc été choisi pour

déterminer si KLKG6 intervient via des ligands saivbie de 'EGFR.
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Dans un premier temps, nous avons analysé la dé@gasdes cellules A549 exprimant
proKLK6 au cetuximab. Les cellules ont été cultvémvec différentes concentrations de
cetuximab pendant 24h. Les cellules témoins oninétdbées avec du PBS en remplacement
du cetuximab afin d’éliminer un éventuel effet d&uant du cetuximab. L’analyse a été

effectuée avec un test MTS.
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Figure 40 : Effet du cetuximab sur les cellules AS4xprimant la proKLK6.

Les cellules ont été ensemencées a raison de 280@:s par puits dans du milieu dépourvu de SVF
comprenant différentes concentrations de cetuxidesbcellules non traitées ont été incubées aveRRiB. 30
minutes apres, du milieu a 20% de SVF a été rajafited’avoir une concentration finale de 10% des
puits. Les cellules ont ensuite été laissées afpret pendant 24h puis un test MTS a été effettadsorbance
mesurée correspond a la proportion de cellules Ieigb les résultats obtenus sont indiqués sousefaten
pourcentage avec pour 100% les cellules non traitée: Statistiquement significatif, test KrusletlWallis,
p<0,05).

Comme le montre l&gure n°40, un effet inhibiteur du cetuximab ses kellules est
observable dées la concentration de 10pg/ml. Cemrigéfet est plus prononcé a 50ug/ml et
le résultat obtenu a cette concentration est igeata la concentration de 100ug/ml. Ces deux
concentrations montrent une différence statistiqeransignificative par rapport aux cellules
non traitées. Nous avons donc choisi la conceotrate cetuximab de 50ug/ml pour la suite
de I'étude.

Dans un deuxieme temps, nous avons évalué la deésides cellules A549 au
cetuximab. Comme le montre la figure suivante, deiules Flp-In sont insensibles au

cetuximab & la concentration administrée alorslgsieellules exprimant KLK6 le sont.
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Figure 41 : Efficacité du cetuximab sur les celllBeA549 exprimant ou non la proKLK6
Les cellules ont été ensemencées a raison de 280@:s/puits de plaque 96 puits dans du milieucdépu de
SVF comprenant du PBS ou du cetuximab a 50pg/nmi0tes aprés, du milieu a 20% de SVF a été réjout
afin d’avoir une concentration finale de 10% daes puits. Apres 24h de culture un test MTS a &étaé.
L’absorbance mesurée correspond a la proportioreltules viables, les résultats sont indiqués dotrse
d’histogrammes, pour chaque condition les cellules traitées représentent 100% (* : Test Mann eitivély,
p<0,05).

b) Effet du cetuximab sur la prolifération induite darkallicréine 6

Afin de savoir si l'effet spécifique du cetuximalursles cellules A549 exprimant
proKLK6 était lié a la prolifération de ces cellsilet non a un effet cytotoxique, nous avons
compare la croissance de ces cellules en préseabsence de cetuximab. Comme le montre
la figure n°42, le cetuximab ne fait que bloguepttalifération induite par proKLK6 qui est
observable en absence de cet anticorps (PBS).nblsedonc que la stimulation de la

prolifération cellulaire induite par proKLK6 soiék a la mobilisation d’un ligand de 'EGFR.
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Figure 42 : Effet du cetuximab sur la prolifératiomduite par KLK&
Les cellules ont été ensemencées a raison de 2Hdles/puits de plaque 96 puits dans du milieuaddpu de
SVF comprenant du PBS ou du cetuximab a 50ug/nmhiBdtes apres, du milieu a 20% de SVF a été réjout
afin d’avoir une concentration finale de 10% daes puits. Aprés 24h de culture un test MTS a &étaé.
L’absorbance mesurée correspond a la proportioreltules viables, les résultats sont indiqués otrse
d’histogramme avec pour 100% les cellules Flp#*InTest Mann et Whitney, p<0,05).
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c) Effet de I'ajout de KLK®6 active sur la phosphotida ligand-dépendante de 'TEGFR

Afin de vérifier que l'effet de KLK6 sur 'EGFR edbien consécutif a une action
extracellulaire de la protéase, nous avons trasecellules A549 parentales avec de la KLK6
active en présence ou en absence de cetuximalsidqtiasment, la fixation d’'un ligand sur
'EGFR entraine sa dimérisation qui induit une ptawylation croisée de tyrosines
spécifiqgues. Ceci stabilise l'activité kinase dwegteur et les tyrosines phosphorylées
deviennent des points d’ancrage pour les acteussgdalisation placés en aval du récepteur.
Nous avons donc examiné I'état de phosphorylat®hEIGFR apres ajout de KLK6 active.
Ceci a été effectué a I'aide d’'un test ELISA déattoutes les tyrosines phosphorylées. Un
autre dosage ELISA nous a permis de déterminendat@é 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 I'divation de 'EGFR des cellules A549 parentales en
présence ou non de cetuximab.

Les cellules A549 parentales ont été ensemencéssai de 0,5.10cellules par puits en plaque 6 puits dans
du milieu complet. Le lendemain, les cellules détpdacées dans du milieu sans sérum avec ou samsimab

a 50ug/ml (contréle négatif : PBS) pendant 2h faikLK6 active a été rajoutée a une concentratien d
10ug/ml (contréle : tampon d’élution de la KLK6)ygant 20 minutes. Les cellules ont ensuite ét&dyséla
proportion d’'EGFR phosphorylé par rapport a la peégse d’EGFR total a éi@nalysée par un test ELISA avec

30ug de protéines totales des lysats.

L’ajout de KLK6 active entraine une phosphorylatexcrue du récepteur (figure n° 43).
Par contre lorsque les cellules ont été incubées awu cetuximab, la proportion d’EGFR
phosphorylé en présence de KLK6 active est ideatagaelle observée avec des cellules non
traitées par KLK6. Cette expérience démontre qafef observé avec la lignée cellulaire
proKLK6 résulte bien d’'une action extracellulaire th protéase mobilisant un ligand de
'EGFR.

d) KLKG6 active la voie Erk via le récepteur de 'EGF.

L’activation de 'TEGFR conduit a I'activation d’'urmaultitude de protéines telles que Erk
(Extracellular-Related kina3eles MAP kinases, la PI-3 kinase (Phosphatidgkitol-3’) et
STAT3. Dans le cadre de notre étude, nous nous ssmmieresses a la protéine Erk dont
I'activation se produit par phosphorylation. La tg@ine Erk est faiblement phosphorylée dans
les cellules A549 parentales et cette phosphooylagst indépendante de 'EGFR puisqu’elle
n'est pas modifiée en présence de cetuximab, cooatagoeut étre observe sur la figure n°44.
Par contre, un traitement des cellules pendant ibOites avec de la KLK6 active stimule la
phosphorylation de Erk. Une incubation préalable alules avec du cetuximab inhibe cette
phosphorylation induite par KLK®6.
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Figure 44 : Effet du rajout de KLK6 active sur lahmsphorylation d’Erk.
Les cellules A549 parentales ont été ensemencéssa de 0,5.1%ellules par puits en plaque 6 puits dans du
milieu complet. Le lendemain, les cellules ontpda&ées dans du milieu sans sérum avec ou sansieto a
50ug/ml (contrdle négatif : PBS) pendant 2h puikla6 active (K6) a été rajoutée a une concentratie
10pg/ml (contrdle négatif (C) = tampon d’élution ldeKLK6) pendant 20 minutes. Les cellules ont gesié
lysées et la phosphorylation d’Erk a été analyssewestern-Blot avec 10ug de protéines totaledykeds.

Ainsi, les travaux réalisés dans cette partie éitle ont permis de relier KLK6 a la voie
de 'EGFR. La protéase présente dans le milieuaegtiulaire mobiliserait un ligand du
récepteur de 'EGF provoquant son activation etascade, celle de voies de signalisation
situées en aval. Cette cascade d’événements Betainment responsable de I'induction de

la prolifération cellulaire observée au niveau deltules pulmonaires exprimant proKLK6.

II. Etude de la voie PAR-2

Une des questions soulevées par les observatiamgedéprécédemment est de savoir
gu’elle est la cible originelle de la protéase KLK& mobilisation d'un ligand de 'EGFR par
KLK6 pourrait en effet résulter soit d’une actiomedte sur un ligand immobilisé soit d’une
action indirecte sur une autre cible cellulaire.

L’hypothése que nous avons évaluée ici est cellead’action indirecte de KLK6 sur le
récepteur membranaire PAR-2. Les PARoteinase activated Recepf@ont des récepteurs
couplés aux protéines G activés par un clivagagbate leur domaine extracellulaire par des
protéases a sérine ou des métalloprotéases misci®r, il a été démontré que KLK6 est
capable d’activer PAR2 (Oikonomopoulou et al. 2006 plus, Darmoul et collaborateurs
ont démontré qu’une activation de PAR2 par un a&jeninduisait une phosphorylation de
'EGFR dans des cellules tumorales de colon. Ceguasi ont également révélé que
I'utilisation d’anticorps bloquant la fixation déggands sur 'EGFR inhibait la prolifération
cellulaire et la phosphorylation de ERK induites lgapeptide agoniste de PAR2 (Darmoul et
al. 2004a). Pris ensemble, ces données pourraiphitjger nos observations dans les cellules

pulmonaires. Dans un premier temps, nous avonsuvedtifier si l'activation de PAR-2
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conduisait a une stimulation de la voie de 'EGFd&hglles cellules tumorales pulmonaires
A549.

1. Activation de la voie de 'EGFR via PAR-2

Le traitement de cellules A549 avec un peptide sg@nde PAR-2 stimule la
prolifération de celles-ci comme le montre la figur’45.A.Cet effet s’accompagne d’une
augmentation de la phosphorylation de 'EGFR (fguf45.B) et d’'une activation de ERK
(figure n°45.C). L'incubation préalable des celtulavec du cetuximab inhibe a la fois la
phosphorylation de 'EGFR et de ERK (figure n°4®28D) induite par le peptide activateur
de PAR-2.
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Figure 45 : Effet d'un agoniste de PAR2 sur les kdés A549 : la prolifération cellulaire (A), I'adivation de
'EGFR (B), I'activation de ERK sans cétuximab (&t avec cetuximab (D).

(A) Les celllules ont été ensemencées a raisor®d@ Sellules par puits en P96 en milieu completlenelemain
les cellules ont été rincées et placées dans deuwiRPMI supplémenté de 0,1% BSA avec ou sanssigatd
PAR2 a 100pM. 48h apres, un test MTS a été effd@béorbance mesurée est proportionnelle a largiié de
cellules viables, les données obtenues sont rempiése sous forme d’histogrammes avec pour 100%elages

non traitées. (B,C,D) Les cellules ont été ensedemna raison de 0,5.96ellules par puits en plaque 6 puits
dans du milieu complet. Le lendemain les cellulgsété sevrées pendant 2h avec ou sans cetuxinigb pu
I'agoniste de PAR2 a 40uM a été rajouté et lesutedl ont été lysées aprés 5, 10, 20 et 30 mintiteutation.
La proportion d’'EGFR phosphorylé par rapport a leépence d’'EGFR total a été analysée par un tesSELI
sur les lysats obtenus aprés 20 minutes d’incubaticec 30 pg de protéines totales (B). La phospaton de
ERK a été analysée par western-blot avec 10ug dgipes totales des lysats ((C) sans cetuximabay{®g
cetuximab).

Comme dans le cas rapporté pour les cellules tuewode colon, I'activation de PAR-2
conduit donc a une stimulation de la voie de 'EGHRIe ERK par mobilisation d’un ligand

de 'EGFR dans les cellules pulmonaires A549.
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2. Inhibition de PAR-2 par des siRNA

L’observation décrite dans le paragraphe précédeédibilisait I'hypothése formulée plus
haut selon laquelle les effets de KLK6 sur lesutedl pulmonaires pourraient résulter d’'une
activation de PAR-2 par KLK6. Dans cette partieus@vons donc testé si le blocage de
I'expression de PAR-2 par des siRNAmall interfering RNA pouvait supprimer certains
effets de KLK6.

a) Validation des siRNA dirigés contre PAR2

L’administration des siRNA aux cellules a été effiée par une méthode de transfection
(voir matériel et méthode). Afin de vérifier l'irthition de I'expression de ce récepteur dans
les cellules transformées, nous avons réalisé RIeRCR avec la méthode comparative des

Ct (2%*“Y décrite précédemment.
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Figure 46 : PCR en temps réel de PAR2 dans lesutefl A549 parentales transfectées avec des sSiRNRPA
ou contrdle.
Les ARNnont été extraits a partir de cellules cultivées@de milieu complet en plaque 6 puits. Les ADNc
obtenus par retrotranscription ont été analysés gaCR. Légende : (A) mesure de I'efficacité de@rP (B)
courbe de fusion de la gPCR ; (C) niveau d’exprassies génes.

Sur la figure n°46.A, on peut constater que ibeftité de la réaction de PCR est
satisfaisante (104%). La courbe de fusion obsesuéda figure n°46.B indique qu’une seule
population de produits de PCR a été obtenue. Conemenontre la figure n°46.C
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I'introduction de siRNA dirigés contre les ARNm BAR-2 fait fortement diminuer (de 90%
environ) ceux-ci dans les cellules A549.

b) Effets de siRNA ciblant PAR2 sur la phosphorylatdereRK

Les siRNA ciblant PAR-2 pouvant inhiber fortemeiixpression de ce récepteur, nous
avons analysé leur effet sur la phosphorylation HRK qui, comme nous l'avons vu
précédemment, est activée via 'lEGFR a la fois Ipapeptide agoniste de PAR-2 et par
KLK®G.

Le traitement avec le peptide agoniste de PAR-2v@c de la KLK6 active, de cellules
A549 transfectées avec un siRNA contrble, a résiritéine activation de la phosphorylation
de ERK (figure n°47). Cette activation a été inkilbidrsque ces cellules ont été transformeées
avec le siRNA ciblant PAR-2 indiquant que ce réeaptest bien impliqué dans les réponses
des cellules A549 a KLK®6.

PAR2 KLK6 C

-siRNA controle + - + S
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- - - p-ERK
P ® W g iotal

Figure 47 : Effet d’'une inhibition de PAR2 sur lalposphorylation d’Erk.
Les cellules A549 parentales ont été ensemencé&gague 6 puits avec du milieu complet a raiso® @10
cellules par puits. Le lendemain, les cellulesé&t@ttransfectées a I'aide de lipofectamine avebfpl de
siRNA dirigés contre PAR2 ou contrdle. 24 apresclglules ont été placées dans du milieu sansysér
pendant 2h, puis du peptide activateur de PAR2euiadKLK6 active (K6) a été rajouté & une concatitin de
40 uM et 10pg/ml respectivement (contrdle négalif. gampon d’élution de la KLK6) pendant 20 mirsutees
cellules ont ensuite été lysées et la phosphooylatiErk a été analysée par western-Blot avec 30gig
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 élevée d’expressieiKLK6 est corrélé avec une
diminution de la survie des patients (Heuzé-Vourethal. 2009). Certains patients ont été
traités par chimiothérapie apres I'exérese de ti@omeur notamment lors de récidives. Il est
envisageable que le pronostic défavorable soit dinéd moins bonne réponse des patients
ayant un fort taux de KLK6 aux agents chimio-théramues.

Le schéma de chimiothérapie le plus utilisé paaitdr un cancer bronchique est a base de
platine. Administrés par perfusion intraveineuse, displatine ou le carboplatine sont
habituellement associés a I'un des agents chimigpleéitiques suivants :

-étoposide
-paclitaxel
-docétaxel
-gemcitabine
-vinorelbine

-pemetrexed

A. Etude in vitro

Afin de voir si I'expression de KLK6 interfére avicréponse cellulaire aux traitements,
nous avons traité des cellules exprimant ou n'‘exant pas KLK6 avec des agents
couramment utilisés en clinique. Dans un premierpe I'IC50 a été déterminé avec les
cellules Flp-In, il s’agit de la concentration ajelle I'agent chimio-thérapeutique inhibe
50% des effets observés. La différence de répamsagents chimio-thérapeutiques entre les

cellules Flp-In et celles exprimant la proKLK6 asaite été évaluée par un test MTS.

