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RESUME

Spécificité enzymatique et régulation fonctionnelle de la matriptase-2, une protéase a
sérine transmembranaire de type Il essentielle a 'homéostasie du fer

par
Francois Béliveau
Département de pharmacologie

These présentée a la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de I'obtention du
dipléome de philosophice doctor (Ph.D.) en pharmacologie, Faculté de médecine et des
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4

Les protéases a sérine transmembranaires de type II (TTSP) forment une famille
d’enzymes protéolytiques nouvellement identifiée dont les roles physiologiques restent
encore peu connus. Ces enzymes seraient, entre autres, impliqués dans la formation des tissus
et leur dérégulation est reliée a de nombreux types de cancers. REcemment, une fonction
essentielle dans la régulation de 'homéostasie du fer a été attribuée a I'un de ses membres, la
matriptase-2 (TMPRSS6). Cet enzyme exerce ce role en controlant 'expression de I’hepcidine,
une hormone importante dans la régulation du fer. Afin de mieux comprendre cette fonction
de la matriptase-2, dans ce travail nous avons comparé ses propriétés enzymatiques a celles
de trois autres TTSP ainsi qu’analyser son mécanisme de régulation fonctionnel.

Nous démontrons que la matriptase-2 posséde des préférences de substrats distinctes.
Sa spécificité a été comparée a celles de la matriptase, de I’hepsine et de DESC1 en utilisant
des peptides-substrats a fluorescence séquestrée. La séquence des peptides utilisés est
basée sur la région P4 a P4’ de la séquence d’activation de la matriptase (RQAR|VVGG).
Les positions P4, P3, P2 et P1’ ont été substituées par des acides aminés de natures différentes
(non-polaire, aromatique, acide et basique) alors que la position P1 a été fixée a Arg. Des
quatre TTSP étudiées, la matriptase-2 est la plus permissive alors que la matriptase est la
plus discriminante. DESC1 possede une préférence similaire a celle de la matriptase, mais
avec une tendance pour les petits acides aminés non-polaires (Ala) en P1’. En présence de
serpines, seulement AT III démontre une activité d’inhibition robuste. La matriptase-2 ainsi
que 'hepsine et DESC1 sont aussi fortement inhibées en présence de PAI-1 et de o-AP. La
matriptase-2 est aussi la seule a présenter une inhibition par certains des substrats.

Nous démontrons aussi 'importance de la régulation de la matriptase-2 a la membrane
plasmique dans le contréle de I’expression de I'hepcidine. Nous rapportons que la matriptase-
2 subit une internalisation constitutive dans les cellules HEK293 transfectées ainsi que dans
deux lignées cellulaires hépatiques humaines, les HepG2 et les hépatocytes primaires, tous
les deux exprimant la matriptase-2 endogénement. La matriptase-2 marquée a la surface
cellulaire est internalisée puis détectée dans des vésicules contenant de la clathrine et la
protéine AP-2 pour ensuite se retrouver dans les endosomes précoces puis les lysosomes.
Linternalisation de la matriptase-2 dépend de résidus spécifiques situés dans la portion
amino-terminale de sa queue cytoplasmique, comme le démontre les résultats de la mutagé-
nese dirigée de ces résidus. Les cellules qui expriment ces mutants produisent des niveaux
significativement diminués d’hepcidine comparées a celles exprimant la forme sauvage car
les formes mutantes s’accumulent a la surface cellulaire et clivent davantage I’hémojuvéline.

Mots-clés : TTSP, protéase, matriptase-2, TMPRSS6, spécificité enzymatique, internalisation.
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INTRODUCTION

1.1 Les enzymes

Les enzymes sont les entités responsables de 'accélération des réactions chimiques,
la catalyse, nécessaire a la survie des cellules. Ceux-ci sont principalement des protéines
bien qu'’il en existe certains constitués d’ARN, les ribozymes (Talini, Branciamore et Gallori,
2011). Au cours d’'une réaction enzymatique, des molécules initiales, appelées substrats,
sont converties par I'enzyme en différentes molécules, appelées produits. La fonction et la
spécificité de I'enzyme dépendent de sa conformation tridimensionnelle, structure qui est
octroyée par la séquence en acides aminés de la protéine (structure primaire) (Anfinsen,
1973). Sa fonction catalytique est assurée seulement que par une petite portion de la protéine
(3—4 acides aminés) nommé site actif, qui permet de lier le substrat et d’effectuer la réaction
enzymatique (Alberts et al., 1994). Lorsque le substrat entre dans le site actif, celui-ci forme un
complexe enzyme-substrat de courte durée (Alberts et al., 1994). Lors de cette combinaison,
le site actif peut étre modifié lorsque le substrat interagit avec I'enzyme, créant ainsi un
ajustement induit. Etant donné que les enzymes sont des structures flexibles, le site actif
est continuellement remanié par I'interaction avec le substrat lorsque celui-ci interagit avec
I'enzyme (Alberts et al., 1994).

1.1.1 Laréaction enzymatique

Au cours de la réaction enzymatique, un enzyme (E) se lie a un substrat (S) pour former
un complexe enzyme-substrat (ES), complexe qui permettra de convertir le substrat en
produit (P) tout en libérant I'enzyme. Cette réaction peut étre représenté par I’équation 1.1.

k :
E+Sk~_iEsi“i&E+P (1.1)
-1
ou k1, k_1 et k.o SONt les constantes de vitesse des réactions et la double fleche entre S
et ES représente le fait que le complexe enzyme-substrat est un processus réversible.

1.1.1.1 Lacinétique de Michaelis-Menten

La cinétique de Michaelis-Menten (équation 1.2) permet de décrire la cinétique d'une
réaction catalysée par un enzyme agissant sur un substrat unique pour donner un produit
(Pelmont, 1995). Dans ce modele, lorsque la concentration en enzyme est trés faible par
rapport a la concentration en substrat, la vitesse de formation du produit est la suivante :

[S]
Ky + [9]

5]

= kcat [Et]K—MT[STJ

(1.2)

v = Vmar



oll v; est la vitesse initiale (vitesse en absence de produit) de la réaction enzymatique
pour une concentration de substrat [S]; V... estla vitesse initiale maximale mesurée pour
une concentration saturante de substrat; [S] est la concentration en substrat; K, est la
constante de Michaelis. La valeur de V;,,,; peut aussi étre exprimée par V,,,o; = kcat[E;] OU
k.ot €St la constante catalytique qui correspond au nombre maximal de mole de substrat
converti en produit par mole d’enzyme par seconde et [E;] la concentration d’enzyme total.
La valeur de K, est spécifique a 'enzyme et correspond a la concentration en substrat pour
laquelle la vitesse initiale de la réaction est égale a la moitié de la vitesse initiale maximale
(Umaz/2) (Pelmont, 1995). Elle refléte I'inverse de I'affinité de I’enzyme pour son substrat. Plus
elle est grande, moins bien le substrat se fixe a I'enzyme, donc I'affinité de I'enzyme pour
le substrat est faible. A I'inverse, plus la constante de Michaelis est petite, le substrat se fixe
davantage a I'enzyme, donc I'affinité de 'enzyme pour le substrat est élevée, ce qui signifie
que la vitesse de réaction approchera V;,,, plus rapidement. Le rapport k..:/Ks est une
mesure de l'efficacité catalytique (Pelmont, 1995). La figure 1.1 représente graphiquement ce
modele enzymatique.
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Cinétique de Michaelis-Menten

Exemple de la cinétique de Michaelis-Menten montrant la vitesse de réaction initiale en fonction de
la concentration en substrat pour une quantité fixe d’enzyme. V,,,,. correspond i la vitesse initiale
maximale mesurée pour une concentration saturante de substrat et K'»; correspond a la concentration
en substrat pour laquelle la vitesse initiale de la réaction est égale a la moitié de la vitesse initiale
maximale (V,,,,.).

1.1.2 Modulation de P'activité enzymatique

Lactivité catalytique des enzymes peut étre modulée a la hausse ou a la baisse afin
de réguler leur fonction. A cette fin, différents mécanismes existent, comme par exemple
I'influence du milieu, la présence de modulateurs allostériques ainsi que d’inhibiteurs.



1.1.2.1 Environnement de 'enzyme

Le milieu dans lequel se situe les enzymes a une influence importante sur leur activité
catalytique. Par exemple, une modification du potentiel hydrogeéne (pH) de son environ-
nement peut influencer considérablement son efficacité catalytique, comme le démontre
la figure 1.2. Cette figure met aussi en évidence que chaque enzyme posséde un potentiel
hydrogéne qui est optimal a sa fonction catalytique (Pelmont, 1995). Une variation du pH
a pour conséquence de modifier la charge des résidus basiques et acides des protéines, ce
qui causera un changement important de I'état de protonation des résidus nucléophiles
impliqués dans la catalyse. De telles modifications de charges peuvent aussi affecter la
structure tridimentionnelle de I’enzyme et par conséquent, empécher le substrat a accéder
correctement au site catalytique (Pelmont, 1995).
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Effet du potentiel hydrogéne (pH) sur 'activité enzymatique

Une modification du potentiel hydrogéne (pH) de I'environnement d'un enzyme influence son activité
catalytique.

1.1.2.2 Modulation allostérique

L'allostérie est une propriété d’'un enzyme qui permet la modulation de son action
catalytique. Elle se produit lorsque sa structure tertiaire ou quaternaire est transformée par
une molécule qui se fixe & un site différent de son site actif (Hacker, Sisay et Giitschow, 2011).
Elle implique au moins deux liaisons a I’enzyme, celle du substrat au niveau du site actif
ainsi que celle d’'un effecteur a un site dit allostérique ou a un exosite (Drag et Salvesen,
2010). Le site allostérique constitue une région de I'enzyme qui participe indirectement a la
reconnaissance et au clivage du substrat alors que I’exosite est responsable d’interactions
substrat-enzyme spécifiques. Le site allostérique augmente ou diminue la conversion du
substrat en produit par un changement conformationnel de 'enzyme alors que I'exosite
influence la vitesse de catalyse et parfois la spécificité de substrat d'une protéase donnée
(Drag et Salvesen, 2010). L'effecteur, tant qu’a lui, peut étre une petite molécule ou une
protéine qui se lie a I'enzyme ou alors une phosphorylation de '’enzyme par une kinase
(Laskowski, Gerick et Thornton, 2009).



1.1.2.3 Inhibiteurs

Les inhibiteurs sont des substances qui diminuent 'activité d'un enzyme en se liant
a celui-ci. lls exercent leur fonction principalement en occupant la place du substrat au
niveau de la pochette catalytique ou en la déformant en se liant a une région différente de
I'enzyme (inhibiteur allostérique) (Marangoni, 2003). La liaison d’un inhibiteur sur I’enzyme
peut se faire d’'une fagon réversible ou irréversible. Les inhibiteurs réversibles se lient de
fagon non covalente par des liaisons hydrogénes, des interactions hydrophobes et des liaisons
ioniques alors que les irréversibles se fixent en établissant une liaison covalente avec I’enzyme
(Marangoni, 2003).

Il existe différents types d’inhibiteurs réversibles dont les inhibiteurs compétitifs,
incompétitifs, non-compétitifs et mixtes. Parmi ceux-ci, les inhibiteurs compétitifs possédent
la capacité d’entrer en compétition avec le substrat au niveau de la pochette catalytique. Ces
inhibiteurs possedent généralement une structure comparable a celle du substrat (Marangoni,
2003). Certains ne sont pas des analogues du substrat et dans ce cas, ils ne se fixent pas au
site actif, mais sur un site différent de I’enzyme (inhibiteur allostérique). Dans le cas des
inhibiteurs incompétitifs, ceux-ci ne se fixent jamais a I'’enzyme libre mais seulement a
I’enzyme associée avec le substrat (ES), ce qui empéche la formation de produits (Marangoni,
2003). Cette liaison devient donc possible lorsque le substrat se lie sur ’'enzyme, ce qui
provoque une modification de sa structure qui permet de révéler un nouveau site de fixation
pour I'inhibiteur. Linhibiteur, en se liant, modifie la conformation du site actif et empéche
ainsi la réaction. Il existe aussi un cas particulier d’inhibition incompétitive, I'inhibition parle
substrat. Dans ce cas, deux molécules de substrat peuvent se lier a'enzyme, mais ne peuvent
pas étre transformées en produit (Copeland, 2000). Pour ce qui est des inhibiteurs non-
compétitifs, ceux-ci peuvent autant se lier a I'enzyme libre qu’au complexe enzyme-substrat,
et cela avec une méme affinité (Marangoni, 2003). Par contre, dans ce type d’inhibition,
I'inhibiteur et le substrat n'entrent jamais en compétition pour se fixer au méme site, le
substrat se lie au site actif alors que l'inhibiteur se fixe a un site distinct. La fixation de
I'inhibiteur cause une modification de la conformation du site actif et empéche ainsi la
transformation du substrat en produit sans toutefois influencer sur la reconnaissance entre
I’enzyme et le substrat. Finalement, les inhibiteurs mixtes peuvent se lier a I'enzyme au méme
moment que le substrat. Dans ce cas, la liaison de I'inhibiteur affecte la liaison du substrat et
vice versa (Marangoni, 2003). Bien que les inhibiteurs de ce type peuvent se lier au site actif,
ils causent généralement un effet allostérique en se liant a un site différent.

Pour ce qui est des inhibiteurs irréversibles, aussi appelés inhibiteurs suicides, ceux-ci
forment un complexe stable avec ’enzyme et I'inactive de facon permanente. L'inhibiteur
est reconnu par '’enzyme comme un substrat et entame son clivage. Durant cette étape,
I'inhibiteur se lie de fagon stable a I’enzyme par un lien covalent. Dans ce type d’inhibition,
I'inhibiteur peut soit agir sur le site catalytique de 'enzyme ou soit a un endroit distant. De



ces inhibiteurs irréversibles, les serpines constituent la plus grande et la plus distribuée des
familles d’inhibiteurs de protéases (Law et al., 2006). Des génes codant pour des serpines
ont été identifié chez tous les eucaryotes multicellulaires (Law et al., 2006). La majorité des
serpines inhibent les protéases a sérine, mais certaines inhibent aussi les caspases ainsi que
protéases a cystéine similaires a la papaine (Law et al., 2006).

1.1.3 Classification

En fonction du type de réaction qu’ils catalysent, les enzymes sont classés en six
principaux groupes : les oxydo-réductases (E.C.1), les transférases (E.C.2), les hydrolases
(E.C.3), les lyases (E.C.4), les isomérases (E.C.5) et les ligases ou synthétases (E.C.6) (Webb,
1992).

Parmi ces différents groupes, les hydrolases constituent une classe d’enzymes qui cata-
lysent les réactions d’hydrolyse de molécules en utilisant une molécule d’eau. Elles effectuent
des réactions du type A-B + H,O — A-OH + B-H. On y retrouve, entre autres, les estérases qui
hydrolysent les esters (R-CO-O|-R’), les protéases qui hydrolysent les liaisons peptidiques
(AA1-CO|lNH-AA2), les glucosidases qui hydrolysent les oligo- ou polysaccharides (sucre; -
Olsucre;,) et les phosphatases qui hydrolysent les produits phosphorés (ATP + H,O — ADP +
P). Les hydrolases se retrouvent notamment en abondance dans les lysosomes (Alberts et al.,
1994).

Les enzymes protéolytiques (protéases), sont les effecteurs d’un grand nombre d’évé-
nements biologiques autant dans la catalyse non-spécifique de la dégradation des protéines
que dans celle tres sélective responsable du controle d’événements physiologiques finement
régulés (Lopez-Otin et Bond, 2008).

1.2 Les protéases

A ce jour, 3 923 protéases distinctes ont été identifiées et séparées en différentes classes
en fonction de leur mécanisme catalytique (Rawlings, Morton et Barrett, 2006). Le mécanisme
catalytique de ces protéases implique la présence au niveau du site actif d'un acide aminé
spécifique essentiel a I'hydrolyse du peptide. En fonction de la classe, cet acide aminé peut
étre une sérine, une cystéine, un acide aspartique, un acide glutamique ou une thréonine
(Neurath, 1984). 11 existe aussi un cas particulier ou1 la catalyse nécessite la présence au site
actif d’'un ion métallique, les métalloprotéases (Neurath, 1984). De tous les types catalytiques,
les protéases a sérine constituent le type le plus répandu (43 %) suivi des métalloprotéases
(24 %), des protéases a cystéine (21 %) et des protéases a aspartate (8 %) (figure 1.3) (Rawlings,
Morton et Barrett, 2006). Avec I'arrivée du séquencage complet du génome, ce systéme de
classification s’est étendu par la nécessité d’englober tout le répertoire catalytique retrouvé



dans la nature (Page et Cera, 2008). Une nouvelle classification basée sur les similarités
statistiquement significatives dans la séquence et la structure de '’ensemble des enzymes
protéolytiques a été établie par Rawlings, Morton et Barrett (2006), une base de données
nommée MEROPS. Ce systéme de classification divise les protéases en clans (tableau 1.1),
sur la base de leur mécanisme catalytique, et en familles, sur la base d’ancétres communs
(Rawlings, Morton et Barrett, 2006). Présentement, les protéases sont classées a I'intérieur de
59 clans se divisant en 230 familles différentes (MEROPS 9.6).
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Figure 1.3
Répartition des protéases en fonction de leur type catalytique

Les protéases se répartissent en sept différents types catalytiques en fonction de la présence au niveau
du site actif d'un acide aminé spécifique essentiel a leur action hydrolytique (Rawlings, Morton et
Barrett, 2006).

1.2.1 Nomenclature de Schechter et Berger

Les protéases possédent une spécificité variable envers leur substrat en fonction de
la capacité de 'enzyme a accommoder les chaines latérales du substrat au niveau de son
site actif. Cette capacité est octroyée par des sous-sites de spécificité qui sont capables
d’accommoder la chaine latérale d'un seul acide aminé du substrat (Schechter et Berger,
1967). Afin de décrire la spécificité des protéases, Schechter et Berger (1967) ont proposé un
modeéle conceptuel (figure 1.4) dans lequel les résidus du substrat sont numérotés a partir du
site de clivage, P1, P2...Pn en direction de la région N-terminale et P1’, P2’...Pn’ en direction
C-terminale. Les sous-sites de la protéase qui les accommodent sont numérotés S1, S2...Sn et
S1’, §2'...Sn’ respectivement. -

1.2.2 Les protéases a sérine

Les protéases a sérine constituent le type catalytique le plus répandu avec 43 % de
toutes les protéases (Rawlings, Morton et Barrett, 2006) et sont retrouvées de fagon ubiquitaire



Tableau 1.1

Ensemble des différents clans de protéases

Clan Protéase type Clan Protéase type

Clans des protéases a aspartate

AA Pepsine A (Homo sapiens) AE Peptidase gpr (Bacillus megaterium)
AC Peptidase signale II (E. coli) AF Omptine (E. coli)
AD Préséniline 1 (Homo sapiens)

Clans des protéases a cystéine

CA Papaine (Carica papaya) CL Sortase A (Staphylococcus aureus)

CDh Caspase-1 (Homo sapiens) CM Hépatite C peptidase 2 (B. megaterium)
CE Adénaine (Adénovirus humain de type 2) CN Peptidase nsP2 du virus sindbis

CF PGP-1 (B. amyloliquefaciens) CcO Dpp VI (B. sphaericus)

Clans des protéases a glutamate

GA Peptidase scytalidoglutamique (S. lignico- GB Protéine GP12 (bactériophage phi-29)
lum)

Clans des métalloprotéases

MA  Thermolysine (B. thermoproteolyticus) MJ Dipeptidase membranaire (Homo sapiens)

MC  Carboxypeptidase Al (Homo sapiens) MK O-sialoglycoprotéine peptidase (M. haemo-
lytica)

MD  Zn DD-peptidase (S. albus) MM  S2P peptidase (Homo sapiens)

ME Pitrilysine (E. coli) MN  D-aminopeptidase DppA (Bacillus subtilis)

MF Leucyle aminopeptidase (Bos taurus) MO  Béta-lytic métallopeptidase (A. lyticus)

MG  Méthionyle aminopeptidase 1 (E. coli) MP Pohl peptidase (Saccharomyces cerevisiae)

MH  Aminopeptidase Apl (Vibrio proteolyticus) MQ  Aminopeptidase T (Thermus aquaticus)

Clans des lyases a asparagine

NA Nodavirus peptidase (Nodavirus) ND Précurseur de Tsh (E. coli)
NB Protéine YscU (Y. pseudotuberculosis) NE Picobirnavirus peptidase {(Picobirnavirus)
NC Réovirus peptidase 1 (Orthoréovirus)

Clans des protéases de type catalytique mixte (cystéine, sérine, thréonine)

PA Chymotrypsine A (Bos taurus) PC Dipeptidase E (Salmonella enterica)
PB Amidophosphoribosyltransférase (H. sa- PD Protéine hedgehog (D. melanogaster)
piens)

Clans des protéases a sérine

SB Subtilisine Carlsberg (B. licheniformis) SK Peptidase Clp (type 1) (E. coli)

SC Sérine carboxypeptidase D (T. aestivum) SP Nucléoporine 145 (Homo sapiens)

SE DD-carboxypeptidase B (S. lividans) SQ DmpA aminopeptidase (O. anthropi)

SF Protéine UmuD (E. coli) SR Lactoferrine (Homo sapiens)

SH Cytomégalovirus assembline (Herpesvirus)  SS Muréine carboxypeptidase (P aeruginosa)

S] Lon-A peptidase (E. coli) ST Rhomboide-1 (Drosophila melanogaster)
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Figure 1.4
Nomenclature de Schechter et Berger

Un substrat est clivé par la rupture d’un lien peptidique par I'enzyme. A partir du site de clivage, les
acides aminés du substrat sont identifiés P1, P2...Pn en direction N-terminale et ceux en direction
C-terminale, P1’, P2’....Pn’. Les sous-sites de la protéase qui accommodent les chaines latérales des
acides aminés du substrat sont numérotés S1, S2...Sn et S1’, S2’...Sn’ en suivant Ia méme nomenclature.

autant chez les procaryotes que chez les eucaryotes (Hedstrom, 2002). Elles sont caractérisées
par leur capacité a cliver des liens peptidiques a l'intérieur de protéines en utilisant une
sérine comme acide aminé nucléophilique au niveau de leur site actif. En fonction de leur
structure tridimensionnelle, elles se divisent en deux grandes catégories : celles ressemblant
a la chymotrypsine et celles ressemblant a la subtilisine (Madala ez al., 2010). Chez I'humain,
elles sont responsables de plusieurs fonctions physiologiques tels la digestion, la réponse
immunitaire, la coagulation du sang et la reproduction (Hedstrom, 2002).

Dans la classification MEROPS, elles sont groupées en 15 clans se divisant en 49
familles distinctes (Rawlings, Morton et Barrett, 2006). Cependant, il existe des différences
significatives dans la distribution de chacun des clans a travers les espéces. Par exemple, les
protéases du clan PA sont trés abondant chez les eucaryotes, mais rare dans le génome des
procaryotes et des plantes. Chez les vertébrés, de nombreuses protéases du clan PA y sont
retrouvées et celles-ci sont responsables d'une variété de processus extracellulaires.

1.2.2.1 Mécanisme catalytique

Le mécanisme catalytique des protéases a sérine est assuré par une triade catalytique.
Celle-ci se situe a I'intérieur du site actif de I’enzyme, endroit ot la catalyse se produit. A
quelques exceptions pres, cette triade est conservée chez I'ensemble des protéases a sérine.
Elle est constituée d’'une histidine (His), d’'une sérine (Ser) et d'un acide aspartique (Asp).
Bien que ces trois résidus soit éloignés les uns des autres au niveau de la séquence en acides
aminés de I'enzyme, le repliement de la protéine fait en sorte qu'’ils se retrouvent a proximité
au sein du site actif. Chacun de ces résidus se retrouve a jouer un role essentiel dans I’action
catalytique de I'’enzyme (Neitzel, 2010).



Lors de la protéolyse, une série de mécanismes ordonnés se produit et provoque la
génération de plusieurs intermédiaires. D’abord, le substrat polypeptidique se lie au niveau
du site actif de la protéase de facon a ce que le carbone du groupement carbonyle du
lien scissile soit positionné a proximité de la sérine nucléophilique (figure 1.5-1). L'azote
de I'histidine accepte I'hydrogéne provenant du groupe —OH de la sérine, ce qui permet
la création d'un lien entre I'oxygéne de la chaine latérale de la sérine et le carbone du
groupement carbonyle. Cette nouvelle liaison provoque le déplacement de la paire d’électrons
provenant du double lien entre le carbone et I'oxygéne du groupement carbonyle vers
I'oxygéne du groupement, ce qui forme l'intermédiaire tétraédrique (figure 1.5-2). Ensuite,
afin de rétablir la charge neutre de 'histidine, il y a transfert d'un proton de 'histidine a I'azote
de la liaison peptidique (figure 1.5-3). Les électrons qui s’étaient déplacés vers |’oxygeéne du
groupement carbonyle se redéploient pour recréer la double liaison (figure 1.5-4), ce qui
permet le clivage du lien peptidique et la libération du produit en position amino-terminale
(figure 1.5-5). A ce point, une molécule d’eau attaque le carbone du groupement carbonyle,
ce qui cause un déplacement des électrons du double lien vers I'oxygene, ce qui lui procure
une charge négative (figure 1.5-6). Lensemble de cette réaction est coordonné par 'azote de
I'histidine, qui accepte un proton provenant de la molécule d’eau et permet la formation d'un
second intermédiaire tétraédrique. Dans la réaction finale, le lien créé lors de la premieére
étape entre la sérine de la triade catalytique et le carbone du groupement carbonyle se
déplace pour attaquer ’hydrogene que I'histidine vient tout juste d’acquérir (figure 1.5-7).
Le carbone du groupement carbonyle, maintenant déficient en électron, reforme un lien
double avec l'oxygene, ce qui a pour conséquence d’expulser la partie carboxy-terminale
du peptide (figure 1.5-8) (Neitzel, 2010). Au cours de cette réaction, ’acide aspartique de la
triade catalytique permet d’orienter adéquatement I'histidine relativement a la sérine (Polgar,
2005).

1.2.2.2 Spécificité enzymatique

Les protéases a sérine qui possedent une structure semblable a la chymotrypsine
sont caractérisées par une conformation tridimensionnelle distinctive consistant en deux
domaines barils-béta qui convergent au niveau du site actif. Ces enzymes peuvent ensuite étre
classés par leur spécificité envers leurs substrats en trois types distincts : ceux ressemblant a
la trypsine, a la chymotrypsine ou aI'élastase (Ovaere et al., 2009). Les protéases semblables a
la trypsine clivent des liaisons peptidiques aprés un acide aminé chargé positivement (Lys ou
Arg) (Evnin, Vasquez et Craik, 1990). Le résidu situé a la base de la pochette S1 de 'enzyme,
généralement un acide aspartique ou glutamique chargé négativement, est responsable
de cette spécificité (Evnin, Vasquez et Craik, 1990). Pour les protéases semblables a la
chymotrypsine, leur spécificité est davantage pour des résidus hydrophobiques de grandeur
moyenne ou large comme la tyrosine, la phénylalanine et la leucine car leur pochette S1
est davantage hydrophobique que celle des protéases semblables a la trypsine (Hung et
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Mécanisme catalytique des protéases a sérine

(1) Un substrat entre dans le site actif a proximité de la sérine de la triade catalytique. (2) L'azote
de I'histidine accepte I'hydrogéne du groupe —OH de la sérine et favorise la création d’un lien entre
I'oxygéne de la sérine et le carbone du groupement carbonyle. Cette action conduit au déplacement
vers ]'oxygéne de la paire d’électrons provenant du double lien du groupement carbonyle. (3) Un
proton est ensuite transféré de 'histidine a I'azote de la liaison peptidique afin de rétablir la charge
neutre de I'histidine. (4) Les électrons de I'oxygéne du groupement carbonyle se redéploient pour
recréer la double liaison, ce qui permet le clivage du lien peptidique et la libération du produit en
position amino-terminale (5). (6) Une molécule d’eau attaque le carbone du groupement carbonyle et
provoque le déplacement des électrons du double lien vers !'oxygéne, réaction coordonnée par I'azote
de l'histidine qui accepte un proton provenant de la molécule d’eau. (7) Le lien entre la sérine de la
triade catalytique et le carbone du groupement carbonyle se déplace pour attaquer I'hydrogéne que
I'histidine vient tout juste d’acquérir. Le carbone du groupement carbonyle, maintenant déficient
en électron, reforme un lien double avec I'oxygéne, ce qui a pour conséquence d’expulser la partie
carboxy-terminale du peptide (8).
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Hedstrom, 1998). Finalement, les protéases semblables a I'élastase possédent une pochette
S1 plus petite que les protéases ressemblant a la trypsine ou a la chymotrypsine, ce qui
favorise une préférence pour des acides aminés de petite dimension comme l’alanine, la
glycine et la valine (Hung et Hedstrom, 1998).

Les protéases a sérine qui possédent une structure semblable a la subtilisine sont
retrouvées uniquement chez les procaryotes (Bryant et al., 2009). Elles sont structurellement
non reliés a celles semblables a la chymotrypsine, mais elles utilisent le méme type de triade
catalytique au niveau de leur site catalytique. Cependant, ces protéases ne possédent aucune
spécificité enzymatique, elles sont davantage des enzymes spécialisées dans la dégradation
des protéines (Bryant et al., 2009).

1.2.2.3 Les protéases a sérine de la famille S1

Les protéases a sérine appartenant au clan PA font parties de I'un des groupes d’en-
zymes les mieux décrits (Page et Cera, 2008). Ce clan contient des protéases a sérine et a
cystéine possédant uniquement une activité endopeptidase. La majorité des protéases de
ce clan sont cependant des protéases a sérine et font parties de la famille S1. Cette famille,
qui regroupe des protéases ressemblant a la chymotrypsine, est la plus large de toutes les
familles de protéases, autant par le nombre de protéines ayant été séquencées que par la
diversité de leur activité catalytique (Rawlings et Barrett, 1993). Les enzymes de cette famille
possedent la triade catalytique His, Asp et Ser. Trois principaux types d’activité existent dans
cette famille : celle ressemblant a la trypsine, a la chymotrypsine et a I'élastase.

La famille S1 se divise en six sous-familles de protéases a sérine (S1A-S1F) qui sont
phylogénétiquement distinctes, mais qui partagent une structure commune. Chacune de
ces sous-familles posséde une protéase modele : la chymotrypsine A pour S1A, la gluta-
myle peptidase pour S1B, la DegP peptidase pour S1C, la lysyle peptidase pour S1D, la
streptogrisine A pour S1E et la protéase a sérine de ’astrovirus pour S1E De toutes ces sous-
familles, S1A est celle la plus représentée, elle inclut plus de 67 % des protéases de la famille
S1. Les protéases de S1A sont impliquées dans une variété de processus extracellulaires et
présentent une distribution qui est restreinte dans les plantes, les procaryotes et les archées
(Page et Cera, 2008). Ces protéases controlent une variété de processus cellulaires en clivant
sélectivement différents substrats afin d’'influencer le comportement de la cellule (Ramsay
et al., 2009). Par exemple, elles sont impliquées dans les processus de coagulation du sang
(thrombine), de la digestion (trypsine) et de la cicatrisation (plasmine) (Ramsay et al., 2009).
Elles ont été principalement identifiées en tant qu'enzymes sécrétés, mais I'identification et la
caractérisation de I'un de ses membres qui posséde un domaine transmembranaire, I'hepsine
(Leytus et al., 1988), a provoqué I'émergence d’un groupe de protéases structurellement
distinctes, les protéases a sérine ancrées a la membrane cellulaire (Ramsay et al., 2009).



12

1.2.2.4 Les protéases a sérine ancrées a la membrane cellulaire

Les protéases a sérine ancrées a la surface cellulaire difféerent des enzymes sécrétés
au niveau de leurs fonctions biologiques. En effet, au lieu d’exercer leur role catalytique
dans une région distante dans le milieu extracellulaire, ces enzymes catalysent des réactions
directement a la membrane plasmique (Netzel-Arnett et al., 2003). La présence de protéases
a cet endroit a été identifiée comme jouant un rble essentiel dans I'interaction des cellules
avec leur environnement (Ramsay et al., 2009) en régulant différents processus dont la
transduction des stimuli extracellulaires a travers la membrane, la relache de facteurs de
croissance ainsi que l'interaction avec les cellules avoisinantes et les protéines de la matrice
extracellulaire (Netzel-Arnett et al., 2003). Ces enzymes ont la propriété d’étre ancrés a
la surface cellulaire a 'aide d’'une extension hydrophobe située dans leur région carboxy-
(transmembranaire de type I) ou amino-terminale (transmembranaire de type II) qui permet
une orientation extracellulaire du domaine catalytique (Ramsay et al., 2009). Un autre type
d’ancrage a la surface cellulaire, qui ne nécessite aucune région transmembranaire, se
fait par un lien glycosylphosphatidylinositol (GPI). De ces différents types de protéases
transmembranaires, celles de type II sont les plus répandues avec 17 membres identifiées
chez I’humain (Szabo et Bugge, 2011).

1.3 Les protéases a sérine transmembranaires de type 11

L’analyse au début du nouveau millénaire des bases de données du génome et des
séquences exprimées a permis d’identifier une nouvelle famille de protéases a sérine
transmembranaires de type II (TTSP type Il transmembrane serine proteases) (Hooper et al.,
2001). Les principales caractéristiques de ces enzymes sont la présence d'une courte région
cytoplasmique et d'un domaine transmembranaire dans leur région amino-terminale et
d'un ectodomaine complexe qui peut contenir un assortiment de un a dix domaines de neuf
types différents dont un domaine protéase a sérine de type chymotrypsine (S1A) en position
carboxy-terminale (figure 1.6) (Szabo et al., 2003).

1.3.1 Classification

Chez I'humain, les 17 TTSP identifiées se divisent en quatre sous-familles en fonction
de 'analyse phylogénétique de leur domaine protéase a sérine, de la composition de leur
ectodomaine et de la localisation chromosomique de leur géne (figure 1.6 et tableau 1.2)
(Szabo er al., 2003). Ces sous-familles sont celles des HAT/DESC, hepsine/TMPRSS, des
matriptases et de la corine.

Outre d’'un domaine catalytique protéase a sérine, leur ectodomaine est composé d’'un
agencement de six domaines différents : SEA (sea urchin sperm protein/enteropeptidase/agrin),
SRCR (scavenger receptor cysteine-rich), LDLRA (low-density lipoprotein receptor class A), CUB
(Cls/Clr, urchin embryonic growth factor, bone morphogenetic protein-1), MAM (meprin/A5
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Représentation schématique des 17 TTSP humaines
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Représentation schématique des domaines des 17 TTSP humaines. Les protéases sont divisées en sous-
familles en se basant surI'analyse phylogénétique de leur domaine protéase a sérine, de la composition
de leur ectodomaine et de la localisation chromosomique de leur géne. Lidentification des domaines
est basée sur les prédictions de la base de données UniProtKB/Swiss-Prot (http ://www.uniprot.org)

ainsi que sur la littérature publiée. Les nombres représentent les limites des différents domaines.
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Liste des TTSP humaines

TTSP Noms alternatifs® Nom gene Distribution cellulaire®

Sous-famille HAT/DESC

HAT TMPRSS11D TMPRSS11D  cer, bro, oes, pro, pe, ig, me, es,
tes, la, tr, ves

DESC1 TMPRSSI1E TMPRSS11E  epd, pro, pe, gs, tes, la

HATL1 TMPRSS11A, HESP, ECRG1 TMPRSS11A  nd.

HATLA4 TMPRSS11F TMPRSS11IF  nd.

HATLS TMPRSS11B TMPRSSIIB  nd.

Sous-famille Hepsin/TMPRSS

TMPRSS2 PRSS10 TMPRSS2 co, rn, fo, pou, pa, pro, tr

TMPRSS3 TADG-12 TMPRSS3 0, €oc, coe, rn, fo, pouy, ova, pa,
pl, pro, ig, rat, tes, thm

TMPRSS4 MT-SP2, CAPH2 TMPRSS4 ves, Co, 0es, In, ig, es

Entéropeptidase TMPRSS15, entérokinase, PRSS7 TMPRSS15 duo

MSPL TMPRSS13 TMPRSS13 pou, pa, pl, pro

Spinesine TMPRSS5 TMPRSS5 cer, me

Hepsine TMPRSS1 TMPRSS1 rn, fo, pou, pa, hyp, pro, thm, thr

Sous-famille Matriptase

Matriptase MT-SP1, prostamine, PRSS14, ST14 bro, co, epd, oes, veb, ori, fp, rn,

TADG-15 gmm, mon, cn, tpf, pl, pro, gs, ig,

pe, es, vs, de, la, tr, thm, ves, ur,
ut

Matriptase-2 TMPRSS6 TMPRSS6 rn, fo, cn, ut

Matriptase-3 TMPRSS7? TMPRSS7 cer, epd, yeu, ova, pro, gs, pe, tes,
ut

Polysérase-1 TMPRSS9 TMPRSS9 cer, coe, rn, fo, pl, msq

Sous-famille Corine

Corine TMPRSS10, Heart-specific serine TMPRSS10 0s, coe

proteinase ATC2, Pro-ANP-

converting enzyme

4 Selon UniProt (Consortium, 2012). ? Niveaux d’ARNm confirmés expérimentalement dans différents tissus. Les

expressions les plus fortes sont marquées en gras. bro, bronchioles ; cer, cerveau; cn, cavité nasale; co, colon;
coc, cochlée; coe, cceur; de, dents ; duo, duodénum; epd, épididyme ; es, estomac; fo, foie; fp, follicules pileux;
gmm, glandes mammaires; gs, glandes salivaires; hyp, hypophyse; ig, intestin gréle; la, langue ; me, moelle

épiniére ; mon, monocytes ; msq, muscles squelettiques ; oes, cesophage ; ori, oreille interne ; os, os; ova, ovaires;
pa, pancréas ; pe, peau ; pl, placenta; pou, poumon; pro, prostate ; rat, rate ; rn, reins; tes, testicules ; thm, thymus;
thr, thyroide; tpf, trompes de Fallope; tr, trachée; ur, urétre; ut, utérus; veb, vésicule biliaire; ves, vessie; vs,
vésicules séminales; yeu, yeux; n.d., non disponible. Adapté de Szabo et Bugge (2008).
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antigen/receptor protein phosphatase mu) et frizzled (figure 1.6). Bien que le role du domaine
SEA présent chez les TTSP ne soit pas connu, ce domaine est généralement associé a
des protéines hautement glycosylées qui contiennent des glucides liés par des liaisons O-
glycosidiques tel le sulfate d’héparane (Bork et Patthy, 1995). Ceux-ci pourraient réguler ou
assister a la liaison avec les groupes fonctionnels de glucides présents sur des protéines
de leur voisinage (Bork et Patthy, 1995). Ces domaines sont aussi retrouvés clivés chez
de nombreuses protéines transmembranaires (Abe, Fukuzawa et Hirose, 2002) pouvant
générer une alliance ligand-récepteur lorsque les sous-unités clivées se réassocient pour
conduire a une cascade signalétique (Wreschner et al., 2002). Dans le cas du domaine SRCR,
sa fonction biologique précise reste a étre déterminée, mais des évidences suggérent qu’il
pourrait permettre des interactions protéine-protéine, homo- ou hétérotypiques, ainsi que
la reconnaissance des motifs moléculaires associés aux pathogenes (PAMP) dans la défense
immunitaire (Martinez et al., 2011). Pour ce qui est des domaines LDLRA, ce sont des
domaines riches en cystéines d’environ 40 acides aminés et qui possedent un motif conservé
D/NXSDE dans lequel les résidus acide aspartique et acide glutamique sont impliqués
dans la liaison du calcium. Ces domaines sembleraient jouer des roles dans la liaison,
I'internalisation et la maturation des protéines qui possedent ces domaines (Horn et al.,
1998; Cam et Bu, 2006; Parkyn et al., 2008). Les domaines CUB sont presque exclusivement
retrouvés chez des protéines extracellulaires ou associées a la membrane cellulaire (Bork et
Beckmann, 1993). Ces domaines sont impliqués dans 'adhésion intermoléculaire (Bork et
Beckmann, 1993). Par exemple, il a été démontré que la cubuline, qui contient 27 domaines
CUB, peut se lier a la transferrine, a 'hémoglobine, au facteur intrinseéque de la vitamine
B2, al'apolipoprotéine A et a 'HDL (high-density lipoprotein) (Amsellem et al., 2010). Les
domaines MAM sont retrouvés dans la région extracellulaire de diverses protéines (Beckmann
et Bork, 1993) et sembleraient posséder une fonction adhésive en permettant la formation de
complexes homomériques (Ishmael et al., 2001). Les domaines frizzled, eux, sont retrouvés
chez des protéines qui fonctionnent comme récepteur de surface cellulaire pour les Wnt,
des protéines qui activent diverses voies de signalisation impliquées dans le développement
embryogénique, la différenciation et la polarité cellulaire (Logan et Nusse, 2004). Ce domaine
riche en cystéines est présent dans la région extracellulaire de ces protéines et est impliqué
dans la liaison avec Wnt (Bhanot et al., 1996; Lin et al., 1997).

La plus grande sous-famille de TTSP est celle des HAT/DESC. Celle-ci comprend
HAT (human airway trypsin-like protease), DESC1 (differentially expressed in squamous
cell carcinoma-1), HATL (HAT-like) -1, -4 et -5. De toutes les TTSP, les membres de cette
sous-famille présentent le plus simple ectodomaine en possédant seulement un domaine
SEA unique. Tous les geénes qui codent pour les membres de cette sous-famille sont situés
dans un méme regroupement de génes, autant chez la souris que chez I’humain, ce qui
suggere qu'’ils originent de la duplication d’un géne ancestral commun (Hobson et al., 2004).
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La sous-famille hepsine/TMPRSS se compose de sept membres comprenant '’hepsine,
TMPRSS2, TMPRSS3, TMPRSS4, la spinesine, MSPL et I'entéropeptidase. Tous possédent dans
leur ectodomaine un domaine SRCR seul (spinesine et hepsine) ou précédé par un domaine
LDLRA pour TMPRSS2, TMPRSS3, TMPRSS4 et MSPL. Lentéropeptidase fait exception, elle
posséde un ensemble de domaine SEA, LDLRA, CUB et MAM.

La sous-famille des matriptases posséde quatre membres trés similaires, la matriptase,
la matriptase-2, la matriptase-3 ainsi qu'une protéine ayant une configuration de I'’ectodo-
maine différente, la polysérase-1. Les matriptases possédent un domaine SEA, deux CUB
et deux (matriptase-3), trois (matriptase-2) ou quatre (matriptase) domaines LDLRA dans
leur ectodomaine. La polysérase-1 est constituée d’'un domaine LDLRA, deux domaines
catalytiques actifs et un inactif.

La sous-famille de la corine est la seule a posséder qu'un seul membre. La corine différe
des autres TTSP par son ectodomaine composé de deux domaines frizzled, sept domaines
LDLRA et un domaine SRCR ainsi que par son domaine catalytique, qui est davantage relié a
des protéases a sérine sécrétées (Netzel-Arnett et al., 2003), ce qui laisse croire que les TTSP
peuvent avoir évoluer a partir d’au moins deux génes ancestraux différents par évolution
convergente (Szabo et Bugge, 2008).

1.3.2 Propriétés biochimiques

Les TTSP sont synthétisés d’abord sous la forme d'une chaine simple catalytiquement
inactive (zymogene). Cette forme nécessite une activation par un clivage suivant un résidu
basique (Arg ou Lys) présent dans un motif d’activation précédant immédiatement le
domaine catalytique (figure 1.7). Le domaine catalytique reste associé a la membrane suite
al'activation a I'aide d'un pont disulfure qui relie le prodomaine et le domaine catalytique
(Hooper et al., 2001). Plusieurs TTSP, dont la matriptase (Takeuchi et al., 2000), la matriptase-
2 (Velasco et al.,, 2002), 'hepsine (Qiu et al., 2007), TMPRSS2 (Afar et al., 2001), TMPRSS3
(Guipponi et al., 2002), TMPRSS4 (Andreasen et al., 2006) et la neurobine (souris) (Stallmach et
Gloor, 2008) possédent la caractéristique de s’autoactiver in vitro. Cela suggere que plusieurs
TTSP peuvent fonctionner comme initiateur de cascades protéolytiques. Ce mécanisme
d’autoactivation n’est pas identifié, mais impliquerait potentiellement I'oligomérisation (Lee
et al., 2007; Bugge, Antalis et Wu, 2009).

Les différents domaines des TTSPs peuvent aussi étre impliqués dans leur biosynthése.
En effet, la présence de la queue cytoplasmique pourrait contribuer au routage des TTSP
a la membrane plasmique. En effet, certaines TTSP contiennent des sites consensus de
phosphorylation dans leur région cytoplasmique qui pourraient avoir un impact sur leur
régulation. Pour ce qui est des domaines extracellulaires, ceux-ci semblent étre critiques pour
la localisation cellulaire, l'activation, I'inhibition et la spécificité de substrat (Szabo et Bugge,



17

2008). Par exemple, la capacité de la corine a convertir le pro-ANP en ANP est dépendante du
domaine frizzled et des domaines LDLRA 1 4 4 (Knappe et al., 2003). La matriptase ainsi que
I'entéropeptidase subissent aussi un clivage protéolytique au niveau de leur domaine SEA.
Ce clivage se produirait par une hydrolyse spontanée causée par un stress conformationnel,
ce qui suggere la présence de ce processus chez tous les TTSP possédant ce domaine (Szabo
et Bugge, 2008). De plus, le relargage de '’ectodomaine des TTSP de la surface cellulaire est
fréquent, ce qui constitue un mécanisme par lequel les TTSP peuvent exercer leur activité
protéolytique dans |'espace péricellulaire (Szabo et Bugge, 2008).

L’activité catalytique des TTSP est régulée par des inhibiteurs de protéases endogenes,
plus spécifiquement les inhibiteurs contenant un domaine Kunitz et les serpines. Par exemple,
HAI-1, un inhibiteur transmembranaire de type Kunitz, est impliqué dans I'inhibition de la
matriptase (Lin et al., 1999) et de I'hepsine (Kirchhofer et al., 2005) et la matriptase est aussi
retrouvée dans le lait humain en complexe avec des serpines sécrétées dont I’antithrombine
ITI, 'y -antitrypsine et 'a -antiplasmine (Tseng et al., 2008).

1.3.3 Fonctions physiologiques

Bien que trés peu de fonctions aient ét€ identifiées pour les TTSP, certaines évidences
suggerent qu’elles joueraient des roles importants dans une variété de fonctions biologiques.

La toute premiere fonction identifiée pour une TTSP a été attribuée a I'entéropeptidase.
Cet enzyme est un élément essentiel au processus de digestion (Kunitz, 1939). Elle est
exprimée dans la membrane de la bordure en brosse du duodénum, endroit ot elle convertit
le trypsinogene pancréatique en trypsine. Cette fonction est essentielle a l'initiation des
réactions protéolytiques des enzymes digestives dans l'intestin gréle (Bugge, Antalis et Wu,
2009).

Les tissus épithéliaux expriment une grande variété de TTSP dont la HAT, TMPRSS2 et
la matriptase. La présence de ces enzymes semble assurer '’homéostasie de ces tissus. HAT
est exprimée dans I’épithélium de la voie respiratoire et permettrait d’accomplir plusieurs
fonctions dont la fibrigénolyse, la réponse inflammatoire via I'activation du récepteur couplé
aux protéines G (RCPG) PAR-2 (protease activated receptor 2) et 'adhérence et motilité
cellulaire par le clivage du récepteur de I'urokinase (UPAR, urokinase-type plasminogen
activator receptor) (Chokki et al., 2005; Szabo et al., 2008; Kato et al., 2012). TMPRSS2 a été
identifié comme régulateur du courant sodique épithélial au niveau du poumon en clivant
le canal sodique épithélial (Kim et al., 2006) et au niveau de la réponse inflammatoire de la
prostate via le clivage de PAR-2 (Donaldson et al., 2002). Finalement, la matriptase jouerait
un role important dans la différenciation épidermale terminale, la formation de la barriére
épidermale et le développement des follicules pileux (Bugge, Antalis et Wu, 2009; Désilets
et al., 2008).
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Figure 1.7
Biosynthése des TTSP

Représentation schématique de la biosynthese de la matriptase. La matriptase est synthétisée sous
une forme zymogene inactive. Un clivage au niveau du domaine SEA (Gly'*®) se produit dans la voie de
sécrétion (1). Lenzyme est par la suite activée par un clivage autocatalytique (Arg®'?) (2). La matriptase
est finalement relarguée de la surface cellulaire (4).
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La corine est aussi un élément important dans la régulation du volume et de la pression
sanguine (Jiang et al., 2011). En effet, la corine est responsable de la conversion du proANP en
sa forme active, '’ANP (Atrial natriuretic peptide) (Yan et al., 2000). Cette hormone, sécrétée
par les cardiomyocytes atriaux, favorise la production d’urine, I'excrétion du sodium ainsi
que la dilatation des vaisseaux sanguins (Yan et al., 2000).

La matriptase-2, quant a elle, a tout récemment été associée a un réle important dans
la régulation du fer. La section 1.4 traitera de ce role.

1.3.4 Implications pathologiques

Certaines TTSP jouent des roles importants dans le développement de certaines patho-
logies. Ces dernieres incluent, entre autres, la progression de la tumorigénese, ’activation
des virus de I'influenza, la surdité et 'anémie.

1.3.4.1 Progression de la tumorigenése

La croissance tumorale puis la formation de métastases sont initiées et maintenues
par différentes voies de signalisation qui controlent la dynamique du cytosquelette dans les
cellules tumorales ainsi que par la dégradation des jonctions intercellulaires et de la matrice
extracellulaire (Friedl et Alexander, 2011). La capacité dégradative de ces cellules est favorisée
par l'exploitation de l'activité de protéases dérégulées. Plusieurs TTSP dont la matriptase, la
matriptase-2, I'hepsine, TMPRSS2, TMPRSS3, TMPRSS4 et DESC1 sont dérégulées dans de
nombreuses cellules tumorales (Choi et al., 2009; Webb et al., 2011).