I. Le paclitaxel

Le paclitaxel induit un blocage de la division aldire en empéchant la formation du
fuseau de division. Il stimule I'assemblage des aiem de tubulines en microtubules et

stabilise les microtubules en empéchant leurs gép@isations. Cela inhibe la réorganisation
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des microtubules qui se produit normalement pododaation du fuseau de division lors de
la division cellulaire.
Les essais de concentrations effectués sur lesle®llA549 et HEK Flp-In sont

illustrés sur la figure n°48.
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Figure 48 : Mesure de I'lC50 du paclitaxel chez lesllules A549 Flp-In (A) et HEK Flp-In (B).
Les cellules ont été ensemencées a raison de 100 cellules respectivement dans 6 puits deyad @
puits. 24h apres, les cellules ont été cultivéasdies milieux comprenant différentes concentratam
paclitaxel. La culture cellulaire a été effectudngant 72h, puis un test MTS a été effectué. Ltabsae
mesurée est proportionnelle a la quantité de cefiuliables et les valeurs obtenues sont indiquaesferme de
courbe avec pour 100% les cellules non traitéemnedbscisse les différentes concentrations detpaeli

Cette expérience a révelé que I'IC50 du paclitaxelr les deux lignées cellulaires se
situe autour de 1 et 10 nM (5,30 nM pour les ceuh549 et 8,25 nM pour les cellules
HEK). Ces deux concentrations ont donc été utdisgeur rechercher des différences de
réponse au paclitaxel entre les cellules Flp-Iiestcellules exprimant la proKLK6. Les
résultats sont illustrés dans la figure n°49.

Aucune différence significative n’a été observétrestes deux clones que ce soit pour la
lignée HEK ou A549 (test Kruskal et Wallis ; p<00®ans ces modeles cellulaires,

I'expression ectopique de KLK6 ne modifie donc [@aeponse cellulaire au paclitaxel.
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Figure 49: Effet de KLK6 sur la réponse au paclitaxel dates cellules A549 (A) et HEK (B).
Les cellules ont été ensemencées a raison de 1(B00@ cellules respectivement en plaque 96 p24is.apres,
les cellules ont été cultivées dans des milieuxpcenant différentes concentrations de paclitaxek tellules
ont ensuite été cultivées pendant 72h, puis urM&$§ a été effectué. L’absorbance mesurée est gropoelle
a la quantité de cellules viables ; les valeurseniotes sont indiquées sous formes d’histogrammepetec
100% les cellules non traitées, les différentesceatrations de paclitaxel sont indiquées en ordenné

ll. La gemcitabine

C’est un antimétabolite qui agit sur la biosynthéed’ ADN. Il est métabolisé par des
nucléosides kinases intracellulaires en nucléosidipbosphates et triphosphates actifs.
L’inhibition de la synthése d’ADN s’effectue par we modes d’action. En premier, les
nucléosides diphosphate actifs inhibent la ribodwtidle réductase qui catalyse les réactions
produisant des désoxynucléosides triphosphate, a@atrainant une réduction des
concentrations de désoxynucléosides qui sont @sséiria synthese de ’ADN. En deuxiéme,
les nucléosides triphosphate actifs entrent en étitigm avec les autres nucléosides
triphosphate pour son incorporation dans I’ADN.

Comme précédemment I'lC50 pour chaque lignée adétérminé avec les cellules

Flp-In, les résultats sont indiqués sur la figute
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Figure 50 : Mesure de I'lC50 de la gemcitabine chies cellules A549 Flp-In (A) et HEK Flp-In (B).

Les cellules ont été ensemencées a raison de 1(B00@ cellules respectivement dans 6 puits deyg &
puits. 24h aprés, les cellules ont été cultivéessdies milieux comprenant différentes concentratim
gemcitabine. Les cellules ont ensuite été cultipgeslant 72h, puis un test MTS a été effectué sbidance
mesurée est proportionnelle a la quantité de cefiuliables et les valeurs obtenues sont indiquaesferme de
courbe avec pour 100% les cellules Flp-In non &eg. Les différentes concentrations de gemcitadmne
indiquées en abscisse.

La mesure de I'IC50 indique que les concentratapténales pour comparer I'effet de
la gemcitabine entre les cellules Flp-In et proKL8&& situent entre 10 et 100 nM pour la
lignée A549 (65nM) et 1 et 10 nM pour la lignée HEK45nM). La réponse cellulaire des
cellules Flp-In et proKLK6 a la gemcitabine estisiirée sur la figure n°51. On peut constater
gue les cellules exprimant proKLK6 présentent lexaérofil de réponse que les cellules
Flp-In ne I'exprimant pasin vitro, la protéase KLK6 n’altéere donc pas l'action de la

gemcitabine (test Kruskal et Wallis ; p<0,05).
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Figure 51 : Effet de la proKLK6 dans la réponse kédire a la gemcitabine sur les cellules A549 (&) les
cellules HEK (B).

Les cellules ont été ensemencées a raison de 1@00e@ cellules, respectivement, dans 6 puits dgque 96
puits. 24h aprés, les cellules ont été cultivéessdies milieux comprenant différentes concentratam
gemcitabine. Les cellules ont ensuite été cultip@eslant 72h, puis un test MTS a été effectué sbidance
mesurée est proportionnelle a la quantité de cefluliables ; les valeurs obtenues sont indiquégs fevmes
d’histogramme avec pour 100% les cellules nondest les différentes concentrations de gemcitadmneé
indiquées en ordonnée.
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[ll.  Le cisplatine

C’est un agent alkylant, c’est-a-dire qu’il indudes modifications covalentes de
'ADN. Il s’agit d’'un agent chimio-thérapeutiquetidvé du platine qui inhibe la synthese de
I’ADN par formation de ponts inter- et intracatéesi Il est efficace sur un grand nombre de

tumeurs, c’est donc un agent majeur de la chimiafhié des tumeurs solides.
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Figure 52 : Mesure de I'lC50 du cisplatine chez lesllules A549 Flp-In (A) et HEK Flp-In (B).

Les cellules ont été ensemencées a raison de 100 cellules respectivement dans 6 puits deya @
puits. 24h apres, les cellules ont été cultivéasdies milieux comprenant différentes concentratam
cisplatine. Les cellules ont ensuite été cultiyigadant 72h, puis un test MTS a été effectué. brhlbsce
mesurée est proportionnelle a la quantité de cefiuliables et les valeurs obtenues sont indiquaesferme de
courbe avec pour 100% les cellules Flp-In non &eg. Les différentes concentrations de gemcitadmne
indiquées en abscisse.

L’'IC50 mesuré sur les cellules Flp-In indique da€oncentration comprise entre 1 et
10 uM de cisplatine (7,7 uM pour les cellules A41,5 uM pour les cellules HEK) est la
concentration optimale pour mesurer d’éventueliéérénces entre les cellules Flp-In et les

cellules exprimant la proKLK®6.

Comme on peut observer sur la figure n°53, lesulesl Flp-In et KLK6 des deux
lignées réagissent de la méme maniere au cisplétasd Kruskall et Wallis; p<0,05).

134



RESULTATS

B R B
8 8 8
m

g B
8 8

traitées
8
8 8 B

&

traitées

Absorbance mesurée par g
~
o

rapport aux cellules non
rapport aux cellules non

Absorbance mesurée par
e

I
® HEK Flp-In
HEK pro KLK6
* x
ouM 1M 10puM

Concentration de cisplatine

. |
W A549 Fip-in
0 A549 proKLK6
20 . I
0
opM 1uM

10uM

Concentration de cisplatine

Figure 53 : Effet de la proKLK6 dans la réponse kéhire au cisplatine sur les cellules A549 (A) les
cellules HEK (B).
Les cellules ont été ensemencées a raison de 1(B00@ cellules respectivement dans 6 puits deyg &
puits. 24h aprés, les cellules ont été cultivéessdies milieux comprenant différentes concentratam
cisplatine Les cellules ont ensuite été cultivéasdant 72h, puis un test MTS a été effectué. Lihbsae
mesurée est proportionnelle a la quantité de cefluliables ; les valeurs obtenues sont indiquégs fevmes
d’histogramme avec pour 100% les cellules nonédest les différentes concentrations de cisplatime s
indiquées en ordonnée.

B. Etude in vivo

Cette partie a été menée en collaboration avecelgr€ d’'lmagerie du Petit Animal
(CNRS-TAAM UPS44) a Orléans. Des tumeurs ont étiiites chez des souris Nude par
injection sous-cutanée de 1°k@llules A549 Flp-In ou proKLK6. Aprés 18 joursraiuction
tumorale, les souris ont été soumises a un traiérmavec du paclitaxel ou du carboplatine,
les animaux témoins ont quant & eux recu du séruysiglogique. Le carboplatine a été
substitué au cisplatine utilisé en culture de ¢eflien raison de sa moindre toxicité rénale et
hématologique. Les effets des agents chimio-thétapees ont été analysés en mesurant la

croissance tumorale ainsi que le niveau d’apopgtasémagerie de I'annexine V.

|. Effet des agents chimio-thérapeutiques sur la crasance tumorale

1. Cinétique de croissance tumorale

L’injection de cellules ayant été effectuée en stutaneée, il a été possible de suivre
I’évolution du volume tumoral au travers de la pean effet, a I'aide d’'un pied a coulisse la

longueur et la largeur d’'une tumeur peuvent étreurée et le volume peut étre déterminé
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grace a la formule (4/3jx(L/2)2x(I/2) avec L=longueur et I= largeur. La @sance tumorale

observée chez les différents lots de souris estite dans la figure n°54.
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Figure 54 : Cinétique de croissance tumorale ches kouris Nude.

Les tumeurs ont été induites soit avec des celA&® Flp-In n’exprimant pas KLK6 soit avec deduteb
A549 proKLKB6. Les animaux ont ensuite recu a difiées périodes soit du sérum physiologique, soit du
paclitaxel, soit du carboplatine. Tout au long t&xpérimentation, la taille des tumeurs a été d@iage sur les
animaux vivants a I'aide du pied a coulisse. Laifigreprésente le volume moyen obtenu pour chaxjuye+8)
en fonction du temps. Les dates d’injection deitetn@ents sont indiquées par une fleche.

Comme le montre la figure, la croissance des tumiggiuites avec des cellules A549

Flp-In et traitée avec du sérum physiologique st supérieure a celle des tumeurs induites

avec les cellules A549 exprimant KLK6. Chez la soiNude, KLK6 aurait donc un effet

inhibiteur de la croissance tumorale. Cette obgsinvaest en opposition avec les données

obtenuesn vitro montrant un effet prolifératif et anti-apoptotiqie KLK6.

L’injection répétée de paclitaxel entraine un raéntissement de la croissance des

tumeurs induites par les cellules exprimant ou premant pas proKLK6. Bien que nous

ayons employé la dose de carboplatine courammeniteléans la littérature, aucun effet sur

la croissance tumorale n'a été observé avec ceattécuoie. Il est possible que les cellules

A549 modifiées par l'intégration du site FRT soienbins sensibles a cet agent que les

cellules A549 parentales classiquement utilisées.
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2. Analyse des données apres autopsie.

Les mesures effectuées chez l'animal vivant nengah pas compte d'une des
dimensions de la tumeur, son épaisseur ou hau@etite dimension est par contre mesurable
aprés autopsie sur la tumeur explantée. Le voluralera été calculé a I'aide de la formule
(413)xax(L/I2)x(I/2)x(h/2) avec L=longueur, |=largeur et meguteur. Nous avons voulu savoir
si les mesures effectuées chez I'animal vivaneataieprésentatives de la réalité. La figure
n°55 met en paralléle les mesures effectudesvo le dernier jour de I'expérimentation et

celles obtenues aprés autopsie.
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Figure 55 : Mesure du volume tumoral en fin d’expiérentation in vivo (A) et ex vivo (B).
La figure représente le volume médian final obteaur chaque lot (* : significatif ; test Kruskal @tallis
(p<0,05)).

Bien que le volume tumoral mesuré aprés autopsiengérieur de prés de moitié a celui
estimé chez I'animal vivant, les proportions reles des tumeurs de chaque lot sont
semblables. Ceci valide les cinétiques de croisséasées sur I'estimation de la taille des
tumeurs chez I'animal vivant. L'analyse statistiqéwele, qu'en fin d’expérimentation et
apres autopsie, la taille des tumeurs exprimant &LKAS549 proKLK6) est bien

significativement différente de celle des tumeuexprimant pas KLK6 (A549 Flp-In).
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Afin d’évaluer l'effet de KLK6 sur la réponse augemts chimio-thérapeutiques, nous

avons analysé les données obtenues apres autapsng plus précises.
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Figure 56 : Effets des agents chimio-thérapeutiquas le volume tumoral ex vivo sur les tumeurs Hip{A)
ou KLK6 (B).
Les volumes tumoraux médians sont présentés sons tbhistogrammes en pourcentage par rapport aux
souris traitées avec du sérum physiologique. (tistiguement significatif, test Kruskal et Wallgs<(Q,05))
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Comme le montre la figure n°56, aucune différerigaificative n’est observée dans les
réponses enregistrées en présence et en absepcekd&6. Par exemple, dans le cas du
paclitaxel la taille des tumeurs avoisine les 4@rppport aux tumeurs non traitées, et ce, en
absence ou en présence de KLK6. Cette observatimobore celles obtenu@s vitro sur les
lignées cellulaires. L’expression de KLK6 n’aurdibnc pas d’impact sur la réponse des

cellules tumorales pulmonaires aux agents thérapes.

. Effet de KLK6 sur l'apoptose induite par les agents chimio-

thérapeutiques

Le Centre d'Imagerie du Petit Animal (CNRS-TAAM URS a Orléans a développé une

imagerie de I'apoptosi vivo basée sur I'annexine V couplé a un fluorochronoeisravons
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réalisé une étude préliminaire dans le but de sibKKLK6 pouvait réguler I'apoptose chez
I'animal.

L’annexine V est une molécule capable de se liex gopholipides et aux
posphatidylsérines qui lors des stades précocéamptose sont exposés vers |'extérieur de
la bicouche lipidique. Ce traceur injecté chez turis vivante peut étre imagé en
fluorescence. Pour cette premiére étude, deuxssouti été traitées comme décrit ci-dessus
puis ont recu un traitement supplémentaire de sdubgsiologique, de paclitaxel ou de
carboplatine a J60. Un jour plus tard, une injectibannexine V a été effectuée puis les
souris ont été imagées 44 heures apres l'injection.

La figure n°57 montre une image représentative alalistribution de l'annexine V

marquée dans le corps de souris.
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Figure 57 : Imagerie de I'annexine V sur le corgtier de souris sous trois incidences.
L'intensité de fluorescence qui est proportionnéllia répartition de I'’Annexine V est déterminée pae
échelle de couleur, présentée a droite. L'imagarété effectuée sur les souris ayant recu desleslA549 Flp-
In et traitées avec du carboplatine

On constate sur la figure n°57, une forte fluoraseeau niveau des reins des souris
qui pourrait étre due a I'élimination du fluorochre issu de la dégradation de I'annexine V
marquée. L’intensité de la fluorescence ne perrastapla caméra de discriminer le marquage
spécifiqgue des tumeurs, du bruit de fond. Afin diaxenter le seuil de détection au niveau des
tumeurs, des caches ont été appliqués sur lesssdermaniére a ne garder que les zones
tumorales et péritumorales (figure n°58).
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Figure 58 : Imagerie de I'annexine V au niveau désmeurs.
L'annexine V présente au sein des tumeurs a étargepar imagerie de fluorescence. L”intensitésifynal est
déterminée par une échelle de couleur présentéeited

Grace aux caches, il a été possible de distinguerdrquage associé aux tumeurs, du
bruit de fond. Cependant, il a été difficile de qarer les lots de souris du fait de la disparité
de taille des tumeurs. Pour cette étude prélimgndia donc été décidé de faire la mesure de

fluorescence sur les tumeurs explantées apressaidpgure n°59).