La matriptase est retrouvée en surexpression dans différents types de tumeurs épithé-
liales, comme ceux du sein, du cblon, du foie, du poumon, du mésothélium, des ovaires et
de la protate et est considérée comme un biomarqueur potentiel pour le diagnostique et
le prognostique (Uhland, 2006; Szabo et Bugge, 2008; List, 2009; Jin et al., 2006a; Tanimoto
etal., 2005; Kobel et al., 2008; Tsai et al., 2008). La matriptase serait capable de promouvoir le
développement et la progression du cancer en activant le précurseur de I'uPA (urokinase-type
plasminogen activator) et de 'HGF (hepatocyte growth factor), tous les deux impliqués dans la
promotion de la croissance tumorale invasive (Takeuchi ez al., 2000; Lee, Dickson et Lin, 2000;
Uhland, 2006). De plus, la matriptase pourrait favoriser I'invasion tissulaire en modulant
I’adhésion cellulaire par la dégradation de composantes de la matrice extracellulaire (Jin
et al., 2006b) et en activant PAR-2, un régulateur de I'inflammation et de I'adhésion cellulaire
(Bocheva et al., 2009).

Une altération de I'expression de la matriptase-2 dans le cancer a été reportée dans
plusieurs études. Certaines ont démontré que les niveaux d’expression de la matriptase-2
étaient augmentés chez des cellules tumorales (Odet, Verot et Magueresse-Battistoni, 2006)
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et dans le carcinome des cellules canalaires du sein (Overall et al., 2004). Par contre, d’autres
études ont démontré qu'une augmentation de 'expression de la matriptase-2 réduit le
pouvoir invasif ainsi que la motilité des cellules tumorales (Sanders et al., 2008) et est associée
a un pronostic favorable chez les patients (Parr et al., 2007). Il y a peu d’informations sur les
voies de signalisation par lesquelles la matriptase-2 exerce ses fonctions dans la progression
de la tumorigénese, mais il est suggéré que I'interaction entre la matriptase-2, I’'hémojuvéline
et la signalisation par BMP peut constituer un mécanisme potentiel par lequel la matriptase-2
pourrait exercer ses effets sur les cellules cancéreuses (Sanders et al., 2010).

Lhepsine est retrouvée en surexpression dans les cancers de la prostate, de I'ovaire, de
I'endometre et du rein (Webb er al., 2011). Elle est aussi considérée comme un biomarqueur
potentiel pour la détection du cancer de la prostate et est associée a un pronostique
défavorable pour les patients (Webb et al,, 2011). Dans la progression du cancer, elle jouerait
un role dans la migration et I'invasion des cellules cancéreuses (Holt et al., 2010) en causant
une désorganisation de la membrane basale par I'activation des précurseurs du HGF (Herter
etal., 2005) et de 'uPA (Moran et al., 2006) ainsi que par le clivage de la laminine-332 (Tripathi
etal., 2008).

Plusieurs études ont aussi soulignées I'implication potentielles de TMPRSS2, TMPRSS3,
TMPRSS4 et DESC1 dans la progression tumorale. TMPRSS2 a été identifié en surexpression
au niveau de la prostate et posséderait la capacité de cliver PAR-2 et ainsi contribuer a la
progression tumorale (Wilson et al., 2005). TMPRSS3 est retrouvé en surexpression dans les
stades cliniques avancés du cancer de I'ovaire et pourrait servir comme cible potentiel pour
la thérapie ou en tant que marqueur pour le diagnostique (Sawasaki et al., 2004). TMPRSS4
est impliqué au niveau des cellules cancéreuses du pancréas dans la formation de métastases
et dans I'invasion tumorale. Son niveau d’expression corréle avec son potentiel métastatique
(Wallrapp et al., 2000). Finalement, une diminution de I'expression de DESC1 est observée
dans les cancers épidermoides de la téte et du cou (Lang et Schuller, 2001; Sedghizadeh et al.,
2006).

1.3.4.2 Activation des virus de I'influenza

La capacité de I'hémagglutinine (HA) des virus de I'influenza a médier la fusion entre la
membrane virale et cellulaire lors de 'entrée du virus dans la cellule dépend du clivage de
HA (HAO) en deux sous-unités HA1 et HA2 qui restent reliées par un pont disulfure (Bottcher
et al., 2006). Ce clivage se produit, chez les mammiféres, par une protéase de I'hote présente
dans les voies respiratoires, mais chez ’humain, cette protéase n'a pas encore été identifiée a
ce jour (Bottcher et al., 2006).

Chez I’humain, plusieurs TTSP sont exprimées au niveau des voies respiratoires (HAT,
TMPRSS2, TMPRSS4 et MSPL) et il a été démontré que ces différentes protéases étaient en
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mesure de cliver I'némagglutinine (Choi et al., 2009; Bertram et al., 2010). Ces TTSP pourraient
donc jouer un réle important dans l'infection par les virus de l'influenza.

1.3.4.3 Surdité

Deux TTSP ont été reliées a la surdité, TMPRSS3 et ’hepsine. Des mutations au niveau
du gene de TMPRSS3 causent une surdité congénitale autosomale récessive (Scott et al., 2001)
qui provoque la dégénérescence des cellules ciliées de 1a cochlée (Fasquelle et al., 2011). Dans
le cas de I’hepsine, la surdité provoquée par son absence sembile liée a un développement
aberrant de la membrane tectoriale de la cochlée et a une diminution de la myélination du
nerf auditif (Szabo et Bugge, 2011).

1.3.4.4 Anémie

Des mutations au niveau du gene TMPRSS6 codant pour la matriptase-2 sont respon-
sables d’'une forme d’anémie déficiente en fer et réfractaire a la thérapie de prise de fer par
voie orale (IRIDA, iron-refractory iron deficiency anemia) (Finberg et al., 2008). Le lien entre ce
type d’anémie et la matriptase-2 a permis d’identifier son réle important dans la régulation
du fer dont il sera question a la section suivante.

1.4 Larégulation du fer par la matriptase-2
1.4.1 La matriptase-2

La matriptase-2 a été identifiée chez ’humain et la souris en utilisant une approche in
silico qui permettait de rechercher dans des bases de données du génome des régions avec
des similarités avec les TTSP déja connues (Velasco et al., 2002). Dans les tissus humain, la
matriptase-2 possede une expression trés limitée et est seulement détectée a des quantités
significatives qu’au niveau du foie (figure 1.8) (Velasco et al,, 2002; Su et al., 2004).

Chez 'humain, la matriptase-2 est composée de 811 acides aminés et comprend dans sa
région amino-terminale une queue cytoplasmique suivie d'un domaine transmembranaire,
d'un domaine SEA, de deux domaines CUB, de trois domaines LDLRA et d’'un domaine
catalytique protéase a sérine en carboxy-terminal (figure 1.9). Aucun réle précis n'a été
identifié pour ces différents domaines, sauf pour le domaine catalytique, qui permet de cliver
I’hémojuvéline (voir 1.4.4.3).

A la surface cellulaire, la matriptase-2 est principalement retrouvée sous sa forme

zymogene inactive (chaine unique) (Stirnberg et al., 2010). A cet endroit, elle subit un

576

clivage en aval du résidu Arg”’® qui permet son activation (figure 1.9). Cet événement est

médié par un mécanisme d’activation en trans de 'enzyme qui nécessite la présence d’'une
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Expression de la matriptase-2 dans différents tissus humains

Niveau d’expression normalisé d’ARNm de la matriptase-2 dans différents tissus humains. Une puce
contenant des oligonucléotides couvrant 44 775 séquences cibles humaines distinctes a été criblée
par un ensemble d’ARNm provenant de 79 tissus humains différents (Su et al., 2004).
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Figure 1.9
Représentation schématique de la matriptase-2

La matriptase-2 est synthétisée sous une forme zymogéne qui est activée par un clivage autocatalytique
suivant le résidu Arg®’®. Le domaine catalytique clivé reste associé a I'ectodomaine par un pont
disulfure (Cys®®8-Cys%8). I'ectodomaine est relaché de la surface cellulaire suite a des clivages
autocatalytiques a la position Arg*'® ou Arg**%. Les nombres représentent les limites des différents
domaines. ‘
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autre matriptase-2 active (Stirnberg et al., 2010). La partie catalytique clivée reste reliée a
'ectodomaine par un pont disulfure (Cys*®8-Cys®®8) pour former une forme double chaines
(Stirnberg et al., 2010). Suite a son activation, la matriptase-2 est relachée de la surface
cellulaire par un autre clivage autocatalytique se produisant en aval du résidu Arg*'® ou
Arg*¥® pour ainsi se retrouver sous sa forme active dans le milieu extracellulaire (figure 1.9)
(Stirnberg et al., 2010).

Cependant, avant de se retrouver relarguée de la surface cellulaire, la forme active de la
matriptase-2 a la capacité de cliver 'hémojuvéline, une protéine membranaire importante a
I’'homéostasie du fer.

1.4.2 Le fer chez les organismes vivants

Le fer est un élément indispensable a la survie de la plupart des organismes vivants, des
formes les plus primitives de procaryotes jusqu’a I’humain. Présent a 1’état de trace dans ces
organismes, le fer est un élément essentiel par son réle capital dans les processus d’oxydation
et de transport d’électrons (Crichton et Charloteaux-Wauters, 1987).

Le fer entre dans la composition de différents composés bio-organiques dont les plus
connus sont les protéines 8 héme comme ’hémoglobine, la myoglobine et le cytochrome
P450. Ces composés sont utilisés pour le transport de gaz ou d’électrons. Le fer qu'ils
contiennent est un cofacteur essentiel a de nombreuses réactions métaboliques, entre autres
pour le fonctionnement du transporteur d’oxygene, I’hémoglobine, et pour des protéines de
la chaine de transport d’électrons (Du et al., 2008). Certaines métalloprotéines, qui nécessite
un ion métallique en tant que cofacteur, requiérent le fer comme la ferritine et la rubrédoxyne
(Andrews, 2010). Il y a aussi plusieurs enzymes vitaux qui contiennent du fer comme la
catalase et les lipoxygénases (Bergmann et al,, 2010; Funk et al., 1990).

Chez les mammifeéres, la distribution du fer dans l'organisme est finement contrélée,
principalement a cause du haut potentiel de toxicité des ions métalliques (Nanami et al.,
2005). Pour cette raison, les organismes vivants ont développé d’'importants mécanismes
assurant sa régulation.

1.4.3 Régulation du fer dans I'organisme

De part sa capacité a générer des radicaux hydroxyles bioréactifs, principalement
a partir d’anions superoxydes, les niveaux corporels de fer nécessitent une régulation
importante afin d’éviter la toxicité (Domenico, Ward et Kaplan, 2008). Ainsi, les niveaux
plasmatique et cellulaire du fer sont finement régulés par des mécanismes qui contrélent son
absorption, son transport, son emmagasinage et son recyclage (Andrews et Schmidt, 2007).
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Afin d'étre absorbé, le fer insoluble provenant des végétaux, sous forme ferrique (Fe3*),
doit étre réduit en sa forme ferreuse (Fe?*), soluble (figure 1.10). Cette réduction est effectuée
par la réductase Dcytb (Duodenal cytochrome B), présente au niveau de la membrane en
brosse du duodénum et du jéjunum supérieur (Mackenzie et Garrick, 2005). Le fer ferreux est
ensuite transporté a travers la membrane cellulaire apicale des entérocytes par le transporteur
DMT1 (Divalent Metal Transporter-1), qui se spécialise dans le transport des métaux divalents
(Mackenzie et Garrick, 2005). Dans le cas du fer provenant d’une source animale, celui-ci
possede une meilleure biodisponibilité que la forme inorganique contenue dans les végétaux
et son absorption semble médiée par un mécanisme moléculaire différent (Cui, Wu et Zhou,
2009).

Les entérocytes peuvent ensuite accumuler le fer dans la cellule ou I'exporter vers
la circulation. L'emmagasinement a l'intérieur de la cellule se fait par I'intermédiaire de
la ferritine, un complexe protéique composé de 24 sous-unités formant une large cavité
pouvant accueillir jusqu’a 4 500 atomes de fer déposé sous la forme de minéraux (Friedman
etal, 2011). Ce complexe posséde une activité ferroxidase qui permet d’oxyder le fer ferreux
soluble (Fe?*) présent dans le cytosol, qui posséde une activité réductrice importante, en
sa forme ferrique insoluble (Fe3*), incapable d’activité réductrice (Friedman et al., 2011).
La perte d’activité réductrice permet de protéger les cellules contre la formation médiée
par le fer de radicaux hydroxyles toxiques pour la cellule (Friedman et al., 2011). L'export
vers la circulation de I'organisme se fait en utilisant un transporteur spécifique présent a la
membrane basolatérale, la ferroportine (Wang et Pantopoulos, 2011). Une fois a I’extérieur
de la cellule, le fer est ensuite immédiatement oxydé de sa forme ferreuse (Fe?*) a sa forme
ferrique (Fe3*) par ’héphaestine, une ferroxidase liée 4 la membrane, afin d’étre transporté
dans la circulation par la transferrine (Tf) (Petrak et Vyoral, 2005).

La transferrine est une béta globuline synthétisée par le foie qui est constituée d'une
chaine polypeptidique unique possédant deux sites de captation du Fe3*. Elle permet
le transport du fer de l'intestin vers les réserves hépatiques ainsi que vers les cellules
précurseurs des érythrocytes, les réticulocytes, situées au niveau de la moelle osseuse (Wang
et Pantopoulos, 2011). Lentrée de la transferrine dans la cellule s'effectue par les récepteurs 1
de la transferrine (TfR1). Lorsque la transferrine se fixe a son récepteur, le complexe ligand-
récepteur nouvellement formé est endocyté a partir de la surface cellulaire (Andrews et
Schmidt, 2007). La transferrine se retrouve ensuite a l'intérieur d’endosomes acides et le
fer qu’elle contient est ensuite relaché puis réduit en Fe** par la réductase STEAP3, ce qui
permet la sortie du fer vers le cytosol via le transporteur DMT1 (Ohgami et al., 2005; Graham
et al., 2007). Au niveau des hépatocytes, le fer sera emmagasiné a 'intérieur de ferritines (Cui,
Wu et Zhou, 2009) alors qu’au niveau des réticulocytes, le fer sera utilisé pour la synthése de
I’héme qui entrera dans la formation de I'’hémoglobine (Ohgami er al., 2005).

Lorsque le niveau plasmatique en fer est faible, son relargage des réserves est augmenté
afin de rétablir I’équilibre. Ce relargage se fait & partir des ferritines et sa sortie dans la
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Figure 1.10
Régulation du fer dans I'organisme

Le fer ferrique (Fe®*) provenant de I'alimentation est réduit en sa forme ferreuse (Fe?*) par la réductase
Dcytb au niveau de la membrane apicale des entérocytes. Une fois réduit, le Fe?* entre dans la cellule
par le transporteur DMT1. Le fer peut ensuite étre emmagasiné a I'intérieur de ferritines sous forme
Fe3* ou étre exporté vers la circulation par la ferroportine, présente a la membrane basolatérale. A
I'extérieur de la cellule, le Fe?* est immédiatement oxydé en Fe3* par 'héphaestine, ce qui permet
la liaison du fer a la transferrine (Tf). Tf permet le transport du fer vers les réserves hépatiques
(hépatocytes) et vers les cellules précurseurs des érythrocytes, les réticulocytes. Lentrée du fer dans
ces cellules se fait par la liaison de Tf au récepteur TfR1, suite & quoi le complexe est endocyté et
se retrouve a l'intérieur d’endosomes acides, ce qui permet la dissociation du Fe3* de Tf. Le Fe3*
est ensuite réduit en Fe?* par la réductase STEAP3, ce qui permet la sortie du fer vers le cytosol via
le transporteur DMT1. Au niveau des hépatocytes, le fer sera accumulé a I'intérieur de ferritines et
libéré de la cellule lors de carence en fer en empruntant la ferroportine. A I'extérieur de la cellule, le
Fe?* est oxydé en Fe3* par la céruloplasmine (Cp), ce qui permet la liaison du fer a Tf. Dans le cas
des réticulocytes, le Fe?* sera utilisé pour la synthése de ’héme qui entrera dans la formation de
I'hémoglobine.
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circulation est médié par la ferroportine par un mécanisme comparable a celui présent
au niveau basolatéral des entérocytes. Le fer ferrique contenu dans la ferritine (Fe3*) est
libéré et réduit en sa forme ferreuse (Fe®*) par un mécanisme pas encore complétement
élucidé mais nécessitant la dégradation du complexe protéique de la ferritine (Wang et
Pantopoulos, 2011). Le fer ferreux (Fe®*) libéré est ensuite transporté a I'extérieur de la cellule
par la ferroportine puis oxydé de nouveau en sa forme ferrique (Fe3*) par les ferroxidases
héphaestine, principalement exprimée au niveau des entérocytes, ou céruloplasmine, aux
autres sites de réserve, afin de permettre son transport par la transferrine (Chepelev et
Willmore, 2011; Wang et Pantopoulos, 2011). Etant donné que le corps ne posséde aucune voie
d’excrétion du fer au niveau du rein, la régulation de sa libération des sites d’emmagasinage
devient donc un mécanisme majeur du contréle du fer plasmatique (Cui, Wu et Zhou, 2009).

1.4.4 Controdle de la libération du fer
1.4.4.1 Lhepcidine

La régulation des niveaux de fer corporel se fait principalement en contrélant sa
libération vers le sang depuis ses sites d’emmagasinages. Etant donné que la ferroportine
est le principal transporteur de fer, la quantité présente a la surface cellulaire permet de
contrdler la quantité de fer pouvant étre relachée. Sa localisation a la surface cellulaire
est contrdlée par une hormone, I'hepcidine (figure 1.11) (Camaschella et Silvestri, 2008;
Muckenthaler, 2008; Ganz, 2006). Cette hormone peptidique est synthétisée au niveau du foie
par les hépatocytes sous une forme précurseur de 84 acides aminés qui sera ensuite clivée
en une forme mature de 25 acides aminés par la prohormone convertase furine avant d’étre
sécrétée dans la circulation sanguine (Ganz et Nemeth, 2011). Une fois sécrétée, I'hepcidine
se liera éventuellement aux ferroportines des cellules emmagasinatrices de fer (hépatocytes,
macrophages et entérocytes) et provoquera leur phosphorylation, internalisation puis leur
dégradation (Nemeth ef al., 2004). Une atténuation de la présence de la ferroportine a la
membrane plasmique conduit a une diminution de la capacité a relacher le fer emmagasiné
dans les hépatocytes au niveau du foie, prévient le recyclage provenant de la dégradation
des érythrocytes au niveau des macrophages et réduit I'absorption du fer au niveau des
entérocytes de I'intestin.

1.4.4.2 Expression de I’hepcidine

L'expression de I'hepcidine représente un point de contréle important dans ’homéo-
stasie du fer. Une dérégulation de son expression peut avoir d’'importantes conséquences
sur les niveaux en fer dans l'organisme. Il a été observé que des souris déficientes en
hepcidine (Nicolas et al., 2001) et des humains possédant des mutations au sein du géne
HAMP (Roetto et al., 2003) développent de séveres désordres de surcharge en fer. De facon
opposée, des souris possédant une augmentation au niveau hépatique de 'expression de
I'hepcidine manifestent unem sévére anémie due a une déficience en fer (Nicolas et al.,
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Figure 1.11
Dégradation de la ferroportine par ’hepcidine

Les hépatocytes, au niveau du foie, sécrétent dans la circulation sanguine de I’hepcidine (1) qui se lie
éventuellement aux ferroportines (FPN) des cellules possédant ce transporteur du fer a leur surface
cellulaire (hépatocytes, macrophages et entérocytes). Cette liaison conduit a la phosphorylation de la
ferroportine, son internalisation puis finalement a sa dégradation. Une atténuation de la présence de
la ferroportine 4 la membrane plasmique conduit & une diminution de la relache de fer emmagasiné
dans les hépatocytes du foie (2), prévient le recyclage provenant de la dégradation des érythrocytes au
niveau des macrophages (3) et réduit 1'absorption du fer au niveau des entérocytes de I'intestin (4).

2002a). Lensemble de ces exemples démontre bien 'importance de I’hepcidine dans la
régulation du fer et I'importance de maintenir des niveaux adéquats de cette hormone.

L'expression de I'hepcidine par les hépatocytes est régulée en fonction des concentra-
tions en fer dans I’organisme (Camaschella et Silvestri, 2011). Cette régulation est assurée
par une signalisation passant par la voie BMP (Bone morphogenetic protein) — SMAD (Son
of mothers against decapentaplegic) (figure 1.12). Dans cette voie, il y a formation d'un
complexe multiprotéique a la surface cellulaire des hépatocytes entre le ligand, le BMP
(BMP-2, -4 ou -6), un co-récepteur membranaire du BMP, 'hémojuvéline (HJV), ainsi que
les récepteurs de type I et Il du BMP (BMPR-I et -II) (Babitt et al., 2006). Le BMP6, qui est
produit principalement par les cellules endothéliales sinusoides et non-parenchymateuses
du foie (Zhang et al, 2011), a été démontré comme étant le BMP dont I'expression est
sensible au fer (Andriopoulos et al., 2009). La formation du complexe multiprotéique
provoque la phosphorylation de SMAD-1, -5 et -8 et la formation subséquente d’'un complexe
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hétéromérique avec SMAD-4. Suite a la translocation au noyau, le complexe hétérométrique
SMAD stimule la transcription du g¢ene HAMP codant pour I'hepcidine.

HJV

Figure 1.12
Régulation de |’expression de 'hepcidine

BMP2, -4 ou -6 se lie aux récepteurs BMPR-I et -]I ainsi qu’'a son co-récepteur membranaire,
I’hémojuvéline (HJV). HJV est relié a la membrane cellulaire par un ancre glycosylphosphatidylinositol
(GPI). Cette liaison au récepteur produit la phosphorylation de SMAD-1, -5 et -8 et la formation
subséquente d'un complexe hétéromérique avec SMAD-4. Suite a la translocation au niveau du noyau,
le complexe hétérométrique SMAD stimule la transcription du géne HAMP. Une régulation négative de
la voie BMP-HJV-HAMP est médiée par le clivage protéolytique de 'hémojuvéline par la matriptase-2.

Lexpression de 'hepcidine est aussi favorisée par les cytokines inflammatoires, par-
ticulierement IL-6, qui en se liant a son récepteur, active la signalisation de JAK2 et la
phosphorylation de STAT3 (Falzacappa et al., 2007). Cette voie requiert aussi l'intégrité
de la voie BMP-SMAD pour pleinement activer I’expression de ’hepcidine (Wang et al., 2005).
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La voie BMP-SMAD et la transcription de '’hepcidine sont toutes les deux réprimées
dans les situations d’hypoxie, de manque en fer et lors de I'expansion érythropoiétique,
mais les mécanismes moléculaires qui y sont associés sont peu connus (Hentze et al., 2010).
Alors que les BMP jouent un rdle crucial dans la régulation a la hausse de I'expression de
I'hepcidine, la matriptase-2 est essentielle au mécanisme d’inhibition de son expression
(Folgueras et al., 2008) (figure 1.12).

1.4.4.3 Contrdle de l'expression de I'hepcidine par la matriptase-2

Lidentification du r6le de la matriptase-2 dans I'inhibition de 'hepcidine a été obtenue
récemment par I'établissement d’'un lien entre une incapacité d’origine génétique a réprimer
I'hepcidine et une mutation du gene TMPRSSS6, codant pour la matriptase-2 (Du et al., 2008;
Finberg et al., 2008). Cette association a été établie a partir du modele murin Mask qui
présente un phénotype récessif caractérisé par une perte progressive du pelage (sauf la téte)
et une anémie microcytaire. Cette forme d’anémie provoque un faible niveau de fer dans le
plasma et un épuisement des réserves de fer (Du et al., 2008). Chez ces souris, un haut taux
d’hepcidine a été identifié et cette augmentation aberrante se produit malgré I'anémie, qui
normalement diminue son niveau d’expression (Nicolas et al., 2002b). Cette augmentation
mene a une absorption réduite du fer provenant de I’alimentation. La mutation responsable
du phénotype Mask a par la suite été identifiée et localisée au niveau du gene TMPRSS6.

La mutation identifiée a pour conséquence de produire une forme de la matriptase-2
présentant une absence de domaine catalytique (Du et al., 2008). Il a ainsi été démontré
que 'activité catalytique de la matriptase-2 était responsable de la régulation a la baisse de
V'expression de I'hepcidine. Chez I'’humain, plusieurs mutations ont été identifiées (figure
1.13). Ces mutations touchent différents domaines de I'enzyme et causent des mutations
faux-sens, qui modifient un acide aminé spécifique par un autre, non-sens, qui insérent un
codon de terminaison, ou décalentes, qui provoquent un changement du cadre de lecture
du code génétique. Ces modifications provoquent soit une perte de la synthése du domaine
catalytique ; 1a synthése d'un domaine catalytique inactif ou incapable de s’activer; ou une
rétention de '’enzyme a l'intérieur de la cellule (Silvestri et al., 2009; Ramsay et al., 2009).
L'absence d’une forme active de matriptase-2 a la surface cellulaire empéche le clivage de
I’'hémojuvéline, ce qui résulte en une anémie microcytaire résistante au traitement par le
fer oral, 'IRIDA. Les patients atteints d'IRIDA possédent un niveau d’hepcidine trés élevé
en dépit d'une déficience en fer. Différentes mutations retrouvées chez I'’humain (non-sens
et modification du cadre de lecture) conduisent a des formes tronquées qui rappellent la
matriptase-2M4%, Ces résultats chez la souris et 'humain indiquent que la matriptase-2 peut
étre impliquée dans des cas de déficience en fer chez les mammiferes (Du et al., 2008).
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Figure 1.13

Mutations de la matriptase-2 impliquées dans I’anémie de type IRIDA

Localisation des différentes mutations de la matriptase-2 impliquées dans 'anémie de type IRIDA. Les
mutations de 'ADN de la matriptase-2 provoquent des mutations faux-sens qui modifient un acide
aminé spécifique par un autre, non-sens (X) qui insérent un codon de terminaison ou décalentes (fs)
qui provoquent un changement du cadre de lecture du code génétique.

1.5 Projet de recherche

1.5.1 Problématique

Limportance de la matriptase-2 dans la régulation du fer a récemment été révélée par
I'identification de mutations au niveau de son géne. Ces mutations sont impliquées dans
un type d’anémie microcytaire résistant au traitement par le fer oral (IRIDA) (Finberg et al.,
2008). Les différentes études publiées (Du er al., 2008; Finberg et al., 2008; Folgueras et al.,
2008; Silvestri et al, 2008) sur la matriptase-2 ont démontré que son activité catalytique
apparait essentielle a sa fonction de régulation du fer (Silvestri et al., 2009). Des mutations
identifiées dans les domaines autres que catalytique (SEA, CUB et LDLRA) se sont aussi
avérées a abolir sa fonction de régulation sur I'hepcidine (Finberg et al., 2008). Ces mutations
semblent supprimer 'activité du domaine protéase. Les différents domaines mosaiques
de 'ectodomaine semblent donc essentiels a la fonction de 'enzyme. L'importance des
domaines de I'ectodomaine se retrouve aussi chez d’autres TTSP. En effet, TMPRSS3 posséde
également des mutations identifiées dans les différents domaines autres que catalytiques
et ces mutations engendrent une surdité récessive autosomale (Guipponi, Antonarakis et
Scott, 2008). La région cytoplasmique est aussi une candidate ayant un grand potentiel pour
la régulation de 'enzyme. En effet, la queue cytoplasmique de la matriptase-2 comporte une
variété de motifs potentiels tels des motifs de phosphorylation et d’autres ayant un réle dans
le routage des protéines (figure 1.14). En effet, les sérines en position 7 et 43 du domaine
cytoplasmique de la matriptase-2 font partis de potentiels motifs de phosphorylation par
la protéine kinase C (PKC) et la région 7-12 constitue une région a laquelle des protéines
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ayant un domaine SH2 (Src homology 2) peuvent se lier (Hwang er al., 2002). La matriptase-2
possede aussi a proximité de sa région transmembranaire deux motifs d’exportation du
réticulum endoplasmique de protéine transmembranaire de type II pouvant se lier 2 Sar1
(Giraudo et Maccioni, 2003). Aucun rdle n’a a ce jour été assigné a ces différents motifs pour la
matriptase-2. De plus, peu de substrats ont été identifiés jusqu’a maintenant, 'hémojuvéline
étant le premier.
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Figure 1.14
Motifs identifiés dans la queue cytoplasmique de la matriptase-2

Motifs identifiées dans le domaine cytoplasmique de la matriptase par I'analyse de Minimotif Miner
(Mi et al., 2012). PKC : motif de phosphorylation par la protéine kinase C (PKC) ; SH2 : motif de liaison
a SH2; Sarl : motif d’exportation du réticulum endoplasmique de protéine transmembranaire de type
Il se liant a Sarl.

En tant que suppresseur de l'expression de 1'’hepcidine, la matriptase-2 est une
candidate possible pour une intervention thérapeutique afin de traiter les désordres du
métabolisme du fer. Une connaissance approfondie de sa régulation, de ses propriétés
catalytiques et de sa biosyntheése est donc souhaitable. 1l s’agit de I’objet de cette these de
doctorat.

1.5.2 Hypothese de recherche

La matriptase-2 est un enzyme possédant une multitude de domaines, cependant
aucun role n'a encore été associé a ceux-ci. Notre hypothese de recherche stipule que les
différents domaines de la matriptase-2 jouent des roles essentiels dans la régulation et
l'activité de 'enzyme.

1.5.3 Objectifs de recherche
Objectif 1 : Déterminer la spécificité du domaine catalytique de la matriptase-2

Le domaine catalytique de la matriptase-2 est sans aucun doute son domaine ayant
la plus grande importance. L'action de I’enzyme est directement associée a la présence de
I'activité de ce domaine. Le présent objectif vise a identifier la spécificité de la matriptase-2
ainsi que son profil d’inhibition. L'étude se fera en comparant la matriptase-2 a trois autres
TTSP (matriptase, DESC1, hepsine) pour ainsi couvrir trois sous-familles de TTSP différentes.
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Objectif 2 : Déterminer la fonction de la queue cytoplasmique de la matriptase-2

La matriptase-2 est constituée de pas moins de neuf domaines de six types différents.
Jusqu’'a maintenant, trés peu d’information est disponible sur le role de ces différents
domaines. Par le présence de nombreux motifs susceptibles de jouer un réle essentiel dans
sa biosyntheése et sa régulation, le domaine cytoplasmique de la matriptase-2 est d'un intérét
important. Limportance de ce domaine sur la fonction de clivage de ’hémojuvéline et de la
régulation de '’expression de I’hepcidine sera analysée.
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Probing the substrate specificities of matriptase, matriptase-2, hepsin and DESC1 with
internally quenched fluorescent peptides

Auteurs de l'article : Francois Béliveau, Antoine Désilets et Richard Leduc.
Statut de l'article : Publié dans FEBS Journal (2009), vol. 276, no 8, p. 2213-2226.

Avant-propos:

Larticle « Probing the substrate specificities of matriptase, matriptase-2, hepsin and DESCI
with internally quenched fluorescent peptides » paru dans FEBS Journal présente les diffé-
rences au niveau des propriétés enzymatiques de la matriptase-2 envers trois autres TTSP,
la matriptase, I'hepsine et DESCI. J’ai contribué a I'élaboration et a I’exécution du travail
expérimental présenté dans cet article ainsi qu’a I'écriture du manuscrit.

Résumé :

Les sérines protéases transmembranaires de type II (TTSP) sont une classe émergeante
d’enzymes protéolytiques impliquées dans 'homéostasie des tissus et dans un grand nombre
de désordres physiologiques tel le cancer. Pour mieux définir les fonctions biochimiques
d’un sous-ensemble de ces protéases, nous avons comparé les propriétés enzymatiques
de la matriptase, la matriptase-2, ’hepsine et DESC1 en utilisant une série de substrats
peptidiques a fluorescence confinée intramoléculairement qui possédent un groupement
amino-terminal o-aminobenzoyle (fluorophore) et un groupement carboxy-terminal 3-nitro-
tyrosine (confineur). Nous avons établi la séquence des peptides (P4 a P4’) sur la base de
la séquence d’activation de la matriptase (RQAR-VVGG). Les positions P4, P3, P2 et P1’
ont été substituées par des acides aminés non-polaires (Ala, Leu), aromatique (Tyr), acide
(Glu) et basique (Arg) et ou P1 a été fixé a Arg. Des quatre TTSP étudiées, la matriptase-2
est la plus permissives et la matriptase la plus discriminante, avec une spécificité distincte
pour les résidues Arg en P4, P3 et P2. DESC1 possede une préférence similaire a celle de la
matriptase, mais avec une propension pour les petits acides aminés non-polaires (Ala) en
P1’. Lhepsine partage des similarités avec la matriptase et DESC1, mais est nettement plus
permisive en P2. La matriptase-2 manifeste une spécificité plus large ainsi qu'une inhibition
par le substrat pour certains des substrats utilisés. Finalement, nous avons découvert que
I'antithrombine III posséde des propriétés d’inhibition robustes envers la matriptase, la
matriptase-2, l’hepsine et DESC1 alors que PAI-I (plasminogen activator inhibitor-1) et I'a;-
antiplasmine inhibent la matriptase-2, I’hepsine et DESC1 ainsi que la matriptase a un
moindre niveau. En résumé, notre étude a révélé que ces enzymes possedent des préférences
distinctes pour leurs substrats.






35

PROBING THE SUBSTRATE SPECIFICITIES OF MATRIPTASE, MATRIPTASE-2, HEPSIN,
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2.1 Abstract

Type Il transmembrane serine proteases are an emerging class of proteolytic enzymes
involved in tissue homeostasis and a number of human disorders such as cancer. To better
define the biochemical functions of a subset of these proteases, we compared the enzymatic
properties of matriptase, matriptase-2, hepsin and DESC1 using a series of internally
quenched fluorogenic peptide substrates containing o-aminobenzoyl and 3-nitro-tyrosine.
We based the sequence of the peptides on the P4 to P4’ activation sequence of matriptase
(RQAR-VVGQG). Positions P4, P3, P2 and P1’ were substituted with nonpolar (Ala, Leu),
aromatic (Tyr), acid (Glu) and basic (Arg) amino acids, whereas P1 was fixed to Arg. Of the four
type Il transmembrane serine proteases studied, matriptase-2 was the most promiscuous,
and matriptase was the most discriminating, with a distinct specificity for Arg residues at
P4, P3 and P2. DESCI1 had a preference similar to that of matriptase, but with a propensity
for small nonpolar amino acids (Ala) at P1. Hepsin shared similarities with matriptase
and DESC1, but was markedly more permissive at P2. Matriptase-2 manifested broader
specificities, as well as substrate inhibition, for selective internally quenched fluorescent
substrates. Lastly, we found that antithrombin III has robust inhibitory properties toward
matriptase, matriptase-2, hepsin and DESC1, whereas plasminogen activator inhibitor-1
and ap-antiplasmin inhibited matriptase-2, hepsin and DESC1, and to a much lesser extent,
matriptase. In summary, our studies revealed that these enzymes have distinct substrate

preferences.

2.2 Introduction

Type Il transmembrane serine proteases (TTSPs) are a newly recognized family of S1
class proteolytic enzymes, with 20 distinct members known in mice and humans. TTSPs

are divided into four subfamilies based on their modular structure (Szabo and Bugge,
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2008). The HAT/DESC subfamily is the largest and is comprised of HAT, DESC1-4 and
HAT-like HATL3-5. It exhibits the simplest modular structure of the stem region, which
consists of a single sea urchin sperm protein, an enteropeptidase and an agrin domain
(SEA). The matriptase subfamily contains three highly homologous proteases: matriptase,
matriptase-2 and matriptase-3. All matriptases have similar stem regions, with one SEA, two
C1r/Cls, urchin embryonic growth factor, bone morphogenic protein-1 (CUB), and three
(matriptase-2 and matriptase-3) or four (matriptase) low-density lipoprotein receptor class
A domains (LDLRA). Members of the hepsin/TMPRSS/enteropeptidase subfamily (hepsin,
MSPL, TMPRSS2-5) possess a short stem region containing a single scavenger Cys-rich

domain (SR) (hepsin, TMPRSS5), preceded by a single LDLRA domain (MSPL, TMPRSS2-4).

Over the past few years, accumulating evidence has revealed the distinct and important
roles these enzymes play in homeostasis and pathological conditions (Szabo and Bugge,
2008). The most extensively studied TTSP, matriptase, is involved in epithelial development
by its ability to cleave cell-surface and extracellular matrix proteins, thereby regulating
cellular adhesion and growth. Numerous potential matriptase substrates have been identified,
including protease-activated receptor-2 (Takeuchi et al., 2000), pro-urokinase plasminogen
activator (Takeuchi et al., 2000; Lee, Dickson and Lin, 2000), pro-hepatocyte growth factor
(Lee, Dickson and Lin, 2000), pro-prostasin (Netzel-Arnett et al., 2006), pro-filaggrin (List et al.,
2003), transmembrane and associated with src kinases (Trask/CD318/SIMA135/CDCP-1)
(Bhatt et al., 2005) and macrophage-stimulating protein 1 precursor (proMSP-1) (Bhatt et al.,
2007). Elevated levels of matriptase have been found in epithelial tumors (Benaud et al., 2002),
and overexpression of the enzyme in transgenic mice induces squamous cell carcinomas
(List et al., 2005). A direct link between matriptase and a skin disease (autosomal recessive
ichthyosis with hypotrichosis) has been established (Avrahami et al., 2008; Basel-Vanagaite
et al.,, 2007) and is the result of a genetic mutation which leads to loss of proteolytic activity

(Désilets et al., 2008; List et al., 2007).

The roles of other TTSPs have not been investigated in as much detail as matriptase. The
expression of matriptase-2 (Ramsay et al., 2008), which cleaves type I collagen, fibronectin
and fibrinogen in vitro (Velasco et al., 2002), correlates with suppression of the invasiveness
and migration of prostate and breast cancer cells (Parr et al., 2007; Sanders et al., 2008). In
addition, a recent report demonstrated that mutations in the gene encoding matriptase-2

are associated with iron-refractory, iron-deficiency anemia (Finberg et al., 2008). Hepsin,
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which activates factor VII (Kazama et al., 1995), pro-hepatocyte growth factor (Kirchhofer
et al.,, 2005) and pro-urokinase-type plasminogen activator (Moran et al., 2006) may play
an important role in hearing (Guipponi et al., 2008). This TTSP is also actively involved in
prostate cancer progression and metastasis (Klezovitch et al., 2004; Srikantan et al., 2002),
and is used as a marker for the detection of early prostate cancer (Kelly et al., 2008). DESC1
confers tumorigenic properties on MDCK cells and is upregulated in tumors of different
origin (Viloria et al., 2007). The deregulation of TTSPs is thus linked to multiple pathological

states.

To better understand the role of these enzymes, we purified and enzymatically char-
acterized four TTSPs from three different subfamilies: matriptase, matriptase-2, hepsin
and DESC1. We determined their pH optimum, their k., Ky, and k¢ / Ky, values toward a
number of internally quenched fluorescent (IQF) peptides and their sensitivity to various
chemical and physiological inhibitors. In a side-by-side comparison, we find that these TTSPs

exhibit specific and distinct biochemical and enzymatic properties.

2.3 Results

Expression, purification and characterization of human matriptase, matriptase-2, hep-

sin and DESC1

To study TTSP specificity, we first expressed and purified soluble recombinant forms of
the enzymes. The matriptase construct (amino acids 596-855, 29kDa theoretical molecular
mass) was expressed in Escherichia coli and purified as previously described (Désilets et al.,
2006). The matriptase-2, hepsin and DESC1 constructs (84, 45 and 45 kDa, respectively) (Fig.
2.1A) expressed in Drosophila S2 cells as C-terminally V5-His tagged fusion proteins had
their N-terminal cytoplasmic and transmembrane domains removed. The secreted soluble
enzymes were purified from the media supernatants by immobilized metal-chelate affinity
chromatography. Typically, 50-100 pg of purified recombinant enzyme is obtained from 11 of
cell media. As shown in Fig. 2.1B, two forms of hepsin were detected that migrated as 45 kDa
(zymogen form consisting of amino acids 45-417) and 30 kDa (autocatalytically processed
form consisting of amino acids 163-417). The absence of higher molecular mass forms of
DESCI1 and matriptase-2 suggests that, under these conditions, the zymogen forms were more
efficiently converted to their 32 kDa (amino acids 192-423) and 28kDa (amino acids 577-811)

forms, respectively. Each enzyme preparation was enzymatically pure. No activity using
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Figure 2.1
TTSP expression and purification

(A) Schematic representations of matriptase, matriptase-2, hepsin and DESC1. Arrows and numbers
indicate the first and last amino acids of the constructs. Recombinant matriptase has a Hisg epitope at
the N-terminus, whereas matriptase-2, hepsin and DESC1 have a V5-His epitope at the C-terminus.
(B) Purification of TTSPs from S2 cell medium. TTSP expression was induced in S2 cell medium
by adding copper sulfate. The Hisg-tagged TTSPs were then purified from the medium by FPLC
using a nickel-charged resin. Purified enzymes were loaded on 12 % SDS/PAGE gels under reducing
conditions and analyzed by western blotting using an antibody directed against the V5 tag located on
the C-terminus.

GlIn-Ala-Arg tripeptide conjugated to the fluorophore 7-amino-4-methylcoumarin (AMC)
as a substrate was detected in supernatants from untransfected S2 cells that underwent
the same purification procedure as the supernatant from stably transfected cells. The
enzyme preparations were titrated using the irreversible inhibitor 4-methylumbelliferyl
p-guanidinobenzoate to determine the precise active site concentration of each preparation

which was adjusted to a final concentration of 100 nM.

To examine the influence of various physiological environments on enzyme activity, we

analyzed the pH profile of each purified TTSP. We assayed for proteolytic activity using Boc-
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TTSP pH profile

(A) Matriptase, (B) matriptase-2, (C) hepsin and (D) DESC1 were incubated with MES (pH 5-7), Tris (pH
7-9) and CAPS (pH 9-11) at various pH values. Enzymatic activities were determined by monitoring
the fluorescence signal of 50 uM Boc-Gin-Ala-Arg-AMC and are presented as the relative activities at
each pH. Measurements were performed in duplicate and represent the means 4 SD of at least three
independent experiments. The results were plotted with least squares regression analysis.

GIn-Ala-Arg-AMC as a substrate in MES (pH 5-7), Tris (pH 7-9) and CAPS (pH 9-11) buffers
(Fig. 2.2). Matriptase activity (Fig. 2.2A) was optimal in more basic conditions. Matriptase-2
activity (Fig. 2.2B) was optimal near physiological pH (pH 7.5), whereas hepsin and DESC1
activities (Fig. 2.2C,D) were optimal at pH 8.5. In the ensuing experiments, TTSP activities
were measured at pH 8.5. Of note, all enzymes were stable under the conditions used up to

40 min.

To further analyze the enzymatic properties of the enzymes, we determined the in-
hibitory profiles of the purified TTSPs. The effects of various protease inhibitors on matriptase,
matriptase-2, hepsin and DESC1 activities are shown in Table 2.1. The serine protease
inhibitors 4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonylfluoride hydrochloride (AEBSF; irreversible) and
aprotinin (reversible) significantly inhibited proteolytic activity. AEBSF (4 mM) completely
abolished the activity of all four TTSPs. Aprotinin (0.3 pM) had a potent inhibitory effect
on matriptase, matriptase-2 and hepsin, but less so on DESCI1 (29 % residual activity).
The serine/cysteine protease inhibitor leupeptin (1 pM) had a variable inhibitory effect.
It significantly inhibited matriptase (29 % residual activity), but was less potent against
matriptase-2 (63 % residual activity) and DESC1 (55 % residual activity). Cysteine, aspartic

and metalloproteinase inhibitors had no effect on the activities of the TTSPs tested.
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Table 2.1
Effects of protease inhibitors on purified recombinant matriptase, matriptase-2, hepsin and DESC1 activities.
Inhibitors and 2 nM TTSP were mixed, and the proteolytic activity toward 50 uM Boc-GIn-Ala-Arg-AMC was
monitored for up to 20 min. Proteolytic activity is expressed as a percentage of the activity of an inhibitor-free
control (residual activity). Inhibitions measurements were performed in duplicate and represent the means +
SD of at least three independent experiments. AEBSE 4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonylfluoride hydrochloride.

Residual activity (%)
Target
protease Inhibitor Concentration  Matriptase = Matriptase-2 Hepsin DESC1
Ser Aprotinin 0.3uM 0 2 = 2 1 = 1 29 = 8
Leupeptin 1uM 29 £ 11 63 £ 15 4 + 02 55 =+ 7
AEBSF 4 mM 0 1 + 1 0 1 £ 1
Trypsin inhibitor 5pM 58 + 32 5 =+ 7 0 8 + 8
Cys E-64 28uM 78 + 23 11 = 4 1 + 1 2 + 1
Asp Pepstatin 1uM 7 £ 23 11 =+ 4 1 = 1 2 o+ 1
Metallo EDTA 1mM 7 + 23 11 =+ 4 1 = 1 2 = 1
Bestatin 74 uM 78 + 23 11 £+ 4 1 £ 1 2 = 1
O-phenanthroline 1mM 78 + 23 11 + 4 1 £ 1 2 + 1

Physiological serine protease inhibitor serpins [« -antitrypsin («; -AT), a;-antichymo-
trypsin («;-ACT), antithrombin III (AT III), plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) and a»-
antiplasmin («2-AP)] were also used to complete the inhibitory profile (Table 2.2). Inhibition
assays with serpins were performed at pH 7.4 because these inhibitors present a higher
dissociation rate with an increase in pH (Calugaru, Swanson and Olson, 2001). o;-AT
(SerpinAl) had no inhibitory effect on matriptase, matriptase-2 or DESC1, but slightly
inhibited hepsin (67 % residual activity). «;-ACT (SerpinA3) had no significant inhibitory
effects on any of the TTSPs. AT III (SerpinC1) with heparin exhibited the strongest inhibitory
effects on TTSPs, totally inhibiting matriptase, matriptase-2 and hepsin, and leaving DESC1
with 8 % residual activity. Interestingly, AT III was the only serpin that completely inhibited
matriptase. PAI-1 (SerpinEl) had a strong inhibitory effect on matriptase-2 (5% residual
activity), hepsin (0 % residual activity) and DESC1 (8 % residual activity), but was less potent
against matriptase (58 % residual activity). «2-AP (SerpinF2) had a strong inhibitory effect on
matriptase-2 (11 % residual activity), hepsin (1 % residual activity) and DESCI (2 % residual
activity), but was less potent against matriptase (78 % residual activity). Moreover, we did not

detect cleavage of any of the serpins used when incubated with matriptase.



41

Table 2.2
Effects of serpins on purified recombinant matriptase, matriptase-2, hepsin and DESCl. Serpins
were mixed with 2.5nM matriptase, matriptase-2, hepsin and DESC1l. The mixtures were incubated
for 10min and proteolysis of 50uM Boc-Gln-Arg-Arg-AMC was monitored for 30min.  Proteolytic
activity is expressed as a percentage of the activity of an inhibitor-free control (residual activ-
ity). Inhibitions measurements were performed in duplicate and represent the means = SD of at
least three independent experiments. RCL, reactive-center loop; 2,-AT, aj-antitrypsin; «;-ACT, o-
antichymotrypsin; AT I1I, antithrombin III; PAI-1, palsminogen activator inhibitor I; «2-AP, «;-antiplasmin.

Residual activity (%)
Inhibitor RCLP4-P4’ Concentration Matriptase  Matriptase-2 Hepsin DESC1
a;-AT AIPM-SIPP 250 nM 9% + 9 96 <+ 5 67 + 23 91 + 8
a1 -ACT ITLL-SALV 250nM 88 + 18 93 <+ 11 88 + 19 8 =+ 5
AT IN IAGR-SLNP 250nM 0 0 0 8 + 1
PAI-1 VSAR-MAPE 250 nM 58 + 32 5 £ 7 0 8 + 8
az-AP AMSR-MSLS 250 nM 7 + 23 11 <+ 1 £+ 1 2 £+ 1

Enzymatic specificity using IQF peptides based on the autoactivation sequence of matrip-

tase

To study the substrate specificity of TTSPs, we initially used IQF substrates whose
sequences were based on the autoactivation sequence of matriptase (RQAR|VVGG; Table
2.3, substrate 1). Utilization of IQF substrates allowed us to probe the prime position of the
substrate that is critical to many enzyme families. The peptides used to assay TTSP activities
were designed by individually replacing each position (P4, P3, P2 and P1’) with residues with
different physico-chemical properties such as small aliphatic (Ala), larger aliphatic (Leu),
polar aromatic (Tyr), basic (Arg) or acidic (Glu) amino acids. Position P1 was always occupied
by Arg because TTSPs have an exclusive preference for substrates that contain this amino
acid (or Lys) (Takeuchi et al., 2000). Amino acids at P4, to which the Abz group is linked, have
no effect on the quantum yield of IQF peptides (Ito et al., 1998).

To gain an overall picture of the relative activities of matriptase, matriptase-2, hepsin
and DESCI1 towards the fluorogenic peptides, 18 IQF peptides were incubated at a fixed
concentration (50 pM) with the various enzymes (Fig. 2.3A~D). We also used trypsin as a
positive control of the 'cleavability’ of the substrates and as an example of a protease with
poor discrimination for positions other than P1 (Fig. 2.3E). Figure 2.3 shows that TTSPs had
clear preferences for distinct IQF peptides when compared with trypsin, which cleaved all
IQF peptides without significant discrimination. Furthermore, TTSPs cleaved 11 of the 18
substrates with different efficiency (Table 2.3), indicating that they had no exquisite substrate

specificity, but rather had preferred motifs.
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Figure 2.3
TTSP substrate preference

Substrate preferences for positions P4, P3, P2 and P1’ of (A) matriptase, (B) matriptase-2, (C) hepsin,
(D) DESC1 and (E) trypsin were analyzed using IQF peptides. Relative activities were measured using
50 uM substrate. Release of fluorescence from the substrates by the enzymes is given as the maximum
velocity observed (relative activity). All cleaved IQF peptides had their cleavage sites confirmed by MS
analysis. Measurements were performed in duplicate and represent the mean + SD of at least three
independent experiments.