Sérum physiclogique Carboplatine

Figure 59 : Imagerie de fluorescence des tumeurgisges (haut) et du muscle (bas).
Aprés la mesure de fluorescence in vivo, une aig@été effectuée et les tumeurs ainsi que dulendame
taille équivalente a la tumeur ont été prélevése limagerie de fluorescence a été effectuée stumesurs ainsi
gue les muscles afin d’obtenir le bruit de fond.
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L'intensité du signal a été calculée en tracant tggion d'intérét suivant le plus
possible les contours des tumeurs. L'unité de neesppliquée en fluorescence est la
suivante : Avg Radiant Efficiency [p/s/cm?/sr]/[udkiZ] ou p représente les photons, s les
secondes, cm? les centimetres carré, pW les mitt®whsr les stéradians. Cela correspond a
I'intensité moyenne détectée ramenée a 1 cm? eigeant I'angle de mesure. Enfin, les
valeurs obtenues ont été rapportées au bruit de moesuré par le signal présent dans un
muscle. L'intensité de fluorescence au cm? etdieime tumoral obtenu aprés autopsie sont

donnés dans la figure n°60.
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Figure 60 : Analyse des tumeurs explantées de searant recu de I'annexine V.
L'intensité de fluorescence et le volume tumorathizque lot sont indiqués sous forme d’histogramenes
pourcentage par rapport aux souris ayant recu leutes A549 Flp-In et traitées avec du sérum piiggique.
Pour chaque lot, les résultats représentent la mogedes deux souris analysées.

Comme le montre les mesures du volume tumorakdasis soumises a I'imagerie de
'annexine V étaient bien représentatives des soamalysées dans cette étude. Ainsi, les
tumeurs issues de cellules exprimant KLK6 étaiafdrieures en taille a celles issues de
cellules n'exprimant pas KLK6. De méme, les plustes tailles tumorales de chaque groupe
correspondaient aux souris ayant été traitéesdveaclitaxel.

Les mesures d'intensité de fluorescence posenttgualles des interrogations sur la
correspondance pouvant exister entre le marquadardexine V et I'apoptose, lors de ce
type d’expérimentation. En effet, d’'une maniérebgle, les marquages par Teont les plus
intenses dans les tumeurs ayant le plus grossioulau contraire, on s’'attendrait a avoir le
moins de mort cellulaire par émll est donc probable qu'un autre facteur quedasité des

cibles de I'annexine V ait modulé sa capture otegantion.
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Une explication pourrait résider dans des difféesnde vascularisation entre les
tumeurs. Il est en effet connu que le degré dewassation d’'une tumeur est étroitement lié
a sa croissance. Il est donc envisageable quellssgoandes tumeurs aient été les plus
vascularisées. A volume égal, ces grandes tumeursieat pu capter beaucoup plus
d’annexine V injectée en intraveineuse que leggmtbiaisant ainsi la correspondance entre
quantité d’annexine V capturée et quantité de siplésentes.

D’autres études sont donc nécessaires pour vatielee approche d’imagerie dans
notre contexte. En travaillant dans les conditiprésentes (hétérogénéité de taille tumorale),
il faudrait réaliser une imagerie a des temps bégiapres injection de I'annexine V afin
d’étre slr que les cibles de I'annexine V soiemnbsaturées dans les tumeurs les moins
« permeéables » et qu'une éventuelle rétention yagsdi traceur dans les tumeurs les plus
« permeéables » soit éliminée. La présence d’'unnfanquage dans les reins, 44 heures apres
I'injection, souleve en effet la question de laesie d’élimination corporelle et tissulaire du
marqueur en exces de cibles. Une alternative powha d'imager des tumeurs de méme
taille. Cependant cette approche ne résoudraitiiga®ntuels problémes liés a la densité de
vascularisation ; elle présenterait également dim@nient d’avoir a imager des tumeurs

d’ages différents et donc de temps de traitemdfeérdnts.
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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 déalmille des kallicréines tissulaires.
L’expression des transcrits #&.K12 a été démontré dans une large variété de tiskugue
les glandes salivaires, I'estomac, le colon, leeau, le sein, la trachée, I'utérus, le poumon,
le thymus, la thyroide et la prostate (Yousef eRAD0c). Ce géne est sous-exprimé dans le
cancer du sein et sur-exprimé dans le cancer gastriZhao et al. 2012). Il est sous le
controle des hormones stéroidiennes dans des $digredilaires du cancer du sein et de la
prostate (Yousef et al. 2000c). Au moins quatredtats alternatifs sont connus (Kurlender et
al. 2005). Tous ces variants sont prédits pourrcdds protéines sécrétées, cependant seule la
forme « classique » de KLK12 (Identification pouertBank : NM_145894) est prédite pour
avoir une activité enzymatique de type kallicréavec une activité de type protéase a serine.
Au niveau protéique, la forme classique de KLK12 smthétisée comme préproenzyme
contenant un peptide signal en N-terminal de 1desciaminés et un site de clivage pour
I'activation entre les résidus 21 et 22. La formatune de KLK12 consiste en 227 acides
aminés avec un poids moléculaire estimé a 24,5 kRativité de KLK12 peut étre régulée
par une auto-dégradation, une inhibition par lesidn et par la formation d’'un complexe
covalent avec H2-antiplasmine (Memari et al. 2007). La protéineki2 a été détectée dans
les cellules endothéliales microvasculaires (Giestal. 2005), ainsi que dans le colon de
foetus et le fluide cervico-vaginal (Shaw and Diadisi2007).

Trés peu d’études ont été menées pour comprendédeldiologique de KLK12n vivo.
Ainsi, dans cette étude nous avons cherché a figentles substrats de KLK12. La
modification des protéines de la surface cellulger des protéases solubles peut étre
importante pour les processus physiologiques diopagiques. C’est pour cela que notre
étude a recherché une action de KLK12 au niveda deembrane cellulaire. Pour cela nous
avons utilisé une analyse du dégradome. Des celMRA-MB-231 ont été traitées avec ou
sans KLK12, puis I'analyse des surnageants a &éta€e par spectrométrie de masse. Deux
protéines ont été identifiees uniquement dansuesageants des cellules traitées avec de la

KLK12 parmi elles, la protéine CCNL1 (voir I'articjeint).
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La famille des CCNs, nommée ainsi a partir de laodéerte de ses trois premiers
membres_@r61 (Cystein rich 61, CCN1), TGF (Connective Tissue Growth Factor, CCN2)
et Nov (Néphroblastoma overexpressed, CCN3), comport@embres : Cyr61, CTGF, Nov,
WISP-1 (Wnt-1- induced secreted protein 1, CCN4)S®¢2 (CCN5) et WISP-3 (CCN6). Ce
sont des protéines associées a la membrane plasratga la matrice extracellulaire. Les
CCNs sont composées de quatre domaines modulaihes ren cystéine. La séquence signal
située a I'extrémité N-terminale est suivie padoamaine de type domaine de liaison aux IGF
(IGFBP), un domaine similaire a la répétition deeyC du facteur « von Willebrand »
(VWC), un domaine similaire a la répétition de typale la thrombospondine (TSP) et un
domaine CT correspondant & « un nceud » de cysélfextrémité C-terminale. CCN5 se

distingue des autres par I'absence de ce domain@iglire n°61) (Holbourn et al. 2009).

IGFBP ~ VWC TSP CT
RN s | p— /o R— ) —— e e
Peptide signal Variable

Figure 61 : Représentation générale de la structudes CCNs

Ces différentes protéines sont capables d’étalds itteractions avec des récepteurs
membranaires comme des intégrines, des constituaataciels et des facteurs solubles
(VEGF, TGF, FGF notamment). Elles jouent ainsi ale d’intégrateurs de signalisation et
ont été impliquées dans la régulation de nombreaggssus cellulaires comme I'adhésion, la
migration, la prolifération, la différentiation da survie (Chen and Lau 2009). Elles
interviennent dans I'angiogenése (Kubota and Takig2007), l'inflammation (Kular et al.
2010), le développement cardio-vasculaire et stficple (Kubota et al. 2007), dans des
maladies fibrosantes (Daniels et al. 2009; Leask.€1009)et le cancer (Dhar and Ray 2010;
Zuo et al. 2010).

Du fait de I'importance des CCNs dans de nombrewxgssus dont la tumorigenése et
'angiogenése, nous avons focalisé notre étudecstte classe de substrats non encore
identifiee pour une kallicréine. Les résultats obte sont résumés dans les paragraphes
suivants et ont fait I'objet de la publication frgnt dans ce chapitre.

En bref, nos travaux ont montré que KLK12 est chpale cliverin vitro tous les
membres de la famille des CCN, mais avec une effieaariable et en générant des profils
différents (figure n°62).
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Figure 62 : Profil d’électrophorese des fragmenténgrés par le clivage des CCN par KLK12.
Les protéines CCN recombinantes (A) CCN1, (B) CGERCCN3, (D) CCN4, (E) CCN5, (F) CCN6 ont été
incubées pendant O (ligne 1), 15 (ligne 2), 30n@i@), 60 (ligne 4) et 120 (ligne 5) minutes avetadKLK12 a
un ratio enzyme/substrat de 1 :100. Aprés unerélglobrése en gel de polyacrylamide, les protéimassté
colorées au nitrate d’argent. Les fléeches indiquestCCN sous forme complétes et clivées par Kla(&2 la
masse moléculaire apparente.

Nous avons consacré le reste de I'étude aux CCNAC®5 car ces deux membres

présentent un profil protéolytique simple. Le séopage en N-terminal des fragments
protéolytiqgues obtenus a permis d’identifier plusgesites de clivage. Cependant, les sites
majeurs sont pour CCN1 entre les domaines VWC d&@ €6 pour CCN5 au niveau du

domaine TSP (figure n°63).
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Figure 63 : Localisation des sites de clivage pdrkl2.
Le principal site de clivage est indiqué par ureefie en gras.
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La capacité d'autres kallicréines (KLK1, 5, 6, 1113 et 14) a cliver les CCN a
également été testée. On a pu observer que KLKavgitecliver toutes les CCN, KLK5 clive
CCN3, CCN4 et CCN6 tandis que KLK1 clive uniquem@a@N1. Les autres kallicréines
testées (6, 11 et 13) ne clivent pas les GCNtro.

Fibronectin

(2 -@ &S & /“‘""’
L Ktse  Hlller |

A A
'\ AN

Itegrin

Figure 64 : Représentation schématique des sitediaisons des CCN avec d’autres molécules.

Comme cela est schématisé sur la figure n°64, @<¥sont capables de lier plusieurs
facteurs solubles au niveau de différents domaidess avons donc voulu connaitre I'impact
des clivages sur la fixation de ces facteurs. Rarrdéthodes de liaison en phase solide et
d’analyses électrophorétiques, nous avons pu nmontre

1) que la fragmentation de CCN1 et de CCN5 poueaipécher la fixation du
VEGFg5sur ces molécules,

2) que les complexes déja formés avec le VEGBMP2 et le TGH1 étaient
dissociés suite au clivage de CCN1 ou CCN5 par KLKdlors que le VEGF et BMP2 sont
libérés intacts, I'’hydrolyse des complexes CCN-TgFpeut conduire a une fragmentation a
la fois de la CCN et du TGF1.

3) que le clivage des complexes CCN5-FGF2 libéréZF€@ndis que ce facteur reste
associé a un domaine de CCN1 méme apres fragnuentigticette derniére.

Ces données ont révélée que le clivage des CCNKIp&t2 provoque la mobilisation
de la plupart des facteurs solubles associés alérae que les sites de clivage sont situés a
distance des sites de fixation. La fragmentatios G@ENs induirait donc des changements
conformationnels dans des domaines non affectéstdinent par I'’hydrolyse altérant leurs
propriétés de liaison.

Les protéines CCN sont également connues pourlerglifférents processus
cellulaires (migration, survie) via leur interactiairecte avec des intégrines. Nous avons
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donc testé I'impact d'une fragmentation par KLK12r gle tels processus. La migration
cellulaire a été étudiée sur les cellules pulm@&sa#k549. On a observé que la migration de
ces cellules est diminuée en présence de CCNlientaais pas en présence de CCNL1 clivee.
La CCN5 intacte ou clivée ne modifie pas le comgroent des cellules A549. La survie a été
étudiée sur des cellules endothéliales HUVEC enigaoht I'apoptose par une privation de
sérum. On a pu observer que le rajout de CCN1 dD@N5 ne produisait aucun effet sur la
survie cellulaire, tandis qu’une incubation avecurse formes cliveées diminuait
significativement la survie cellulaire.

Enfin, nous avons analysé par RT-gPCR I'expresdemtranscrits d&LK12, CCN1 et
CCNS5 dans les tissus sains et tumoraux de patstgsts de cancer du poumon afin de
vérifier leur coexistence au niveau pulmonaire. dl@vons constaté une augmentation
significative deKLK12 dans les tissus tumoraux alors que l'expressian gmnes codant

CCNL1 et CCN5 chute dans les méme tissus.

En résumé, notre étude suggere que I'’hydrolyseCddd par KLK12 serait impliquée
dans la biodisponibilité et/ou Il'activité¢ de plusie facteurs de croissance incluant le
VEGF65, BMP2, TGFB1 et FGF-2. Puisque KLK1, 5, 12 et 14, les CCNestfhacteurs de
croissance cités précédemment coexistent danssdi/situations, la fragmentation des CCN
par les KLK pourrait jouer un role dans divers mssus physiologiques et pathologiques

incluant 'angiogenése et la tumorigenéese.
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Kallikrein-related peptidases (KLKs) are an emerging group
of secreted serine proteases involved in several physiological
and pathological processes. We used a degradomic approach to
identify potential substrates of KLK12. MDA-MB-231 cells were
treated either with KLK12 or vehicle control, and the proteome
of the overlying medium was analyzed by mass spectrometry.
CCNI (cyr61, ctgf, nov) was among the proteins released by the
KLK12-treated cells, suggesting that KLK12 might be responsi-
ble for the shedding of this protein from the cell surface. Frag-
mentation of CCN1 by KLK12 was further confirmed in vitro,
and the main cleavage site was localized in the hinge region
between the first and second half of the recombinant protein.
KLK12 can target all six members of the CCN family at different
proteolytic sites. Limited proteolysis of CCNs (cyré1, ctgf, nov)
was also observed in the presence of other members of the KLK
family, such as KLK1, KLK5, and KLK14, whereas KLK6,
KLK11, and KLK13 were unable to fragment CCNs., Because
KLK12 seems to have a role in angiogenesis, we investigated the
relations between KLK12, CCNs, and several factors known to
be involved in angiogenesis. Solid phase binding assays showed
that fragmentation of CCN1 or CCN5 by KLK12 prevents
VEGF, ¢ binding, whereas it also triggers the release of intact
VEGF and BMP2 from the CCN complexes. The KLK12-medi-
ated release of TGF-B1 and FGF-2, either as intact or truncated
forms, was found to be concentration-dependent. These find-
ings suggest that KLK12 may indirectly regulate the bioavail-
ability and activity of several growth factors through processing
of their CCN binding partners.

Human tissue kallikrein-related peptidases (KLKs)? belong
to a subgroup of secreted serine proteases within the S1 family
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KalliCap, and Association pour la Recherche sur le Cancer Grant 7935.

5 The on-line version of this article (available at http://www.jbc.org) contains
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ctgf, nov; IGF, insulin-like growth factor; IGFBP, IGF-binding protein
domain; VWG, von Willebrand type € domain; TSP, thrombospaondin; CT,
cysteine knot; HUVEC, human umbilical vein endothelial cell; ACN, aceto-
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of clan SA. So far, 15 members of the family (KLK1-15) have
been identified and found expressed in a large number of tissues
and cell populations (1). KLKs play important roles in different
pathophysiologic processes (2) such as skin desquamation (3),
innate immunity (4), semen liquefaction (5), dental enamel for-
mation (6), neuro-degeneration (7), cervicovaginal physiology
(8), and angiogenesis (9). Furthermore, dysregulated kallikrein-
related peptidase gene and protein expression has been impli-
cated in cancer (10). In particular, numerous clinical studies
have linked the differential expression signatures of KLK genes
and proteins to their potential roles as cancer biomarkers (11).
Kallikrein-related peptidases may be involved in different stages of
cancer growth and progression including cell growth and survival,
differentiation, remodeling of extracellular matrix, invasion,
angiogenesis, and metastasis (4, 10, 12).