To confirm that cleavage occurs at the predicted position (between suggested P1 and P1’
positions), we analyzed the cleavage products of the reaction with matriptase by MS of the 11
IQF cleaved peptides (results not shown). All expected cleavage products were identified for
the 11 peptides analyzed. Surprisingly, the peptide containing Arg in the P1 and P2 positions
[Abz-RQRRVVGG-Y(3-NO3); substrate 13] produced fragments corresponding to the cleavage
between positions P1 and P1’, as expected, but also fragments corresponding to cleavage

between positions P1 and P2 (see Discussion).

To better evaluate TTSP specificity, we determined kinetic parameters for matriptase,
matriptase-2, hepsin and DESC1 by using standard Michaelis—Menten kinetics (Fig. 2.4A).
Interestingly, we found that matriptase-2 did not manifest standard Michaelis—-Menten kinet-
ics for 4 of 18 IQF peptides. Use of these peptides significantly inhibited matriptase-2 activity
and therefore, fit the substrate inhibition equation (Fig. 2.4B). Only Abz-RQAR|VVGG-Y(3-
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IQF peptides do not exhibit Michaelis-Menten kinetics with matriptase-2

The kinetic parameters of matriptase for the substrate Abz-RQRRVVGG-Y(3-NO,) were determined
using the standard Michaelis-Menten equation. (B) For matriptase-2, an increasing concentration of
substrate caused increased inhibition. Results are shown for Abz-RQRRVVGG-Y(3-NO;) and were fit
to an equation describing substrate inhibition (Eqn 2.1). Measurements were performed in duplicate
and represent the mean + SD of at least three independent experiments.

NQO;), Abz-RRAR|VVGG-Y(3-NO3) and Abz-RQARJAVGG-Y(3-NO,) did not exhibit substrate

inhibition for matriptase-2.

Table 2.3 presents all calculated kinetics parameters (kca, Ky and kea/ Kip) for the
TTSPs studied. Interestingly, under our conditions, all TTSPs required a basic amino acid
(Arg) at the P4 position of the substrates to establish k.a:/ K, values. The presence of other
types of amino acids at this position (Ala, Glu, Leu and Tyr; substrates 2-5, respectively) did
not enable us to evaluate k.,/ Km values because of a lack of detectable enzymatic activity.
In addition, the k.. / K values of the substrates with Glu at P4, P3, P2 or P1’ (substrates 3, 7,
11 and 16) could not be determined, indicating that negatively charged amino acids in the

substrate-binding pockets of TTSPs have a detrimental effect.

Of all the TTSPs studied, matriptase showed the most specificity for Abz-RQRRVVGG-
Y(3-NO,) peptide (substrate 13) which yielded a kcai/ K, value (5.2 x 10° M-t -s1) 36-fold
higher than the reference substrate (RQAR|VVGG, substrate 1). The substitution of Gln with
a basic amino acid (Arg, substrate 9) at position P3 resulted in a fivefold increase in kcat/ K,
suggesting that P3 plays an important role in substrate recognition. P1’ was more permissive,
and GIn and Tyr residues at this position permitted the cleavage of substrates 17 and 18.
Interestingly, substituting an amino acid smaller than Val at P1’ (Ala, substrate 15) resulted in

a threefold increase in kcac/ K. With matriptase-2, we noted that specific peptides caused



Table 2.3
1QF peptide hydrolysis by matriptase, matriptase-2, hepsin and DESC1. The hydrolysis of the IQF peptides (0-200 uM) was monitored and the
constants were calculated from non-linear regressions of hyperbolic Michaelis—-Menten rate equations. Relative activities (Rel.kq,/K,;) of the 1QF
peptides are the k.,/K,, values of the IQF peptides relative to that of the reference peptide (substrate 1). Enzymatic measurements were performed in
duplicate and represent the means of at least three independent experiments. All errors are < 20 %. s.i., substrate inhibition.

Matriptase Matriptase-2 Hepsin DESC1
kear K kcat/Km Rel. kcat Km keai/Km Rel. keat Km keat/Km Rel. kca Kin kead/Km Rel.
Substrate Sequence st uM M-l kear/Km st uM Mlg! kear/Km st uM M-lg! kear/Km st uM Mls! kear/Km
1 RQAR-VVGG 1.5 104 1.5 x 10* 1.0 1.0 126 7.7x103 1 1.4 369 38x10% 1.0 25 113 22x10* 1.0
P4
2 AQAR-VVGG < 108 <103 < 10° <103
3 EQAR-VVGG <103 <108 <10? <10%
4 LQAR-VVGG <103 <10% < 10 <10
5 YQAR-VVGG <108 < 10% < 10° < 108
P3
6 RAAR-VVGG 03 159 21 x103 0.2 <103 0.5 220 26x103 0.7 0.7 25 3.0x10? 1.3
7 REAR-VVGG <108 <103 < 103 < 10°
8 RLAR-VWGG 03 88 3.6x 103 0.3 <103 06 290 22x103 0.6 1.1 42 26x104 1.2
9 RRAR-VVGG 09 12 7.7 x 104 5.3 03 33 9.6x10! 12 05 72 73x10° 1.9 14 11 13x10° 5.8
10 RYAR-VVGG 0.6 137 4.5x10% 0.3 <108 <103 1.0 55 19x10* 0.9
P2
11 RQER-VVGG < 10° <103 < 10% < 103
12 RQLR-VVGG 05 124 40x103 0.3 is. 15 68 24x10? 6.1 08 28 2.8x10 1.2
13 RQRR-VVGG 26 50 52x10° 36 is. 1.4 70 20x104 5.3 36 31 12x10° 5.2
14 RQYR-VWWGG 07 50 13x104 0.9 is. 1.1 109 1.0x10! 2.7 08 58 1.3x 10 0.6
PI’
15 RQAR-AVGG 55 128 4.3 x 104 3.0 03 18 16x10? 2 05 191 2.7 x103 0.7 32 76  43x10% 1.9
16 RQAR-EVGG <103 <103 < 10° <103
17 RQAR-QVGG 08 65 1.2x 10? 0.8 <103 <108 1.2 53 21x10* 1.0
18 RQAR-YVGG 20 869 23 x 10! 16 is. 05 175 26x 103 0.7 07 46 1.5x 10 0.7

147
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significant substrate inhibition and we did not assign kc,/ Km values to them (s.i. in Table

2.3).

Hepsin was the most permissive at P2, with Leu and Tyr (substrates 12 and 14) resulting
in a three- to sixfold increase in kca:/ Km values. Cleavage of substrate 13 was also efficient
(2.0 x 10* M - s°'1) but lower than for matriptase (5.2 x 10% M1 -s!). A basic amino acid (Arg,
substrate 9) at P3 resulted in a twofold increase in kcat/ Km. P1’ was not permissive for Gln
(substrate 17), but the Ala and Tyr substitutions (substrates 15 and 18) resulted in kcat/Km

values comparable to that of the reference substrate.

Interestingly, DESC1 was the only enzyme that was quite permissive for the P3 position.
In fact, the most suitable substrate for DESC1 had a basic amino acid (Arg) (substrate 9) at
this position (sixfold increase in k.a:/ Km). The presence of a pair of basic residues (substrate
13) led to a fivefold increase in kca:/ Km value. Overall, the permissiveness of DESC1 for P3,
P2 and P1’ was higher than for matriptase and hepsin. Ala, Leu or Tyr at P3 (substrates 6, 8
and 10) was tolerated and yielded k., / K1 values that were similar to that of the reference
(substrate 1). Leu and Tyr (substrates 12 and 14) at P2, and Ala, Gln and Tyr (substrates 15, 17

and 18) at P1’ also gave the same k.,/ K, as the reference substrate.

TTSP cleavage of IQF peptides with physiological substrate-processing sites

To further analyze the capacity of TTSPs to recognize and cleave potential substrates,
we used the known cleavage-site sequences of the matriptase substrates filaggrin [Abz-
RKRRGSRG-Y(3-NQOy)], protease-activated receptor-2 [PAR-2; Abz-SKGRSLIG-Y(3-NO,)],
Trask [Abz-KQSRKFVP-Y(3-NO;)] and proMSP-1 [Abz-SKLRVVGG-Y(3-NO,)] (Table 2.4).
Because our results showed that Abz-RQRRVVGG-Y(3-NQO;) was efficiently cleaved, we
searched the Protein Information Resource database for potential substrates with this
particular sequence and found that the of subunit of «g(37 integrin might be a potential
substrate, with cleavage occurring at RQRR|ALEK. We verified whether Abz-RQRRALEK-
Y(3-NO,) could be efficiently cleaved by TTSPs. Table 2.4 shows that matriptase cleaved
all the peptides tested, except proMSP-1. The cleavage efficiencies of filaggrin, Trask and
the af subunit by matriptase were similar (kca /Ky, values of 7.1 x 10° M1 .51, 6.6 x 10°
M-1.s!and 4.5 x 10° M1 .57}, respectively), whereas that of PAR-2 was slightly lower (3.1
x 10° M1 . s71), Matriptase-2 cleaved filaggrin, Trask and «gf; integrin peptides. Although
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the highest efficiency was observed with filaggrin (2.3 x 10° M-!.s'!), Trask and the og
subunit were also efficiently cleaved. Hepsin cleaved filaggrin (3.6 x 10> M™! - s'1), og subunit
sequences (4.6 x 10° M! - s'!), as well as proMSP-1 (1.3 x 10° M'! - s'!) and Trask (1.1 x 105
M!.s1). Interestingly, only hepsin cleaved proMSP-1 efficiently. DESC1 manifested less
activity toward physiological substrate-processing sites. MS analysis for the five substrates
cleaved by matriptase revealed that, as for Abz-RQRRVVGG-Y(3-NQO,), substrates with pairs
of arginines at P2 and P1 [Abz-RKRRGSRG-Y(3-NO,), filaggrin and Abz-RQRRALEK-Y(3-NO,),

agP7 integrin] were cleaved at P1-P1’ and at P2-P1.

2.4 Discussion

The initial step towards enzymatic proteolysis is the arrangement of the scissile peptide
bond of the substrate in the catalytic pocket of the protease. The ability of serine proteases
from the chymotrypsin family to recognize substrates is mainly governed by S1-S4 subsites
of the enzyme-substrate binding pocket, which recognize and interact with the P1-P4
counterpart amino acids of the substrate (Rose and Cera, 2002). To identify the nature
of these residues in TTSPs, we determined and compared the enzymatic properties of four
TTSPs (matriptase, matriptase-2, hepsin and DESC1). We used IQF substrates to probe the
nonprime and prime positions of the substrate that are critical to many enzyme families.

Interestingly, until now, the preference of TTSPs for prime positions remained unknown.

The recombinant matriptase used in this study consisted solely of the activation and
catalytic domains of the protease, whereas the other three TTSPs contained the complete
extracellular domain. Although it is unlikely that the lack of the stem region of matriptase will
impact on the overall enzymatic activity, these domains may be important for interactions

with macromolecular substrates, inhibitors and other proteins (Lu et al., 1997).

The TTSP inhibition profiles conformed to serine proteases in general, but the sensi-
tivity of hepsin and matriptase, and the relative insensitivity of matriptase-2 and DESCI1, to
leupeptin are noteworthy. Moreover, when matriptase activity was tested in the presence
of proteins of the serpin family, only AT III demonstrated robust inhibitory activity against
the four TTSPs tested. However, matriptase-2, hepsin and DESC1 were also significantly
inhibited in the presence of PAI-1 and «2-AP. These three serpins have Arg in the P1 position
of their reactive center loops, suggesting that the presence of Arg at this position is essential

for strong inhibition of TTSPs. The lack of inhibition of TTSPs by «;-AT and o;-ACT was



Hydrolysis of the IQF peptides (0-200 nM) was monitored and the constants were calculated from nonlinear regressions of hyperbolic

Table 2.4

Michaelis-Menten rate equations. Relative activities (Rel.k./K,y,) are the k.,/K,, values of the IQF peptides relative to that of the reference peptide
(substrate 1). Enzymatic measurements were performed in duplicate and represent the means of at least three independent experiments. All errors are

< 20 %. PAR-2, protease-activated receptor-2; proMSP-1, macrophage-stimulating protein 1 precursor.

Matriptase Matriptase-2 Hepsin DESC1
keat Km kear/Km Rel. kear Km keat/Km Rel. Keat Kim kcat/Km Rel. kear Kin keat/Km Rel.
Substrate Sequence st uM Mgt kear/Km st uM Mgl kcar/Km st uM Mgt keat/Km s uM M-lgl kear/Kim
Matriptase RQAR-VVGG 1.5 104 1.5x 10* 1.0 1.0 126 7.7 x10° 1 14 369 3.8x10° 1.0 25 113 22x10% 1.0
Filaggrin  RKRR-GSRG 32 46 7.1 x 10° 48 68 30 23x10° 30 66 189 3.6 x 10° 94 1.8 68 27x10* 1.2
PAR-2 SKGR-SLIG 61 197 3.1 x10° 21 22 142 11 x10t 2 15 373 3.9x10¢ 10 24 318 74x10° 0.3
Trask KQSR-KFVP 46 70 6.6 x 10° 44 72 52 14x10° 18 12 114 11x10° 30 <108
pro-MSP-1  SKLR-VVGG < 10? <103 16 140 13x10° 30 <103
agfiz RQRR-ALEK 45 100 4.5 x 10° 30 72 111 65x 10t 8 39 85 46x10° 122 40 122 33 x 10! 1.5

Ly



48

consistent with the P1-Arg subsite specificity (Table 2.2). These results are in agreement with
reports suggesting a role for serpins in modulating TTSP activity (Szabo et al., 2005) and also
support data demonstrating that DESC1 is able to form stable complexes with PAI-1 (Hobson
et al., 2004).

Protease specificities are commonly studied with substrates containing fluorogenic or
chromogenic reporter groups at their C-terminals such as with the PS-SCL method. This
method has been widely used to determine the preferred cleavage motifs of serine and
cysteine proteases. However, PS-SCLs are limited because cooperative interactions between
residues in the substrate cannot be assessed. In fact, PS-SCLs are mixtures of substrates with
one fixed position; all other positions are random. In this way, it is impossible to determine if
there is a cooperative interaction between a fixed position and the surrounding amino acids.
With IQF peptides, it is possible to determine this interaction because the exact constitution
of the peptide is known. Also, PS-SCLs provide information on the preferred residues on
the P side of the substrate, but not on P’ positions. Substrates with extended P’ positions,
such as IQF peptides, are thus a practical alternative to study specificity. This technique has
been used to probe the enzymatic specificities of proteases such as caspases (Stennicke et al.,
2000), cathepsins (Alves et al., 2003; Ruzza et al., 2006; Cezari et al., 2002) and dengue virus
NS3 protease (Niyomrattanakit et al., 2006).

It has been shown, using PS-SCLs (Harris et al., 2000), that matriptase prefers Arg/Lys at
P4, non-basic amino acid at P3, Ser at P2, Arg at P1 and Ala at P1’. Our results demonstrate that
basic amino acids are also favored in the P3 position, but also that a pair of arginines at P2 and
P1 renders the substrate highly accessible for cleavage. Indeed, MS analysis of the cleavage
products revealed that either of the two arginine residues in P2 or P1 can be processed, i.e.
Abz-RQR|R|VVGG-Y(3-NO,). Taken in a physiological context, such alternative processing
may introduce increased diversity in the products generated and potentially affect biological
activities. However, when pairs of arginine residues were present in positions P4-P3 of the
IQF substrates, only the P1-P1’ site was cleaved. The lack of cooperative interactions in
PS-SCL peptides may explain why a preference for basic residues at P3 and P2 has not been
observed in PS-SCLs.

We showed that hepsin had a distinct preference for Arg at P1, Leu/Tyr at P2 and Arg at

P3 and P4. The small residue Val appeared to be favored at P1". These results were similar to
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those reported by Herter et al. (2005), with slight differences. Hepatocyte growth factoris a
preferred hepsin substrate because of an "optimal’ KQLR-VVNG sequence, this would explain
why RQLR-VVGG, which resembles this recognition sequence, was the best hepsin substrate

in our study.

DESC1 specificity has not been extensively studied. Hobson et al. (2004) used p-
nitroanilide substrates to show that DESC1 is most active on substrates containing Ala at
P4 and P3, and Pro at P2, followed by substrates containing Phe and Gly at P3 and P2. Our
results showed that DESC1 preferred Leu at P2, Arg/Ala/Leu at P3, Arg at P4 and Ala at P1’
for efficient substrate cleavage. These differences may be caused by the bulkiness of the
p-nitroanilide group at the C-terminal of the scissile bond in these substrates, which can

influence cleavage efficiency.

As for matriptase-2, 4 of 18 IQF peptides based on the matriptase activation sequence
[Abz-RQAR|VVGG-Y(3-NO,)] (Table 2.3) did not exhibit Michaelis-Menten kinetics, but
rather inhibited matriptase-2 activity at higher concentrations. Intriguingly, none of the
substrates based on potential physiological sequences demonstrated substrate inhibition
(Table 2.4).

Our results show that the use of IQF peptides provides information that can be used as
a guide to identify potential TTSP substrates. This is exemplified by the efficient cleavage of
a peptide based on a PIR database-identified protein [og subunit of «g(CD103)B; integrin]
containing the potential cleavage motif RQRR. Interestingly, this motif corresponds to an
identified cleavage sequence (Shaw et al., 1994). o7 integrin is expressed in T cells and is
involved in epithelial T-cell retention through binding to E-cadherin (Schlickum et al., 2008).
E-cadherin colocalizes with epithin, the mouse ortholog of matriptase, in thymic epithelium
cells (Khang et al., 2005), suggesting that matriptase may play a role in E-cadherin/og3;
integrin interaction. Further research is needed to validate the o subunit as a potential TTSP

substrate.

To gain additional insight into the potential cleavage capacity of individual TTSPs,
we compared their ability to cleave sequences originating from physiological substrates
(filaggrin, PAR-2, Trask and proMSP-1). Of note was our finding that matriptase exhibited
robust activity toward all substrates except proMSP-1. Interestingly, proMSP-1 has been
shown to be a physiological substrate for matriptase (Bhatt et al., 2005). Although matriptase
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(as well as other TTSPs) was unable to cleave the sequence corresponding to the processing
site, incubating the MSP-1 precursor with purified matriptase in vitro revealed that the
precursor was indeed cleaved (results not shown). However, hepsin, which demonstrated
some proteolytic activity towards the fluorogenic proMSP-1 peptide, did not process the MSP-
1 precursor in vitro (results not shown). These results suggest that the precursor may need
to associate with its cognate protease via various domains, and/or that the conformation of
the precursor is important for recognition and cleavage by the processing enzyme. Lastly,
the filaggrin sequence was efficiently cleaved by all four TTSPs, whereas Trask was readily

cleaved by matriptase-2.

TTSPs possess a common pattern of specificity, with varying preferences for amino
acids at P3, P2 and P1’. Our results show that these enzymes cleave similar sequences, but
with different efficiencies. The colocalization of TTSPs may thus lead to redundant cleavage
of some substrates. In fact, both hepsin and matriptase-2 have been detected in kidney, liver
and uterine tissues (Hooper et al., 2003). Hepsin knockout mice manifest major hearing loss
(Guipponi et al., 2008), but do not demonstrate physiological changes in the tissues where
hepsin is mainly expressed (Wu et al,, 1998; Yu et al., 2000), suggesting that other enzymes
may contribute to its physiological roles in such tissues. However, other mechanisms of
enzymatic activity and modulation may exist at the transcriptional, translational and/or post-
translational levels that could ultimately affect the overall contribution of a given protease to

the proteomic profile of a cell.

Our study will be useful for identifying optimal and specific recognition sequences,
which could help in the design of specific biomarkers and protease inhibitors. Indeed, the
overexpression of TTSPs observed in many cancer states (Viloria et al., 2007; Betsunoh et al.,
2007) and the cell-surface localization of these proteins make them interesting targets for

therapeutic agents and for diagnostic purposes.

2.5 Experimental procedures
Materials

Pfu DNA polymerase was from Stratagene (La Jolla, CA, USA). Bovine trypsin was from
Sigma-Aldrich (Oakville, Canada). All restriction enzymes and T4 DNA ligase were from New
England Biolabs (Pickering, Canada). All Abz IQF peptides with the Tyr(3-NO,) quenching
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group (purity > 98 % after RP-HPLC and homogeneity checked by mass spectrometry) were
from GL Biochem (Shanghai, China). Aprotinin, leupeptin, AEBSE soybean trypsin inhibitor,
pepstatin, bestatin and E-64 were from Roche Diagnostics (Laval, Canada). EDTA, ortho-
phenanthroline and heparin were from Sigma-Aldrich (Oakville, Canada). «; -AT, a1 -ACT, AT
III, PAI-1 and «>-AP were from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). The pMT/BiP/V5-
His expression vector, Drosophila Schneider 2 (S2) cells, and mouse anti-V5 mAb were
from Invitrogen (Burlington, Canada). Sheep HRP-conjugated anti-mouse Ig was from GE
Healthcare (Baie d’Urfé, Canada). Human matriptase cDNA was a generous gift from C.-Y. Lin
(Georgetown University, Washington DC, USA). Human matriptase-2 cDNA was a generous
gift from C. L6pez-Otin (Universidad de Oviedo, Oviedo, Spain). Human hepsin cDNA was
cloned from a human liver cDNA library from Ambion (Foster City, CA, USA). Human DESC1
cDNA was a generous gift from D. E. Schuller (Ohio State University, OH, USA).

Cell culture

S2 cells were grown in Schneider’s Drosophila medium (Invitrogen) containing 10 %
fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine, 50 IU - mL! penicillin and 50 pg - mL"! streptomycin.

Stable S2 cell lines were obtained by growing in 20 ug - mL™! blasticidin (Invitrogen).

Production of TTSPs

The production of matriptase 596-855 has been described previously (Viloria et al.,
2007). cDNAs corresponding to amino acids 78-811 of matriptase-2, 45-417 of hepsin
and 44-423 of DESC1 were amplified by PCR and ligated into the pMT/BiP/V5-His vector.
These constructs each contained a C-terminal V5-His tag for affinity purification using
immobilized metal-chelate affinity chromatography. Before transfection, S2 cells were seeded
in six-well plates and grown until they reached a density of 24 x 108 cells-mL!. Cells
were cotransfected with 19 pg of recombinant DNA and 1 pg of pCoBlast selection vector
(Invitrogen) using calcium phosphate transfection kits (Invitrogen). The calcium phosphate
solution was removed 16 h post transfection and fresh medium was added. Cells were grown
for an additional 2 days. Blasticidin (20 ug - ml'!) was then added to the medium, and the cells
were incubated for a 2-week selection period. They were then inoculated into 1 L of selection
medium and grown to a density of 3 x 10° cells- mL-!. Recombinant TTSP expression was

induced by adding 500 uM CuSO,. Cells were removed by centrifugation at 6000 g. TTSPs
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in the supernatants were loaded on HisTrap FF columns (GE Healthcare) and eluted using
500 mM imidazole. Fractions were analyzed by western blotting. Those containing TTSPs
were pooled and dialyzed for 16 h at 4 °C against 50 mM Tris (pH 8.5), 10 % glycerol and
250 mM NaCl to remove the imidazole. The four purified TTSPs were active-site titered with

the burst titrant 4-methylumbelliferyl- p-guanidino benzoate.

TTSP pH profiles

Matriptase, matriptase-2, hepsin and DESC1 activities were determined by monitoring
the release of AMC (Ex;, 360 nm; Em; 460 nm) from 50 uM Boc-GIn-Ala-Arg-AMC over time
using a FLX-800 TBE microplate reader (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA). TTSPs
were incubated at 37 °C with the peptide in 100 mM MES containing 500 ug- ml! BSA (pH
5-7), 100 mM Tris/HCI containing 500 pg - ml-! BSA (pH 7-9) and 100 mM CAPS containing
500 pg - ml"! BSA (pH 9-11). The rate of AMC released at the different pH values was calculated

by comparing the maximum velocity observed for the specific buffer used (relative activity).

Inhibition assays

Purified and active site-titered (2 nM) matriptase, matriptase-2, hepsin and DESC1
were incubated with various inhibitors (EDTA, pepstatin, bestatin, E-64, trypsin inhibitor,
o-phenanthroline, AEBSE aprotinin and leupeptin) in 100 mM Tris/HCI (pH 8.5) containing
500 pg - ml! BSA at 37 °C. Residual enzyme activities were measured using 50 uM Boc-GIn-
Ala-Arg-AMC. To evaluate the inhibitory potencies of serpins, 2.5 nM matriptase, matriptase-
2, hepsin and DESC1 were preincubated for 10 min in 100 mM Tris/HCI (pH 7.4) containing
500 pg - ml"! BSA with 250 nM «; -AT, «; -ACT, AT 111 (preincubated with 50 ug - ml*! heparin),
PAI-1 and «>-AP. TTSP inhibition efficiencies were evaluated by measuring residual activity

using 50 pM Boc-GIn-Ala-Arg-AMC.

TTSP substrate relative activities and cleavage site determination

The substrate preferences of trypsin, matriptase, matriptase-2, hepsin and DESC1
(2 nM each) were analyzed using 50 uM of each of the 18 IQF peptides in 100 mM Tris/HClI,
pH 8.5, containing 500 pg - ml-! BSA. The rate of release of fluorescence from the IQF peptides

is reported as the maximum velocities observed (relative activity).
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To determine the site at which cleavage of IQF peptides occurred, 400 uM IQF peptides
were digested for 3h at 37°C in presence of 4 nM matriptase. Products of reaction were
diluted to a final concentration of 1 utM in 1 % acetic acid and analyzed by ESI-MS on a Synapt
MS system (Waters, Milford, MA, USA).

IQF peptide substrates studies

Hydrolysis of the IQF peptide substrates was measured at 37°C using a FLX-800
TBE microplate reader. Fluorescence was monitored (Ex, 320 nm; Em; 420 nm) and the
initial velocity was calculated from the linear portion of the progress curve. Enzymatic
assays were performed in a final volume of 100 pL in 100 mM Tris/HCI (pH 8.5) containing
500 ug - ml! BSA. Enzyme concentrations ranged from 1 to 5 nM, depending on the enzyme
used. Increasing concentrations of peptides (0-200 uM) were incubated with a constant
concentration of enzyme, and the release of fluorescence was measured for 30 min to
determine the Ky, Viax and kcac values. The inner filter effect caused by the IQF peptides
was corrected, as previously described (Liu et al., 1999). Standard curves were obtained
using the signal from the N-terminal Abz-containing cleavage fragment corresponding
to the reference substrate (Abz-RQAR) and were converted to molar concentrations of
hydrolyzed product. The data were fitted to the hyperbolic Michaelis—Menten rate equation
V0 = Vimaz[S]/(Km + [S]) using GRAPHPAD PRISM 5 software (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA), and kinetic constants were calculated by nonlinear regression. The initial reaction
rates (vp) at a single enzyme concentration ([ Fy|) are a function of the substrate concentration
([S]), the limiting velocity of the reaction (V,,,,,), and the concentration of substrate that

results in half-maximal velocity (K,,). In this case, ket = Vinar /[ Eol-

IQF peptides did not show simple Michaelis-Menten kinetics under saturation con-
ditions for matriptase-2. At high substrate concentrations, the initial velocity decreased as
a function of increasing substrate concentration, indicating that there was some substrate
inhibition. Initial reaction velocities for matriptase-2 were fitted to an equation (Eqn 2.1)
describing substrate inhibition (Fersht, 1985) (a modified form of Michaelis-Menten equation

in which K’ is the binding constant for the second substrate molecule):
s g

kkat[EOHSJ
ST+ Kun + [SI?/K;

(2.1

v =
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However, this model did not provide reliable k..; and K, values for this enzyme. Only
three k..:/K,, values were determined with IQF peptides that did not exhibit substrate

inhibition for matriptase-2.
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Avant-propos:

L’article « Essential Role of Endocytosis of the Type 1l Transmembrane Serine Protease TMPRSS6
in Regulating Its Functionality » paru dans The Journal of Biological Chemistry démontre
que la matriptase-2 (TMPRSS6) posséde un motif au niveau de son domaine cytoplasmique
responsable de son internalisation a partir de la surface cellulaire. Cette propriété permet
de contréler son action protéolytique sur I’hémojuvéline et ainsi réguler I’expression de
I'’hepcidine, une hormone essentielle a 'homéostasie du fer. Pour cet article, j’ai contribué a
I'élaboration et a I'’exécution du travail expérimental ainsi qu’a I’écriture du manuscrit.

Résumé:

La sérine protéase transmembranaire de type Il TMPRSS6 (matriptase-2) permet de controler
I’homéostasie du fer en exercant une action négative sur ’expression de ’hepcidine, une
hormone importante au métabolisme du fer. A la membrane plasmique, TMPRSS6 clive
son substrat cible, 'hémojuvéline (HJV), permettant ainsi de réguler en amont la voie
de signalisation responsable de l'expression de 'hepcidine. A ce jour, la dynamique de
I'expression a la surface cellulaire de la protéase n’a jamais été adressée. Nous rapportons dans
cette étude que TMPRSS6 subit une internalisation constitutive dans des cellules HEK293
transfectées ainsi que dans deux lignées cellulaires hépatiques humaines, soit les HepGz2 et
les hépathocytes primaires, toute deux exprimant TMPRSS6 de fagon endogene. TMPRSS6
marqué a la surface cellulaire est internalisé via une voie dépendante de la dynamine puis
détecté au niveau de vésicules positives pour la clathrine et pour AP-2. TMPRSS6 transite
ensuite par des endosomes précoces avant de se retrouver aux lysosomes. Linternalisation de
TMPRSS6 est dépendante de résidus spécifiques situés dans la région amino-terminale de son
domaine cytoplasmique, car la mutagénese dirigée de ces résidues bloque son internalisation
et maintient I’enzyme a la surface cellulaire. Les cellules qui co-expriment I'un de ces mutants
avec HJV produisent des niveaux signativement diminués d’hepcidine en comparaison a
celles qui expriment TMPRSS6 de type sauvage. Cette diminution est due a une augmentation
du clivage de HJV a la surface cellulaire provoquée par 'accumulation des mutants de
TMPRSSS, incapable d’internaliser, a la surface. Nos résultats soulignent pour la premieére
fois I'importance du trafic de TMPRSS6 a la membrane plasmique dans la régulation de
I'expression de I'hepcidine, un événement qui est essentiel a ’homéostasie du fer.
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3.1 Abstract

The type II transmembrane serine protease TMPRSS6 (also known as matriptase-2)
controls iron homeostasis through its negative regulation of expression of hepcidin, a key
hormone involved in iron metabolism. Upstream of the hepcidin regulated signaling pathway,
TMPRSSES cleaves its target substrate hemojuvelin (HJV) at the plasma membrane but the
dynamics of the protease’s cell surface expression have not been addressed. Here we report
that TMPRSS6 undergoes constitutive internalization in transfected HEK293 cells and in two
human hepatic cell lines, HepG2 and primary hepatocytes, both of which express TMPRSS6
endogenously. Cell-surface labeled TMPRSS6 internalized and was detected in clathrin
and AP-2 positive vesicles via a dynamin-dependent pathway. The endocytosed TMPRSS6
next transited in early endosomes and then to lysosomes. Internalization of TMPRSSS is
dependent on specific residues within it’s N-terminal, cytoplasmic domain as site-directed
mutagenesis of these residues abrogated internalization and maintained the enzyme at the
cell surface. Cells co-expressing these mutants and HJV produced significantly decreased
levels of hepcidin compared to wild-type TMPRSS6 due to the sustained cleavage of HJV at the
cell-surface by TMPRSS6 mutants. Our results underscore for the first time the importance of
TMPRSSE trafficking at the plasma membrane in the regulation of hepcidin expression, an

event that is essential for iron homeostasis.

3.2 Introduction

The serine protease superfamily of hydrolytic enzymes is comprised of over 200
members (MEROPS database (Rawlings, Barrett and Bateman, 2010)), most of them secreted,

soluble proteins. TMPRSS6 (matriptase-2), a member of a novel family of type II transmem-
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brane serine proteases (TTSPs) that function at the cell-surface (Bugge, Antalis and Wu,
2009) was originally characterized as a protease mostly expressed in the liver (Ramsay et al.,
2008) and capable of processing proteins such as type I collagen, fibronectin and fibrinogen
(Hooper et al., 2003; Velasco et al,, 2002). The protease is a mosaic protein comprised of
multiple domains, including a 52-residue N-terminal cytoplasmic domain (Prasad et al., 2009),
a transmembrane domain that anchors the enzyme within membranes and an extracellular
domain itself constituted of multiple regions including the catalytic region. Until now, no
function had been associated to the enzyme’s cytoplasmic tail. TMPRSS6 is synthesized
as an inactive zymogen with the catalytic region being disulfide linked to the main chain
following activation. Moreover, the enzyme undergoes cell-surface shedding, releasing a
soluble and active form in the extracellular milieu (Stirnberg et al., 2010). It exhibits many of
the enzymatic specificities of other members of the TTSP family preferring Arginine residues
in P4, P3 and P1 positions relative to the cleaved peptide bond (Velasco et al., 2002; Béliveau,
Désilets and Leduc, 2009).

Although TMPRSS6 has been associated with breast and prostate cancer (Parr et al,,
2007; Sanders et al., 2008), recent reports have demonstrated its direct involvement in
iron homeostasis. Indeed, genetic analysis of kindred suffering from iron-refractory iron
deficiency anemia (IRIDA) identified sequence variants in the TMPRSS6 gene conclusively
demonstrating that its loss is causative for this disease (Finberg et al., 2008). Concomitantly,
another group using chemically induced mouse models that showed progressive loss of body
hair and microcytic anemia (Du et al., 2008) found that the phenotype was caused by high
levels of hepcidin, the major hormonal regulator of iron in mammals, this itself due to a
splicing defect in the TMPRSS6 gene. Other nonsense mutations within the TMPRSS6 gene
were also found in patients suffering from microcytic anemia and iron deficiency (Guillem
et al., 2008; Melis et al., 2008). The involvement of TMPRSS6 in hepcidin regulation and iron
homeostatis was initially discovered in a mouse mutant (mask), the phenotype of which
resulted from a reduced absorption of dietary iron caused by high levels of hepcidin due
to a splicing defect of TMPRSS6 (Du et al., 2008). Mechanistically, TMPRSS6 controls iron
homeostasis by repressing the expression of the HAMP gene, which encodes hepcidin, the
major hormonal regulator of iron metabolism (Nemeth and Ganz, 2009). The link between
TMPRSS6 and hepcidin involves the cleavage by TMPRSS6 of hemojuvelin (HJV) (Silvestri

et al., 2008), which acts as a bone morphogenetic protein (BMP) coreceptor (Babitt ez al.,



2006), thereby affecting the BMP/SMAD signalling pathway and activation of the HAMP gene.
Mutations present in IRIDA patients within specific TMPRSS6 extracellular domains affect
either 1) translocation of the enzyme to the cell surface, which leads to increased intracellular
retention resulting in the impairment of efficient HJV cleavage at the cell surface, or 2) the

enzyme’s capacity at being activated (Silvestri et al., 2009).

Here we show that TMPRSS6 is constitutively internalized and that its endocytosis
is dependent on motifs found within its cytoplasmic tail. Our results demonstrate that
a member of the TTSP family undergoes dynamic trafficking at the cell surface thereby

suggesting a way by which accessibility to its substrate can be controlled.

3.3 Experimental procedures
Cells, antibodies and reagents

HepG2 and HEK293 were purchased from ATCC (Manassas, VA, USA) and primary
human hepatocytes were from Zen-Bio (Chapel Hill, NC, USA). Cells were cultured in DMEM
containing 10 % fetal bovine serum (FBS), penicillin, and streptomycin (Wisent, St-Bruno,
CAN). Serum-free 293 SFM II medium was from Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) and primary
hepatocyte plating and maintenance medium were from Zen-Bio. Cells were transfected
using polyethyleneimine (PEI) (Polysciences, Warrington, PA, USA) as previously described
(Ehrhardt et al.,, 2006). Anti-V5 mAb was from Invitrogen, anti-HA (HA.11) mAb and pAb
from Covance (Emeryville, CA, USA), Na*/K*-ATPase pAb, clathrin heavy chain (D3C6)
and caveolin-1 (D46G3) rabbit mAb from Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA),
Early Endosomal Antigen 1 (EEA1) mAb from BD Transduction Laboratories (San Diego,
CA, USA) and pAb (PA1-063A) from Thermo Scientific (Rockford, IL, USA), LAMP-2 mAb
(H4B4) was from the University of Iowa (Iowa City, IA, USA) and pAb (ab37024) from Abcam
(Cambridge, MA, USA), anti-actin mAb (A3853) and anti-HJV (HPA014472) from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Anti-TMPRSS6 pAb was developed in collaboration with 215
Century Biochemicals (Marlboro, MA, USA). The Tyramide signal amplification (TSA) kit with
HRP-goat anti-rabbit IgG and Alexa Fluor 488 tyramide was from Invitrogen. Boc-GIn-Ala-Arg-
AMC was from Bachem Bioscience, Inc. (King of Prussia, PA, USA). Amicon Ultra Centrifugal
Filters (Ultracel 3K) with 3,000 MW cut off were from Millipore (Cork, Ireland). Poly-L-Lysine
and Collagen I coated glass coverslips (BD BioCoat) were from BD Biosciences (Bedford,

MA, USA). Lysosomal inhibitors (leupeptin, pepstatin, E-64) were from Roche Diagnostics
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(Mannheim, Germany) and E-64d from Sigma-Aldrich. siRNA pools targeting TMPRSS6
(TMPRSS6 ON-TARGETplus SMARTpool) and non-targeting siRNA pool (ON-TARGETplus

Non-targeting pool) were from Thermo Scientific Dharmacon (Lafayette, CO, USA).

Plasmid Constructions and Site-directed Mutagenesis

Human TMPRSS6 cDNA was obtained from C. Lopez-Otin (Universidad de Oviedo,
Spain) and inserted in pcDNA6/V5 (Invitrogen). HA-tagged dominant-negative dynamin-1
(K44A) (HA-dynamin-1 K44A/pcDNA3.1) was obtained from Dr. Sandra Schmid (Scripps
Research Institute, CA). TMPRSS6 mutants were generated using the QuikChange II XL
mutagenesis kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA) as described by the manufacturer. YFP-tagged
B2-adaptin (pEYFP-N1) was described elsewhere (Fessart et al., 2007). Plasmid encoding
human HJV variant A was from OriGene Technologies, Inc. (Rockville, MD, USA). Expression
of all proteins was under the control of the human cytomegalovirus (CMV) immediate-early

promoter.

Biotinylation Assays

HEK293 cells were transfected with 1 ug of TMPRSS6-V5 plasmid using 4 pg PEI in 6-cm
plates. After a 24-h transfection, biotinylation of HEK293 surface proteins was performed with
Pierce Cell Surface Protein Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific). Cells were incubated at
37 °C in complete DMEM for various time, washed, then left untreated or treated with biotin
cleavage solution (150 mM NaCl, 20 mM Tris, 50 mM sodium 2-mercaptoethanesulfonate
(MesNa) (pH 8.6)) for 2.5 h prior to lysis. Biotinylated proteins were precipitated with avidin
and resulting samples were loaded on a 10 % SDS-PAGE gel then analyzed by immunoblotting
using anti-V5 antibodies (TMPRSS6) and Na*/K*-ATPase antibodies.

Immunofluorescence

Cells were seeded on 12 mm or 22 mm coverslips (poly-lysine coated for HepG2 cells
and Collagen [ for primary human hepatocytes) placed in 6-well plates. When indicated,
cells were transfected with 1 g of plasmid using 4 pg PEIL. After a 24-h transfection, cell
surface TMPRSS6 was labeled with anti-V5 or anti-TMPRSS6 antibodies for 1 h at 4°C in
serum-free DMEM. Cells were then washed and incubated in complete DMEM at 37 °C for
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various period of time. Protocol for cell preparation was described elsewhere (Brodeur et al.,
2009). Detection signal of endogenous TMPRSS6 in HepG2 and primary human hepatocytes
was amplified with TSA kit.

Treatment with lysosomal inhibitors

Cells were incubated for 6 h at 37°C in complete DMEM containing 1 mg- ml! of
leupeptin, 10 ug - mi-! of E64 (HEK293 cells) or E-64d (hepatocytes) and 70 pg - ml! pepstatin
as previously published (Brodeur et al., 2009).

Expression of TMPRSS6 mutants

HEK293 cells were transfected with 1pg plasmid using 4 ug PEI in 6-wells plates.
Plasmids used were WT TMPRSS6-V5, catalytically dead mutant (S762A), penta-alanine
mutants or single alanine mutants of the 2-11 region of the cytoplasmic tail of TMPRSS6.
After 24-h transfection, cell media were replaced by serum-free 293 SFM II for another
24-h. Cells were then lysed and cell media collected and concentrated with 3,000 MWCO
centrifugal filters (Amicon). Resulting samples were loaded on a 10 % SDS-PAGE and analyzed
by immunoblotting with anti-V5 antibody.

Proteolytic activity measurements

HEK293 cells were transfected with 1 pg plasmid using 4 pg PEI in 6-well plates. After
24-h transfection, the medium was replaced by serum-free 293 SFM Il for 72 h. Enzymatic
assays were then performed with serum-free medium in 100 mM Tris-HCl, pH 9, containing
500 ug - ml! bovine serum albumin. Enzyme activity was monitored by measuring the release
of fluorescence (excitation, 360 nm; emission, 441 nm) from Boc-GIn-Ala-Arg-AMC (50 pM)
for 20 min at 37 °C in a FLX-800 TBE microplate reader (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT,
USA). Activity was normalized by cell lysate total protein (ug) and presented as fold over
wild-type (WT).

Hemojuvelin processing by TMPRSS6

HEK293 cells were cotransfected with 1 ug HJV and 1 ug TMPRSS6-V5 plasmids using
8 pg PEI in 6-well plates. Plasmids used were WT TMPRSS6-V5 or single alanine mutants
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of 2-11 region of the cytoplasmic tail. After 24-h transfection, cell media were replaced by
serum-free 293 SFM II for another 24-h. Cells were then lysed and media collected and
concentrated with 3,000 MWCO centrifugal filters (Amicon). Resulting samples were loaded
on a 10 % SDS-PAGE and analyzed by immunoblotting with anti-V5 and anti-HJV antibodies.

siRNA transfection

siRNAs were transfected using DharmaFECT 4 Transfection Reagents according to the

manufacturer’s instructions (Dharmacon).

Hepcidin quantification

Hepcidin-25 was assessed in concentrated cell media by a competitive ELISA method,

using Hepcidin-25 — EAI commercial kit (Bachem, San Carlos, CA, USA).

3.4 Results
Cell-surface TMPRSS6 is internalized

Since regulation of HAMP involves cleavage of HJV by TMPRSS6, we reasoned that
there could be a regulatory step necessary for controlling the levels of HJV, the presence of
which is paramount to the downstream signaling and transcriptional activation of HAMP.
To determine the dynamics of TMPRSS6 cell-surface expression and its trafficking path,
we examined the endocytic/internalization capacity of both an epitope tagged form of
TMPRSS6 heterologously expressed in HEK293 cells and the endogenous protein in HepG2
cells and in human primary hepatocytes. To examine whether TMPRSS6 is present at the
plasma membrane and is internalized, we used a cell-surface biotinylation assay. HEK293
cells transiently transfected with a carboxy-terminal, extracellular V5-tagged TMPRSS6
(TMPRSS6-V5) construct were labeled with membrane impermeable biotin (sulfo-NHS-
SS-biotin) and kept at 4 °C (0 min) to prevent internalization or incubated at 37 °C for various
times (5, 10, 20, 30 and 60 min) to allow internalization (Fig. 3.1A). Cells were then kept
at 4 °C to prevent further internalization, cell-surface biotin was cleaved with sodium 2-
mercaptoethanesulfonate (MesNa), a membrane impermeant reducing agent, and total cell
lysates were analyzed by SDS-PAGE and immunoblotting. Figure 3.1A shows that TMPRSS6

migrates as a 125 kDa band, corresponding to the predicted molecular weight of the N-linked
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glycosylated protease. We compared the biotinylation of the TMPRSS6 population to that
of Na*/K*-ATPase, a protein that does not internalize in our conditions (Na*/K*-ATPase
undergoes internalization only when HEK293 cells are stimulated, see Pierre, Belliard and
Sottejeau (2011). As expected, biotinylated Na*/K*-ATPase was not protected from MesNa
cleavage indicating that this protein was not internalized. However, we found that after 5
minutes of incubation, a subset of biotinylated TMPRSS6 was protected from cleavage, which
suggested internalization within intracellular compartments; further time points (10-60 min)

led to the detection of increased levels of protected TMPRSS6.
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TMPRSS6 undergoes internalization

(A) HEK293 cells transfected with TMPRSS6-V5 were surface-biotinylated with sulfo-NHS-SS-biotin
and incubated at 37 °C for the indicated time (internalization). Cells were left untreated (-) or treated
(+) with MesNa (cleavage) for 2.5h on ice. Biotinylated proteins were precipitated with avidin and
samples were analyzed by immunoblotting with antibodies against V5 (upper panel) and Na*/K*-
ATPase (middle panel). Total cell lysate was also analyzed to assess TMPRSS6 expression levels
(lower panel) (n = 3). HEK293 cells transfected with TMPRSS6-V5 (n = 3) (B), untransfected HepG2
cells (n = 3) (C) and primary human hepatocytes (D) were cell-surface labeled with anti-V5 or anti-
TMPRSS6 antibodies and incubated for different times (0-60 min) at 37 °C prior to processing for
confocal fluorescence microscopy analysis. Anti-V5 and anti-TMPRSS6 immunofluorescence are
displayed in green and Hoechst-stained nucleus in blue. Scale bar: 50 pm.

We next examined internalization of TMPRSS6 in transiently transfected HEK293
cells, in HepG2 cells and in human primary hepatocytes using confocal microscopy. To
directly observe the internalization phenomenon, we first labeled TMPRSS6-V5 transiently
expressed in HEK293 cells with a specific V5 monoclonal antibody at 4 °C to prevent any

internalization. The antibody-tagged TMPRSS6-V5 expressing cells were then incubated
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at 37 °C to allow internalization (Fig. 3.1B). At initial time points and for a 5 min period at
4°C (Fig. 3.1B), TMPRSS6-V5 was present at the plasma membrane of transfected cells
consistent with the accessibility to cleavage with MesNa after biotinylation (Fig. 3.1A).
After 10 and 20 min at 37 °C, labeling was found in vesicular structures near the plasma
membrane, with some fluorescence retained at the plasma membrane. Beginning at 30
min and especially at 60 min, the majority of the enzyme was found in large vesicles in the
juxtanuclear region further demonstrating transport of the protein into the cytoplasm. This
observed internalization could explain the partial protection from biotin cleavage starting
at 10 minutes of incubation time and through to 60 minutes (Fig. 3.1A). To examine this
phenomenon in cells endogenously expressing TMPRSS6, we first raised an antibody against
a peptide sequence found within the enzyme’s catalytic region (see supplemental Fig. 3.SF1A,
which shows specificity of the antibody using blocking peptides) and used it to observe similar
internalization dynamics in HepG2 cells and in primary human hepatocytes endogenously
expressing TMPRSS6 (Fig. 3.1C and 3.1D). Collectively, these results demonstrate that cell-

surface TMPRSS6 undergoes internalization.

Characterization of TMPRSS6 internalization pathway

Our observations on the internalization of TMPRSS6 prompted us to investigate the
endocytic pathway by which this is mediated. Since dynamin-mediated endocytosis is a major
form of endocytosis involved in internalization of cell-surface proteins such as receptors
(Damke et al., 1994), we first examined whether TMPRSS6 endocytosis was dynamin mediated.
As shown in Figure 3.2A, the expression of a dominant-negative mutant form of dynamin-1
(K44A), which inhibits clathrin- and caveolin-mediated endocytosis (Conner and Schmid,
2003), abrogated internalization and maintained TMPRSS6 at the plasma membrane in
HEK293 cells transiently expressing TMPRSS6-V5. Similar results were obtained in HepG2
cells. Indeed, Figure 3.2A clearly shows that in HepG2 cells not expressing dynamin-1 K44A,
TMPRSS6 was internalized (box 1) whereas TMPRSS6 was maintained at the cell surface in

dynamin-1 K44A expressing cells (box 2).