Elucidation of each protease substrate repertoire is crucial to
understand the biological roles of KLKs. Potential substrates
for these proteases have been identified both in the extracellu-
lar space and at the plasma membrane. Members of the KLK
family have been reported to hydrolyze components of the
extracellular matrix such as collagens, laminin, fibronectin, and
vitronectin (13, 14). Depending on the cellular context, this
hydrolysis may promote or inhibit cell migration and invasion.
Several lines of data indicate that KLKs may also regulate the
bioavailability of hormones and growth factors. For instance,
several KLKs (KLKs 4-6, 8, 13, and 14) were shown to cleave
human growth hormone yielding to various inactive isoforms
(15). Conversely, KLK3 was reported to activate latent TGF-B
(16),and KLKs 1,2, 3,4, 11, and 14 were proposed to modify the
bioavailability of insulin-like growth factors (IGFs) by fragmen-
tation of IGF-binding proteins (IGFBP) (13, 14). Moreover,
KLKs have been involved in regulation of cell-cell interactions
through hydrolysis of desmosomal cadherins (17) and shedding
of E-cadherin (18). Finally, it is currently known that KLKs reg-
ulate cell signaling via the protease-activated receptors (19).

KLK12 was originally cloned using the positional candidate
gene approach (20). This gene has five coding exons and one
5'-untranslated exon with at least four alternatively spliced
forms known to date (21). All spliced forms are predicted to

nitrile; BMP, bone morphogenetic protein; ECM, extracellular matrix;
NSCLC, nonsmall cell lung carcinoma; DTA, data tuning advisor; MMP,
matrix metalloproteinase.
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produce secreted proteins; however, the “classical” form of
KLK12 (GenBank accession number NM_145894) is the only
protein product that represents a typical kallikrein-like enzyme
with expected serine protease activity. The classical KLK12 in
its mature form consists of 227 amino acids with a predicted
mass of 24.5 kDa. Active KLK12 possesses trypsin-like activity,
targeting peptide bonds featuring either arginine or lysine at
their P1 position. The activity of KLK12 can be tightly regulated
by autodegradation, by interaction with zinc ions, and by cova-
lent complex formation with a2-antiplasmin (22). RT-PCR and
ELISA analyses has shown that KLK12 is highly expressed in a
variety of human tissues, such as bone and bone marrow, colon,
lung and trachea, prostate, salivary glands, and stomach (1, 20).

Despite substantial progress in the understanding of the
pathophysiological functions of KLKs, examination of the in
vivo role of KLK12 has been minimal, and no biological sub-
strate for this protease is known to date. We acknowledge that
modification of cell surface proteins by plasma membrane and
soluble proteases can be important for physiological and path-
ological processes. We therefore recruited a degradomic
approach to identify substrates of KLK12 using a cell culture
model system. Biochemical analysis of the potential substrates
pointed to the matricellular proteins of the CCN family as tar-
gets of KLK12 and revealed that proteolytic processing of
CCNI1 and CCN5 mobilizes several growth factors bound to
these proteins. Our findings suggest an involvement of KLK12
in different homeostatic and disease pathways through modu-
lation of growth factor availability and/or activity.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Clinical Samples—Matched samples of tumor and nontumor
tissue were obtained from 45 patients who had undergone lung
cancer resection as their primary therapy without preoperative
radiation or chemotherapy. Tumor and nontumor tissue sam-
ples were selected by a pathologist from each fresh surgical
specimen, immediately frozen in liquid nitrogen, and stored at
—80 °C. The control nonmalignant tissue samples were taken
from sites at least 3 cm away from the edge of the tumor. His-
tological diagnosis was performed, and tumor grade was deter-
mined in accordance with the WHO classification of lung
tumors. The tissue specimens were banked with informed con-
sent in compliance with the Helsinki Accord and French bio-
ethical regulations.

Reagents—ProKLK12, proKLK1, and IGF-2 were from R & D
Systems (Minneapolis, MN); CTGF (CCN2) and anti-TGF
were from BioVendor GmbH (Heidelberg, Germany) and
Clinisciences (Montrouge, France), respectively; whereas all
other CCNs, the cytokines, and biotinylated antibodies were
purchased from Pepro Tech Ec Ltd. (London, UK). Polyclonal
antibody to pTyr996 VEGIR-2 was from Acris Antibodies
(Herford, Germany). Recombinant proKLKs 5,6, 11, 13, and 14
were obtained as described previously (23, 24). Human umbil-
ical vein endothelial cells (HUVECs), endothelial cell growth
medium, endothelial cell basal medium, and VEGF were pur-
chased from PromoCell GmbH (Heidelberg, Germany). MDA-
MB-231 (from breast cancer; ATCC number HTB-26) and
A549 (from lung cancer; ATCC number CCL-185) cells were
cultured in RPMI 1640 supplemented with 10% FBS. RPMI
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1640, Invitrogen™ CD CHO medium, and FBS were from
Invitrogen.

Proteoine Analysis of Cell Culture Media—MDA-MB-231
cells were grown in RPMI 1640 supplemented with 10% FBS in
culture flasks (surface area, 175 cm?) until 80% confluency. The
cells were extensively washed with PBS to remove extracellular
proteins and incubated in 40 ml of CD CHO serum-free
medium supplemented with 400 pl of KLK12 activation buffer
containing 0.1 pg/pl active KLK12 for 30 min at 37°C.
Untreated control cells were similarly incubated in the absence
of KLK12. Overlaying media were collected, and cell debris was
removed by centrifugation. The media were freeze-dried, and
the powdered samples were resuspended in 8 M urea. Protein
disulfide bonds were reduced in the presence of 30 mm DTT
and 150 mm NH,HCO, at 50 °C for 30 min and then alkylated
with 125 mm iodoacetamide for 1 h in the dark at room tem-
perature. The samples were then desalted using a NAP-5 col-
umn (GE Healthcare Life Sciences) and lyophilized to dryness.
The proteins were digested overnight with sequence grade
modified trypsin (Promega) (1:50) at 37 °C and lyophilized. The
peptides were reconstituted in 120 pl of mobile phase (0.26 M
formic acid in 10% acetonitrile) and loaded directly onto a Poly-
SULFOETHYL A™ column with a 2.0-um pore size and a
5-pm diameter (The Nest Group Inc.). A 1-h fractionation was
performed using HPLC with an Agilent 1100 system. A linear
gradient was used with 0.26 M formic acid in 10% acetonitrile
(ACN) as running buffer and 1 Mammonium formate as elution
buffer. Forty fractions (200 pl) were collected and pooled into
eight groups. Each of the eight fraction groups was concen-
trated to 100 pl using a SpeedVac system. The peptides in each
fraction were puritied with a ZipTipC, pipette tip (Millipore)
and eluted in 4 pl buffer B (90% ACN, 0.1% formic acid, 10%
H,0, 0.02% TFA). The peptides were initially bound to a 2-cm
C,¢ precolumn with a 200-pm diameter and eluted onto a
resolving 5-cm analytical Cg column (75-pum diameter) with a
15-mm tip (New Objective). The liquid chromatography setup
was connected to a Thermo LTQ Orbitrap XL mass spectrom-
eter with a nanoelectrospray ionization source (Proxeon).
Analysis of the eluted peptides was done by tandem mass spec-
trometry in positive-ion mode. A two-buffer system was uti-
lized where Buffer A (running) contained 0.1% formic acid, 5%
ACN, and 0.02% trifluoroacetic acid in water and Buffer B (elu-
tion) contained 90% ACN, 0.1% formic acid, and 0.02% trifluo-
roacetic acid in water. The MS1 scans were acquired in the
Orbitrap at a resolution of 60,000; the MS2 scans were acquired
in the Orbitrap at a resolution of 7,500. The Orbitrap was tuned
and calibrated according to manufacturer’s instructions. All
data-dependent scan events had an isolation width set to 3.0.
Data analysis DTAs were created using the Mascot Daemon
v2.16 and extract_msn (Matrix Science, London, UK). The
parameters for DTA creation were as follows: minimum mass,
300 Da; maximum mass, 4,000 Da; automatic precursor charge
selection; minimum peaks, 10 per MS/MS scan for acquisition;
and minimum scans per group, 1. Mascot (Matrix Science; ver-
sion 2.1.03) was used to analyze the resulting Mascot Generic
Files with a forward and reverse concatenated International
Protein Index human database (version 3.62; _167894 entries).
No enzyme was selected for the digestion enzyme to accommo-
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date different proteolytic specificities, and searches were per-
formed with fixed carbamidomethylation of cysteines and vari-
able oxidation of methionine residues. A fragment tolerance of
0.1 Da and a parent tolerance of 7 ppm were considered. This
operation resulted in eight DAT files for each enzyme-treated
and control sample. Scaffold (version Scaffold-2_00_00, Pro-
teome Software Inc., Portland, OR) was utilized to validate
MS/MS-based peptide and protein identifications. Peptide
thresholds of ion minus identity scores of greater then —7 and
ion scores of greater then 10 for 2+ and 3+ ions were utilized.
These settings provided one match to the reverse database and
71 matches to the forward database, resulting in a false positive
rate of 1.4%. Each protein was assigned a cellular localization
based on information from Swiss-Prot and Genome Ontology
databases.

Substrate Cleavage Validation—proKLK12 (100 ng/ul) was
autoactivated by incubation in TCNT buffer (0.1 m Tris-HCI,
pH 8.0, 150 mm NaCl, 10 mm CaCl,, 0.05% Tween 20) overnight
at 37 °C. Substrate cleavages were performed in TCNT at 37 °C,
and the reaction products were analyzed by 4-12% gradient
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (NuPAGE; Invitrogen)
and silver-stained using the Silver Xpress Silver staining kit
(Invitrogen). The mass of cleavage fragments was determined
by MALDI-TOF MS on a Voyager-DE STR biospectrometry
work station. N-terminal Edman sequencing was used to iden-
tity the neo-N termini of cleavage products.

Surface Plasmon Resonance Spectroscopy—Surface plasmon
resonance experiments were performed on BlAcore T100 (GE
Healthcare). VEGF, .. was immobilized at 100300 resonance
units on a CM4 sensor chip (GE Healthcare), using standard
amine coupling protocol according to the manufacturer’s
instructions. Insulin was used for control surface and was
immobilized at similar levels. Binding analyses were carried out
at a flow rate of 30 ul min—! at 25 °C. Intact or KLK12-frag-
mented CCN1 and CCN5 that were diluted into the running
buffer (10 mm Hepes, 150 mm NaCl, 0.05% (v/v) Tween 20) were
injected over the control and VEGF surfaces for 180 s. Dissoci-
ation was studied for 300 s. Regeneration of the surfaces was
performed with 100 mm H,PO, for 40 s followed by two washes
with 2 M NaCl for 60 s. The response of the control surface was
subtracted from the responses obtained on the VEGF surfaces.

Solid Phase Binding Assays—96-well microtiter plates (black,
MaxiSorp; Nunc) were coated overnight at4 "C with 10 pmol of
CCN1 (400 ng) or CCN5 (250 ng) or with blocking solution
(casein 0.1% or Pierce superblock reagent) control diluted in
TBS. The plates were then washed three times with TBS con-
taining 0.1% Tween 20, blocked for 4 h at room temperature,
and washed three times with TBS-Tween 20. To form the com-
plexes with VEGF, BMP2, TGF-B, or FGI-2, the coated plates
were incubated overnight at 4 °C with 100 ng of the protein
diluted in the blocking solution and then washed three times
with TBS-Tween 20. The immobilized complexes were incu-
bated 3 h at 37 °C with activated KLK12 (using an enzyme/CCN
ratio of 1/100 or 1/25) diluted in 100 pl TCNT. After digestion,
the wells were washed three times with TBS-Tween 20, and
bound ligands were quantified by ELISA. Biotinylated antibod-
ies were diluted in TBS-Tween 20 and detected with alkaline
phosphatase-conjugated streptavidin (Jackson Immuno-
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Research Laboratories) and developed with 100 pul of 4-Methy-
lumbelliferyl phosphate solution (Sigma-Aldrich) according to
standard procedures. Substrate formation corresponding to
bound ligands was determined by measuring fluorescence at
440 nm using a fluorimeter (WALLAC Victor 2; PerkinElmer
Life Sciences).

HUVEC Cell Proliferation—HUVECs (1 X 10° cells/well;
third to fifth cell passage) were seeded in 96-well plates and
grown for 72 h in endothelial cell growth medium supple-
mented with VEGF (20 ng/ml) alone or with VEGF preincu-
bated overnight at 4°C with intact or KLK12-fragmented
CCN1and CCN5 (0.5 pg/ml). Endothelial cell proliferation was
evaluated by MTS assay (Promega; France) as per the manufac-
turer’s instructions.

Western Blotting—HUVECs (1 X 10° cells/ml) in endothelial
cell growth medium were seeded on six-well plates. At 70%
confluency, HUVECs were serum-deprived for 18 h. Subse-
quently, the addition of VEGF (10 or 40 ng/ml) alone or VEGF
preincubated for 16 h at 4 °C with intact or KLK12-fragmented
CCN1 and CCN5 (VEGFE: CCN molar ratio of 1:3; 1:10, or 1:40)
was performed. After 10 min of incubation at 37 °C, 5% CO,, in
basal medium, the cells were lysed in 50 mm Tris-HCI, pH 7.4,
150 mm NaCl, 1% Nonidet P-40, 1 mm orthovanadate, 1 pro-
tease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich). The cell lysates were
boiled for 7-10 min, electrophoretically separated on 4—12%
Bis-Tris NuPAGE gels (Invitrogen) for 1.5 hat 150 V, and trans-
ferred to Immobilon-P polyvinylidene difluoride membranes
(Millipore) for 3 h at 70 V. The membranes were blocked in 5%
BSA, 0.1% Tween 20, PBS and incubated overnight at 4 °C with
primary antibody against phosphor-VEGFR2 (1:500). Super-
Signal® West Dura extended duration chemiluminescent sub-
strate (Pierce) was used for detection. The stripped membranes
were reprobed with monoclonal B-actin antibody (1:2,000;
Sigma-Aldrich) as an indicator of protein integrity and loading
control.

Expression Analysis in Lung Cancer Patient of the CCN1,
CCNS, and KLK12 Genes—Total RNA was extracted using the
RNeasy kit (Qiagen) and used for cDNA synthesis as described
previously (25). The KLK12 (forward primer, 5'-CCCCTGCC-
CAATGACTGTG-3'; reverse primer, 5'-ATGTTGCTCGTG-
ATTCTCCCG-3'; PrimerBank identifier 22208987a3%), CCN1
(forward primer, 5"-GTG ACGAGGATAGTATCAAGGACC-
3'; reverse primer, 5'-ATTTCTGGCCTTGTAAAGGGTTG-
3’),and CCNS5 (forward primer, 5'-CACGCTGCCTGGTCTG-
TCTGGATC-3'; reverse primer, 5'-CACGCATAGGCTTGT-
ATTCAGGAAC-3') primer sets were designed to target two
exons. For the quantitative RT-PCR studies, 1 pl of cDNA was
used in a 19-pl PCR mix containing 1X SYBR Premix Ex Taq
(Takara) and 0.2 um of each primer. Each assay included three
no-template controls, cDNA samples in duplicate and calibra-
tor (pool of cDNAs from tumor and nontumor lung tissue sam-
ples) in triplicate. Amplification was performed in a Light
Cycler 480 (Roche Applied Science) with denaturation for 30 s
at 95 °C followed by 45 PCR cycles of denaturation at 95 °C for
5sand annealing or extension at 60 °C for 20 s. The Light Cycler
480 system software was used to monitor the changes in fluo-
rescence of SYBR Green I dye in every cycle; fluorescent KLK12
product was measured by a single acquisition mode for 15 s at
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84 °C after each cycle. The specificity of the PCR reactions was
established through both melting curve and electrophoresis gel
analyses. 18 S rRNA was used for the normalization of the quantity
of RNA used. Its C;; value was subtracted from that of the target
gene to obtain a AC;. value. The difference (AAC) between the
AC values of the samples and the AC value of the calibrator was
determined. The relative quantitative value was expressed as
gy A8 representing the amount of target gene expression (nor-
malized to 18 S rRNA) relatively to the calibrator.

Wound Healing—A549 cells were seeded in 6-well plates and
grown in complete medium to 80% confluency before disrupt-
ing the cell monolayer by scratching with a 100-ul sterile tip.
Floating cells were washed twice with serum-free medium, and
the cells were grown for 24 h in 0.5% FBS medium containing
intact or KLK12-fragmented CCNs (1 pg/ml) prior to migra-
tion analysis. The pictures were obtained from the scratching
sites, and cell migration analysis was performed with Image J
NIH free software.

Endothelial Cell Viability Assay—HUVECs (10,000 cells/
well; third to fifth cell passage) were seeded in 96-well plates
and grown for 24 h in endothelial cell growth medium. The cells
were washed once in endothelial basal medium and cultured for
24 h in 100 pl of basal medium supplemented with intact or
KLK12-fragmented CCNs (0.5, 1, or 2 pg/ml) or with VEGF (20
ng/ml pretreated or not with KLK12). Endothelial cell survival
was evaluated by MTS assay (Promega, France).

Statistical Analysis—The measured values are expressed as
medians = quartiles. In the mobilization assay, the difference
between KLK12-treated or untreated complexes was analyzed
by the Wilcoxon-Mann Whitney test used for unpaired sam-
ples. The wound healing and viability assays were analyzed
using the Kruskall and Wallis test. The ditference between the
amounts of transcripts in noncancerous and cancerous tissues
was determined using a Wilcoxon matched pairs test. p values
less than or equal to 0.05 were considered significant.

RESULTS

Identification of CCN1 in Overlying Medium of Cells Treated
with KLK12—To screen for KLK12 substrates located at the cell
surface, MDA-MB-231 cells were treated either with KLK12 or
vehicle control in serum-free medium. After 30 min of treat-
ment, the overlying media were collected, and the protein con-
tent was analyzed by mass spectrometry. Seventy different pro-
teins (supplementary data) were identified in the overlying
media using high stringency peptide confidence levels (>>99%).
Among them, 34 proteins were unique to the medium from
KLK12-treated cells. Each protein was assigned a cellular local-
ization based on information available from Swiss-Prot,
Genome Ontology, or Human Protein Reference database. The
largest number of protein identities (32 of 34) corresponded to
cytoplasmic and nuclear proteins, indicating that cell death/
lysis had occurred during the incubation time. This high pro-
portion of intracellular proteins may be explained by the fact
that even small numbers of lysed cells can contribute to a large
proportion of proteins in the conditioned medium, whereas the
short incubation time is at the same time restrictive for high
secreted protein expression. These intracellular proteins do not
constitute substrates of a secreted/extracellular protease like
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KLK12 and were thus excluded from further analysis. The
remaining identities were assigned to two plasma membrane-
associated proteins, Annexin A2 (Swiss-Prot P07355) and
Cyr61 (CCN1, Swiss-Prot Q00622).

Annexin A2 is one of a dozen annexin family members
expressed in humans. The annexins are mainly intracellular,
and most play important roles in membrane trafficking, plasma
membrane reorganization during signaling, and calcium regu-
lation. Annexin A2 can be directed to membrane surfaces
where it binds viruses, bacteria, and several proteins like plas-
minogen, tissue plasminogen activator, and factor Xa (26).

Cyr61 (CCN1) is a cysteine-rich protein belonging to the
CCN family of six related members designated CCN1-CCNe6.
These members have emerged as extracellular plasma mem-
brane- and matrix-associated proteins that play critical roles in
cardiovascular and skeletal development, fibrotic diseases, and
cancer. CCNs are typically comprised of four conserved cys-
teine-rich modular domains that directly interact with integrin
receptors, growth factors, and cytokines. The archetypal struc-
ture of a CCN protein (see Fig. 24) consists of an N-terminal
secretory signal peptide followed by an IGFBP, a von Will-
ebrand factor type C repeat module (VW C), athrombospondin
type 1 repeat module (TSP), and a cysteine knot-containing
module (CT) (27). CCNS5 is devoid of the CT module. The N-
and C-terminal halves of the proteins are connected by a hinge
region varying greatly in length and sequence.

Validation of CCN Proteins as Substrates for KLK12—Be-
cause of the well known extracellular localization of CCNs and
their emerging role in human diseases, we elected to focus our
further analyses on this family. To confirm the cleavage of
CCNI1 by KLK12, a time course digestion of the recombinant
form was carried out and monitored by SDS-PAGE and silver
staining. A nearly complete digestion of CCN1 was observed
after a 30-min incubation at an enzyme:substrate ratio of 1:100
(w/w) (Fig. 1A). Fragmentation of CCN1 by KLK12 was still
visible at a lower enzyme:substrate ratio of 1:1,000 (w/w) (data
not shown). Two main fragments were generated and further
identified by mass spectrometry (MALDI-TOF): the longer
fragment (20,495 Da) corresponded to the N-terminal part, and
the shorter fragment (19,378 Da) corresponded to the C-termi-
nal part of CCN1. It should be noted that the apparent masses
(Fig. 1A) are greater than those determined by mass spectrom-
etry, possibly indicating aberrant migration of the peptides in
gel. Next, we investigated whether KLK12 can cleave other
members of the CCN family. As shown in Fig. 1, all of the
recombinant CCNs were fragmented following incubation with
KLK12. Among the six recombinant CCNs examined, CCN1
was hydrolyzed most efficiently. Interestingly, the fragmenta-
tion pattern was unique for each member with a complexity
varying from one visible product for CCN5 (Fig. 1E) to nine for
CCN4 (Fig. 1D).

N-terminal sequencing analyses of the CCN1 and CCN5 pro-
teolytic fragments generated by KLK12 identified several cleav-
age sites (Fig. 2B). The major cleavage site in CCN1 was found
in the hinge region between the VWC and TSP domains,
whereas the major cleavage site identified in CCN5 is located in
the TSP domain (Fig. 2B). This domain corresponds to the
binding site of integrin 61 (28). In CCNI, the Lys®**_Gly*®
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FIGURE 1. KLK12 proteolytic processing of the six members of the CCN family. Time course analysis of KLK12 hydrolysis of recombinant CCNs on silver-
stained 4-12% SDS-PAGE gels is shown. CCNs were incubated with KLK12 (enzyme:substrate ratio of 1:100, w/w) for 0 (lanes 1), 15 (lanes 2), 30 (lanes 3), 60 (lanes
4), and 120 (lanes 5) min. The arrows indicate full-length CCNs and KLK12-cleaved protein fragments and their apparent molecular masses. A, CCN1. B, CCN2.

C, CCN3. D, CCN4. E, CCN5. F, CCN6.
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FIGURE 2. Interaction of CCN proteins with other molecules and localization of the cleavage sites by KLK12. A, schematics of CCN protein structure and
localization of interactions with other molecules. B, localization of the cleavage sites by KLK12. The main cleavage site is indicated in bold arrows.

bond, which was secondarily hydrolyzed by KLK12, is located at
the end of the IGFBP domain in a flexible region separating this
area from the VWC domain (29). This site is absent in CCN5. A
secondary cleavage also occurred at the Lys**'—Lys?*? bond in
the a6B1 binding site contained in the CT domain of CCN1
(28).
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Processing of CCN Proteins by other KLKs in Vitro—To screen
for potential processing of all CCNs by representative KLKs,
recombinant KLKs 1, 5, 6, 11, 13, and 14 were incubated in vitro
with CCN1-CCNG6 at an enzyme:substrate ratio of 1:100 (w/w).
Of these KLKs, KLK14 had the broadest activity, either cleaving
or degrading all CCNs (Fig. 3). KLK14 appeared to almost
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FIGURE 3. Proteolytic processing of CCNs by different KLKs. Analysis of KLKs 1,5, 6, 11, 13, and 14 hydrolysis of recombinant CCNs on silver-stained 4-12%
SDS-PAGE gels is shown. CCNs were incubated with the KLKs (enzyme:substrate ratio of 1:100, w/w) for 1 (lanes 1) and 2 h (lanes 2). The arrows indicate

KLK-generated protein fragments.

entirely degrade CCN2 in small fragments ranging from 3 to 14
kDa. Except from CCN5, the CCN fragmentation patterns gen-
erated by KLK14 were substantially different from those gener-
ated by KLK12. KLK5 processed CCN3, CCN4, and CCNB6,
whereas KLK1 only cleaved CCN1 in a manner different from
that of KLK12 and KLK14. Under our assay conditions, we did
not detect cleavage of CCNs by KLKs 6, 11, and 13. This points
to a distinct specificity of each KLK for CCN cleavage regardless
of their common preference for proteolytic targeting of sites
following basic residues.

Cleavage of CCN1 or CCNS Complexes Mobilizes Functional
VEGF—Previous studies have showed that CCN proteins have
physical interactions with growth factors and modulate their
bioavailability and/or their activity. We therefore examined the
impact of KLK12 proteolytic activity on the CCN-growth factor
interactions. Using both the technique of surface plasmon res-
onance (Fig. 4, A and B) and a solid phase assay (Fig. 4E), we
observed a VEGF,.; binding to intact CCN1 and CCNS5,
whereas this interaction was inhibited when CCNs were previ-
ously fragmented by KLK12 (Fig. 4, A and B).

Growth factors that bind to CCNs might either mask or sta-
bilize the cleavage sites of CCN1 or CCNS5, thus preventing
their proteolytic degradation. Therefore, we investigated
whether the VEGF-complexed CCNs can be equally frag-
mented by KLK12. SDS-PAGE analysis showed that identical
patterns of cleavage were observed for CCN1 and CCN5
regardless of being coupled with VEGF s (Fig. 4, C and D).
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VEGF, . is known to be susceptible to degradation by several
serine proteases including plasmin, trypsin, chymotrypsin, and
elastase (30, 31). However, this growth factor was resistant to
the proteolytic action of KLK12 in our settings (Fig. 4, Cand D)
and was released from CCN1 or CCN5 complexes immobilized
to solid matrices upon incubation with the protease (Fig. 4F).
Furthermore, VEGFT . retained its bioactivity on HUVECs
after treatment with KLK12 (Fig. 4F). Subsequently, we exam-
ined whether VEGF activity was modified in the presence of
intact or KLK12-fragmented CCN1 and CCNS5. Treatment of
HUVEC with soluble VEGF-CCN1 complexes stimulated both
VEGF receptor phosphorylation (Fig. 54) and cell proliferation
(Fig. 5C), as did free VEGF alone or VEGF plus fragmented
CCNI1. Similar results were obtained with CCN5 (Fig. 5, B and
D). Phosphorylation of VEGFR2 was observed even with a large
excess of intact CCN (VEGF:CCN ratio, 1:40; data not shown),
suggesting that residual-free VEGF is not responsible for stim-
ulation of VEGFR2.

KLK12 Processing of CCN1 or CCN5 Complexes Mobilizes
Intact BMP2—1t has been shown that CCN2, CCN3, and
CCNBG6 can physically interact with bone morphogenetic pro-
teins (BMP) and inhibit their activity, likely by preventing
their binding to BMP receptors (32-34). By contrast, BMP2
binding to CCN4 was reported to enhance BMP2 signaling
(35). In this study, we examined whether CCN1 and CCN5
can interact with BMP2 and whether the hydrolysis of these
proteins by KLK12 can alter their interactions. Using a solid
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FIGURE 4. KLK12 prevents VEGF, 4 binding to CCN5 and mobilizes intact VEGF from VEGF-CCN complexes. A and B, sensorgrams of surface plasmon
resonance analysis showing the binding of 12.5 nm intact (black curve) or fragmented (gray curve) CCN1 (A} or CCN5 (B) with immobilized VEGF. RU, resonance
units. Cand D, CCN1 or CCN5 complexes with VEGF were formed by incubation for 12 h at 4 °C and then incubated with KLK12 for 3 h at 37 °C. VEGF, CCN1, and
CCNS5 were also incubated with KLK12 for 3 h at 37 °C. The resulting proteolytic fragments were analyzed by 4-12% SDS-PAGE and silver-stained. The arrows
indicate full-length and cleaved protein fragments. £, CCN'1 or CCN5 was complexed with VEGF on a microtiter plate for 12 h at 4 °Cand priorto a 3-h incubation
at 37 °C with activated KLK12 (KLK12:CCN ratio of 1:100, w/w). VEGF ELISA was used to quantify the residual VEGF bound to CCN1 or CCN5 after KLK12 cleavage.
RFU, relative fluorescence units. F, HUVECs were adhered on tissue culture dishes in complete medium (supplemented with serum) and then cultured with
VEGF or KLK12-processed VEGF (20 ng/ml) in basal medium (in the absence of serum). Cell viability was measured at the time of medium change (t0) and after

24 h of treatment using a MTS assay. ¥, Kruskal and Wallis test values (p < 0.05, four independent experiments).

phase assay, we observed binding of BMP2 to CCN1 but not
to CCNS5 (Fig. 64). Treatment of either soluble or immobi-
lized CCN1-BMP complexes resulted in the release of intact
BMP2 (Fig. 6, A and B).

TGF-B and FGF-2 Are Relatively Sensitive to KLKI2
Hydrolysis—CCN2 has been reported to bind TGE-1 through
the VWC domain and subsequently enhances the binding of
TGEF-B1 to all three TGE-B receptors (32). In the current study,
we observed a binding of TGF-B1 to intact CCN1 and CCN5
that were immobilized to solid matrices (Fig. 6C). In the case of
both CCNs, treatment of the CCN-TGE-B complexes with
KLK12 resulted in a reduction of the amount of immobilized
TGF-B1 (Fig. 6C). As shown in Fig. 6D, soluble TGF-B was

RN
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susceptible to proteolysis by KLK12 at a low enzyme:substrate
ratio (1:25 w/w) but appeared resistant to hydrolysis at a higher
ratio (1:100 w/w). This was also the case when TGF-B was
engaged in complexes with CCN proteins (Fig. 6, E and F).
Interestingly, at high enzyme concentration, bound TGF-B was
more sensitive to KLK12 hydrolysis than free TGF-p1 (Fig. 6F).
Interaction of TGF-B1 with either CCN1 or CCN5 did not pro-
tect these proteins from KLK12 hydrolysis because identical
patterns of cleavage were observed for CCN1 and CCN5
regardless of their binding to TGE-B1 (Fig. 6, £ and F).