To more precisely define the compartments where cell-surface labeled TMPRSS6
is internalized, we carried out double labeling for TMPRSS6 and endocytic markers in
HEK293 cells transiently expressing TMPRSS6-V5. After short internalization periods (5 min),
TMPRSS6 partially colocalized with the clathrin-coated vesicle (CCV) markers 3,-adaptin and
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Figure 3.2
Characterization of TMPRSS6 internalization pathway

(A) HepG2 and HEK293 cells were transfected with HA-tagged dominant-negative dynarmin-1 K44A in
the presence (HEK293) or absence (HepG2) of TMPRSS6-V5. Cell-surface TMPRSS6 was labeled
on ice with anti-V5 (HEK293) or anti-TMPRSS6 (HepG2) and incubated at 37°C for 1 h. Cells
were fixed, permeabilized and immunostained using anti-HA followed by fluorescent secondary
antibodies. Box 1: dynamin-1 K44A untransfected cell; box 2, transfected cell (n = 3) (B) HEK293
cells transfected with TMPRSS6-V5 in the absence or presence of YFP-tagged (3, -adaptin and primary
human hepatocytes were co-stained for TMPRSS6 and different endocytosis markers. Cell-surface
TMPRSS6 was labeled on ice with anti-V5 (HEK293) or anti-TMPRSS6 (hepatocytes) and incubated at
37°C for 5 or 10 min. TMPRSS6 immunofluorescence is displayed in green and YFP, anti-clathrin or
anti-EEA1 in red (n = 3). (C) Cell-surface TMPRSS6 of HEK293 cells transfected with TMPRSS6-V5 and
primary human hepatocytes were labeled on ice with anti-V5 (HEK293) or anti-TMPRSS6 (hepatocytes)
and incubated at 37 °C for 6 h in presence of lysosome protease inhibitors leupeptin (1 mg- ml!),
pepstatin (70 pg - ml!) and E-64 (HEK293 cells) or E-64d (hepatocytes) (10 pg- ml?) (n = 3). TMPRSS6
immunofluorescence is displayed in green, LAMP-2 in red and Hoechst-stained nucleus in blue. Yellow
color and white arrowheads indicate colocalization. Scale bar: 50 um.

clathrin in punctate structures along the plasma membrane (Fig. 3.2B). No colocalization
was observed with caveolin-1 (supplemental Fig. 3.SF2). To determine the nature of the
compartments to which TMPRSS6 next traffics, we carried out double labeling of TMPRSS6
and EEA1, a marker for early endosomes (Mu et al., 1995). TMPRSS6 colocalized with EEA1
after a 10 min internalization period in transfected HEK293 cells and in primary human

hepatocytes suggesting its transport to early endosomes (Fig. 3.2B).

In order to determine whether TMPRSS6 further transits to lysosomes, we next com-

pared its localization with LAMP-2, a lysosomal marker. Figure 3.2C shows that after 6 hours
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of internalization and in presence of lysosomal inhibitors, TMPRSS6 partially colocalized
with LAMP-2-labeled structures both in transfected HEK293 cells and in primary human
hepatocytes. Taken together, our results suggest that TMPRSS6 traffics to early endosomes
via clathrin-coated vesicles in a dynamin-dependent manner, where it is then sorted to the

lysosomes.

The cytoplasmic tail of TMPRSSS6 is involved in its internalization

In order to better understand the molecular determinants involved in TMPRSS6
internalization, we initially Alanine-scanned the 52-residue N-terminus by constructing ten
penta-Ala mutants that cover the entire cytoplasmic tail and expressing them in HEK293 cells
(Fig. 3.3A). We also constructed a TMPRSS6 catalytically inactive mutant (§762A) whereby the
catalytic serine of the protease was replaced with Ala to examine whether proteolytic activity

plays a role in the internalization process.

Constructs for all eleven mutants were transfected in HEK293 cells and cells were
labeled with V5 antibody. Cells were further incubated in complete DMEM for 30 minutes at
37°C to allow internalization. Interestingly, two out of the eleven mutants (2-6A and 7-11A)
failed to undergo intracellular sequestration and remained mostly at the cell surface whereas
all other mutants behaved similarly to wild-type in their internalization capacity (Fig. 3.3B).
Furthermore, the $762A mutant exhibited similar internalization properties to WT suggesting
that enzyme’s proteolytic activity is not involved in internalization. Inmunoblotting analysis
of cell lysates of these mutants reveals that they are equally expressed (Fig. 3.3C, upper
panels). Cell-surface TMPRSS6 is known to undergo a complex maturation process that
includes activation and subsequent shedding from the plasma membrane (Stirnberg et al.,
2010; Silvestri et al., 2008, 2009; Altamura et al., 2010; Ramsay et al., 2009). Hence, multiple
forms are generated, most of them the result of autocatalysis. Inmunoblotting analysis of
media originating from cells expressing wild-type and mutant TMPRSS6 (Fig. 3.3C, middle
panels) reveals different shed forms detectable as fragments migrating at 90, 85, 75, 32 and
30 kDa. First, the larger 90 kDa form can originate from a cleavage within the enzyme’s SEA
domain, similar to that observed for matriptase (Oberst et al., 2003) while the 75 and 85 kDa
fragments would be the consequence of proteolysis at Arg*'3 and Arg**® within the stem
region leading to cell surface release (Stirnberg et al., 2010). All these larger forms would not

carry proteolytic activity because no cleavage has occurred at the activation peptide, an event
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Figure 3.3
TMPRSS6 cytoplasmic tail is involved in internalization

(A) Schematic representation of TMPRSS6 domains including its N-terminal (52 residues) cytoplasmic
tail. A catalytically inactive mutant (§762A, black arrowhead) and ten 'penta-Alanine’ mutants (5
contiguous Ala clusters) were generated as indicated. (B) HEK293 cells were grown on coverslips
and transfected with WT TMPRSS6-V5, S762A or penta-alanine mutants as indicated. Cells were
surface-labeled on ice with anti-V5 and fixed 30 minutes after incubation at 37 °C (n = 3). Anti-V5
immunofluorescence is displayed in green and Hoechst-stained nucleus in blue. Scale bar: 50 uM.
(C) HEK293 cells were transfected with WT TMPRSS6-V5, catalytically dead mutant (§762A) or penta-
alanine mutants. Expression was detected by Western blotting with an anti-V5 antibody. Equal amount
of cell lysate (CL) was loaded on SDS-PAGE gel (upper panel). Cell media (CM) was concentrated and
loaded on a 10 % SDS-PAGE gel (middle panel). Cell lysate actin was blotted as loading control (lower
panel) (n=3). (D) Proteolytic activity was measured by cleaving the fluorogenic peptide Boc-Gln-Ala-
Arg-AMC (50 M) and monitoring fluorescence release in media of cells transfected with TMPRSS6
and alanine mutants. Activity was normalized by cell lysate total protein (ug) and presented as fold
over WT (mean + SD, n=3).

required for activity. Indeed, it is cleavage at Arg>’® within the conserved activation peptide
which yields the 30 kDa active fragment and which converts the single-chain zymogen into
the activated two-chain protease (Stirnberg et al., 2010). Moreover, because TMPRSS6 cleaves
after selective basic residues, the 32 kDa fragment can be the result of an alternative cleavage
near the activation site (for example at Arg®>>%). Compared to wild-type, mutants 2-6A and
7-11A exhibited increased cell-surface shedding as shown by the bands migrating at 90, 85,
75, 32, 30 kDa. Mutant 37-41A also had increased cell-surface shedding but only for the 90, 32
and 30 kDa bands. We detected significant increases in proteolytic activity (4 to 4.5 fold over
WT) in the media of cells expressing mutants 2-6A and 7-11A (Fig. 3.3D) but, intriguingly, not
with the 37-41A mutant. These results suggest that cleavages after Arg*!® and Arg**® (75 and
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85 kDa bands respectively) may be required to obtain active shed forms. Another possibility
for the lack of activity of the 37-41A mutant is that cleavage yielding the 32 and 30 kDa form
does not occur at the precise site (Arg®’®) required for activation of the protease. Certainly, the
higher proteolytic activity detected in the media of 2-6A and 7-11A mutants is consistent with
immunoblotting data whereby impeding cell-surface internalization increases cell-surface
shedding which is associated with higher proteolytic activity in cell media compared to WT

and other mutants.

The results obtained with the 2-6A and 7-11A mutants suggested that specific, individ-
ual residues were involved in TMPRSS6 internalization. We therefore examined the effect of
systematically replacing each of the first 10 residues of the protein (excluding the initiator
Methionine) with Alanine. Figure 3.4A shows that selective amino acid substitutions lead to
profound effects on the ability of TMPRSS6 to internalize. Indeed, confocal analysis reveals
that five of the mutants (L2A, L3A, F5A, S7A and K8A) remained mostly at the cell-surface after
a 30 minute incubation at 37 °C, whereas L4A, H6A, R9A, M10A and P11A exhibited normal
internalization. Immunoblotting analysis (Fig. 3.4B) and proteolytic activity in cell media
(Fig. 3.4C) show increased cell-surface shedding of L.2A, L.3A, F5A, S7A and K8A mutants that
is associated with a higher proteolytic activity in the cell media compared to WT and other

mutants.

Impairment of TMPRSS6 internalization affects cell-surface cleavage of HJV and hepcidin

production

HJV is a cell-surface protein that is important for HAMP gene expression and TMPRSS6
plays a regulatory role in this process by cleaving HJV. To determine the functional impact
of impairment of TMPRSS6 internalization on this process, we first analyzed the effect of
sustained cell-surface expression of the protease and the various protease mutants on HJV
cleavage. HEK293 cells were co-transfected with a HJV encoding plasmid together with empty
vector (mock), WT or single alanine mutant TMPRSS6-V5 constructs (Fig. 3.5A). HJV cleavage
by TMPRSS6 was analyzed by immunoblotting with HJV antibodies to detect cleaved soluble
HJV (sHJV) in the cell media (Fig. 3.5A, middle panels). As reported previously, shed HIV
migrates at 40 kDa due to proprotein convertase cleavage (Maxson, Enns and Zhang, 2009)
while cleavage by TMPRSS6 yields a shorter, 36 kDa form. Indeed, in cells transfected with WT

TMPRSS6-V5 or single alanine mutants, the major forms of sHJV in the conditioned medium
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Figure 3.4
TMPRSS6 internalization depends on specific amino acid within 2-11 region of the
cytoplasmic tail

(A) HEK293 cells were grown on coverslips and transfected with TMPRSS6-V5 2-11 region single
alanine mutants. Cells were surface-labeled on ice with anti-V5 and fixed 30 minutes after incubation
at 37 °C (n = 3). Anti-V5 immunofluorescence is displayed in green and Hoechst-stained nucleus in
blue. Scale bar: 50 um. (B) HEK293 cells were transfected with TMPRSS6-V5 2-11 region single alanine
mutants. Expression was detected by Western blotting with an anti-V5 antibody. Equal amount of cell
lysate (CL) was loaded on SDS-PAGE gel (upper panel). Cell media (CM) was concentrated and loaded
on a 10 % SDS-PAGE gel (middle panel). Cell lysate actin was blotted as loading control (lower panel)
(n =3). (C) Proteolytic activity was measured by cleaving the fluorogenic peptide Boc-Gln-Ala-Arg-
AMC (50 uM) and monitoring fluorescence release in media of cells transfected with TMPRSS6 and
alanine mutants. Activity was normalized by cell lysate total protein (ug) and presented as fold over
WT (mean + SD, n = 3).
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migrated at 36 kDa. Expression of all non internalized TMPRSS6 mutants (L.2A, L3A, F5A, S7A
and K8A) led to a increase in the intensity of the 36 kDa band in conditioned cell medium
supporting the notion that sustained presence of the enzyme at the cell-surface leads to

increased proteolysis of the substrate.

Since the sustained presence of TMPRSS6 at the plasma membrane produced higher
levels of sHJV and hence decreased cell-surface levels of intact HJV, we examined if hepcidin
levels were affected by this event. We measured the effect of expressing TMPRSS6 mutants in
HepG2 cells, which endogenously produce and secrete hepcidin (Fein et al., 2007). Figure
3.5B shows that a basal level of secreted hepcidin is detected in the conditioned media. When
HJV is overexpressed, a significant increase in hepcidin levels was found but these levels
returned to normal once wild-type TMPRSS6 was overexpressed thereby confirming its role
as a negative regulator of hepcidin production (Fig. 3.5B). However, when the cell-surface
sustained mutants (L2A, L3A, F5A, S7A and K8A) were expressed in these cells, hepcidin levels
were significantly reduced when compared to WT. These reductions can be linked to the
increased cell surface cleavage of HJV as shown in figure 3.5A. Using an alternative strategy
by transfecting dynamin-1 K44A or siRNA to knock-down TMPRSS6 (see supplemental Fig.
3.SF1B for controls and efficacy of siRNA on TMPRSS6 expression in transfected cells) in
HJV transfected HepG2 cells we show that modulating the cell-surface or overall cellular
levels of TMPRSS6 in an endogenous model affected hepcidin levels (Fig. 3.5C). Maintaining
TMPRSS6 at the surface with dynamin-1 K44A led to a significant decrease of hepcidin when
compared to cells transfected only with HJV while knocking-down endogenous levels of

TMPRSS6 partially restored the signaling capacity of the cell to produce hepcidin.

3.5 Discussion

TMPRSSE is a cell-surface serine protease that plays a critical role in the regulation of
iron homeostasis through it’s proteolytic processing of plasma membrane HJV (Maxson et al.,
2010). Normally, intact HJV associates with BMP to control hepcidin expression via the BMP
receptor/Smad signaling pathway.

In this study, we show for the first time that TMPRSS6 undergoes internalization at the
plasma membrane. We demonstrate using biotinylation and confocal microscopy analysis
that the enzyme reaches the cell surface and undergoes endocytosis in early endosomes

via clathrin-coated vesicles in a dynamin-dependent manner. Internalization was not only
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Figure 3.5
Inhibiting TMPRSS6 internalization affects cell surface cleavage of HJV and hepcidin
production

(A) HEK293 cells were co-transfected with HJV and WT TMPRSS6-V5 or single alanine mutants. Equal
amounts of cell lysate (CL, upper panel) and concentrated cell media (CM, middle panel) were loaded
on a 10 % SDS-PAGE gels then blotted against HJV. Cell lysates (lower panel) were blotted as expression
control (n = 3). CP signifies HJV cleavage product. (B) HepG2 cells were co-transfected with HJV and
WT TMPRSS6-V5 or single alanine mutants. Medium was concentrated after 24 h accumulation in
serum-free medium and hepcidin concentration (ng- ml!) evaluated by ELISA (mean + SD, n > 3).
*P<0.01. (C) HepG2 cells were co-transfected with HJV in presence or not of dynamin-1 K44A (Dyn-
K44A) and siRNA targeting TMPRSS6. Scrambled siRNA were used in absence of TMPRSS6 siRNA.
Medium was concentrated after 24 h accumulation in serum-free medium and hepcidin concentration
(ng - ml!) evaluated by ELISA (mean + SD, n > 3). **** P<0.001.

observed in transiently transfected HEK293 cells but also in the physiologically relevant
HepG2 cells and in primary human hepatocytes that endogenously express TMPRSS6. At
later time points, TMPRSS6 was detected in LAMP-2 labeled vesicles suggesting that the

protease eventually transits to lysosomes where it may be degraded.

Internalization of cell-surface proteins is frequently mediated by motifs found within
their cytoplasmic tail (Kozik et al., 2010). Initially, we screened for important regions within
the cytoplasmic tail of TMPRSS6 by using penta-alanine mutants and identified amino-

terminal region 2-11 as essential for internalization. Interestingly, this region contains a
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dileucine motif (L2 and L3), a determinant that is often found in cell-surface proteins that
undergo internalization. These motifs found in membrane proteins have been shown to act
as endocytic and/or constitutive sorting signals through interaction with the AP-2 adaptor
protein (Bonifacino and Traub, 2003). Interestingly, however, the dileucine motif found in
TMPRSS6 seems atypical from the canonical [D/E]XXXL[L/I] sequence observed in most
trafficking proteins, as itlacks an upstream acidic residue. Our data are nonetheless consistent
with the recent findings that dileucine motifs on their own can still act as internalization
signals (Kozik et al., 2010) and that many other trafficking proteins with such motifs also lack
acidic residue at position —4, but instead rely on other hydrophilic residues downstream of
the dileucines (e.g., LLXXXS in TMPRSS6) (Bonifacino and Traub, 2003). Using single alanine
mutation of the amino acids of the 2-11 region, we found that the 1.2 and L3 residues play a
role in internalization but that three other determinants (F5, S7 and K8) are also involved in

this process.

Internalization is a well-known regulatory process for G protein coupled receptors as
well as for growth factor receptors such as tyrosine kinase receptors where it plays a role
in desensitization and signaling (Posner and Laporte, 2010). However, internalization of
membrane proteases and the consequences thereof has not been extensively studied. An
example of a serine protease that undergoes internalization is furin, a type I transmembrane
protein where routing is a dynamic event shown to be dependent on the phosphorylation
state of its cytoplasmic tail (Jones et al.,, 1995). Reports have also shown that MT1-MMP,
an integral type I transmembrane metalloproteinase involved in cleaving ECM proteins,
undergoes dynamin-dependent endocytosis using both clathrin-mediated and independent
pathways (Remacle, Murphy and Roghi, 2003). Finally, very recent data reveal how another
member of the TTSP family, matriptase, accumulates in intracellular structures (Friis et al.,

2011) bringing support to the notion that these proteins undergo dynamic trafficking.

Recently, it was determined that cell-surface shedding was the only known mechanism
by which TMPRSS6 activity could be regulated (Silvestri et al., 2009). Our results reveal that, in
addition to shedding, internalization of TMPRSS6 can also act as a cellular mode of TMPRSS6
regulation with direct consequences on the processing of specific cell-surface substrates
such as HJV. Identifying and understanding the molecular determinants and mechanisms
controlling this event can lead to the potential modulation of internalization rates and hence,

cell-surface levels of TMPRSS6. Modulation of the levels of TMPRSS6 at the cell surface could
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conceivably lead to the eventual control of systemic iron levels. Interestingly, use of peptide
aptamers that can bind the LLY internalization motif located in MT1-MMP’s cytoplasmic tail
has prevented its internalization causing accumulation at the cell surface (Wickramasinghe,
Ferrigno and Roghi, 2010). Thus, one could envisage the modulation of TMPRSS6 cell-surface

localization and proteolytic activity by targeting its cytoplasmic tail.

In this study, we reveal a novel mechanism for TMPRSS6 regulation through plasma
membrane internalization and identified key residues within its cytoplasmic tail that are
important in sequestering the enzyme within the cell. Further studies will be needed to fully
understand the underlying mechanisms regulating TMPRSS6 trafficking and the extent to

which such regulation has on iron homeostasis and in situations of iron imbalance.
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3.8 Supplemental figures
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Figure 3.SF1
Specificity of TMPRSS6 antibody and siRNA pools

(A) HepGz2 cells were grown on coverslips and surface-labeled on ice with anti-TMPRSS6 (- blocking
peptide) or with anti-TMPRSS6 preincubated with blocking peptide (+ blocking peptide) prior to
fixation. Anti-TMPRSS6 immunofluorescence is displayed in green and Hoechst-stained nucleus in
blue. Scale bar: 50 uM. (B) HepG2 cells were co-transfected with WT TMPRSS6-V5 and non-targeting
siRNA (scrambled) or TMPRSS6 siRNA pools. Expression was detected by Western blotting with an
anti-V5 antibody. Equal amount of cell lysate (CL) was loaded on a 10 % SDS-PAGE gel. Cell lysate
actin was blotted as loading control.
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Figure 3.SF2
TMPRSS6 does not colocalize with caveolin-1

HEK293 were grown on coverslips and transfected with WT TMPRSS6-V5. Cell-surface TMPRSS6 was
labeled 1 h on ice with anti-V5 and cells were immediately fixed (0 min) or fixed after an incubation of
5, 10, 20, 30 or 60 min at 37 °C in complete medium. Cells were permeabilized and caveolin-1 was
labeled with a specific antibody (n = 2). TMPRSS6-V5 was labeled with Alexa 488-coupled secondary
antibody (green) and caveolin-1 with Alexa 594 (red). Scale bar: 50 pM.



DISCUSSION

Le fer est impliqué dans une multitude de fonctions comme le transport d’oxygeéne et
la catalyse des réactions de transfert d'électrons, de fixation d’azote ou de synthése d'ADN.
Sa régulation est essentielle, car il peut étre également toxique en raison de sa capacité a
réagir avec ’oxygeéne et a catalyser la production de formes radicalaires. Pour cette raison,
|'organisme possede différents mécanismes nécessaires a sa régulation.

L'un des principaux mécanismes assurant son controéle implique sa disponibilité dans
la circulation sanguine. La présence du fer dans le systéme vasculaire est principalement
contrdlée par le transporteur ferroportine (FPN), qui régule son entrée en provenance de la
digestion au niveau de I'intestin, son recyclage a partir de la dégradation des érythrocytes au
niveau des macrophages et sa sortie des réserves contenues dans les hépatocytes (Andrews
et Schmidt, 2007).

Le contrdle de ces transporteurs est assuré par une hormone peptidique produite
par les hépatocytes, I'hepcidine. Cette hormone, en se liant aux ferroportines, provoque
leur internalisation puis leur dégradation. La diminution de la quantité de ferroportine par
I'hepcidine fait de ce dernier un régulateur négatif de la quantité de fer en circulation.

Cette hormone est, elle aussi, soumise a un processus de régulation. Récemment, la
matriptase-2 a été identifiée comme étant un régulateur de son expression au niveau des
hépatocytes. Cette protéase a sérine transmembranaire permet de controler ’'expression du
gene de I'hepcidine en clivant 'hémojuvéline a la surface cellulaire.

Etant donné le réle important de cet enzyme dans le processus d’homéostasie du fer
et son implication dans de nombreux cas d’anémie réfractaire au fer (IRIDA), sa spécificité
enzymatique a été étudiée ainsi que sa régulation fonctionnelle.

4.1 Spécificité enzymatique de la matriptase-2 par rapport a d'autres TTSP

La matriptase-2 ainsi que les autres membres de la famille des TTSP possédent des
caractéristiques communes dont un domaine cytoplasmique, un domaine transmembra-
naire ainsi qu'une région extracellulaire possédant différents domaines dont un domaine
catalytique dans sa portion carboxyterminale.

Dans le cas de la matriptase-2, I'étude de son domaine catalytique est intéressant car
une meilleure connaissance de sa spécificité pourrait permettre de développer des inhibiteurs
contre elle. Le développement de tels inhibiteurs pourrait avoir des utilités dans le traitement
de maladie comme I'hémochromatose qui provoque une surcharge en fer (Pietrangelo, 2010).
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Linhibition de la matriptase-2 pourrait diminuer le clivage de I'hémojuvéline et ainsi favoriser
I'expression de I'’hepcidine, ce qui permettrait de diminuer les quantités de fer dans le sang.

Etant donné que les différentes TTSP possédent une forte identité de séquence au
niveau de leur domaine catalytique (~40 %), la spécificité de la matriptase-2 a été comparée
avec celle de son plus proche homologue, la matriptase, ainsi qu'a deux autres TTSP de
sous-familles différentes, ’hepsine et DESC1.

4.1.1 Spécificité envers les substrats

Afin de comparer la spécificité enzymatique des différentes TTSP, des formes recombi-
nantes de celles-ci ont été exprimées et purifiées (voir figure 2.1). Les propriétés enzymatiques
de la matriptase, de la matriptase-2, de I'hepsine et de DESC1 ont été comparées en utilisant
une série d'octapeptide-substrats a fluorescence séquestrée, aussi nommé « internally
quenched fluorogenic peptides» (1QF). Pour ces différents substrats, la fluorescence est
attribuable au groupement o-aminobenzoyle (Abz) situé en position aminoterminale et la
séquestration de ce signal est attribuable a la 3-nitro-tyrosine en position carboxyterminale.
Le clivage de ce peptide permet la séparation du fluorophore de la partie séquestrante, ce qui
permet la détection de la fluorescence.

La séquence des 18 peptides IQF utilisés est basée sur la région P4 a P4’ de la séquence
d’activation de la matriptase (RQAR-VVGG). Chez ces peptides, la position P1 a été fixée a Arg
alors que les positions P4, P3, P2 et P1’ ont été substituées par des acides aminés ayant des
propriétés physico-chimiques différentes : non-polaire (Ala, Leu), aromatique (Tyr), acide
(Glu) et basique (Arg).

L'analyse de I'actitivé relative des différents enzymes a une concentration fixée de
substrat (50 uM) a permis d’obtenir un portrait d’ensemble de leur spécificité (figure 2.3). Ces
résultats permettent d’observer que la matriptase-2 semble la moins permisive alors que la
matriptase est la plus restrictive, '’hepsine et DESCI se situant entre les deux. Pour confirmer
que les clivages se produisent aux positions prédites (entre P1 et P1’), le site de clivage de
tous les peptides clivés a été confirmé par spectrométrie de masse (résultats non publiés).

Afin de mieux évaluer la spécificité des TTSP, les parametres cinétiques de la matriptase,
matriptase-2, hepsine et DESC1 ont été déterminés en utilisant le modéle cinétique de
Michaelis-Menten (tableau 2.3). Une premiére analyse permet d’observer que la matriptase-
2, a la différence des autres, ne présente pas pour tous les substrats utilisés une cinétique
de Michaelis-Menten, mais présente une inhibition par le substrat lorsque la concentration
en substrat augmente (figure 2.4). Linhibition par le substrat est un phénomeéne observable
chez environ 20 % des enzymes. Au niveau des protéases, elle touche entre autres la trypsine
et la carboxypeptidase (Reed, Lieb et Nijhout, 2010). Dans ce type d’inhibition, I'enzyme
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possede deux sites de liaison pour son substrat : un site catalytique qui permet d’obtenir
le produit et un site non-catalytique (allostérique) qui permet de diminuer sa vitesse de
formation (Reed, Lieb et Nijhout, 2010). L'inhibition par le susbstrat peut parfois posséder
une fonction biologiques importante. A titre d’exemple, I'inhibition par le substrat de la
tyrosine hydroxylase résulte en une synthese stable de la dopamine en dépit des importantes
fluctuations en tyrosine provenant de 'alimentation et celle de I'acétylcholinestérase amé-
liore le signal neuronal et permet une terminaison rapide du signal (Reed, Lieb et Nijhout,
2010). Dans le cas de la matriptase-2, il serait intéressant d’observer si une concentration
élevée en hémojuvéline peut provoquer une inhibition par le substrat, ce qui permettrait de
réguler le clivage de 'hémojuvéline par la matriptase-2.