It has been previously shown that CCN1 enhances FGF-2-
induced DNA synthesis in HUVECs likely because of FGF-2
displacement from extracellular matrix (36). To determine
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FIGURE 5. Effects of intact or fragmented soluble CCNs on the VEGF-induced responses of endothelial cells. A and B, phosphorylation of VEGFR2 in
response to VEGF. A representative Western blot is shown for untreated HUVEC, HUVEC treated with VEGF, 4, alone, or HUVEC treated with VEGF, ¢, preincu-
bated with intact or KLK12-fragmented CCN1 (A) and CCN5 (B) (VEGF:CCN molar ratio 1:3). Stripped membranes were reprobed with monoclonal p-actin
antibody to confirm protein loading levels and integrity. Cand D, proliferation of HUVECs in response to VEGF. HUVECs were cultured for 72 hin endothelial cell
growth medium without additive (lanes 1), with VEGF, ;s alone (20 ng/ml; lanes 2), with VEGF, 45 preincubated with intact (lanes 3), or with KLK12-fragmented
(lanes 4) CCN1 (C) or CCN5 (D) (VEGF:CCN molar ratio of 1: 3). The data were obtained from three independent experiments.

whether CCN1 and CCN5 can directly interact with FGF-2,
CCN proteins were immobilized to solid matrices and incu-
bated with soluble FGF-2. Formation of FGF-CCN complexes
was observed in the presence of immobilized CCN1 and CCN5
(Fig.7A). FGF-2 was shown to be sensitive to trypsin (37); there-
fore, we analyzed the effects of KLK12 on the integrity of FGF.
As shown in Fig. 7B, soluble FGF-2 was processed by KLK12 at
a low enzyme:substrate ratio (1:25 w/w) but appeared relatively
resistant to hydrolysis at a higher ratio (1:100, w/w) (Fig. 7B).
FGE-2is often associated with heparan-sulfate proteoglycans in
the extracellular matrix and binding to heparin protects FGF-2
from tryptic cleavage (37). We therefore examined the impact
of heparin on the FGF-2 hydrolysis by KLK12. We observed
that heparin can protect FGF-2 from KLK12 cleavage (Fig. 7C).
This protective effect was fully abolished when the interaction
of FGF-2 with heparin was prevented by heat denaturation of
the FGF molecule (Fig. 7D). These observations indicate that
the protective effect of heparin depends on its interaction with
FGF-2 and not with the protease. Next, we investigated whether
FGF-2 binding to CCN1 or CCN5 protects the growth factor
from degradation by KLK12. FGF-2 was cleaved by KLK12
using an enzyme:substrate ratio of 1:25 (w/w) either when it was
incubated alone with KLK12 or when it was coupled with CCN1
(not shown) or CCN5 (Fig. 7E). KLK12 treatment of FGF-CCN
complexes using an enzyme:substrate ratio of 1:100 (w/w),
which leaves FGF-2 intact, reduced the amount of FGF-2 bound
to CCN5, whereas FGF-2 binding to CCN1 remained
unchanged (Fig. 7A). However, as observed in Fig. 7F, FGF-2-
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complexed CCN1 was fragmented by KLK12. At the same time,
we detected a binding of FGF-2 to CCN1 previously fragmented
by KLK12 (Fig. 7A). Taken together, these findings indicate that
CCN1 fragments conserve the binding capacity to FGF-2
regardless of proteolysis by KLK12. Further experiments are
required to identify the FGF-2 binding site(s) of the CCN
proteins.

Gene Expression of KLK12, CCN1, and CCNS in Paired Nor-
mal and Cancerous Tissue Samples from Patients with Lung
Cancer—In a preliminary effort to assess the relevance of the
newly identified enzyme-substrate pair (KLK12-CCNs), we
determined the expression patterns of the genes encoding
KLK12, CCN1,and CCN5 in the lung, a tissue known to express
KLK12 (1). We applied the comparative CT quantification
(AAC; method) of quantitative RT-PCR for comparing
changes in expression of the three genes between nontumor
and tumor lung specimens. Relative quantification was per-
formed using 18 S rRNA as an endogenous control gene. Our
analysis revealed significant down-regulation of both CCNI
and CCNS in tumor compared with nontumor tissue samples
(Fig. 84). Conversely, KLK12 expression was increased in lung
tumor.

Biological Role of KLK12-derived CCN Fragments in Cell Cul-
ture Models—CCN proteins regulate diverse cellular behavior
through integrins, heparan sulfate proteoglycans, and lipopro-
tein receptor-related proteins (Fig. 2) pathways (27, 38). In the
present study, we examined the effects of CCN1 and CCN5
fragmentation by KLK12 on cells of the tumor microenviron-
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after KLK12 cleavage. RFU, relative fluorescence units. B, CCN1 was complexed with BMP2 for 12 h at 4 °C and then incubated with KLK12 for 3 h at 37 °C. BMP2
and CCN1 were also incubated with KLK12 for 3 h at 37 °C. The resulting cleavage fragments were analyzed by 4-12% SDS-PAGE and silver-stained. The arrows
indicate proteolytically generated CCN1 fragments. C, CCNT or CCN5 was complexed with TGF-B1 on a microtiter plate for 12 h at 4 °C and prior to a 3-h
incubation at 37 °C with activated KLK12 (KLK2:CCN ratio of 1:100, w/w). TGF-81 ELISA was used to quantify the residual TGF-g1 bound to CCN1 or CCNS after
KLK12 cleavage. D, TGF-p1 was incubated with KLK12 (enzyme:substrate ratios of 1:25 and 1:100, w/w) for 0, 30, 60, 120, and 180 min at 37 °C. The residual
TGF-$31 was analyzed by 4-12% SDS-PAGE and quantified by densitometry after silver staining. Eand F, CCN1 or CCN5 complexes with TGF-31 were formed by
incubation for 12 h at 4°C and then incubated with KLK12 for 3 h at 37 °C. TGF-81, CCN1, and CCN5 were also incubated with KLK12 for 3 h at 37°C
(enzyme:substrate ratio of 1:100 w/w for E and 1:25 w/w for F). The resulting proteolytic fragments were analyzed by 4-12% SDS-PAGE and silver-stained. The
arrows indicate molecular species corresponding to fragmented proteins.

ment, including neoplastic and endothelial cells (Fig. 8). First,
we investigated the impact of CCN hydrolysis on migration of
lung cancer cells using a wound healing assay. Intact CCN1
significantly decreased A549 cell migration, whereas KLK12-
fragmented CCN1 was inefficient to do so (Fig. 8B). Intact or
KLK12-fragmented CCN5 did not affect migration of A549
cells in our experimental conditions (Fig. 8C).

Subsequently, we analyzed the effects of CCN fragmentation on
endothelial cell survival. Unstimulated, early passage HUVECs
were adhered on tissue culture dishes before the addition of solu-
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ble intact or KLK12-cleaved CCNs. Cell viability was measured
atter 24 h of serum withdrawal. As shown in Fig. 8 (E and F), cells
were partially protected from death upon serum withdrawal in the
presence of VEGF but not in the presence of intact CCN1 or
CCNG. This observation is consistent with previous data showing
that integrin avp3 is required for CCN1-mediated endothelial cell
survival and that this integrin is poorly expressed in unstimulated
HUVECs (39). By contrast KLK12-fragmented CCN1 and CCN5
significantly reduced HUVEC survival (Fig. 8, £ and F). All of these
data suggest that KLK12 fragmentation of CCNs may modify the
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silver-stained. The arrows indicate molecular mass species corresponding to fragmented proteins.

cellular functions of these matricellular proteins in a cell type- and
context-specific fashion.

DISCUSSION

This study suggests that the matricellular proteins belonging to
the CCN family are novel substrates of kallikrein-related pepti-
dases. Fragmentation of CCN1 by KL.LK12 was demonstrated both
in vitro and in functional assays using cultured cells. Interestingly,
the fragmentation pattern was unique for each CCN member and
varied according to the KLK used. This could be explained by the
extended but unique substrate specificity of the KLKs (23, 40)
associated with the sequence and structural variability of the CCN
proteins (27, 29). For example, the hinge region of CCN5 was not

25514  JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

targeted by KLK12 because of the absence of the arginine and
lysine residues that are required at the P1 position for hydrolysis by
KLK12 (22). The R-V scissile bond cleaved by KL12 in CCN5 is
conserved in the TSP domain of all CCN proteins; however, the
corresponding Arg*”—Val**' bond in CCN1 did not consist a tar-
get of KLK12. This indicates that the efficiency of cleavage primar-
ily depends on the accessibility of the scissile bond and the residues
that surround the cleavage site regardless of the presence of con-
served basic residues at the P1 position. Our findings also demon-
strate that proteolysis of CCNs can potentially affect both flexible
linkers connecting structural domains and exposed functional
sites in these domains.
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FIGURE 8. Gene expression in patients with lung cancer and biological role of KLK12-derived CCN fragments in cell culture models. A, box and whisker
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difference between the amounts of transcripts in noncancerous and cancerous tissues was determined using a Wilcoxon matched pairs test. 8, wound healing
analysis of A549 cells migration in the presence of 1 pg/mlintact CCN1 or CCNS5 alone or previously treated with KLK12. The bars represent the means + S.D.
of three independent experiments. ¥, relative to control, p < 0.05, Kruskal and Wallis test. D and E, MTS analysis of HUVEC survival after serum withdrawal.
HUVECs were adhered on tissue culture dishes in complete medium (supplemented with serum) and then cultured in basal medium (in the absence of serum)
containing 20 ng/ml intact VEGF or 2 pg/ml intact or KLK12-cleaved CCN1 (D) or CCNS5 (E). Cell viability was measured at the time of medium change (t0) and
after 24 h of treatment using a MTS assay. control, basal medium without additive; CICCN, KLK12-cleaved CCN. The bars represent the mean = S.D. of five
independent experiments. *, p < 0.05, Kruskal and Wallis test.

Although not studied thus far in detail, several lines of evi-
dence indicate that proteolysis of CCNs is a common physio-
logical phenomenon. Various forms of CCN2 were detected in
pig uterine flushings resulting from in utero proteolytic diges-
tion of the full-length protein (41-43). In rats, an N-terminally
truncated CCN3 form predominates in brain tissue and in cer-
ebrospinal fluid (44). Proteolytic processing of CCN2 and
CCNS3 is also evidenced by observations showing that frag-
mented forms were present in the culture medium of cells over-
expressing the recombinant full-length protein (43, 45). In
humans, CCN2 fragments were detected in several fluids such
as normal sera, pregnancy sera, cerebrospinal, amniotic, follic-
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ular, and peritoneal fluids (46), and CCN3 fragments were
observed in cerebrospinal fluid, amniotic fluid, and prepubertal
and pubertal urine samples (47). Finally, N-terminal CCN2
fragments have been found in the plasma of patients with dia-
betic nephropathy (48) and multiple myeloma (49) and in the
interstitial fluid and plasma of patients with scleroderma (50).
Because CCNs are sensitive to various secreted proteases (tryp-
sin; chymotrypsin; elastase; plasmin,; plasma kallikrein; kal-
likrein-related peptidases 1, 5, 12, and 14; and matrix metallo-
proteinases-1, -2, -3, -7, -9, and -13) (Refs. 31, 51, and 52 and
this paper), the proteolysis of CCNs can potentially occur
within a wide variety of tissues and in diverse physiological and
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pathological settings. In particular, KLKs 1, 5, 12, and 14 have
been found in various fetal and adult normal tissues (1), and
dysregulation of their expression has been reported in several
malignant diseases (ovarian, prostate, breast, and lung cancer)
(11). The presence of CCNs in tissues characterized by high
expression of KLKs coupled with the high proteolytic efficiency
of some of these proteases for these substrates point to a poten-
tial role for KLK enzymes in CCN fragmentation in vivo.

Both CCNs and KLK12 have been involved in angiogenesis.
Blockage of KLK12 activity with specific anti-KLK12 antibodies
was reported to reduce proliferation, migration, and formation
of branching cords of microvascular endothelial cell in vitro.
Furthermore, its expression is down-regulated in endothelial
cells from patients with systemic sclerosis displaying defective
angiogenesis compared with endothelial cells from normal sub-
jects (9). Because KLK12 seems to play a critical role in control-
ling normal angiogenesis, we sought to investigate the relations
between KLK12, CCNs, and factors regulating angiogenesis.
Using different approaches, we identified or confirmed direct
interactions between VEGF, .., BMP2, TGF-B1, FGF-2, and
CCN1. With the exception of BMP2, all of these factors can also
form complexes with CCN5 in solution or when immobilized
on solid matrices. We report for the first time that KLK12-
mediated proteolysis of CCN1 and CCN5 can reduce or abolish
the binding of VEGF, BMP2, and TGF-B1. Because cleavage
sites were not related to the domains proposed to be responsi-
ble for binding of these growth factors, we suggest that the
observed changes in function may reflect conformational
changes of CCN1 or CCN5 because of proteolysis. This study
also provides evidence that binding of VEGF, .., BMP2, TGF-
B1, and FGF-2 to CCN1 or CCN5 does not mask the proteolytic
sites targeted by KLK12, thus allowing the KLK12-mediated
CCN fragmentation. VEGF, .. and BMP2 alone were resistant
to the proteolytic action of KLK12, whereas this protease was
able to cleave TGF-B1 and FGF-2 in a concentration-depen-
dent manner. We also observed a change in the hydrolytic sen-
sitivity when TGF-B1 was complexed with CCN proteins. This
suggests that binding of TGF-B1 would modify its conforma-
tion appropriately, further exposing potential sites that are sen-
sitive to hydrolysis by KLK12. Such a change in the conforma-
tion of TGF-B1 following binding to CCN2 was previously
reported by Abreu et al. (32).

Complex formation of VEGF, .. with CCN2 was shown to
inhibit VEGF, 4:-induced tube formation of endothelial cells i
vitro and angiogenesis in vivo (53). Unexpectedly, our study
indicated that free VEGF .. and VEGF complexed with CCN1
or CCN5 equally trigger VEGFR2 phosphorylation and
HUVEC proliferation. At first sight, our data seem to contradict
the observations of Inoki et al. (53). An explanation for that may
lie in the ability of the CCN proteins to bind to extracellular
matrix (ECM) components like fibronectin, collagen, vitronec-
tin, and aggrecan (54-57). When functional studies are per-
formed in the presence of ECM, as in the tube formation assay
or in vive, a large fraction of CCNs is likely immobilized in ECM
sequestering the VEGF, .- away from its receptors. Conversely,
complexes would remain predominantly in a form accessible to
receptors when cells are grown directly on plastic as herein.
Our results indicate that addition of VEGF,55-CCN complexes
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in the culture medium do not prevent VEGFR2 stimulation by
VEGF -. One explanation would be that VEGFR2 competes
with the soluble CCNs for VEGF binding and becomes acti-
vated by VEGF dissociated from the VEGF-CCN complexes.
This hypothesis is consistent with data showing that VEGFR2
binds VEGF, .. with an affinity approximately 3 orders of mag-
nitude greater than those of CCNs (picomolar range versus
nanomolar range) (53, 58). Therefore, the mode of action of
CCNs is expected to be different from that of related proteins:
the IGFBPs. Indeed, IGFBPs bind IGF-1 and IGE-II with affini-
ties that are equal to or greater than those of the IGF receptor
and sequester the factor away from the receptor, resulting in a
blockage of the IGF signaling. Signaling is restored following
proteolytic processing of IGFBPs, which decreases IGFs bind-
ing affinities by 2 orders of magnitude. An alternative explana-
tion of our findings would be that intact CCN1 and CCNb5 act as
cofactors to potentiate VEGF, .. effects on VEGFR2 signaling.
As a proof of principle, CCNs have already been described to
potentiate the activities of TGF-B1, FGF-2, and BMP2 (32,
35-36).

In our conditions, KLK12-induced fragmentation of CCN1
and CCN5 did not modity the response of HUVEC to VEGF ...
Functional consequences of proteolysis of VEGF-CCNs com-
plexes appear different when endothelial cells are surrounded
with ECM. Hashimoto et al. (31) demonstrated that angiogenic
activity of VEGF, . blocked in the VEGF,..-CCN2 complex is
reactivated to original levels after CCN2 digestion of the com-
plex by MMPs both in vitro using a tube formation assay and in
vivo using a Matrigel injection model in mice. Taken together
with our findings, these observations suggest that the CCN pro-
teins may regulate VEGF signaling mostly by sequestrating
VEGF, .. in ECM and that proteolysis of the CCNs engaged in
immobilized VEGF-CCN complexes may release VEGF in the
soluble compartment, allowing interaction with its receptor.
We also revealed that BMP2 and TGF-B1 immobilized in com-
plexes with CCNs are released in the soluble phase after
KLK12-induced proteolysis of the CCNs. Thus, KLK12 could
regulate the CCN-dependent distribution of these growth fac-
tors between the soluble and insoluble compartments of the
cellular microenvironment. The case of FGF-2 is more com-
plex, because the CCN1 fragments appear to conserve the bind-
ing capacity to FGI-2 regardless of proteolysis. Only a few stud-
ies have addressed the impact of CCNs on the biological
functions of BMPs, TGF-B1, and FGF-2. Binding of these
growth factors to CCN2, CCN3, or CCN4 were reported to
either inhibit or enhance their activities depending on the part-
ners under consideration and the models studied (32, 35, 53, 59,
60). Further studies are required to determine the functional
impact of complexes interaction with the substratum and the
subsequent biological consequences of this regulation in the
proteolysis of CCNs.