Pour la matriptase, des résultats antérieurs utilisant I’approche PS-SCL (Positional
scanning synthetic combinatorial peptide libraries) (Harris et al., 2000) ont démontré une
préférence pour Arg/Lys en P4, un acide aminé non-basique en P3, une Ser en P2, une Arg
en P1 et une Ala en P1’. Nos résultats démontrent qu'un acide aminé basique est favorisé
en position P3, mais aussi qu'une paire d’arginines en P2 et P1 rend le substrat fortement
accessible au clivage. De plus, la séquence d’activation (RQAR-VVGG) de la matriptase ne
constitue pas 'une de ses séquences de clivage optimales. Etant donné que I'activation de
la matriptase est un processus autocatalytique, une telle séquence, non optimale, pourrait
permettre de restreindre son activation.

Pour I'hepsine, les résultats obtenus démontrent qu’elle posséde une préférence
distincte pour une Leu/Tyr en P2 et une Arg en P3 et P4. En position P1’, le petit acide
aminé Val est favorisé. Ces résultats sont comparables & ceux publiés auparavant par Herter
et al. (2005).

Létude de la spécificité de DESC1 a révélé une préférence pour une Leu en position P2,
une Arg/Ala/Leu en P3, une Arg en P4 et une Ala en P1’. Ces résultats sont différents de ceux
publiés par Hobson et al. (2004), qui, en utilisant des substrats p-nitroanilides, ont démontré
que DESCI1 est plus active sur des substrats contenant Ala en P4 et P3, Pro en P2, suivi par
des substrats contenant Phe et Gly en P3 et P2 respectivement. Ces différences peuvent étre
causés par '’encombrement du groupe p-nitroanilide en position carboxyterminal du site de
clivage dans ces substrats, ce qui pourrait influencer I'efficacité de clivage.

4.1.2 Profils d’inhibition

Afin de mieux analyser les propriétés enzymatiques des TTSP, leur profil d’inhibition a
été déterminé. Pour ce faire, le pouvoir d'inhibition de divers inhibiteurs de protéase a été
évalué sur les TTSP purifiées. Le pouvoir d’'inhibiteurs physiologiques de protéases a sérine,
les serpines, a aussi été évalué. Ces inhibiteurs sont pour la majorité sécrétés et exercent leur
action dans la région extracellulaire. Les serpines extracellulaires régulent entre autres la
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cascade protéolytique responsable de la coagulation du sang (antithrombine I1I), la réponse
inflammatoire (o) -antitrypsine et o, -antichymotrypsine) et le remodelage tissulaire (PAI-1).
Des complexes de la matriptase avec I'antithrombine III (ATIII), I's; -antitrypsine («;-AT)
et 'az-antiplasmine (x2-AP) ont été observés dans le lait humain (Tseng et al., 2008) et la
localisation de la matriptase-2 et de I’hepsine au niveau des hépatocytes, lieu de syntheése
principal de I'a;-antichymotrypsine («;-ACT), I'a; -AT, o -AP, d’ATIII et de PAI-1 (plasminogen
activator inhibitor-1) (Lomas et al., 1992; Morgan et al., 2001; Stephens, Siddiqui et Hirs, 1987;
Serrano et al., 2009; Williams, 1989), en font des candidats susceptibles d’étre inhibés par
ces inhibiteurs. De plus, DESC1 forme des complexes d’inhibition avec les serpines PAI-1 et
PCI (protein C inhibitor) (Hobson et al., 2004). Lensemble de ces données suggere que les
protéases de la famille des TTSP peuvent étre des cibles physiologiques pour les serpines.

Les profils d'inhibition des TTSP étudiées correspondent a ceux des protéases a sérine
en général (tableau 2.1). Cependant, il est a remarquer que dans les conditions utilisées, la
matriptase-2 ainsi que DESC1 présentent une faible sensibilité envers la leupeptine alors
que la matriptase et I'hepsine sont plus fortement inhibés. Des études ont démontré que la
matriptase-2 (Velasco et al., 2002) et DESC1 (Hobson et al., 2004) peuvent étre inhibés par la
leupeptine, mais a des concentrations beaucoup plus fortes (80 uM et 50 uM respectivement)
que celle utilisé dans nos essais (1 pM). Ces différences peuvent étre expliquées par une affi-
nité plus grande de la leupeptine pour la matriptase et '’hepsine par rapport a la matriptase-2
et DESCI.

En présence d’inhibiteurs de la famille des serpines (tableau 2.2), seulement ATIII a
démontré une activité d’inhibition robuste. Cependant, la matriptase-2 ainsi que I'hepsine
et DESCI sont aussi fortement inhibées en présence de PAI-1 et de «;-AP. Ces trois serpines
possédent une Arg en position P1 de leur boucle réactive, ce qui suggere que cet acide
aminé a cette position est essentiel a une inhibition forte des TTSP. L'absence d’inhibition
des TTSP par o;-AT et «;-ACT est conforme a la spécificité P1-Arg. Cependant, les résultats
d’inhibition de la matriptase par 'a;-AT et ap-AP different de ceux observés dans le lait
humain (Tseng et al., 2008). En effet, dans le lait humain, la matriptase a été retrouvée a
I'intérieur de complexes avec l'a;-AT et I'«,-AP alors que nos résultats présentent aucune
inhibition pour 'a; -AT et une tres faible pour 'ap-AP. L'utilisation dans nos essais d’'une
forme recombinante de la matriptase comprenant seulement le domaine catalytique pourrait
expliquer cette différence, car les autres domaines de I’enzyme pourraient avoir un impact
sur la reconnaissance de la serpine pour la matriptase. Lensemble de ces résultats sont aussi
en accord avec les publications qui suggéerent un role d’inhibition de I'activité des TTSP par
les serpines (Szabo et al., 2005) et supportent aussi les données qui démontrent que DESC1
est dans la possibilité de former des complexes stables avec PAI-1 (Hobson et al, 2004).
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4.2 Régulation fonctionnelle de la matriptase-2

La matriptase-2 est une protéase a sérine présente a la surface cellulaire qui joue un
role critique dans 'homéostasie du fer par sa capacité a cliver 'hémojuvéline 4 la membrane
plasmique (Maxson et al,, 2010). Normalement, I'hémojuvéline intacte s’associe avec le BMP
pour controler I'expression d’hepcidine via une signalisation passant par les récepteurs BMPR
couplés aux SMADs.

Etant donné I'importance de la matriptase-2 a la surface cellulaire, des mécanismes de
contrdle sont susceptibles d’exister afin de réguler efficacement sa présence a cet endroit. Un
premier mécanisme a préalablement été identifié, soit celui de son relargage a partir de la
surface cellulaire. Ce relargage semble étre autocatalytique, car la présence d’'un domaine
catalytique fonctionnel est nécessaire pour son clivage au niveau du deuxiéme domaine CUB,
ce qui permet de la libérer de la surface cellulaire (Stirnberg et al., 2010).

Dans cette étude, nous avons exploré la possibilité que le domaine cytoplasmique de la
matriptase-2 soit impliqué dans un nouveau mécanisme qui régule sa présence a la surface
cellulaire par I'internalisation.

4.2.1 Internalisation de la matriptase-2 a partir de la surface cellulaire

En utilisant une approche de biotinylation des protéines de surface sur des cel-
lules HEK293 surexprimant la matriptase-2, nous avons observé qu’'une proportion de la
matriptase-2 biotinylée a la surface était protégée contre le clivage de la biotine par un agent
réducteur, le sodium 2-mercaptoéthanesulfonate (MesNa) (figure 3.1A). Cette observation
suggere que la protection de la matriptase-2 pourrait étre causée par son entrée a l'intérieur
de la cellule, ce qui lui permettrait de ne pas étre exposée au MesNa.

Cette hypotheése a été vérifiée en regardant dans différents modeles cellulaires si la
matriptase-2 marquée a la surface cellulaire pouvait se retrouver a I'intérieur de la cellule. En
utilisant un modele de surexpression dans des cellules HEK293 et deux modeles d’expression
endogene de la matriptase-2; les cellules d’origines hépatiques, les HepG2 et les hépatocytes
primaires humains ; nous avons observé la formation de vésicules contenant la matriptase-
2 al'intérieur de la cellule (figure 3.1B-D). Cette observation permet de confirmer que la
matriptase-2 est internalisée a partir de la surface cellulaire.

Nous démontrons donc, pour la premiére fois, que la matriptase-2 est internalisée a
partir de la surface cellulaire. Linternalisation est un mécanisme bien connu de régulation des
récepteurs couplés aux protéines G en jouant un réle important dans leur désensibilisation
et dans leur signalisation (Posner et Laporte, 2010). Cependant, 'internalisation de protéases
ancrées ala membrane et ses conséquences n’ont pas été étudiées en profondeur. Un exemple
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de ce type de protéase est la MT1-MMP (Membrane type 1 matrix metalloproteinase), une
métalloprotéase transmembranaire de type I qui est impliquée dans la clivage de protéines de
la matrice extracellulaire (Osenkowski, Toth et Fridman, 2004). Finalement, il a été démontré
récemment qu’'un autre membre des protéases a sérine transmembranaires de type 1I, la
matriptase, s'accumule dans des structures intracellulaires (Friis et al., 2011), renfor¢cant ainsi
la notion que ces protéines subissent un trafic dynamique.

4.2.2 Caractérisation de la voie d’internalisation de la matriptase-2

Il existe une multitude de voies d’endocytose possibles (figure 4.1). Etant donné que
I’endocytose médiée par la dynamine est fréquemment impliquée dans I'internalisation de
protéines de surface (Kumari, Mg et Mayor, 2010), nous avons vérifié la possibilité de son
implication dans I'’endocytose de la matriptase-2. En utilisant un mutant dominant-négatif
de la dynamine-1 (dynamine-1 K44A) qui abroge son activité (Damke et al., 1994), nous avons
démontré qu’'en cotransfectant ce mutant avec la matriptase-2 dans des cellules HEK293,
I'internalisation de la protéase est bloquée (figure 3.2A). En utilisant un modeéle cellulaire qui
exprime de facon endogéne la matriptase-2 (HepG2), lorsque le mutant K44A de la dynamine
est exprimé, I'internalisation de la matriptase-2 est aussi bloquée. Ces résultats démontrent
que la dynamine-1 est impliquée dans I'internalisation de la matriptase-2.

Lendocytose médiée par la dynamine-1 peut se faire par la formation de vésicules
recouvertes de clathrines, de cavéolines ou de facon indépendante de ces deux protéines
(Kumari, Mg et Mayor, 2010). Afin d'identifier lequel de ces types de vésicules était impliqué
dans '’endocytose de la matriptase-2, nous avons étudié sa localisation en microscopie
confocale avec des marqueurs identifiant la clathrine ou la cavéoline. Ces résultats ont permis
d’observer une colocalisation de la matriptase-2 avec la clathrine (figure 3.2B) mais pas avec
la cavéoline (figure 3.SF2). La formation des vésicules de clathrines nécessite la présence
de protéine adaptatrice comme la 3;-adaptine. Les résultats de microscopie confocale ont
permis d'observer une colocalisation de la matriptase-2 avec cette protéine (figure 3.2B). La
figure 4.2 représente la formation des vésicules d’internalisation de la matriptase-2.

Afin de déterminer la nature des compartiments cellulaires dans lesquels la matriptase-
2 transite par la suite, nous avons fait un double marquage de la matriptase-2 avec un
marqueur d’endosome précoce, la protéine EEA1 (Early endosome antigen 1) (figure 3.2B).
Les résultats obtenus nous ont permis de colocaliser la matriptase-2 avec EEA1 autant chez
les cellules HEK293 transfectées que chez les hépatocytes primaires humains, ce qui suggere
que la matriptase-2 transite par les endosomes précoces.

Pour terminer I'étude de la voie d’'internalisation de la matriptase-2, nous avons
observé en utilisant un marqueur des lysosomes, la protéine lysosomale LAMP-2 (Lysosomal-
associated membrane protein 2), que la matriptase-2 colocalise avec ce marqueur apres 6
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FIGURE 4.1
Principales voies d’endocytose

Plusieurs voies existent afin d’assurer I'internalisation de protéines a partir de la membrane plasmique.

heures d’internalisation autant chez des cellules HEK293 transfectées que chez les hépato-
cytes primaires humains (figure 3.2C).

Pris ensemble, nos résultats suggerent que la matriptase-2 transite par les endosomes
précoces via des vésicules de clathrines d'une fagon dépendante de la dynamine-1. Au final,
la matriptase-2 se retrouve aux lysosomes ou elle est dégradée (figure 4.3).

D’autres protéases utilisant des voies d’internalisation comparables a celle de la
matriptase-2 ont aussi été identifiées. Par exemple, MT1-MMP subit une endocytose dépen-
dante de la dynamine qui utilise des voies nécessitant la clathrine et la cavéoline (Remacle,
Murphy et Roghi, 2003).

4.2.3 Déterminants impliqués dans I'internalisation

Afin d’identifier les déterminants moléculaires impliqués dans I'internalisation de la
matriptase-2, nous avons construit des mutants penta-alanines couvrant la queue cytoplas-
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FIGURE 4.2
Formation des vésicules d’internalisation de la matriptase-2

Linternalisation de la matriptase-2 s’effectue a l'intérieur de vésicules a clathrine et nécessite la
dynamine-1 ainsi que la protéine adaptatrice $5,-adaptine.

mique entiére (52 acides aminés) (figure 3.3A). En exprimant ces différents mutants dans des
cellules HEK293 et en observant leur internalisation par microscopie confocale (figure 3.3B),
nous observons que deux mutants (2-6 et 7-11) empéchent la matriptase-2 d’internaliser.
De plus, ces mémes mutants sont davantage relargués de la surface cellulaire, ce qui permet
d’observer une recrudescence d’activité catalytique associée a cet enzyme dans le milieu
(figure 3.3C-D). Ces mutants laissent suggérer que la région 2-11 contient des déterminants
essentiels a I'internalisation et lorsque ceux-ci ne sont pas présent, I'enzyme s’accumule a la
surface cellulaire, ce qui favorise son relargage.

L'analyse de la région 2-11 a 'aide de mutants alanines pour chacun des acides aminés
a permis d’identifier ceux indispensables a I'internalisation de la matriptase-2 (figure 3.4).
En prenant la méme approche que celle utilisée pour les mutants penta-alanines, cing
des dix acides aminés (L2A, L3A, F5A, S7A et K8A) de cette région sont impliqués dans
I'internalisation, car lorsqu'’ils sont mutés, l'internalisation est bloquée. Chez la matriptase-2
murine, I’absence de trois de ces acides aminés essentiels (Leu?, Leu® et Phe®) (Annexe A,
figure A.1A) font en sorte qu’elle est incapable d’internaliser (Annexe A, figure A.1B). Cette
différence majeure laisse croire que la capacité d’internalisation de la matriptase-2 n’est pas
présente chez toutes les espéces.
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FIGURE 4.3
Différentes étapes du processus d’internalisation de la matriptase-2

La matriptase-2 est internalisée & partir de la surface cellulaire (1) et se retrouve a I'intérieur de
vésicules a clathrine (2). La matriptase-2 transite ensuite par des endosomes précoces (3) avant de se
retrouver au niveau des lysosomes ou elle sera dégradée (4).

Il est intéressant d’observer que la queue cytoplasmique de la matriptase-2 possede
un motif dileucine (Leu? et Leu3®). Ces motifs sont souvent des déterminants trouvés chez
les protéines présentes a la surface cellulaire et qui sont internalisées. Ils ont été identifiés
comme signal d’endocytose en passant par l'interaction avec la protéine adaptatrice AP-2
(Bonifacino et Traub, 2003). Cependant, le motif dileucine trouvé chez la matriptase-2 semble
atypique par rapport a la séquence canonique (D/E)XXXL(L/I) par I'absence du résidu acide.
Cependant, nos résultats sont compatibles avec les découvertes récentes qui démontrent
que les motifs dileucines seuls peuvent agir comme signal d’internalisation (Kozik et al.,
2010). Plusieurs protéines avec un tel motif présentent aussi une absence du résidu acide en
position —4, mais utilise un autre résidu hydrophile en aval du motif dileucine (LLXXXS pour
la matriptase-2) (Bonifacino et Traub, 2003).

Parmi les acides aminés nécessaires a I'internalisation, Ser’ posséde le potentiel d’étre
phosphorylée. Dans ce cas, son état de phosphorylation pourrait influencer sa capacité
d’internalisation. Par exemple, la furine, une protéase a sérine transmembranaire de type|,
posseéde une queue cytoplasmique dont1’état de phosphorylation joue un roéle important dans
sa localisation cellulaire (Jones et al., 1995). Ser” fait partie d’'un motif de phosphorylation
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potentiel par la protéine kinase C (figure 1.14) et la matriptase-2 posséde au moins une sérine
phosphorylée (Annexe A, figure A.2), ce qui laisse croire que cet acide aminé a de forte chance
d’'étre phosphorylé. 1l serait intéressant de vérifier son état de phosphorylation et, dans ce
cas, si cet état peut influencer sa capacité d’internalisation.

4.2.4 Impactde la perte d’internalisation de la matriptase-2 sur sa fonction

La présence de la matriptase-2 a la surface cellulaire est essentielle a sa fonction
catalytique sur 'hémojuvéline, ce qui permet d’assurer la régulation de ’expression de
I'hepcidine. Nous avons montré, en cotransfectant des cellules HEK293 avec les mutants
alanines individuels et I'hémojuvéline, que la matriptase-2 non-internalisée clive davantage
I’hémojuvéline a la surface cellulaire (figure 3.5A). Cette augmentation de clivage a aussi
pour effet d’abaisser la quantité d’hepcidine exprimée (figure 3.5B). Les mémes effets sur
I’hepcidine sont aussi observables lorsque l'internalisation de la matriptase-2 est bloquée
dans un modeéle celllulaire d’expression endogene (figure 3.5C).

4.3 Spécificité enzymatique et internalisation de la matriptase-2 dans la régulation de sa
fonction

Lidentification des différences qui distinguent la spécificité de la matriptase-2 des
autres TTSP permet un meilleur ciblage pour le développement d'inhibiteurs spécifiques
pour cet enzyme. Lutilisation de tels inhibiteurs permettrait de restreindre le clivage de
I’hémojuvéline et ainsi favoriser I’expression de I’hepcidine, ce qui aura pour conséquence
de diminuer les quantités de fer en circulation dans 'organisme (figure 4.4). Une telle
diminution serait favorable au traitement de surcharge en fer causée par certaines maladies
comme ’hémochromatose. Dans cette maladie, une mutation du géne HFE empéche la
protéine pour laquelle il code de s’associer a TfR2, une action nécessaire au déclenchement
de I'expression de 'hepcidine (figure 4.4) (Babitt et Lin, 2011). En inhibant la matriptase-
2, la hausse d’expression occasionnée permettrait de compenser la perte provenant de la
mutation de HFE pour ainsi rétablir les niveaux normaux de fer.

La possibilité de moduler la présence de la matriptase-2 a la surface cellulaire consti-
tuerait une seconde alternative pour rétablir les niveaux de fer a la normale (figure 4.4). En
effet, la possibilité de stimuler I'internalisation de la matriptase-2 favoriserait I'expression
de I'hepcidine en diminuant le clivage de 'hémojuvéline a la surface cellulaire. De plus, la
capacité a diminuer la vitesse d’internalisation favoriserait une diminution de I'expression
de I'hepcidine et pourrait ainsi servir au traitement de patients souffrant d’'une anémie de
type IRIDA possédant une mutation de la matriptase-2 la rendant moins active.
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v FIGURE 4.4
Modulation de la matriptase-2 dans le contréle des niveaux d’hepcidine

La transcription de BMP6 est activée par une augmentation du fer intracellulaire au niveau des
cellules endothéliales sinusoidales hépatiques. Le co-récepteur du BMP spécifique aux hépatocytes,
I’hémojuvéline (HJV), se lie aux récepteurs I et Il du BMP (BMPRI-II) en présence du ligand BMP6.
La formation de ce complexe a la membrane plasmique des hépatocytes active la phosphorylation
de SMAD1/5/8 et favorise son interaction avec SMAD4. Le complexe SMAD est transloqué vers le
noyau et active la transcription du géne HAMP qui code pour 'hepcidine. La matriptase-2, a la surface
cellulaire, peut cliver HJV et ainsi prévenir la formation du complexe HJV/BMP6/BMPR, agissant ainsi
comme régulateur négatif de la voie d’expression de I'hepcidine. La présence de la matriptase-2 ala
surface cellulaire peut étre régulée par un relargage de la surface cellulaire ou par l'internalisation.
La transcription de I'hepcidine peut aussi étre activée par l'interaction de HFE avec TfR2 par un
mécanisme non encore totalement élucidé. Les complexes HFE-TfR1 présents a la surface cellulaire
permettent de monitorer la saturation en fer de la transferrine (Fe-Tf). A une faible saturation en
fer de la transferrine, HFE est séquestré par TfR1 et lorsque qu’elle augmente, HFE est délogé de
TfR1 et peut alors interagir avec TfR2. Afin de contréler les niveaux d’hepcidine, la modulation de
I'action catalytique de la matriptase-2 a la surface cellulaire constitue une approche thérapeutique
potentielle (régions en évidence). L'utilisation d’inhibiteurs de la matriptase-2 ainsi que la capacité
a favoriser son internalisation permettraient de favoriser I'expression de 'hepcidine alors que son
blocage favoriserait une réduction. (+) représente les actions favorisant I'expression de '’hepcidine et
(-) celles avec des effets régulateurs négatifs.



CONCLUSION

Les résultats présentés dans cette thése ont mis en évidence la spécificité enzymatique
de la matriptase-2 ainsi qu'un nouveau mécanisme permettant sa régulation fonctionnelle.

En premier lieu, nous avons établi la spécificité de la matriptase-2 a 'aide de substrats
IQF tout en la comparant a trois autres protéases a sérine transmembranaires de type 1], la
matriptase, 'hepsine et DESC1. Les résultats obtenus démontrent que la matriptase-2 est
celle qui présente la spécificité la plus large et est aussi la seule qui présente une inhibition
par le substrat pour certains d’entre eux.

Nous avons aussi démontré que la matriptase-2 présente a la surface cellulaire subit
une internalisation constitutive. Elle est internalisée dans des vésicules contenant de la
clathrine et AP-2 via un processus dépendant de la dynamine. La matriptase-2 endocytée
transite par la suite dans les endosomes précoces puis les lysosomes. L'internalisation de la
matriptase-2 est dépendante de certains résidus spécifiques contenus dans la région amino-
terminale de son domaine cytoplasmique, car la mutagénese dirigée de ces résidus empéche
I'internalisation et retient I'enzyme a la surface cellulaire. Les cellules qui coexpriment
ces mutants et 'hémojuvéline produisent des niveaux d’hepcidine fortement diminués
comparé a la matriptase-2 de type sauvage, car 'hémojuvéline est davantage clivée a la
surface cellulaire par les mutants de la matriptase-2.

Nos résultats démontrent que la matriptase-2 possede une préférence de substrats
distincte des trois autres membres de la famille des TTSP et soulignent pour la premiére fois
I'importance du trafic de la matriptase-2 a la membrane plasmique dans la régulation de
I'expression de I'hepcidine, un événement essentiel a I’homéostasie du fer.
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ANNEXE A

A.1 Internalisation de la matriptase-2 humaine et murine
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Figure A.1
La matriptase-2 murine n’est pas internalisée

Humain

Souris

(A) Alignement des séquences humaine et murine de la matriptase-2. Les fleches indiquent les acides
aminés impliqués dans l'internalisation de la forme humaine et les caractéres rouges, les acides
aminés conservés. (B) Microscopie confocale de cellules HEK293 transfectées avec la matriptase-2/V5
humaine ou murine. La matriptase-2 a été marquée a la surface sur glace avec un anticorps contre V5
et fixée immédiatement (0 min) ou aprés 30 minutes d’incubation a 37 °C. Limmunofluorescence
correspondant a 'anti-V5 est représentée en vert alors que les noyaux colorés au Hoechst sont
représentés en bleu. Echelle : 50 pm.
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A.2 Phosphorylation de la matriptase-2
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Figure A.2

La matriptase-2 est constitutivement phosphorylée

Des cellules HEK293 ont été transitoirement transfectées avec pcDNA6/V5 (-) ou avec un plasmide
codant pour la matriptse-2/V5 (+). 24 heures apreés la transfection, les cellules ont été lysées et la
matriptase-2 a été immunoprécipitée en utilisant un anticorps contre V5 (IP V5). Les protéines
immunoprécipitées ont été chargées sur gel SDS-PAGE 10 % puis la présence de la matriptase-2 a été
vérifiée par immunobuvardage en utilisant un anticorps contre V5 (panneau du haut) et sa forme
phosphorylée a été détectée en utilisant un anticorps contre les phosphosérines (panneau du bas).
Lextrait brut a été chargé sur gel afin de vérifier I'efficacité de transfection.
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