KLK12 is expressed in numerous organs including (but not
limited to) colon, esophagus, lung, prostate, and stomach,
where aberrant expression of CCNs is observed in cancerous
tissues. Thus, it is tempting to speculate that KLK12 modulates
the promaoting or inhibiting effects of CCNs on the tumorigen-
esis of these organs. In particular in nonsmall cell lung carci-
noma (NSCLC), this idea is supported by our findings showing
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that: (a) KLK12 is coexpressed with several CCNs in the can-
cerous tissue of patients and () full-length CCN1 and KLK12-
released CCN1 fragments have different effects on the migra-
tion of the A549 lung cancer cell line in vitro. Previous data have
indicated that CCN1 may act as a tumor suppressor in NSCLC
in vitro and in vive (61, 62). Collectively, these findings suggest
that two mechanisms affecting CCN1 could act simultaneously
to facilitate NSCLC development. The first one corresponds to
the decreased expression of CCN1 in the tumor site, and the
second one refers to the suppression of the tumor inhibitory
effects of the residual CCN1 activity through KLK-mediated
proteolysis. In addition to CCNI, CCN2 (62) and CCN5 (pres-
ent study) are down-regulated, whereas CCN4 (62) is up-regu-
lated in NSCLC. These findings indicate that members of the
CCN family may play important but contrasting roles in
NSCLC progression. Because KLK12 was found to fragment all
CCNs in vitro, an extensive investigation is needed to deter-
mine the final outcome of KLK12-mediated hydrolysis of sev-
eral members of the CCN family on the NSCLC progression
in vivo.

We present evidence that a great variety of CCN fragments
can be generated by the proteolytic action of KLKs; some of
these fragments exhibit intact domains, whereas others display
truncated domains. Functional studies of naturally occurring
CCN fragments and recombinant truncated forms revealed
that they can act as agonists or antagonists of the full-length
CCN proteins depending on the involvement of each domain in
mediating a specific function (45, 54-56, 63-65). Taken
together with these findings, our data support the hypothesis
that limited proteolysis has a major role in modulation of the
biological tunctions of these multi-modular proteins. Because
activity of proteases is tightly regulated, as is the expression of
CCNs and their binding partners, a detailed understanding of
the functions of CCNs requires taking into account the tightly
controlled spatiotemporal regulation of proteolysis and the
impact of the distinct CCN fragments. In summary, our find-
ings suggest that the KLK12-mediated hydrolysis of CCNs may
be involved in the modulation of the bioavailability and/or
activity of several growth factors including VEGF, ., BMP2,
TGF-B1, and FGF-2. Because KLKs 1, 5, 12, and 14; CCNs; and
the aforementioned growth factors coexist in several situations,
fragmentation of CCNs by KLKs can be expected to play a role
in diverse physiological and pathological processes including
angiogenesis, bone and bone marrow homeostasis, and
tumorigenesis.
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Expression de KLK6 - impact sur des processuslaets

Plusieurs approches ont été utilisées pour expleredle de KLK6 sur des cellules
pulmonaires cancéreuses. L'une d’entre-elles aistgna exprimer stablement KLK6 dans
des cellules humaines ne I'exprimant pas. L'obtentde clones stables a mis en jeu le
systéme Flp-In. L'intérét de ce systéme par rappadiapproche classique est qu’il minimise
'impact de la mutation liée a l'intégration dunisgene sur le comportement cellulaire. Dans
le cas de I'approche classique, I'intégration dms$géne s’effectue de maniére aléatoire. Or le
fait qu'un transgene s’exprime prouve qu’il s’estéigré dans un site transcriptionnellement
actif. Cette intégration n’est probablement passsamséquences sur les genes initialement
présents a ce locus et dont l'altération pouriféétcéer les mécanismes étudiés. Dans le cas de
I'approche par intégration aléatoire, il est donffiale d’interpréter rigoureusement les
résultats observés ; d’autant plus qu’il n'existes ple témoin de la mutation génomique
provoguée, puisque cette mutation est par défmitit®atoire. L'usage de clones témoins
ayant intégré un vecteur vide ne constitue pasamdontrdle puisque dans ce cas, aussi, la
mutation génomique est aléatoire et a une tresefaitobabilité d’affecter un locus identique
aux locus touchés dans les clones exprimant l2ipetd’intérét. Dans le systeme Flp-In,
I'intégration ciblée du transgéne permet d’évitet écueil. En effet, la mutation génomique
est déja présente dans la lignée parentale Flpsisgp'elle intervient lors de lintégration
aléatoire du vecteur portant le site FRT et nongaasmoment de l'introduction du transgene
d’intérét. Ainsi, la lignée parentale Flp-In comsti un parfait témoin pour I'étude d’un
transgéne d'intérét. Lorsque nous avons comparédiagdes Flp-In avec la lignée d’origine,
nous avons d’ailleurs constaté des différencesfgigtives de comportement bien qu’aucun
gene fonctionnellement actif sur les cellules n&#é introduit. Cette observation démontre

bien qu’une intégration aléatoire n’est pas aussine qu’on pourrait le penser.

L’'analyse de la KLK6 recombinante produite en deBuUHEK-293 Flp-In a révélé la
présence de deux fractions se distinguant suides ghromatographiques et fonctionnels. Ce
type d’hétérogénéité n’est pas liée a la lignéelfklpuisque Kuzmanov et collaborateurs I'ont
également observé pour de la KLK6 produite en ElHEK-293 transformées stablement
par une approche aléatoire (Kuzmanov et al. 200)ont montré que cette hétérogénéité
était notamment due a une différence dans la tearuacide sialique de la structure N-
glycanique ajoutée post-traductionnellement. Lateren acide sialique n’est pas sans impact
sur la chromatographie échangeuse d’ion. En effet, teneur importante se traduit par une
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augmentation des charges négatives favorisant lutiere plus rapide de la protéine lors
d’'une chromatographie échangeuse de cation. Amdraction d’élution précoce serait plus
riche en acide sialigue que la fraction éluée pladivement. Comme beaucoup de
kallicréines, KLK6 possede en effet un site de Megbylation au niveau de I'asparagine 134
et elle a été rapportée comme étant glycosylée diantres contextes : lors d’une expression
en cellules d’insecte (Bernett et al. 2002) maissadans des fluides biologiques humains
(Kuzmanov et al. 2009 ; Kuzmanov et al. 2012). Kanov et collaborateurs ont réveélé que la
KLK6 se trouvant dans des fluides (sérum, fluidesdites) prélevés chez des patientes
atteintes d’'un cancer ovarien possede plus d'asml@ue que la KLK6 rencontrée dans un
sérum de sujet normal ou dans du liquide céphalbidaen (Kuzmanov et al. 2012).

Par ailleurs, nous avons constaté que la fractisdeéapidement en FPLC était moins
active sur le plan enzymatique que la secondeidracCette activité plus faible n’est pas
forcément liée au taux de glycosylation et pounstant, il n’existe pas de donnée dans la
littérature permettant d’établir un tel lien. #temportant de noter que cette fraction présente
une bande immuno-réactive de masse moléculaireienfé a la KLK6 intacte. KLK6 est
sensible a des phénomeénes protéolytiques, elleotéginment capable de s’autocliver aprés
I'arginine 76 (Bernett et al. 2002; Blaber et &02; Magklara et al. 2003). Ce type de mono-
clivage a pour conséquence de générer une enzysattmiire inactive. Ce phénomene est
bien connu dans le cas de KLK3/PSA chez qui orppaié la présence de plusieurs sites de
clivage situés au niveau de résidus basiques ézpota surface de la molécule (Mattsson et
al. 2008; Mikolajczyk et al. 2000). De tels clivagatérent la charge globale de la molécule,
probablement en raison de changements conformai®mnmodifiant I'exposition de certains
résidus, et les formes bicaténaires de KLK3/PSAdiséinguent de la forme intacte en
chromatographie échangeuse d’ion (Mattsson etQfl8R Dans des conditions réductrices
comme en SDS-PAGE, les deux chaines se séparetiiisant a I'observation de fragments
tronqués de la molécule. Prises ensemble, ces dsmsifggérent que la forme courte de
KLK6 observée aprés réduction dans la premierdifmaa’élution correspond a un fragment
de clivage de KLKG6. Ainsi, cette fraction contieadirun mélange d’isoformes hautement
glycosylées et de formes clivées inactives tandise ¢p seconde fraction contiendrait

essentiellement une forme intacte plus faiblemgmogylée.

Lors de ce travail, nous avons montré que KLKG6 talaicapacité de stimuler la

prolifération et d’inhiber I'apoptose de cellulesrtorales pulmonaires A549. De telles actions
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ont été décrites pour d’'autres types cellulairessii l'utilisation de siRNA dirigés contre
KLK6 a révélé une diminution de la prolifération dellules tumorales gastriques (Nagahara
et al. 2005) et de cellules issues de cancer cangilim et al. 2011b). De maniere inverse,
une sur-expression de KLK6 a provoqué une stimariatie la prolifération de kératinocytes
de souris (Klucky et al. 2007). Un rble anti-apdptioue a également été observé dans des
lignées du cancer du colon, l'inhibition de KLK6rp®t I'activation de la voie des caspases
suggérant un réle anti-apoptotique de cette kailer (Kim et al. 2011b). De plus, Scarisbrick
et collaborateurs ont montré qu’une sur-expresdmiKLK6 dans des splenocytes de souris
entrainait une diminution dose-dépendante de marguwie mort cellulaire (Scarisbrick et al.
2011). Cependant d’autres données de la littératgliguent que KLK6 pourrait avoir des
effets inverses dans d’autres tissus. Pampalakislleaborateurs ont démontré que KLK6 était
inhibée par méthylation dans une lignée celluldeanétastase du cancer du sein (MDA-MB-
231) et que se réexpression entrainait une inbibitde la prolifération cellulaire.
L'introduction chez la souris de cette lignée miggifinhibe la formation de tumeurs du sein
(Pampalakis et al. 2009). Cette ambivalence de KbK$&ervéen vitro ou avec des modeles
animaux pourrait refléter la situation rencontnéevivo. Dans le cas du cancer du poumon,
une expression élevée de KLK6 est un indicateundevais pronostic (Heuzé-Vourc'’h et al.
2009) tandis que les formes métastasées du cancszi n’expriment pas cette kallicréine
(Anisowicz et al. 1996). Ce double comportementgale@ment été constaté pour d'autres
kallicréines. En effet, bien que la majorité dasdés ait montré qu’une expression élevée de
kallicréines était reliée a un mauvais pronosticcdecer, quelques études ont révélées une
situation inverse. Par exemple, la kallicréine &é proposée comme marqueur de pronostic
défavorable dans les cancers du sein (Yousef &08Rb) et de I'ovaire (Kim et al. 2001)
mais de pronostic favorable dans le cancer dedstate (Yousef et al. 2002a). Ce paradoxe
pourrait étre attribué a des actions autocrineparacrines dépendantes du type tissulaire et
du microenvironnement considéreés.

L’influence de I'environnement dans lequel baigne<i& sur son action cellulaire est
attestée par nos études concernant 'usage deetiffésérums. En effet, nous avons constaté
que pour deux sérums, une expression ectopiquelL#® Kermettait une stimulation de la
prolifération cellulaire ; tandis que pour le tieime sérum, KLK6 inhibait la prolifération des
cellules A549 bien que la prolifération des ceBulHEK restait stimuléeDes agents
environnementaux contenus notamment dans le séenaiest donc capables de moduler
I'action proliférative de KLK6. Comme I'a révéléubage d’'une forme mutée de KLK®6, cette
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action est dépendante de l'activité enzymatiqudadkallicréine. Une premiére hypothese
serait que des inhibiteurs de protéases contenuquantité différente dans les sérums
impactent I'action de KLK6 en contrdlant la propont d’enzyme réellement active. En effet,
différents inhibiteurs naturels ou synthétiques tsamonnus pour moduler [l'activité
protéolytigue de KLK6 (Chai et al. 1993 ; Hutchinset al. 2003; Luo and Jiang 2006 ;
Magklara et al. 2003 ; Matsui et al. 2000 ). Cétgpothése ne rend cependant pas compte de
la différence de réponse observée pour un mémensgvac les cellules HEK-293 et A549. I
parait plus vraisemblable que le sérum module paciéé des cellules a répondre a KLK6 en
régulant directement ou indirectement certainedesitde cette enzyme. L'impact du
microenvironnement sur l'action de KLK6 pourraiteéa I'origine de la divergence entre nos

observationsn vitro et les études chez I'animal.

Mécanisme d’action de KLK®6 : voie de I'E-cadhériheaténine

Comme nous l'avons vu, la kallicréine 6 est capaldestimuler la prolifération
cellulaire, la migration et linvasion de keraigytes de souris. Ces effets de la kallicréine 6
seraient liés a un clivage de I'E-cadhérine memdiransuivie d’'une délocalisation de fia
caténine dans le noyau (Klucky et al. 2007). Notmna examiné cette hypothése dans notre
modéle cellulaire A549 Flp-In surexprimant proKLKBlous n’avons pas pu mettre en
éevidence de clivage membranaire de I'E-cadhérinez cles cellules exprimant KLKG6.
Cependant, I'expression ectopique de KLK6 a induie diminution de laB-caténine
membranaire au profit d’'une localisation nucléalra.-caténine repositionnée au niveau
nucléaire semble fonctionnelle puisque nous avamsstaté une augmentation, dans les
cellules proKLK®6, de I'activité du gene rapportglacé sous la gouvernance du promoteur
TCF/LEF.

Plusieurs mécanismes sont capables de régulerstabdiion et la fonction de-
caténine. Dans des cellules non stimulées et ergadans des liaisons intercellulaires,
I'intégrité structurelle du complexe de [I'E-cadm&B-caténine est assurée via la
phosphorylation de I'E-cadhérine ou deplzaténine par la Ser/Thr kinase SKIl (Bek and
Kemler 2002; Lickert et al. 2000). Ce complexe psrpgendant étre rompu soit apres clivage
de 'E-cadhérine, comme rapporté par Klucky etalmdrateurs, soit suite a des évenements de
phosphorylation de Ig-caténine (Behrens et al. 1993; Taddei et al. 20D&xiste deux types
de phosphorylation de cette protéine. L'un concarnerésidu sérine situé en position N-
terminale ; la phosphorylation de ce résidu engrdimbiquitination de Ig3-caténine puis sa
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destruction (Luo and Lin 2004). L'autre phosphatigla concerne le résidu tyrosine 654, elle
conduit & l'activation de |-caténine et a sa translocation dans le noyau tie peotéine
régule l'activité du promoteur TCF/LEF (Tian et &011). Une des voies controlant

I'activation de IgB-caténine est la voie Wnt (figure n°65).

Actin cytoskeleton
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Figure 65 : Le complexe de la E-cadhérigietaténine dans I'adhésion cellulaire et la voie Wnt
(D’apres Tian et collaborateurs (Tian et al. 2011))

Target gene

La fixation d’un ligand sur le récepteur transmeaniaire Frizzle induit une cascade
de transduction de signal impliquant les corécept@lRP5 ou 6 I(DL-receptor Related
Protein 5/§ qui permettent I'activation de Dsh/DvDishevelled. Cette action inhibe le
complexe GSK3Glycogne Synthase Kinasg-&t CKlo responsable de la phosphorylation
N-terminale de lap-caténine impliguée dans sa dégradation. L’intohiticonduit a
I'accumulation cytoplasmique de ffacaténine puis a sa translocation dans le noyaut(&im
al. 2002; Dixelius et al. 2002; Yanagawa et al.200

Une autre voie impliqguée dans le controle d@-tzaténine serait la voie de 'EGFR.
Lee et collaborateur ont révélé qu'une activatien’lBGFR dans des lignées de cellules de

cancers buccaux diminuait la quantité @ecaténine membranaire au profit d'une
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augmentation dans le noyau. Ces effets seraientcteséquences a la fois d'une
phosphorylation du résidu tyrosine deflgaténine permettant sa libération du complexe de
'E-cadhérine et d’'une phophorylation de GSK-3Ser-9) inhibant son réle dans la
dégradation de I&-caténine. Par une approche similaire a la néksepnt montré que la
translocation nucléaire de Ig-caténine s’accompagnait d’'une élévation de soivitct
transcriptionnelle (Lee et al. 2010). La voie dEGFR viendrait en quelque sorte se
substituer a la voie Wnt dans certaines circons®ndous avons examiné cette éventualité
dans le cas de KLK®6.

Mécanisme d’action de KLK®6 : voie du récepteur H&F.

L’'EGFR est le premier récepteur transmembranairdadiamille des récepteurs a
tyrosine kinase HER a avoir été identifié. On re® dans cette famille quatre membres :
EGFR ou HER1/erbB1, HER2 ou erbB2/neu, HER3 ou 8rbBHER4 ou erbB4. lls sont
composés d’'un domaine extracellulaire contenasitéede fixation au ligand, d'un segment
transmembranaire et d’'un segment intracellulaireryao de domaines tyrosines kinases
(Baselga 2001; Mendelsohn and Baselga 2003). gasdis de 'EGFR sont des facteurs de
croissance: 'EGFHEpidermal Growth Factgr le TGF-a Transforming Growth Factoa) et
I'amphireguline (Ciardiello and Tortora 2008; Duttad Maity 2007). La fixation du ligand
sur le récepteur induit la formation d’homodimeoessd’hétérodimeres (le plus souvent avec
ErbB2). La dimérisation des récepteurs entraingtdjighosphorylation des domaines intra-
cytoplasmiques adjacents et l'activation des tyresikinases intrinseques présentes sur
chaque récepteur. Plusieurs voies de transducti@igihal peuvent alors étre activées (Figure
n°66) (Nyati et al. 2006). La voie Ras/Raf-MAPK i{tyen Activated Protein Kinasaboultit
a l'activation de facteurs de transcription via Eftracellular Signal Regulated Kingsa
'origine de la motilité cellulaire (Nishinaka and’abe-Nishimura 2001). L'EGFR
phosphorylé peut également activer la PI3K (phagyiainositol-3-kinase) via la protéine
Gabl. La PI3K méne a un signal antiapoptotiqueAkiapuis NFB (Vivanco and Sawyers
2002). L'EGFR possede également un role dans lafgradion et la survie cellulaire via
JAK2 (Janus KinaseR / STAT3 Signal Transducer and Activator of Trancription3
(Bowman et al. 2000). D’'autres voies de signalisatsont impliquées dans I'adhésion

cellulaire et 'angiogénése.
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Figure 66 : Transduction du signal apres activatiate 'EGFR d’aprés Nyati et collaborateurs (Nyati al.
2006).
La voie JAK/STAT est impliquée dans la prolifénate la survie cellulaire, la voie PI3K-Akt danmhibition
de I'apoptose et Ras/Raf-MAPK dans la motilitéualte.

Nous avons démontré que le récepteur de 'EGFmagliqué dans la réponse des
cellules A549 a KLK6 grace a l'utilisation d’'un @&trps (cetuximab) bloquant la fixation de
ligand sur FTEGFR. En effet, cet anticorps inhiaeprolifération cellulaire induite par KLK6
dans des cellules I'exprimant stablement. De phjsut de KLK6 dans le milieu de culture
de cellules ne I'exprimant pas a provoqué une pharggation du récepteur et une activation
de la voie ERK1/2. Ces réesultats sont en accord auee observation précédente du
laboratoire ayant montré que I'induction de la féoation de cellules stimulées par KLK6
s’accompagnait d’'une augmentation de I'expresserc-tilyc (Heuzé-Vourc’h et al. 2009).
Comme le montre la figure n°66 I'oncogene c-Myc wstgene cible de la voie de 'EGFR.
Cependant la kallicréine 6 n’est pas un activatiéuect de I'EGFR et il nous fallait identifier
une cible de I'enzyme pouvant impacter indirectentewoie de 'lEGFR. Parmi les substrats
connus de KLK®6, notre attention s’est portée ssrHAR Protease Activated RecepfoEn
effet KLK6 est connue pour activer PAR2 (Oikonomolool et al. 2006a) et il a été démontré
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gue l'activation de PAR2 par un agoniste induikairansactivation de 'EGFR (Caruso et al.
2006; Darmoul et al. 2004a; Hirota et al. 2012rylat al. 2007; Kawao et al. 2005).

Mécanisme d’action de KLK®6 : voie du récepteur PAR-

La famille des PAR regroupe 4 membres nommés PARIcas sont des récepteurs a
7 domaines transmembranaires couplés aux prot@rmgivés par des protéases a sérine et
les metalloprotéases matricielles. L‘activation geduit par un mécanisme protéolytique
irréeversible, les protéases se fixent et cliverddenaine extracellulaire N-terminal a des sites
spécifiques pour générer une nouvelle extrémitérinale qui va agir comme ligand pour

déclencher la signalisation intracellulaire (figafé7).

Protéase a

& serine
xC

Proteinase Activated
Receptor

Activation de voies de
signalisation

Figure 67 : Mode d’activation des PAR par les kalléines.
Les KLK clivent I'extrémité N-terminale générantligand fixé au récepteur qui va se lier aux boacle
extracellulaires du récepteur.

De plus, il est possible d’activen vitro ces récepteurs grace a des peptides
synthétiques dérivé des séquences du ligand génaréextréemité N-terminale (Soh et al.
2011). Plusieurs études expérimentales montrent iomgication de PAR2 dans le
développement et la progression tumorale. Par ebeenffAR2 est surexprimée dans les
cancers gastrique, de la prostate ainsi que damadanomes (Black et al. 2007; Caruso et
al. 2006; Massi et al. 2005). L'activation de PAR#mule la prolifération cellulaire dans

divers types cellulaires de cancer incluant lekileesl cancéreuses du colon, gastrique, du col
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de l'utérus et les mélanomes (Caruso et al. 20@8mbul et al. 2004a; Nishibori et al. 2005;
Sanchez-Hernandez et al. 2008; Yada et al. 2005).

Comme évoqué précédemment, nous avons donc exahmpgothese d'une
activation indirecte de 'EGFR suite a une actierkd K6 sur PAR2. Dans un premier temps,
nous avons examiné si la connexion PAR-2/EGFR akidbns les cellules analysées. La
stimulation de PAR-2 par un agoniste a induit urd@ifération des cellules A549 associee a
une phosphorylation du récepteur a 'EGF ainsi dgi&RK1/2. Ces phosphorylations ont été
inhibées par le cetuximab indiquant que la sigatiis passe par la libération d'un ligand de
'EGFR. De plus, le blocage de la voie PAR-2 ad&id’'un siRNA spécifique a entrainé
I'inhibition de la phosphorylation de ERK induitdaafois par I'agoniste et par KLK6.

Il a été montré précédemment que PAR1 et PAR2 jouemble pivot dans I'activité
de ERK dans le cancer du colon (Darmoul et al. 20@&rmoul et al. 2003; Darmoul et al.
2004b). De plus, PAR1 et PAR4 induisent la prodifém des cellules cancéreuses du colon
par une série d’événements qui amene a l'activat@iERK (Darmoul et al. 2003; Gratio et
al. 2009). Dans les cellules A549 nous avons matitree part, que la phosphorylation de
ERK induite par le rajout de KLK6 active passait fafixation d'un ligand sur 'EGFR, et
d’autre part, que l'activation de PAR2 permettattivation ERK via la fixation d'un ligand
de 'EGFR. Ceci nous laisse donc penser que lackaithe 6 en activant PAR2 permettrait la
libération de ligand(s) de 'EGFR qui entrainerahsuite l'activation des voies de
signalisation sous-jacentes et la stimulation dadéifération cellulaire.

Des cascades de signalisation impliquant les kéilies, les membres de la famille
des PAR et 'EGFR ont été décrites précédemmemsiABao et collaborateurs ont montré
que KLK1 pouvait induire la migration et la proliddion de la lignée cellulaire de
keratinocyte HaCat via PAR-1 et 'TEGFR. Dans ceterie, le clivage de PAR-1 par KLK1
entrainerait une activation de la voie PKC-Src meaibe d’'une métalloprotéase membranaire
(Figure n°68). La protéase membranaire activée lisekait des ligands de I'EGFR liés a la
membrane comme I'HB-EGF (heparin- binding EGF-lgtewth factor) ou 'amphéréguline

qui en se fixant sur TEGFR activeraient les vaess-jacentes (Gao et al. 2009).
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Figure 68 : Représentation schématique de la vogesignalisation activée par KLK1 induisant la migran
des keratinocytes HaCat.
D’aprés Gao et collaborateurs (Gao et al. 2009)

Un mécanisme similaire a été rapporté pour la d@lihe plasmatique au niveau de
cellules musculaires lisses. Dans ce cas, la roptaliéase évoquée correspond a ADAM 17
(A Disintegrin And Metalloproteaye(Abdallah et al. 2010). L'activation de ADAM17
pourrait étre consécutive a une phosphorylatioeatedomaine cytoplasmique comme cela a
éte deécrit par Xu et collaborateurs (Xu and Deryr&fkl0). De telles cascades sont

compatibles avec les données accumulées sur KLK6.

Conclusion et perspectives

Nous avions précédemment montré au laboratoire IUK6 était un indicateur de
pronostique défavorable pour des patients attelhts cancer broncho-pulmonaire non-a-
petites cellules (Heuzé-Vourc’h et al. 2009). Cetberélation entre niveau d’expression de
KLK®6 et devenir du cancer pouvait étre la résubtage 2 actions potentielles de KLK6 : une
diminution de la réponse aux agents thérapeutigties une action pro-tumorale. Ces deux
aspects ont été explorés lors de ce travail. Paagproches vitro etin vivo, nous avons
montré que la KLK6 n’avait aucun effet sur la rép@raux agents chimio-thérapeutiques
classiquement utilisés en clinique pour traitecdmcer du poumon. A l'inverse, KLK6 est
capable de promouvoir des effets pro-tumoraux ifgraltion, résistance a I'apoptose) chez
des cellules cancéreuses pulmonaires humainesait e KLK6 soit un indicateur de

pronostic défavorable chez I’'homme pourrait dome &6 a une contribution de cette protéase
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a la progression tumorale. Cette interprétation pes pu étre soutenue par les travaux
effectués chez I'animal. Dans le modéle utilis&@jshavons observé au contraire un effet anti-
tumoral. Cette discordance est probablement li¢e ianpact particulier de la KLK6 humaine
sur un microenvironnement non représentatif du eeicvironnement pulmonaire humain.
Afin de se rapprocher d’'une situation physiopatbmjoe, une premiere solution pourrait
consister a utiliser un modeéle orthotopique de eantettant en jeu une implantation directe
des cellules humaines dans les bronches des sdegendant, un probleme important
persisterait, a savoir 'usage d’'un systéme chigu&ricomposé de cellules tumorales et de
KLK6 humaines dans un contexte environnemental deris Ce probleme est
particulierement critique dans le cas d’'une pradgassque son action dépend de sa capacité
ou non a hydrolyser des substrats. Difféerentes estudnt démontré des différences
significatives entre la spécificité de protéasessoleris et leurs homologues humaines avec
comme corollaires la capacité ou l'incapacité &erlides substrats différents ou du méme
type, respectivement. Dans l'idéal, il faudrait damavailler dans un contexte homogeéne,
cellules tumorales de souris et protéase de sdddts la souris apparait comme un mauvais
modele pour explorer le réle de la KLK6 endogene lsudéveloppement d’'un cancer du
poumon puisque contrairement a la situation présidaez 'homme, le géne codant la KLK6
n'est pas exprimé dans le poumon de cette espece.

Quoigu’il en soit, nos travaux cellulaires suggéreque KLK6 régulerait la
prolifération et la survie de cellules tumoralesmiaines via une cascade de signalisation
impliqguant PAR-2, TEGFR et des voies situées enl ale ce récepteur : la voie defla

caténine et de ERK (figure n°69).
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Figure 69 : Cascade de signalisation de KLK6 daas tellules A549.
Légende : les fleches pleines indiquent les lien®at été établis lors de la thése ; les flechepeaintillées sont
les liens qui restent a établir.

Certains points de ce schéma qui s’appuie sur ramgs données et des données de
la littérature restent cependant a valider expértalement dans notre systeme cellulaire. Si il
s’agit notamment de I'activation de TADAM17 ou diie autre métalloprotéase membranaire
suite a l'activation de PAR-2 par KLK6, de la na&twu ligand de 'TEGFR mobilisé dans le

contexte des cellules pulmonaires tumorales ea dehnexion entre EGFR etflecaténine.

Finalement, alors que la plupart des génes codant les kaltiegétissulaires sont exprimés
dans le poumon et que plusieurs d’entre eux somégdé&s lors du cancer broncho-
pulmonaire, on connait encore peu de choses supliGation de ces protéases dans ce
cancer. KLK8 et KLK10 semblent avoir des effetsi-tmnoraux dans les stades précoces du
cancer non-a-petites cellules (Sher et al. 200@nglet al. 2009). A I'inverse, KLK13 a été
décrit comme pouvant favoriser l'invasion et le gmmement métastatique de cellules
tumorales pulmonaires (Chou et al. 2011). Danstroés cas, les effets ont été reliés a des
remodelages matriciels. Le travail rapporté ici mrun éclairage différent en mettant en
avant des altérations de voies de signalisatiomgoées soit par le clivage d’un récepteur
membranaire (KLK6/PAR-2) soit par [I'hydrolyse dégrateurs de signalisation
(KLK12/CCNs). De nombreuses études sont encoressages pour préciser dans le détalil
les actions étudiées ici et pour comprendre comrsimticulent des effets anti- et pro-
tumoraux induits par des protéases d’'une méme l&amil
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R A e Analyse de la contribution des kallicréines
ERANEDIE-RATELALE tissulaires 6 et 12 a la physiopathologie
pulmonaire

R Noémie MICHEL Région
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Résumé

Les Kkallicréines tissulaires humaines (KLK) ont edenent émergé comme upe

famille de protéases a serine pouvant jouer uning®rtant dans la tumorigenése. Le but
cette étude a été de mieux comprendre comment Kdtkd K12 pourraient intervenir dan
la physiopathologie pulmonaire.

Nous avons démontré qu’une expression ectopiqu€L#® induisait la prolifération

de
S

des cellules A549 d’'une maniere dépendante de sivit@ enzymatique, une résistance a
'apoptose, ainsi qu’'une translocation nucléaire laeB-caténine. Nous avons également

montré une voie de signalisation impliquée danwddifération induite par KLK6 impliquan
PAR2, EGFR et ERK.

Nous avons identifié de nouveaux subtrats pour K2K les CCN. Nous avor

démontré que le clivage de CCN1 et CCN5 par KLKdftait leurs fixations avec le VEGFK

BMP2 et le TGR31.

Mots clés : kallicréines, cancer du poumon

Résumé en anglais

Recently, human tissue kallikreins (KLK) emergecasew family of serine proteas
which might play a major role in the tumorigenesitie project aims at determining t
contribution of KLK6 and 12 in lung pathophysiology

We showed that ectopic KLK6 promoted A549 cell {feoation in a protease activity-

dependant manner, inhibited cell apoptosis and ced-catenin nuclear translocatio
Furthermore, this study uncovered a signaling pathwediated by KLK6 in promotin
A549 cell proliferation trough activation of the RR-EGFR-ERK pathway.

We have also identified novel substrates of KLKth2, CCN family. We reported thg
KLK12-mediated proteolysis of CCN1 and CCN5 canuced or abolish the binding ¢
VEGF, BMP2, and TGIB1.
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